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Resumo

Suni Mamani, Julio Damian; Paciornik, Sidnei (Orientador); Bott, Ivani de
Souza (Co-orientadora). Quantificacdo por Microscopia Digital do
Microconstituinte Austenita-Martensita em Ac¢o de Baixa Liga. Rio de
Janeiro, 2013. 112p. Dissertagdo de Mestrado - Departamento de Ciéncia
dos Materiais ¢ Metalurgia, Pontificia Universidade Catoélica do Rio de
Janeiro.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma metodologia para
quantifica¢do, por microscopia, do microconstituinte Austenita-Martensita (AM)
em um ago de alta resisténcia e baixa liga (ABRL) da classe APISLX80. Foram
obtidas imagens de Microscopia Otica (MO) em campo claro e Eletronica de
Varredura (MEV), nos modos de elétrons secundarios (SE) e retroespalhados
(BSE). As imagens foram quantificadas por Processamento e Analise Digital de
Imagens (PADI) e os resultados dos dois tipos de microscopia foram comparados.
O principal desafio foi discriminar AM em meio a uma microestrutura multifasica
complexa, com fracdes variadas de ferrita, bainita e do proprio AM. Para revelar a
presenca de AM foram testadas diferentes sequéncias de ataques quimicos e
eletroliticos. Os resultados demostraram que o ataque quimico misto,
acrescentando um passo Lepera modificado gerou uma melhora acentuada do
contraste em imagens de MO e de MEV no modo BSE. Imagens de MEV no
modo SE apresentaram problemas de borda devido a posi¢do do detector de
elétrons, o que impediu a correta discriminagdo das regides de AM. No modo
BSE, a tensdo de aceleragdo foi reduzida para 5 kV, para reduzir a penetragio do
feixe de elétrons e aumentar o contraste devido a fina camada de AM. Estas
imagens foram filtradas para reduzir ruido e segmentadas por limiar simples para
quantificar o AM. Nas imagens coloridas de MO, o AM foi segmentado por
limiares nos espacos de cor RGB e HSB e em seguida foi quantificado. Utilizando
Microscopia Co-Localizada (MCL) foram obtidas imagens de campos idénticos
no MEV e no MO, permitindo comparar as técnicas. Mostrou-se que, no mesmo
aumento, a microscopia Otica tende a subestimar a fracdo de AM quando

comparada a microscopia eletronica de varredura, no modo BSE.

Palavras-chave

Ac¢o microligado; microconstituinte AM; microscopia; andlise de imagens.
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Abstract

Suni Mamani, Julio Damian; Bott, Ivani de Souza; Paciornik, Sidnei.
Quantification of Austenite-Martensite in Low Alloy Steel by Image
Analysis. Rio de Janeiro, 2013. 112p. MSc. Dissertation — - Departamento
de Ciéncia dos Materiais e Metalurgia, Pontificia Universidade Catdlica do
Rio de Janeiro.

This dissertation proposed the development of a quantification method, by
microscopy, of the microconstituent Martensite-Austenite (MA) in a High
Strength Low Alloy (HSLA) steel of the APISLX80 class. Images were obtained
by Optical Microscopy (OM) and Scanning Electron Microscopy (SEM), in
secondary electron (SE) and backscattered electron (BSE) modes. Digital Image
Processing and Analysis (IA) was employed to process and quantify the acquired
images and compare the results of the two types of microscopy. The main
challenge was to discriminate the MA amidst a complex multiphase
microstructure with varying fractions of ferrite, bainite and MA itself. To reveal
the MA different chemical and electrolytic etching sequences were tested. The
results showed that a mixed combination with an extra step of modified LePera
etchant issued the best contrast for both OM and BSE mode SEM. SEM images in
SE mode showed edge problems due to the location of the electron detector, what
prevented the correct discrimination of MA regions. The accelerating voltage in
the BSE mode was reduced to 5 kV which in turn decreased beam penetration and
increase contrast due to the thin MA layer. These images were filtered to reduce
noise and segmented by a simple threshold to quantify MA. In the color OM
images MA was segmented by thresholds in the RGB or HSB color spaces and
subsequently quantified. Employing Co-Site Microscopy images of identical
fields acquired by OM and SEM, a direct comparison of the techniques was
allowed. It was show that, for the same magnification, optical microscopy tends to
underestimate the MA fraction when compared to electron microscopy in BSE

mode.

Keywords

Microalloyed steel; AM Phase; microscopy; image analysis.
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Introducao

Os agos de Alta Resisténcia e Baixa Liga (ARBL) sdo muito utilizados
atualmente nos sistemas de transporte de gas natural e petroleo, pois aliam
resisténcia e boa tenacidade [1]. Estudos realizados em acos API 5L X-80
mostraram que a fracdo volumétrica de AM aumenta na medida em que o carbono
equivalente (CE) aumenta para um mesmo teor de carbono. No entanto, a
resisténcia ao impacto ¢ fortemente dependente da fragdo volumétrica, da
morfologia e da conectividade entre as particulas do microconstituinte AM.
Quando a morfologia de AM ¢ massiva e interconectada resulta em baixa
tenacidade [2] [3].

O presente trabalho visa desenvolver uma metodologia para caracterizagao
microestrutural do microconstituinte autenita-martensita (AM) em agos de alta
resisténcia e baixa liga (ABRL). Este microconstituinte tem forte influéncia sobre
as propriedades mecanicas. No entanto, a andlise quantitativa deste
microconstituinte exige técnicas de preparagdo especificas para revela-lo em meio
a uma microestrutura multifdsica complexa com fragcdes variadas de ferrita,
bainita, dentre outras fases. Ainda que algumas destas técnicas tenham sido
relatadas na literatura, ndo se encontram trabalhos de quantificagdo automatizada
do AM. Além disso, imagens de microscopia dtica (MO) e Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV) raras vezes sdo comparadas.

No presente trabalho utilizou-se microscopia otica de luz refletida (MO),
microscopia eletronica de varredura (MEV) e processamento digital de imagens
para automatizar a identificagdo do microconstituinte AM, quantificar sua fragao

de area e comparar os resultados destas diversas técnicas.
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1.1
Objetivos

1.1.1
Objetivo Geral

Caracterizar o microconstituinte Austenita-Martensita (AM) em agos de alta
resisténcia e baixa liga (ABRL) por Microscopia Digital, utilizando rotinas de
Andlise Digital de Imagens desenvolvidas para quantificar automaticamente o AM

comparando os resultados das diversas técnicas.

1.1.2

Objetivos Especificos

* Estabelecer uma metodologia de ataque quimico para a revelacao seletiva
do microconstituinte Austenita-Martensita (AM).

* Definir o modo 6timo de captura de imagens por microscopia eletronica de
varredura e por microscopia Otica das melhores condi¢des de metodologia de
ataque quimico, para o processamento digital de imagens.

» Comparar os resultados das diversas metodologias de ataque quimico e da

captura de imagens.

1.2

Justificativa

Muito embora estejam disponiveis na literatura metodologias de iden-
tificacdo do microconstituinte AM, procedimentos sistematicos estatisticamente
confiaveis e reprodutiveis ainda ndo estdo bem estabelecidos.

A dificuldade reside na discriminagdo do microconstituinte AM ser
realizado por processamento digital de imagens em uma matriz onde a
microestrutura ¢ complexa e multifésica.

Portanto, o presente trabalho justifica-se por ser uma proposta de solucao

para este problema. Dessa forma, estabelece-se uma metodologia contendo a
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preparacdo de amostras para a microscopia e para a analise de imagens que

permitam a quantificacao automatica da presenca do microconstituinte AM.
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Revisédo Bibliografica

O presente capitulo aborda os principais aspectos e caracteristicas do
microconstituinte Autenita-Martensita (AM), em agos de alta resisténcia e baixa
liga (ABRL), assim como o estado da arte em Processamento e Analise Digital de
Imagens (PADI), com foco nos métodos desenvolvidos para a quantificagdo

automatica das microestruturas.

2.1

Acos de alta resisténcia e baixa liga (ABRL)

Sdo acos microligados de baixo conteudo de carbono, contendo teores muito
pequenos de elementos de liga como nidbio, titdnio e/ou vanadio. A adi¢do destes
elementos de liga promove propriedades mecanicas superiores ao comparados
com os agos ABRL e com os agos C-Mn convencionais.

A melhora nas propriedades mecanicas da-se devido ao tamanho pequeno
do grdo e aos fendmenos de precipitacdo, associados a composi¢cdo quimica e ao
processo de fabricagdo. Este processo envolve laminagdo controlada com controle
restrito da temperatura e da quantidade de deformagdo, seguida por resfriamento

acelerado ao final da laminacdo, ou por um tratamento térmico de normalizagdo

[1][4] [ST[6].

2.2
Evolucédo dos acos ABRL

A partir dos anos 40, as chapas de ago foram fabricadas para a produgdo de
tubos API 5LX60, com teor de carbono relativamente alto (0,20%), contendo
também vanadio para aumentar a resisténcia mecanica. O processo de laminagdo a
quente, dessas chapas, tinha como objetivo somente obter as dimensdes
necessarias. Suas propriedades mecanicas foram definidas posteriormente, ao se

aplicar tratamento térmico de normalizacao [1].
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Com a mudanga de critério de fabricacdo dos acos, o desenvolvimento dos
acos de alta resisténcia e baixa liga, mostrou nas décadas de 1960 a 1980, um
grande progresso na relacdo entre a microestrutura e as propriedades mecanicas
[4].

Na década de 1960, pesquisadores ingleses comegaram a estudar um novo
conceito de material: os acos microligados de alta resisténcia e baixa liga (ABRL),
contendo teores muito pequenos de nidbio, que apresentaram uma caracteristica
muito peculiar durante sua conformacao a quente [1] [7].

No inicio dos anos 70, o ago API 5L grau X-70, contendo Nb, V ¢ 0,12% de
C, foi introduzido pela primeira vez na Alemanha com o objetivo da construcao
de dutos de transporte de gés. Isso foi possivel com o desenvolvimento da técnica
de laminagdo controlada. Desde entdo, o grau X-70 provou ser um material,
confidvel para a implantacdo de varios projetos de dutos. O material foi
melhorado a partir da técnica de laminag¢do controlada e, uma vez aprimorado,
pode ser soldado sem problemas [8] [7].

Gracas a experiéncia bem sucedida do ago X-70 e ao desenvolvimento do
processo de laminagdo controlada, com resfriamento acelerado, o aco API 5L grau
X-80 entrou em uso pela primeira vez em 1985, no Projeto MEGAL II, na
Alemanha, com a constru¢ao de uma secao de 3,2 km de dutos feitos com este
material. O processo de laminag¢do controlada com resfriamento acelerado
permitiu a producdo de materiais com grau X-80, microligado com nidbio e
vanadio, com a quantidade de carbono mais baixa e com boa soldabilidade [9].

Finalmente, em 1992, houve a primeira construcdo de dutos feitos
inteiramente de ago X-80. Uma extensdo de 250 km de linha dutovidria foi
realizada na Alemanha, utilizando 145.000 toneladas de aco. O fator que
incentivou esta grande obra foi a reduc¢do da espessura dos tubos, necessaria para
a operacdo, com uma pressao de 100 bars. [7] [9].

Adicdes de elementos de liga como o molibdénio, o cobre e o niquel e o
processamento da laminagdo controlada, seguida de resfriamento acelerado,
possibilitaram o desenvolvimento dos agos API para os graus superiores como X-
100 e X-120 [5] (Figura 2.1, Figura 2.2).

Esses procedimentos de laminacdo controlada podem ser seguidos de
resfriamento acelerado, ou nao. No caso do ago em estudo API XLX80, o

procedimento de fabricagdo nao contemplou o resfriamento acelerado.
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Via de regra, o processo de laminagdo controlada, com ou sem resfriamento
acelerado, d4 origem a uma microestrutura multifasica com a presenca de ferrita,
bainita, bainita granular, agregados de ferrita, carbetos e microconstituinte
Austenita-Martensita (AM). A presenca deste microconstituinte ¢ discutida na

proxima secao.

API grade

X 120

X100 A

X 80

X70 H

1965 1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005

Figura 2.1 Evolucao dos acos para a fabricacdo de tubos de grandes diametros [10].

0.06%C. 0.2% Mo + N, Ti D.P.- redugio dafragdo de perlita

 0,08%C  R.G.-refino de grio
E.D. - endurecimento por discordancias
E.P. - endurecimento por precipitagéo

XBORA o

008%C+ Nb, T

b lo B P e e

X70LC

0.12%C + Nb. V

XGON e RGN T 0:20%C .

020%C+V

Diminulgéo Aumento
Temperatura de Transigdo

Figura 2.2 Relacdo entre composigdo quimica, processamento e mecanismos envolvidos
[11].
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2.3

O microconstituinte austenita-martensita (AM)

O presente trabalho tem como objetivo fazer uma breve revisao dos fatores
que determinam a presenga do microconstituinte, ou microfase austenita-
martensita (AM) nos acos de baixa liga e sua quantificacdao por analise digital de
imagens. Atencao especial serd dada ao emprego dos métodos de ataque quimico
e de captura de imagens por microscopia Otica e microscopia eletronica de
varredura, com procedimentos e equipamentos essenciais a sua detec¢do e
quantificagdo.

A presenca do microconstituinte AM est4 geralmente associada a reducao da
tenacidade na zona termicamente afetada (ZTA), considerada zona fragil
localizada (ZFL) e mostra-se importante em fenomenos relacionados a
concentragdo de tensdo e a fragilizagdo por hidrogénio.

Assim sendo, ¢ muito importante determinar uma metodologia de

quantifica¢do do microconstituinte AM [12] [13] [14].

231

Mecanismo de formacdo do microconstituinte AM

A austenita de baixo carbono transforma-se em ferrita para uma extensa
faixa de taxas de resfriamento. Assim, a matriz ferritica pode assumir varias
morfologias e subestruturas, as quais estdo em funcado da taxa de resfriamento da
temperatura de formacao e da composicao quimica.

Para as taxas de resfriamento intermedidrias os produtos de transformacao
podem ser descritos em termos dos seguintes estigios: a bainita lamelar se forma
nos primeiros estagios de transformagao e a austenita, enriquecida de carbono,
forma pequenas ilhas que ficam aprisionadas pela matriz bainitica. Estas ilhas
podem se transformar total, ou parcialmente, em martensita com alto carbono, em
baixas temperaturas, durante o resfriamento continuo [15].

A formacdao do microconstituinte Austenita-Martensita em chapas de acos
bainiticos de baixo carbono laminados a quente ¢ controlada pela composicao do

aco e pela taxa de resfriamento da chapa, apos laminagdo a quente [16].
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2.3.2

Morfologia e quantidade do microconstituinte AM

O microconstituinte AM ¢ classificado morfologicamente em dois tipos:
microconstituinte AM alongado e massivo, variando de acordo com o tempo de

resfriamento entre 800°C e 500°C, como mostrado na Figura 2.3.

Figura 2.3 Microestruturas tipicas de AM observadas em MEV [17]. (@) O
microconstituinte AM na forma alongada para o tempo de resfriamento rapido (22 s) de
800°C a 500°C. (b) O microconstituinte AM na forma massiva muda a medida que
aumenta o tempo de resfriamento (70 s) de 800°C a 500°C. (c) Decomposicdo do
microconstituinte AM em agregados de ferrita e carbonetos, quando o tempo de

resfriamento torna-se muito longo, como mostra a Figura 2.4.
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Figura 2.4 Relacéo entre o tempo de resfriamento e a fragdo de AM [17].

2.3.3
Efeitos das caracteristicas do microconstituinte AM sobre as

propriedades mecanicas

Estudos realizados em agos API 5L X-80 mostraram que a fracdo
volumétrica de AM aumenta na medida em que o carbono equivalente (CE)
aumenta para um mesmo teor de carbono. A fracdo volumétrica de AM aumenta
com o teor de carbono e de carbono equivalente (CE) [18].

Outras pesquisas mostram que a presenga de particulas isoladas de AM nao
tem efeito prejudicial sobre a resisténcia a temperatura ambiente. No entanto, a
resisténcia ao impacto ¢ fortemente dependente da fragdo volumétrica, da
morfologia e da conectividade entre as particulas do microconstituinte AM.
Quando a morfologia de AM ¢ massiva e interconectada resulta em baixa

tenacidade [2] [3].
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2.3.4
Evolucédo da quantificagdo do Microconstituinte Austenita-Martensita
(AM)

Le Pera trabalhou no aperfeicoamento de contrastes utilizando varios
ataques para a diferenciacao das fases em microscopia 6tica. O ataque com maior
sucesso ¢ o de Le Pera Modificado. Este ¢ composto por duas solugdes: o reagente
I e o reagente II. Utilizam-se 30 = 2 ml do reagente I (1% de metabisulfito de
sodio em agua) e 30 = 2 ml do reagente II (4g acido picrico em 100 ml de etanol),
que sdo colocados em diferentes béqueres. O tempo de ataque pode variar de 10 a
20 segundos, dependendo da composicdo quimica do aco. O ataque ¢
interrompido com alcool etilico, seguido de um jato de ar frio para a secagem da
amostra. A amostra ¢ pré-atacada com nital para delinear os contornos de graos.
Neste ataque, a ferrita aparece azul-esverdeada, a bainita aparece marrom e a
austenita e a martensita aparecem brancas [19].

Ikawa et. al. [17] observaram o microconstituinte AM por Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) e Microscopia Eletronica de Transmissao (TEM).
No primeiro caso, foram utilizados dois passos do ataque eletrolitico a fim de
distinguir o microconstituinte AM e os carbonetos.

O eletrdlito para o primeiro ataque foi EDTA (4cido etileno diamino
tetracético) 5 g, fluoreto de sodio (NaF) 0,5 g, dgua destilada 100 ml, com 3V por
3 segundos. A ferrita ¢ atacada, enquanto o AM e os carbonetos nio sdo atacados.

O eletrolito para o segundo ataque foi o acido picrico 5 g, hidréxido de
sodio (NaOH) 25 g, e a agua destilada 100 ml com 6V, por 30 segundos. Os
carbonetos sdo preferencialmente atacados. Deste modo o microconstituinte AM
foi identificado por MEV.

Alé et. al. [20] apresentaram uma nova forma de realizar o ataque
metalografico. Eles utilizaram o ataque Lepera Modificado e a solugcdo 2 de
Ikawa, o que permite a identificacdo do microconstituinte AM por Microscopia
Otica (MO) e (MEV). O estudo foi realizado na zona afetada termicamente (ZTA)
de um aco C-Mn, com baixo teor de carbono, microligado com Nb e pequenas
adicoes de Cu e Ni.

Elisei et. al. [21] caracterizaram um ago multifasico com teor 0,08%C,

0,13%Si e 1,55%Mn, com adi¢des de molibdénio. Foram aplicadas diferentes
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propor¢des de solucdes de metabissulfito e acido picrico, por exemplo, 12:7.
Porém, notou-se que o ataque realcava demasiadamente na microestrutura as
tonalidades em marrom, impossibilitando a diferenciacdo das fases presentes. A
proporc¢do ideal encontrada foi & mesma utilizada por Le Pera em seu trabalho
original, ou seja, 1:1. A temperatura dos reagentes durante o ataque foi mantida
proxima de 0 °C. A andlise realizada por MO permitiu caracterizar a
microestrutura presente como multifasica, a bainita com a cor marrom escura, a

ferrita em tom marrom claro e a austenita retida + martensita em cor branca.

2.3.5

Sobre a quantificacdo do microconstituinte AM

A quantificacdo de fragdo volumétrica do microconstituinte AM ¢
tradicionalmente realizada através da técnica de contagem de pontos utilizando as
imagens de microscopia oOtica (MO) e de microscopia eletronica de varredura
(SEM), da norma ASTM E562-95, Figura 2.5.

Pereira et. al. [22] estudaram o ago microligado contendo 0,05 %C, 0,0021
%B, (API-5L-X80), onde o procedimento metalografico utilizado foi o de LePera
modificado na propor¢do do reagente 12:7, visando a identificacio e a
quantificacdo da ferrita, bainita e do microconstituinte AM por MO. A analise
digital das fases presentes foi realizada sem a utilizagdo de filtros para melhorar a
qualidade da imagem. No entanto os autores ndo detalharam como foi feita a
analise, nem identificaram o software de analise utilizado.

Atualmente a microscopia digital ¢ uma ferramenta valiosa na quantificagao
das caracteristicas de muitos materiais na industria metalurgica, biomédica, dentre
outras. No caso dos agos com microestrutura multifasica e da identificagdo
automatizada do microconstituinte AM, o problema ndo ¢ trivial. O
microconstituinte AM pode ser revelado através de ataques para observa¢do em
MO. A Figura 2.5 compara duas metodologias de quantificacdo: (a) grade para a
contagem de pontos, técnica tradicional, (b) identificagdo por PADI e contagem

automatica.
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Figura 2.5 (a) Quantificagdo de AM com técnica de contagem de pontos (MEV) [23]. (b)
Quantificag&o por PADI (MO)

2.4

Métodos de ataque quimico

As técnicas mais utilizadas s3o as que usam o processo de corrosdao
controlada geradas pelas diferencas de potencial eletroquimico que ocorrem
devido a presenca de areas com diferentes composig¢des quimicas.

Observa-se o seguinte procedimento: quando uma liga composta de duas ou
mais fases estd sendo atacada, o reagente ¢ escolhido de modo seletivo. O
resultado ¢ usualmente um ataque parcial e o desgaste de uma das fases, enquanto
a outra permanece sem ser afetada. Quando estas fases sdo observadas, gera-se no
microscopio um efeito de sombras. As partes ndo afetadas aparecem em cores
brilhantes, ou distintas, enquanto as outras aparecem escuras ¢ em planos

distintos.

24.1

Ataque quimico Lepera

Neste caso, pode-se afirmar que uma reacdo quimica cria um filme na
superficie da amostra [19]. A espessura deste filme ¢ funcdo da composicio

quimica do material. A cor observada ¢ o resultado da interferéncia da luz
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refletida nas superficies inferior e superior do filme, e, portanto, o efeito
dependera da espessura do filme.
Le Pera [19] utilizou o método Lepera modificado, em propor¢ao de 1:1

explicado na segao 0.

24.2

Ataque quimico lkawa

Ikawa et. al. [17] propuseram o método de ataque eletrolitico para obter

micrografias através de MEV. Secao 0.

2.4.3

Ataque quimico Misto

Alé R. M. et. al.[20] utilizaram uma técnica metalografica a qual permite a
identificacdo rapida e precisa do Microconstituinte AM por Microscopia Otica
(MO) e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). O estudo foi conduzido na
zona termicamente afetada (ZTA) de um ago micro-ligado ao Nb com pequenas
adi¢oes de Cu e Ni, e em um aco C-Mn, com baixo teor de carbono.

Foram utilizados os métodos Lepera modificado e a solugao 2 Ikawa. O alto
contraste obtido entre os microconstituintes AM e os carbonetos proporciona
outra vantagem sobre os procedimentos tradicionais e pode ser utilizada para a
analise automatizada por microscopia eletronica de varredura (MEV), sendo esta
superior a microscopia Otica para visualizagdo deste microconstituinte. No caso
dos acos com microestrutura multifasica e da identificagdo automatizada do

microconstituinte AM, nao ¢ facil detectar a sua presenca.

2.5

Microscopia Digital

A integracdo entre o microscopio € o computador, oferecendo aquisi¢ao
digital de imagens, automa¢do do microscopio e a analise digital de imagens
levaram a criagdo de uma nova area, hoje denominada de Microscopia Digital.

Esta area apresenta possibilidades realmente novas no que diz respeito a
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caracterizagdo de materiais. Em alguns casos, a existéncia de sistemas totalmente
controlados por software, com ambiente de programagao permite uma automacao

completa dos procedimentos de caracterizagao [24] [25].

251

Aquisicdo Automética de Imagens

A aquisicdo de imagens de forma automatica, com procedimentos de auto-
ajuste (foco oOtimo e varredura da amostra sdo cada vez mais comuns na
microscopia digital). Evita a ocorréncia de erros por fadiga do operador, como a

repeti¢do e a sobreposicao de campos.

2.5.1.1

Autofoco

O autofoco ¢ um procedimento essencial em qualquer processo que envolva
a aquisi¢cdo automatica de imagens e passou a ser facilmente implementavel
através das técnicas de PADI [26].

As técnicas de autofoco por processamento e analise digital tanto para
microscopios 6ticos como para microscopios eletronicos de varredura, geralmente
se baseiam na aquisi¢do sucessiva de imagens de um mesmo campo, ou na por¢ao
de campo, variando-se a posi¢do no eixo z. Em cada imagem capturada, uma
determinada caracteristica ¢ medida, com contraste, de modo que o processo
evolui buscando a maximizagdo desta caracteristica, até chegar ao ponto de foco

otimo associado [25] [27].

2.5.1.2

Varredura automatica da amostra

Geralmente a varredura da amostra, com a aquisi¢ao automatica de imagens,
¢ integrada nas rotinas de correcao e de auto-ajuste do microscopio, constituindo-
se uma vantagem adicional do método.

Este procedimento de varredura da amostra e da aquisi¢do de imagens da

forma automatica calcula as posi¢des (X,y) dos campos, de modo a distribui-los
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uniformemente na superficie da amostra. O procedimento consiste em mover a
platina no plano (x,y) e, a cada posi¢do calculada, capturar uma imagem. Para que
isto faga sentido, a amostra deve estar em foco em cada coordenada (X,y).

Neste trabalho, foi realizado o procedimento automatico de captura onde
cada campo estd a uma distdncia de 500 um do anterior, distribuidos

uniformemente em uma regido como se mostra na Figura 2.6.

5mm 5mm
e B e

7mm || N N N
... . 14 mm
I

1
a_| [ ||
HEEEEENE

20 mm

Figura 2.6 Técnica da captura de imagens.

2.5.2

Microscopia Co-Localizada

A microscopia Co-Localizada ¢ uma técnica que combina imagens obtidas
de diferentes modos em um dado microscopio, ou imagens obtidas em
microscopios diferentes, para obter informagdo mais completa sobre um campo
especifico, ou um conjunto de campos de uma amostra. Podem-se combinar
informagdes com diferentes significados fisicos e se ampliar o contraste entre as
fases no MEV. Por exemplo, na microscopia Otica, as imagens obtidas nos
diferentes modos de contraste (campo claro, campo escuro, DIC) podem ser
combinadas a fim de se revelarem determinadas caracteristicas micro-estruturais
[27] [28] [29].

Soto, et al. [30] desenvolveu uma forma de microscopia co-localizada no
microscopio 6tico de luz refletida a partir da realizagdo de ataques quimicos

sucessivos da mesma amostra. O método inicia com a aquisi¢ao de imagens de
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diversos campos da amostragem. Em seguida, a amostra ¢ retirada da platina,
sofre um ataque quimico e, apds limpeza, retorna ao microscOpio para a obtencao
de imagens dos mesmos campos. No trabalho em questdo, a microscopia Co-
localizada foi responsével pela identificagdo e discriminacdo das fases minerais
inicialmente indistintas em amostras de minério de cobre.

No presente trabalho foi utilizada uma metodologia de Microscopia Co-
localizada que combina imagens de Microscopia Optica de Luz Refletida (MO) e
de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) para quantificar o
microconstituinte AM e comparar os resultados entre os dois microscopios.

Quando se utiliza diferentes microscopios ¢ preciso levar em conta a
necessidade de localizar o mesmo campo nos diferentes equipamentos. Em geral,
ao mudar de um microscopio para outro ocorrem trés tipos de desalinhamento:
translacdo, rotacdo e ampliagdo.

A ampliagdo pode ser calibrada usando-se imagens de uma micro régua de
referéncia (veja-se Secdo 0) e ajustando-se o aumento de um dos microscopios
para se equiparar ao outro. Como o microscopio 6tico t€ém aumentos fixos devido
as lentes objetivas, 0 MEV oferece aumento variavel e torna-se mais féacil ajustar
o aumento no MEV, através do MO [27].

Com a finalidade de se alinhar os pontos, translacdo e rotacdo podem ser
parcialmente ajustadas. Usam-se marcas de referéncia localizadas nos dois
microscopios deslocando-se e/ou, girando-se o porta-a mostras. Para este caso,
costuma-se utilizar as identa¢des de microdureza Vickers, de forma bem definida
pois sao de facil de identificagdo. No entanto, este ajuste ¢ sempre imperfeito
exigindo uma etapa posterior de alinhamento digital das imagens. Esta etapa sera

descrita na secdo 0.

2.6
Processamento e Anédlise Digital de Imagens

A area de processamento de imagens vem sendo objeto de crescente
interesse por permitir grande numero de aplicagdes em duas categorias
nitidamente distintas: (i) o aprimoramento de imagens digitais com um conjunto
de técnicas que utilizam operagdes matematicas para alterar os valores de

intensidade dos pixels, corrigindo os defeitos de aquisi¢ao e/ou realgando detalhes
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de interesse; e (ii) a extragdo e tratamento de dados quantitativos a partir de
imagens digitais [26] [31].

A Figura 2.7 apresenta a sequéncia padrao de PADI, dividida em trés blocos
basicos: Aquisicdo, PDI e ADI. Nos lados aparecem setas que indicam o nivel

semantico dos dados sobre os quais se trabalha [27].

Aquisicao

Pixels

Segmentacao

Qualitativo

v

Pos-Processamento

Objetos

h 4

Extracdo de Atributos

!

Reconhecimento e Classificagdo

Dados Quantitativo

Figura 2.7 Sequencia padrao de PADI [27].

As etapas da sequéncia padrao serdo explicadas, assim como as rotinas que

foram usadas no presente trabalho.

2.6.1

Aquisicdao e digitalizacdo da imagem

Uma imagem digital ¢ uma matriz onde cada um de seus elementos ¢ um
nimero que representa a cor, ou a intensidade do pixel de posi¢do correspondente
na imagem real. Assim, esta matriz é uma representacdo que reproduz
digitalmente uma imagem ponto a ponto, ou seja, pixel a pixel.

A quantizacdo mais comumente encontrada em imagens digitais
“monocromaticas” ¢ 256 niveis de cinza, ou 8 bits (2° = 256). A representacao

digital deste tipo de imagem pode variar bastante, mas, em geral, estas imagens
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sdo representadas por matrizes de numeros inteiros que variam de 0 (preto) a 255

(branco) [22] como se mostra na Figura 2.8.

100 86 97

153 147 120

SEl  15kV  WD&mm X20,000 —
DEMa PUC-Rio 010

Figura 2.8 Representagdo imagem Digital

Uma das caracteristicas mais importantes para a analise de uma imagem
digital ¢ o histograma de tonalidades. Este grafico fornece uma visdo estatistica
sobre a distribuicdo das intensidades dos pixels, sobre o contraste e o brilho da
imagem. Além disso, o histograma ¢é bastante utilizado na etapa de segmentagao,
principalmente em técnicas que se utilizam da similaridade entre os pixels, como
mostrado na Figura 2.9, onde os pixels mais claros correspondem a fase AM,

formando o lado direito do histograma.

Figura 2.9 Histograma de uma imagem digital
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No microscopio 6tico € possivel obter imagens coloridas. Neste caso, a
imagem ¢ representada pelas componentes primarias R, G e B. Para cada
componente ¢ calculado o histograma correspondente. A Figura 2.10 mostra um

exemplo de imagem RGB (red, green, blue) e cada uma de suas componentes.

Figura 2.10 Imagem modo RGB e suas componentes [32].

2.6.2

Pré-processamento

E a etapa da corre¢do dos defeitos oriundos da aquisicio de imagens
realcando detalhes de interesse, de modo a facilitar sua visualizacdo, ou
segmentagdo.

Uma das operagdes mais comuns do pré-processamento, particularmente
importante para o tratamento de imagens de microscopia Optica, ¢ a correcdo de
fundo ou dos defeitos tipicos como: inclinacdo da amostra, sujeira no sistema
otico do microscopio, etc. Uma solucdo estimativa que envolve fundo irregular é
via filtro passa-baixa e subtragdo. O método consiste na obtengdo da imagem do
fundo e posterior subtracdo desta imagem da original. A imagem do fundo ¢
calculada apagando-se a imagem original através da aplicagdo, repetidas vezes, de
um filtro passa-baixa. Entdo, subtrai-se esta imagem calculada do fundo, da

imagem original, obtendo-se a imagem corrigida, figura 2.11 [24].
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Figura 2.11 Correcdo dos defeitos de iluminacdo, (A) Imagem Original (B) Fundo

calculado (C) Imagem corrigida

Em imagens de microscopia eletronica de varredura ¢ comum ocorrer ruido
aleatdrio na aquisi¢ao. Este interfere na segmentacao das particulas de interesse.

A técnica frequentemente empregada para mitigar o defeito de ruido ¢ a
aplicacao de filtros passa-baixa que reduzem as frequéncias altas correspondentes
ao ruido. No entanto, os filtros mais simples, além de reduzirem o ruido, também
borram a imagem, especialmente as bordas dos objetos de interesse. O filtro sigma
¢ um filtro passa-baixa “inteligente” que reduz o ruido apenas em regides ja
razoavelmente uniformes, ou seja, nas quais nao existem bordas de objetos [32].

A Figura 2.12 mostra uma imagem de MEV (A) imagem original, (B) A
imagem original ou as zonas claras foram marcadas com cor vermelha que
correspondem ao microconstituinte AM + ruido da imagem original e (C),
resultado da aplicagdo do filtro sigma no interior na zona marcada pela cor
amarela. Note-se que, apds a aplicagdo do filtro sigma melhora-se a imagem, mas
ainda ficam algumas particulas que nao foram eliminadas nesta etapa. As mesmas

serdo tratadas na etapa de pos-processamento, ou da extragdo de atributos.
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Figura 2.12 Correc¢do dos defeitos de ruido (A) Imagem Original, (B) Imagem original, ou
microconstituinte + defeitos de ruido, marcadas pela cor vermelha na imagem, (C)

Imagem com reducéo de ruido na zona marcada de cor amarela

2.6.2.1

Alinhamento das imagens

Existem inumeras técnicas de alinhamento semi-automatico, ou automatico.
As técnicas semi-automaticas utilizam alguma referéncia oferecida pelo operador,
tal como pontos, ou linhas em posicdes equivalentes nas duas imagens, para
realizar o ajuste fino. As técnicas automdticas buscam localizar o ponto
equivalente (pontos homologos) nas duas imagens, sem interferéncia do operador
[33].

Uma das mais poderosas técnicas automaticas ¢ transformada de
Caracteristicas Invariantes por Escala (SIFT -Scale Invariant Feature Transform)
[34]. Esta técnica usa um algoritmo sofisticado e robusto que identifica pontos
homoélogos em imagens com caracteristicas distintas (tons de cinza, coloridas,
MO, MEV, etc,). Uma vez identificados estes pontos, uma imagem pode ser
corrigida para se ajustar a outra, a partir dos diferentes modelos que podem

envolver translacao, rotagao, aumento ¢ distorgdes.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1111812/CA


PUC-Rio - Certificacdo Digital N° 1111812/CA

39

As caracteristicas invariantes por escala permitem identificar os pontos
homologos entre as imagens que sofreram varios tipos de distorcao, translagao e
rotagdo. Inclusive podem ser usadas, para pares de imagens obtidas em condi¢des
muito diferentes, como por exemplo, em microscopios de diversos tipos € possivel
registrar precisamente as imagens [32].

No presente trabalho utilizou-se a implementacao da SIFT e do alinhamento
automatico disponivel no software FIJI (Figura 2.13). A mesma estd dividida
basicamente em trés partes, a do detector de pontos, a do descritor de
caracteristicas e a da transformacgao esperada entre as imagens. O detector SIFT ¢
baseado nos calculos da diferenga de Gaussianas ¢ o descritor SIFT utiliza
histogramas de gradientes orientados para descrever a vizinhanga local dos pontos
de interesse [35]. A transformacdo pode envolver apenas translagdo, corpo rigido
(translagdo + rotacdo), similaridade (que inclui também mudanca de escala

isotropica), ou uma transformagao afim (que pode envolver distorgdes).
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Figura 2.13 Interface do algoritmo SIFT no FIJI
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2.6.3

Segmentacao

A segmentacdo particiona a imagem em regides e distingue estas regides
como objetos independentes uns dos outros e do fundo. O resultado da
segmentacao sao imagens com objetos, cuja representacao ¢ geralmente feita por
regides de pixels contiguos de mesmo valor (p. ex. uma imagem binéria onde os
objetos sdo regides contiguas de pixels brancos em um fundo preto, ou vice-
versa).

Existem na literatura diversos métodos de segmentacdo baseados em
diferentes principios (limiarizacdo de histograma, detec¢do de bordas, textura,
morfologia matematica, etc.). Cada qual mais adequado a uma aplicagdo
especifica. Assim, categoricamente, ndo existe um método ideal e genérico de
segmentacao que seja sempre o melhor [27] [36].

A segmentagdo ¢ um processo muito complexo, pois tenta traduzir para o
computador um processo cognitivo e extremamente sofisticado. Além de ser a
parte mais dificil do processo, ¢ também a mais delicada, porque todas as medidas

futuras serdo realizadas sobre as regides identificadas nesta etapa.
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Figura 2.14 Segmentacdo AM da Imagem MO (a) Imagem Original (b) Imagem
Segmentada (c) Histograma da segmentacdo
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Neste trabalho, o enfoque principal da segmentacdo estd baseado no
thresholding (limiarizagao, ou segmentacdo por faixa tonal).

As imagens coloridas do microscopio Optico foram segmentadas por
limiarizagdo no espago HIS (Hue, Intensity, Saturation — Matiz, Brilho e
Saturagdo), Figura 2.14. As imagens de MEV foram segmentadas por limiariza¢ao
simples de intensidade. A Figura 2.15, mostra as regides de AM como particulas

brancas em fundo escuro.
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4 »| 255
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Figura 2.15 Segmentacdo do AM na imagem MEV (a) Imagem original (b) Imagem

segmentada (c) Histograma da segmentacao

2.6.4
Pos-Processamento, extragdo de atributos

Muitas vezes o resultado da segmentagdo nao ¢ adequado, sendo necessaria
uma etapa de pos-processamento antes da realizacdo de medidas nos objetos.

No presente trabalho observaram-se pequenas particulas espurias que foram
segmentadas junto com o microconstituinte AM em imagens de MO e de MEV.
Assim, a Unica etapa de pos-processamento utilizada, envolveu a eliminacdo de

objetos por tamanho.
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Existem basicamente duas classes de medida: (i) medidas de campo, que sao
as medidas que se referem a imagem como um todo; e (i1) medidas de regido, que
se referem aos objetos independentes [26].

Neste trabalho foram usadas as medidas de campo para calcular a area

percentual de cada fase em uma imagem binaria, usando-se a seguinte equagao:

%fV =27 x 100 (1)

onde:

%tV % de fragdao de volumem do microconstituinte AM;
> AF somatoria de area total do microconstituinte AM na imagem;

AT ¢ a area total da imagem varrida.
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Materiais e Métodos

Este capitulo apresenta as etapas experimentais € os materiais usados neste

trabalho, assim como os equipamentos ¢ as técnicas envolvidas.

3.1

Materiais

O ago em estudo ¢ um ago microligado, tubos da classe APISLX80 (metal
de base), pertencente ao sistema Nb-Cr, produzido por laminagdo controlada, sem

resfriamento acelerado, cuja composi¢cdo quimica estd especificada na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 Composicao quimica (% em peso do aco API5LX80).

C Si Mn P S Cr Ni Mo
0,04 0,18 1,85 0,024 0,004 0,32 0,02 0,03

Al Cu Ti Nb V Ca N Ceq
0,033 0,01 0,016 0,073 0,005 0,001 0,004 0,421

As amostras foram usinadas em corpos de prova com dimensdes 20 x 14 x
10 mm, lixadas, polidas seguindo o método de preparacdo metalografica
tradicional, com posterior ataque quimico para revelar o microconstituinte de

interesse.

3.2
Metodologia

O presente trabalho envolve fundamentalmente trés grupos de metodologias
experimentais relacionadas: Ataque quimico, aquisicdo de imagens por MO e

MEYV, Processamento e Analise Digital de Imagens (PADI).
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3.21

Ataque quimico

Foram utilizados diferentes métodos, compostos de dois ou mais passos de
pré-ataque ou de ataque, as vezes utilizando ataque eletrolitico. As condicdes

estdo listadas na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 Métodos de Ataque para Revelacdo do Microconstituinte AM. [17] [19] [37]
[38].

LeperaModificado Ikawa Misto
Pré-
Nital 2% Nital 2%
ataque
Reagente I:
1 g de metasulfito de
s6dio diluido em 100 4gEDTA+05¢g
ml de agua NaF, + 100 ml agua
Ataque 1 Reagente II: destilada. Ataque Lepera Modificado
4 g acido picrico eletrolitico 3V, 3 —
diluido em 100 ml de 30 s).
etanol.
Proporcao 1:1
5 g acido picrico +
25g NaOH + 100 ml
Ataque 2 de agua destilada. Ataque 2 lkawa
Ataque eletrolitico (6
V, 30 — 200 s).
3.2.1.1

Ataque quimico Lepera Modificado

E usado para observagdo em MO e permite discriminar a fase bainita da fase
ferrita, enquanto o microconstituinte AM aparece com coloragdo clara [19] [39],
como explicado na se¢do 2.3.4.

Mostra-se extremamente sensivel a diversos fatores, tais como: tempo de
ataque, propor¢ao dos reagentes I e II, tipo de microestrutura, procedimento de

preparacdo das amostras e temperatura na qual se realiza o ataque. Os reagentes |
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e II foram misturados no momento da realizagdo do ataque quimico para evitar
reducdo na reatividade quimica.
O pré-ataque com Nital 2%, com tempo de 10 s, foi aplicado em todos os

casos para revelar o contorno de grao, (Figura 3.1).

Figura 3.1 MO. Pré-ataque Nital 2% tempo 10 s, aumento 1000X.

A temperatura de realiza¢do do ataque quimico foi mantida em 4°C a 5°C e
o polimento final foi realizado proximo ao momento do ataque quimico.

A propor¢ao de mistura do reagente foi a mesma utilizada por Lepera em
seu trabalho original, 1:1.

As amostras foram testadas variando o tempo de ataque quimico, com o
objetivo de determinar o tempo 6timo para revelar o microconstituinte AM. A
sequéncia do ataque quimico ¢ apresentada na Tabela 3.3 e os resultados

aparecem na secao 4.1.1.1.
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Estagios ! 2
Pré-ataque Nital 2% Lepera Modificado

10 10

10 15

Tempos de ataque (S) 10 20

10 25

10 30

3.2.1.2

Ataque eletrolitico Ikawa

O ataque Ikawa ¢ usado para observacdo em MEV. O ataque 1 revela os

contornos de grao da ferrita e o ataque 2 retira preferencialmente carbonetos

deixando o microconstituinte AM em alto relevo [17]. A sequéncia do ataque

quimico realizado foi como segue:

» Ataque Ikawa método original.

* Ataque Ikawa variando tempos de ataque 1 e ataque 2.

+ Ataque lkawa substituindo ataque 1, por nital 2%.

Os parametros sdo apresentados na Tabela 3.4 e os resultados sdo mostrados

na se¢do 4.1.2.1.

Tabela 3.4 Ataque quimico Ikawa.

. Ataque 1 Ataque 2
Estagios
Tempos (s) Tempos (s)
Ataque Ikawa método original 3 30
Variacdo tempos de ataque 1 e 2 30 80
Subsituicdo do ataque 1 Nital 2% (10 s) 80

Voltagem utilizada: ataque 1 - 3V, ataque 2 - 6V
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3.2.1.3
Ataque Misto

O ataque misto se baseia no trabalho de Alé R. M., et. al. [20] e utiliza o
método Lepera modificado completo, seguido do segundo ataque de Ikawa, como
explicado na secao 2.4.3.

Foram testados diferentes tempos, conforme se demonstram na Tabela 3.5.

Os resultados s3o apresentados na se¢do 4.1.1.2 (MO) e secdo 4.1.2.2 (MEV).

Tabela 3.5 Método de ataque quimico misto.

1 2 3
Estagios Pré-ataque Lepera Ikawa ataque Observacdes
Nital 2% modificado 2
10 20 80 ,
Variacao de tempo
. © 10 20 120 t N t
empo (s ataque: lkawa ataque
2 10 20 160 a ) a
10 20 200
10 20 160 Variacdo de tempo
Tempo (S) ataque: Lepera
10 25 160 .
modificado

PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1111812/CA

3.214

Ataque misto acrescentando um passo Lepera Modificado

O ataque quimico proposto se baseia na utilizacdo do método misto,
acrescentando um passo a mais: o ataque Lepera modificado na ultima etapa.

A finalidade foi aumentar a refletincia de luz do AM para otimizar o
contraste em imagens de MO.

As condigdes estdo listadas na Tabela 3.6 e os resultados sdo apresentados

na secao 4.1.1.3.
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Tabela 3.6 Ataque misto acrescentando um passo Lepera Modificado.

1 2 3 4
Estagios Pré-ataque | Lepera | lkawa Lepera Observacgoes
Nital 2% mod. ataque 2 | mod.
10 20 160 5 Voltagem utilizada
Tempos (s)
10 25 160 5 Ataque 2 lkawa: 6V
3.2.2

Aquisicao de imagens

3.221

Aquisicao de imagens ao microscopio 6tico (MO)

O microscopio Otico utilizado neste trabalho foi um equipamento Zeis
Axiolmager M2m, motorizado, com camera digital Axiocam HR MRc5. Utilizou-
se uma lente Epiplan de 100X no modo de reflexdo em campo claro.

A resolucao digital da cidmera utilizada de 1292 x 968 pixels, chega-se a
uma escala de 0,109 pm/pixel.

Como os ataques tém por objetivo gerar cores que facilitem a discriminacao
entre as fases presentes, as imagens foram capturadas no modo RGB (Red-Green-
Blue) com 8 bits por canal. Para garantir a estabilidade das cores, usou-se controle
digital do brilho da 1ampada do microscopio.

Foram capturadas imagens das amostras com diferentes ataques quimicos:

* Ataque Lepera modificado conforme Tabela 3.3, se¢do 3.2.1.1.

» Ataque misto conforme Tabela 3.5, se¢ao 3.2.1.3.

 Ataque misto acrescentando um passo Lepera Modificado conforme Tbela
3.6, secao 3.2.1.4.

Os resultados sdo apresentados: ataque Lepera modificado na se¢do 4.1.1.1
ataque misto secdo 4.1.1.2 e ataque misto acrescentando um passo Lepera

modificado na se¢do 4.1.1.3.
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3.2.2.2

Aquisicao de imagens ao microscopio eletrénico de varredura (MEV)

A aquisicao de imagens ao microscopio eletronico de varredura foi realizada
com um equipamento JEOL 65. As imagens foram capturadas nos modos de
elétrons secundarios (SE) e de elétrons retroespalhados (BSE). No caso de SE os
parametros utilizados foram: tensdo de aceleracdo de 20, 25, 30 kV, distancia de
trabalho 10 mm. No caso de BSE os parametros utilizados foram: tensdo de
aceleragdo variavel 5 kV a 30 kV.

As imagens foram capturadas com resolugdo de 1280 x 960 pixels e
quantizacao de 8 bits (256 tons de cinza).

Foram capturadas imagens das amostras com os seguintes ataques quimicos:

+ Ataque Ikawa conforme Tabela 3.4, se¢do 3.2.1.2.

* Ataque misto conforme Tabela 3.5, secdo 3.2.1.3.

* Ataque misto acrescentando um passo Lepera Modificado conforme

Tabela 3.6, secdo 3.2.1.4.

3.2.3

Microscopia Co-Localizada

No presente trabalho foi aplicada a técnica de microscopia Co-localizada,
descrita na se¢do 2.5.2, visando comparar as imagens de campos equivalentes
obtidas por MO e MEV. As imagens para as etapas de alinhamento manual e

digital foram preparadas de acordo com os passos descritos nas se¢des a seguir.

3.2.3.1
Calibracdo de Aumento MO-MEV

Para a calibracdo foi utilizado o padrao “MRS-3, s/n R16-170 magnification
standard”, mostrado na Figura 3.2 no MO e na Figura 3.3 no MEV. Uma mesma
distancia em um e em pixels foi medida em ambas as imagens. O aumento do

MEV foi ajustado para que o tamanho do pixel fosse igual ao da imagem de MO.
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Figura 3.2 Verificacdo de padréo de calibragdo no microscopio 6ético.

SEI
DEMa PUC-Rio

20kV WD10mm

Figura 3.3 Verificagé@o de padréo de calibragcdo no microscopio eletrénico de varredura.

Tabela 3.7 Aumentos do MO — MEV.

Microscépio Otico

Microscopio Eletronico de

Tamanho de Varredura
(um)/Pixel Lente Objetiva Aumento no
Aumento ho MEV
X) (MO)
0,109 100X 1000

0,110

900
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Operacionalmente ndo foi possivel conseguir no MEV exatamente a
calibracao desejada ja que a variacao de aumento no MEV utilizada tem um passo
minimo de 50X. Ainda assim foi possivel atingir uma resolu¢do de 0,109
um/pixel para o MO para a lente objetiva de 100X (aumento total aproximado de
1000) e 0,110 pm/pixel no MEV (aumento nominal de 900X). Assim, a diferenga

de resolugdo entre os dois microscopios foi de apenas 0.001 pm/pixel.

3.2.3.2

Pontos de referéncia nas amostras
Uma das limitacdes para fazer microscopia Co-Localizada ¢ a perda de
registro de translacdo e rotagdo, quando a amostra ¢ trocada de microscopio. Deste

modo identagdes de dureza Vickers foram utilizadas como referéncia para um

primeiro alinhamento, conforme mostrado na Figura 3.4.

I5mm| I5mm|
7mm . >
y ‘ ’ 14 mm

v

20 mm

Figura 3.4 Identificacdo de amostras com identagéo de micro dureza.

Finalmente as imagens foram alinhadas, através do processamento de
imagens, com a Funcdo SIFT (Scale Invariant Feature Transform), transformada
de caracteristicas invariantes por escala, que realizam alinhamento automatico

entre imagens [32].
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3.2.3.3

Quantificagcdo do Microconstituinte AM

Uma vez estabelecido o procedimento para o alinhamento preciso entre os
campos correspondentes em MO e MEV, buscou-se quantificar o
microconstituinte AM em ambos 0s microscopios € comparar os resultados.
Foram capturados 30 campos no MO, conforme mostrado na Figura 3.5. Em
seguida a amostra foi levada ao MEV, ja ajustada para o aumento correto. Passou-
se entdo, ao alinhamento inicial utilizando as marcas de dureza ¢ 30 campos
similares foram capturados. Cada um destes campos foi alinhado com seu
correspondente de MO, utilizando a funcdo SIFT. Finalmente, cada campo foi
processado e analisado para medir a fragdo de area de AM e os resultados foram

comparados.

I 5 mm I |5 mm I
X
mm | N

IS
y| IR

20 mm

Figura 3.5 Representacdo esquematica de captura de imagens de microscopia Co-
Localizada MO-MEV.

Neste trabalho as imagens foram processadas e analisadas a fragdo
volumétrica AM com as fungdes disponiveis no software FIJI. Mostram-se os
comandos do menu “Analize”, na Figura 3.6, que serdo utilizados na etapa de

extracdo de atributos, medicao e analise.
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File Edit

Image Process JUENTEN Plugins Window Help
olz| Q?|/,|A.|-¢-,|_‘ Measure Ctrism  k|Lur| g | &
*Point* or multi-point selections (ri¢ ~\Nalyze Particles...

: Summarize
Distribution...
Label

Clear Results

_Set Measurements..

Figura 3.6 Funcdes disponiveis no software F1JI (40).

Comandos do menu “Analyze - Set Measurements”. Esta caixa de didlogo

justifica-se por especificar quais sdo as medigdes de andlise e de registro, Figura

3.7.

' Set Measurements

v Area [~ Mean grayvalue
I” Standard deviation [~ Modal gray value
I~ Min & max grayvalue [ Centroid

I” Center of mass [~ Perimeter

I” Bounding rectangle [ Fitellipse

I~ Shape descriptors [~ Feret's diameter
I” Integrated density |~ Median

I~ Skewness I™ Kurtosis

[V Area fraction [~ Stack position

[~ Limitto threshold |V Display label
I” Invert Y coordinates | Scientific notation

Redirect to: INone v[

Decimal places (0-9): Ig

oK | cancel| Help|

Figura 3.7 Caixa de didlogo para especificar as medi¢8es por andlise [40].

“Area”. Mostra o resultado de area da selecao em pixels em quadrados, ou

em unidades quadradas como foram definidas na escala da calibracao.

“Area fraction”. E util para verificar as imagens de limiar definido. E a

percentagem de pixels de interesse na imagem, seguindo a equacao (1).
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“Redirect to”. E a imagem selecionada a partir deste menu. Sera usada a
janela como destino para os calculos feitos por analise estatistica.

Comandos do menu ‘“Analise — Analise Particulas”. Esta descrito na
interface de usuario. Este menu contém comandos relacionados as medidas
estatisticas sobre o perfil dos dados de imagem e o histograma de plotagem e
plugins relacionados a analise da imagem.

O comando realiza as medidas de objetos em imagens bindrias, ou
limiarizada, “Image Adjust Threshold or Color Threshold”. A anélise ¢ efetuada
sobre a selecdo da area existente, ou da imagem inteira, caso nenhuma selegio

esteja presente, como se mostra na Figura 3.8.

M " 7 Analyze Particles

Size ( umA2): O-Infinity
() Pixel units

Circularity: 0.00-1.00

Show: { Nothing

- kOutIines
v Display results ™ Exclude on ¢

Bare QOutlines
™ Clear results ) Include hole .
i Ellipses
™ Summarize () Record start Masks

m -
™ Add to Manager L In situ Show Count Masks

Overlay Outlines
( Help ) ( Cancel )( O  Overlay Masks
|

Figura 3.8 Interface de analise — andlise de particulas [40].

“Size (um”2)”. Tamanho de Particulas (&rea); Os valores fora do intervalo
especificados neste campo sdo ignorados. Os valores podem ser no intervalo O -
‘Infinity’.

“Circularity”. Particulas com valores de tamanho de circularidade fora do
intervalo especificado neste campo sdo também ignorados. Os valores podem ser
no intervalo 0 — 1, onde “0” (poligono infinitamente alongado), “1” circulo
perfeito).

“Show”. Especifica qual imagem deve exibir depois da andlise (ver opgdes

de exibi¢dao de Analisador de Particulas).
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“Clear Results”. Se estiver marcada, qualquer medida anterior listada na
Tabela de Resultados sera apagada.

“Summarize”. Mostra uma tabela com resumo separado. A contagem de
particulas, a area total de particulas, o tamanho médio de particula da area, a
fragdo de area ¢ média de todos os parametros listados na caixa de dialogo.

“Add to Manager”. As particulas medidas serdo adicionadas ao
administrador da regido de interesse (ROI).

“Exclude on Edges”. As particulas que tocam a borda da imagem (ou
selecdo) serdo ignoradas.

“Include Holes”. Os buracos interiores serdo incluidos.

“In situ Show”. A imagem original serd substituida pela mascara binéria
especificada.

Para as imagens espaciais em escala “Set Scale”, Figura 3.9, os valores sdo
expressos em unidades fisicas, em quadrados de tamanho, ou em pixels, se as
unidades de pixel estiverem marcadas.

“Set Scale”. Este didlogo ¢ para definir a escala espacial da imagem ativa
assim que os resultados da medi¢do forem apresentados em unidades calibradas,
tais como mm, pm ou outros.

Antes de se utilizar este comando, utiliza-se a ferramenta de selecao de linha
reta para fazer uma selecdo de linha, correspondente a uma distancia conhecida.

Ap0s isso ¢ importante abrir o didlogo conjunto escale, digitar a distancia
conhecida e a unidade de medida e em seguida, clicar em ”OK”.

FIJI tera preenchido automaticamente a distancia em pixels campo, com
base no comprimento da linha de selecdo. Quando o campo global estd marcado, a
escala definida nesta caixa de didlogo ¢ usada para todas as imagens abertas

durante a sessio atual.
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Distance in pixels: |1280

I—I
’7
I—

Known distance: |141.9
Pixel aspect ratio: |1.0

Unit of length: [um

Click to Remove Scale |

Scale: 9.020 pixels/um

OK | Cance|| Help|

Figura 3.9 Interface de “Set Scale” [40].
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Resultados e Discussao

4.1

Otimizacdo do ataque quimico e das técnicas de microscopia

41.1

Microscopia Otica

4111

Ataque quimico Lepera Modificado

Os resultados das imagens obtidas, de acordo com a Tabela 3.3, sdo
apresentados nas Figura 4.1 a Figura 4.4. E possivel notar que o contraste 6timo
ocorre para tempos entre 20 e 25 s. Para tempos menores o microconstituinte fica
mal revelado, enquanto para os tempos maiores (Figura 4.5) surgem na superficie,

manchas azuladas, que prejudicam a analise.

Figura 4.1 MO Tempo de ataque 10 s, aumento 1000X.
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Figura 4.3 MO. Tempo de ataque 20 s, aumento 1000X.
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Figura 4.5 MO. Tempo de ataque 30 s, aumento 1000X.

41.1.2
Ataque Misto

Mistura de dois métodos, Lepera modificado e ataque 2 de Ikawa, de acordo
com Tabela 3.5 na se¢do 3.2.1.3. As imagens foram capturadas com MO ¢ MEV.

As imagens capturadas com este método mostraram resultados muito mais
consistentes, com uma melhora no contraste das imagens (Figura 4.6, Figura 4.7).

Os tempos para o ataque Lepera modificado mostraram uma faixa 6tima de 20 s a
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25 s. Além disto, este método tem a vantagem da captura de imagens em ambos os
microscopios, no caso do MEV foram capturadas no modo elétron secundarios

(SE), Figura 4.17, secao 4.1.2.2.

-

Figura 4.7 MO Ataque Misto (1) 25 s, (2) 160 s, aumento 1000X.
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41.1.3

Atague misto acrescentando um passo Lepera Modificado

O ataque quimico proposto se baseia na utilizagdo do método misto
acrescentando um passo a mais do ataque Lepera modificado na ultima etapa. A
Tabela 3.6, na secdo 3.2.1.4, apresenta a sequéncia proposta. Figura 4.8 e Figura

4.9.

Figura 4.8 Atague misto acrescentando um passo Lepera Modificado (Lepera Modificado:
20 s, Ikawa 2: 160 s, Lepera Modificado: 5 s). MO aumento1000X.
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Figura 4.9 Ataque misto acrescentando um passo Lepera Modificado (Lepera Modificado:
25 s, lkawa 2: 160 s, Lepera Modificado: 5 s). MO aumento 1000X.

Entre os métodos usados este foi o que apresentou o melhor resultado em
relacdo a microscopia Otica. As imagens mostraram bom contraste, efeito de um
passo a mais no processo do ataque Lepera modificado. O reagente aplicado na
ultima etapa melhora a espessura do filme na superficie atacada, o que melhorou o

contraste para a observagao no microscopio 6tico.

4.1.2

Microscopia eletrénica de varredura

4121

Ataque eletrolitico Ikawa

Neste procedimento foram utilizados os seguintes parametros:

a) Captura de imagens nos modos SE e BSE.

Os parametros utilizados no ataque quimico foram os mesmos para os trés
casos: método original Ikawa, Ikawa com variacdo de tempo do ataque 1, 2 e
Ikawa com substituicdo do ataque 1 com nital 2% (mostrados na Tabela 3.4, da

Secao 3.2.1.2).


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1111812/CA


PUC-Rio - Certificacdo Digital N° 1111812/CA

63

Figura 4.10 MEV (SE) Ataque 1: 3 s. Ataque 2: 30 s aumento 4000X

b) Parametros do microscopio eletronico de varredura:
*» Tensao de aceleracao 25kV.
* Distancia de trabalho de 10 mm.
* Aumento 4000X.
O método original Ikawa (Ataque 1: 3 s. Ataque 2: 30 s.), ndo mostrou bons

resultados (SE - Figura 4.10, BSE - Figura 4.11).
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Figura 4.11 MEV (BSE) Ataque 1: 3 s. Ataque 2: 30 s, aumento 4000X.

Com a finalidade de buscar alternativas para melhorar o contraste, testaram-
se varios tempos para cada ataque (Ataque 1: 30 s. Ataque 2: 80 s.). Os resultados
ndo mostraram melhora significativa nas (Figura 4.12, Figura 4.13), as imagens
obtidas ainda apresentavam contraste muito baixo, tornando a etapa de PADI

inviavel.
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Figura 4.12 MEV (SE) Ataque 1: 30 s. Ataque 2: 80 s, aumento 4000X.

30 pm

Figura 4.13 MEV (BSE) Ataque 1: 30 s. Ataque 2: 80 s, aumento 4000X.
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Com a finalidade de otimizar o efeito dos reagentes quimicos o ataque 1 foi
substituido por Nital 2%, que revela os contornos de grdo de maneira similar,
mantendo o mesmo reagente e tempo no ataque 2 (Ataque 1: Nital 2%, tempo de
ataque 10 s. Ataque 2: tempo de ataque 80 s, 6V. )

Os resultados desta substituicio mostraram uma ecvidente melhora no
contraste da imagem, Figura 4.14, com um aumento de 1000X e com os mesmos

parametros de tensdo e de distancia de trabalho usados anteriormente.

WD10mm

SEI  25kV
DEMa PUC-Rio

Figura 4.14 MEV (SE) Ataque 1: Nital 2% 10 s. Ataque 2: 80 s, aumento 1000X.

4.1.2.2
Ataque Misto

Neste procedimento foram utilizados os seguintes parametros:
a) Captura de imagens modo eléctron secundarios (SE) e modo
elétron retro espalhados (BSE).
Os parametros utilizados no ataque quimico foram os mesmos para os dois
casos, sao mostrados na Tabela 3.5, da se¢do 3.2.1.3.
b) Parametros do microscopio eletronico de varredura:
e Modo de elétron secundarios
Tensao de aceleragao 25 kV.
Distancia de trabalho

Aumento 1500X, 3000X
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Este procedimento resultou em melhores contraste e resolu¢do para tempos
de ataque Tkawa 2 de 160 s a 200 s com tensdao de aceleragao 6tima de 25 kV,

como mostrado nas Figura 4.17 e Figura 4.18.

100 pm
CETEM

-
>

WD L e —Y 0] 1101
kV|10.0 mm| 200 pm CETEM

Figura 4.16 MEV (SE) Misto (1) 25 s, (2) 120 s, aumento 3000X.
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O mesmo nao ocorreu com os tempos de ataque Tkawa 2 de 120 s e 140 s,
onde o contraste mostrou-se muito fraco como mostrado nas Figura 4.15 e Figura

4.16.

HV | WD | HFW |
00 kV]10.1 mm| 100 pm

Figura 4.18 MEV (SE) Misto (1) 25 s, (2) 200 s, aumento 3000X.
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e modo elétron retro espalhados.
Tensdo de aceleragdo 20 kV, 25 kV.
Distancia do trabalho 10 mm.

Aumento 5000X, 2000X.

Os resultados obtidos no modo de elétrons retro espalhados (BSE), com
tensdes de aceleragdo 25 kV, 20 kV, n3o mostraram os resultados esperados,
devido ao baixo contraste nas imagens. Além de isso, as condi¢des de isolamento
do equipamento ndo permitiram a obtencdo de imagens sem ruido, Figura 4.19 e

Figura 4.20.

BEC 20kV WD11mm
DEMa PUC-Rio

Figura 4.19 MEV (BSE) Misto (1) 25 s, (2) 200 s, 20 kV, aumento 5000X.
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BEC 25kV WD13mm
DEMa PUC-Rio

Figura 4.20 MEV (BSE) Misto (1) 25 s, (2) 200 s, 25 kV, aumento 2000X.

41.2.3

Atague misto acrescentando um passo Lepera Modificado

Neste procedimento foram utilizados os seguintes parametros:
a) Captura de imagens modo eléctron retro espalhados
Os parametros utilizados no ataque quimico sdo mostrados na Tabela
3.6 secdo 3.2.1.4.
b) Parametros do microscopio eletronico de varredura:
* Tensao de aceleracao 5kV, 10kV, 15kV, 20kV.
+ Distancia de trabalho de 10 mm.

*  Aumento 900X.

Os resultados de microscopia eletronica, no modo de elétrons retro
espalhados (BSE), mostraram os melhores efeitos. A tensdo de aceleracao foi
reduzida para 5 kV, de forma reduzir a penetragao do feixe de elétrons e aumentar
o contraste devido a fina camada de AM, que aparece como regides claras. Além
disso, as condigdes de isolamento do equipamento ndo apresentaram ruido durante
a captura das imagens, como mostrado na Figura 4.24.

As tensodes de aceleragdo aplicadas de 20 kV, 15 kV, 10 kV. Mostraram

baixo contraste, devido ao fato do feixe de elétrons ndo ter sido adequado para a
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fina camada formada sobre o AM, conforme mostrado na Figura 4.21 a Figura

4.23.

Figura 4.21 MEV(BSE), 20kV, Aumento 900X.

Figura 4.22 MEV(BSE), 15kV, Aumento 900X.
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Figura 4.23 MEV(BSE), 10kV, Aumento 900X.

Figura 4.24 MEV(BSE), 5kV, Aumento 900X.

e Captura de imagens modo elétron secundarios.

Parametros de ataque quimico utilizados mostram-se na Tabela 3.6, secdo
3.2.14.

Parametros no microscopio eletronico de varredura:

* Tensdo de aceleragdo 25 kV.

* Distancia de trabalho 10 mm.

* Aumento 1000X.
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O resultado na microscopia eletronica de varredura, no modo de elétrons
secundarios, com os parametros apresentados e com tempos de ataque quimico
utilizado na Tabela 3.6, mostraram bom contraste. Neste, foi possivel observar
também a presenca do microconstituinte AM. Had uma observacdo muito
importante. Referente as bordas, pois as mesmas ndo estdo completamente
fechadas e dificultaram a quantificagdo do microconstituinte no processamento

digital de imagens. Isso sera melhor discutido na sec¢do 4.2.2.1.

SEI  25kV WD14mm
DEMa PUC-Rio

Figura 4.25 MEV(SE).

4.1.3
Resumo de resultados qualitativos em imagens de MO

Tabela 4.1 Resultados MO, ataque Lepera modificado.

Ataque Quimico Pré-ataque Nital 2% | Lepera modificado. | Observacdes
10 10 N&o 6timo
10 15 N&o 6timo
Tempos ataque (S) 10 20 Otimo
10 25 Otimo
10 30 Nao 6timo
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1 2 3
Estagios Pré-ataque Lepera Ikawa Observacodes
Nital 2% modi. ataque 2
10 20 160 Otimo
Tempos (s) .
10 25 160 Otimo

Ataque eletrolitico: Ikawa ataque 2: 6V

Tabela 4.3 Resultados MO, misto acrescentando um passo Lepera modificado.

Estagios 1 2 3 4
Ataque Pré-ataque Lepera Ikawa Lepera Observacdes
Quimico Nital 2% mod. ataque 2 mod.
Tempos 10 20 160 5 Otimo
(s) 10 25 160 5 Otimo
Ataque eletrolitico: Ikawa ataque 2: 6V
4.1.4

Resumo dos resultados qualitativos em imagens de MEV

Tabela 4.4 Resultado do ataque lkawa.

Parametros de ataque quimico

. Ataque 1 Ataque 2 .
Estagios Observacdes
Tempo (s) Volts | Tempo (s) Volts
Ataque ]
o 3 3 30 6 Né&o 6timo
Original
Variacdo de
tempo em 30 3 80 6 N&o 6timo
ataque 1, 2
Substituicdo ) .
Nital 2% Otimo
do ataque 1 10 80 6
com nital 2%

Parametros usados MEV

Tensao de aceleracéo 25 kV, Distancia de trabalho 10 mm, Aumento 4000X,

1000X.
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Tabela 4.5 Resultado do ataque misto, MEV modo SE

Parédmetros de ataque quimico

1 2 3
Estagios i Lepera Ikawa ataque Observacoes
Pre-ataque
mod. 2
10 25 80 N&o 6timo
10 25 120 N&o 6timo
Tempos (s) L
10 25 160 Otimo
10 25 200 Otimo

Ataque eletrolitico: Ikawa ataque 2: 6V.

Parametros usados MEV

Tenséo de aceleracao 25 kV, Distancia de trabalho 10 mm, Aumento 3000X,

1500X.

Tabela 4.6 Resultado do ataque misto, MEV modo BSE

75

Parametros de ataque quimico

1 2 3
Estagios ) Lepera Ikawa Observacgdes
Pré-ataque
mod. ataque 2
Ataque eletrolitico: Ikawa
Tempos (s) 10 25 160
ataque 2: 6V.

Foram os mesmos parametros de ataque quimico para todos 0s casos.

Parametros usados MEV

Parametros

Tenséo de Distancia
Aumento Observacgdes
Aceleracao trabalho
25 10 2000X N&o 6timo
20 10 5000X N&o 6timo
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ataque misto, acrescentando um passo Lepera modificado, MEV

modo BSE
Parametros de ataque quimico

1 2 3 4

Estagios Pré- Lepera Ikawa Lepera mod. Observactes

ataque mod. ataque 2
Tempo
10 25 160 5 | e
(s)

Para todos os casos foram mantidos os parametros de ataque quimico

Parametros usados MEV

Tensdo de | Distancia
Aumento Observacdes
Aceleracao trabalho
~ 20 kv, 10 mm 900X N&o étimo
Parametros
15 kV, 10 mm 900X Nao 6timo
10 kV, 10 mm 900X Nao 6timo
5 kV 10 mm 900X Otimo
4.2

Processamento e andlise digital de imagens

4.2.1

Microscopia Otica

As imagens que apresentaram uma quantizacdo suficiente para permitir a
observacao do contraste entre as fases, possibilitando sua distingdo, foram as
imagens de ataque quimico misto, acrescentando um passo Lepera modificado,
Figura 4.9. Esta imagem foi processada e analisada com fung¢des disponiveis no
software FIJI.

O primeiro passo foi observar no histograma a distribuicdo de intensidades
dos pixels destas imagens. Nestes histogramas as intensidades relativas ao
microconstituinte AM ndo sd@o muito visiveis, j4 que a maior parte da imagem tem
a tonalidade do fundo, o que gera o principal pico do histograma. Ainda assim, os
pixels correspondentes a AM tém tonalidade mais alta e aparecem como um

pequeno “ombro” a direita do pico central Figura 4.26.
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Figura 4.26 (a) MO original (método misto acrescentando um passo Lepera modificado)

as regibes claras AM (b) Histograma da imagem original.

Na etapa de pré-processamento e realce dos detalhes de interesse, nas
imagens no modo RGB (Red-Green-Blue), com 8 bits por canal, ndo foram
aplicados este pré-processamento. Mostraram, ter tonalidades bem definidas,
referentes a identifica¢do de particulas de interesse.

Foram segmentadas por limiarizacdo no espaco HIS (Hue, Intensity,
Saturation — Matiz, Saturagdo Brilho), e RGB (Red, Green, Blue), mostrando as
regides de AM como particulas brancas em fundo escuro. A segmentacdo RGB
mostrou melhor comportamento na identificagdo das particulas de interesse Figura
4.27.

Depois da segmentacdo, observaram-se as pequenas particulas esptrias que
foram segmentadas junto com o microconstituinte AM. Buscou-se, assim,
eliminar este defeito analisando cuidadosamente a faixa de tamanho destas

particulas espurias, nos seguintes passos:

Figura 4.27 (a) MO segmentacédo. (b) Ampliacdo imagem segmentada.
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Primeiramente foi feito um processo de quantificacdo, considerando todos
os objetos segmentados, onde se encontraram 615 objetos, que perfazem uma area
de 107.585 um?’, com uma fracgdo volumétrica de 3.5% (faixa de particulas 0 —
infinito), (um?), Tabela 4.8. Na Figura 4.28(a), observaram-se como elementos
espurios a quantificagdo de particulas muito pequenas.

Com a finalidade de eliminar os elementos espurios, foi considerada a
extracdo de atributos (faixa para as particulas do microconstituinte AM. (0.1
(um?) — infinito), Tabela 4.8. Os resultados mostraram uma redugdo de niimero de
particulas, com tamanhos menores de 0.1 um’. Desta forma, os elementos
espurios correspondem 63.7% do total de particulas segmentadas. Na Figura 4.28
(b) mostra-se a eliminacao das particulas esptrias na quantificagdo dos objetos de
interesse.

Entretanto, a faixa de tamanho destas particulas esptrias no MO, foram

.. . ’ 2
eliminadas, justamente por serem particulas menores que 0,10 um”.

Tabela 4.8 Extracdo de atributos na quantificacdo do microconstituinte AM, no MO.

Faixa Particulas NUmero de Area Total % Fragdo
(Hm?) Particulas (m?) Volumétrica (%)
0 — infinito 615 107.585 35
0.1 - infinito 223 93.980 3.1
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Figura 4.28 MO Bordas das imagens binarias superposta as imagens originais da Figura

4 27(b). (a) Faixa extrac@o de atributos 0 — infinito. (b) Faixa extracdo de atributos 0.1-

infinito.
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Portanto, conclui-se: 0 método de ataque quimico misto, acrescentando um
passo Lepera Modificado, gerou uma melhora acentuada ao contraste, nas
imagens de MO. E um dos resultados mais importantes do trabalho, desenvolvida
para a identificacdo e para a quantificagdo do microconstituinte Austenita-
Martensita (AM), por processamento digital de imagens mostrou-se vidvel,

considerando como elementos espurios as particulas menores que 0.1 pm?.

4.2.2

Microscopia eletrénica de varredura

4221

Modo de elétrons secundarios

No caso das imagens de microscopia eletronica de varredura, as imagens
que apresentaram suficiente contraste, no modo de elétrons secundarios, foram as
imagens das Figura 4.14 (ataque quimico Ikawa com substituicdo de reagente 1
com nital 2%), Figura 4.17, a Figura 4.18 (com ataque quimico misto) e a Figura
4.25 (com ataque quimico misto, acrescentando-se um passo lepera modificado).

Na etapa do pré-processamento, houve o realce dos detalhes de interesse, de
modo a facilitar a sua visualizacdo para a segmenta¢do. Observou-se que as
imagens apresentavam um tipo de defeito comum e critico para a quantificacao do
microconstituinte AM, através do processamento digital de imagens:

O microconstituinte AM nao tem as bordas claras e inteiras nas imagens.
As zonas sombreadas ficaram localizadas em zonas com bordas ndo definidas.
Estas se mostraram também como efeito da posicdo do detector de elétrons
secundarios e dificultaram a quantifica¢gdo dos mesmos, como se mostra na Figura
4.29(b), imagem ampliada.

Uma alternativa para a solucdo de completar as bordas do microconstituinte
foi a possibilidade de, depois da captura da primeira imagem, girar a amostra em
180° e obter a captura da segunda imagem, onde as zonas sombreadas na primeira
imagem, mudaram a bordas claras, por efeito da posicao do detector de elétrons
secundarios, como se mostra na Figura 4.30, com ajuda das ferramentas de analise

e do processamento digital sdo possiveis de serem preenchidas. Assim as bordas
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do microconstituinte AM, sobrepdem-se as imagens obtidas, facilitando a

quantificagdo da fase AM.

Bordas claras

- g

Sem borda

Figura 4.29 MEV (SE) Defeito das bordas do microconstituinte AM incompletas.

Bordas claras Sem bordas

Sem bordas Bordas claras

Figura 4.30 MEV (SE) (a)lmagem posic¢éo inicial (b) Imagem com amostra girada 180°

As imagens foram alinhadas para corrigir as diferencas de ampliagdo,

translagdo, rotagdo e eventuais distor¢des. Para isto foi utilizada a fung¢ao SIFT
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(Scale Invariant Feature Transform) que realiza alinhamento automatico entre

imagens, como se mostra na Figura 4.31.

Figura 4.31 Alinhamento automatico de imagens, utilizagédo funcéo SIFT (Scale Invariant

Feature Transform).

E admissivel notar que foi possivel obter campos idénticos. As duas
imagens foram segmentadas individualmente por limiarizacdo simples de
intensidade. A Figura 4.32, (a e b), mostram as regides incompletas de AM, como

particulas brancas, em fundo escuro.

Figura 4.32 Segmentacédo (a) Imagem posicéo inicial da amostra (b) Imagem com giro de

180° da amostra.

O resultado da segmentagdo nao foi adequado, sendo necessaria uma etapa

de pds-processamento, com o uso de operacdes logicas pontuais de combinagao
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das duas imagens que envolvem uma imagem bindria de entrada, para gerar uma
imagem de saida, como se mostra na Figura 4.33(a) e no posterior preenchimento

de area das bordas completas, como se mostra na Figura 4.33(b).

Figura 4.33 (a) combinacado das imagens da Figura 4 32, (b) Preenchimento de area do

microconstituinte AM.

Na etapa da extragdo de atributos e de analise, na qual os objetos da imagem
sdo identificados as medidas de campo, para calcular a fracdo volumétrica do
microconstituinte AM, os resultados mostraram um valor de %kFragdo
Volumétrica AM= 8.47.

Os dados mostraram diferengas expressivas entre a imagem original, Figura
4.34(a), e a imagem segmentada, Figura 4.34(b). Ali as particulas do
microconstituinte AM foram sobredimensionadas em alguns casos e
subdimensionadas em outros. Além disso, a imagem segmentada mostra
particulas segmentadas que ndo correspondem ao microconstituinte AM,
justificando que o método de processamento digital de imagens aplicado nao foi
viavel devido a dificuldade em obter as bordas completas das particulas do

microconstituinte.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1111812/CA


PUC-Rio - Certificacdo Digital N° 1111812/CA

Figura 4.34 (a) Imagem Original, (b) Imagem segmentada e quantificacdo de atributos.

4222

Modo de elétrons retroespalhados

As imagens que apresentaram suficiente contraste no modo de elétrons retro
espalhados foram as imagens da Figura 4.24 (ataque quimico misto,
acrescentando um passo Lepera modificado). Com a redugdo tensdo de
aceleracdo do feixe de elétrons a 5 kV, a fina camada de AM aparece como

regioes claras.

Figura 4.35 Imagem Original MEV (BSE). Tensédo 5 kV.

Na etapa de pré-processamento e¢ de realce detalhes de interesse, foi
aplicado o filtro sigma conforme explicado na se¢do 2.6.2, para reduzir o ruido

preservando os detalhes da imagem, como se mostra na Figura 4.36(b).
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Figura 4.36 (a) MEV (BSE) Imagem original (b) Imagem ampliada com reducao de ruido.

A segmentagdo feita apresenta reparticdes bem definidas na imagem em
regides e distingue estas regides como objetos independentes. O resultado ¢ uma
imagem binaria, onde os objetos sdo regides contiguas de pixels brancos em um

fundo preto, como se mostram na Figura 4.37.
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Figura 4.37 (a) MEV (BSE) Imagem segmentada (b) Imagem ampliada da segmentacao.

Depois da segmentacdo, observou-se que pequenas particulas espurias
foram segmentadas junto com o microconstituinte AM. Assim, antes de realizar
qualquer medida, buscou-se eliminar este defeito, analisando cuidadosamente a
faixa de tamanho destas particulas esptrias.

No primeiro caso, consideraram-se todos os objetos resultado da
segmentacao, onde se encontraram 3288 objetos, perfazendo uma area de 0.878

umz, em fraccao volumétrica de 4.6%, como se mostra na Tabela 4.9. Resultado:
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estes dados ndo correspondem, realmente, aos objetos do microconstituinte AM e
foram considerados objetos espurios na quantificacao, como mostra a Figura 4.38.

No segundo caso, se testou, considerando particulas pequenas as menores
que 0.20 um?” como objetos espurios e os resultados mostraram que 86.5% do total
das particulas correspondem & tamanhos menores que 0.20 pm’ e se apresentam
como elementos espurios. Pode-se notar, ainda, que existem particulas espurias
com tamanhos maiores que 0.20 pm?, como se mostra na Figura 4.38(b).

Na terceira etapa mostra-se, considerando particulas menores que 0.40 pm’
como elementos espurios, se testou os resultados que nao mostravam mudanca
abrupta. Foram consideradas, nesta faixa, 155 particulas como elementos esptrios,
que correspondiam a uma diferenca na fragdo volumétrica de 0.3 %, em relacdo ao
teste anterior a tamanhos menores que 0.20 um”. Também foi possivel observar
que as particulas de AM nesta faixa, estavam sendo consideradas como elementos
espurios e, contrariamente, ainda existiam particulas espurias que ndo foram
consideradas, como se mostra na Figura 4.38(c).

Finalmente, foram testadas, como ultima alternativa, as particulas menores
que 0.60 um’, como elementos esptrios. Os resultados mostraram que, nesta
faixa, existem 62 particulas entre elementos espurios e particulas de AM, Figura
4.38(d).

Conclui-se a faixa mais representativa de tamanho de particulas espurias

. 2
correspondem a particulas menores que 0,40 pm”.
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Figura 4.38 MEV (BSE) Bordas das imagens binarias superposta as imagens originais
(a) Faixa extracé@o de atributos 0 — infinito. (b) Faixa extracdo de atributos 0.2 — infinito.
(c) Faixa extracgéo de atributos 0.4 — infinito. (d) Faixa extra¢do de atributos 0.6 — infinito.

Tabela 4.9 Resultados MEV(BSE), pés-processamento e extracao de atributos

Faixa Particulas Numero de Area Total % Fracao
(Hm?) Particulas (Hm?) Volumétrica (%)
0-infinto 3288 0.878 4.6
0.2-infinito 450 0.777 4.1
0.4-infinito 305 0.723 3.8
0.6-infinito 243 0.685 3.6

Portanto, conclui-se: 0 método de ataque quimico misto, acrescentando um
passo Lepera Modificado, no microscopio eletronico de varredura, no modo
elétrons retro espalhados (BSE) mostrou diferenca expressiva de contraste entre o
microconstituinte AM e as demais fases, com tensdo de aceleragao reduzida para 5
kV. Portanto, a quantificagdo do microconstituinte Austenita-Martensita (AM),
por processamento digital de imagens foi viavel, considerando como elementos

o) ’ 2
espurios as particulas menores que 0.4 um-”.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1111812/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1111812/CA

87

4.3
Quantificacdo da Fase AM — MO e MEV

4.3.1

Procedimento de Registro para Microscopia Co-localizada

Este procedimento visa visualizar campos iguais nos dois microscopios, MO
e MEV, e a comparar ambas as técnicas, conforme a secgdo 2.5.2.

As imagens que apresentaram melhor contraste e melhor resolucdo em
ambos 0s microscopios e a possibilidade de quantificacio do microconstituinte
Austenita-Martensita (AM), por processamento digital de imagens, foram as de
ataque Misto, acrescentando um passo Lepera Modificado.

Para comparar as imagens de MO e MEV, marcas de referéncia foram
utilizadas para identificar campos similares nos dois microscépios, se¢do 3.2.3.2.
Foram capturadas imagens de 30 campos, no MO e de 30 campos no MEV, modo
BSE, usando os procedimentos mostrados na secdo 2.5.1.2. As imagens foram
alinhadas para corrigir as diferencas de ampliagdo, translagdo, rotagdo e eventuais
distor¢coes. Para isto foi utilizada a fungdo SIFT (Scale Invariant Feature
Transform) que realiza alinhamento automatico entre imagens, se¢ao 2.6.2.1.

A Figura 4.39 e a Figura 4.40 mostram imagens de MO e MEV de um dos
campos, apds o alinhamento e o recorte de um sub-campo equivalente. Nota-se
que foi possivel obter campos idénticos, os quais permitem uma comparagao
quantitativa da fragdo de AM obtida nos dois casos.

O mesmo procedimento foi repetido para todas as imagens.
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Figura 4.39 Alinhamento de imagem MO com respeito a imagem MEV (BSE), aumento
1000X.

Figura 4.40 Alinhamento de imagem MEV(BSE) com respeito a imagem MO, aumento
900X

4311

Quantificacdo do microconstituinte AM em imagens de MO

As imagens de MO foram segmentadas usando os procedimentos da se¢do
4.2.1 selecionando os limiares Otimos para cada caso. A Figura 4.41 mostra o
resultado de uma segmentacdo, com as regides selecionadas marcadas em

vermelho. A Figura 4.42 mostra os histogramas dos canais RGB para
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limiarizagdo. Na Figura 4.43 mostra-se o resultado da limiarizacdo, com as

regioes de AM como particulas brancas em fundo escuro.

Figura 4.41 Sele¢éo de Limiarizagdo no espaco RGB (Red=87, Green=129, Blue=133),
Imagens MO.
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Figura 4.42 Histogramas para limiarizagdo no espaco RGB (Red=87, Green=129,
Blue=133), Imagens MO. Imagem Figura 4.41.
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Figura 4.43 Limiarizacdo no espac¢o espaco RGB (Red=87, Green=129, Blue=133),

Imagens MO.

Na Figura 4.44 mostra-se o comportamento dos limiares RGB para as 30

imagens MO. Os canais R e G mostraram comportamento muito estavel, mas o

canal B tem comportamento mais varidvel, definindo as tonalidades na

identificacao de particulas do microconstituinte AM.

Faixa de limiarizacdo RGB

Figura 4.44 Comportamento dos tons de corte RGB em imagens MO.

220 ]
210 ]
200 -}
190 -}
180 -}
170
160
150
140
130
120
110
100

90

80

— Red
Green
— Blue

LA L AL L L LA BN BN LA B DRNLE B BN L B
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

# imagems


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1111812/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1111812/CA

91

Na Figura 4.45 ¢ apresentado o comportamento da quantidade de particulas
segmentadas antes (linha preta) e depois (linha vermelha) da eliminacao de
particulas espurias detalhada na secdo 4.2.1. Nota-se que, sem esta eliminagdo a
quantidade total de particulas varia fortemente entre os diversos campos, com um

minimo de 416, maximo de 2187 e média de 968 particulas, Tabela 4.10.
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Figura 4.45 Comparacdo de quantidade de particulas AM + particulas espurias em
imagens MO.
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Figura 4.46 Ampliacédo do gréafico da quantidade de particulas de AM em imagens de MO
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Eliminando as particulas espurias (geradas por defeitos de aquisi¢do e
processamento de imagens) esta variagdo ¢ fortemente reduzida, entre 182 e 479
particulas e média de 305, ilustrada no grafico ampliado da Figura 4.46. A Tabela

4.10 resume alguns destes valores estatisticos.

Tabela 4.10 Extracéo de atributos na quantificacdo do microconstituinte AM em MO.

. Quantidade de Fracdo
Faixa de
. Quantidade Particulas Volumeétrica (%)
Particulas . : . Observagdes
5 de imagens o Desvio o Desvio
(um®) Média B Média B
Padréo Padréo
- AM +
0-infinito 30 968.5  468.71 2.8 0.72 .
Espurios
0.1-infinito 30 305.2 85.09 2.7 0.68 AM

As variagdes do numero de particulas, no entanto, ndo tém efeito tdo
relevante sobre a fracdo volumétrica do AM. Isto pode ser avaliado na Tabela 4.10
e visualizado pelo grafico da Figura 4.47. Na verdade, a grande maioria das
particulas espurias é pequena, e sua elimina¢do implica em uma pequena redugao

da fragdo volumétrica, de 2,8% para 2,7%, na média dos 30 campos.

5.0

4.5 - /N

% Fracdo AM
% Fracéo AM + espurios

4.0 4

% frac&@o de volumen AM

54—
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

# imagens

Figura 4.47 Variacdo da fracdo volumétrica de AM mantendo ou eliminando particulas

espurias pequenas em imagens MO.
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43.1.2

Quantificagdo do microconstituinte AM em imagens de MEV

As imagens MEV (BSE) foram segmentadas usando os procedimentos
apresentados anteriormente, selecionando o limiar 6timo para cada campo. A
Figura 4.48 mostra uns campos tipicos, com os pixels selecionados marcados em

vermelho.

Figura 4.48 Selecdo limiarizacdo binaria imagem MEV(BSE) os pixels selecionados

marcados em vermelho mostra o microconstituinte AM.

B | ] res
0

| »| =88

Default -| |Red -

¥ Dark background
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Figura 4.49 Histograma limiarizagdo binaria imagem MEV(BSE). Limiar=165.
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A Figura 4.50 mostra-se o resultado da limiarizagdo, com as regides de AM

como particulas brancas em fundo escuro.

Figura 4.50

A Figura 4.51

A s A e Y3, PR )

Limiarizac&o binaria imagem MEV(BSE). Limiar=165.

mostra a variacdo do limiar tonal para as 30 imagens

analisadas, com tom minimo de 160 e maximo de 215.

220

210

200

190

180

Faixa limiarizacéo binaria

170

160

[ Limiar binaria

: ———rr—T—T——T—TTT
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
# imagens

Figura 4.51 Comportamento faixa de limiarizacdo em imagens binarias MEV.
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A mesma analise do impacto de particulas espurias, apresentada na se¢ao
anterior para MO, foi realizada para as 30 imagens obtidas com MEV-BSE. O
comportamento da quantidade de particulas ¢ apresentado na Figura 4.52. Como
as imagens de MEV apresentam mais ruido, ainda que tenham sido filtradas no
processamento digital, a quantidade de particulas espurias ainda ¢ bastante
expressiva em alguns campos. A média dos 30 campos, incluindo todas as
particulas segmentadas, ¢ de 863 particulas. Eliminando particulas menores do
que 0,4 pm’, esta média cai para 235 particulas.

A Figura 4.53 mostra uma visdo ampliada do grafico da Figura 4.52, com a
variacdo apenas das particulas consideradas AM de fato. A Tabela 4.11 apresenta
algumas estatisticas relevantes. E possivel notar que, apdés a eliminagio de

particulas espurias, o comportamento ¢ muito mais estavel.

4500 —
4000 +
3500 +

3000 +

— Particulas AM + espurios
— Particulas AM

2500 +
2000 +
1500

1000

Quantidade de particulas

500

—— ———— T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
# imagens

Figura 4.52 Comportamento de particulas de AM + elementos espurios em imagens
MEV.
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Figura 4.53 Ampliacdo do gréafico da quantidade de particulas de AM em imagens de

MEV

Tabela 4.11 Extracao de atributos na quantificacdo do microconstituinte AM em MEV.

Faixa

Quantidade de

Fracdo
Volumétrica AM

i Quantidade Particulas .
Particulas ) (%) Observacdes
) de imagens
(Hm°) _ Desvio _ Desvio
Média Média
Padréo Padréo
O-infinito 30 863 855 3,7 0,81 AM + Espurios
0.4-infinito 30 235 56 3,3 0,60 AM

A Figura 4.54 mostra o comportamento da fra¢cdo volumétrica de AM com e

sem particulas espurias. Ainda que menos expressivas do que para o numero de

particulas, ainda existem campos com variagdes relevantes. O valor médio cai de

3,7% para 3,3% ap0s a eliminagdo das particulas espurias.
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Figura 4.54 Comportamento % fracdo AM em imagens MEV.

4.3.1.3

Anélise da Quantificagcdo Co-localizada do microconstituinte AM

Como ja comentado, o procedimento de Microscopia co-localizada permite
comparar campos idénticos obtidos nos dois microscopios. Assim, as imagens dos
30 campos co-localizados foram processadas e analisadas, comparando os valores
de quantidade de particulas e fragdo volumétrica de AM, apos a eliminagdo de
particulas espurias.

A Figura 4.55 mostra a comparacao do niumero de particulas nas imagens de
MO e MEV. O numero de particulas nas imagens de MO ¢ consistentemente
maior do que nas imagens de MEV. Isto talvez possa ser explicado pela
sensibilidade de segmentacdo colorida das imagens de MO, que depende dos
limiares de 3 canais de cor. Assim, pixels esplrios podem ter cor similar a

particulas do AM e sdo assim incluidos na segmentagao.
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Figura 4.55 Comparagéo de quantidade de particulas em imagens MO-MEV.

Ao comparar os valores de fragdo volumétrica, Figura 4.56, um
comportamento diferente fica evidente. Neste caso, o MEV fornece valores
sistematicamente maiores do que o MO, ainda que uma faixa maior de tamanho
tenha sido utilizada na eliminagdo de particulas esptrias no MEV (0,4 um?” versus
0,1 pm?). O valor médio para os 30 campos ¢ de 3,3% para imagens de MEV e de
2,7% para imagens de MO, uma diferenga de 18%. A Tabela 4.12 resume estes
dados.

5.0
4.5 —— MO
. — MEV
s 40-
< |
§ 354
£
E B
o
> 3.0
5]
© i
3
T 2.5
o
S 204
154
.

rYrrrrr T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
# imagens

Figura 4.56 Comparacéo de % fracdo de volumem AM em imagens MO-MEV.
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Tabela 4.12 Resultados de Analise da Quantificacdo Co-localizada do microconstituinte
AM. (MO — MEV).

) ] % fracao
Faixa ; Quantidade o
i Quantidade i o Volumétrica AM .
Particulas ; Particulas (Média) o Observacdes
() de imagens (Média)
m
H MO MEV MO MEV
O-infinito 968 863 2.8 3.7 AM + Espurios
0.1-infinito 30 305 - 27 - )
- AM (Proprio)
0.4-infinito 235 3.3

Em outras palavras, o nimero de particulas medidas em MO ¢ muito maior,
mas estas ocupam fragdo de volume menor, indicando que as particulas foram
subdimensionadas. Isto pode ser entendido analisando as imagens co-localizadas
MO e MEV da Figura 4.57 e da Figura 4.58, respectivamente.

Nestas figuras, as particulas efetivamente medidas aparecem coloridas em
azul claro e numeradas. As particulas eliminadas pelo filtro de tamanho aparecem
como pequenos pontos vermelhos. As versoes ampliadas destas imagens mostram
as particulas espurias circundadas com circulos amarelos. Ja os circulos vermelhos
demarcam regides idénticas das duas imagens permitindo avaliar a detec¢do de
particulas de AM. Fica evidente que nas imagens de MO as particulas sdo
reduzidas em sua area e fragmentadas em particulas menores. Isto explica o
comportamento da quantidade de particulas, muito maior no caso de MO, mas

levando a uma fragdo de volumétrica menor do que no caso de MEV.
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Figura 4.57 (a) Bordas das imagens binarias superpostas na imagem original MO. (b)
Visdo ampliada do retadngulo amarelo em (a). Particulas vermelhas ndao foram medidas.

Compare a quantidade de particulas dentro dos circulos vermelhos com a Figura 4.58b.
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Figura 4.58 (a) Bordas das imagens binarias superpostas na imagem original MEV(BSE)
(b) Visdo ampliada do retdngulo amarelo em (a). Particulas vermelhas n&do foram
medidas. Compare a quantidade de particulas dentro dos circulos vermelhos com a
Figura 4.57b.
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Conclusodes

Foi desenvolvida uma metodologia adequada para identificacio e
quantificagdo do microconstituinte Austenita-Martensita (AM) em agos de alta
resisténcia baixa liga (ABRL). Esta metodologia utiliza ataque quimico especifico
para otimizar o contraste do AM, tanto em MO quanto em MEV. Rotinas de
Andlise Digital de Imagens foram desenvolvidas para quantificar
automaticamente o microconstituinte. A microscopia co-localizada foi utilizada,
com sucesso, para comparar os resultados dos dois tipos de microscopio.

Especificamente
A metodologia proposta de ataque quimico misto, acrescentando um passo Lepera
modificado, gerou uma melhora acentuada do contraste em imagens de MO e de
MEYV no modo BSE.

Em imagens MEV(BSE) obteve-se aumento de contraste trabalhando com tensdo
de aceleracdo reduzida para 5 kV.

Com a técnica de microscopia co-localizada foi possivel comparar as imagens de
campos idénticos, obtidos por MO e MEV, tanto qualitativa, quanto
quantitativamente. O uso da funcao SIFT (Scale Invariant Feature Transform) que
realiza alinhamento automatico entre imagens foi essencial para obter os mesmos
campos MO e MEV.

Os resultados de microscopia co-localizada da quantificacdo de 30 imagens
mostraram fracdo de volume do microconstituinte AM no MEV(BSE) sempre
superior a MO. Ficou evidente que as imagens de MO apresentam resolugao pior
do que as imagens de MEV no mesmo aumento, o problema e a formagao da

imagem. Isto implicou em medidas subestimadas da fracao de volume de AM.
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Apéndice

Apéndice 1

Sequéncia de Alinhamento de Imagens: uso de software FIJI
Microscopia co-localizada — Imagens MEV-MO
Carga imagem MO
Carga imagem MEV
Cria um stack (imagen /stack/image to stack), que vai conter MO, MEV (opgao
keep sourse imagens para preservar a MO colorida).
Use titles as labels.
Keep sourse images.
Ok.
Navega no stack para mostrar MO

Usar plugins/registration/linear stack alignment with sift/align stack:

Scale Invariant Interest Point Detector.

initial gaussian blur

=
=

steps per scale octave

minimum image size

=
=

maximum image size

Feature Descriptor:
feature descriptor size
feature descriptor orientation bins

closestinext closest ratio

Geometric Consensus Filter:

maximal alignment error px

AT

inlier ratio
expected transformation - [ETTETTIN »
CQutput.

¥ interpolate

I show info

OK Cancel

Usa a ferramenta de selecdo retangular para definir uma ROI equivalente sobre as
duas camadas do stack, usando a imagem de MEV, girada como referencia.
Separa as imagens MO e MEV com imagem/stack/stack to imagem.

Recupera ROI retangular com CRT + SHITF + E, executando em cada imagem. O

mais importante executar sobre MO (colorida) e MEV (j4 alinhado)
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Apéndice 2

Programa 1: Uso software F1JI

1 //Macro analise imagens e quantificagdo do microconstituinte AM
no MEV co-localizada

2 imagens=newArray("00IMEV","002MEV","003MEV","
004MEV","005SMEV","006MEV","007MEV","00SMEV",
"0O0OOMEV","010MEV","011MEV","012MEV","013MEV",
"014MEV","015SMEV","016MEV","017MEV","018MEV",
"0OI9MEV","020MEV","021MEV","022MEV","023MEV",
"024MEV","025MEV","026MEV","027MEV","028MEV",
"029MEV","030MEV");

3 //bucle para analise 30 imagens

4 for (i=0;1<30; i++) {

5 //lendereco das imagens

6 direccion ="C:\\tessis de mestrado\\Imagens\\imagens
Finales\\MEV(c) Co-Localizada - copia\\";

7 direccionfinal = direccion + imagens [i]+".tif";

8 write(direccionfinal);

9 open(direccionfinal);

10 newname = imagens [i]+".tif";

11 title = "title="-+newname ;

12 run("Duplicate...", title);

13 // redugao de ruido - aplicacao filtro sigma

14 run("Sigma Filter Plus", "radius=2 use=2 minimum=0.2 outlier");

15 // Etapa de segmentagao

16 setAutoThreshold("Default dark");

17 /frun("Threshold..."); sele¢dao do limiar 6timo

18 setThreshold(170, 255);

19 run("Convert to Mask");

20 // Escala de medi¢ao unit="um"

21 run("Set  Scale...", "distance=1280 known=141.9 pixel=1
unit=um");

22 run("Set Measurements...", "area perimeter area fraction display

redirect=["+newname+"] decimal=3");
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24

25
26

109

//Quantificagdo: tamanho de particulas (size = 0.0- Infinity),(size =
0.40 - infinity);

run("Analyze Particles...", "size=0.0-Infinity circularity=0.00-1.00
show=Nothing display include summarize add");
roiManager("Show All with labels");

roiManager("Show All");
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Apéndice 3

Programa 2: Uso software F1JI

1

AN n kW

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24

//Macro analise imagens e quantificacdo do microconstituinte AM

no MO co-localizada

imagenes=newArray("001MO","002MO","003M0O","004MO",
"005MO","006MOQO","007MO","008MO","009MO","010MO",
"011MO","012MOQO","013M0O","014MO","015MO","016MO",
"017M0O","018MO","019M0O","020MO","021MO","022MO",
"023M0","024MOQO","025M0O","026MO","027MO","028MO",
"029MO","030MO™");

//bucle para analise 30 imagens

for (x =0; x <30; x++) {

//lenderego das imagens

direccion ="C:\\tessis de mestrado\\Imagens\\imagens

Finales\\MO(c) Co-Localizada - copia\\";

direccionfinal = direccion + imagenes [x]+".tif";

write(direccionfinal);

open(direccionfinal);

newname = imagenes [x]+".tif";

newname = imagenes [x]+"-"+x+1+".tif";

title = "title="-+newname ;

run("Duplicate...", title);

//Etapa de segmetagdo colorida RBG

run("Color Threshold...");

// Color Thresholder 1.46r

/I Autogenerated macro, single images only!

min=newArray(3);

max=newArray(3);

filter=newArray(3);

a=getTitle();

run("RGB Stack");

run("Convert Stack to Images");

selectWindow("Red");


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1111812/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1111812/CA

25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44

45
46
47
48
49

50
51
52
53
54
55

rename("0");
selectWindow("Green");
rename("1");
selectWindow("Blue");
rename("2");

// Selecao do limiar 6timo em 3 canais RGB
min[0]=87;

max[0]=255;

filter[0]="pass";

min[1]=130;

max][1]=255;

filter[1]="pass";

min[2]=133;

max[2]=255;

filter[2]="pass";

for (i=0;i1<3;i++){
selectWindow(""+1);
setThreshold(min[i], max[i]);
run("Convert to Mask");

if (filter[i]=="stop") run("Invert");

imageCalculator("AND create", "0","1");
imageCalculator("AND create", "Result of 0","2");
for (i=0;i<3;i++){

selectWindow(""+1);

close();

b

selectWindow("Result of 0");

close();

selectWindow("Result of Result of 0");
rename(a);

// Colour Thresholding-------------

// Escala de medi¢@o unit="um"

111
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56

57

58

59

60
61

112

run("Set  Scale...", "distance=1280 known=141.9 pixel=I
unit=UM");
run("Set Measurements...", "area perimeter area fraction display

redirect=["+newname+"] decimal=3");

//Quantificagdo: tamanho de particulas (size = 0.0- Infinity),(size =
0.40 - infinity);

run("Analyze Particles...", "size=0.0-Infinity circularity=0.00-1.00
show=[Overlay Masks] display include summarize add");
roiManager("Show All with labels");

roiManager("Show All");

}
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