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Introducdo

A microscopia digital [1] € aintegrac8o entre microscopio, agquisicdo digital de imagens,
procedimentos de automacdo e andlise de imagens. Vem se transformando em uma ferramenta
fundamental na caracterizacdo de materiais, trazendo maior velocidade a0 processo,
melhorando a qualidade dos dados obtidos e permitindo realizar medidas impossiveis de se
obter com os métodos manuais tradicionais.

Os softwares para microscopia digital ja dispem de uma grande quantidade de funcbes
mas, em muitos casos, ha necessidade de se criar rotinas especificas para atender necessidades
dos usuérios. No presente trabalho sero apresentadas 2 rotinas desenvolvidas para os
usuérios do Laboratério de Microscopia Digital (LMD) do DCMM PUC-Rio. Este laboratério
conta com um microscopio Optico Axioplan 2 da Zeiss com software AxioVision [2],
programavel internamente em Visual Basic for Applications (VBA)..

Rotinas Desenvolvidas

A primeira rotina desenvolvida, denominada LMDCaptura, permite digitalizar uma
seqiiéncia de imagens cobrindo uma determinada &rea da superficie de uma amostra.
Utilizando o estédgio motorizado do microscopio, que permite movimentos xy-z controlado
por software, é possivel deslocar a amostra para diferentes coordenadas e capturar imagens
destes campos. Para cada campo, € possivel solicitar um procedimento de autofoco que
controla o0 eixo z do microscopio de forma a otimizar automaticamente a focalizagéo da
imagem.

Inicialmente, o usuario selecione as condi¢des de captura (lente objetiva, resolucdo da
camera, uso do autofoco) e as condicdes de armazenamento de dados (diretério de destino das
imagens e registro dos parametros do experimento). Em seguida o usuario seleciona, através
de um “joystick” as coordenadas inicial e final da regido a ser analisada. A rotina entéo
informa o nimero méximo de campos em X ey, e permite a selecdo de um subconjunto de
campos. As imagens sdo entdo capturadas e automaticamente nomeadas e armazenadas. A
Figura 1 ilustra parte das telas de interface da rotina.

A rotina desenvolvida permite também repetir 0 experimento com as mesmas
condi¢bes, capturando 0 mesmo nimero de campos, nas mesmas coordenadas, na mesma
amostra, ou amostras diferentes. Esta opcdo, denominada Microscopia Co-Localizada,
permite, por exemplo, acompanhar campos de uma amostra apos alguma modificacdo da
superficie, por exemplo através de atague quimico. Nesta situagdo, 0 usuario precisa apenas
carregar um arquivo de experimento previamente realizado e a sub-rotina repete
automaticamente todo o procedimento.

A segunda rotina desenvolvida se constitui num acessorio no processo de captura de
imagens. Normalmente, toda imagem capturada deve apresentar uma barra de escala, para
indicar a magnificagéo ou resolucdo da imagem. Apesar do software AxioVision dispor de
uma ferramenta para isto, €la ndo é adequada porque exige uma interferéncia manual do
operador para gerar a barra de escala. A rotina desenvolvida, LMDEscaa, detecta
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automaticamente a lente objetiva utilizada e, baseada em calibracfes pré-armazenadas,
desenha uma barra padréo, com aspecto e posic¢ao pré-definidos, sem interferéncia do usuério.
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Figural— Telas darotina LMDCaptura.

Resultados e Conclusdes
O desenvolvimento das rotinas exigiu o aprendizado da operacdo do microscopio
motorizado, da camera de captura digital, e do software de controle. Além disso, foi
necessario estudar a biblioteca de funcdes disponiveis para programacdo no ambiente VBA.
As rotinas desenvolvidas vém sendo usadas de maneiraregular por diversos usuarios do
LMD. Seu uso contribuiu para agilizar e metodizar diversos procedimentos de captura de
imagens em microscopia digital.
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