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Resumo

Uma das principais limitagdes do microscépio Gptico é a sua pequena profundidade
de campo, que é tdo mais grave quanto malor for a resolucdo empregada. Esta limitagao im-
pede, em muitos casos, a obtengdo de imagens onde o espécime aparece nitido em todo o campo
visual. Fste trabalho desenvolve véarias técnicas de processamento digital de imagens para au-
mentar a profundidade de campo das imagens obtidas com o microscépio éptico. As imagens sao
adquiridas através de uma cimara de video montada, com um adaptador, no tubo da ocular do
microsepio. Através da selecio do nimero de imagens de entrada. o microscopista pode controlar
a profundidade de campo na imagem resultante.

Foram propostos dois métodos de processamento. O primeiro se baseia num metodo de
enriquecimento de imagens para destacar bordas e formas conhecido por mascaramento nao-nitido.
O segundo se baseia num processo de “recorte” e “colagem” das regides nitidas das imagens de
entrada, sendo a posicao do recorte determinada pelas curvas de nitidez destas imagens.

Um processo matematico para a reconstrugdo do espago-objeto, com a conseqilente
eliminagio da limitacio da profundidade de campo, é desenvolvido através do modelamento do
sistema éptico formado pela objetiva do microscépio. Determina-se a resposta impulsiva e a funcao
de transferéncia deste sistema linear variante com o deslocamento.

Também apresenta-se um sistema de aquisigdo de imagens estaticas, que emprega um
digitalizador de dudio com taxa de amostragem de 15,75 kHz. Este sistema aproveita a carac-
teristica estética das imagens para implementar uma amostragem “coluna a coluna” do sinal de
video produzido pela cimara ~ e ndo “linha a linha” como é comum em sistemas dedicados a

aquisicio de imagens através da digitalizagdo de sinais de video.



Conteudo

I.1
1.2

il

1.3
14

L5

1.6

L7

1.8
1.9

O Microscépio Composto

Introducao . . . . . L e e
Descricao . . . . . . . L e
1.2.1  Partes mecanicas . . . . . . . . .. L oo
[.2.2 Partesdpticas . . . . . . . L Lo L e e
1.2.3  Tipos de microscodpios . . . . . . . L. L e e e e
Principios gerais . . . . . . . . e
Objetivas . . . . . . . . e e e
I1.4.1 Tiposdeobjetivas . . . . . . . . . . . . . e
1.4.2  Aberragoes opticas . . . . . . . . . . . e e e e e
[.4.3 Curvaturadecampo . . . . . . . . . . . . . ..
1.44  Aberturanumérica . . . . . . . . .. .
1.4.5 Resolugao, limite de resolucao e poder de resolugao . . . . . .. . . .. ..
Oculares . . . . . . . e e e
1.5.1 Tiposdeoculares . . . . . . . . . .. . e
Condensadores . . . . . . . . . . e e
1.6.1 Tipos decondensadores . . . . . . . . . .. ... ... ... ...
Alguns aspectos fisicos da formagdo da imagem . . . . .. . . ... L. L.
1.7.1  Imagem de uma fonte pontual de luz monocromatica. . . . . . .. . . ..
1.7.2 Limite de resolucdo e poder de resolucao pelo padrao de difracdo . . . . .
Profundidade de campoedefoco . . . . . . .. . o L.
Técnicas convencionals para melhoriadeimagens . . . . . . . .. ... ... ...
19.1 Campoescuro . . . . . . . v vt e e e e e
1.9.2 Contraste cromatico diferencial de Rheinberg . . . . . .. .. . . ... ..
1.9.3 Contrastedefase . . . . . . . . . . . ...

vi

]

W

-1



CONTEUDO vii

1.9.4  Infravermelho e ultravioleta . . . . .. ... .. ... . ... . . 34
1.9.5 Fluorescéncla. . . ... ... ... 36
1.9.6  Interferéncia . . . .. ... .. 37
L9.7  Polarizagio . . . . ... 37

1.10 Uma visdo geral do microscdpio eletrénico . . . . . .. .. .. . ... 3
1.10.1 Microscépio eletrénico X microscépio éptico. . . . . . . . .. . .. . ... 35

II Técnicas Gerais de Melhoria de Imagens Digitais 41
ILT Introducdo . . . . .. .. L 41
112 Enriquecimento de imagens . . . . . .. ... ... ... ... ... . 42
IL.2.1  Métodos baseados na modificagio do histograma . . . .. . .. .. . . . . 43
I1.2.2 Métodos para suavizar imagens . . . . . . . .. ... ... .. ... 47
I1.2.3 Meétodos para destacar bordas e formas . . . ... .. ... ... 50
11.2.4 Método baseado no modelamento da imagem . . . . . . . . . . .. .. . . 34
11.2.5 Modificagao adaptativa de contraste local e luminancia local média . . . 36
11.2.6  Métodos baseados em pseudo-cores. . . .. .. .. .. . ... . ... . 51
IL.2.7 Métodos para estimagio de movimento . . . . .. . . . .. . ... . 39
H.2.8 Interpolagio deimagens. . . . .. .. .. ... ... . ... . .. . .. 61

1.3 Restauragéo deimagens . . . . . ... ... ... ... ... ... 65
11.3.1 Meétodos para estimagdo da degradacdo . . .. ... ... .. .. _ 66
11.3.2 Métodos para reducio de ruido aleatério aditivo . . . . . . ... . . . 67
I1.3.3 Métodos para reducdo do embacamento de imagens . . . .. .. ... .. 71
11.3.4 Métodos para reducgio de ruido dependente do sinal . . . . .. . . . . 73
I1.3.5 Métodos baseados em filtragem temporal . . . . . .. .. ... . . [
I1.3.6  Restauragdo interativa . . . .. ... ... ... ... ... .. . I
I.3.7 Transformagdes geométricas . . .. ... ... .. ... .. .. T8

IL.4 Observagdes . . . . ... ... ... 80
III Modelamento do Sistema Optico 82
L1 Resposta impulsiva . . . ... .. ... . ... ... .. 83
HL1.1 Caracterizagao do microscépio composto como sistema linear variante . . 89

HL2 Funcao de transferéncia . . . . . . .. ... .. ... ... ... ... 90
H1.2.1 Interpretagdo da fun¢do de transferéncia . . . . . . .. . ... ... . . 92



CONTEUDO v

IV Sistema de Aquisigao de Irmagens 99
IV.I Histdrico . . . . . o o e e 99
IV.2 Introdugio . . . . . . . L 100
IV3 Acamaradevideo. . . . . . . .. . L 101
IV.4 Particularidades do sistema de aquisicao de dados (SAD) . . . . ... ... ... 103
IV.5 Sistema externo de controle do SAD (SECSADy . ... ... ... . ... . ... 105

IV.51 Descricao deoperaglio . . . . o o v v v v ot e 106
IV.5.2 Descricao dos circuitos . . . . . . L L L e 116
1V.5.3 Programas para gerar o arquivo imagem no padrac TIFF . .. . . . . .. 121
IV.6 Aquisicdo das Imagens . . . . . . . ... 124
IV.6.1 Grupos de imagens macroscépicas obtidas com a objetiva normal da camaral2
IV.6.2 Grupos de imagens obtidas com o microscépio . . . . . . . . . ... ... 126
IV.T Resultados . . . . . . . o L o 12%
IV.7.1 Discussao dos limites de resolugdo dosistema . . . . . .. ... . ... .. 130
IV.7.2 Conclusbes . . . . . . . .. L 133

V Processamento das Imagens do Microescépio 135
V.1 Introdugdo . . . . . . . 135
V.2 Concepgao datéenica . . . . . . . .. ..o e 135
V.3 Procedimento para aplicar a técnica proposta . . . . . .. .. ... ... 136
V.4 Métodos propostos . . . . . L. L 138

V.4.1 Método 1: derivado do mascaramento nao-nitido . . . . . ... ... ... 13%
V.4.2 Método 2: baseado nas curvas de nitidez . . . . . .. ... L. 140
V.5 Programas implementados . . . . . ... L oL 142
V.51 Método 1 . . o0 o oo L 142
V.52 Método 2. . . . . oL L e 142
V.6 Resultados dos processamentos . . . . . . .. .. ... L. 143
V6.l Texto . . . . L o 144
V.6.2 Parafusoallen . . . ... . .. .. oL 148
V.6.3 Agulbadetoca-discosde 78 rpm . . . . . ... ... ... ... ... .. 148
V6.4 Aranha . . . . .. o 148
V.6.5 Estigma da flor da Pettinia Exserta . . . . . ... ... . ... .. .... 153
V.6.6 Estigma da flor da Petinia Axillaris . . . . . ... .. ... ... ... .. 155

V.6.7 Semente da Petinia Axillaris . . . . . . . . . . ... ... .. ... 155



CONTEUDO

V.6.8 Detalle da semente da Petiinia Axillaris

V1 Conclusaes

A  Arquivo de Imagem no Formato TIFF

Al Exemplo de arquivo TIFF. . . . .

B  Projeto dos Filtros Digitais
B.1 Projeto do FPB-1D de 12 ordem .
B.2 Projeto do FPB-1D de 22 ordem .
B.3 Projeto do FPA-1D de 22 ordem .
B.4 Obtencao do FPB-2D de 12 ordem
B.5 Obtengio do FPB-2D de 22 ordem
B.6 Obtengio do FPA-2D de 22 ordem

Bibliografia

X



Lista de Figuras

I.1
1.2
1.3
1.4

1.5
1.6

L8

1.9

1.10
LL11
I.12
113
1.14
1.15
1.16
L17
1.18
[.19
1.20
1.21
1.22
1.23

111
1.2
113

Angulo visual . . . . ...
Esquema do microscépio composto . . . . . ... L.
Exemplo de microscépio composto . . . . . ... L
Amplhiador simples . . . . . ...
Ampliador composto e a formagao de imagem no microscépio composto . . . . .
Aberragao cromatica . . . . . .. ... ... B
Lente acromética . . . . . . . .. .. L Lo
Aberracac esférica . . . . .. Lo,
Abertura angular da objetiva . . . . .. ... o0 oL
Ferramentas de ampliagio X faixa de aplicagdo . . . .. .. .. ... ... ...
Discode Airy . . . . . . . L,
Vibragdesem fase . . . . . . . .. L.,
Vibragdes em oposicdo defase . . . . . . ... ... L.
Intensidade do padrao de difracdo . . . . . . . . . . ... L.
Padroes de difragao disjuntos . . . . . . . . ... ... .
Curvas dos padroes de difracio para quando o poder de resolugao ¢ atingido

Padrdes de difragao para quando o poder de resolugao é atingido . . . . . . . ..
Profundidade defoco . . . . . . . . ...
Diagrama para calculo da profundidade decampo . . . . . . .. ... ... ...
Esquema do microscopio de campo escuro . . . . . ... L. L L
Barreira para a luz no microscépio de campo escuro . . . . . .. ... L. L.
Condensador para microscpio de campo escuro . . . . . .. .. ... ... ..

Esquema do microscépio de fluorescéncia . . . . . . . ..o L.

Exemplo de filtragem por mediana numa vizinhanca de 3 x 3 pixels . . . . . . .
Sistema para mascaramento ndo-nitido . . . . .. .. ... L L L.

Sistema homomérfico para enriquecimento de imagem . . . . . . . .. .. .. ..



LISTA DE FIGURAS Xi

11.4
1.5
11.6
1.7
IL.8
11.9
.10

HINI
L2
111.3
111.4
1.5
1.6
L7
1I1.8
111.9
11110
HL11
HI1.12

V.l
V.2
V3
Va4
IV.s
V.6
Iv.7
IvV.a
IV.9
V.10
IV.11
V.12
V.13
V.14

Modificagao adaptativa do contraste local e da luminancia local média . . . . . 37
Diagrama de blocos para transformacao de nivel de cinza paracor . . . . . . .. 5%
Um modelo de filtragem para pseudo-cores . . . . . . .. ... ... 59
Interpolagac bilinear . . . . . . . . . oL o 63
Modelo do sistema de restauracao de imagens . . . . . ... L. 65
Restauragao de imagem com compensagao de movimento . . . . . . . . ... .. T
Correspondentes pontos vinculados em dois segmentos de imagens . . . . . . . . Y
Formagao da irnagem . . . . . . . . . . . ... 54
(a) Formacio do cone de luz e {(b) se¢io doconedeluz . . . . . ... ... ... 85
Aproximagao para secdo circular . ... Lo L0000 23
Ponto objeto sobreceixox . . . . . ... L Lo 86
Ponto objeto (#o3¥o20) - « - - v o o oo S AT
Parcela do fluxo luminoso ¢ que atingealente . . . . .. . . .. ... ... ... s
Sistemna linear invariante . . . . . . . .. oL Lo Lo 89
Sistema linear invariante deslocado . . . . . .. .00 o000 0oL 29
Sistema linear variante . . . . . . . ... .. ... 90
Diagrama do sistema . . . . . . ... 0L oL Lo 90
Composicao espectral do sistema linear invariante . . . . . ... . ... ... 44
Composicao espectral do sistema linear variante . . . . . . . . .. .. ... ... 94
Diagrama do sistema de aquisicio com o SECSAD . ... ... ... . ... .. 101
Diagrama do sistema de aquisicao com a placa SVW . . . . .. ... ... 101
Desenho mecanicodo suporteem L . . . . . . .. .o Lo 0oL 102
Esquema de armazenagem das amostras na memoria RAM do SAD . . . .. .. 105
Diagrama de blocos funcionais simplificado . . . . . . .. .00 00000 107
Diagrama de blocos funcionais detathado . . . . . . . ..o 00000 L 109
Separador de sincronismo e sinal para o sample-hold . . . . .. 0000000 112
Sinais do detectordocampo 1 . . . . . . . . . L. L Lo 115
Gerador da freqliéncia de amostragem . . . . . . . . .. ... 117
Circuitos contadoresede partida . . . . . . . .. ..o L. 120
Circuitos fonte e sample-hold . . . . . . . . ... Lo oL 122
O sisterna SECSAD . . . 0 0 o0 129
Montagem do sistema de aquisi¢ao de imagens com o SECSAD . . . . . . . .. 129
Padraode barras . . . . . . . .. L 131



LISTA DE FIGURAS X1

V.15

V.1
V.2
V.3
V.4
V.5
V.6
V.7
V.8
V.9
V.10
V.11
V.12
V.13
V.14
V.15
V.16
V.7
V.18
V.19
V.20
V.21
V.22
V.23

B.1
B.2
B3

Dimensoes e nimero de pixels da parte atildo CCD . . . . . . .. ... .. 132
Diagrama de blocos do método 1: derivado do mascaramento nao-nitide . . . . 139
Diagrama de blocos do método 2: baseado nas curvas de nitidez . . . . . .. .. 141
Texto com a parte superfor nitida . . . . . . . .. .. .o o o 145
Texto com a parte inferior nitida . . . . .. ... .. .. ... oo 145
Texto processado segundoométodo 1 . .. . .. .. .. ..o 146
Curva de nitidez da imagem textoda Fig. V.3 . . . .. .. ... o000 146
Curva de nitidez da imagem texto da Fig. V.4 . . .. .. .. . ... 147
Texto processado segundo o método 2 . . . . .. ..o 147
Primeira imagem parcial do parafusoallen . . . . .. .. .. .. ... ... ... 149
Parafuso allen processado com jungao pela malor nitidez . . . . . . . .. .. .. 149
Parafuso allen processado com jun¢ao ponderada . . . . . . .. ... ... .. 150
Base da agulha do toca-discos . . . . .. ... 150
Agulha do toca-discos processada . . . . . ... Lo Lo 151
Quarta imagem parcial da aranha . . . . . ... o000 o 151
Aranha processada - . . . . ..o oo 152
Quinta imagem parcial do estigma da flor da Petinia Exserta . . . .. ... .. 152
Estigma da flor da Petinia Exserta processado . . . . ... .. ... ... ... 154
Nona imagem parcial do estigma da flor da Petdnia Axillaris . . . .. . .. ... 154
Estigma da flor da Petinia Axillaris processado . . . .. .. .. ... ... ... 136
Quarta imagem parcial da semente da Petunia Axillaris . . . . . ... ... ... 156
Semente da Pettinia Axillaris processada . . . . . .. ... oo 157
Trigésima imagem parcial do detalhe da semente da Pettnia Axillaris . . . . .. 157
Detalhe da semente da Petdnia Axillaris processado . . . . . . . . . ... 155
Diagrama de blocos do FPB-1D de 12 ordem . . ... ... .. ... ... ... 163
Diagrama de blocos do FPB-1D de 2% ordem . . .. ... ... ... ... ... 169

Diagrama de blocos do FPA-1D de 2% ordem . . . . . . ... ... .. ... ... i71



Lista de Tabelas

IV.1 Caracteristicas das objetivas . . . . . . . . . . ... . L. oo L.
IV.2 Resolugao fornecida pelas objetivas para o campo visual definido pelo CCD . . .

IV.3 Perdas da resolucao fornecida pelas objetivas . . . . . . . . . .. .. oL

xiii



Apresentacgao

O microscépio composto (ou éptico) é um instrumento que foi desenvolvido basicamente
no século passado, sendo que neste século foram incorporadas algumas inovagoes tecnologicas, sem.
no entanto, causar uma grande modifica¢io no instrumento.

Por ser um instrumento desenvolvido a muito tempo o microscépio éptico esta bastante
difundido, podendo ser encontrado desde os laboratérios de ciéncias do 292 grau até os laboratorios
de ensino e pesquisa das universidades, passando pelos laboratorios de analises clinicas. pelas
indistrias da area da minlaturizagao, etc.

Os profissionais que trabalham com o microscépio dptico fregiientemente sentem ne-
cessidade de registrar {ou gravar), de alguma forma, as imagens dos espécimes observados. Nor-
malmente o registro destas imagens é realizado através de gravagoes fotograficas! e este processo

recebe um nome especifico de acordo com a técnica fotografica empregada:

Fotografia E a técnica fotografica comum que usa filmes e méquinas fotograficas normais, para

obter fotografias de objetos macrescépicos comuns e normais.

Microfotografia I a técnica fotografica usada para obter fotografias de pequeno tamanho. Um

bom exemplo desta técnica sdo os microfilmes.

Macrofotografia E a técnica fotografica usada para obter fotografias de grandes dimensdes. Os

fotomurais sio bons exemplos desta técnica.

Fotomicrografia E a fotografia realizada através do microscépio composto. Nesta técnica, usa-
se uma ocular especial para fazer a projegao da imagem ampliada sobre o filme fotografico.
Neste caso usa-se o microscépio com as lentes ocular e objetiva, logo, consegue-se obter

fotografias de objetos ampliados com a mesma ampliagio usada no microscopio.

Fotomacrografia Esta técnica utiliza um microscépio composto sem a ocular, ou seja, a objetiva

do microscépio projeta a imagem diretamente sobre o filme fotografico. Consegue-se, desta

IPambém pode ser usada a gravago cinematogréfica.

X1V



APRESENTACAO XV

forma, fotografias de objetos que tém detalhes muito pequenos para serem vistos a olho
nu, com uma ampliacio da ordem de 2 a 50 vezes. A fotomacrografia também pode ser
realizada com lentes de camaras fotograficas, com lentes de cinema, bem como com macro

lentes especificamente projetadas para a técnica.

No seu emprego atual, o registro das imagens obtidas através do microscépio oplico
utiliza, geralmente, ou a técnica da fotomicrografia ou a técnmica da fotomacrografia. Nestes
casos, considera-se que s6 sdo obtidas imagens de qualidade quando dois requisitos importantes
sho satisfeitos. O primeiro, consiste em arranjar iluminagso apropriada para o espécime. E o
segundo, em determinar a abertura numérica® 6tima da objetiva para satisfazer o compromisso
entre: (a) diminuir a abertura numérica da objetiva para aumentar a profundidade de campo®. e
(b) aumentar a abertura numeérica da objetiva para obter boa resolugao.

Este compromisso gera uma das principais limitagoes do microscdpio 6ptico. ou seja.
a geragio de imagens com uma profundidade de campo muito pequena. Esta hmitagao torna
problemdticos o registro e a observagao de espécimes volumosos?, pois, geralmente, o microscopista
é obrigado a escolher uma objetiva com abertura numérica suficientemente alta, para obter a
resolugio necessaria para resolver os pequenos detalhes da regiao de interesse do espécime. Porém.
esta escolha gera fregiientemente imagens com profundidade de campo muito pequena, de forma
que a cada ajuste do foco do microscipio apenas uma parte do espécime aparece de forma nitida
no campo visual. Na observacio visual direta de espécimes volumosos, o microscopista pode 1r
variando a posicao de foco e ir criando assim uma imagem mental do espécime completo, porém, no
registro fotografico, torna-se muitas vezes impossivel obter uma imagem simultaneamente nitida
de todas as partes importantes do espécime. Nestes casos, uma possive] solugao para o problema
emprega uma técnica mais cara, a microscopia eletrénica de varredura, que gera imagens com
larga profundidade de campo. Entretanto, a microscopia eletronica também tem as suas limitagoes
como, por exemplo, nao permite a observagao de espécimes vivos.

A Referéncia [3] cita um método empregado para aumentar a profundidade de campo
das imagens, através da realizagao de duas fotografias do mesmo espécime com o foco em posigoes
(profundidades) distintas em cada imagem. As fotografias assim obtidas sio recortadas na mesma

posicao, de forma que o recorte separe as porgoes em foco das duas fotografias originais. Estas

2A abertura numérica mede a capacidade da objetiva captar luz proveniente do espécime.

3A profundidade de campo ¢ a disténcia entre o plano-objeto mais préximo e o planc-objeto mais distante, qus
parecem estar com foco aceitdvel.

4Espécimes volumosos sdo aqueles que apresentam uma dimensao na direcio do eixo do microscdpio maior do

que a profundidade de campo fornecida pela objetiva.
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porgoes em foco sao agrupadas, através de colagem, para compor uma outra fotografia que contém
duas regices distintas em foco, logo aparenta ter uma profundidade de campo maior do que a
profundidade de campo das imagens originais. Esta técnica tem um inconveniénte importante
causado pela definigdo manual da posigao do recorte, o que pode levar a erros em fotos com

muitos detalhes,

Se o método do pardgrafo anterior for desconsiderado, aparentemente a limitagao da
profundidade de campo ¢ aceita, pelos usuérios e fabricantes de microscépios épticos, como normal
e impossivel de ser eliminada. Isto é compreensivel desde que se considere que tais industrias
sdo inerentemente indistrias épticas e tendem, portanto, a procurar solugdes épticas para seus
problemas. Como a limitacao da profundidade de campo é gerada por uma limitagao fisica,
estas industrias sao levadas a acreditar que o problema nao tem solugao. No entanto, a histdria
mostra que muitas vezes a interagio de areas diferentes do conhecimento, podem levar a solucio
de problemas antes aceitos como insoliveis.

E neste contexto que observa-se o aparecimento e o crescimento do registro de imagens
na forma de niimeros. Neste caso, as imagens sao comummente chamadas de imagens digitelizadas.
ou tmagens digitais. Este processo de gravacao foi viabilizado pela revolucao tecnoldgica gue
atinge as areas da eletrdnica e da informatica. O registro de uma imagem na forma digital é muito
interessante do ponto de vista computacional, desde que esta numa forma apropriada para ser
utilizado e manipulado por computadores. Esta caracterfstica torna-se muito importante hoje em
dia, visto a grande difusido dos computadores em todos os setores da atividade humana.

O desenvolvimento, barateamento e aumento da capacidade dos computadores, tanto
em capacidade de processamento como em capacidade de armazenamento de dados, permitiram
o surgimento de muitos sistemas periféricos e programas para a captura, aquisi¢io e registro de
imagens na forma digital. Estas facilidades impulsionaram o desenvolvimento e o crescimento da
area do conhecimento chamada de processamento digital de imagens. As técnicas de processamento
de imagens sdo desenvolvidas para atender alguma aplicagéo especifica como: redugao de ruido,
reducao de embagamento, para destacar formas, etc., sendo o nlimero e tipo de aplicagbes limitados
pela imaginagao humana.

Na comparacao dos varios métodos de registrar imagens, torna-se evidente que o regis-
tro de imagens na forma digital é vantajosa, desde que, a possibilidade de aplicar um processamento

digital sobre esta imagem abre um leque enorme de possiveis aplicagbes.
E na juncio dos conhecimentos da microscopia éptica e do processamento digital de
imagens, que vislumbra-se a possibilidade de eliminar a limitacao da profundidade de campo das

imagens do microscépio 6ptico, ou seja, através de um trabalho inter-disciplinar. Desta forma,
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o Cap. | apresenta uma introducido ao microscépio composto, discutindo suas caracteristicas.
limitagdes e as técnicas convencionais desenvolvidas para melhorar as imagens geradas. No Cap. Il
~apresenta-se, resumidamente, as principais técnicas de processamento digital de imagens.

Entéao, partindo destes dois capitulos introdutdrios, pode-se considerar que a himitagao
da profundidade de campo nasce, em Wltima instancia, do processo de se projetar um espago tri-
dimensional (espaco-objeto) num espago bi-dimensional (plano-imagem), com a inevitdvel perda
de informagoes.

Assim a iluminacao® de um plano-imagem pode ser considerada como uma amostra-
gem do espago-imagem tri-dimensional. Se forem obtidas as informagdes de iluminagdo de muitos
planos-imagem, suficientemente préximos um do outro, é valido conceber a possibilidade da res-
tauracdo do espago-objeto, ao menos teoricamente.

Este trabalho demonstra, no Cap. I11, a possibilidade da reconstrugio do espago-objeto
a partir do conhecimento do espago-imagem e da fungao de transferéncia éptica do microscopio.
modelado como um sistema linear variante ao deslocamento.

Apesar dos conceitos de MTF (Modulation Transfer Function) e OTF (Optical Transfer
Function) serem conhecidos ha bastante tempo, [11], a aplicagao de conceitos de sistemas lineares
da forma apresentada neste trabalho, e, principalmente, a possibilidade da inversao da funcao de
transferéncia do microscépio éptico, é inédita ao que se sabe.

Na reconstrucao do espaco-objeto desaparece, evidenternente, a limitagao da profun-
didade de campo do microscépio éptico. Porém, a implementagio pratica da reconstrugao nao é
uma tarefa simples e répida, logo ndo serd abordada em detalhes neste trabalho.

Uma abordagem mais heuristica da remocao da limitagao da profundidade de campo
é apresentada no Cap. V, onde foram obtidos resultados praticos muito interessantes. O proces-
samento é aplicado sobre um conjunto apropriado de imagens adquiridas do especime através do
microscépio, gerando uma imagem final por um processo de “recorte” e “colagem” das regioes
nftidas das imagens de entrada. A posi¢io do recorte é determinada através da comparacao das
curvas de nitidez geradas para cada imagem de entrada. O microscopista pode controlar a pro-
fundidade de campo na imagem processada através da sele¢io do niimero de imagens de entrada.

O processo de concepgdo mental da imagem realizada pelo microscopista e o método
manual citado acima da Referéncia [3], motivaram o desenvolvimento deste método de processa-
mento de imagens para realizar este trabalho rotineiramente e com mais confiabilidade, de forma
a poupar o microscopista para tarefas mais importantes como a analise das imagens geradas.

O Laboratério de Processamento de Sinais (LPS) onde este trabalho foi desenvolvido.

51luminagio é o fluxo de luz por unidade de drea (lumen/m?] = [lux]) incidente no plano-imagem considerado.
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nao contava com equipamento para realizar a aquisicao das imagens geradas pelo microscopio.
A solugko encontrada para este problema, apresentada no Cap. IV, levou ao desenvolvimento de
um sistemna de aquisicio de imagens estdticas. O sistema desenvolvido aproveita um equipamento
existente no LPS, o Sistema de Aquisicdo de Dados (SAD) para sinais com faixa de até 50 kHz.
para realizar a aquisigao do sinal de video da camara. O uso do SAD sé é possivel devido a0
esquema de amostragem “coluna a coluna” adotado, que aproveita a caracteristica estatica das
imagens. No final deste capitulo comenta-se as imagens adquiridas e discute-se os limites de
resolugao do sistema de aquisicao. _

As conclusdes sdo apresentadas no Cap. VI, onde discute-se aspectos relacionados ao
desempenho dos métodos desenvolvidos, custos e possiveis continuacdes do trabalho.

No final, o Apéndice A comenta o cabegalho do formato de arquivos de imagem adotado

(formato TIFF) e o Apéndice B ttaz o projeto dos filtros digitais implementades.



Capitulo I

O Microscopio Composto

1.1 Introducao

Embora o olho humano seja notavelmente eficiente,’ o seu alcance pode ser ampliad:
de muitas maneiras por uma grande variedade de instrumentos opticos, tais como bindculos, lupas.
projetores de cinema, maquinas fotograficas e de TV, microscépios, telescépios, ete. Em muites
casos, esses aparethos estendem o alcance da visao para além do intervalo visivel do espectro
eletromagnético, sendo exemplos disso, satélites com camaras infravermelhos, microscépios d=
raios X, etc.

O olho humano pode focalizar uma imagem nitida de um objeto na retina, desde qu=
esse objeto se encontre localizado em qualquer ponto desde o infinito até um certo ponto chamads
de ponto prézimo, o qual nas pessoas normais estd a cerca de 25 cm do olho. Deslocando-se ©
objeto para uma distancia inferior & que ¢é definida pelo ponto préximo, a imagem na retina se
torna difusa, ou nao nitida.

O tamanho da imagem do objeto na retina determina seu tamanho aparente e esie
tamanho depende do dngulo visual 6, Fig. L1 (a), com o qual se focaliza o objeto distintaments.
Assim, quanto mais perto do olho estd o objeto, Fig. 1.1 (b), maior serd o angulo visual 63, portanto
maior serd seu tamanho aparente e, conseqiientemente, melhor serd a capacidade de distinguir
detalhes neste objeto. No entanto, para uma pessoa com visdo padrao, a menor distancia para o
olho sem nenhurna ajuda focalizar um objeto é a do ponto préximo, logo, esta distancia € a mais

favoravel para se examinar em detalhe qualquer objeto.

Quando existe a necessidade de observar um objeto mais profundamente, com detalhes

1()s olhos dos insetos sio ainda mais versteis do que os clhos humanos, [1].
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[}

Figura 1.1: Angulo visual

mais finos ainda, o olho humano precisa ser ajudado. Neste caso é necessdrio empregar algum
instrumento Gptico {construido com base em algum fendmeno dptico), que seja capaz de ajudar
o otho nesta observacao mais detalhada. O microscépio composto € um exemplo de instrumento

usado com esta finalidade.

1.2 Descrigao

O microscépio composto, segundo se usa o termo atualmente, consta fundamentalmente
de trés sistemas &pticos, em meio dos quais se encontra montada uma mesa, também chamada de
platina, que é usada para posicionar a amostra.

Os dois primeiros sistemas dpticos sdo os mals importantes e trabalham em conjunto
para produzir na retina do olho uma imagem amplificada do objeto. Cada um destes sistemas
¢ formado por um conjunto de lentes e sio instalados nas extremidades de um tubo, tambeém
chamado de corpo tubular. O primeiro sistema é chamado de objetiva, porque estd montado na
extremidade do tubo mais préxima do objeto, sendo responsavel pela formagio de uma imagem
priméria aumentada do objeto, que é posteriormente amplificada pelo segundo sistema. O segundo
sistema, é chamado de ocular porque estd montado na outra extremidade do tubo, ou seja, na
extremidade que fica mais préximo do olho durante a observagao do objeto.

O terceiro sistema dptico tem como finalidade iluminar eficazmente o objeto e, como
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num projetor ou num ampliador, consta basicamente de um condensador optico e de uma fonte
de luz.

Resumindo, o microscépio composto fornece um meio conveniente para visualizagao
de objetos sob alta ampliagdo, por usar um segundo sistema de lentes (a ocular) para reforgar
a ampliagio da imagem formada por um primeire sistema de lentes (a objetiva). A iluminacao
apropriada do objeto geralmente requer néo somente uma fonte de luz de alta intensidade. mas
também o uso de uma lente (o condensador éptico) para focar a luz para. ou mais préxima do

objeto. Os componentes épticos do microscépio composto sao mostrados {de forrna bastante

esquematizada) pela Fig. L2.

f\‘

et e QOcular

1y —-——— Objetiva

~ - — ~ Plano do espécime
Conde d
. Condensador

\l —
Fonte de luz —}\L<T i

A" Espelho
Lente da / l

lampada

Diafragma-~iris
da lampada

Diafragma-—iris sub—mesa

Figura 1.7: Esquema do microscépio composto

A fonte de luz é usualmente um filamento de tungsténio incandescente. Um reostato
pode ser usado para variar a poténcia fornecida para este tipo de lampada e assim controlar seu
brilho. Quando fontes de alta intensidade sao requeridas, arcos de carvao ou xenonio podem
ser usados, enquanto lampadas a vapor de mercirio ou sédio podem servir como fontes de luz
monocromatica.

Como mostrado na Fig. 1.2, a luz da fonte pode convergir através de uma lente (lente
da lampada), cuja distancia entre lente e Jampada ¢ ajustdvel em alguns sistemas. O tamanho
efetivo da fonte é controlado por um diafragma-iris variavel (diafragma de campo, ou de lampada),

Em sistemas simples, no entanto, a lente da lampada e o diafragma séo trocados por uma placa
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de vidro despolido, a qual, efetivamente, age como uma fonte de luz de dimensoes extensas.

A luz do sistema de iluminacio é coletada pela lente do condensador, cuja abertura de
iluminacio é controlada por um outro conjunto variavel djafragma-iris (diafragma sub-mesa). o
qual estd localizado abaixo da lente do condensador. Este diafragma é colocado aproximadamente
no primeiro plano focal do condensador e serve para controlar a sua abertura efetiva. Em mi-
croscopios usados somente para baixas ampliagoes, a lente condensadora € algumas vezes omitida
e a luz da fonte é direcionada para o plano do espécime, através de um espelho, o qual pode
ser curvo para convergir o feixe de iluminacido. No entanto, na auséncia de uma lente conden-
sadora, a iluminacio do espécime é insuficiente para altas ampliagdes. Condensadores de Abbe
fazern uso de uma ou duas lentes nio corrigidas, permitindo iluminacio moderada ou muito 1n-
tensa do espécime, para média ou alta ampliagdo, respectivamente. Condensadores aplanaticos e
acromaticos também estao disponiveis; eles sao corrigidos para aberragbes esféricas e para ambos

aberracoes esféricas e cromaticas, respectivamente.

O plano do espécime mostrado na Fig. 1.2 é a posigao da platina do microscopio, sobre
a qual o suporte do espécime (ldmina, etc.) descansa. A platina, em sua forma mais suscinta.
consiste em uma mesa retangular provida de um furo central para a passagem da iluminagao. Em
geral, é dotada de um par de pingas para segurar o objeto montado sobre uma placa de vidro.
Nos microscépios mais modernos, a platina é circular e giratéria e se pode centra-la. Os aparelhos

mais caros possuem algum meio mecinico para mover o objeto sobre a platina (platina mecanica).

A objetiva e a ocular sio fixadas pelo chamado tubo do microscépio. O comprimento
éptico do tubo é definido como a disténcia do plano focal superior da objetiva para a imagem
intermediaria e pode ser diferente do seu comprimento mecinico. Usualmente o comprimento
do corpo do tubo é fixado, mais comummente para 160 mm. Mas existem outros comprimentos

mecanicos de tubos como 170 mm, 200 mm ou 210 mm.

A focalizacio da imagem é realizada pela variagio da distancia entre o espécime e a
objetiva. Usualmente isto € feito pelo deslocamento para cima e para baixo do tubo do microscépio.
embora ajustes finos de foco sejam algumas vezes produzidos pelo movimento axial da mesa do

espécime.

Os sistemas de lentes, os mecanismos de enfoque e a platina constituem o suporte do
microscdpio, e vao unidos a um brago (estativo) que é sustentado por uma base ou pé. A titulo

de ilustracdo, a Fig. 1.3 mostra um tipo de microscépio composto bastante comum:
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I-Pé

2 - Articulacio
3 - Estativo

4 - Mesa

5 - Tubo

6 - Focalizacao aproximada
7 - Focalizacao fina

8 - Revolver

9 - Ocular

10 - Objetiva

11 - Condensador

12 - Diafragma
13 - Espelho
14 - Filiro

15 - Espécime

Figura 1.3: Exemplo de microscépio composto

1.2.1 Partes mecanicas

Pé E a base do aparelho. Na sua construcio sio utilizadas ligas de metais pesados para dar

estabilidade a estrutura do instrumento.

Articulacdo Também chamada de charneira de inclinagio, é um dispositivo na ligacao do pé
com o estativo, com freio de agio antomatica, que permite a inclinacao do estativo até quase

a linha horizontal.

Estativo E a haste que sustenta o tubo, a mesa, o espelho, o porta-condensador e os mecanismos

macro € micrometricos.

Mesa ou platina Diversas construcbes sdo utilizadas, mas todas visam facilitar o posiciona-
mento do objeto a ser estudado. No centro da mesa had uma abertura para a passagem dos

raios luminosos coletados pelo espelho.
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Tubo de encaixe mono- ou binocular Sua fungio é fixar a objetiva e a ocular, de forma a

manté-las alinhadas e com a disténcia dptica apropriada.

Dispositivos macro e micrométricos O mecanismo macrométrico consiste em cremalheira e
pinhdo com percurso vertical. Com ele, obtém-se a focalizagdo grosseira do espécime a ser
examinado. O mecanismo micrométrico é semelhante, mas de agao mais limitada e atua na

focalizacdo fina do espécime.

Revélver ou porta-objetivas E o mecanismo que fica na extremidade inferior do tubo acima
da mesa, sendo usado para troca e protecio das objetivas. Apresenta. geralmente, de 3 a 6

orificios circulares providos de roscas padronizadas, onde sao montadas as objetivas.

I1.2.2 Partes Opticas

Ocular E um sistema 6ptico geralmente construido com 2 ou 3 lentes superpostas. A ocular e
encaixada na extremidade superior do tubo podendo ser retirada e substituida facilmente, se-
gundo a necessidade do momento. Amplia a imagem formada pela objetiva sem, no entanto.

melhorar sua qualidade.

Objetiva E um sistema dptico construido com 4, 6 ou mais lentes superpostas e fornece uma
imagem real ampliada do objeto. Na construgao das objetivas procura-se reduzir ao MAaXImo
as aberracoes crométicas e de esfericidade, j& que o poder de resolugao do microscopio é dado

pelo desempenho da objetiva.

Condensador com diafragma O condensador ¢ encaixado no porta-condensador localizado
abaixo da mesa. Sua funcio principal é fornecer, “condensar”, luz para a iluminagao do
espécime. O diafragma do sistema-{ris, cuja abertura é reguldvel, permite otimizar a u-

minacio em fungao da abertura numeérica da objetiva, tipo de espécime, etc.

Espelho E encaixado por baixo do condensador num vao do pé do microscépio. E circular e
articula-se entre dois bracos laterais, sendo uma de suas faces plana e a outra concava. A
primeira colhe e projeta os ralos paralelos e divergentes e a segunda os convergentes. 0O
espetho concavo é usado nas ampliagbes pequenas.. O espelho plano, juntamente com o

condensador, é usado nas grandes ampliagbes e com objetivas de imersao.
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1.2.3 Tipos de microscépios

Os microscépios épticos sao fabricados em uma grande diversidade de formas, tamanhos

e precos. No entanto, é possivel dividi-los em alguns tipos basicos.

Microscépios de brinquedo

Comummente siao descritos, com muito otimismo, como “ideals para os estudantes™.
Sao pequenos, e, geralmente, a maioria de suas pegas sao fabricadas em plastico. Nao obedecem
as normas de comprimento do tubo, de fixagao da ocular e nem de rosca de objetiva. As corregoes
pticas sho quase sempre deficientes. Néo existe mecanismo micrométrico nem condensador. A
iluminacio se efetua por meio de um espelho e, s vezes, por uma lampada. Em geral, a gama de
aumentos ¢ excessivamente ambiciosa com respeito as corregoes Opticas realizadas. Carece quase
completamente de acessorios. Aplicacbes: muito limitadas, exceto para interessar as criancas pela

microscopia.

Microscépios escolares simples

Muitos destes microscépios sio fabricados por firmas dpticas de primeira classe. Ge-
ralmente, sio bastante pequenos em termos de tamanho, mas o comprimento do tubo obedece a
norma. As lentes sio de boa qualidade. Carecem de condensador ou tém um do tipo lupa. O con-
trole da abertura central, quando existente, se gradua por meio de um disco diafragma giratério. A
iluminacéo se realiza por meio de um espelho, ou de uma ldmpada de pouca poténcia conectada a
rede elétrica. As vezes possuem um mecanismo micrométrico muito simples. Acessérios: escassos.

Gama de aumento: de 25 a 300 vezes. Aplicagdes: limitadas pelo condensador deficiente.

Microscépios escolares avangados

Sac aparelhos monoculares, de tamanho padrdo, de construgao maciga e capazes de
prestar muitos anos de servigo aos pouco cuidadosos estudantes do tultimo ano de bacharelado
e aos universitarios. Tanto o comprimento do tubo como a ocular obedecem as normas. As
objetivas sdo acrométicas e de boa qualidade. O condensador ¢ do tipo Abbe, o qual permite
a retirada da lente superior para os trabalhos que requerem um aumento menor. O controle da
abertura se efetua por meio de um diafragma-fris situado no suporte do condensador. Sao dotados
de mecanismos macrométricos e micrométricos de funcionamento preciso e estavel. Iuminagao:
geralmente efetuada por meio de uma lampada de 25 watts conectada a rede elétrica; a ela se

agrega uma placa de vidro esmerithado posicionada na base do microscépio, ainda que em certos
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modelos se possa instalar um espetho. Acessérios: cabega binocular, cabega microfotografica.
guase todos os tipos de oculares, objetivas e condensadores, platina mecanica acoplavel, espetho
para iluminagio externa ou fontes de iluminacdo intercambidveis, ete. Gama de aumento: de 30

a 1000 vezes. Aplicagdes: serve para a maior parte das investigagoes correntes.

Microscdpies universais e para a investigagao cientifica

Sdo dotados de suporte binocular ou fotobinocular formidavelmente bem construido.
e seu tamanho vai desde grande a muito grande. A platina mecanica que faz parte do apare-
lho, permite deslocar o objeto observado com muita precisdo. Os mecanismos macromeétricos e
micrométricos sao da mais alta qualidade, e tém meios para compensar o desgaste. A secao da
subplatina efetua o enfoque e a centralizagao do objeto por melo de um mecanismo de cremalheira.
e pode trocar os condensadores de forma rapida. Iluminagio: fonte de iluminagao de grande inten-
sidade e baixa voltagem. Variedade de acessérios: maxima. Aplicagdes: limitadas pela imaginagao

e recursos do usuario. Gama de aumento: de 20 a 1500 vezes.

Fotomicroscopios

S&o microscopios universais ou para investigacio cientifica, fornecidos com uma camara

fotogréfica apropriada e com um controle automatico da exposigao.

Microscopios metalograficos

Sao aparelhos do tipo escolar avancado ou para investigacio, projetados especialmente
para a observagao de amosiras opacas que requerem iluminacgao por cima. Alguns séo do tipo

invertido descrito a seguir.

Microscépios invertidos

Possuem um suporte especial, no qual o corpo tubular e 0 condensador ocupam uma
posicao que é Inversa a normal, pois a objetiva se encontra debaixo da platina e esta dirigida
para cima. Um dispositivo prismatico permite colocar a ocular em um modo apropriado para a
observacao. Nos microscdpios do tipo metalografico falta o condensador, logo a platina se encontra

na parte superior do suporte.
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A I Ampliador 4. 4o
- . simples

Imagem
virtual

Retina

Figura 1.4: Ampliador simples

Microscépios miniatura

Variam desde os instrumentos simples até o microscépio McArthur que é verdadeira-
mente universal. Os melhores microscépios miniatura sdo muito teis nos casos em que o pequeno
tamanho e a facilidade de transporte sio fatores da malor importancia, como acontece nas ex-

pedigoes cientificas.

Microscdépios estereoscépicos

Sao aparethos binoculares que possuem o equivalente a dois sistemas completos de
lentes, de modo que cada olho recebe uma imagem diferente do objeto. Proporcionam uma
imagem tridimensional. Gama de aumentos: de 5 a 200 vezes. Os citados aumentos se obtém
trocando os pares ocular/objetiva, ou por mejo de um mecanismo de “zoom”. Estes microscépios
sao de grande utilidade para microdissecagéo, e para escolher o material a ser examinado com um

microscopio ordinario.

1.3 Principios gerais

Um sistema ampliador simples usa uma tnica lente simples para formar uma imagem
ampliada do objeto para observagio ou proje¢ao. Um exemplo de ampliador simples é o ampliador
comum de bolso, mais conhecido como lupa, Fig. 1.4. Na projecao de slides a iluminagao que
atravessa a transparéncia ¢ ampliada com uma lente ampliadora simples formando uma imagem
real sobre a tela.

No sistema ampliador composto, Fig. 1.5, a ampliacio é realizada em dois estagios.
Por exemplo, no caso da projecao de slides, se a tela onde a imagem ampliada esta focalizada
¢ removida e atras desta posicao coloca-se uma lente ampliadora apropriada, esta lente formara

outra imagem do slide ampliada grandemente. A ampliagdo total ¢ o produto da ampliacio da



I.3. PRINCiPIOS GERAIS iy

primeira lente pelo da segunda lente. Se a segunda lente for usada como uma lupa, a imagem
final serda uma imagem virtual. Este € o principio basico de um sistema ampliador composto — o
mesmo principio empregado pelo microscépio composto. Neste microscépio, o observador procura
pela primeira imagem, ou imagem primdria, com uma lente que produz uma imagem secundaria

ampliada, chamada imagem virtual, que é a imagem que o olho percebe.

/K Tt~ _ Imagem formada
Imagem T - L ) pela objetiva
virtual T~ L

—~ P

Retina
Fonte |
de luz |
E \ — - X N 0 1 Lente
L A Objetiva MOWAL " e
-7 \ Objeto
- Condensador

Figura 1.5: Ampliador composto e a formacao de Imagerm no microscopio composto

A primeira lente do microscdpio, a objetiva, projeta a imagem ampliada do espécime
para uma posicao chamada de plano imagem intermediirio ou primario. A ampliagdo que a
objetiva produz para esta distancia fixa é chamada de poder de ampliacdo. As objetivas sao
projetadas para um determinado poder de ampliacio, e podem ser classificadas através dele. Sao
comuns as objetivas de 1, 5, 10, 20, indo até 100 aumentos (escreve-se 1X, 5X, 10X, etc.) e.
raramente, com aumentos maiores. A imagem primdria esta localizada aproximadamente 1 cm
abaixo do topo do corpo do tubo do microscdpio. A distancia do plano focal da objetiva situado
dentro do tubo até a imagem priméria é chamado de comprimento optico do tubo.

A segunda lente, a ocular, é colocada no corpo do tubo acima da imagerm primaria.
Esta lente forma uma imagem secundaria mais ampliada dentro do microscopio. A ocular, como
a objetiva, é classificada em termos de poder de ampliacio como 5. 10, ou maior, indo até 30
aumentos.

O poder de ampliagio de uma lupa é calculado tomando-se por base a distancia padrao
de 250 mm. Ja o poder de ampliagio da objetiva do microscépio composto depende do compri-
mento do tubo do microscépio. Para uma mesma objetiva, consegue-se uma ampliacio maior
simplesmente aumentando o comprimento do tubo. No entanto, a eficiéncia das corregoes das
aberragoes dpticas de uma objetiva é mdxima, quando a objetiva é utilizada com o comprimento
do tubo para o qual foi projetada. Assim, é recomendado usar a objetiva com o comprimento do

tubo para o qual foi projetada e desta forma, o poder de ampliagio que vem gravado no corpo da
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objetiva € valido e pode ser usado para calcular o poder de ampliacio total do MICToscopio, que
é igual ao poder de ampliagao da objetiva multiplicado pelo da ocular.

Os raios de luz emergentes da ocular passam por um ponto chamado de ponto do
olho. Quando se aproxima o olho da ocular de um microscépio para observar um espécime, é
esta posicao que o olho busca para ver o campo imagem total. O ponto do olho também é
freqientemente chamado de disco de Ramsden ou pupila de saida. No uso pratico, a lente do olho
€ colocada exatamente neste lugar durante a observacdo. A distancia do ponto do olho para a
imagem virtual, ou imagem final, dentro do sisterna do microscépio é de 250 mm. Logo o poder
de ampliagao do microscdpio é arbitrariamente baseado sobre 250 mm, que é a distancia do ponto

préximo.

Ao invés de olhar para dentro do microscdpio pela ocular e observar uma imagem
virtual do objeto, pode-se modificar a condigao de foco para produzir uma imagem real do objeto.
que serd projetada pela ocular sobre um anteparo ou filme fotogrifico. Note que uma imagem
real formada pela ocular estara localizada acima do tubo do microscépio. Assim, se o plano do
filme ou da camara estiver a 250 mm da ocalar, a ampliagio para o plano do filme sera o produto
das ampliacoes da objetiva e ocular. Distancias maiores ou menores produzirdo, respectivamente.
ampliagdes maiores ou menores do que o produto das ampliacbes da objetiva e ocular. Uma
imagem real é requerida somente para uma gravagio fotografica, recomenda-se entio que a ocular
usada para visualizagao direta seja trocada, ou por uma ocular projetada para fotomicrografia ou
pela lente de uma camara.

Os detalhes muito finos em um micro-espécime devem ser distinguidos pela lente ob-
jetiva. Esta lente deve ter qualidade suficientemente alta para resolver estes detalhes e produzir
uma imagem primaria nitida, de boa qualidade. A funcdo principal da ocular é dar uma am-
pliagdo adicional & imagem formada pela objetiva. Esta imagem pode ser degradada por uma
ocular de baixa qualidade, mas nao pode ser methorada acima do que a lente objetiva apresenta.

independente da qualidade da ocular.

A formagao da imagem em um microscépio composto pode ser acompanhada pela
Fig. L5, que a representa de forma bastante simplificada. A objetiva produz uma imagem real
primaria ampliada do objeto, esta imagem ¢ tratada como objeto pela ocular para produzir uma
imagem virtual ampliada da imagem real priméria. Resumindo, a imagem final de um microscépio
composto é virtual e invertida, e muito maior do que o objeto.

Na sua forma mais simples, como na Fig. 1.5, com ocular e objetiva simples {cada
uma formada por apenas uma lente), um microscépio composto nio permite aumentos maiores

que algumas dezenas de vezes, devido s aberracdes Spticas envolvidas. Para maiores aumentos.



1.4. OBJETIVAS 12

normalmente nem a objetiva e nem a ocular sdo lentes simples; ambas sio lentes compostas for-
madas pelas combinagoes de diversos elementos de lentes. Para alcangar aumentos médios (de ate
algumas centenas de vezes) é preciso adotar objetivas e oculares compostas, as quais sao siste-
mas de lentes bastante complexos. Em condigbes excepcionais, conseguem-se aumentos até pouco
acima de 1200 vezes; ail ja intervém de maneira decisiva o fenomeno da difragao, tornando estéril
qualquer tentativa de acréscimo ainda maior do aumento. Aumentos malores s0 sao alcangados

mediante o uso de um 1icroscopio eletrénico.

I.4 Objetivas

A objetiva é o componente mais importante do microscdpio composto, sua principal
funcéao é produzir uma imagem real e ampliada do objeto no plano focal da ocular, de forma que o
microscopista possa examinar esta imagem através da ocular. Além disso, também é responsavel

pela resolucdo dos detalhes finos do objeto.

1.4.1 Tipos de objetivas

Todas as objetivas tém sobre o seu corpo inscricées com o nome do fabricante e uma
guantidade variavel de dados, que sdo usados para classifica-las e orientar o usuario, tais como: os
tipos de corregdes efetuadas, a distincia focal, o poder de ampliagdo, a abertura numérica® (AN .
o sistema de imersao, o comprimento do tubo, se possui uma grande distincia objetiva/amostra.
etc. O tipo de correcio efetuada na objetiva influl em sua classificacio e finalidade. Assim.

classificam-se as objetivas para microscépio da seguinte forma:

Objetivas acromaticas (Acro)

Sao objetivas com caracteristicas estruturais relativamente simples, logo nao sao tac
caras e sao encontradas em qualquer microscdpio que apresente alguma qualidade. As aberragoes
cromaticas sao corrigidas para dois comprimentos de onda, usualmente os comprimentos do ver-
melho e do azul, os quais sdo conduzidos a um foco comum, mas os raios de comprimento de onda
intermediario sao focados somente de um modo aproximado, o que leva a formacao de ligeiros
halos. As aberracoes esféricas sido corrigidas somente para o comprimento de onda da luz verde, o

comprimento para o qual o olho humano é mais sensivel, e, conseqiientemente, os outros compri-

2§ uma medida da capacidade da objetiva de captar luz e, portanto, do seu poder de resolugio.
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mentos de onda produzem uma certa falta de nitidez na imagem. Apresentam boa distancia de

trabalho, abertura numérica moderada e sao adequadas para muitas aplicagoes.

Objetivas de fluorita ou semi-apocrométicas(FI, semi-apo, -fluar)

S0 objetivas dotadas de corregdes superiores aquelas das objetivas acromaticas. As
aberragoes crométicas e esféricas destas objetivas, sdo ambas corrigidas para dois comprimen-
tos de onda. Para uma dada amplificagdo, as correcbes superiores permitem alcangar aberturas
numéricas mais altas do que as acrométicas. Corregdes superiores sdo obtidas através do uso da
fluorita, que apresenta uma relagao indice de refragio/dispersao nao obtida no vidro. O termo
fluorita se empregou originalmente para designar as objetivas que ainda nao eram completamente
apocromaticas, e que inclufam elementos feitos de fluorita. Alguns fabricantes limitam as obje-
tivas de fluorita ao tipo de 45 ou de 50 aumentos e ao de 100 aumentos, ambos de imersac em
éleo, ainda que existam também umas poucas séries completas. As objetivas de fluorita, como as

acromaticas de grande aumento, devem ser usadas com oculares compensadoras casadas.

Objetivas apocromaticas (Apo, A)

Sao as objetivas disponiveis que possuem as mais altas corregbes, obtidas atraves do
uso de fluorita e de vidros especiais. As aberragdes cromaticas sdo corrigidas para trés compri-
mentos de onda, os comprimentos das cores vermelha, verde e azul, que séo conduzidas a um foco
comum. As aberracoes esféricas séo corrigidas para dois comprimentos de onda, os comprimentos
das cores vermelha e azul. Estas objetivas sio complexas e portanto mais caras. Para a mesma am-
pliagio, apresentam aberturas numéricas mais altas do que os outros tipos de objetivas. Também
apresentam menores distancias objetiva/amostra. A curvatura de campo® freqlientemente é mais
pronunciada que nas acromaticas. 5o empregadas combinadas com oculares compensadoras ca-

sadas.

Objetivas de campo plano ou aplanéticas (Plan, planar)

Em esséncia sao objetivas acromaticas, de fluorita e apocromaticas que tém sido cons-
truidas de modo a proporcionar um campo praticamente plano de um extremo a outro da imagem.
Nestes casos sio chamadas de planacromdticas, planofluoritas e planapocromdlicas, respectiva-

mente. Em geral tém uma abertura numérica ligeiramente inferior as apocromaticas de mesmo

30u incapacidade de manter o foco na imagem toda.
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aumento, mas suas imagens coloridas sao excelentes devido ao campo plano e ao seu elevado con-
traste de cor. Algumas objetivas aplandticas possuem distancias objetiva/amostra muito curtas.
e seus componentes concavos {rontais sao dificeis de limpar caso se sujem acidentalmente. De-
vido As suas complexas caracteristicas estruturais, sdo bastante caras. Sao usadas com oculares

compensadoras aplanaticas e sao indicadas para uso fotografico.

1.4.2 Aberragoes 6pticas

Uma aberracao é uma falha da lente ao produzir a exata correspondéncia, ponto a
ponto, entre um objeto e sua imagem. A imagem ampliada gerada por uma lente simples apresenta
uma qualidade muito pobre devido as suas inerentes aberragoes cromaticas e esféricas. A fim de
melhorar a qualidade da imagem, é necessdrio projetar lentes de forma que as aberracdes sejam

reduzidas.

Aberracao cromatica

Ocorre porque o comprimento focal* de uma lente simples varia notavelmente com o
comprimento de onda. Raios azuis tém comprimento de onda mais curtos do que raios verdes
e vermelhos, logo seu foco ocorre mais préximo da lente (aberragio cromatica longitudinal), ver
Fig. 1.6. Uma lente simples também nao consegue trazer luz de todas as cores para um foco
comum, o que resulta numa imagem de tamanho levemente diferente para cada comprimento de
onda, localizadas em pontos focais também levemente diferentes {aberragao cromatica lateral). A
correciio para a aberragio cromatica, é realizada através da combinagao de duas lentes de proprie-
dades 6pticas diferentes, cimentadas juntas para formar uma lente gémea. A selegao apropriada da
espessura, curvatura, indice de refracéo e dispersao, resulta em uma lente que reduz a aberragao
cromatica, por levar dois comprimentos de onda para um ponto focal comum, ver Fig. 1.7. As

objetivas acroméaticas possuem duas destas lentes gémeas e existem objetivas com lentes trigémeas.

Verde

~-Vermelho

Figura 1.6: Aberragdo cromética

10 comprimento focal também pode ser chamado de distancia focal, e corresponde a distancia entre o ponto
focal e o vértice da lente. Pode ser calculado de modo muito apreximado dividindo-se o comprimento do tube pelo

aumento da objetiva.
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Figura 1.7: Lente acromatica

Aberragao esférica

Ocorre quando os raios de luz que passam através das por¢oes central e periférica da
lente, nio tém seu ponto focal para a mesma distdncia da lente, ver Fig. 1.8. Esta condigao surge
em lentes esféricas, porque a refracdo da luz é mais intensa nas bordas das lentes, diminuindo
gradualmente a medida que se aproxima do seu centro éptico. Logo, a imagem de um ponto nao
é reproduzida como um ponto, mas como uma area circular mais larga. Assim, a imagem de
um objeto, que é composta por um namero infinito de pontos, ndo pode ser nitida enquanto a
aberracao esférica estd presente. Além disso, a luz branca é composta de todas as cores, as quais
sao refratadas e focalizadas diferentemente, dependendo do comprimento de onda especifico. E
possivel corrigir a aberragdo esférica de uma lente para uma cor, mas isto nio garante que ela
esteja corrigida para outras cores. A nitidez de uma imagem produzida em um microscdpio é

limitada pelo grau de corregao para a aberragio esférica de sua objetiva.

Figura 1.8: Aberracao esférica

1.4.3 Curvatura de campo

As objetivas ndo conseguem formar a imagem de um objeto planar perpendicular ao
seu eixo, sobre um plano do espago-imagem também perpendicular ao seu eixo. Geralmente a
imagem deste objeto planar se localiza sobre uma superficie de revolugdo. A curvatura de campo
é uma aberracgio inerente a todas objetivas de microscopios.

Nas imagens que apresentam problemas de curvatura de campo, as regides do objeto

planar préximas ao eixo da objetiva sao focalizadas sobre o plano imagem determinado pela relagac
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1 i
E“i-}-“lj : (1.1)

onde f é a distancia focal da objetiva, [ é a distancia objeto-lente e I’ € a distancia imagem-lente.

] =

E pode ser mostrado (na auséncia de outras aberragdes), que as outras regioes do objeto planar.
geram imagens que caem fora deste plano imagem por uma quantidade que é proporcional ao
quadrado da altura da imagem, ou seja, o lugar das posicoes de foco formam, em trés dimensdes.
um paraboldide de revolugdao. A superficie focal é comummente conhecida como superficie de
Petzval.

Entéo, dependendo da posigio do foco, a imagem pode estar nitida no centro do campo
de visio com a nitidez caindo em direcao & periferia do campo, ou pode estar nitida na periferia
e fora de foco no centro do campo de visao.

Na microscopia visual a curvatura de campo nao é um problema, desde que o micros-
copista sempre tem uma maneira de controlar o foco, através de pequenos e continuos ajustes.
enquanto faz uma varredura do campo. No entanto, a curvatura de campo torna-se um problema
em fotomicrografia, desde que considera-se ruins as fotomicrografias com a periferia fora de foco.
Este problema pode ser reduzido limitando-se a drea a ser fotografada para o centro do campo. ou
usando-se oculares especiais. S6 pode ser eliminada completamente através do uso de objetivas

de campo plano.

1.4.4 Abertura numeérica

A abertura numérica da objetiva de um microscdpio é uma grandeza que serve para
medir a sua capacidade de captar luz, mais especificamente, sua capacidade de capturar raios de
luz, de formacao da imagem, altamente difratados do espécime. Sio estes raios que permitem
distinguir os detalhes estruturais finos de um espécime. Logo, a abertura numérica também pode
ser vista, como a capacidade da objetiva para resolver detalhes finos do espécime.

As objetivas para microscépios nem sempre trabalham rodeadas de ar® {(cujo indice de
refracio n éigual a 1). No caso das objetivas de grande aumento, freqiientemente, sdo construidas
para trabalhar com a lente frontal submersa® em dgua (n = 1,3), ou em dleo de cedro (n = 1,51).
Este fator deve ser levado em conta nas expressdes matematicas que representam o poder de
captacdo luminosa de uma objetiva de microscépio. Matematicamente, a abertura numérica ¢

dada por

% As objetivas projetadas para trabalhar com o meio ar, sdo chamadas de objetivas secas.

$Estas sio chamadas de objetivas de imersio.
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AN = nsin(a) (1.2}

onde n é o indice de refracdo do meio existente entre o objeto e a lente frontal da objetiva. e
o é igual & metade da abertura angular da lente, ver Fig. 1.9. A abertura angular varia com o
comprimento focal da objetiva, e é igual ao dngulo maximo formado pelos rajos de luz de formacao
da imagem provenientes do espécime, que a lente frontal da objetiva é capaz de captar quando o

espécime esta em foco.

Objetiva

Figura 1.9: Abertura angular da objetiva

A méaxima abertura numérica tedrica é igual a 1 para objetivas secas, e 1,5 para objeti-
vas de imersao. Na pratica, existem objetivas com abertura numérica até 0,95 para objetivas secas
e proximas a 1,4 para objetivas de imersdo. Uma abertura numérica alta é interessante porque
proporciona uma resolu¢do maior, mas, como serd visto mais adiante, leva a uma profundidade de
campo menor, ¢ que ¢ um problema em muitos casos.

A abertura numérica util efetiva de uma objetiva, valida dentro de limites razoaveis. é

determinada pela seguinte expressio

A-!Voisjetiua + A]\'Tcondensador

AN = 5

(1.3)

1.4.5 Resolucao, limite de resolucao e poder de resolucao

A resolucdo pode ser definida como a capacidade da objetiva para separar dois pontos
de um objeto que estio muito préximos entre si. Depende das condigoes de visualizagao, e atinge
seu valor maximo, igual ao poder de resolugio da objetiva, sob condigoes 6timas de visualizagao.

O limite de resolugdo é a menor separagio de pontos, que podem ser reconhecidos como
distintos por uma objetiva. O limite de resolucio de lentes dpticas (e do microscopio oOptico) €
da ordem de 0,2 um. Para o olho humano, este limite é de aproximadamente 0,1 mm e para o
microscépio eletrénico é da ordem de 5 A, ver Fig.1.10. O termo limite de resolugio se confunde

com o poder de resolugao.
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Figura 1.10: Ferramentas de ampliacdo X faixa de aplicagao

O poder de resolucde do instrumento especifica a resolugdo que pode ser alcancada
sobre condicdes 6timas de visualizagido. No entanto, este valor é subjetivo, desde que uma imagem
pode estar nio-nitida, mas ainda pode ser considerada resolvida. O poder de resolugao ¢ limitado
pela AN da objetiva, mas também depende da AN de trabalho do condensador e do comprimento
de onda da luz. Comprimentos de onda mais curtos permitem um poder de resolugao maior.

Existern muitas equagdes para calcular o poder de resolucdo, a mais comum ¢ dada por:

0,61A
AN

onde dn;m € a menor distancia entre dois elementos estruturais que podem ser observados comeo

dms’n = (Ié!

disjuntos; A é o comprimento de onda da luz usada e AN é a abertura numérica.
A distingio entre resolucio e poder de resolugdo é freqiientemente mal-interpretada.

e deveria ser observada com cuidado: poder de resolugdo é caracteristica do instrumento e e



L5, OCULARES 19

uma quantidade que pode ser estimada sobre bases tedricas; resolugao € igual ou mais pobre do
que o poder de resolugao e € a quantidade observada sob qualquer dado conjunto de condigdes
experimentais. Para o microscépio eletrénico, especialmente, é verdade que a resolugao obtida

pode ser consideravelmente inferior ao poder de resolugao do mstrumento.

I.5 Oculares

No microscépio composto, as oculares servem como segundo estagio de amplificacéo,
ampliando a imagem primdria formada pela objetiva no plano imagem intermediario. A ocular
entrega esta imagem primaéria real e visivel, como uma imagem virtual quando o microscopio €
usado visualmente, ou como uma imagem real quando o microscopio a projeta sobre um filme.
Desde que as oculares agem como um ampliador para examinar a imagem real formada pela
objetiva, sua qualidade éptica e corregdo sio muito importantes.

Existem diversos tipos de oculares, que vao desde as de Huygen, ou negativas, usadas
mais com objetivas acromaticas; até as mais complexas do tipo positivo, usadas com objetivas

acromaticas de alto poder de ampliagio, com as de fluorita e com todas as apocromaticas.

I.5.1 Tipos de oculares
Ocular de Huygen

Tem estrutura simples, sendo formada por duas lentes planoconvexas fixadas em cada
uma das suas extremidades. Ambas as faces convexas das lentes estdo voltadas para a objetiva.
O diafragma de campo se encontra mais préximo da lente superior, ou lente do olho, do que da
inferior, ou de campo. O plano focal inferior se encontra no plano do diafragma de campo, ou seja,
entre as lentes, e, portanto, este tipo de ocular nao pode ser usada como uma lupa quando estd
direita. Por ter esta caracteristica se qualifica como de construgio negativa. Por outro lado, séo
excelentes como lentes de aumento para examinar preparagbes sempre que sejam usadas invertidas,

ou seja, aproximando o olho da lente de campo.

Ocular de Ramsden

E do tipo positivo e de campo amplo. O lado convexo de suas lentes estdo voltados

para dentro e o diafragma fica do lado de fora e abaixo das duas lentes.



1.6. CONDENSADORES 2%

Ocular de projegao

E projetada especialmente para fotomicrografia e para microprojecao, produzindo cam-

po plano e imagens completamente corrigidas. Algumas delas sdo oculares de Huygen corrigidas.

Ocular de compensacao

I mais complexa que a de Huygen e, portanto, tem prego maior. As oculares de com-
pensacao sio calculadas para compensar os defeitos da imagem da objetiva. Devem ser emprega-
das sempre com objetivas apocromaticas e de fluorita. Geralmente proporcionam um rendimento

superior se sdo combinadas com objetivas acromaticas de grande aumento (de 40 a 100 aumentos).

Ocular compensadora de campo amplo

Incrementa o didmetro do campo em uns 50 % ou mais para um aumento determinado.
Estas oculares sio as unicas que podem aproveitar ao maximo o campo amplo e plano produzido

pelas melhores objetivas aplanaticas.

1.6 Condensadores

Um condensador tem as seguintes fungoes:

1. Proporcionar um cone de raios luminosos, cujo angulo seja tal que ilumine parcial ou
totalmente a lente posterior da objetiva. Desta forma, pode-se utilizar a abertura numérica
total da objetiva, e, nestas condigbes, obtém-se a maxima resolugdo que a objetiva € capaz

de fornecer.

2. Facilitar o emprego de meios especiais de iluminagéo, como, por exemplo, contraste de fase

e contraste cromdtico diferencial de Rheinberg.
3. lluminar completamente o campo de visdo da objetiva.

Em geral, um diafragma-iris é instalado na base de montagem do condensador, junto
de seu plano focal posterior. Este diafragma-iris controla a abertura da objetiva. De baixo do

diafragma-iris se encontra, geralmente, um porta-filtros para os filtros de 32 mm de diametro.

1.6.1 Tipos de condensadores

Os tipos de condensadores mais comuns sao 0s seguintes:
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Condensador de espelho céncavo

Consiste simplesmente num espelho concavo apropriado somente para objetivas de 10 e
16 aumentos. Como nao ha diafragma-iris para controlar a abertura, torna-se dificil o seu emprego

com objetivas de aumentos menores.

Cendensador de lupa

Formado por apenas um elemento e serve para objetivas de até 10 aumentos, depen-
dendo da distancia focal. Como condensador de lupa, pode-se empregar um condensador de Abbe

de duas lentes, desde que se retire a lente superior.

Condensador de Abbe

E um condensador de duas lentes ndo corrigidas, que se usa principalimente com obje-
tivas de 10 e de 40 aumentos, ou com objetivas de menor poder de ampliacio se a lente superior
for retirada. Se instala ordinariamente nos microscépios escolares, sendo usado para trabalhos

corriqueiros. Também serve para trabalhos de fundo escuro e para os de contraste cromatico de
Rheinberg.

Condensador aplanético

Formado por trés lentes, com corregio parcial para a aberragdo esférica, nenhuma
correciio para a aberragao cromatica e conta com abertura numérica de 1,4, sendo que a abertura

fitil € muito menor do que esta.

Condensador acromatico

Possui uma abertura numérica de 0,95 e muitas corregdes dpticas, desta forma, pro-
porciona uma abertura numérica 1til bastante proxima do valor maximo ja mencionado. Usado a
seco, sendo muito sensivel a erros de concentricidade, logo deve ser usado em subplatinas dotadas
de algum meio regulador da concentricidade. Tirando sua lente superior, sua distancia focal au-

menta de uns 20 mm e seu campo de aplicagdo se estende até as objetivas de 10 aumentos. Tem

preco elevado.
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Condensador acromatico de imersao

Sua abertura numérica ¢é de 1,3. Empregado submerso em Sleo, por de baixo do porta-
objetos, com objetivas de imersao que possuem alta abertura numérica, quando se deseja obter a

resolugdo maxima. Sao caros e um pouco dificeis de se usar.

1.7 Alguns aspectos fisicos da formagao da imagem

A formagao e interpretagao das imagens na investiga¢io microscdpica nao pode ser
baseada somente em consideragdes da Optica geométrica, j4 que para explicar a distribuicao das
intensidades de luz nas imagens mostradas por um microscopio, as leis da éptica fisica tém de ser

levadas em conta.

I1.7.1 Imagem de uma fonte pontual de luz monocromatica

No caso de um objeto suficientemente pequeno para ser tomado como um ponto de
luz, sua imagem tem uma distribuicio de intensidade de luz que segue uma lei determinada pela
difracao. Esta imagem é o padriao de difracio elementar conhecido por disco de Airy, Fig. 111
ou seja, é a imagem perfeita que deveria ser exibida por um microscopio perfeitamente focado e
livre de aberragoes.

As Figs. 1.12 e 1.13, ajudam a compreender o processo de formacao do disco de Airy
através da optica ondulatoria.

Se A}, é o centro da esfera X;, a Fig. 1.12 mostra que todas as vibragoes provenientes
desta superficie de onda chegam em A/ no mesmo estado vibratério. A fim de nao sobrecarregar a
figura, apenas as vibragdes emitidas pelos pontos My e M sao mostradas. A amplitude luminosa
em Al é meramente a soma das amplitudes de todas vibragoes que chegam neste ponto. Como a
intensidade de luz é proporcional ao quadrado da amplitude, a elevagdo ao quadrado da soma das
amplitudes determina a intensidade para Aj. Conseqientemente, a intensidade de luz é maxima
para Ajg,.

Na Fig. 1.13, considera-se as vibragoes difratadas chegando ao ponto aleatério A] do
plano 7. Como o ponto A} nao estd no centro da esfera ¥, as distancias dos vérios pontos de ¥;
para A} ndo serao iguais. Conseqiientemente, as vibragbes emitidas por ¥; nao chegam em Aj na
mesma condigao vibracional. No caso da Fig. 1.13, ambos os pontos My e M emitem vibragoes que
chegam em oposicao de fase em A}. Nesta condigio, a amplitude luminosa para Aj proveniente
de My e M é zero.
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Figura [.11: Disco de Airy

Lembrando que a intensidade de luz em A] é proveniente de todos os pontos da su-
perficie de onda X, e nao meramente dos pontos M, e M, calcula-se o fendmeno e descobre-se que
a imagem do ponto luminoso A, é formada por um disco central circular muito brilhante, rodeado
por anéis claros e escuros alternados, cuja intensidade diminui rapidamente com o aumento da
distancia do centro Z. Este padrao de difragao é o disco de Airy ja citado acima. A curva da
Fig. 1.14 exibe a distribuicdo da intensidade de luz do padrao de difracio, onde a ordenada mostra
a intensidade e a abscissa depende nao somente da distincia geométrica do ponto Aj, mas tambeém
das caracteristicas da objetiva do microscopio.

() raio linear r' do disco central do padrao de difracao no plano imagem =, pode ser
calculado pela expressao

_0,61)g

o Sl 8 (1.5)

AN
onde ) é o comprimento de onda usado, ¢ a ampliacao, e AN a abertura numérica da lente. O
fenomeno também pode ser considerado no plano do espécime, entdo, através da Eq. 1.5, o objeto
pontual A é substituido por um pequeno disco de raio r'/g.

As imagens de objetos maiores sao todas derivadas de um processo mais ou menos com-
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Figura 1.12: Vibragoes em fase

plexo envolvendo a imagem elementar, desde que, pode-se imaginar qualquer objeto como sendo
formado por elementos suficientemente pequenos para serem considerados como fontes pontuais
discretas. Portanto, sob tais condi¢bes, pode-se antecipar que os efeitos de difragao deveriam ser
mais proeminentes nas dimensdes do objeto mais préximas do disco de Airy. Assim, os detalhes
finos do espécime sdo os mais alterados pela difracdo. Como, naturalmente, tais detalhes sio os
mais valiosos para os microscopistas, € essencial determinar os resultados dados pela teoria da

difracdo, a fim de reduzir os erros de interpretagdo a um minimo.

1.7.2 Limite de resolucao e poder de resolugao pelo padrao de di-
fracao

Se estes fendmenos sao considerados no plano do espécime, pode-se substituir um de-
talhe pontual do espécime por um pequeno disco de raio r' /¢, como foi visto na segao anterior.
Assim, dois detalhes pontuais sobre fundo negro que emitern fuxos luminosos idénticos, sé apare-
cem discretos na imagem, se os discos de difragio relevantes nao estao tao préximos um do outro.
Neste caso, assume-se que os dois detalhes pontuais agem como duas fontes incoerentes sobre
fundo negro. Na Fig. 1.15, a distancia entre os dois discos de difragao é de aproximadamente duas

vezes seus diametros, logo podem ser observados distintamente.

Como norma, considera-se alcangado o poder de resolugao de uma objetiva, quando o
méximo central de um dos padrées de difracao corresponde ao primeiro minimo zero do outro,
isto ¢, quando as curvas de difragdo estdo como mostradas na Fig. 1.16. Desta figura, obtém-se
a distancia minima entre os dois padrdes de difracdo no plano imagem, que é igual ao raio r’ do

disco de difracao dado pela Eq. 1.5. A correspondente distancia minima no plano do espécime,
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Figura 1.13: Vibragées em oposi¢ao de fase

f":]

|
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™

Figura 1.14: Intensidade do padréo de difragao

chamada de dpm, € dada por

P r 0,61

7" AN (L.6)

tal distancia é o limite de resolugio da objetiva, a qual define seu poder de resolucao. A Fig. 117

mosira os dois discos de difragdo, para quando o poder de resolugdo é alcangado.

Pelas Eqgs. 1.5 e L6, fica claro que o aumento da AN da objetiva do microscépio, diminui
o diametro do disco de difragio, permitindo que detalhes menores do objeto sejam resolvidos. Isto

evidencia claramente a importancia da difragdo sobre a estrutura da imagem de objetos pequenos.
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Figura 1.15: Padroes de difragio disjuntos

Figura 1.16: Curvas dos padrdes de difracao para quando o poder de resolugao ¢ atingido
1.8 Profundidade de campo e de foco

A formagio de uma imagem planar A’B'C’ de um objeto planar ABC é ilustrada pela
Fig. 1.18. De acordo com a geometria vista, uma imagem ideal deveria estar exatamente em
foco somente no plano infinitamente fino A'B'C’. Fisicamente, no entanto, os “pontos” imagens
A', B' e C' sio de extensao finita. Mesmo quando livre de aberragdes, eles formam figuras
de difragdo as quais se estendem em trés dimensdes. (O disco de Airy é a secao da figura de
difracdo dentro do plano imagem.) Assim existe uma regido de largura finita dentro da qual a
imagem de ABC pode ser considerada em foco. A extensio desta regiao (medida ao longo do

eixo do microscépio) é a profundidade de foco, designada por D', Similarmente, pontos objetos os
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Figura L.17: Padrdes de difragao para quando o poder de resolugao ¢ atingido

quais estao levemente acima ou abaixo do plano ABC parecem estar em foco no plano imagem

A'B'C’'. A méxima separacdo de pontos do objeto os quais simultaneamente parecem estar em
foco”, novamente medida ao longo do eixo da lente, é a profundidade de campo, designada por D.

Note que os termos “profundidade de foco” e “profundidade de campo” aplicam-se

para © espago-imagem e espago-objeto, respectivamente.

C B A
Figura 1.18: Profundidade de foco

Na fotografia comum, a profundidade de campo é considerada como sendo a distancia

7 A profundidade de campo e de foco dependem do critério do que se considera “focalizagao aceitavel”.



1.8. PROFUNDIDADE DE CAMPO E DE FOCO 28

do plano objeto mais préximo, até o plano objeto mais distante, ambos com foco aceitavel. Quando
os objetos estdo a uma considerdvel distancia da lente, a profundidade de campo ¢ grande, mas
com objetos mais préximos da lente, a profundidade de campo decresce rapidamente. No caso da
jente de uma camara normal, com o foco mais préximo possivel, a distancia objeto-lente é ainda
diversas vezes a distancia imagem-lente. Em microscopia, a distancia objeto-lente é considera-
velmente menor do que a distincia objeto-imagem e a profundidade de campo € excessivamente
curta e expressa em micrémetros (gpm). Em resumo, na fotografia a profundidade de campo €
grande enquanto a profundidade de foco é pequena, e na microscopia a profundidade de campo é
extremamente pequena enquanto a profundidade de foco é grande.

Uma quantidade estimada de profundidade de campo é considerada na Fig. 119, a
qual mostra raios que se estendem de dois pontos objetos O e P para as margens da lente. (A
separacao de O e P estd muito exagerada na figura; de fato, os raios marginais de cada ponto
imagem subtendem muito proximamente o mesmo angulo o para a lente.) Raios do ponto O
subtendem um disco de diametro y = Y1Y, para o ponto P. Se o valor de y nao ¢ maior do que
doin. as imagens de O e P aparecem em foco no plano imagem geométrico®. Isto é, P aparece em

foco para o plano imagem de O, e vice-versa, se

0,61

nsin(a)

Y= dmz’n = (IT;

Figura 1.19: Diagrama para calculo da profundidade de campo

Como mostrado na Fig. 1.19, a distdncia OP é metade da profundidade de campo D).
desde que um ponto colocado & distdncia OP para a esquerda de O, deveria, como o ponto P.
aparecer em foco no plano imagem geométrico de Q. Do triangulo OPY;,

tan(a) = logo (1.8}

S

8Este critério de focalizagao € bastante rigoreso. Se houver um relaxamento do critério ter-se-d um aumento da

profundidade de campo.
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_0,61)cos(a) 0,61 (n? — AN?)1/2
T opfsin(e)]r AN?

Esta equagao é muito interessante, porque mostra qual a profundidade dentro do plano

(1.9)

do espécime que aparece nitida para qualquer acerto de foco. Geralmente, deseja-se a maior pro-
fundidade de campo possivel, mas, devido & natureza do sistema cuja lente € colocada muito
préxima do objeto, a profundidade de campo é muito pouco profunda. Para aumentar a profun-
didade de campo, é necessario aumentar A efou n. O aumento de A implica em ir em diregao ao
vermelho no final do espectro, mas observe que isto é exatamente o oposto do que € necessario
para maxima resolugdo. O aumento de n sugere o uso de sistemas de imersao e isto é importante.
porque o aumento de n também melhora a resolugao.

Em objetivas com alta AN a profundidade de campo € muito pequena, o que torna a
focalizacio de imagens muito critica, pois apenas um toque no ajuste de foco-fino do microscopio
pode levar a imagem a sair de foco. Além disso, um espécime com espessura muito maior que a
profundidade de campo, pode provocar uma perda de qualidade da imagem da pequena espessura
que esta em foco, devido as areas fora de foco dentro do espécime, que espalham e difundem a luz
que as atravessa. Este problemando é tao importante quando o espécime é examinado visualmente
no microscépio, desde que o olho pode rapidamente se acomodar para a atual profundidade de
campo, quando o microscopista fica constantemente subindo e descendo o foco no espécime para
ver toda a sua estrutura. Assim, a profundidade de campo visual é aparentemente maior do que

a profundidade de campo da imagem, devido a acomodagdo do olho.

1.9 Técnicas convencionais para melhoria de imagens

A maioria dos objetos examinados ou fotografados através de um microscopio composto
normal, aparecem nas imagens produzidas de forma escura, ou colorida, contra um fundo brilbante.
Por causa desta caracteristica o microscépio composto normal também é chamado de microscopio
de campo brilhante.

Qs objetos aparecem escuros nas imagens do microscépio devido a absorcao de luz
pelos elementos internos ao objeto e aparecem coloridos, freqiientemente, porque foram tratados
com corantes bioldgicos para produzir o contraste colorido. Este contraste é resultado da absorgao
diferenciada dos varios corantes pelos elementos do espécime.

Em condicdes normais (sem aplicar tingimentos), muitos espécimes exibem pouco ou
nenhum contraste quando observados num microscdpio de campo brilhante. Estes espécimes

sao pouco coloridos e comparativamente transparentes e, conseqiientemente, sdo praticamente
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invisiveis. Quando o tingimento de tais espécimes € impossivel ou indesejavel (por exemplo, para a
observacio de espécimes vivos), o microscopio de campo brilhante convencional nao apresenta bons
resultados. Assim deve-se lancar mao de outra técnica microscépica para tornar o espécime visivel,
sendo a selecio de um método particular dependente da natureza do espécime e do resultado
desejado.

A discussao seguinte apresenta, brevemente, descrigbes das diversas técnicas especiais
que, ou produzem methor contraste éptico entre os elementos de um espécime e o fundo, ou

permitem visualizar ou fotografar as imagens com resolucao mais fina.

1.9.1 Campo escuro

O uso do microscépio de campo brithante para a observagao de espécimes transparentes
¢ semi-transparentes (como microorganismos e estruturas de células), os quais tém a propriedade
de espalhar fortemente a luz, produz imagens claras contra um fundo também claro, ou seja.
imagens de baixo contraste e, conseqgiientemente, de dificil visualizagao. A visibilidade destes
espécimes pode ser grandemente melhorada com o emprego da microscopia de campo escuro, na
qual o espécime é visto como um objeto brilhante contra um fundo escuro.

No método de campo escuro, o cone de luz que normalmente ilumina o espécime nao
entra na objetiva do microscépio. Somente a luz que é espalhada ou refletida pelo espécime entra
na objetiva.

O principio fundamental deste método estd na formagao de um cone de luz oco, cujo
vértice ocorre dentro do plano do espécime. Desta forma, quando a luz é cuidadosamente focalizada
para o plano do objeto, mas nenhum objeto estd presente, o cone de luz oco passa através do
condensador nao produzindo iluminagio dentro do microscpio, porque a objetiva esta dentro da
parte escura do cone de luz oco. No entanto, se um espécime esta presente, a luz é desviada, ou
espalhada, para dentro da objetiva pelas estruturas do espécime, formando uma imagem brithante
e visivel destes detalhes contra o fundo escuro. A vantagem do método estd na obtencio de
imagens de alto contraste quando a luz espalhada é focalizada contra o fundo escuro.

Um sistema de campo escuro é esquematizado na Fig. 1.20, onde os raios de luz dire-
tos do condensador de grande abertura numérica, sao mostrados por linhas sélidas. Estes raios
passam por fora da objetiva, que é uma lente de abertura numérica menor que a do condensador.
A formacio da imagem é realizada pelos raios espalhados pelo espécime, indicados por linhas

tracejadas, que entram na objetiva.

Para observacdes de campo escuro com baixo e médio poder de ampliagido e com obje-
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Figura 1.20: Esquema do microscopio de campo escuro

tivas secas, a Iig 1.20 sugere um sistema simples formado por um microscdpio composto conver-
cional, mais uma barreira para a luz direta com uma abertura em anel, como mostra a Fig. 1.21.
que é inserida abaixo da lente do condensador com a abertura do diafragma-iris no seu méxime.
A abertura numérica da objetiva deve ser reduzida até o ponto no qual o feixe de luz direto é

excluido.

Figura 1.21: Barreira para a luz no microscopio de campo escuro

Para microscopia de campo escuro de alta resolucdo, existem condensadores especiais
que fornecem cones de iluminacao largos, permitindo o uso de objetivas de alta abertura numérica.
{A abertura numérica do condensador de campo escuro, deve ser maior do que a abertura numérica
da objetiva). Com o uso de imersao em dleo, a microscopia de campo escuro pode atingir aberturas
numéricas tao altas guanto 1,2. Um condensador de campo escuro tipico é esbogado na Fig. 1.22.

Condensadores de campo escuro com brilho de campo varidvel também estao disponiveis.

Por causa do alto contraste da imagem produzida pelo método de campo escuro. o

sistema € capaz de detectar particulas extremamente pequenas. Algumas vezes é possivel detectar
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Figura 1.22: Condensador para microscdpio de campo escuro

estruturas de dimensbes menores do que o limite minimo de resolucio, dym, calculado pela Eq. 16.
Por exemplo, esferas de poliestireno de aproximadamente 1000 A de didmetro, quando intensa-
mente iluminadas podem ser observadas em imagens de campo escuro. No entanto, duas ou mais
particulas adjacentes deste tamanho nao podem ser observadas em separado, ou seja, as particulas
nao sao resolvidas. A microscopia de campo escuro também é chamada de ultramicroscopia.

O microscépio de campo escuro é uma excelente ferramenta para uso em biologia
e medicina. Pode ser usado, com alta ampliagio, para detectar e fotografar bactérias vivas.
Similarmente, para baixas ampliagdes, secoes de tecidos podem ser visualizadas e fotografadas e,

na biologia marinha, é usado para realizar gravagoes da vida marinha como algas e planctons.

1.9.2 Contraste cromitico diferencial de Rheinberg

Em principio, o método é uma extensio do método de campo escuro e a maior dife-
renca estd na substituicdo da barreira opaca com abertura em anel usada NO Campo escuro, por
uma barreira transparente central colorida, este método também usa uma barreira transparente
anular colorida no caminho normal da luz branca. Estas barreiras sio na verdade filtros. A com-
binagido destas barreiras anular e central coloridas, resulta na producio de imagens do espécime
em qualquer cor, sobre um fundo de qualquer outra cor. O método, algumas vezes chamado de
tingimento éptico, é especialmente 1til para espécimes de pouca cor ndo-tingidos e {ransparentes
~— Vivos ou nao-vivos — que ordinariamente carecem de contraste por causa da proximidade do
seu Indice de refracao com o indice de refracio do meio de montagem.

As barreiras coloridas central e anular sio colocadas abaixo do condensador, de forma
que o caminho da luz atravesse ambos os filtros. Desta forma, a barreira transparente central

colorida atenua a luz axial, dando a sua cor para o fundo do campo de visdo. Se é usada somente
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a barreira central colorida, o espécime aparece branco sobre um fundo da cor da barreira central.
Quando se coloca a barreira anular de outra cor, 0 espécime aparece com a cor da barreira anular.

sobre um fundo com a cor da barreira central.

1.9.3 Contraste de fase

O microscépio de contraste de fase, é um dispositivo que ressalta diferengas no indice
refrativo entre regides de um espécime, visiveis como diferengas na intensidade. Mais precisamente,
diferencas no caminho éptico sio convertidas em diferengas na intensidade. O microscépio de
contraste de fase é um meio de producio de contraste em espécimes nao-tingidos, ou seja, onde
diferencas na absorgio entre regides do espécime sao negligencidveis. Em certas aplhicacoes, o
instrumento pode ser usado para quantificar diferengas em caminhos 4pticos, mas sua principal
funcio é qualitativa; o microscépio de interferéncia é o instrumento mais adequado para aplicagoes
quantitativas.

Um microscépio de contraste de {ase devidamente ajustado, pode ser usado para ob-
servar contrastes do espécime, por alguém familiarizado com os procedimentos empregados pela
microscopia Gptica ordinéria. Observagdes nao demandam um entendimento dos principios dpticos
sobre os quais o instrumento esté baseado. No entanto, uma cuidadosa interpretacgio da aparéncia
do espécime, depende de uma apreciagdo de como o contraste é efetivado no sistema de fase.
Medidas quantitativas requerem um conhecimento das caracteristicas do microscépio particular
empregado.

O entendimento do mecanismo de acdo do microscépio de contraste de fase, requer
uma apreciacio dos mecanismos pelo qual o contraste surge em imagens de microscopio, a com-
preensao dos principios basicos governando a interferéncia de movimentos de onda ¢ da andlise de
movimentos de ondas em suas componentes de vibragoes.

O microscépio de contraste de fase pode ser nsado para produzir excelentes efeitos de
contraste, com uma larga variedade de espécimes transparentes diferentes. Desde que permite
a visualizacio de detalhes interiores da estrutura das células, tem uma definitiva vantagem so-
bre o microscopio de campo escuro. E largamente usado para estudar cultura de tecidos, onde
permite examinar e fotogravar a vida € o crescimento das células. Com lapsos de tempo cinefoto-
micrograficos, um espécime pode ser fotografado em intervalos de tempo sincronizados com a sua

evolucdo. Na projecdo comprime-se o tempo para aumentar a velocidade.

O método de contraste de fase fundamentalmente envolve um feixe de luz direto e um

desviado. Assim, quando um raio de luz de uma simples fonte pontual é dividido em dois e cada
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um dos dois raios passa através do mesmo meio transparente, eles podem ser recombinados sem
interferéncia. Mas se cada feixe separado passa através de um meio de indice de refragao diferente.
um dos feixes serd acelerado ou desacelerado relativamente para o outro. Entdo os dos, quando
recombinados, podem estar fora de fase. Se eles estao fora de fase ocorre interferéncia e o feixe
recomnbinado nio serd tio intenso quanto o original. Para apreciar isto, visualize os dois ralos
divididos como ondas viajando lado a lado. Se nenhuma ¢ alterada, elas podem combinar em fase.
Picos coincidem com picos e vales coincidem com vales; nao ha destruigao de intensidade. Mas
se uma componente ¢ alterada em velocidade, as ondas podem nao mais casar na combinagao.
Quando na combinagdo as ondas diferem por menos do que um comprimento de onda, as ondas
estio fora de fase e sua recombinacio resulta em perda de intensidade. Quando estao fora de fase
por 1/2 comprimento de onda, os picos coincidem com os vales e os raios se cancelarao, extingtindo
o feixe.

Além disso, a refragio e o retardamento por meios diferentes, a difragao das bordas e o
espalhamento provocado por detalhes muito finos, também podem mudar a fase das ondas de Juz.

A difracio é largamente responsavel pelos efeitos de borda na microscépia de contraste de fase.

Como na microscopia de campo escuro, também se usa uma fonte anular no sistema
de contraste de fase. Mas ao invés de uma mascara de densidade anular ao redor da objetiva.
um anel de 1/4 de onda é usado. Este anel retarda uma onda por 1/4 de comprimento de onda.
Como antes, o espécime dentro do feixe direto desvia muito da luz, dependendo do indice refrative.
espessura e estrutura fina. Novamente a luz desviada vai para a ocular via a imagem primaria.
No entanto, os raios desviados foram mudados em fase pelo espécime. A mudanga joga um papel
vital na formacio de uma imagem de alto contraste, ja pensando que ela pode ser tao pequena
quanto 1/20 do comprimento de onda.

Quando os feixes de raios direto e desviados do espécime sao focados na i1magem
primdria, ocorre a interferéncia entre os dois na recombinacio. Entre os componentes imagem-
espécime e entre bordas e fundo. A quantidade de reducio da intensidade dentro de gualquer
estrutura depende da diferenga de fase dos dois raios imagens daquela estrutura. Quando esta é

de 1/2 comprimento de onda ocorre a redugéo maxima.

1.9.4 Infravermelho e ultravioleta

Microscopia infravermelho e ultravioleta ¢ uma técnica de investigagao muito potente.
a qual tem numerosas aplicagbes. E bem conhecido que existem muitos objetos transparentes na

luz visfvel que tém bandas de absorgéo nas faixas infravermeltho e ultravioleta do espectro. Entao.



1.9. TECNICAS CONVENCIONAIS PARA MELHORIA DE IMAGENS 35

manipulando adequadamente a fonte de luz, de forma que a faixa de radiagac usada contenha
o comprimento de onda correspondente a uma das bandas de absorgao do objeto, é possivel
captar uma imagem do objeto no receptor. Por exemplo, células vivas transparentes na luz visivel
exibem detalhes sob luz ultravioleta, porque as radiagdes de comprimento de onda de 2700 A
sao absorvidas pelos dcidos nucleicos. Além disso, a luz ultravioleta reduz o didmetro do disco
de difracio melhorando assim a resolugio. Algumas substancias sob efeitos de raios ultravioletas
radiam alguma luz visivel, freqlientemente colorida, ajudando na identificagao ou discriminagao

destas substancias.

Fxame microscépico sob luz ultravioleta faz uso de comprimentos de onda na faixa de
2500 a 3500 A. Comprimentos de onda na vizinhanga de 2600 e 2800 A sao de interesse particular,
por causa de sua absor¢do seletiva por 4cidos nucleicos e proteinas, respectivamente. De fato, o
interesse biolégico em microscopia ultravioleta depende mais da observagao de absorgoes especificas
de substancias biologicamente importantes, do que da melhoria de resolucio final que é possivel
alcancar para estes comprimentos de onda menores.

Partes épticas de quartzo sao essenciais para a microscopia ultravioleta. (Vidros dpticos
s&o opacos para comprimentos de onda menores do que aproximadamente 3100 A, po entanto.
o quartzo transmite apreciavelmente até 2200 A) Por exemplo, para 2200 A, 1 mm de quartzo
transmite 94 % da intensidade incidente, e tem indice de refragao de 1,53. Dispersao (variacao do
indice de refracio com o comprimento de onda) é geralmente muito maior no ultravioleta do que
na luz visivel. Por esta razido, a correcio adequada da aberragdo cromatica de lentes de quartzo
é dificil de realizar, tal que sistemnas de microscépio ultravioleta sdo usualmente projetados para
uso com iluminacdo monocromatica.

Com iluminacio monocromaética é possivel usar lentes monocromaticas, as quais podem
ser altamente corrigidas para aberragbes esféricas. Estas objetivas consistem de uma lente hiper-
hemisférica simples seguida por uma série de lentes menisco. A imagem virtual formada por
cada lente da série, esté localizada no centro de curvatura da primeira superficie da lente sub-
seqiiente. Assim, a imagem é inteiramente aplanatica exceto pela contribui¢ao muito pequena de
um elemento de focalizagdo final.

A posicio da imagem ultravioleta focada deve ser localizada através de uma tela fluo-
rescente ou fotograficamente. Note que um microscépio que produz uma imagem em foco com luz
visivel, também forma uma imagem ultravioleta fora do foco, desde que o comprimento focal de
qualquer lente refrativa é sempre apreciavelmente diferente para estes comprimentos de onda mais
curtos. Esta dificuldade é algumas vezes evitada pelo uso de lentes de reflexao, cujos comprimentos

focais sao independentes do comprimento de onda.
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1.9.5 Fluorescéncia

No método de microscopia por fluorescéncia, a iluminagao incidente ¢ removida pela
absorcio seletiva, enquanto a luz que tem sido absorvida pelo espécime € reemitida com um com-
primento de onda alterado (isto &, fosforescéncia ou fluorescéncia). Assim uma imagem colorida
& formada novamente sobre um fundo escuro. O interesse particular da microscopia por fluo-
rescéncia deriva da natureza especifica da emissao fluorescente. O método fornece uma técnica
histoquimica extremamente sensitiva, ou quando materiais inerentemente fluorescente estao pre-
sentes no espécime (ou seja, para observagao de autofluorescéncia) ou quando o objeto esta tingido
com tinturas fluorescentes.

Um diagrama de um sistema para microscopia por fluorescéncia é mostrado na Fig. 1.23.
A fonte de Iuz deve fornecer um feixe ultravioleta intenso. Ambas, uma arco de merciirio {mono-
cromaético) ou uma combinagao de lampada de xenénio e monocromador podem ser usados. Um
filtro remove os comprimentos de onda que nao sio efetivos na excitagao fluorescente. O feixe
incidente consiste entio de algum comprimento de onda A;. lluminagao de campo brilhante do

espécime é mostrado na Fig. 1.23, mas iluminagao de campo escuro também ¢é disponivel.
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Figura 1.23: Esquema do microscépio de fluorescéncia

A luz emitida por fluorescéncia pelo espécime é transmitida através de um segundo

filtro, o qual remove o comprimento de onda incidente Ay do feixe. Assim, somente luz que tenha
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interagido com o espécime de tal maneira para sofrer uma mudanga no comprimento de onda.
pode contribuir para a formagao da imagem no plano imagem. {(Note que, na Fig. 1.23, caminhos
separados de comprimentos de onda incidentes e transmitidos sao mostrados somente por con-
veniéneia; ern microscopia fluorescente nao hd diferenca na abertura angular com o comprimento
de onda.)

Uma limitagao do método ¢ sua alta sensibilidade. Lentes, laminas, laminulas, meios
de montagem e fixadores podem todos fluorescer em algum grau e certos materiais usados em
microscopia (por exemplo, balsamo do Canada) fluorescem fortemente. Por esta razao reagentes

especialmente purificados e outras provisdes sao requeridos para microscopia por fluorescéncia.

1.9.6 Interferéncia

0 microscépio de interferéncia, como o microscépio de contraste de fase, produz uma
imagem na qual diferencas no caminho éptico através do espécime aparecem como diferencas na
intensidade. Este instrumento também pode ser usado para observar espécimes vivos nao-tingidos.
No microscépio de interferéncia, entretanto, o contraste é obtido de uma maneira adaptada para
medidas quantitativas diretas de diferengas na grossura 6ptica do espécime. Este tipo de ins-
trumento nao é apropriado para observagdes gerais, desde que o campo de visao é normalmente
atravessado por um sistema de franjas. Os sistemas de interferéncia requerem ajustes cuidadosos

e demorados, a fim de obter uma contemplacao adequada do espécime.

1.9.7 Polarizacgao

O microscépio de polarizacao é usado para revelar a birefringéncia® de espécimes. Com
o uso de acessérios apropriados o tipo de birefringéncia pode ser estabelecido. Estas medidas
podem ser conseguidas sobre material vivo ou nao-tingido.

Desde que a birefringéncia de materiais est4 relacionada com a estrutura do espécime
para o nivel molecular e macromolecular, a informagio obtida do microscopio de polarizagao pode
ser usada para deduzir a estrutura macromolecular de espécimes, mesmo que a ultra-estrutura nao
seja resolvida diretamente. Em muitas aplicagdes qualitativas, o instrumento é usado simplesmente
para localizar estruturas com caracteristicas de birefringéncia (por exemplo, fibras de musculo

estriado) e para observar seu comportamento.

9% a refracao de luz em duas diregbes levemente diferentes para formar dois raios. Elementos polarizantes que

contém cristais orientados em uma diregdo sdo birefringentes.
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Uma interpretagio completa das imagens do microscépio de polarizacio requer um
entendimento das propriedades dos feixes de luz polarizada e das propriedades de materiais bire-

fringentes.

I.10 Uma visao geral do microscépio eletrénico

Como serd visto no Cap. V, a técnica de processamento digital de imagens desenvol-
vida neste trabalho, se aplica sobre as imagens obtidas do microscépio éptico com a finalidade
de aumentar a sua profundidade de campo. Como o microscépio eletrénico de varredura também
apresenta imagens com larga profundidade de campo, é natural que a técnica desenvolvida seja.
respeitadas as proporgoes, concorrente da microscopia eletrénica de varredura na geracao de ima-
gens com larga profundidade de campo. Por esta razao foi incluida neste capitulo esta segio, que

trata das principais caracteristicas da microscopia eletrénica.

Dois tipos béasicos de instrumentos sdo chamados de microscépios eletrénicos. Ambos
foram inventados na mesma época, mas tém usos fundamentalmente diferentes. O microscdpio
eletronico de transmisséo (MET) projeta elétrons através de uma fatia muito fina de tecido
(espécime), para produzir uma imagem bidimensional sobre uma tela fosforescente. O brilho
de uma &rea particular da imagem é proporcional ao nimero de elétrons que sdo transmitidos
através do espécime. O microscdpio eletrénico de varredura (MEV) produz uma imagem que d4 a
impressao de ser tridimensional. Este microscdpio usa um feixe de elétrons de 2 a 3 nm, que varre
a superficie do espécime para gerar elétrons secundarios do espécime que sao entao detectados por
um sensor. A imagem é produzida ac mesmo tempo em que é feita a varredura do espécime. Um
terceiro e pouco usado tipo de microscdpio eletrénico, o microscdpio eletrénico de transmissdo ¢
varredura (METV), tem caracteristicas de ambos os microscdpios eletrénicos de transmissao e de

varredura. O METYV usa uma varredura de feixes de elétrons para penetrar espécimes finos.

Os microscopios de transmissio e de varredura possuem muitas caracteristicas seme-
lhantes, tais como o canhdo de elétrons, as lentes condensadoras, o sistema de vacuo, etc. No
entanto, a maneira de produzir e amplificar as imagens sao inteiramente diferentes. Enquanto
o MET fornece informagéo sobre a estrutura interna de espécimes finos, o MEV é usado para

estudar a superficie ou a estrutura superficial de espécimes volumosos®.

1°530 espécimes que possuem uma dimensio fisica muito grande na dire¢io do eixo do microscépio.
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1.10.1 Microscépio eletrénico X microscépio éptico

A primeira diferenca ébvia entre os microscépios eletronicos € os microscopios opticos
esté no comprimento de onda das radiagdes empregadas por cada um. Os comprimentos de onda
diferem por um fator de milhares de vezes com implicagbes imensas para a microscopla.

QOutra grande diferenga é que os elétrons sao muito mais fortemente espalhados por
gases do que a luz. Este efeito é tao grave que o uso de elétrons pela microscopia, exige a
evacuacio do ambiente de trabalho para pressoes abaixo de 1072 Pa. Os elétrons penetram uns
poucos milimetros de ar sob pressao atmosférica normal.

A resolucio tedrica do microscopio eletrénico atinge valores tao baixos quanto 0,02 nm,
que é muito menor do que o tamanho.de um atomo. Infelizmente no microscépio eletrénico de
varredura esta resolugio tio desejada nao pode ser atingida, devido as aberracoes das lentes que
s50 meros campos magnéticos. No microscopio de luz é possivel corrigir ambas as aberracoes
crométicas e acromaticas usando combinagoes adequadas de lentes. No microscopio eletromico €
muito dificil corrigir as aberragoes, consegue-se no maximo eliminar virtualmente as aberragoes
cromaticas pelo uso de elétrons de uma faixa muito pequena de comprimentos de ondas. Nao ¢
possivel eliminar as aberragoes esféricas, mas apenas minimiza-las por restringir o movimento dos
elétrons para caminhos muito proximos do eixo dptico, através do uso de pequenas aberturas de
objetiva. O uso de uma abertura pequena reduz a aberracao esférica mas piora a resolugao. No
entanto, existe um valor de abertura 4tima que permite aos melhores microscopios de varredura
resolver dois pontos separados por uma distancia de até 0,2 nm, que é aproximadamente a se-
paragao de dtomos em um sélido. Com o microscépio 6ptico consegue-se, relativamente, chegar
muito mais préximo da resolugio tedrica.

A necessidade de usar aberturas pequenas para reduzir as aberracoes esféricas, permite
que o microscépio eletrénico de varredura apresente uma profundidade de campo muito grande. a
qual é considerada uma de suas principais vantagens. Esta caracteristica também é uma vantagem
do microscépio de varredura sobre o microscopio éptico quando sdo comparados para a mesma
ampliagao.

A carga elétrica dos elétrons permite que campos magnéticos sejam usados na cons-
trugio de lentes para os elétrons. A possibilidade de controlar facilmente a varredura de um feixe
de elétrons, levou ao desenvolvimento dos microscépios eletrénicos de varredura. Por causa disto,
os microscopios eletrénicos nao necessitam de movimentos mecanicos para focalizar o espécime,
como necessitam os microscopios opticos.

Durante a observacao de um espécime pelo microscopio eletrénico, um feixe de elétrons

de alta energia bombardeia a sua superficie. Se a superficie do espécime nao for eletricamente
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condutora, como ocorre com polimeros, cerdmicas e materiais bioldgicos, havera o acumulo de
cargas negativas sobre a sua superficie. Neste caso a carga do elétron se torna um problema, porque
serao repelidas pelas cargas acumuladas na superficie do espécime provocando uma distorgao na
imagem gerada. Para resolver este problema é usual cobrir o espécime com uma camada condutora
muito fina {~ 10 nm) de ouro ou carbono. Isto ¢ feito atualmente através de aparelhos chamados
de evaporadores de cobertura. Se o microscopio esta operando na sua resolugao mais alta, deve-
se tomar cuidado para que a cobertura condutora nao mascare detalhes finos da superficie. A
preparagao de espécimes é mais trabalhosa e cara que no caso da microscopia optica. Além dissu
a cobertura de ouro ou carbono nio permite a observacao de espécimes vivos.

O microscépio eletrénico de transmissao é de muitas maneiras similar ao mMicroscopio
composto 6ptico. Por exemplo, em ambos microscopios as radiacbes eletromagnéticas sdo geradas
de um filamento de tungsténio, e convergem para um espécime fino através de um sistema de
lentes condensadoras. A iluminacao transmitida através do espécime é focalizada e amplificada
primeiro por uma lente objetiva, para posteriormente ser amplificada por uma série de lentes
intermedidrias e projetoras até a imagem final ser visualizada. Ambos tipos de microscopios
podem gravar imagens usando uma emulsao fotogréfica a base de prata, que é sensivel para ambos
tipos de radiagoes.

E claro que as lentes do microscépio dptico sao feitas de vidro ou quartzo, enquanto
solenéides magnéticos sao usados nos microscépios eletrénicos. Os microscopios eletronicos reque-
remn um elaborado sistema de vécuo, para remover as moléculas de ar interferentes que impediriam
o fluxo de elétrons na coluna. Tal alto vicuo é necessério desde o ponto de origem dos elétrons (o
filamento) até, e usualmente incluindo, o filme fotografico. Conseqiientemente o espécime também
¢ submetido a este alto vacuo, e espécimes vivos seriam desidratados rapidamente se fossem coloca-
dos diretamente dentro do microscépio eletronico. Todavia, é possivel ver rapidamente especimes
finos hidratados e congelados, usando crio-estégios para manter o estado sélido da dgua celular
durante o bombardeio de um feixe eletrénico.

Uma grande vantagem da microscopia dptica é a possibilidade de geragao de imagens
coloridas, enquanto que a microscopia eletronica s6 gera imagens monocromaticas.

Resumindo, a microscopia eletrénica oferece resolucio mais alta (até 0,2 nm}, amph-
ficacao mais alta (até 1.000.000 X), maiores profundidades de campo e maior versatilidade do que
os mnicroscépios Spticos a um custo muito alto que pode passar dos 200 mil délares. O microscopio
éptico por sua vez oferece imagens coloridas, uma preparagéo de espécimes mais simples, {acilidade

de manuseio e um prego muito mais acessivel.



Capitulo 11

Técnicas Gerais de Melhoria de

Imagens Digitais

1I.1 Introdugao

Qualquer técnica de melboria de imagem digital, tém por objetivo principal realizar
um processamento sobre uma dada imagem e obter uma imagem resultante melhorada em algum
sentido, ou seja, a informagao relevante para um dado problema pode ser extraida mais facilmente
da imagem resultante, através de uma andlise visual, ou através de algum sistema de analise
automatico. Nos tltimos 30 anos foram desenvolvidas muitas técnicas de melhoria de imagens.
mas muitas trabalham com principios similares, ou produzem resultados comparaveis. Nas segoes
seguintes deste capitulo, apresenta-se de forma resumida as principais técnicas de melhoria de
imagens e seus fundamentos, com a finalidade de dar uma visao geral sobre o universo das técnicas
existentes.

As técpicas de melhoria de imagens digitais podem ser divididas em dois grandes
grupos, conhecidos como enriguecimento de imagens e restaura¢do de imagens. No entanto, existe
uma estrita relagio entre estes dois grupos, desde que uma imagem degradada que sofre um
processo de restauragao, freqilentemente acaba sendo enriquecida durante este processo. Mesmo
assim, existem algumas diferengas importantes entre restauragao e enriquecimento de 1magens,
que serdo apresentadas na sequéncia.

Quando uma imagem ideal sofre algum fenomeno de degradagao, a restauracio de
imagem tem por objetivo obter uma imagem processada tdo parecida quanto possivel com a
imagem ideal. No enriquecimento de imagem, o objetivo é fazer a imagem processada melhor do

que a imagem ndo-processada em algum sentido. Neste caso, a imagem processada ideal depende

41
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do contexto do problema e fregilentemente nao é bem definida. Além disso, um algoritmo simples.
heuristico, € que nao considera as caracteristicas do sinal e da degradagao, é geralmente considerado
um algoritmo de enriquecimento, enquanto um algoritmo que ¢ mais matematico e complexo. e
explora as caracteristicas do sinal e da degradacio, com um critério de erro explicito que procura
comparar a imagem processada com a imagem original ndo degradada, é geralmente considerado

um algoritmo de restauragao.

11.2 Enriquecimento de imagens

As técnicas de enriquecimento de imagens sao aplicadas no processamento de wma
dada imagem com a finalidade de melhorar sua aparéncia para observadores humanos, ou para
enriquecer o desempenho de outros sistemas de processamento de imagens. Os métodos e objetivos
do processamento variam com a aplicagao, ja que sao orientados para a solucdo de problemas e.
portanto, projetados segundo critérios subjetivos dependentes do problema. Assim, por exemplo.
o enriquecimento de imagens para observadores humanos, tem por objetivo a melhora de aspectos
ligados & percepgao como: inteligibilidade, aparéncia visual, qualidade da imagem, etc. Em outras
aplicagbes, como na identificacio de objetos pela maquina, a imagem pode ser enriquecida num
pré-processamento para melhorar o desempenho da méquina. Em muitos casos, portanto, é de
importancia secundaria manter a originalidade da imagem.

Como o objetivo do enriquecimento de imagens é dependente do contexto da aplicacao
e os critérios para enriquecimento sao fregiientemente muito complexos para serem traduzidos
em medidas objetivas titeis, os algoritmos das técnicas de enriquecimento de imagens tendem a
ser simples, heuristicos e qualitativos. Além disso, um algoritmo que funcione bem para uma
determinada classe de imagens, pode nao ser adequado para outras classes.

As técnicas de enriquecimento de imagens podem ser divididas em dois grupos basicos:
técnicas no dominio do espago e téenicas no dominio da fregiiéncia, sendo que estas técnicas podem
ser classificadas em métodos dependentes do sinal ou independentes do sinal, e em métodos lineares
ou nao-hneares.

As técnicas de processamento no dominio do espago, sao baseadas em procedimentos
que manipulam diretamente os pixels que compéemn a imagem. As fungoes de processamento de

imagem dentro do dominio espacial podem ser expressas como

g(ny,na) = T[f(n1,ny)] (1L.1)

onde f(ny,ny) é aimagem de entrada, g(nq, ng) é a imagem processada, e T' € um operador sobre f.
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definido sobre uma vizinhanga de (ny,n;). E também possivel deixar T" operar sobre um conjunto
de imagens de entrada, como na soma pixel-a-pixel de K imagens.
J4 as técnicas do dominio da freqiiéncia sio baseadas em procedimentos que modificam.

a transformada de Fourier da imagem, ou seja, no teorema da convolugao

g{na,n2) = hing,na) * f(n1,n2) (1.2}

onde g(n1,n;) é a imagem formada pela convolugao da imagem de entrada f{n;,nz) e o operador
invariante com o deslocamento h{ny,na).

Neste ponto observa-se que nio existe uma teoria geral de enriguecimento de imagem.
Quando uma imagem é processada para interpretagao visual, o observador é o juiz supremo na
avaliacdo final de quio bem um método trabalha. A avaliagao visual da qualidade de uma imagem
€ um processo altamente subjetivo, assim a definicao de uma “boa imagem” torna-se um padrao
ilusério pelo qual se avalia o desempenho de um algoritmo. Quando o problema é de proces-
samento de imagens para percepcao de méquina, a tarefa de avaliacdo é um pouco mais facil.
Se, por exemplo, trata-se de uma aplicagao para reconhecimento de caracteres, o melhor método
de processamento de imagem serd aquele que produzir o melhor resultado de reconhecimento na
maquina.

E importante notar que mesmo em situagbes onde pode-se estabelecer um critério claro
de desempenho para um problema, é inevitavel a experiéncia da “tentativa e erro” antes de ser
capaz de se estabelecer um método de processamento adequado para uma imagem particular.

As préximas segoes tentam organizar os diversos métodos de enriquecimento de ima-
gens em categorias semelhantes, introduzindo-os de forma resumida. Maiores detalhes podem ser

encontrados nas Referéncias {17}, [18] e [19].

I1.2.1 Maétodos baseados na modificacao do histograma

O histograma de uma imagem, denotado por p(f), representa o mimero de pixels que
tem uma especifica intensidade f, também é chamado de fungao de densidade de distribuicao
(ou de probabilidade) dos niveis da imagem. Resumindo, o histograma fornece uma descrigao
global da aparéncia de uma imagem. Os métodos discutidos nesta secao realizam enriquecimento
modificando o histograma de uma dada imagem de uma maneira especifica. O tipo e grau de
enriquecimento obtido depende da natureza do histograma especificado e da natureza da trans-

formacao aplicada.
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A determinacio da transformagéo desejada depende da aplicagdo e em algumas aphi-
cacoes consideragdes fisicas podem determinar esta transformacao. E o caso de sistemas com
caracteristicas nao-lineares, como a relagao entre brilho e tensio nos tubos de raios catddicos.
onde deseja-se compensar estas nao-linearidades. Em tais casos, a transformagao mais apropriads
pode ser determinada da nao-linearidade do sistema. Uma boa transformacio em aplicagoes
tipicas pode ser identificada pelo calculo do histograma da imagem de entrada e do estudo das
suas caracteristicas. Com alguma prética é possivel estabelecer, de forma manual e interativa.
transformacoes que leverm a resultados agraddveis. Geralmente este processo manual e interativo
¢ demorado, devido As muitas experimentagdes (“tentativa e erro”) necessdrias para se chegar a
transformacio adequada. Assim, prefere-se empregar processos mais automaticos que levam a
economia de tempo, como os que sao descritos nas proximas segoes.

Por uma questio de simplicidade, as intensidades sao normalizadas e o problema € ana-
lisado e desenvolvido no dominio continuo, com posterior discretizagao para aplicagao nas imagens
digitais. Para encontrar a transformacao adequada através da teoria elementar de probabilidade.

as transformacdes discutidas aqui obedecem as relagdes e condigdes abaixo:

s=T{ry e r=T7"s) (11.3:

onde r e s sao as intensidades das imagens de entrada e de saida, respectivamente, para a posicao
continua (z,y); T a transformagao desejada com a restrigdo de ser monotonamente crescente e
T-1 4 transformacio inversa. Entio se p,(r) e T(r) sio conhecidos e se T7¥(s) é monotonamente

crescente, tem-se da teoria elementar de probabilidade a relagao

d
ps(s) = [pr(r)éﬂ (11.4:
r=T—1(s)

onde p,(r) é a funcdo densidade de probabilidade da imagem de entrada e p,{s) € a funcao densi-
dade de probabilidade da imagem processada.
Equalizagdo do histograma

Nesta técnica deseja-se aplicar uma transformagdo sobre o histograma da imagem de
entrada de forma que o histograma da imagem de saida seja plano. A transformacao desejada

neste caso é dada por

s=T(r) = | " pe(w) - duw (115)
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onde T é a transformacéo desejada e w a variavel de integracao. Observe que a transformagao T
é a funcio densidede de distribuigdo acumulada e que a derivada de s em relagdo a r ¢ igual a
p.{r). Substituindo dr/ds em (I1.4} tem-se

ps(S)z[pr(r) 1 ] =1 (1L6)
p,.(T) r=T3(s)

que confirma o histograma plano da imagem processada. Mas como as imagens a serem processadas

estao na forma discreta, a Eq. (I1.5) deve ser discretizada para poder ser usada, assim obtém-se

k ) k
sk:T(rk)xZ% =Y p.(ry), para k= 0,1,...,L— 1. (1.7
=20 =0

onde s; ¢ o k-ésimo nivel de intensidade da imagem processada, ry € o k-ésimo nivel da imagem
de entrada, L é o miimero de niveis, p.(r;) é a densidade de probabilidade do k-ésimo nivel da

imagem de entrada, n; é o nimero de vezes que este pixel aparece na imagem e n é o nimero de

pixels da 1magem.

Especificagao direta do histograma

Nesta técnica deseja-se que o histograma da imagem processada tenha um formato que
¢ especificado de acordo com alguma necessidade ou objetivo. Um exemplo de formato especificado
poderia ter um méaximo ao redor do meio da faixa dinamica’, diminuindo lentamente para quando

a intensidade aumenta ou diminul.

Os passos necessarios para se obter uma imagem processada com um histograma espe-

cificado, sdo os seguintes:

1. Equalizar os niveis da imagem original através do método anterjor, usando a Eq. (IL.3)

T

s=T(r) = fo pr(w)duw . (11.8)

2. Especificar o histograma desejado para a imagem processada e obter a fungdo transformagao

U(z)

v="Ulz) = /O " pa(w)dw . (11.9)

1A faixa dinamica corresponde 3 faixa de valores que a intensidade dos pixels de uma dada imagem assumem.
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3. Aplicar a fungao transformacao inversa, U1, sobre os niveis obtidos no passo (1), para obter

os niveis da imagem processada

z=U"1s) = U T(r)] . (11.10)

Pelo dltimo termo da Eq. (I11.10), constata-se que esta técnica consiste na combinagao
de duas transformacdes diferentes. No caso continuo, explicitado pela Eq. (11.10), defronta-se com
a dificuldade de calculo da transformacio inversa, U~', analiticamente. Ja para o caso discreto
dado pelas Egs. (11.7) e (I1.11}, o problema é contornado devido ao pequeno niimero de niveis
distintos que os pixels podem assumir, 0 que torna mais ficil o cdleulo e armazenagem de um

mapeamento para cada possivel valor de pixel.

k
vp = Ulze) = D p(2)s para k=0,1,...,L 1. (11.11)
e

Enriquecimento local

As duas técnicas anteriores tém uma caracteristica global, porque os pixels sao mo-
dificados através de uma funcio de transformacio baseada na distribuicao de niveis da imagem
inteira. Uma técnica global é apropriada para entiquecimento de toda a imagem, nio sendo ade-
quada para enriquecimento de detalhes sobre pequenas ireas da imagem, j4 que o namero de
pixels nestas areas podem ter influéncia desprezivel no cdlculo de uma transformacao global. Logo

o uso deste tipo de tranformagio néo garante o enriquecimento local desejado.

A solucao é projetar uma fungdo de transformagao baseada na distribuicio de niveis,
ou outras propriedades, da vizinhanca de todo pixel em uma dada imagem. O procedimento
consiste em definir uma vizinhanca de N x M pixels e mover o centro desta area de pixel para
pixel na imagem. Para cada localizagao calcula-se o histograma da rea de N x M pixels, obtendo-
se a fungio de transformagio da equalizagdo do histograma, ou a funcio de transformagéo da
modificagio direta do histograma. Esta fungdo € finalmente usada para mapear o nivel do pixel
centrado na area. O centro da drea de N x M pixels é movido para a localizagao do pixel adjacente

e o procedimento é repetido.
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11.2.2 Métodos para suavizar imagens

Operacoes suavizadoras sao usadas primariamente para diminuir efeitos esplirios?, que
podem estar presentes em uma imagem digital como resultado de um sistema de amostragem
pobre, ou de um canal de transmissio deficiente. Esta area do enriquecimento de imagens, que
visa reduzir degradacdes presentes na imagem, obviamente sobrepoe-se ao campo de atuagao da

restauracao de imagem.

Média da vizinhanga

B uma técnica muito forte no dominio espacial. Para uma imagem f(n,,ny) de N x N
pixels, o procedimento ¢ gerar uma imagem suavizada g(ni,ny), tal que cada um de seus pontos
{n1,n,) é obtido através da média dos valores dos pixels de f, contidos na vizinhanca pré-definida

de {ny,n,). A expressao que representa este rocedimento é
1,71y

1

g(n;,ng) —_ ‘M"‘ Z f(k;,k’g) (11]2)
(ki.k2)ES
para ny,ng = 0,1,..., N —1; § € o conjunto de coordenadas dos pontos da vizinhanga do ponto

(n1,m2) (alguns autores incluem o ponto (ny,n;) neste conjunto e outros nao); e M € o numero
total de pontos na vizinhanca considerada.

A média da vizinhanca como descrita acima, tem a caracteristica intrinsica de borrar
ou embacar a imagem, tanto mais quanto maior for a vizinhanca considerada. Para diminuir este

efeito emprega-se o procedimento abaixo que estabelece um hmar

ﬁ Z(k;,kg)es flhky k) se %f(nlaﬂﬂ) - T\lif }:(k;,kQ)ES fiky, kz)i <7

1 (1L.13)
fra,ng) se ;f(nnnz) — a7 Ltk kpyes Tkt kz){ =T

g (niv nz) = {
onde T é um limiar especificado e ndo-negativo. Desta forma, reduz-se o embagamento por deixar
inalteradas regides da imagem com grandes variagdes de niveis. Geralmente espera-se que as partes
das imagens com grandes variagdes de niveis, correspondam as partes que contenham bordas.

Um dos principais problemas deste método é o embacamento provocado em bordas e
detalhes nitidos, embora possa ser razoavelmente evitado com o emprego do limiar. No entanto,

a escolha do limiar envolve consideravel “tentativa e erro”.

2Podem ser ruidos do tipo aleatdrio efou impulsivo.
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Filtragem por mediana

A filtragem por mediana é um processo nao-linear, onde o nivel de cada pixel é trocado
pela mediana dos niveis dos pixels da vizinhanga considerada. Os resultados obtidos com este
método sio particularmente bons para imagens contaminadas por forte ruido impulsivo, nas quais
deseja-se manter a nitidez das bordas.

Um exemplo de filtragem por mediana é dado pela Fig. 111 (a), onde o pixel de
intensidade 10 esta sendo processado. Ordenando-se as intensidades da vizinhanga de 3 x 3 pixels
tém-se a sequéncia: 10, 12, 15, 15, 18, 20, 20, 30 e 30, cujo quinto termo é a mediana®. A

Fig. I1.1 (b) mostra o tesultado do processamento deste pixel.

12 115 1 20 12|15 | 20
30 | 10 | 18 (a) 30 | 18 | 18 (b)
30 |20 15 30 |20 | 15

Figura I1.1: Exemplo de filtragem por mediana numa vizinhanga de 3 x 3 pixels

O parametro mais importante a ser definido num processamento por mediana € o
tamanho da vizinhanca ou janela a ser usada. O tamanho da janela geralmente depende do
contexto e ¢ dificil de ser definida, portanto, é comum a realizagio de vdrios processamentos com

tamanhos de janelas diferentes, para permitir a escolha do melhor resultado.

Filtragem passa-baixas

A energia de uma imagem tipica concentra-se nas suas componentes de baixa freqién-
cia, devido a alta correlagao espacial existente entre pixels vizinhos. A energia das degradagdes de
imagens, tais como ruido aleatério de faixa larga e ruido impulsivo, caracteriza-se por estar mais
espalhada sobre a faixa de freqiiéncia.' Assim, geralmente, as degradagbes deste tipo contribuem
muito no conteiido de componentes de alta freqiiéncia da imagem.

Portanto a reducéo das componentes de alta freqiéncia, enquanto preserva-se as com-
ponentes de baixa freqiiéncia, reduz uma grande quantidade de ruido ao custo de reduzir uma
pequena quantidade do sinal.

Esta técnica do dominio da freqiiéncia, como ja foi dito, baseia-se na modificagao da

transformada de Fourier da imagem original, ou seja, na relagao

3A mediana m da seqiiéncia é tal que, metade dos termos da sequéncia sio menores do gque m e a outra metade

sao malores do gue m.
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G(W],O)g) = H(wl,wg)F(w;,wz) (1]14

onde F(wi,ws) é a transformada da imagem a ser suavizada, e Glwy,wz) € a transformada da
imagem suavizada. Entao, todo o problema reduz-se em encontrar a fungio H(w;,w,) que produz
G(wr,wz), por atenuar as componentes de alta freqiiéncia de F(wy,w2). O tratamento teorico
da especificacao e projeto de filtros passa-baixas, é um assunto muito extenso e nao sera abor-
dado neste trabalho. As Referéncias [17] e [23] tratam amplamente deste assunto. Além disso.
no Apéndice B pode-se encontrar o projeto dos filtros passa-baixas usados nos processamentos
realizados neste trabalho.

A principal limitagao da filtragem passa-baixas, é o embagamento provocado pela tenta-

tiva de diminuir mais o ruido da imagem diminuindo-se a fregiiéncia de corte do filtro passa-baixas.

Média de miltiplas imagens

Considere-se a imagem ruidosa g{n1,7m2), formada pela soma de ruido v(ny,ns) e de

wma imagem original f(ni,n2)

g(ny,ng) = flni,ng) + v(ny, na) (TL15}

onde assume-se que para todo par de coordenadas (ny,nz) o ruido é nao-correlacionado e tem
valor médio zero. Assim é facil mostrar, [26], que se uma imagem §{(n;,n2) é formada pela média

de M imagens ruidosas diferentes,

1 M ‘
g(m,na) = 37 Y gi(n1,n2), (11.16)
=1
seglie-se que
E{g(ni,n2)} = f(ni,n2) € (11.17)
Uﬁ(m,nz) = 'jjgu{nl mz) (Hlb)

onde E{g(n1,n)} é o valor esperado de g, 02y ma) © Tofnymg) 5B S varidncias de § e v na
coordenada (n;,n2).
A Eq. (11.18) indica que quando M aumenta, a variabilidade de cada pixel diminul,

mais g(ni,n2) se aproxima de f(nq1,m2). Na pratica existem dificuldades para se obter as M
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imagens ruidosas e ao mesmo tempo em regisiro®.

Filtragem nao-linear (subtragéo espectral)

Além de métodos lineares, como a filtragem passa-baixas descrita anteriormente, méto-
dos nio-lineares também podem ser utilizados no dominio da freqliéncia espacial, para a suavizagao
de imagens contaminadas com forte ruido branco gaussiano. Para este tipo de imagem os resul-
tados obtidos com este método sdo particularmente bons, quando comparados com os resultados
obtidos com a filiragem passa-baixas.

No dominio da fregiiéncia, o espectro da imagem ruidosa ¢ formado pela soma do
espectro da imagem propriamente dita, mais o espectro do ruido que apresenta um platé com
amplitude média constante. Este método elimina por subtragio no dominio espectral, o valor

médio do rufdo do espectro da imagem tuidosa. O método é representado pelas expressoes

W we)|2 — A2R2/? w1, w P -

Clerion)] = { [F(wr,w)|? = MR/ para [Flunw)| > B (IL19)
0 para [Fwy,w)| < R

P{G(wr,w2)} = ¢{Flwi,wq)} (11.20)

onde G(w;,w,) é o espectro da imagem processada; F(wy,w;) é o espectro da imagem original
ruidosa; R é a amplitude média do ruido; ¢{G(wy,w2)} e ¢{F(w;,w;)} sao as fases da imagem
processada e original, respectivamente; e A é um fator utilizado para a obtencdo da supressao otima
no sentido quadratico, A > 1. A determinacao de A é realizada experimentalmente, como uma
funcio da energia média do ruido, R?, e das propriedades do espectro do sinal. Em muitos casos
a amplitude média do ruido, R, pode ser estimada através da andlise da parte de alta frequéncia
do espectro da imagem ruidosa, desde que, geralmente a relagao sinal/ruido é muito baixa nesta

regiao.

11.2.3 Meétodos para destacar bordas e formas

Uma borde ou formae em uma imagem, é uma fronteira ou contorno onde ocorre uma
mudanca significativa em algum aspecto fisico da imagem. Estas mudangas de aspecto fisico se

manifestarn de muitas formas como, por exemplo, em mudangas de intensidade, cor, textura, etc.

4Em registro significa que cada pixel de uma imagem esta sempre na mesma posigao {n1,ny) nas outras imagens.
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As téenicas aqui discutidas sao representativas das muitas existentes e sao dteis como
ferramentas de enriquecimento para destacar bordas efou formas nas imagens, podendo ser utili-

zadas em numerosos contextos como, por exemplo, na deteccédo de objetos.

Diferenciagao

Como foi visto na Secao 11.2.2, a média da vizinhanca tende a embagar detalhes na
imagem. Desde que média é andloga a integragio, € natural esperar que a diferenciagio tenha o
efeito oposto, ressaltando detalhes na imagem.

Existem vérias famflias de métodos de enriquecimento de imagens para destacar formas
por diferenciagao, por exemplo: (1) Métodos baseados no gradiente, (2) Métodos baseados no
laplaciano, e (3) Método de Marr e Hildreth.

Todas as familias de métodos da lista acima tém fundamentagio semethante, diferindo
em alguns pontos como, por exemplo: os métodos baseados no gradiente utilizam-se de derivadas
primeiras, enquanto que os baseados no laplaciano utilizam-se de derivadas segundas; o critério
para determinar se um pixel é uma borda no método do gradiente, é o méaximo da derivada
primeira e é o cruzamento de zero da derivada segunda no caso do laplaciano; também a maneira
de aproximar as derivadas por equagdes a diferencas gera muitas variantes em cada método; etc.

Como representante desta categoria de técnicas de enriquecimento de imagens, sera
apresentado a seguir um método dependente do sina} bastante comum baseado no gradiente.

Dada a funcio f{ni,n;), o gradiente de f para as coordenadas (n1,n2) é definido como o vetor

a8
G[f(n,n2)] = [ ?él } (11.21)

Onz
onde o vetor G{f(n1,n;)] aponta na direcdo de maior crescimento da fungdo f{ni,n2), e a mag-

nitude de G[f(n;,ny)] é dada por

Gif (n,m2)] = mag[G] = [(8f /1)’ + (9 [Ona)’]'/*. (11.22)

Na pratica, a fungio escalar G{f(n1,n9)] é comummente chamada de gradiente de f e
a Eq. (IL22) é a base para numerosos métodos de diferenciacio de imagens. No caso de imagens
digitais, as derivadas desta equagao sao aproximadas por equagbes a diferengas e, obviamente.

existe mais de uma aproximacio possivel. Uma aproximagéao tipica ¢ dada pela relacao

G[f(n;, n2)] == {[f(nh n2) - f(nl + 1’ n2)12 + [f(nl,nz) s f(nl, g 1)]2}1/2, (2123)
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Do ponto de vista computacional, a equagdo acima pode ser reduzida para a forma

absoluta dada abaixo, sem grandes influéncias no resultado.

G (n1,n2)] & [f(m,n2) — [l + L) + | flra,ne) — flng,ma + b (11.24)
Para mostrar que a aproximagao dada pelas Eqs. (I1.23) e (I1.24) nao é unica, as

equacOes abaixo apresentamn uma outra aproximagao, algumas vezes chamada de gradiente Roberis.

que usa diferengas cruzadas:

Glf (n1,m2)] = {{f(na.mg) — flny + 1na + DI + [f(m + Lima) = fna,ng + DI/ (11.25)

ou na forma absoluta

Glf(n1,n2)] = | f(n1,n2) = flm + Lna + 1)+ | [l + 1,n2) — f(n1,m2 + 1)L (11.26)

Nas duas aproximagoes dadas acima, o valor do gradiente é proporcional a diferenca de
niveis entre pixels adjacentes. Assim, o gradiente assume valores maiores em regides da imagem
que contenham bordas, valores menores em regices suavizadas e valor nulo somente em regices
que tém nivel constante.

Uma vez escolhido o método para aproximar o gradiente, ainda existem numerosas
maneiras de usar o resultado para gerar uma imagem processada g(ny, ns). Abaixo cita-se algumas

maneiras usadas para gerar g(ni,ng):

e O mais simples é tomar o valor de cada ponto da imagem processada g{ny,n2), como sendo

o valor do gradiente para cada ponto da imagem f(ny,ny), isto é,

g(n1,n2) = G[f (n1,m2)]. (11273

A principal desvantagem deste caso ocorre nas regioes de f(n1,n,) com variagoes

suaves, as quais aparecem escuras em g{(ny, nz).

e Tentando contornar a desvantagem do caso acima, g(n;,n;) € tomado como

Glf(ni,na)] se G[f(m,m)} 2T
f(nlan2) se G[f(nlan2)] < T

onde T' é um limiar positivo. A selegio apropriada de T permite realgar bordas sem destruir

gln,ng) = { (11.28)

as caracteristicas das regides com variacao suave.
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o Uma variacio do caso acima é designar um nivel L para as bordas, ou seja,

L - Gl f(n >T
gln,ma) =4 s Glfm,ra)) 2 (11.29)
flni,ng)  se G[f(ny,na)] <T.
e Para estudar a variagio dos niveis das bordas sem a interferéncia do fundo, usa-se
G "1 b 2 T
gy = { CU )l se Gli(m,ma)] (11.30)
Lg se G[f(ny,na)] < T

onde Ly é o nivel especificado para o fundo.

e Um tltimo caso a comentar é aquele que destaca apenas a localizacao das bordas, a relagao

se G[f(ny,ng
g{ni,ng) = { Le LA )

2T
(11.31)
Lg se G[f(ny,n)l < T

fornece como resultado do processamento uma imagem binaria, onde as bordas e o fundo

sa0 exibidos em quaisquer dois niveis especificados.

Filtragem passa-altas

Como foi visto na filtragem passa-baixas da Secgao 11.2.2, uma imagem pode ser em-
bagada atenuando-se as componentes de alta-freqiiéncia da sua transformada de Fourier. Desde
que bordas e outras mudancas abruptas nos niveis de uma imagem estao diretamente associadas
s componentes de alta-freqiiéncia, é de se esperar que a manutencao das componentes de alta
freqiiéncia, junto com a atenuagdo das componentes de baixa freqiéncia da transformada de
Fourier de uma imagem, ressalte as bordas e formas desta imagem. Este processo é chamado de
filiragem passa-altas.

Como na filtragem passa-baixas, o problema neste caso também se reduz em encontrar
a funcio de transferéncia do filtro passa-altas. A teoria sobre filtros passa-altas é bastante extensa e
pode ser encontrada nas Referéncias [17] e [23] jd citadas na secéo da filtragem passa-baixas. Além
disso, no Apéndice B pode-se encontrar o projeto do filtro passa-altas usado nos processamentos
realizados neste trabalho.

Uma limitagao da filtragem passa-altas é a pequena diferenca entre os niveis das bordas
ressaltadas e os niveis das outras regides da imagem processada, que tinham predominancia de

componentes de baixa-freqiéncia.
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Para diminuir esta limitagio pode-se somar uma constante a fungao de tranferéncia do
filtro passa-altas. Este procedimento preserva componentes de baixa-freqiéncia enquanto ampli-
fica as componentes de alta-freqiiéncia, o método assim descrito é chamado de énfase em altas-
fregiiéncias. Um resultado melhor é obtido aplicando-se a énfase em altas-freqiiéncias, e em seguida

a equalizagdo de histograma.

Mascaramento nao-nitido

Os procedimentos utilizados em artes gréficas para a impressao de fotografias, serviram
de inspiracio para o desenvolvimento deste método. O processo consiste em tomar a imagem
original e produzir a partir dela uma imagem embagada, uma fragdo da imagem embacada ¢
subtraida da imagem original, ou seja, este método é de alguma forma um tipo de filtragem

passa-altas. O resultado é representado pela expressao

g(ny,ng) = a - f(ny,na) — B fulng,na), (11.32)

onde g(n;.n2) é a 1magem processada, f(nq,n2) € a 1magem original, fr{ni.ng) é a imagem
embacada e a e 3 séo escalares positivos com & > B. Da Eq. (11.32) é claro que as componentes de
alta-freqiiéncia sao enfatizadas, enquanto que as componentes de baixa-fregiiéncia sao atenuadas.

A Fig. IL2 mostra um diagrama de blocos para este método, onde a =2 e § = 1.

2

f(nq,n2) - N g(ny,n2)
F(wl,WQ) ’\>_</ ) + G(w1-,.w2) .

Filtro passa-baixas
% " h(?’b},’nz) Aoy H(wl,ng)

TR
ol

Figura I1.2: Sistema para mascaramento nao-nitido

11.2.4 Meétodo baseado no modelamento da imagem
Modelamento da imagem

Uma imagem é tipicamente formada pela luz refletida de um objeto iluminado por

alguma fonte de luz. Assim uma imagem pode ser modelada como uma funcao bidimensional da
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intensidade de luz, representada por f(ni,n.), onde o valor da amplitude de f nas coordenadas
(rnq,n,) dd a intensidade ou brilho da imagem neste ponto. Desde que a luz é uma forma de
energia, f{n1,n,) deve ser finito e maior do que zero.

A formagio da imagem f(n1,n;) pode ser considerada como sendo caracterizada por
duas componentes. Uma é a quantidade de luz da fonte incidente sobre a cena e a outra é a
guantidade de luz refletida pelos objetos da cena. Estas componentes sao chamadas de duminagao

e refletdncia, sendo representadas por i(ny,nz} e r{ny, ny), respectivamente. Assim,

F(ns,nz) = i(ny, na)r(ny, na), onde 0 < i(ny,ny) < oo (11.33)
e 0<ring,ng) <1 )

Na Eq. (11.33), os valores limites indicados para a iluminagdo e para a refletancia sao
valores tedricos, na pratica estes valores nunca sao atingidos. Por exemplo. os casos limites da
refletancia se fossem atingidos, corresponderiam as seguintes situagoes: r(n;,ns) = 0 indicaria a
absorcao total da luz incidente (preto absoluto) e r(ny,n;) = 1 indicaria a reflexdo total da luz

incidente {branco absoluto).

Processamento homomérfico

Quando uma imagem com larga faixa dinamica, tal como uma cena de um dia en-
solarado, é gravada sobre um meio com pequena faixa dinamica, tal como um filme fotografico.
tem-se uma sensivel redugao do contraste da imagem principalmente nas regides escuras e bri-
lhantes. Uma maneira empregada para diminuir este problema, consiste em enriquecer a imagem
através da reducio de sua faixa dindmica e do aumento de seu contraste local, antes de grava-la
sobre o meio com pequena faixa dinamica. O processamento homomorfico realiza este tipo de

enriquecimento por empregar o modelo de imagem dado pela Eq. (11.33}, reproduzida abaixo

flny, ny) = t(ng, ny)r(ng, ny). (11.34)

A componente de iluminacdo, #{n,n,), € caracterizada por lentas variacoes espacials
P 3 1,762}
que representam as regides homogéneas do objeto, logo sera considerada a principal contribuidora
para a faixa dinamica da imagem. J4 a componente da refletincia, r(n1, ny), é caracterizada por
variagoes abruptas que representam os detalhes de um objeto, logo serd considerada a principal
contribuidora para o contraste local. Resumindo, a iluminacgio esta diretamente relacionada a
faixa dinamica em que os pixels da imagem excursionam, enquanto que o contraste é uma fungao
; €1q g

da refletividade natural dos objetos da imagem.
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Para reduzir a faixa dinamica e aumentar o contraste local, ¢ necessario reduzir as
variagoes da componente t{n;,n;) e aumentar as variagdes da componente r(nq, ny) da imagem.

Um sistema que realiza estd operagao é o sistema homomorfico da Fig. 11.3.

a <]

logi{ny.n
J rPR gt(ny, 2)@

fing,ng) p(ni, ns)

e oOg > exp — s

log r(n;, nz)

» FPA » X

g>1
Figura I11.3: Sistema homombrfico para enriquecimento de imagem

A operagao logaritmica é necessaria para separar as componentes de iluminagao e de

refletancia da Eq. (I1.34), gerando

log f(ny,n2) = logi(ny, ny) + log r(n1, ng), (11.35}

onde logi(ny, ny) varia lentamente e logr(ny,ny) varia rapidamente. Assim a aplicagao de fil-
tragens passa-baixas e passa-altas sobre log f(ni,n;), produzird a separagao das componenies
logi(ny,ny) e logr(ng, ny), respectivamente. Entdo procede-se a atenuagao de logi(ng, ny) pela
constante positiva «, (a < 1), e a amplificacio de log r(n;,n,} pela constante positiva 3, (8 > 1}.
A imagem resultante € obtida aplicando-se a exponenciagao na soma das componentes processadas

no dominio da intensidade logaritmica.

11.2.5 Modificacao adaptativa de contraste local e luminancia local

média

Algumas vezes é necessirio modificar o contraste local e a luminancia local média.
de acordo com as variagdes das caracteristicas locais de uma imagem. Em tais casos é razoavel
processar a imagem adaptativamente.

Um exemplo tipico para a aplicagao deste tipo de processamento sao as imagens do solo

tiradas de avido, quando existem nuvens entre o avido e o solo. A imagem das regides encobertas

por nuvens estdo degradadas, desde que tém aumentada a sua luminancia local média, devido a
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reflexio da luz do sol sobre a cobertura de nuvens; e o seu contraste local também esta diminuido,
por causa da atenuacao que sofre o sinal vindo do solo ao atravessar a cobertura de nuvens.

O enriquecimento deste tipo de imagem consiste em aumentar o contraste local e
diminuir a luminancia local média quando se detecta a cobertura de nuvens. A cobertura de
nuvens & detectada através da medida da luminancia local média, se ela é alta, significa que a
cobertura de nuvens esta presente. |

Um exemplo de sistema que reduz o efeito da cobertura de nuvens é dado na Fig. 11.4,
onde f(n1,ns) é a luminancia local média; fiy(ni, nz)-é o contraste local; k(fL) ¢ uma constante
que varia, ou se adapta, de acordo com a presenga de nuvens que é detectada por fi e tem por
funcao amplificar fy; a ndo-linearidade é um sistema para atenuar a luminancia local média; e

p(ny,n,) € a imagem processada.

fL(nlnn‘Z) fll;(n'I:HZ)

Nao-linearidade '

FPB

2 J

¥

fluoma) |0 - k(f1) | G‘) p(n1, )

A

P

e N
\_/ fH(nl,ng)© Fhr(n2,m2)

Figura I1.4: Modificacéo adaptativa do contraste local e da Juminincia local média

11.2.6 Métodos baseados em pseudo-cores

A motivacio para usar cores em processamento de imagens, vem do fato que o olho
humano pode distinguir milbares de cores e intensidades diferentes. Esta caracteristica esta em
aitido contraste com o desempenho relativamente baixo do olho quando as imagens sao formadas
somente por niveis de cinza. Neste caso, somente uma a duas dizias de niveis de cinza sao
detectéveis pelo observador médio em qualquer ponto da imagem. O olho possui grande capacidade
de interpretagio de imagens coloridas, além de que imagens coloridas sao mais agradaveis de serem
observadas.

O objetivo basico destas técnicas é tomar uma imagem monocromatica e designar uma
cor para cada pixel, baseando-se por exemplo em sua intensidade. A quantidade de técnicas para
designar cores séo limitadas somente pela capacidade de exibicéo do sistema e pela imaginagao

do usudrio, nao existindo regras ou férmulas a serem seguidas. Como as cores atribuidas nao
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constituem as cores naturais da imagem, entio elas sio chamadas de pseudo-cores.

Fatiando intensidade

Esta técnica de processamento de imagens com pseudo-cores é uma das mais simples ja
desenvolvida. Nesta técnica a imagem € vista como uma funcao bidimensional da intensidade, onde
a escala de intensidade ¢ dividida em viérios segmentos, que sdo mapeados para cores diferentes.
ou seja, para cada pixel da imagem processada atribui-se uma cor de acordo com o segmento a

que pertence a intensidade deste pixel na imagem original.

Resumindo, suponha-se que a escala de intensidade da imagem original, f(n;,ny), é

dividida em M segmentos representados por: s1,82,...,5um € que a cada segmento é relacionada
uma cor diferente ¢;,¢3,...,¢cp. Entdo a imagem processada g(ny,n;) é dada por
glny,ny) = ¢, se f(ny,ny) € 8¢, parak=1,2,... M. (11.36

Transformacao de niveis de cinza para cores

A Fig. 11.5 representa a idéia basica desta técnica, que consiste em realizar trés trans-
formagdes independentes sobre o nivel de cinza de qualquer pixel da imagem de enirada. Os trés
resultados assim obtidos podem ser combinados para formar uma imagem colorida, cujo conteido
de cor ¢ modulado pela natureza das fungdes de transformacao utilizadas. E importante observar
que estas transformacoes sdo realizadas sobre os valores de niveis de cinza da imagem, nao sendo.

portanto, funcoes da posigao.

Transformacao | pr(ni, n2) Componente

para vermelho vermelho
f(n1,na) . Transformagao pc(ni,ng) Componente
"I para verde verde

Transformacao | p{n1,72)  Componente
para azul azul

Figura 11.5: Diagrama de blocos para transformacio de nivel de cinza para cor



11.2. ENRIQUECIMENTO DE IMAGENS 59

Filtragem para pseudo-cores

A Fig. 11.6 mostra um esquema de codificagao de cor baseado em operagoes no dominio

da freqiénaa.

Filt Tra%l}sézgzada Processamento pr(n1,12) Componente
1hro de Fourier adicional verinelho
f (m, nz) Transformada ] Tra_nsforma,da Processamento pg(nl, nz) Combonente
™ 3 » Filtro iversa we o Sl A
de Fourier de Fourier adicional verde
Lw F3lt Tra?;fygizr;ada [, Processamento pB(n]anZ) Componente
e i TN TR
o de Fourier adicional azul

Figura 1L6: Um medelo de filtragem para pseudo-cores

Neste processamento, a transformada de Fourier da imagem monocromética de entrada.
é modificada por trés funcdes filtro independentes, gerando as trés componentes RGB da imagem
colorida. Em cada caminho de processamento, apds a transformada inversa de Fourier, existe um
processamento adicional que pode ser, por exemplo, uma equalizacao de histograma.

Um exemplo tipico de escolha para as fungdes filtro, é usar filtros passa-baixas, passa-
faixa e passa-altas, obtendo-se assim trés faixas de fregiiéncia, de forma que o resultado do caminho
do filtro passa-baixas é considerado como a componente azul, do passa-faixa a componente verde

e do passa-altas a componente vermelha da imagem final.

11.2.7 Meétodos para estimacgio de movimento

Um filme de cinema ou uma irradiacio de televisdo, sao na verdade uma seqiiéncia de
quadros fotograficos mostrados em répida sucessao (24 e 30 quadros /s respectivamente). A taxa
de exibigio de quadros necessaria para dar a sensagao de movimento é suficienternente alta para
permitir uma grande quantidade de redundancia temporal entre quadros adjacentes. Uma boa
parte das variacdes de intensidade existente entre quadros adjacentes é devida a movimentagao
de objetos. O processo que determina a movimentagio de objetos dentro de uma sequéncia de
quadros de imagem, é chamado de estimagio de movimento. O processamento de imagens que
leva em conta a presenca de movimento é chamado de processamento de imagem com compensagéo

de movimento,
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Este tipo de processamento com compensagao de movimento tem muitas aplicagoes:

1. Na interpolacio de imagens, a estimativa dos parametros de movimento permite a criagao

de um novo quadro de imagem, a partir de dois quadros existentes e adjacentes.

2. Na restauracio de imagens, a estimativa dos pardmetros de movimento permite identificar
regides dentro de diferentes quadros, onde espera-se que as intensidades das imagens sejam

as mesmas ou similares.

3. Na codificagio de imagens, este processamento permite a predicao do quadro corrente através
dos quadros anteriores, limitando a codificagao para a diferenca de intensidades entre o
quadro corrente e o quadro corrente predito e além disso pode-se descartar alguns quadros

na codificacio, para depois reconstrui-los através da interpolacao dos quadros codificados.

A estimacéo do movimento translacional de objetos, considera f(z,y,1_1) e f(z,y.10]
como representantes da intensidade da imagem nos instantes {_; e to, respectivamente ({_y cor-

responde ao instante passado e ty ao instante corrente). Assumindo que

f(l':y: tD) ﬁf(x""dmy _dystmi) (EI3T}

onde d, e d, correspondem aos deslocamentos horizontal e vertical entre os instantes {_1 e ¢o. E

se 0 movimento é uniforme entre estes instantes, entao

f(wayat) - f(.i',' o Ua:(t - t—l): ¥ - v‘y(t . tml)a t-—-l)? pata i<t g iy (1138}

onde v, e v, sdo as velocidades uniformes horizontal e vertical.
A conseqiiéncia direta da Eq. (11.38) é uma equagio diferencial que relaciona v, e v,
com Of(z,y,t)/0x, 3f(z,y,t)/8y e Of(x,y,t)/0t, sendo vilida na regiao espago-temporal

sobre a qual assume-se 0 movimento translacional uniforme. A equagdo €

df (x,y,1) f(z,y,t) | 9f(z,y.8)
L + vy By + 5 = (.

A hipétese de simples translagio que leva & Eq. (11.38) e a hipdtese adicional de veloci-

(11.39)

dade uniforme que leva a Eq. (11.39), sdo altamente restritivas ndo permitindo rotacoes de objetos.
zoom, miltiplos objetos se movendo com diferentes v, e v,, etc. Mas considerando-se o movimento

translacional uniforme somente localmente e estimando os dois parametros de movimento (d.,d,}.

ou (v, v,), para cada pixel ou para cada pequena sub-imagem, as Eqs. (11.38) e (11.39) sdo validas
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para as regides de fundo que nao sao afetadas pelo movimento do objeto e para regides ocupadas
por objetos os quais de fato transladam com velocidade uniforme.

Os métodos de estimagio de movimento podem ser classificados em dois grupos.
métodos de casamento de regido e métodos com restrigdo espago-temporal. Maiores detathes sobre
estes métodos podem ser encontrados na Referéncia [17].

Os métodos de restricio espago-temporal sdo computacionalmente mais simples do
que os de casamento de regido, no entanto ambos os métodos apresentam erros substanciais na
estimacio de movimento de algumas regices, devido a falha da hipdtese de movimento translacional

uniforme, ou por causa da presenga de ruidos.

I1.2.8 Interpolagao de imagens

A interpolacio de sinais tem por objetivo chegar a um sinal continuo, por meio da
reconstrucio deste sinal através das suas amostras. A interpolagio de imagens segue 0s Mesmos
objetivos da interpolagao de sinais, logo é Gtil em muitas aplicagbes, tal como na mudanca do
tamanho de uma imagem digital para melhorar sua aparéncia no dispositive de visualizagao.
Por exemplo, uma imagem de 64 x 64 pixels aparece “quadriculada” no monitor, mas pe&e ser
interpolada e re-amostrada para 256 x 256 pixels, de forma que a imagem resultante tera uma
aparéncia mais suave e Imais agradavel. Uma sequéncia de quadros de imagem também pode ser
interpolada ao longo do tempo, por exemplo, um filme de 24 quadros/s pode ser convertido para

60 quadros/s através de interpolagao temporal.

Interpolagdo espacial

A imagem digital f(n,ny) é obtida através da amostragem e digitalizagao da imagem

real continua fu(z,y), ou seja,

f(nh n2) = fﬂ(xa y)l:E»—meL y=npTo- (11‘40)

Se f,(z,y) é obtido através de um filtro anti-aliasing, [17], e as freqiiéncias de amostra-
gem 1/T; e 1/T; sdo maiores do que a taza de Nyquist, [17], entdo, teoricamente, pode-se recuperar

f.(x,y) através das expressoes

falz,y) = i i f(ny,na)h(z — niTh,y — naTa) (11.41)

7L = — 00 Mg = 00

onde h(z,y) é um filtro passa-baixas analdgico ideal separdvel dado por
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[

hiz,y) = i;j%ﬁ (1142,
T T2
As Egs. (11.41) e (11.42) representam a interpolacdo espacial. Na pratica, entretanto.
nao se consegue recuperar f,{x,y) através destas equagdes, pois h(z,y) tem resposta impulsiva in-
finita e f,(z,y) nao é limitada em banda, apesar do uso do filtro anti-aliasing, levando a ocorréncia
de aliasing na amostragem de f,(x,y).
Consegiientemente, a interpolacao espacial é implementada através de aproximagoes

para as Eqs. (11.41) e (11.42). A seguir descrevem-se algumas destas aproximacoes:

De ordem-zero Para uma fungio A{r,y) limitada espacialmente a somatéria da Eq. {11.41) terd
um numero finito de termos. Assimn, na interpolagdo espacial com segurador de orden-zero.

h{z,y) é definido como uma fungéo janela retangular dada por

h(z.y) =1, para - <z <B e-B<y< R (11.43

Nesta interpolagio a imagem aproximada de f,(z,y), chamada de fl(z,y}, toma
o valor de cada ponto (z,y) como sendo o valor do pixel de f(ny,n;) mais proximo de
(z,y). Existemn outros exemplos de h{z,y) com formato mais suave e que sdo usados mais
comummente, como as fungdes gaussianas limitadas espacialmente, ou os filtros passa-baixas

ideais janelados.

Bilinear E um método largamente usado na pratica. Consiste em aproximar f,(z,y) por uma
combinacao linear dos quatro pixels de f(n;,n.) mais proximos de (z,y). A Fig. I1.7 mostra
uma situacdo onde se deseja calcular f(z,y) para mTi <z < (i + 1)1y e nT, <y <

(ny + 1)T3. A imagem interpolada é dada por

filz,y) = (1—=A)0 = A)f(mma) + (1= A)Af(mma + 1)+ (1149)
+A(1 = AN f(ny + 1,me) + AA, f(ng + 1,0y + 1), (1145

Polinomial Neste caso a aproximagao da interpolagio espacial é realizada por um polindmmio,

sobre uma vizinhanga de M x N pixels de f{n;,n;)} centrada sobre {z,y). Assim,

MN
f;(‘rv y) - 2 S€¢i($a y)a (11461*

te=1
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Figura IL.7: Interpolagao bilinear

onde ¢;(z,y) é o i-ésimo termo do polinémio; e os coeficientes S; podem ser calculados pela

minimizacho da expressao do erro,

2

MN
Erro= Y z[f(m,y)wgsi¢i(x,y)} (1L47)

(nl R )E'ﬂf‘/’

o=n;Tyy=n2T2

onde 1 representa o conjunto dos pixels da vizinhanga sobre a qual f(z,y) ¢ aproximada. A
interpolagao polinomial gera imagens f,(z,y) mais suaves; as derivadas parciais de fl(z.y)
s30 calculadas com simplicidade, facilitando seu uso em aplicagbes como detecgao de bordas
e estimagio de movimento; se o polinémio utilizado contiver menos termos do que 0 numero

de pixels da vizinhanga 1, entio alguma suavizagao de ruido pode ser realizada.

Com estimacio de movimento A interpolagéo espacial com estimagio de movimento agrega

mais informacgao no processo de interpolagio, as informacdes do movimento melhoram o
desempenho do processamento. B til em muitas aplicagoes tais como: melhorar a resolugao
vertical de quadros congelados e televisio com 60 quadros/s sem aumento da largura de

faixa.

Muitos elementos do mundo visual como as linhas e os contornos sio espacialmente
continuos, podendo tal informagio ser explorada na criagao de um quadro a partir de um
campo. Se f(z,y-1) e f(z,yo), representam as intensidades de duas linhas adjacentes de
varredura horizontal de um campo, deseja-se gerar uma nova linha entre estas para compor
o segundo campo. Um modelo que leva em conta a continuidade espacial de contornos e

linhas € dado por



11.2. ENRIQUECIMENTO DE IMAGENS 64

onde d, é um deslocamento horizontal entre as linhas y_; e yo.

Interpolagao temporal

A interpolacio temporal é usada para criar novos guadros de imagens a partir de
quadros ja existentes. E muito usada para modificar a taxa de quadros de filmes de cinema ou de
programas de TV. Geralmente produz video com qualidade comparével ao original.

Diferentemente da interpolacio espacial, a interpolagao temporal requer uma grande
quantidade de dados armazenados, j& que a criagao do novo quadro de imagem estd baseada
em dois outros quadros adjacentes temporalmente, um no passado e o outro no futuro. Alguns

métodos de interpolagio temporal sdo descritos a seguir.

De ordem-zero A interpolagio temporal com segurador de ordem-zero é 0 método mais simples
usado na pratica. A geragdo do novo quadro de imagem € implementada pela repetigio do
quadro existente mais préximo temporalmente. No entanto se existem grandes movimentos
globais na seqiéncia de quadros, este método pode causar o aparecimento de movimentos

“aos trancos”.

Compensada em movimento A interpolagao temporal compensada em movimento, utiliza um
dos algoritmos de estimagao de movimento vistos na Secao 11.2.7. Como ilustracao, assume-
se o modelo de movimento translacional uniforme dentro de uma regiao espago-temporal
local. Através do quadro de imagem passado, chamado de f(ny, ns, {_1), e do quadro atual,
chamado de f(ny,ng,1,), calcula-se as velocidades para o instante  onde se quer gerar uma

imagem interpolada, chamada de f(n1,n2,1), (t.1 <t <tg)

De posse das velocidades de cada pixel do quadro f (ny,m2,t) e sabendo qual dos
quadros f{ni,ng,t_1) ou f(ny,ne,to) estd mais proximo do quadro que se deseja interpolar,
entdo os pixels do quadro f(ny,n,,t) sdo projetados sobre o quadro mais préximo de acordo
com as velocidades calculadas. Fstas projecoes indicam as posigdes espaciais do quadro mais
préximo, que no instante t correspondem as posigdes de amostragem na imagem interpolada.
Como as velocidades calculadas variam de acordo com a regido considerada, tém-se que as
projecoes, geralmente, nao caem sobre os pontos de amostragem da imagem, logo é necessaria

a realizacio de uma interpolagio espacial sobre a imagem que recebeu as projegoes, para se
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calcular os valores dos pixels da imagem interpolada temporalmente com compensacao de

movimento,

Se a velocidade calculada para algum pixel for zero, tém-se que o valor do pixel da

imagem interpolada ser4 idéntico a0 da mesma posigdo da imagem mais proxima.

11.3 Restauragao de imagens

Na restauracao de imagens as técnicas tentam restaurar, reconstruir, ou recuperar as
propriedades de uma imagem que tenham sido degradadas'por algum fenémeno, através do co-
nhecimento a priori do fenémeno de degradagao. Assim as técnicas de restauragio sao orientadas
na direcao de modelar a degradagao e aplicar o processo inverso na imagem original, de forma a
obter uma imagem resultante que seria a melhor estimativa da imagem original sem a degradacao.
Isto usualmente envolve a formulacdo de critérios de qualidade definidos matematicamente — ge-
ralmente baseados em modelos do sinal - que sio usados para produzir a melhor estimativa da
imagem original sem a degradagdo. Portanto, os algoritmos de restauracao sdo tipicamente mais
mateméticos e complexos do que os algoritmos de enriquecimento, sendo pro jetados para explorar
as caracteristicas do sinal e da degradacao.

Se toda degradacio da imagem ocorre antes do sistema de restauragao de imagem,
entio pode-se considerar o problema de restauragio inteiramente no dominio do espaco discreto.
A Fig. IL.8 apresenta o modelo do sistema de restauracdo considerado nesta segdo, onde f{ny,n;)
¢ a imagem digital original ideal, g(ni,n;) é a imagem digital degradada e p(ni,n2) é a imagem
digital processada ou restaurada. Obviamente o objetivo da restauragao de imagens é obter uma

imagem processada p(nj,n;) o mais parecida possivel com a imagem original f{ni,ny).

J(r1,n3) | Processo de g{r1,m2) | processo de plr, n2)
degradacao restauragao

Figura I1.8: Modelo do sistema de restauracdo de unagens

O desenvolvimento de um sistema de restauracio esta intimamente relacionado ao tipo
de degradacao envolvida. Assim, algoritmos que procuram reduzir ruido aleatdrio aditivo, sao
diferentes daqueles que procuram reduzir embagamento. Portanto o conhecimento acurado da
degradagio ¢ essencial para o desenvolvimento de bons algoritmos de restauracéo.

A Secao 11.3.1 discute como obter informagdes sobre o tipo de degradagao da imagem.

As segbes seguintes tentam organizar os diversos métodos de restauragao de imagens em categorias
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semelhantes, introduzindo-os de forma resumida. Maiores detalhes podem ser encontrados nas

Referéncias [17], {18] e [19].

[1.3.1 Meétodos para estimacgio da degradagao

Saber obter informagdes sobre a degradagao que atua em uma dada imagem é muito
importante em restauragdo de imagem, como foi visto na secdo anterior. Existem dois métodos
para obter informagoes sobre a degradacao. O primeiro obtém informacdes através da propria

imagem degradada. E o segundo, através do estudo do mecanismo que causa a degradagao.

Estimacio pela imagem degradada

Em imagens onde é possivel identificar regides com intensidade aproximadame;ﬁe uni-
forme, é possivel estimar a fungao densidade espectral de poténcia, ou a fungao densidade de
probabilidade do ruido de fundo aleatério, através das flutuagoes de intensidade destas regioes
uniformes.

Se a imagem esta embagada e é possive! identificar na 1magem degradada uma regiao
onde o sinal original nao-degradado é conhecido, entio é possivel estimar a fungao embagante

b{n;,n2) atraveés da expressao

g{n1,n2) = f(ni,n2) * b(nq,n2) (11.49)

onde assume-se que g{ni,nz) e f(ny,n2) correspondem & imagem degradada e a imagem origi-
nal, respectivamente, sendo que g(n1,n,) é conhecida e f(ni,n2) pode ser estimado com relativa

seguranca de g(ni,n2).

Estimacio pelo mecanismo que causa a degradagao

Um exemplo de mecanismo que causa degradacao ¢ o movimento translacional do
sistema que gera a imagem no momento da exposicao. Neste caso a imagem gerada fica embagada.
Se nio hi outra degradagdo, a imagem degradada g(z,y) pode ser expressa no dominio continuo

por

T/2 J _
o) = 7 [, 1 = 2o(t)y = w()d (1L50)

onde zo(t) e yolt) representam as translacdes horizontal e vertical de f(z,y) no instante ¢, em

relagao ao sistema que gera a imagem; e T é a duragao da exposigao. Considerando o modelo de
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degradacio dado por

g(:ﬂ,y) = f(:r:,y) * b($vy)

¢ a transformada de Fourier G(€,,Y,) de g{(z,y) que é dada por

(0., Q,) = fm f” gl y)e 7 eIV drdy

oo [1 772 | |
- ]-oo .[—oo 1:—3: .[q"/z f($ - iﬂg(t),y - yG(f))di} e_jﬂxrem'?gyydzdy,
obtém-se:
G0, ) = F(Q, ) B, Q)
onde
1 (T/2 . )
B Qx7ﬂ = ——j —3zz0(t} _Jﬂyw(t}dt.
( y) T —T/ze €

A imagem discreta g(ni,ng) pode ser aproximadamente modelada por

g(nla n2) = f(nl-zn2) * b(nlaﬂﬂ)

(11.51)

(11.52)

(11.53)

(11.54)

(11.55)

(11.56)

onde B(w;,wy), a transformada discreta de Fourier de b(nq,n2), é a versdo “aliased” de B({l:, (1)

da Eq. (IL55).

11.3.2 Métodos para reducgao de ruido aleatorio aditivo

O modelo de uma imagem degradada por ruido aleatério aditivo é dado por

g(nh’%) = f(ni,ng) + v(ng, ng)

onde v{ny,ny) representa o ruido aleatério aditivo independente do sinal.

Filtragem de Wiener

(1L57)

Se f(ni,ny) e v(ng,ny) sdo amostras de processos aleatérios estacionarios de média
3 703 3

zero que sdo linearmente independentes entre si e se as suas densidades espectrais de poténcia

Py(wi,wz) € Py(wi,wa) séo conhecidas, ou podem ser estimadas, entdo a estimativa otima de
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f(n1,ny) no sentido do minimo erro quadratico médio, é obtida na filtragem de g{ni,n,) com um

filtro de Wiener cuja resposta impulsiva H(w;,w;) € dada por

Pf(w"iaw2)
Pf(wth) + Pv(wiawz).

Hi(wy,ws) = (11.58)

Em aplicaces tipicas, é relativamente facil estimar a densidade espectral de poténcia
do ruido, [17, pag. 359]. Ja a densidade espectral de poténcia do sinal nao é tao facil de ser
estimada.

O filtro de Wiener é tipicamente um filtro passa-baixas neste caso, desde que a energia
da maioria das imagens estd concentrada nas componentes de baixa freqiiéncia e a energia do

ruido aleatério de fundo é geralmente de faixa larga.

Variagdes da filtragem de Wiener

O erro quadratico médio minimizado para obter o filtro de Wiener nao ¢ o critério
usado pelo observador humano no julgamento de quao proximo da imagem original esta a imagem
processada. Desde que ndo existe um critério objetivo consistente com o julgamento humano.

muitas variaces baseadas no filtro de Wiener foram propostas. Em seguida comentam-se algumas

delas.

Filtragem do espectro de poténcia Neste método, o filtro usado tem a resposta em freqiién-

cia H(w;,w;) dada por

1/2
H(w;,wz):(})f( Pler,ws) )) . (11.59)

wy,wy ) + Py(wy,wy

Se f(n1,n2) e v(ny, ny) sho amostras de processos aleatorios estaciondrios linearmente
independentes, a densidade espectral de poténcia da imagem processada P,(wi,w;) serd dada

por

Polwr,ws) = | H (wy,w2) | Plwr,wa ) = Psl{wy,ws) (11.60}

ou seja, a imagem processada tem a mesma densidade espectral de poténcia da imagem

original.

Generalizagao do filtro de Wiener Muitas variagdes do filtro de Wiener podem ser expressas

pela seguinte relagao

_ Pi{wr,w2) g
H{wy,wy) = (Pj(w1,W2) n an(wl,ng)) (I11.61)
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onde a e [ sdo constantes. Para o = 1 e 7 = 1 tem-se o filtro de Wiener; e paraa =1e

3 = 1/2 a filtragem do espectro de poténcia visto no item anterior.

Todos os filtros derivados da Eq. (11.61) sao filtros de fase-zero que tendem a manter alta
a relagao sinal-rufdo. Assume-se que as densidades espectrais de poténcia Pylwy,wy) e Pywy,wa)
sao conhecidas e que estes filtros sdo implementados através de transformadas rapidas de Fourier.

Além disso, devido a hipétese de que as caracteristicas do sinal e do ruido nao mudam
de uma regiao para outra da imagem, os filtros desenvolvidos sdo invariantes com o espago, ti-
picamente passa-baixas, reduzem o ruido, mas embagam significativamente a imagem. Uma das
causas deste embacamento ¢ a falha da hipdtese acima, pois, em imagens tipicas, as caracteristicas
das imagens diferem consideravelmente de uma regido para outra. Assim o uso de um filtro fixo
através da imagem toda ndo é a melhor solugdo. Melhores resultados, com significativa redugao

do embagamento, sido obtidos com métodos adaptativos de processamento.

Processamento adaptative da imagem

Comeo as caracteristicas do sinal e da degradagdo variam consideravelmente de uma
regiao para outra da imagem, é natural processar a imagem levando em conta estas variagoes.
Nesta secio os métodos descritos se adaptam durante o processamento da imagem, de acordo
com as variacoes das caracteristicas do sinal e da degradacgao da regido da imagem que esté sendo
processada. Desta forma podem ser classificados como métodos de restauragao variantes com o
espaco.

Embora os métodos de restauracio invariantes com o espago sejam os mais difundidos.
os métodos variantes com o espago estdo se tornando gradualmente muito populares, devido a
melhor compreensao das questdes tedricas sobre o comportamento destes sistemas, e também
por causa do aumento da capacidade de processamento dos sistemas de computacao disponiveis.
ja gue a implementagio de sistemas variantes com o espago é mais custosa do ponto de vista
computacional. Algumas razdes para o uso de métodos de restauragao variantes com o espago sao

listadas abaixo:

1. Muitos sistemas que geram imagens tém caracteristicas variantes com o espago, ¢ que causa
degradagdes no sinal da imagem gerada. Estas degradagbes podem ser compensadas, pelo

menos parcialmente, através de uma apropriada filtragem inversa variante com o espago.

2. Certos sistemas de geragdo de imagens, como sistemas de tomografia, produzem imagens

numa forma codificada variante com o espago. Conseqiientemente, é necessario aplicar uma
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decodificagio (filiragem) variante com o espago, antes das imagens poderem ser examinadas

visualmente.

3. As propriedades estocdsticas dos sinais das imagens sdo variantes com o €spago, logo a
estimacdo do sinal usada para a restauracio de sinais de imagens distorcidas, deve ser

adaptada para as propriedades dos sinais variantes com o espago.

4. Sinais de imagens freqiientemente tém ruido dependente do sinal superposto e assim tem-se
uma relagdo sinal-ruido variando localmente. Isto tem de ser levado em conta na restauragao

otima.

Os casos (1) e (2) levam a realizagio de filtros lineares dependentes das coordenadas
espaciais, ou seja, as suas caracteristicas de transferéncia variam em fungio das coordenadas espa-
ciais. J4 os casos (3) e (4) requerem filtros cujas caracteristicas de transferéncia sao dependentes
do sinal da imagem a ser filtrada. Em seguida descrevem-se alguns métodos de processamento

adaptativo.

Processamento pixel a pixel Neste caso o método de processamento é adaptado para cada
pixel da imagem, de acordo com as caracteristicas locais do sinal, da degradagao e de qualquer
outra informacio relevante sobre a vizinhanga do pixel que estd sendo processado. Como
cada pixel é processado diferentemente, este método € altamente adaptativo € nao apresenta
descontinuidades de intensidade artificiais na imagem processada. No entanto o método

pode ser computacionalmente pesado e é tipicamente implementado no dominio espacial.

Processamento bloco a bloco Neste método, também chamado de processamento sub-imagem
a sub-imagem, a imagem é dividida em muitas sub-imagens que sao processadas separada-
mente. Para terminar as sub-imagens processadas sao combinadas para formar a imagem
processada. O tamanho tipico da sub-imagem se situa entre 8 x 8 e 32 x 32 pixels. Cada
sub-imagem é processada por um operador invariante com o espago determinado através das
caracteristicas locais do sinal, da degradacdo, e de qualquer outra informacéo relevante da

sub-imagem.

Como o processamento aplicado nas sub-imagens é invariante com o espago, existe,
geralmente, mais flexibilidade na sua implementagdo. Por exemplo, se o operador for um
filtro passa-baixas, sua implementagio pode ser realizada tanto no dominio espacial como
no dominio da freqiéncia. Além disso, este processamento néo é tio pesado computacio-

nalmente como o processamento pixel a pixel. No entanto devido ao tipo de processamento
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realizado, podem ocorrer mudangas abruptas de intensidade quando se passa de uma sub-
imagem para a sub-imagem adjacente. Estas descontinnidades de intensidade artificial apa-
cecern nas fronteiras de sub-imagens adjacentes na imagem processada, isto é chamado de
efeito de bloco.

Filtragem de Wiener adaptativa Como foi visto no item sobre a filtragem de Wiener, € ne-
cessario conhecer ou estimar os valores médios do sinal e do ruido, € as densidades espectrais
de poténcia do sinal e do ruido para a imagem toda, com este conhecimento é possivel definir

amn filtro de Wiener fixo para toda a imagem.

A filtragem de Wiener adaptativa estima os valores médios do sinal e do ruido. e
as densidades espectrais de poténcia do sinal e do ruido localmente. Desta forma pode-se
definit um filtro de Wiener que varia com o espago. Este método apresenta muitas variagoes.

que dependem de como os parametros 30 estimados localmente e de como o filtro de Wiener

resultante variante com o espago € implementado.

Na pratica, existern muitos outros métodos nao descritos aqui e também existem va-
riacdes dos métodos que foram descritos. Com relacio ao efeito de bloco do processamento sub-
imagem a sub-imagem, existem métodos especificos de processamentos para reduzir este efeito das
regides de fronteira das sub-imagens.

A determinacao de qual tipo de processamento usar depende de numerosos fatores, tais
como: qual o tipo de conhecimento disponivel sobre a imagem e como este conhecimento pode ser
explorado na estimativa dos parametros de um método de processamento. Em geral, qguanto maior
e melhor for o conhecimento empregado em um dado processamento, melhor sera o desempenho
do método. Entretanto, se a informagao disponivel é imprecisa, 0 desempenho do sistema pode
ser degradado. Por razdes de ordem computacional, as formulas de adaptagao mais complexas
o sofisticadas estio, geralmente, associadas com processamento de sub-imagem em sub-imagem.

enquanto que férmulas mais simples estdo associadas a processamentos de pixel em pixel.

11.3.3 Maétodos para redugao do embacamento de imagens

A imagem degradada por embagamento pode ser modelada como

g(n1,ng) = f{na,na) * b(na, na). (11.62)

A imagem degradada g(ni,n2) € 0 resultado da convolucao da imagem original com

uma resposta impulsiva b(n, ns), a qual é chamada de fungao de espalhamento de ponto ou fun¢ao
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embacante.

O problema de reduzir o embagamento de imagens pode ser classificado em duas ca-
tegorias. Na primeira assume-se que b(nq,ny) é conhecido e o problema se reduz a um problema
de desconvolucio. Na segunda assume-se que b(n, ny) ndo é conhecido e deve ser estimado da

informacao disponivel, assim tem-se um problema de desconvolugao “cega”.

Filtragem inversa

A filtragem inversa é um método usado para desernbagar uma imagem quando a fungao

embacante b(ny,ny) é conhecida, assim da Eq. (11.62) obtém-se

G(wl 3 w?)
Fluw,we) = & 1.6:
(wr,w2) Blon, @)’ (11.63)
e conseqiientemente a fungdo de transferéncia do filtro inverso H({w;,w;) é dada por
F I
Hwn ) = o) (1L64)

Glwy,wy) ~ Blwy,ws)
O filtro inverso da Eq. (11.64) é muito sensitivo ao ruido, pois pequenos valores de
B{wy,w,) levam 1/B (wy,ws) a assumir valores muito altos; logo, o ruido existente nestas regioes,
onde 1/B(w;,w,) é grande, sera enfatizado.
Umna forma de reduzir o problema de sensitividade ao ruido da filtragem inversa, é

limitar 1/B{wi,w,) por um limiar 7 comao segue:

1 1

By s€ gy <7 :
H(wy,u) ﬂ{ Bl . B ozl (11.65)
Blwy w2) 1Blorwnll — 27

Algoritmos para desconvolugao cega

Se a funcao embagante b(nq, ny) nao é conhecida precisamente, entao deve-se estima-la
antes da filtragem inversa. O nome desconvolu¢ao cega vem do fato de tentar-se desconvoluir
g(ny,ng) conhecendo-se apenas algumas informagoes estatisticas de b(ny,n2).

O problema da desconvolugao cega s6 tem solugio quando se tem alguma informagao
sobre f(na,2), b(n1,n2), ou ambos. Assim os algoritmos da desconvolugéo cega variam de acordo
com o que se assume saber e de acordo com a maneira que este conhecimento é usado.

Um exemplo de desconvolugao cega € a Temogao de embacamento causado por mo-
vimento linear uniforme, onde a informagéo sobre a degradacio é obtida através do estudo do

mecanismo que causa a degradagéo. O exemplo da Segio 11.3.1 exibe as expressoes que modelam
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uma estimativa deste tipo de degradacdo. A Eq. (11.55) reproduzida abaixo representa a versao
continua da funcdo embacante, a qual é usada para reduzir o embagamento da imagem através de

um processo de filtragem inversa.
1 T o
B(Q.,9,) = L o 3900 (1) =iy wolt) gy (11.66)

11.3.4 Meétodos para reducio de ruido dependente do sinal

Qualquer imagem degradada por um ruido dependente do sinal pode ser representada

pela expressao

g{ni,n2) = fn, n2) + d(n1,ns) (11.67)

onde

d(ni,nz) = g(ni,na) — f(ny, na). (11.68)

Como d(ni,ny) € fungdo de f(ny,n,), entdo d{ny,n,) é chamado de ruido aditivo de-
pendente do sinal. Um método para reduzir o ruido dependente do sinal, consiste em aplicar uma
transformacao em g{n;,n;) para leva-la a um dominio onde o ruido se torne um ruido aditivo
independente do sinal e entdo reduzir o ruido independente do sinal. Qutro método consiste em

reduzi-lo diretamente no dominio do sinal.

Reducéo de ruido dependente do sinal através de transformacao para ruido aditivo

independente do sinal

Para uma imagem contaminada com ruido dependente do sinal que é modelada pela

Eq. (IL.67), suponha-se que possa ser determinado um operador T, tal que, quando aplicado na
Eq. (11.67) produz

T{g(n1,ng)] = T[f(r1, n2) + d(n1,m2)] = Ta[f (1, m2)] + v(n1,m2) (11.69)

onde T; é um operador que pode ser diferente de T’ e v{ny,n;) € um ruido aditivo independente do
sinal. Para restaurar f(n;,n;) de g{ni,n,) primeiro aplica-se a transformacao T sobre g{n;,n,)
como mostra a Eq. (11.69), em seguida estima-se T3] f(ny,n2)] através da redugio do ruido aditivo
independente do sinal v(n;,n;) por algum dos métodos j4 estudados e entdo estima-se f(ny,n,)

do estimado Ti[f(ny,n)] aplicando-se a transformacio inversa. Este método explora o fato de
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que ¢ mais facil reduzir o ruido aditivo independente do sinal, do que reduzir o ruido dependente

do sinal.

Redugio de ruido dependente do sinal no dominio do sinal

Quando nao é possivel determinar um operador T, tal que a sua aplicagao sobre
g(ny,ny) produz a transformacio do ruido dependente do sinal em rufdo aditivo independente
do sinal, é necessario empregar um método alternativo para a redugao do ruidoe dependente do

sinal. Este método trabalha no dominio do sinal, minimizando o seguinte critério de erro

Erro = E[(f(n1,ns) — f(n1,n2))?] (11.70)

onde f(nhnz) é a estimativa de f(n1,n;). Uma solugdo étima para minimizar o critério de
erro acima, ver Ref. [17, pig. 565], utiliza a esperanca condicional de f(n1,n;) dado g(ny,ns)

representada por

fn1,ng) = E[f(n1,n2)lg(n1, n2))- (IL71)

O céleulo de f(nq,n,) é tipicamente muito dificil, mas pode ser simplificado assumindo-

se que o estimador é linear:

flrnme) = 325 g(ki ko) hlna, nas b, ko) + e, ) (11.72)

ki k2
onde h{nq,nz; k1, kz) e ¢(ny,n2) sio escolhidos para minimizar o critério de erro da Eq. (11.70).
A solucio deste problema de optimizacgao linear ¢ muito custosa computacionalmente e requer
ainda estatisticas de primeira e segunda ordem como a funcéo de covaridncia cruzada entre o
sinal f(ny,n2) e o rufdo dependente do sinal d(ny,n;), o qual pode ser muito dificil de estimar na

pratica.

11.3.5 Meétodos baseados em filtragem temporal

Nas aplicacbes que envolvem filmes sempre se tem disponivel uma seqiiéncia de imagens
correlacionadas na dimensao temporal e esta caracterfstica pode ser explorada através da filtragem
temporal. A maior vantagem da filtragem temporal sobre os métodos de restauragao descritos
anteriormente, que sao algoritmos de filtragem espacial, estd na sua capacidade potencial de
reduzir a degradacao sem distorcer o sinal. Em seguida discutem-se alguns métodos de filtragem

temporal.
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.
[ 1]

Quadro médio

Este método de fitragem temporal é um dos mais simples, sendo muito eficaz para
processar seqiiéncias de quadros de imagens onde a imagem nao muda de quadro para quadro.
mas a degradagao muda.

Dentre as intimeras variagoes deste método, a mais simples e mais comum estima
uma imagem f(ni,n,) de uma seqiiéncia de N quadros de imagens degradadas gi(n,n;), para

1 <i< N, da seguinte forma:

\ 1 X .
f(n1,n2) = -N Zg;(nl,ng). (Ilfg)
i=31
Um outro exemplo de estimador que pode ser utilizado é

1/N

nh”z (H gi(ny,ny) ) . (11.74)

O tipo especifico de média temporal que é melhor numa dada aplicagéo depende de
varios fatores, como o critério de erro usado e as hipéteses assumidas a respeito da degradacao da

imagem. Assim, por exemplo, se a sequéncia de imagens degradadas g;(nq,n;) é dada por

gi{ni,m2) = f(ni,ng) + vi{ng,ng), 1 <2< N (I1.75)

I3 2 - " s o ;o3 .. . 2 P
onde v;(ny,ng) é um ruido gaussiano branco estacionério de média zero e variancia o7, vi(ni.ng) €
independente de v;(n;,ny) para i # j e se f(ny,ny) nao é aleatdrio, entao o estimador de maxima

verosimilhanga de f(n;,n,) que maximiza py,(n, ny)|f(n1,ns) € dado por

-

1 ¥ .
flny,m2) *NZ (n1,na). {IL.76)

Das Eqgs. (11.75) e (11.76),

. 1 N
flny,me) = flng,ne) + N Zvi(nhnE)' (IL.77)
¥ e

A Eq. (IL.77) mostra que a imagem processada continua com uma degradagao do tipo
ruido gaussiano branco estaciondrio de média zero, mas agora com variancia de o2/N, ou seja,
houve uma reducio na variancia do ruido por um fator N. Neste caso a imagem processada nao
sofre nenhum embacamento por causa da reducao do ruido.

O método de estimagao de maxima verossimilhanca é muito mais simples do que o

método de estimacio do minimo erro guadratico médio. No método de estimagao de méaxima
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verossimilhanga assume-se que nenhum conhecimento prévio dos parametros {ou sinal) estimado
esta disponivel, assim uma solugao 1util € obtida quando o nimero de parametros estimados é menor
do que o numero de observagbes. Ja o método de estimacdo pelo minimo erro quadratico médio.
combina algum conhecimento prévio dos parametros a serem estimados com as observagdes. Se
o conhecimento prévio disponivel é exato e significante, um procedimento de estimacao util pode
ser desenvolvido mesmo quando o numero de parametros estimados é comparavel ao numero de
observaches. Esta é uma das razdes de se ter contado com o critério do minimo erro quadratico
médio, melhor do que o critério de maxima verossimilhanga no desenvolvimento de algoritmos de

filtragem espacial das segoes anteriores.

Com compensacgao de movimento

Embora o método do quadro médio seja tipicamente muito simples e efetivo, € essencial
para seu sucesso um registro preciso dos quadros de imagens. No entanto, nas sequéncias de
quadros de filmes e de televisdo, a imagem pode mudar de um quadro para o préximo devido ao
movimento de objetos, movimentos da prépria camara e outros. Assim para aplicar alguma forma
de quadro médio para tais quadros de imagem, é necessario estimar o movimento da imagem de
um quadro para o proximo. A restauracdo de imagem com compensa¢ao de movimento estima
primeiro os parametros de movimento, e em seguida os quadros de imagem sao filtrados ao longo
das trajetérias de movimento estimadas.

O tipo de filtragem realizada ao longo das trajetérias de movimento, depende do tipo
da degradacdo. Para reducao de ruido aleatério aditivo, as intensidades da imagem nos diferentes
quadros ao longo das trajetériés do movimento sio submetidas a uma filtragem passa-baixas.
Desde que uma filtragem temporal envolve armazenagem de quadros de imagem, somente filtros
de ordem baixa sao geralmente usados. Um exemplo de filtro FIR de trés pontos aplicado ao longo

das trajetdrias do movimento é ilustrado na Fig. 11.9.

O quadro do meio g(ni,ng,fs) é o quadro corrente em processamento. A imagem
processada f(ni,na,t) é obtida através dos quadros: corrente g(ny, ng, to), passado g{ny,ny,t_1), e
o proximo quadro g(ny,ng, t;). Para cada pixel do quadro corrente sao calculadas duas velocidades
ou deslocamentos, um de g(n;, ny, t_,) para g{n;,na, i) e o outro de g(ny, ny, ty) para g(ng, ng, ty).
Os dois deslocamentos sao usados na identificagdo das posigdes espaciais correspondentes aos
tempos t_; e t; como mostrado na Fig. I1.9. As trés intensidades para os correspondentes trés
pixels sdo entdo ponderadas para obter f {nqy,na,t) para cada pixel. Como as correspondentes
posigoes espacials para os tempos f_; e {; ndo caem geralmente sobre a grade de amostragem,

é necessario realizar uma interpolagdo espacial para determinar g(z,y,1_) e g(z,y,t;) para as
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quadro quadro quadro
passado corrente futuro
| | |
- [ ] L 2
o futuro
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L ] L |
81 to 3]

Figura I1.9: Restauragao de imagem com compensacao de movimento

localizagoes espaciais desejadas.

11.3.6 Restauracgao interativa

Em muitas aplicacbes é pratico e vantajoso usar a intuigao humana, junto com a ver-
satilidade dos computadores digitais, para restaurar imagens de modo interativo. Neste caso, o
observador tem controle total sobre o processo de restauragéo através do ajuste adequado dos
parametros disponiveis, sendo desta forma capaz de obter um resultado final que possa ser muito
adequado para um propdsito especifico.

Por exemplo, um dos casos mais simples de corrupgao de imagem que é bem tratado
pela restauragao interativa, € a ocorréncia de um padrao de interferéncia senoidal bidimensional su-
perposto sobre a imagem, freqiientemente chamado de ruido coerenfe. Um padrao de interferéncia

senoidal de amplitude A e componentes de freqiiéncia bidimensional (ug, vy) é representado por

ni{z,y) = Asin{ugr + voy) _ (11.78)

e sua tranformada de Fourier é dada pela relagao

_:;;é{(__ﬁg ~Y s fut st 2] (
N(u,v) = 5 & {u 5V 5 ' u+2ﬁ,v~+2ﬁ . {(11.79)

Em outras palavras, a transformada de Fourier de uma funcao seno ideal bidimensi-
onal, é um par de impulsos de forca —A/2 e A/2 localizados, respectivamente, nas coordenadas
(ug/2m, vo/2m) e (—ug/2m, —vo/27) do plano de freqiiéncia. Como a degradacio considerada ¢ do

tipo ruido aditivo, tém-se
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-}
e

Glu,v) = Flu,v) + N{u,v). (11.80)

Urmna visualizagdo da magnitude de G(u,v) é formada pela soma das magnitudes de
F(u,v) e N(u,v). Se A é suficientemente grande, os dois impulsos de N(u,v) usualmente apare-
cerao como pontos brilhantes sobre a visualizagdo, especialmente se eles estido localizados relati-
vamente longe da origem, tal que a contribuigao das componentes de F(u,v) é pequena.

Se n{x,y) fosse completamente conhecida, a imagem original poderia, é claro, ser
recuperada pela subtracdo da interferéncia de g{(z,y). Desde que este é raramente o caso, um
método 1til é identificar visualmente a localizacio das componentes impulsivas no dominio da
freqiiéncia e usar um filtro rejeita-faixa para retira-las,

A presenca de um padrao de interferéncia definido, simples e claro, tal como dito acima
raramente ocorre na pratica. Geralmente o padrao de formagao da interferéncia periédica de uma
imagem é consideravelmente mais sutil e, conseqlientemente, mais dificil de detectar no plano de
freqiéncia. Inclusive a interferéncia pode ser formada por mais de uma componente senoidal e
quando diversas componentes senoidais estao presentes o método discutido acima nio ¢ sempre
aceitavel, porque pode haver a remocdo de muita informagéo da imagem durante o processo de
filtragem.

Um procedimento que encontra boa aceitagio nestes casos, consiste em primeiro isolar
os principais contribuidores do padrao de interferéncia e entdo subtrai-los, ponderados por uma
funcio, do padrio da imagem degradada. Esta funcao é selecionada de forma a obter um resultado

6timo em algum sentido.

I11.3.7 Transformacoes geométricas

Diferentemente das técnicas de restauracio de imagens discutidas até aqui, as trans-
formacdes geométricas sao técnicas de restauragido que geralmente modificam as relagdes espaciais
entre os pixels de uma imagem. Por esta razao sao freqientemente chamadas de transformagoes
folha de borracha, desde que podem ser vistas como o processo de “imprimir” uma imagem so-
bre uma folha de borracha e entdo esticar esta folha de acordo com algum conjunto de férmulas
pré-definidas. ‘

Em termos de processamento digital de imagens, uma transformagao geométrica con-
siste de duas operagdes basicas: (1) de uma transformacdo espacial que define o “rearranjo” dos
pixels sobre o plano imagem; e (2) de uma interpolagdo espacial que ocupa-se com a definigao

dos niveis de cinza para os pixels da imagem transformada espacialmente. As préximas segoes



11.3. RESTAURACAO DE IMAGENS 79
discutem estas duas operagdes basicas.

Transformacgoes espaciais

Suponha que uma imagem f com coordenadas de pixel (z,y) sofre distorgao geométrica

para produzir uma imagem g com coordenadas (%,4). Esta transformagao pode ser expressa como

r{z,y) | (11.81)
= s(z,y), (11.82)

LT
il

>

onde r(z,y) e s(x,y) representam as transformacdes espaciais que produzem a imagem g{z,9}
distorcida geometricamente.

Se r{z,y) e s(z,y) fossem conhecidas analiticamente, talvez fosse possivel, em principio.
recuperar f(z,y) da imagem distorada g(2,4) aplicando as transformacoes reversas. Na pratica.
no entanto, é geralmente impossivel formular analiticamente um conjunto simples de funcoes
r(z,y) e s(z,y) que descrevam o processo de distorcao geométrica sobre o plano imagem inteiro.
O método mais fregiientemente usado para superar esta dificuldade, consiste em formular a rea-
locacao espacial dos pixels através do uso de pontos vinculados, os quais formam um subconjunto
de pixels cuja localizagido na imagem de entrada (distorcida) e na imagem de saida (corrigida) é

conhecida precisamente.

Figura 11.10: Correspondentes pontos vinculados em dois segmentos de imagens
A Fig. 1110 exibe a regido de um quadrilatero em uma imagem distorcida e a cor-

respondente regiao em uma imagem corrigida. Supondo que o processo de distor¢ao geométrica

dentro da regiio do quadrilatero é modelada por um par de equagdes bilineares como

r(z,y) =azt+cytarytea=32 (IL.83)



11.4. OBSERVACOES R0

s(z,y) = cst + gy + orzy + 5 = § (11.84;

entéio este par de equacdes pode ser facilmente resolvido para os oito coeficientes ¢;, 1= 1,2,....%.
desde que existe um total de oito pontos vinculados. Uma vez que os coeficientes sao conhecidos.
eles constituem o modelo usado para transformar todes os pixels dentro da regiao do quadrilaterc.
caracterizada pelos pontos vinculados usados para obter os coeficientes. Em geral muitos pontos
vinculados sdo necessirios para gerar um conjunto de quadrildteros que cobrem a imagem inteira.
com cada quadrilatero tendo seu préprio conjunto de coeficientes.

O procedimento usado para gerar a imagem corrigida é direto. Por exemplo, para gerar
£(0,0), primeiro substitui-se (z,y) = (0,0) nas Egs. (11.83) e (11.84), obtendo-se o correspondente
par de coordenadas (#,7), entdo faz-se f(0,0) = g(Z,7). Este procedimento ¢ repetido pixel
por pixel por todas as coordenadas da imagem g, devendo ter em conta a posicao do pixel em

processamento para se empregar os coeficientes apropriados para a regiao deste pixel.

Interpolagao espacial

A transformacdo espacial discutida acima usa valores inteiros nas coordenadas (r.y)
para gerar a imagem corrigida f(z,y). No entanto, dependendo dos coeficientes c¢; calculados, as
Eqs. (11.83) e (I1.84) pode produzir valores nao-inteiros para & e . Como a imagem distorcida
g é digital, seus valores de pixel sdo definidos somente nas coordenadas inteiras. Assim, o uso
de valores nao-inteiros para e § leva a um mapeamento para localizagbes de g onde os niveis
de cinza nao sao definidos. Portanto é necessario inferir os valores dos niveis de cinza para estas
localizacoes baseando-se somente nos valores dos pixels das coordenadas inteiras. A técnica usada
para inferir estes valores é chamada de interpolagao espacial. Na Segao 11.2.8 ja foram discutidos

varios métodos de interpolagio espacial que sdo plenamente validos para este caso.

I1I.4 Observacoes

As técnicas apresentadas neste capitulo sdo representativas das usualmente empregadas
na pratica, mas deve-se ressaltar que existern muitas variantes das técnicas e aplicagbes aqui
discutidas. Além disso, a 4rea de processamento de imagens estd muito ativa atualmente, como
provam as muitas publicagoes sobre o tema na literatura.

Também é importante notar que a classificagio das técnicas aqui empregada nao €

inica, havendo outras maneiras de classifica-las.
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Bons resultados muitas vezes sé sao obtidos através da combinacio de duas ou mais
técnicas diferentes.

Muitas vezes, principalmente quando velocidade de processamento e simplicidade de
implementacao sao importantes, as filtragens passa-baixas e passa-altas que séo especificadas no
dominio da freqiéncia ndo satisfazem estas condigdes. Para contornar o problema a Ref. 114]
apresenta um método para gerar uma méscara espacial que aproxima (no sentido do minimo erro
quadratico médio) um dado filtro no dominio da freqiiéncia.

A aplicagdo de sistemas de enriquecimento de imagens adaptativos na mudanca de ca-
racteristicas locais, € uma idéia muito 4til que pode ser aplicada em numerosos contextos diferentes.
No entanto, um sistema adaptativo geralmente requer mais tempo de processamento do que um
sistema nao-adaptativo, mas seu desempenho é geralmente consideravelmente melhor.

Na maior parte deste capitulo consideram-se imagens monocrométicas na discussio das
técnicas apresentadas. No entanto, a maior parte do que foi dito se aplica as imagens coloridas.
desde que uma imagem colorida pode ser decomposta em trés imagens monocromaticas que podem

ser processadas individualmente e entdo combinadas para obter a imagem colorida processada.

ety



Capitulo III
Modelamento do Sistema Optico

Qualquer fenémeno éptico pode ser analisado dentro de trés quadros de referéncia:

1. Optica geométrica, a qual utiliza o conceito do “raio”.
2. Optica fisica ou ondulatéria, a qual trata a luz como uma onda em movimento.
P )

3. Optica quantica, a qual trata a luz como um fluxo de particulas de massa zero (isto é, massa

residual zero) denominadas fétons.

Optica geométrica A Gptica geométrica trata o comportamento da luz diretamente como ob-
servado macroscopicamente; ela descreve o caminho viajado pelo feixe de luz e prediz a
localizacdo e ampliagio das imagens. A natureza fisica da luz propriamente dita nao é con-
siderada, conseqilentemente a Optica geométrica niao faz predicdes a respeito das interacoes
dos feixes de luz com a matéria e nem com outros feixes de luz. As leis da Optica geomeéirica
podem ser consideradas como uma extrapolagio das observagoes da dptica ondulatéria, para

o caso de comprimento de onda infinitesimal.

Um tratamento geométrico é usado para explicar o processo de focalizagio de len-
tes e de sistemas de lentes, para explicar aberracées que ocorrem em imagens de lentes
e também para descrever os caminhos de luz através dos instrumentos (microscdpios, es-
pectrofotometros, etc.} os quais podem, no entanto, requerer uma discussio em cima das

propriedades de ondas ou de fétons para explicar suas caracteristicas especificas.

Optica ondulatéria A 6ptica ondulatéria ou fisica trata a luz como uma oscilagio periédica de
campos elétricos e magnéticos no espago. Estas oscilagdes sao analogas em muitos aspectos

as ondas da mecanica observadas em fluidos e outras formas de matéria.

82
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Um tratamento éptico-ondulatério é necessario para explicar o funcionamento de
alguns instrumentos, como os microscépios de fase, interferéncia, ou polarizaciao e também
para entender alguns efeitos como a formagao de interferéncia colorida e padrées de difragao.
Em particular a teoria de ondas da luz clarifica a relagio entre padroes de difragio e imagens

de microscépio, explicando inclusive o seu limite de resolugio.

Optica quantica A aproximagao quantica para a Optica descreve o feixe de luz como sendo

formado por um fluxo de “pacotes” de energia de tamanho definido, chamados de fétons.
O {6ton pode ser descrito como uma particula fundamental de massa zero, ou mais precisa-
mente como uma particula de massa residual zero, desde que o movimento do féton, como o
movimento de outras particulas, esta associado a uma massa relativistica determinada por
sua velocidade. A emissao de luz e sua interagio com a matéria s6 pode ser explicada deste

ponto de vista,

A éptica quantica fornece a maneira mais consistente de considerar os efeitos opticos.
desde que, pelo menos em principio, o método pode ser aplicado na descricao de todos
os fendmenos dopticos. Um tratamento éptico quantico é requerido para a explicacao da
absorcao, fluorescéncia e efeitos relacionados, e de dispositivos tais como o laser e fluoro-

fotometro.

Almejando obter um modelo tedrico suficiente para a aplicagao desejada, adota-se a

6ptica geométrica como referencial no desenvolvimento dos temas das préximas secoes.

I1I.

1 Resposta impulsiva

O sistema considerado na obtencao da resposta impulsiva é formado por uma lente

convergente simples, que representa a objetiva, e por um ponto situado no espago-objeto que

representa um ponto do objeto em estudo. Como o objeto é iluminado por uma fonte de luz.

pode-se simplificar o sistema imaginando que cada ponto deste objeto é um ponto emissor de

luz. Com este sistema determina-se a contribuicdo da luz proveniente de um ponto do objeto, na

formacao da imagem do outro lado da lente. Assume-se as seguintes convengoes e nomenclaturas

no desenvolvimento deste modelo:

1.

2.

A lente convergente tem espessura infinitesimal.

A origem do sistema de coordenadas zyz ¢ colocado no centro da lente e a lente estd sobre

o plano yz.



I'1.1. RESPOSTA IMPULSIVA 84
3. O semi-eixo r negativo corresponde ao espago-objeto e o semi-eixo x positivo ao espaco-
imagem.

4. A Fig. 1IL1 apresenta o diagrama de formacio da imagem através de raios de luz e os

parametros considerados no desenvolvimento do modelo.

() = objeto
Y AN = n sinfa) Q' = imagem
/' T WT I = distancia objeto-lente
P — R I' = distancia imagem-lente
fat - < f = distancia focal
;f%_ (i)i\\\ o = én:gulo da abertura numérica
- SN YE R = raio da lente
I i’" ) n = indice de refracao do meio

AN = abertura numérica da lente

Figura II1.1: Formacao da imagem

5. A funcdo impulso unitdrio tridimensional é representada por uma fonte pontual de Inz {(ponto
objeto), com poténcia {ou intensidade) luminosa P de uma candela (cd}, estando localizada

na posigao (z,, Yo, 2,) do espago-objeto. Esta funcdo ¢ definida pela expressao:

1, paraz =1, Y=Y, € z =2,

5(5‘5_301:9’"':?072'—30) - { (Hli)

0, caso contrario.

A Fig. I11.2 (a) apresenta a contribuigio do fluxo de luz proveniente de um ponto do
objeto na iluminagao do espago-imagem. A luz proveniente deste ponto objeto que atinge a lente
gera no espago-imagem um correspondente fluxo de luz, que ocupa uma regido espacial definida
por dois cones colocados “vértice a vértice”. A imagem do ponto objeto gerada por esta lente
estara nitida no plano imagem yz que contém o vértice dos cones. Se o plano yz é colocado um
pouco & frente ou um pouco atrds desta posigdo, a imagem do ponto objeto se torna embagcada e

parecida com uma elipse como mostra a Fig. 1112 (b).

Levando em conta as dimensodes reduzidas dos objetos observados no microscopio com-

posto, pode-se supor que qualquer ponto objeto emissor de luz esta tao préximo do eixo z, que



1I1.1. RESPOSTA IMPULSIVA 85

A Corte A-A [y
- x = x, = Lente
z lﬁ/ \
*\\_ éi} J
\i}mipse

(a) (b)

Figura 111.2: (a) Formagao do cone de luz e (b) segdo do cone de luz

qualquer segao do cone de luz gerado no espago-imagem por este ponto, pode ser aproximada
por uma secio circular como mostra a Fig. [11.3. Neste contexto define-se uma fungdo auxiliar
chamada de fungido circulo, para representar a 4rea circular da Fig. 111.3. Esta fungdo serd til no

desenvolvimento da resposta impulsiva do sistema e é apresentada na Eq. (111.2):

1, para (y—v)?+(z—2)<r

(111.2)
0, para (y—yo)’+(z—z) >

CIR(?J? ZyYes zmrc) = {

ey 0oRS

onde y. e z. sao as coordenadas do centro da secao circular no plano yz e r. € o raio da secao
circular. Os parametros y., z. e T devem ser calculados como funcdes de parametros conhecidos
ou fornecidos, tais como a posi¢io do ponto objeto, a abertura numérica e a distancia focal da

objetiva.

Corte A-A jiy

r = X, P Lente

ZC = ) \
/’// N\

z / \'\

Figura II1.3: Aproximagdo para se¢ao circular

A expressio para 7. é obtida assumindo-se o ponto objeto sobre o eixo x como mostra

a Fig. 1114, O raio de luz convergente exibido no espago-imagem desta figura, indica que o ponto
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objeto estd & esquerda do ponto focal anterior. As outras duas situagdes possiveis sao: (1) o
ponto objeto esta sobre o ponto focal anterior, o que gera raios de luz paralelos ao eixo z no
espago-imagem; e (2) o ponto objeto estd & direita do ponto focal anterior, o que gera raios de luz
divergentes no espago-imagem. O cdlculo da expressio de r, considerando cada uma das situagoes
acima leva ao mesmo resultado. Desta forma, apresenta-se o cdlculo de r. para a situacao da

Fig. l11.4, ou seja, para [ > f.

N df
i_l 2 U 0’

Figura II1.4: Ponto objeto sobre o eixo z

Das relagoes geométricas da Fig. 111.4 obtém-se uma expressio para r.:

R r. R(I' — =, _
tan(ﬁ)z;r:l,_x = rc:%( 7 ) (111.3

Usando-se a Eq. (1.2) da abertura numérica reproduzida abaixo e a relagdo para a

locahizagdo da imagem em lentes delgadas, obtém-se as expressdes de R e I' , respectivamente:

. R ANI _
AN =n S!D(Of) = nw = K= (Tl2 — ANQ)*/*? (”14)
I 1 1 , [l 1
Substituindo as expressées de R e ' na Eq. (111.3) obtém-se:
I+ (1 -4
re = ’ ( f)l para z. > 0. (11.6}

[(fﬁ)g_l]m ,

A Fig. 1115 apresenta o cone de luz formado por um ponto objeto emissor de luz, co-

locado numa posicdo (z,, ¥,, 2,) qualquer do espaco-objeto. Das relaces geométricas da Fig. 1115

obtém-se as expressoes para y. e z,:
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tan(y) = —>= = =% =y = =2 (111.7)
'r(} ‘T/‘C IO
e de forma similar
Zefeo (1118
Z, = .
¢ z. )
Ny

(xo»yo . Zo) <

Figura II1.5: Ponto objeto (z,,9.,2,)

Finalmente a fungao circulo é obtida substituindo as expresses de 7., y. € z. na

Eq. (111.2):

f 2
1, para (y—%o&)z_i_(z_m)gg M

" [y "

0, para (y _ %}&)2 n (z B %)2 N i+ee(1-1)]

~ ’ (2] "

onde (x,,¥,,2.) € a posicdo do ponto objeto e z, é a posicio do plano Imagem yz no eixo z

CIR(mo,yo,zo,m,y, z)l::mz:c = 9 2 (IIIQ)

(z. > 0). A fungdo circulo delimita a regido do plano imagem yz iluminada pelo fluxo de luz que
atravessa a lente e que foi gerado por um ponto objeto emissor de luz.

A resposta impulsiva h do sistema ¢é obtida com a determinacio da expressio que
representa a iluminagao de um plano yz do espago-imagem, produzida por um ponto objeto
representado pelo impulso unitdrio definido na Eq. II1.1. Uma fonte pontual de luz com poténcia
luminosa de um candela, gera um fluxo de luz ¢ no espago-objeto de um lumen (Im). Se o fluxo

¢ se propaga igualmente em todas as diregdes e se o ponto objeto estd sobre o eixo z!, entio

1Esta aproximagio é valida por causa das reduzidas dimensées dos objetos observados com o microscépio de

luz, quando comparadas as dimensdes do sistema.
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pode-se calcular a parcela deste fluxo que atravessa a lente e gera o fluxo de luz ¢; que ilumina
o espago-imagem. A Fig. 111.6 mostra um corte no plano zy da esfera com centro (z,,y,,z,) gue
circunscreve a lente, da qual é possivel obter a seguinte expressao para ¢;:
A
1oy Yor 20) = ¢{Ta, Yos 20) A (H1.10;
e
onde A, é a area da superficie esférica, A, é a area da calota esférica limitada pelas bordas da lente
(esta calota estd no espago-imagem), € ¢{x., Yo, 2,) € 0 fluxo luminoso gerado pelo ponto objeto

impulsivo emissor de luz situado na posigao (z,,y,. 2,)-

Figura II1.6: Parcela do fluxo luminoso ¢ que atinge a lente

A area da esfera A, é dada pela expressao:

A, = 4Am(R* 4+ %) (HL.11)

e a area da calota da esfera, A, limitada pelas bordas da lente pela expressio:

A, =2n(R? + YR+ HYYE ). (111.12

Substituindo as expressées de A, e A. na Eq. (II1.10) e se ¢(z,, ¥, 2,) = 1 Im como foi

dito acima, entao:

i l

¢I($07 yoazo) = (5 — m) (11113?

e substituindo a expressao de K na Eq. (1I1.13) tém-se a expressio final para ¢;:

1
¢i($o: Yo, zo) == (E - (111143

2

Finalmente a resposta impulsiva & deste sistema, definida como a iluminincia gerada

(n? — AN2)1/2) _

i

em um plano imagem yz pelo fluxo de luz ¢, é dada pela expressao:
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h'(xﬂ'} y07 ZO‘}'J"’y? z)lr:xc = WCIR(IoaymzmI:y: Z)l:l':irc

n?_AN? {1%(:52—“,241\:2)1“] (111.15)

- CIR
el 1= 40T (221 Yos 70 2,8 7)o

III.1.1 Caracterizacao do microscépio composto como sistema linear

varlante

U sistema linear invariante no tempo excitado por um sinal z{t) tem como resposta
impulsiva um sinal y(t) como mostra a Fig. 111.7. Quando se faz um deslocamento temporal na
excitacao deste sisterna de um valor T', como mostra a Fig. 1118, a resposta impulsiva deste sistema
se caracteriza por manter o mesmo formato e se deslocar na mesma quantidade da excitagao. Ja
num sistema linear variante, um deslocamento na excitagio nao leva a um deslocamento igual na

resposta impulsiva, um deslocamento na excitagao leva a uma resposta impulsiva diferente.
1 a(t) L y(t)

I x(t) yl(t)

R E—

3 H{w)

Figura I11.7: Sistema linear mmvarniante

ta(l) Ly(t)
[ R pran VR AN
N T —'—WWT—W"“}

Figura I11.8: Sistema linear invariante deslocado

O microscépio composto pode ser considerado como um sistema variante no espaco,
porque qualquer deslocamento do ponto objeto leva a uma resposta impulsiva, como definida
na Eq. (IIL.15), diferente. A Fig. I11.9 mostra que um deslocamento do objeto na dire¢do z da
quantidade 73, leva a um deslocamento da imagem na diregao x da quantidade z,, com x; diferente
de z,. Além disso a imagem do objeto teve seu tamanho reduzido, ou seja, a resposta impulsiva
deste sistema é variante com o deslocamento espacial.

Este comportamento variante também pode ser constatado através da expressao da
resposta impulsiva, Eq. (II1.15), obtida na se¢do anterior, onde esta claro que a resposta impulsiva
h depende da posicio (,,¥,, 2,) do impulso de entrada, de uma forma que nao se reduz a um

simples deslocamento espacial.
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Figura II1.9: Sistema linear variante

I11.2 Funcao de transferéncia

O sistema considerado na Segéo III.1, para o qual obteve-se a resposta impulsiva h
da Eq. (I1L15), é representado pelo diagrama da Fig. 111.10, onde flz,y,z) representa a entrada,

g(z,y. z) a saida, e H a funcéo de transferéncia do sistema.

flz,y, 2) 9(z,y,z)

——— H e

Figura II1.10: Diagrama do sistema

A entrada f(z,y, z) pode ser escrita como:

f(@,y,2) = [flz,y,2)+8(z,y,2)

IT1.16
ffooo ffooo ffooo f(moa Yo, zo)é(i’: — Ty Y Yoy B Zo)dmodyodzo ’ ( )

onde 6 é a funcido impulso tridimensional definida pela Eq. (1IL1) e (., y,.2,) é a posicao de

aplicagao do impulso. Entéo, a saida para um sistema (variante ou nio) sera dada por:

g(z,y,z) = / fw /m F(@or Yor 20)h (2., 2, Tos Yoo 20)d2odyodz, . (LIL17)

Supondo que F(u,v,w) seja a transformada de Fourier de f(z,y,z), entdo pode-se

escrever:

fle,y,z) = Flu,v,w)e”™ ™’ dudvdw HI.18)
(2’1’?)3 -0 Joo J—00
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assim

flzo, Yo, 20) = UISE [m LOO /;OO Flu,v,w)e’" e e dudvdw . (11119}

Conseqlientemente a substituicao de f(z,, ¥o, 2,) na Eq. (II1.17) produz:

glz,y,z) =[5 [50 I2 ((—23}“)3 U IO R F(u,’v,w)ejw"ej"yoejwzodudvdw)

(111.20)
h(@,ys 2, %oy Yos 20 )dodyodzs
que através da mudanca da ordem de integragao e das seguintes mudancas de variaveis,
r—1x,=a=dr,=-—da
Y— Yo =b=dy, = —db ‘ (I11.21)
z— 2, = ¢ => dz, = —dc
pode ser re-escrita como:
_ .1 o0 oG Fux vy ,jwsz
g(.ft‘, yzz) {(2=)® f—oo f—oo f—-oo F(U,U,‘UJ)E € e (HIQ??

( I IS k(ry s, —a,y — bz — c)e“j““e'j”be“j‘”cdadbdc) dudvdw .

Chamando a parcela entre parénteses da Eq. (111.22) de H(ju, jv, jw, z,y, z) pode-se

e5CTever:

glz,y,2) = 2 ]OO f / (u, v, W) H (Ju, jv, jw, z,y,2)e’ "V’ * dudvdw . (I111.23}
7)

H(ju,jv, jw, z,y, z) é chamada de fung¢do de transferéncia do sistema e esta funcao é

variante com (z,y, z). Com a mudanca de varidvel dada abaixo,

z - a=1x,=da=~dz,
y—bm Yo m}db: —dyo (11124}
z—c=z, = de= —dz,

pode-se obter uma expressao mais adequada para H:

H(ju,jv, jw,z,y,2) = € TR eTIN eI [0 [ [oae B2, Y, 2, o, Yo, 75 )67 €T V0T

(111.25}
dz,dy,dz, .
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Substituindo a resposta impulsiva h(r,y, z, o, Yo, 2,) dada pela Eq. (1IL15) na ex-
pressao dada pela Eq. (I11.25), é possivel calcular a fungio de transferéncia H(ju, jv, jw, z.y. z)

do sistema.

111.2.1 Interpretagao da funcao de transferéncia

A saida g{z,y,z) do sistema da Fig. II1.10 para uma entrada f(z,y,z) é dada pela
Eq. (I11.17) reproduzida abaixo:

glz,y, 2) :] f fm F(Zos Yos 2o)R (2, 4y 2, 0, Yo, 20)dTodyodz, (111.26)

Para analisar a composi¢io de freqiiéncia da saida g(z,y, z), emprega-se uma entrada

f(z.y, z) que possui apenas uma freqiiéncia em cada dimensao, ou seja.

fla,y,z) = emeTelvelver. (111.27)

Da Eq. (111.27) obtém-se f(x., Yo, 2.) para ser substituido na Eq (I11.26) e lembrando
ainda da relacio dada pela Eq (1I11.25) pode-se escrever:

9(557 Y, Z) o ffooo ffooo ffooc ejuoroejvoya ejwozoh(a:’ s 2y Ty Yo zc)dxodyodzo

U J V05 J o o oY g (111.28)

= H(juo,jvo,jwo’g:’yyz)e;?uoxe_woyejwoz |

H(Gtior 00, w0, :9,2) = w , quando f(z,y,2)= gitov gIvoy gIWar (111.29)
; i f(&?,y,z)

Da Eq. (I11.28) e da variagio de H(ju,, jvo, Jw,, ,¥,2) com (z,y, z), pode-se concluir
que H provoca algo parecido com uma “modulagao” em amplitude nas componentes de frequéncia

¢iueT  eIvoy g eI¥o? logo g{x,y,2) contém outras freqiiéncias além de u,, v, € w,.

Observe que se o sistema fosse invariante com o deslocamento entao:

h(xa ya <, Tos yoa zo) = h(.’.ﬂ - :230, y — Yo Z Zo) (11130)

e conseqiientemente da Eq. (111.25)
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H(juvjvajwa T,Y, Z) = Ifooo fjooo fjooo h(I = Loy ™ Yoy & — Zo)
—ju(z—zo) givly—va) giwlz—zo) g7 dy dz,
‘ © ¢ ootz (131,

= [ % [ h(z,y,z)e eV el drdydz

= H(ju,jv,jw) ,

ou seja, a funciio de transferéncia do sistema invariante ndo dependeria de (z,y, ). Assim quande

flx,y, 2) = e74Tel¥Vel¥o? ter-se-la:

H(jumjvmjwo) = %%%‘?}'::} .
gy 2) = Hljug, ons juns) o cmoreines (132

= C(uoa Yo, wo)ejuoxejvoyﬁjwoz ed:(uo,va,wo) 3

onde C(ug, Vo, W,) € ¢(Us, U,y W, ) corresponderiam, respectivamente, ao médulo e a fase da fungac
H{ju,, jva,jw,). Da Eq. (111.32) constata-se que g(x,y, z) ndo conteria outras freqiéncias alér:

de u,, v, € w,.

As Figs. I11.11 e 112 apresentam, respectivamente, os diagramas que representam z
composicao espectral de g(z,y, ) no caso de sistema invariante e no caso de sistema variante, de
acordo com as informactes obtidas nos pardgrafos anteriores. Para ndo carregar a figura apresenta-
se a composicio para apenas alguns pontos espectrais e também optou-se pela representagac
unidimensional do espaco de freqiiéncia, sendo que a extensdo para o caso de espaco de freqiiéncia
tridimensional € direta. |

A representacio da Fig. I11.12 sugere uma discretizagdo do espago de freqiiéncia que
pode ser realizada através da decomposicao dos sinais em suas séries de Fourier. A proxima secac

apresenta uma solugao para o problema que emprega este artificio.

I11.3 Obtencgao de f(z,y,z) a partir de H(ju, jv,jw,z,y, 2!
e g(z,y,2)

Supondo que o sistema da Fig. I11.10 represente a objetiva de um microscépio, f(z,y,z}
representard a distribuigio de intensidade luminosa do objeto sob visualizacéo e g(x,y,z) a cor-

respondente iluminagio no espago-imagem.
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Figura 111.11: Composigao espectral do sistema linear invariante
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Figura I11.12: Composicdo espectral do sistema linear variante
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Sera estudada aqui a possibilidade da obtencdo de f(z,y,z) a partir do conhecimento
de g(z,y,2) e H(ju,jv, jw, z,¥,2), o que permitiria obter todas as informagoes do espago-objeto
a partir das observagbes no espago-imagem {o unico acessivel a observagbes). Seria entao possivel
ultrapassar limitagdes que o microscopio apresenta no seu emprego tradicional, como, por exemplo.
a reduzida profundidade de campo que impede a visualizagdo simultanea de todas as partes de
um espécime com espessura nao desprezivel.

No desenvolvimento a seguir sera usada uma representacao discretizada das funcoes
flz,y,2), g(z,y,2) e H(ju, ju, jw, z,y, 2), que é a forma apropriada para processamento digital.

A discretizagio do espago de freqiiéncia leva a Eq. (111.18) reproduzida abaixo:

fz,y,2) = f ] /Oc F(u,v, w)e™ e’V dudvdw (111.33)

para a seguinte forma:

f .’L‘ Y, Z Z Z Z a, ﬂjpeiju:rejnAvy IpAwsz (11134)

Mt OO A5G Pom— 00

com Au, Av e Aw tendendoaQe

F(mAu,nAv, pAv)AuAvAw
(2m)®
Observe que a determinacao dos coeficientes @, ., permite reconstruir a funcao de

entrada f(z,y, z) através da Eq. (I11.34) dada acima.

(111.35)

am !RYP =

De forma semelhante, a saida do sistema g(x,y, z} dada pela Eq. (111.23) reproduzida

abaixo:

glz,y,z) = TISE wﬁm j;m Flu,v,w)H(ju, jv, jw, z,y,2)e’* e’ dudvdw  (111.36)

permite escrever quando discretizada no espacgo de freqiiéncias com as mesmas variagoes de

fregiiéncia Au, Av e Aw usadas na Eq. (11134}

glz,y, 2 Z Z Z [ iju,jnAv,ijw,m,y,z)ejm&umejné""yejwwz A111.37)

TR e OG = 00 P OG

Como o espectro de freqiiéncia da fungdo f{x,y, z) é infinito, os limites das somatoérias

da Eq. (111.34) assumem valores infinitos. Para que esta expressio possa ser processada em compu-
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tador, assume-se que f(z,y,z) pode ser aproximada por uma funcao com espectro de fregiiéncia -
mitado, o que permitiria a definigao de valores finitos para os limites das somatérias da Eq. (111.34).
assim pode-se escrever:
:{. Y, 2 Z Z Z amnpejrrAuxe_?nAvye;psz (}1}384
m=-M n=—-N p=-F

onde M, N e P representam valores finitos. Consequentemente a Eq. (111.37) é re-escrita comor:

M
glz,y,2) = D 3N 3 annpH(imAu, jnAv, jpAw, 2,4, z)fm AU In AV eIRBwE - (11,39,
m=-—M n=-N p=—P

Com a éptica ondulatéria explica-se o limite de resolugao da objetiva do microscoplo.
ou seja, mostra-se que um ponto do objeto produz um padrao de difragao no espago-imagemn, logo
a resolucao da objetiva é finita. Pela éptica geométrica um ponto do objeto produz um ponto no
espaco-imagermn, o que, se fosse verdade, implicaria em resolucio infinita para a objetiva. Entao, se
a imagem produzida pela objetiva fosse um ponto, a sua fungéo de transferéncia teria um espectro
de freqiiéncia infinito e, conseqientemente, uma expansao em série de Fourier? com um numero
infinito de coeficientes. No entanto, a imagem do ponto objeto é um padrao de difragao com
dimensio finita, logo o espectro de freqiiéncia da fungao H{ju,jv, jw, x,y,z) sera limitado e a

expansao em série de Fourier desta fungdo tera um ntmero limitado de coeficientes.
Supondo que a expansao em série de Fourier da fungao H seja realizada com as mesmas
variacoes de fregiiéncia Au, Av e Aw usadas na Eq. (I111.34), que o espectro de frequencias de #
¢ limitado e que os valores finitos M, N e P sio suficientes para serem usados simultaneamente

pela aproximacao da Eq. (111.38) e pela expansao em série de Fourier da funcao H, entao:

9’(333 Y, Z) == ?n/l.—_ﬁuM E =N Ep__mp G n p63”“&“‘”ej'“‘m’yej?’m"z

: : : (TI1.4G:
[E:QM&_M YDA D bq,rgs,m’mpe.??l}ure}rﬁvye.fs&wz]

A expansio em série de Fourier da fungdo g(x,y,z) da Eq. (1I1.40), também sera
realizada supondo as mesmas variagoes de freqiiéncia Au, Av e Aw usadas na Eq. (I111.34), que o
espectro de freqiiéncias de g(z,y,2) ¢ limitado e que os valores finitos M, N e P sao suficientes
para serem usados simultaneamente pela aproximacio da Eq. (111.38) e pela expanséo em série de

Fourier das funcgoes H e g, entao:

g(z,y,2) = 2 Z Z Ci € BT I BYE (I11.41)
i=_M k== N t=—P

2l ¢ fungdo de {z,y,z) logo também pode ser expandida em série de Fourier.
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Para reconstruir a fungao f(z,y,z) ¢ necessdrio calcular os coeficientes @, 5. Para
facilitar a demonstracio do calculo destes coeficientes a andlise € realizada sobre as Eqgs. (111.40)
e (111.41) para o caso unidimensional e no final se faz a extensdo para o caso tridimensional. A

reducao destas equagbes para o caso unidimensional produz:

g(.’ﬂ) o Z cienaw — Z amejmﬂuz Z bq,mequua: ; (111.42)
i=—M

m=— M g=—M

a qual pode ser representada de forma matricial desde que seja assumida a seguinte notagao:

C = [ C_M vt €3 C€C_1 € € €2 - CM ] (I11.43)
[ c—iMaur ]
€~j2Au:r
e—jAur
E - | (11.44)
€jAux
ej?Au:r
ejMAua:
A= a.y -+ dup Ay Qg Ay dz -+ dpf (Ifléﬁ)
boar-m bomyr-m bomiaom 0 bam
bopm—ms1 boarsr-mir bomezomer o byoamn
B=|bom-mi2 bompr-mi2 bomya-maz 0 ba-mi2 (111.46)
| bomm b_aryi,m boppam o buam

Entao a Eq. (111.42) pode ser escrita como:
C-E=A-E-B-E (1H.47)
e através de manipulagbes matricials se chega a:
C=A-E-B (111.48)
A-E=C-B™ . (111.49)

A versio unidimensional de f(z,y, z) obtida da Eq. (111.38) é dada por:
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M
fle)= Y a, ™ =A-E (111.50]
=M
conseqiientemnente a solucao do problema é dada pela expressao:

f(z)=C- B! (111.51]

onde C é o vetor dos coeficientes da expansio em série de Fourier da func¢ao conhecida g{z) e B~
é a matriz inversa dos coeficientes da expansao em série de Fourier da fungac de transferéncia
H{ju,z)} do sistema variante que também ¢é conhecida.

Na extensio para o caso tridimensional o vetor C se torna uma matriz com trés di-
mensdes, que carrega os coeficientes da expansido em série de Fourier da imagem de saida do
sistemna ¢(z,y, z). A matriz B passa de duas dimensbes para seis dimensdes, contendo os coefici-
entes da expansio em série de Fourier da funcao de transferéncia H(ju, jv, jw, r,y, z) do sistema

variante. E a Eq. (I11.51) se torna

flz, 4, 2) = CamyxN+)x2P+1) - BEM—H)X{?N-{-!)x{2P+1)x{2M+1}x(2N+1)x(2P+1) (111.52}

O ntimero de coeficientes da expansao em série de Fourier da funcao ¢(z,y, z) guarda
uma relagio com a resolucio fornecida pela objetiva, ou seja, com o namero maximo de linhas que
a objetiva é capaz de exibir®. Entao, o nlimero de coeficientes pode ser estimado como sendo da
ordem da metade do nimero de linhas elevado ao cubo. Desta forma, conclui-se que as matrizes C e
B possuem um nimero grande de termos o que torna o calculo de f(x,y, 2} através da Eq. (I11.52).
considerando os computadores atuais, muito oneroso do ponto de vista computacional.

Na reconstrucao do espago-objeto desaparece, evidentemente, a limitagao da profundi-
dade de campo do microscépio 6ptico. No entanto, a implementagao pratica da reconstrugao nao
é uma tarefa simples como comprova o desenvolvimento acima.

Entdo, a partir deste ponto, decidiu-se explorar métodos que fazem uma abordagem
mais heuristica do problema, o que leva ao desenvolvimento de métodos mais simples do ponto
de vista computacional e que podem ser implementados em tempo habil nos computadores dis-
poniveis. O Cap. V apresenta os métodos heuristicos desenvolvidos para a remogao da limitagao

da profundidade de campo, com os quais se obteve resultados praticos muito interessantes.

3 A resolugio fornecida pela objetiva é discutida na Segao IV.7.1.



Capitulo 1V

Sistema de Aquisicao de Imagens

IV.1 Histérico

No inicio da parte experimental deste trabalho, em 1992, o Laboratorio de Processa-
mento de Sinais (LPS) ndo dispunha de equipamento para amostrar e digitalizar sinais de video.
Tal equipamento era imprescindivel para o prosseguimento do trabalho na area de processamento
digital de imagens, desde que seria responsavel pela geragdo das imagens digitals necessarias para
a aplicagdo das técnicas de processamento propostas.

A falta de um equipamento para realizar a aquisi¢do de imagens se tornou um pro-
blema importante em 1992, desde que isso poderia prejudicar o bom andamento do trabalho e
o cumprimento dos prazos estabelecidos'. Naquela época, foram consideradas trés opgdes para

amostrar e digitalizar sinais de video:

1. Comprar uma placa de microcomputador especifica para amostrar e digitalizar sinais de
video. Esta opc¢io, no melhor dos casos, envolveria tempo e trabalho para conseguir recursos

para importar uma placa e também incerteza quanto ao prazo de entrega da placa.

2. Localizar na UNICAMP algum equipamento que realizasse a fungao. Esta opgao criaria uma

dependéncia de um equipamento externo ao LPS.

3. Construir um sistema completo para amostrar e digitalizar sinais de video.

Nenhuma das op¢bes acima se mostrou viavel para ser implementada na época, dado os

problemas decorrentes para a execugao de qualquer uma delas e também por causa do curto espago

10} inicio de 1995 foi estipulado como prazo maximo para terminar o trabalho.

99
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de tempo disponivel para realizar o trabalho. A procura por novas opgdes levou a formulagao de
uma quarta opgao, que se mostrou viavel para ser implementada no tempo disponivel. Esta quarta
opcao surgiu quando se verificou a possibilidade de adaptar um equipamento existente, projetado e
construido no LPS, para realizar a amostragem e digitalizagio do sinal de video. Este equipamento
é chamado de sistema de aquisicdo de dados (SAD) e faz amostragem e digitalizagio de sinais de
dudio a uma taxa de até 100 kHz gerando palavras de 12 bits. Aparentemente, este equipamento
nao se presta para digitalizar sinais com faixa maior do que 50 khz, como é o caso do sinal de
video gerado pela cAmara que possui uma faixa de aproximadamente 5,4 MHz. Mas o uso do SAD
se tornou vidvel através da implementacio de um esquema especial de amostragem que aproveita
a caracteristica estdtica das imagens geradas no conjunto microscépio-camara de video.

Este esquema especial de amostragem é implementado pelo sistema externo de controle
do SAD (SECSAD), que trabalha acoplado ao SAD controlando a sua amostragem. O projeto e
implementacao do SECSAD foram desenvolvidos durante os anos de 1992 e 1993, em paralelo com
outras atividades ligadas aos métodos de processamento a serem implementados. No final de 1993 o
sistemna estava operacional e foi usado para digitalizar as imagens fornecidas pela cimara de video.
Estas imagens foram essenciais para o desenvolvimento e testes dos métodos de processamento
propostos.

Em 1993 também surgiu a oportunidade de importar uma placa para amostrar e digi-
talizar sinais de video, com recursos provenientes de um projeto tematico da Fapesp do qual faz
parte o LPS. No entanto, esta placa s6 chegou no segundo semestre de 1994 e se tornou operacional
a partir de outubro de 1994. Esta placa é chamada de Super VideoWindows Multimedia (SVW)

e é um produto da New Media Graphics.

IV.2 Introducao

A aplicagio de técnicas de processamento digital de sinais nas imagens fornecidas pelo
microscépio éptico, exige equipamentos adequados para realizar a aquisicdo destas imagens. Estes
equipamentos sao chamados genericamente de sistermas de aquisi¢do de imagens.

Um sistema de aquisicdo de imagens ¢ formado basicamente por dois elementos: a
camara de video e o sistema para amostrar e digitalizar sinais elétricos. A camara de video
fornece um sinal elétrico de video para o sistema digitalizador que o transforma numa imagem
digital, ou seja, o sinal continuo é transformado em um sinal digital apropriado para ser tratado
e processado por computador.

Como este trabalho estd voltado para o processamento digital de imagens fornecidas
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pelo microscépio dptico, foi nécessrio desenvolver um sistema de aquisigdo de imagens apropriado
para a aplicacdo. Assim, o sistema é formado por um microscépio dptico, uma camara de video e
um sistema para digitalizar sinais elétricos. A cimara de video é utilizada sem a sua objetiva (com
o CCD exposto) e o microscépio sem a sua ocular. Um acoplamento mecanico adequado entre
a camara e o microscopio permite que a objetiva do microscdpio atue como objetiva da camara,
ou seja, a Juz proveniente da objetiva do microscépio é projetada diretamente sobre o CCD da
camara de video e a aquisi¢do da imagem se resume em digitalizar o sinal de video fornecido pela
camara.

A digitalizagdo do sinal da cAmara é realizada pelo SAD do LPS sob controle do
SECSAD. Este capitulo trata do desenvolvimento do SECSAD e do seu acoplamento com o SAD
para a aquisicao de imagens estaticas.

As Figs. IV.1 e IV.2 apresentam, respectivamente, os diagramas de blocos simplificados
do sistema de aquisi¢io de imagens que utiliza o SECSAD e do sistema de aquisicao de imagens

que utiliza a placa de aquisicao Super Video Windows.

Luminancia Gate-SAD
Céamara ~
1 Crominancia
i _dé_i_v_ldfow | rominancia, SECSAD Clock-SAD, SAD - RS232/GPIB Computador
Microscopio Sinal-SAD

Figura IV.1: Diagrama do sistema de aquisi¢ao com o SECSAD

Camara Video composto Placa i

de video Super Video i Computador
“““““““ Windows !
Microscépio :

Figura IV.2: Diagrama do sistema de aquisi¢do com a placa SVW

IV.3 A camara de video

A cédmara de video utilizada é o modelo LX-1 da Canon com padrae Hi-8 mm. Esta
camara apresenta uma 6tima qualidade de imagem com uma resolugao horizontal de aproximada-
mente 570 linhas. Também permite os mais variados ajustes como, por exemplo, o ajuste que faz

a correcao da cor branca, que é utilizado antes de realizar qualquer aquisi¢ido para dar uma maior
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fidelidade as cores das imagens. Uma caracteristica importante desta camara, que j& foi inclusive
citada anteriormente, € a possibilidade de retirar a objetiva da camara para acessar diretamente
o seu CCD, que apresenta uma dimensao na diagonal de 8 mm. Esta caracteristica é importante
desde que permite um acoplamento mecinico simples entre a cimara e o microscépio. O acopla-
mento mecanico foi efetivado por um suporte em L construido segundo o desenho mecanico da

Fig. V.3, auxiliado por um adaptador padrao de rosca 42 x 1 mm para o encaixe do suporte da

8 ] R50,7

30 10

ocular do microscépio.

Corte A-A

88

54.5

Anel de borracha

Solda prata

350

E:

Rasca 42 x 1 mm
1 folgada

1.

80,5

o

1
35

70

92

DimensGes em mm
Escala 1:1,5

e o

Figura IV.3: Desenho mecanico do suporte em L

A camara apresenta saidas para os sinais de video composto, de luminancia e de cro-

minédncia. Estes sinais permitem a formulacio de trés caminhos distintos para a obtencao de

imagens digitais:

1. O primeiro consiste em digitalizar o sinal de video composto, aplicar um processamento

digital nas amostras geradas para obter a decomposicao, por meios digitais, do sinal de video
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composto em suas componentes RGB e conseqilentemente uma imagem digital colorida. Este
processo é razoavelmente trabalhoso porque envolve o uso de um algoritmo de processamento

digital complicado.

2. Digitalizar o sinal de luminancia diretamente para obter imagens monocromaticas sem a
necessidade de qualquer pré-processamento. Neste caso também se pode obter imagens
coloridas desde que se faga trés amostragem de cada imagem, usando-se em cada uma os
respectivos filtros vermelho, verde e azul no caminho da luz que atinge o CCD, entao cada

imagem monocromdtica gerada com os filtros correspondera a uma das componentes RGB.

3. Digitalizar os sinais de lumindncia e crominancia separadamente e a partir deles realizar um

processamento digital para gerar as componentes RGB da imagem digital colorida.

O desenvolvimento do sistema de aquisicdo de imagens tem como objetivo principal a
obtencio de imagens digitais para dar prosseguimento a este trabalho. Como para esta finalidade
tanto faz se as imagens sao coloridas ou nao, optou-se, para simplificar, por digitalizar o sinal de
luminancia com conseqiente obtencido de imagens monocromaticas, as quais sao suficientes para

aplicar os processamentos desejados e deles obter resultados.

IV.4 Particularidades do sistema de aquisicao de dados
(SAD)

Como o SAD faz parte do sistema de aquisicdo de imagens desenvolvido, esta secio
apresenta de forma bastante resumnida as suas principais caracteristicas, enfatizando as que sao
importantes para o desenvolvimento do SECSAD e para o perfeito acoplamento entre o SECSAD
eo SAD.

O SAD foi desenvolvido para prover o LPS de uma base minima para realizacao de

trabalhos e pesquisas em processamento digital de sinais e suas principais caracteristicas sao:
1. Faixa de freqiiéncia do sinal de entrada: CC a 50 kHz.
2. Frequéncia de amostragem: varidvel de 0 a 100 kHz.
3. Acoplamento: CC ou CA.

4. Ntimero de bits das palavras de conversao: 12 bits (quantizagdo uniforme), ou 8 bits (lei A

de compressao).
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5. Sensibilidade selecionavel entre: +/— 1V, +/— 320 mV, +/— 100 mV, +/- 32 mV, +/-
10 mV, +/—32mV, +/— 1 mV e 4/~ 320 xV.

6. Filtros passa-baixas selecionéveis na entrada e na saida: CC a co (faixa plana), CC a 16 kHz.
CC a 8 kHz e CC a 3,4 kHz.

7. Compensacio do efeito sin(z)/z do D/A para fregiiéncias de amostragem de 8 kHz, 20 kHz
e 40 kHz.

8. Configuragio das funcoes: pelo teclado, por programa, ou pela interface GPIB ou RS-232.
9. Microprocessador: 8088

10. Memédria; ROM de 16 kbytes, RAM para programa de 8 kbytes e RAM para dados de
2 Mbytes.

11. Interfaces de comunicacao: GPIB e RS-232.

12. Canal de transferéncia de dados & memoria: DMA.

S6 foi possivel usar o SAD neste sistema de aquisigdo de imagens, porque os sinais ge-
rados internamente pelo SAD para controlar a sua amostragem estavam acessiveis, o que permitiu
a colocacio de uma chave para selecionar entre os sinais gerados internamente e os sinais gerados
pelo SECSAD.

O SAD atua como digitalizador do sistema de aquisicao de imagens e para executar
esta funcéo é configurado para usar o filiro passa-baixas de entrada de faixa plana, acoplamento
CC, palavras de 12 bits, sensibilidade de +/— 1 V e para usar os sinais externos de freqiéncia de
amostragem e de habilitagio da amostragem.

Quando o processo de amostragem ¢ disparado pelo SECSAD o SAD comega a digi-
talizar o sinal de entrada armazenando as amostras na sua memdéria RAM. Terminado o processo
de amostragem o SAD pode transferir as amostras digitalizadas da sua meméria para um ar-
quivo na memdria do microcomputador via a interface GPIB ou R5-232. Na verdade, o processo
de operagao normal do SAD so é perturbado por influéncia dos sinais externos de controle da
amostragem.

O SAD ao amostrar e digitalizar um sinal aplicado a sua entrada através do seu con-
versor A/D, gera uma palavra de 12 bits para cada uma das amostras do sinal de entrada.

O SAD também possui um esquema especial para armazenar na sua memdria RAM

de dados, formada por palavras de 8 bits, as amostras digitalizadas em palavras de 12 bits do
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sinal de entrada. Este esquema especial de armazenagem visa otimizar o uso da sua memoria
RAM de dados e consiste em armazenar cada duas palavras de 12 bits consecutivas em tres
bytes consecutivos da meméria do SAD com o seguinte formato: o 19 byte contém os 8 bits
menos significativos da primeira palavra; o 22 byte contém em seus 4 bits mais significativos os
4 bits mais significativos da primeira amostra e em seus 4 bits menos significativos os 4 bits mais
significativos da segunda amostra; e o 32 byte contém os 8 bits menos significativos da segunda

amostra. A Fig. IV.4 ilustra este esquema especial de armazenagem.

12 amostra 28 amostra

211210/ a9 a8 a7 abladlad|ad |aZ:al |ab H11b10 b9 b&1b7ib6 b5 b4 b3 b2ibl bl

4 J\ J i J\

I 3 s N ~
a7labiah|adlald|a2lallal 21121029 a8 b11h10/ b9 | b8 b7|b6 b5 b4 |b3ib2ibl bl
19 byte 29 byte 3° byte

Figura IV.4: Esquema de armazenagem das amostras na memoria RAM do SAD

IV.5 Sistema externo de controle do SAD (SECSAD)

O SECSAD foi desenvolvido para operar em conjunto com o SAD, de forma a estender
sua aplicacdo para a aquisicdo de sinais de video de imagens estaticas. Neste ponto surge a
pergunta: “Como o SAD, um equipamento projetado para realizar a aquisigio de sinais com faixa
de até 50 kHz, passa, com o auxilio de um outro sistema, o SECSAD, a realizar aquisicao de sinais
de video com faixa de 5,4 MHz 77

A resposta estd no esquema especial de amostragem implementado pelo SECSAD.
quando opera em conjunto com o SAD na amostragem de sinais de video de imagens estaticas.
Este esquema ¢ implementado através da geracio externa, pelo SECSAD, dos sinais que controlam
a aquisicao dos dados realizada pelo SAD, os quais substitnem os correspondentes sinais gerados
internamente pelo SAD. Os sinais em questdo sao: o sinal que habilita a aquisicio de dados

chamado de “Gate-SAD”; e o sinal que fornece a freqiiéncia de amostragem chamado de “Clock-
SAD”.
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A amostragem normal de um sinal de video é realizada linha a linha, o que exige uma
taxa de amostragem de pelo menos duas vezes a faixa do sinal para satisfazer o critério de Nyquist.
ou seja, uma taxa malor ou igual a 10,8 MA/s (milhoes de amostras por segundo). A amostragem
de uma imagem estitica pode ser realizada da maneira considerada normal linha a linha, ou pode
ser realizada de uma maneira alternativa coluna a coluna, desde que o sinal de video de uma
imagem estatica tem a particularidade de se repetir durante os quadros de imagem subsequentes.

No esquema de amostragem coluna por coluna a primeira amostra é retirada do comego
da primeira linha, a segunda amostra do comego da segunda linha, embaixo da primeira amos-
tra, e assim por diante até a tltima linha. Entéo, passado um quadro de imagem, conclui-se a
amostragem de uma coluna da imagem total. Acabada a primeira coluna passa-se para a segunda
coluna, de forma que a segunda amostra sobre a primeira linha, seja retirada de uma distancia da
primeira menor do que o inverso de duas vezes a faixa do sinal de video para satisfazer o critério
de Nyquist da amostragem. Esta distincia é mantida entre todas as amostras adjacentes sobre
uma linha. No final do segundo quadro de imagem conclui-se a amostragem da segunda coluna
da imagem total, logo a cada quadro de imagem uma coluna da imagem total é amostrada.

Observa-se que neste esquema de amostragem o SAD opera com uma taxa de amos-
tragem igual a freqiiéncia horizontal do sinal de video, da ordem de 15,75 kHz, a qual estd dentro
da faixa de trabalho do SAD. Neste caso a taxa de amostragem de uma imagem estdtica ¢ aparen-
temente de 15,75 kHz, mas se for verificada a distancia entre duas amostras vizinhas sobre uma
mesma linha, constata-se que a freqiiéncia de amostragem efetiva é maior do que duas vezes a

faixa do sinal de video.

IV.5.1 Descricao de operacao

Para descrever o funcionamento do SECSAD emprega-se o diagrama de blocos funcio-
nais simplificado da Fig. IV.5. Através deste diagrama pode-se verificar que o SECSAD conta
apenas com os sinais de lumindncia e crominancia, fornecidos pela cimara de video, para gerar os

seguintes trés sinals empregados no controle da operagio do SAD:

Gate-SAD Este sinal leva para o SAD informacgao temporal sobre o inicio e o final de um

processo de amostragem e digitalizagao de uma imagem.
Clock-SAD Indica para o SAD o momento exato de realizar a aquisi¢do de cada amostra.

Sinal-SAD E o sinal de entrada do SAD que serd amostrado e digitalizado. Neste caso é o sinal

fornecido pela caméra de video que passa por um tratamento no SECSAD para atender as
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especificagdes de entrada do SAD.

Para implementar o processo de amostragem coluna a coluna descrito anteriormente,
o SECSAD conta com uma unidade de controle responsével por toda a temporizagao do sistema.
Esta unidade gera diretamente o sinal Gate-SAD quando atuada externamente pelo sinal de dis-
paro da amostragem.

Na entrada do sinal de Juminancia existe um amplificador para isolar a camara de
video do SECSAD e para alimentar o separador de sincronismo e o sample-hold. O separador de
sincronismo junto com o detector do campo 1 geram os sinais que levam informacao da freqiiencia
horizontal, fi, da freqiéncia vertical, f,, e da freqiiéncia de quadros, f,/2. Estes sinais sao usados
em varios circuitos do sistema. Ja o sample-hold gera o Sinal-SAD com caracteristicas apropriadas
para ser amostrado pelo SAD, cujo conversor A/D apresenta um tempo de amostragem da ordem
de 10 ps, exigindo desta forma um sinal de entrada estével em amplitude durante este perfodo de
tempo.

O sinal de crominéncia fornecido pela camara de video é usado basicamente para gerar
o sinal f,, cuja freqiiéncia é ignal a seis vezes a freqiiéncia da subportadora de cor, fo. {(f. =6/,
e f. = 3,5794767 MHz = f. ¢ da ordem de 21,48 MHz).

Como a amostragem é realizada por coluna, existe a necessidade de um contador de
coluna para que o sistema saiba qual coluna estd sendo amostrada, este contador tem como “clock”
o sinal f,/2. Também existe a necessidade de um contador de linha, para que a posi¢ao da amostra
sobre cada linha seja determinada com base na informagdo de qual coluna estd sendo amostrada,
o clock deste contador ¢ o sinal f,.

Quando o contador de linha determina a posigdo em que deve ser realizada uma amos-
tragem sobre a linha, um sinal é enviado para o oscilador monoestavel que gera os sinais de clock
para o sample-hold e para o SAD realizarem a amostragem.

Para uma explicacio mais detalhada da operagdo do SECSAD observe a Fig. 1V .6, que

apresenta o diagrama de blocos funcionais detalhado do sistema.

O entendimento do sistema se resume, basicamente, em entender o processo de de-
terminacio da posicio das amostras a serem adquiridas. Este processo inicia-se com o usuério
determinando o momento do inicio da amostragem de uma imagem, através do sinal de disparo da
amostragem. Este sinal atua sobre a unidade de controle liberando-a para iniciar a amostragem
no mormento adequado, ou seja, no inicio do campo 1 do quadro de imagem.

Apds a liberacdo da amostragem os contadores sao habilitados e o contador “up” é

carregado, pelo sinal Gate-SAD, com o nimero da primeira coluna a ser amostrada e que foi
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definida previamente pelo usurio. Em seguida, o contador “down” é carregado pelo sinal fi com
o valor desta coluna. Se, por exemplo, o valor da coluna for 10, entao apés 10 pulsos do sinal f7 o
contador down dispara o oscilador monoestével, gerando um pulso nas linhas de clock do sample-
hold e do SAD, que desta forma adquirem uma amostra na primeira linha do campo 1, localizada
10 periodos do sinal f7 4 frente do pulso de sincronismo horizontal da linha. Com o préximo puiso
do sinal f,, o contador down é carregado novamente com o valor 10 e serd adquirida uma segunda
amostra na segunda linha do campo 1, exatamente abaixo da primeira amostra adquirida. Este
processo se repete por todo o campo 1 e vai até a dltima linha do campo 2 do quadro de imagem.
momento em que se tem uma coluna inteira j4 amostrada, neste instante um pulso do sinal f,/2
incrementa o contador up para 11 e a préxima amostra a ser adquirida se localizard na primeira
linha do campo 1, & direita da primeira amostra da coluna 10 e espagada desta de um periodo da
freqiiéncia do sinal f7. isto se repete para todas as outras amostras da coluna 11. Este processo
de amostragemn se repete até que a tltima coluna da imagem seja amostrada, sendo este momento
determinado pelo comparador que fica monitorando o nimero da coluna que esta sendo amostrada
e o compara com um valor definido pelo usuario.

Observando o processo de aquisi¢io de imagens estaticas descrito acima, verifica-se
que 0 SAD adquire uma amostra por linha de imagem, entdo sua taxa de amostragem € igual
3 fregiiéncia horizontal, da ordem de 15,75 kA/s (quilo-amostras por segundo). Mas também
observa-se que a taxa efetiva da amostragem realizada sobre o sinal de video da imagem, ¢ igual
a0 inverso do espacamento entre as amostras adjacentes adquiridas sobre a mesma linha, ou seja.
é igual & freqiiéncia do sinal f7, o que da uma taxa da ordem de 21,48 MA/s, mais que suficiente

para amostrar o sinal da cdmara de video usada, o qual possui uma faixa da ordem de 5.4 MHz.

IV.5.2 Descrigao dos circuitos

Os circuitos eletronicos desenvolvidos para o diagrama de blocos da Fig. 1V.6 sao
apresentados pelas Figs. IV.7, IV.9, IV.10 e IV.11. Os circuitos sao apresentados seguindo esta
seqiiéncia de figuras, ou seja, comegando com a parte do circuito que trata o sinal de luminancia

de entrada.

Atenuador de entrada

O sinal de luminancia passa por um atenuador de entrada simples (R1 e P1}), ver
Fig. IV.7, cuja funcdo é promover o casamento de impedancia entre o SECSAD e a saida de

luminancia da camara. Além disso, o atenuador controla a amplitude do sinal de saida IN-AADC
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que alimenta o sample-hold, a qual deve ser de 2 Vpp (volts pico a pico) com 1 V de nivel CC

para se atingir um bom desempenho.

Amplificador e isolador de entrada

O sinal de luminincia atenuado passa por um amplificador de ganho igual a trés {(Q1)
e em seguida por um “buffer” isolador (Q2). Este conjunto tem por fungdes: (1) amplificar o sinal
de luminancia até atingir uma excursio de 2 Vpp?; (2) isolar adequadamente o SECSAD da saida

de luminancia da camara; e (3) fornecer corrente suficiente para os circuitos seguintes.

Conversor de nivel para o sample-hold

O sinal de luminancia fornecido pelo isolador alimenta um circuito conversor de nivel
(Q4), cuja principal fungao é introduzir um nivel CC de 1 V no sinal de luminancia de 2 Vpp. Com
esta excursao o sinal de luminincia, agora chamado de IN-AADC, ocupa toda a faixa dinamica
da entrada do sample-hold, o que é recomendado para se obter uma imagem digital com ampla
faixa dinadmica nas suas amostras. O resistor R13 tem por fungao limitar a corrente de entrada
do conversor A/D do sample-hold, constituindo assim uma protego. Seu valor é o maior possivel

desde que nao prejudique as componentes de alta freqiéncia do sinal IN-AADC.

Separador de sincronismo

O sinal de luminancia fornecido pelo isolador também alimenta o circuito separador de
sincronismo (C2, Q3, R7, R8 e R9), cuja fungo é separar e amplificar os pulsos de sincronismo
do sinal de luminancia. Este sinal de luminéncia com polaridade positiva® atravessa um circuito
“grampeador” formado por C2, R8 e a jungio base-emissor de Q3 que se comporta como um diodo
com catodo no terra.

Se nio existissern o diodo base-emissor de Q3 e R7, o capacitor C2 funcionaria como um
elemnento de bloqueio da componente continua do sinal presente no emissor de Q2, dando passagem
apenas a componente alternada, ou seja, no terminal negativo de C2 haveria apenas o sipal de
luminancia (alternado) com nivel médio igual a zero. Na presenga do diedo base-emissor de Q3
este nfvel médio do sinal alternado é deslocado, uma vez que este diodo influéncia no processo de
carga e descarga do capacitor C2. Durante a parte positiva do sinal alternado o diodo de Q3 €

polarizado diretamente e o capacitor C2 se carrega com este sinal. Quando ocorre a inversao de

2Esta amplitude é controlada pelo atenuador de entrada.

3F um sinal de luminancia com os pulsos de sincronismo na parte superior da forma de onda.
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polaridade do sinal alternado, o diodo de Q3 é polarizado inversamente e se comporta como um
circuito aberto impedindo a descarga do capacitor. Nesta situagao a carga armazenada por C2 ¢
somada ao sinal levando o seu nivel médio para um valor negativo. Conseqilentemente, na base
de Q3 a parte de video ativo do sinal de luminancia tem tensio negativa e mantém o transistor
no corte. J& os pulsos de sincronismo do sinal de luminancia atingem valores positivos suficientes
para saturarem o transistor Q3. Resumindo, o transistor Q3 conduz somente na presenga dos
pulsos de sincronismo bloqueando a parte de video ativo do sinal de luminancia.

O resistor R7 fornece para a base de 33 uma pequena corrente de polarizagao direta
visando facilitar a conducio do transistor. E o resistor R8 funciona basicamente como um resistor
limitador de corrente para proteger a base de Q3 contra picos de corrente provenientes de Q2.
Finalmente o sinal com os pulsos de sincronismo é retirado do coletor de Q3 ja devidamente

amplificado e invertido.

Oscilador horizontal

O oscilador horizontal é constituido por um multivibrador astével (Q5 e Q6), sincroni-
zado pelos pulsos do sincronismo horizontal provenientes do sinal do coletor de Q3. Os capacitores
C5 e (6 juntamente com os resistores R17, R18 e R19 constituem as constantes de tempo do mul-
tivibrador e s30 dimensionadas para gerar no coletor de Q6 um sinal com periodo ligeiramente
superior ao periodo do sincronismo horizontal. Os pulsos de sincronismo sao aplicados em um
circuito diferenciador (C4, R14 e R15) e os pulsos negativos gerados pelas bordas do sinal de sin-
cronismo sio aplicados na base de Q5 pelo diodo D1, o que provoca a sincronizagio do oscilador
com a freqiiéncia horizontal do sinal de luminancia.

O multivibrador astavel ndo gera os pulsos do sincronismo horizontal com a largura
correta e tampouco em niveis TTL para serem usados pelo restante dos circuitos. Desta forma.
é seguido por um oscilador monoestével (U1A) que gera os pulsos do sincronismo horizontal (fr)
com a largura apropriada de 4 ys. Para disparar o oscilador monoestavel foi necessario intercalar

entre o multivibrador astdvel e o oscilador monoestavel um conversor para niveis TTL.

Conversor para niveis TTL

Muitos dos circuitos do SECSAD trabalham com niveis TTL, logo existe a necessidade
de converter para niveis TTL alguns dos sinais analdgicos utilizados pelos circuitos digitais do
sisterna, como por exemplo os sinais gerados pelo oscilador horizontal e pelo integrador vertical.

Estes conversores para niveis TTL sio implementados por transistores na configuragdo emissor
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comum (Q7, Q% ou Q13), que trabalham ou no corte ou na saturagao.

Integrador vertical

O separador de sincronismo também alimenta o integrador vertical (R24, R25, C9 e
Q8) que gera o sinal f, da fregiiéncia vertical. A rede integradora formada por C9 e R24 filtra
os pulsos de sincronismo horizontal de fregiiéncia mais alta, permitindo que somente os pulsos de
sincronismo vertical atinjam amplitude suficiente para polarizar diretamente a base do transistor
Q8. O resistor R25 determina uma polarizagdo nula na jungao base-emissor de Q8, condigio
necessaria para o funcionamento do circuito.

Para obter um sinal de sincronismo vertical f, com pulsos positivos e niveis TTL, é
necessrio empregar um conversor para niveis TTL {(Q9) e um inversor TTL (U2A), desde que
os pulsos de entrada do integrador sao negativos, sofrem uma inversao no integrador, uma nova
inversio no conversor para TTL e uma dltima inversido no inversor TTL, ficando assim com

polaridade positiva.

Detector do campo 1

O sinal do separador de sincronismo mais os sinais f, e f sdo usados no circuito do
detector do campo 1 do quadro de imagem (Q10, Q11, Q12 e U3), para gerar o sinal f,/2 que
leva informagao do infcio do campo 1. A Fig. IV.8 apresenta um diagrama temporal dos sinais do

detector do campo 1.

O sinal do separador de sincronismo controla o chaveamento do transistor Q11 e.
conseqiientemente, o processo de carga e descarga do capacitor C13, gerando no coletor de Qll o
sinal mostrado na Fig. IV.8. Além disso, a aplicagao do sinal f, na base de Q12 através do diodo
Schottky D2, faz o nivel de tensdo na base de Q12 ficar abaixo da tensao de Vg durante a maior
parte do tempo. Assim, o sinal do coletor de Q11 sé consegue chavear o transistor Q12 durante o
perfodo em que o sinal f, estd em nivel alto, gerando apenas alguns pulsos no coletor de Q12 como
mostra a Fig. IV.8. Estes pulsos sao gerados pelos pulsos equalizadores do sincronismo vertical
do sinal de video. -

A primeira borda de subida do sinal no coletor de Q12 atua no flip-flop tipo [, U3A.
gerando uma mudanga para nivel alto na sua saida (), que retorna para nivel baixo com a descida
do sinal f,. A borda de subida deste pulso vai atuar no segundo flip-flop, U3B, causando uma

mudanca de estado de acordo com a sua entrada D. O sinal f, alimenta a entrada [ de U3B e como
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a borda de subida da entrada de clock deste flip-flop é gerada a partir dos pulsos equalizadores®.
constata-se a existéncia de niveis diferentes na entrada D de U3B, no momento da subida do pulso
de clock, quando se considera o campo 1 ou o campo 2. No campo 1 a entrada D apresenta nivel
baixo e no campo 2 nivel alto. Desta forma o sinal da saida (} de U3B é chamado de f,/2 e contém
um pulso alto apenas no campo 1 do quadro de imagem, sendo que a amostragem inicia-se pela

linha 7 do campo 1.

Recuperador da subportadora de cor

O sinal de crominancia leva em sua salva (“burst”) da subportadora de cor informagao
suficiente para a geragio de um sinal em fase e com a mesma freqiéncia da subportadora de cor.
fsc, OU seja, é possivel recuperar o sinal da subportadora de cor através do sinal de crominancia.

Para implementar esta fungio utiliza-se o circuito integrado TBAS40 (UT7) bastante
comum e conhecido no mercado (ver Fig. IV.9). Este circuito integrado, mais alguns circurtos
periféricos implementam um PLL (“phase look loop”), que utiliza como referéncia de fase a salva
da subportadora de cor do sinal de crominincia. Esta salva possui apenas uns 10 ciclos de
sendide com a freqiiéncia da subportadora de cor e como sé se repete a cada periodo da freqiencia
horizontal, fica evidente que existe um perido de tempo longo entre duas salvas consecutivas do
sinal de crominancia. Como o PLL tem que funcionar apenas com estas salvas como referéncia de
fase, é evidente que o VCO (oscilador controlado por tenséo) do PLL deve ter uma estabilidade
de freqiiéncia muito boa, de forma que a freqiiéncia de saida do PLL néo varie excessivamente
durante o espaco de tempo existente entre duas salvas consecutivas. 1 por este motivo que o PLL

emprega um VCO controlado a cristal.

Para extrair a salva da subportadora de cor do sinal de crominancia, emprega-se uma
chave MOS (U4) controlada por um sinal gerado a partir do sinal fi. O sinal de crominancia €
aplicado na entrada da chave MOS e esta chave s6 se abre para a passagem dos trechos do sinal
de crominincia que contém a salva da subportadora de cor. Como a salva se situa logo apos
o pulso de sincronismo horizontal do sinal de luminédncia, emprega-se o sinal f, para se obter
o sinal de controle da chave através de um circuito diferenciador (C25 e R38), o qual aproveita
o transiente gerado pelo diferenciador na borda de descida do pulso positivo de fi, para gerar
através do conversor de nivel (Q13) um pulso positivo com nivel TTL na entrada de controle da
chave. Este pulso positivo se situa exatamente sobre a regiao em que se encontra a salva no sinal

de crominancia. Q diferenciador e o conversor de nivel implementam na verdade um atrasador

4Durante o sincronismo vertical os pulsos equalizadores estfio igualmente espagados, e existem dois pulsos

equalizadores para cada periodo horizontal.
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para o sinal f.

Quando saem da chave MOS as salvas da subportadora de cor tém amplitude de
aproximadamente 0,3 Vpp, mas o PLL exige que as salvas tenham amplitude da ordem de 1 Vpp
para poderem ser utilizadas como sua referéncia de fase. Para satisfazer esta condigéo as salvas
passam por um amplificador (Q14) com ganho de aproximadamente quatro vezes e por um buffer
(Q15) que evita que o amplificador tenha a sua saida carregada pelo PLL.

Finalmente o sinal que leva a freqiiéncia da subportadora de cor, f., pode ser retirado
no pino 4 de U7 com uma amplitude aproximada de 1,5 Vpp (f,. ~ 3,58 MHz). Este sinal ¢

utilizado para gerar o sinal f* usado pelo contador de linha.

Multiplicador de fregiiéncia — 6 vezes

O sinal da subportadora de cor é utilizado como entrada deste mddulo, logo o sinal de
safda, f., tem uma freqiiéncia igual a seis vezes a freqiiéncia f,.. A multiplicagao de freqiéncia é
realizada em dois estdgios. No primeiro estagio o sinal f,. é retificado por D3 e D4, o que gera
um sinal com o dobro da fregiiéncia f,.. No segundo estdgio multiplica-se a freqiéncia do sinal
retificado por trés, através do emprego de um amplificador diferencial (Q16 e Q17) sintonizado
na terceira harménica do sinal retificado. Desta forma a multiplicagdo total de freqiiencia é igual

a seis.

Junto ao circuito tanque (L2 e C47) do amplificador diferencial se coloca um outro
circuito tanque (L3 e C49) acoplado fracamente (C48) ao primeiro circuito tanque. O sinal com a
freqiiéncia multiplicada por seis é retirado do segundo tanque. Se o segundo tanque nao exitisse a
amplitude da sendide obtida no primeiro tanque apresentaria um amortecimento exponencial mais
acentuado do que com o uso e retirada do sinal no segundo tanque. Este acoplamento fraco entre
os dois tanques permite diminuir o amortecimento exponencial da amplitude da sendide gerada.

O sinal obtido no segundo tanque do amplificador diferencial tem amplitude baixa.
logo deve ser amplificado e convertido para niveis TTL antes de poder ser usado pelos circuitos
digitais do restante do sistema. A amplificagao é implementada por um amplificador sintonizado
na fregiiéncia do sinal (Q18, L4 e C51), que usa um transistor FET com alta impedancia de
entrada para ndo carregar o segundo tanque do amplificador diferencial. O sinal ainda passa por
dois buffers (Q19 e Q20) para isolar a parte anal6gica da parte digital, impedindo “retornos” de
sinais digitais para a parte analdgica que trabalha com pequenas amplitudes. Também fornecem
umn sinal forte para alimentar o amplificador construido com um inversor TTL (U5B), cuja fungao

é fazer a conversao para niveis TTL.
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Sincronizador

A Fig. IV.10 apresenta o esquemético da parte digital do sistema. O sincronizador
(U19D, U20A e U21B) gera um sinal, f, que esta em sincronismo com a freqiiéncia horizontal
fx. Este sinal é usado como clock do contador down e determina portanto as posigbes a seremn
amostradas sobre as linhas da imagem. As amostras da imagem tém de estar alinhadas na vertical

e é por isso que existe a necessidade do sincronismo entre estes dois sinais.

Contador up

Este contador (U10, Ull, U12 e Ul3) armazena o nimero da coluna que esta sendo
amostrada e portanto é incrementado pelo sinal f,/2 que leva informagéo sobre o inicio de cada
quadro de imagem®. Este contador é programével para permitir que o usudrio selecione (SW1 e
SW2) o ntimero da coluna da imagem pela qual a amostragem deve comegar. O carregamento
da coluna inicial pelo contador acontece apenas uma vez no inicio do processo de amostragem e €
efetivado pelo sinal Gate-5AD.

O nimero minimo de bits dos contadores é determinado pela quantidade mdxima de
amostras N que podem ser realizadas sobre uma linha de imagem, ou seja, pela relacdo entre
a freqiiéncia de amostragem e a freqiiéncia horizontal, N = f./fy =~ 1360 amostras, logo sdo

necessarios pelo menos 11 bits nos contadores.

Contador down

A saida do contador up, o nimero da coluna que estd sendo amostrada, ¢ carregada
pelo contador down programavel (U14, U15, U16 e U17) por um pulso de fir. Em seguida o sinal
de clock deste contador é aplicado e vai decrementando o valor do contador. Quando o contador
zera é gerado um pulso no pino 7 de U17. Este pulso indica a posigao da amostra sobre a linha
de imagem considerada, exatamente na coluna que esta sendo amostrada. Este processo se repete

a cada pulso de fj.

Oscilador monoestdvel

A borda de subida do pulso gerado no pino 7 de U17 dispara o oscilador monoestavel

(U18A), o qual é responsavel pela geracao dos sinais Clock-SAD e Clock-S/H. Estes sinais estac

%A cada quadro de imagem uma coluna da imagem é amostrada.
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defasados de 180° para evitar que o processo de amostragem do sample-hold interfira no processo
de digitalizagdo do SAD.

Comparador

O comparador (U8 e U9) é responsivel pela determinagao do final do processo de
amostragem de uma imagem, através da geragao de um pulso de “reset” para o circuito de controle.
Isto é feito pela comparacao do ntimero da coluna final a ser amostrada, fornecida pelo usuério
através das chaves SW3 e SW4, com o nimero da coluna que estd sendo amostrada e que esta

armazenada no contador up.

Unidade de controle

A unidade de controle (U21A, U19A, U19B e U22) é responsavel pela geragao do sinal '
Gate-SAD e pela habilitagao dos contadores no momento adequado. Também deve interromper o

processo de amostragem sob agdo do sinal de reset gerado pelo comparador.

Sample-hold

A Fig. IV.11 apresenta o circuito do sample-hold formado basicamente pelo circuito
integrado UVC3120 (U27), o qual possui um conversor A/D de 8 bits do tipo “flash” com tempo
de conversio da ordem de 30 ns e um conversor D/A de 12 bits. Neste circuito o A/D realiza
a funcio de sample-hold com saida digital e 0 D/A tem a funcdo de converter a saida digital do
A /D para uma saida analégica necessaria para ser amostrada e digitalizada pelo SAD. Note que o
conversor A /D sé pode funcionar como sample-hold por causa do tempo de amostragem reduzido
que apresenta.

A referéncia de tensio de 2 V do conversor A/D é implementada por um regulador de
tensio formado pelo circuito integrado LM723 (U26) numa configuragao padrao.

Para proteger e nao carregar a saida do conversor D/A utiliza-se um buffer isolador
(Q21) entre esté saida e a entrada do SAD. O Sinal-SAD é retirado do emissor de Q21 e esta saida

é casada com uma carga de 50 Ohims.

IV.5.3 Programas para gerar o arquivo imagem no padrao TIFF

A amostragem e digitalizagio do sinal de uma imagem da cadmara de video pelo sistema

SECSAD-SAD, resulta na criagao de um conjunto de dados na meméria do SAD com um padrao
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conhecido, mas que n&o estd num formato apropriado para ser usado por nenhum programa que
manipula imagens e que pode exibir esta imagem no monitor de video do computador. As etapas
que devem ser executadas para converter os dados que estdo na memdria do SAD para um arquivo
imagem que segue um padrao aceito por muitos programas comerciais, no caso o padrao TIFF,

sao os seguintes:

12 Etapa

O conjunto de dados temn de ser transferido da memdria do SAD para um arquive no
microcomputador, via interface serial ou GPIB. O programa de operagao do SAD possui comandos

especificos para efetuar esta transferéncia.

22 Ftapa

O arquivo gerado no microcomputador com os dados transferidos do SAD, apresenta o
mesmo esquema especial de armazenagem apresentado pela Fig. IV.4. Além disso, é importante
observar que o sinal analdgico da entrada do SAD (Sinal-SAD} é gerado no SECSAD através de
um sample-hold construido com um conversor A/D de 8 bits acoplado a um conversor D/A de
12 bits onde os 4 bits menos significativos estao inativos. Desta dltima observacao conclui-se que
os quatro bits menos significativos adicionados pelo SAD nas amostras néo séo significativos e
devem ser removidos. Um programa de computador foi desenvolvido para converter o arquivo
com amostras de 12 bits e formato especial fornecido pelo SAD. em um arquivo de amostras de

8 bits com formato padrao binario.

32 Etapa

As amostras do arquivo de 8 bits estdo entrelacadas entre si, da mesma forma que os
campos 1 e 2 de um quadro de imagem de video. Isto ocorre por causa do esquema de amostragem
coluna a coluna adotado, onde amostra-se primeiro o campo 1 {linhas impares) ¢ em seguida o
campo 2 (linhas pares). Além disso, as amostras estdo agrupadas coluna a coluna, enquanto que
num arquivo de imagem normalmente se usa um agrupamento linha a linha, ou seja, o arquivo
comeca com as amostras da primeira linha de video depois vém as amostras da segunda linha e
assim até a ultima linha do quadro de imagem. Neste caso também se desenvolveu um programa
de computador que toma o arquivo de 8 bits gerado anteriormente e re-arranja as suas amostras
de forma a gerar um arquivo de amostras da imagem com um agrupamento normal das amostras,

ou seja, um agrupamento linha a linha.



1V.6. AQUISICAO DAS IMAGENS 124

42 Etapa

Para poder visualizar num monitor de computador as imagens que foram adquiridas.
emprega-se o programa Aldus PhotoStyler, que aceita vérios padrbes de formatagao dos arquivos
das imagens, tais como os formatos TIFF, GIF, BMP, TARGA, etc. Um programa de computador

foi desenvolvido para converter o arquivo de amostras da imagem num arquivo imagem formatado

no padrao TIFF.

Observacao 1: Os programas para executar as fungoes descritas nos itens acima foram
desenvolvidos e implementados em FORTRAN.
Observacao 2: O padrao de formatacdo de imagens TIFF empregado nas imagens

digitais geradas, é apresentado no Apéndice A com comentdrios a respeito do seu cabecalho.

IV.6 Aquisigao das imagens

O aumento da profundidade de campo da imagem de um determinado espécime obtida
através do microscépio éptico, sé é possivel através da aplicagio de um processamento adequado
das diversas imagens obtidas do mesmo espécime.

Para cada processamento sao necessarias duas ou mais imagens do mesmo objeto com
ajustes diferentes de focalizagio. Desta forma, obtém-se imagens que apresentam regides nitidas
(regides em foco) em posigbes distintas do objeto. Para que a imagem processada resultante
apresente o objeto inteiramente nitido ainda é necessirio que seja posivel identificar nas imagens
individuais adquiridas (chamadas a partir deste ponto de imagens parciais) as regides do objeto
que estao completamente em foco.

Com o sistema de aquisicdo de imagens SECSAD-SAD operando, realizou-se primei-
ramente a aquisicio de imagens macroscépicas, isto é, sem o uso do microscépio, de forma a
satisfazer as caracteristicas especificadas acima para as imagens parciais. Estas primeiras imagens
foram muito tteis para o desenvolvimento dos métodos de processamento desenvolvidos no Cap. V
e para o desenvolvimento dos programas que implementam estes métodos.

Assim que os métodos e os programas atingiram um bom desempenho com estas pri-
meiras imagens, comegou-se a realizar a aquisicdo de imagens através do microscopio para serem
usadas no teste final destes programas. Em contatos com professores do Instituto de Biologia da
UNICAMP, conseguiram-se varios espécimes adequados para o trabalho com microscdpio optico.
Os espécimes que foram escolhidos para realizar a aquisigio das imagens, sdo espécimes para os

quais o microscépio gera imagens em que fica evidente a limitagao da profundidade de campo das
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objetivas, ou seja, as imagens geradas nao apresentam o espécime totalmente nitido no campo
visual

O sistema de aquisi¢ao de imagens SECSAD-SAD foi utilizado para a aquisigao dos
dois primeiros grupos de imagens descritos abaixo. Nos demais grupos passou-se a usar o sistema
de aquisigio de imagens da New Media Graphics, porque este sistema apresenta uma operagao
mais simples e rapida, aumentando a produtividade do trabalho.

Os dois primeiros grupos de imagens adquiridos com o sistema SECSAD-SAD contem
apenas imagens monocromaticas, desde que este sistema de aquisiao s6 estava preparado para
realizar a aquisicido deste tipo de imagens®. O terceiro grupo de imagens, apesar de ter sido
adquirido com o sistema da New Media Graphics., é ainda monocromético porque neste ponto do
trabalho ainda nao se estava considerando o processamento de imagens coloridas. S6 a partir do

quarto grupo de imagens passou-se a empregar imagens coloridas nos processamentos.

IV.6.1 Grupos de imagens macroscépicas obtidas com a objetiva

normal da cimara

Estes grupos de imagens foram obtidos principalmente para serem usados no desenvol-
vimento e nos testes dos métodos e dos programas implementados. Foram adquiridos dois grupos
de imagens de dois objetos simples e com poucos detalhes. Estas caracteristicas aliadas a um po-
sicionamento adequado dos objetos, permitem que se possa ter uma idéia da posigio aproximada
das fronteiras de nitidez, facilitando muito a avaliagdo do desempenho dos métodos.

Constatou-se inicialmente que as imagens nao estavam em registro’ perfeito e que
também nao estavam na mesma escala. Isto pode ser explicado pelo movimento das lentes internas
da objetiva da cdmara, o qual é necessdrio para focalizar as varias partes desejadas dos objetos
que também apresentavam dimensbes macroscopicas. A solugdo foi considerar uma das imagens
parciais como referéncia e entao proceder nas outras imagens as correges necessarias. Com este
objetivo foi desenvolvido um programa para acertar o fator de escala das imagens. Na verdade
implementou-se uma técnica de restauragio de imagens baseada numa transformagao espacial
(Secao I1.3.7), seguida de uma interpolagio espacial de ordem-zero (Segao 11.2.8). Os movimentos

de translacio e/ou rotagao puderam ser corrigidos com as ferramentas do programa Photostyler

60 sistema SECSAD-SAD poderia realizar aquisigdes de imagens coloridas mediante o uso de filtros apropriados,

no entanto o LPS ndo dispde de tais filtros.
"Estar em registro significa que qualquer ponto que possa ser identificado em mais de uma imagem parcial

deve apresentar as mesmas coordenadas espaciais, ou seja, duas imagens estdo em registro quando se sobrepoem

ponto-a-ponto.
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utilizado na visualizagao das imagens.

Texto

Este grupo de imagens é formado por duas imagens parciais de um texto impresso. As
imagens foram adquiridas com a folha posicionada de forma a ficar inclinada em relagao ao planc
focal da camara. O texto, devido & inclinagdo, nao aparece totalmente nitido em nenhuma das
duas imagens. A primeira imagem parcial (Fig. V.3) focaliza a metade superior e, portanto. a
nitidez do texto é maxima nesta regiao diminuindo gradualmente 4 medida que se caminha para &
parte inferior da folha. A segunda imagem parcial (Fig. V.4) tem seu foco sobre a metade inferior
da folha de forma que a nitidez do texto é méxima nesta regiao. diminuindo & medida que se
caminha em dire¢ido a parte superior.

Estas imagens foram adquiridas com 1118 x 484 pixels e apds as correcoes de registro

ficaram com 1101 x 476 pixels.

Parafuso allen

Este grupo de imagens é formado por trés imagens parciais de um parafuso allex
com uma porca parcialmente atarrachada. O parafuso também foi posicionado de forma a ficar
inclinado em relagao ao plano focal da cAmara. Foi realizada a aquisicdo das trés imagens parciais.
cada uma com a sua nitidez maxima em uma determinada regido do parafuso. A primeira imagem
tem a nitidez maxima na cabeca do parafuso, a segunda na regiao central do parafuso e a terceira
na ponta do parafuso. A Fig. V.9 exibe como ilustragio a primeira imagem parcial adquirida.

Estas imagens foram adquiridas com 1118 x 484 pixels e apds as corregoes de registro

ficaram com 1101 x 481 pixels.

IV.6.2 Grupos de imagens obtidas com o microscépio

Estes grupos foram adquiridos com o objetivo basico de comprovar o bom funciona-
mento dos métodos de processamento desenvolvidos e também para se adquirir uma sensibilidade
a respeito do alcance do trabalho.

Nestes casos nio foram constatados problemas de registro entre as imagens parcials
e tampouco problemas de fator de escala. Isto pode ser explicado pelo pequeno deslocamento
realizado pela objetiva entre as diversas imagens do objeto, o qual apresenta dimensdes muito
pequenas. Desta forma, todas as imagens adquiridas a partir deste ponto tém a mesma quantidade

de pixels: 624 x 472 pixels.
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Agulha de toca-disco de 78 rpm

Fste grupo é formado por sete imagens parciais de uma agulha de toca-disco, que
foi posicionada de forma a ficar relativamente inclinada em relagio ao plano focal da objetiva do
microscépio, permitindo uma observacao em perspecti\}a da agulha. Na primeira imagem parcial o
plano focal estd sobre a ponta da agulha. Este plano focal vai descendo nas imagens sub-sequentes
até atingir a base da agulha na sétima imagem. A Fig. V.12 exibe esta sétima imagem parcial.
O espacamento entre as posiges do plano focal foi estabelecido de acordo com a profundidade
de campo fornecida pela objetiva e também para que houvesse uma pequena sobreposi¢ao das
regies nitidas de uma imagem, com as regioes nitidas das imagens adjacentes®. Para satisfazer
esta condicio, o passo entre as imagens deste grupo é de 0,1 mm. Estas distincias sao medidas ao
longo do eixo do microscépio. A objetiva utilizada tem poténcia de ampliagao de 5X e abertura

numérica igual a 0,1, o que resulta em imagens no monitor com ampliagao de aproximadamente
100X.

Aranha

O espécime utilizado para este grupo de imagens € uma aranha de aproximadamente
4 mm de comprimento. Com o espécime posicionado e iluminado adequadamente realizou-se a
aquisi¢io de nove imagens coloridas, com espagamento entre imagens de 0,1 mm. Usou-se a mesma
objetiva de 5X, resultando numa ampliagao de aproximadamente 100X para a imagem visualizada

no monitor. A Fig. V.14 exibe como ilustragédo a quarta imagem parcial adquirida.

Estigma da flor da Petinia Exserta

Foram adquiridas sete imagens do estigma com espagamento de 0,1 mm usando a objetiva
de 5X. A ampliacio obtida foi de aproximadamente 100X para a imagem visualizada no monitor.

A Fig. V.16 exibe a quinta imagem parcial adquirida.

Estigma da flor da Petinia Axillaris

Para o estigma da flor da Petinia Axillaris foram adquiridas onze imagens comn espaga-
mento de 0,1 mm usando a objetiva de 5X. A ampliagéo obtida fo1 de aproximadamente 100X

para a imagem visualizada no monitor. A Fig. V.18 exibe a nona imagem parcial adquirida.

8As imagens adjacentes a uma imagem do conjunto, correspondem as imagens localizadas na posigao espacial

imediatamente anterior e imediatamente posterior 4 imagem considerada.
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Semente da Petiinia Axillaris

Para a semente da planta Petdnia Axillaris foram adquiridas dez imagens com um passo
de 30 um. Usando a objetiva de 5X e um tubo extensor no acoplamento mecanico da camara
com o microscépio, conseguiu-se uma ampliagao maior do que 100X para a imagem visualizada no
monitor do computador. O tubo extensor foi necessario para obter uma ampliacio intermediaria
entre as ampliacbes obtidas com as objetivas disponiveis de 5X e 10X, desta forma conseguiu-se
que a semente ocupasse boa parte do campo visual. A Fig. V.20 exibe a quarta imagem parcial

adquirida.

Detalhe da semente da Petiinia Axillaris

Usando uma objetiva com poténcia de ampliagio de 20X e abertura numérica de 0.4.
obtiveram-se 44 imagens de uma pequena regiao da superficie desta semente. O espacamento entre
as imagens é de 5 um e a ampliagao obtida foi de aproximadamente 400X para a imagem na tela
do monitor. A grande quantidade de imagens necessérias é explicada pela pequena profundidade
de campo apresentada pela objetiva de 20X e pelo relevo da regido da superficie da semente que

esta sendo observada. A Fig. V.22 exibe a trigésima imagem parcial adquirida.

IV.7 Resultados

As imagens obtidas com o sistema de aquisicao de imagens estdticas desenvolvido
neste capitulo (o sistema SECSAD-SAD), foram apresentadas na Secdo IV.6.1 e foram utilizadas
nos processamentos indicados no Cap. V. Durante a fase de testes do sisterna também foram
digitalizados sinais de um gerador de padrées de video e muitas outras imagens da camara.

A Fig. IV.12 apresenta uma fotografia da implementagéo fisica do sistema SECSAD e
a Fig. IV.13 apresenta uma fotografia do sistema SECSAD acoplado ao SAD e ac conjunto camara
de video/microscépio.

A seguir apresenta-se algumas observagoes a respeito do funcionamento do sistema de

aquisicado de imagens SECSAD-5AD:

¢ A camara de video no modo de foco automatico apresenta uma leve “vibragao” na focalizagao
da imagem. Esta vibracio é introduzida pelo algoritmo interno de focalizagdo da cimara,
como meio de detectar se a imagem esta em foco ou néo. Logo este modo de focalizagao
deve ser evitado durante o processo de aquisicio de imagens com o sistema. Este efeito

desaparece quando € removida a objetiva da camara.
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Figura IV.13: Mon tagem do sistema de aquisigio de imagens com o SECSAD
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¢ Também constatou-se que a cimara de video no modo de imagem congelada exibe apenas
um dos campos do quadro de imagem, ou seja, tanto o campo 1 como o campo 2 sao
iguais. Talvez esta caracteristica seja empregada como forma de economizar memdria rapida.
(necessiria para que a cimara realize a amostragem da imagem a ser congelada) e com
conseqiiente economia da corrente da bateria. Também deve-se evitar este modo de operacao

durante a aquisigao de imagens com o sistema.

o Asimagens obtidas com este sisterna foram consideradas de boa qualidade e suficientes para

o prosseguimento do trabalho.

IV.7.1 Discussao dos limites de resolucao do sistema

 Esta secao realiza uma discussio em cima de aspectos da resolugao, procurando de-
terminar se existe algum componente do sistema de aquisi¢io de imagens que limita a resolugao

oferecida pela objetiva do microscopio.

Resolugao do sinal de video

E comum em televisio especificar a resolucio alcangada em termos da capacidade de
exibigio de linhas, tanto na horizontal como na vertical. Se o tubo da televisdo consegue exibir
em alguma dire¢ao, por exemplo, 160 linhas brancas alternadas com 160 linhas pretas, entao se
diz que o tubo tem uma resolucdo nesta diregao de 320 linhas.

Em televisdo o nimero de linhas distintas, N, que se consegue exibir na diregdo hori-
zontal esta diretamente relacionado com a faixa do sinal de video, B, de acordo com a expressao

abaixo:

N
B= 107 % 10-6

O niumero de linhas da resolucio horizontal do sinal de video da camara foi medido

(IV.1)

experimentalmente com um osciloscépio e obteve-se N = 570 linhas. Logo a faixa do sinal de
video calculada pela expressao acima é aproximadamente de 5,4 MHz.

Na direcio vertical existe um nimero discreto de posigoes de linhas que podem ser
exibidas, diferentemente do que ocorre na diregio horizontal onde nao existem posigdes definidas
para se exibir uma linha, o sinal é continuo sobre uma linha. Entdo o numero de linhas que
se pode exibir na direcéo vertical estd relacionado com o nimero de linhas do padrio de video

empregado e com o didmetro do feixe de elétrons do tubo. A exibi¢do de um padrao de barras
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como o da Fig. V.14, pode nao ser perfeita em televisio se a largura das barras forem da mesma
ordem de grandeza do feixe de elétrons. Nesta situacao pode ocorrer que as barras que devam
ser exibidas calam exatamente entre duas linhas de varredura e desta forma o padrao de barras

néao seria exibido. I ébvio que esta situacido ocorre dependendo da posicdo relativa do padréo de

barras.

Figura 1V.14: Padrao de barras

Com base neste problema a literatura estabelece um fator experimental, chamado de
fator experimental de Kell, para se determinar o ntimero de linhas efetivas que um tubo de televisao
é capaz de exibir sem apresentar o problema descrito no pardgrafo anterior. Este ntimero de linhas

efetivas é uma parcela do nmero de linhas de varredura do padrao de video empregado.

Entao supondo que a camara produza um sinal de video com 494 linhas ativas, calcula-
se a sua resolugao efetiva na diregao vertical multiplicando-se este nimero pelo fator de Kell que
é igual a 0,7. Entao o sinal de video fornecido pela cimara tem uma resolugao de 570 linhas

horizontais por 346 linhas verticais.

Resolugae do CCD

O CCD da camara de video satisfaz a relacao de aspecto da televisdo de 4/3 e tem
uma dimensao fisica de 1/2 polegada na diagonal, no entanto, a parte 1itil do CCD que contém os

pixels ativos (sdo 380.000 pixels) tem as dimensoes e disposicao de pixels exibida na Fig. IV.15.

Mesmo possuindo 768 x 494 pixels o CCD néo consegue, pelos mesmos motivos apre-
sentados no caso da resolugao vertical do sinal de video, atingir uma resolugao de 768 x 494 linhas.
Como o CCD ¢ discreto nas duas dimensdes, a sua resolugao efetiva é calculada aplicando-se ¢
fator experimental de Kell no ntimero de pixels das duas dimensoes. Assim a resolugiao do CCD
¢ de 538 x 346 linhas.



IV.7. RESULTADOS 132

768 pixels = 6,4 mm
A

4 8mm

8 mm > 494 pixels

~

Figura IV.15: Dimensdes e nimero de pixels da parte 1til do CCD

Resolucdo das objetivas

A Eq. (1.6) reproduzida abaixo ¢ utilizada para calcular a resolucio oferecida pelas
objetivas do microscdpio. O resultado deste cilculo considerando o comprimento de onda da luz
verde, ou seja, A == 0,553 um, é apresentado na Tab. IV.1 junto com outras caracteristicas destas

objetivas.

0,61

B v.2:
AN’ ( 4

dm{n =

Tabela IV.1: Caracterfsticas das objetivas

Ampliacio | AN | Distancia focal | dmin | dpin
[mm] [pm] | [pm]

5X 0,1 34,0 3,36 | 16,78
10X 0,2 17,0 1,68 | 16,78
20X 0,4 8,5 0,81 | 16,78
40X 0,65 4.3 0,52 | 20,65
100X i3 1,7 0,26 | 25,81

Supondo que o CCD da cimara de video ocupa exatamente a posiao do plano focal
da ocular, entio a grandeza d,s medida no espago-objeto tem uma grandeza correspondente no
espaco-imagem chamada de d),;, e que é medida sobre o plano focal da ocular, sobre o CCD.

As dimensdes fisicas do CCD definem o campo visual observado nas imagens e comoc ©

CCD esté sobre o plano focal da ocular, pode-se calcular as dimensbes correspondentes do campo
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visual no espago-objeto levando-se em conta a ampliacdo da objetiva. Com estas dimensoes.
considerando que a resolugao dada pelas objetivas definem duas linhas de resolugao e observando
que a objetiva é um dispositivo analégico®, entao pode-se calcular a resolugao fornecida pelas

objetivas para o campo visual definido pelo CCD. Os valores calculados estao na Tab. IV.2.

Tabela 1V.2: Resolucao fornecida pelas objetivas para o campo visual definido pelo CCD

Campo visual no espago-objeto | Resolugdo {ornecida
Ampliacio | definido pelas dimensdes do CCD pela objetiva em
de 6,4 x 4,8 mm [pm] nimero de linhas

5X 1280 x 960 763 x 572
10X 640 x 480 763 x 572
20X 320 x 240 763 x 572
40X 160 x 120 620 x 465
100X 64 x 48 496 x 372

Resolucao das placas digitalizadoras

A resclucao apresentada nas imagens geradas pelos digitalizadores é facilmente calcu-
lada aplicando-se o fator de Kell sobre o nimero de pixels destas imagens. O sistema digitalizador
SECSAD-SAD gera imagens com até 1149 pixels na diregio horizontal'®, logo sua resolucio seré de
804 x 346 linhas!'. E a placa digitalizadora da New Media Graphics gera imagens com 624 pixels

na diregao horizontal, logo sua resolugao sera de 436 x 346 linhas.

IV.7.2 Conclusoes

A Tab. IV.3 apresenta as perdas de resolugio para as varias etapas dos sistemas de
aquisicio de imagens considerados. As perdas estdo em porcentagem da resolugao inicialmente
fornecida pelas objetivas.

Os sistemas de aquisigao de imagens geram imagens com perdas da resolugao fornecida

pelas objetivas de até 40 %. As maiores perdas ocorrem na direcdo vertical por causa do limite

9sto indica que nio é necessario aplicar o fator de Kell sobre o ndmero de linhas calculadas
10Fste plimero de pixels é dado pela divisio do periodo de tempo da linha ativa pelo periodo da freqiiéncia de

amostragem fe.

117 resolugao vertical é a mesma do sinal de video ji calculada anteriormente.
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Tabela 1V.3: Perdas da resolugao fornecida pelas objetivas

134

Objetiva | Para o CCD da Para a placa digitalizadora
considerada | cdmara de video | SECSAD-SAD | New Media Graphics
5X 205 x 395 % | 29,5 x 395 % 42,9 x 39,5 %
10X 29,5 x 39,5 % | 29,5 x 39,5 % 42,9 % 395 %
20X 2905 x 395 % | 295 x395% 429 x 39,5 %
40X 132 x 25,6 % | 13,2 x 25,6 % 29,7 x 25,6 %
100X 0x7% O0x 7% 12,1 x 7%

de linhas do padrio de video que esta sendo utilizado. No entanto ¢ possivel reduzir ou até
mesmo eliminar estas perdas de resolucdo, apenas afastando o CCD do plano focal da ocular.
Esta operagao torna a poténcia de ampliacao fornecida pela objetiva maior do que o valor gravado
no seu corpo e, conseqiientemente, diminui o campo visual observado no espago-objeto, ou seja,
havera um ntimero menor de linhas no campo visual observado, desde que a resolugao fornecida
pela objetiva continua a mesma. Se a redugdo de linhas obtidas com o afastamento do CCD do
plano focal da ocular for suficiente, pode-se obter um sistema de aquisigio de imagens que nao
introduz perdas de resolucgao.

Também se observa que o limite da faixa de freqiiéncia do sinal de video gerado pela
cimara nio diminui a resolugio apresentada pelo CCD da camara.

A resolucéo das objetivas obtidas com a Eq. (IV.2) é o limite tedrico. Na pratica, a
resolucio é sempre menor. Desta forma, a perda da resolugao fornecida pelas objetivas pode ser
considerada um pouco menor do que foi calculado, o que leva a conclusao de que as imagens obtidas

sio boas com uma perda de resolugdo que nao compromete a qualidade das imagens obtidas.



Capitulo V

Processamento das Imagens do

Microscopio

V.1 Introducao

Uma das principais limitagdes dos microscdpios dpticos € a geracdo de imagens com uma
profundidade de campo muito pequena. Esta lirmtacao torna a observagao de espécimes volumosos
muito cansativa para o microscopista e dificulta, ou impede em muitos casos, a realizagao de
gravacoes fotograficas da regiao de interesse do espécime. Por causa desta imitacio, muitas vezes
o microscopista é obrigado a usar, quando possivel e disponivel, uma técnica mais cara como a
microscopia eletronica de varredura, mas que atinge uma profundidade de campo maior.

A técnica de processamento digital de imagens proposta neste capitulo, foi desenvolvida
para diminuir ou eliminar o problema da pequena profundidade de campo obtida com o microscépio
6ptico. Além disso, o microscopista tem condigbes para selecionar a profundidade de campo
desejada para a imagem de salda, sendo possivel obter imagens com o espécime totalmente em
foco.

Sem davida esta técnica pode ampliar a faixa de aplicagbes do microscopio optico.
trazendo inclusive algumas vantagens importantes para o microscopista, como a obtengao de

imagens coloridas com profundidade de campo grande, custo menor e outras.

V.2 Concepgao da técnica

A pequena profundidade de campo da imagem fornecida pelo microscépio optico, 1m-

pede em muitos casos a observagao do espécime todo em foco. Esta limitacio obriga o micros-

135
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copista a tmplementar um processo de “subir e descer” a objetiva {consequentemente o plano
focal), para poder observar a regido de interesse do espécime. Este processo fornece uma grande
quantidade de informacao visual ao microscopista, permitindo-lhe elaborar uma imagem mental
do espécime. No entanto, esta imagem nao existe fisicamente e ndo pode ser gravada por meios
técnicos, o maximo que se consegue é tentar desenha-la, sendo que o resultado depende muito da
capacidade de percepcao e da habilidade artistica do microscopista.

O processo de concepcio mental da imagem realizada pelo microscopista motivou o
desenvolvimento de uma técnica para realizar este trabalho rotineiramente e com mais confiabili-
dade, de forma a poupar o observador para tarefas mais importantes como a analise das imagens
geradas.

Toda imagem gerada pelo microscépio Optico possui wma profundidade de campo
(ainda que pequena), ou seja, haverd sempre uma pequena “fatia” do espécime que aparece nitida
na imagem. Esta caracteristica ¢ a base da técnica concebida como sera visto a seguir.

Parte-se da aquisicdo de um conjunto de imagens de um espécime, de forma que cada
imagem deste conjunto corresponda a uma posicao diferente do plano focal da objetiva, ou seja.
cada imagem contém uma regiao diferente do espécime que aparece nitida. E além disso, supoe-se
que as regides que aparecem nitidas em cada imagem deste conjunto, tocam as regides nitidas das
suas imagens adjacentes. Entdo, pode-se gerar uma imagem do espécime com uma profundidade
de campo maior do que a fornecida pela objetiva, através de um processo que “recorta” as regioes
nitidas de cada imagem do conjunto de imagens definido acima e as agrupa para formar uma nova
imagem do espécime. A posigio espacial que cada regido nitida ocupava na sua imagem original.
¢ mantida na imagem gerada.

Assim a imagem gerada poderd ter uma profundidade de campo igual a N vezes a

profundidade de campo da objetiva, onde N é o nimero de imagens do conjunto definido acima.

V.3 Procedimento para aplicar a técnica proposta

A aplicacao da técnica proposta envolve algumas operagdes prelitmnares, comuns para
umn microscopista, como a preparagao do espécime, o seu posicionamento adequado no microscépio.
o fornecimento de iluminagdo adequada e a determinagao do poder de ampliagao da objetiva a
ser usada. Na aplicagio da técnica propriamente dita devem ser realizadas as seguintes operagoes

adicionais:

1. Determinar a regido do espécime que sera observada e entdo verificar qual a profundidade

de campo necessiria para que esta regido aparega totalmente nitida na imagem. Na verdade
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precisa-se determinar a posigao da imagem inferior e da imagem superior do conjunto de
imagens a ser adquirido. Um registro numérico da posigao destas imagens é obtido atraves

da graduagdo existente no mecanismo micrométrico.

2. Conhecendo a distancia entre a imagem inferior e a imagem superior, determinar o nimero
de imagens igualmente espagadas que serd necessdrio adquirir neste intervalo, ou seja, deve-se
determinar o passo (a distdncia entre imagens adjacentes) que sera utilizado no mecanismo
micrométrico para obter as imagens que serdo adquiridas. Para determinar este passo exis-

tem dois caminhos que podem ser seguidos.

O primeiro caminho consiste em adotar um passo e observar. as imagens que seriam
geradas por este passo. A inspecdo visual de imagens adjacentes, permite constatar se
as regides nitidas em uma imagem estio se sobrepondo as regides que sao consideradas
nitidas nas imagens adjacentes. Se houver uma pequena sobreposigao, este passo é realmente
adotado para a aquisicdo das imagens. Se a sobreposi¢ao for muito grande o passo pode ser
aumentado para diminuir o niimero de imagens a serem adquiridas e processadas. E se nao

houver sobreposicio, entdo € necessario diminuir o passo.

No segundo caminho, o passo é feito igual & profundidade de campo D dada pela

Eq. {1.9) reproduzida abaixo,

_0,61A(n? - AN/

b AN?

(V.13

Como foi visto na Secao 1.8, a profundidade de campo dada por esta equacao usa um
critério de focalizagao bastante rigoroso, assim esta relacdo pode produzir um passo menor

do que o necessério e aumentar demasiadamente o nimero de imagens a serem adquiridas e

processadas.

Na aquisicio dos grupos de imagens descritos na Secao IV.6.2, empregou-se a inspe-
¢do visual para determinar o passo adequado entre as imagens. Assim,
com a objetiva de 5 aumentos (AN = 0,1) adotou-se um passo de 100 ym e
com a objetiva de 20 aumentos (AN = (,4) adotou-se um passo de 5 um.
Observe que para A = 0,550 pym (luz verde), a profundidade de campo calculada para cada
uma destas objetivas através da Eq. (V.1) é
D = 33 pm para a objetiva de 5 aumentos e

D = 1,9 pm para a objetiva de 20 aumentos.
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Assim, determinou-se uma relacio empirica entre o passo utilizado por inspegio visual e o

sugerido pela resolugao tedrica:

Passo=k- D, (V.2)

onde k ~ 2.5. O ntmero de imagens N que precisam ser adquiridas é dado pela relagao:

N = L/Passo, (V.3)
onde L ¢é a distancia entre a imagem inferior e a imagem superior.

3. Usando um sistema de aquisicdo de imagens proceder a digitalizagdo de cada uma das

imagens do conjunto de imagens definido anteriormente. Este procedimento foi apresentado

no Cap. [V.

4. Finalmente aplicar sobre o conjunto de imagens adquiridas, um dos dois métodos de pro-
cessamento de imagens propostos para esta técnica. Esta etapa gera uma imagem de saida
com a profundidade de campo ampliada, em relagao a profundidade de campo fornecida pela

objetiva e esta imagem estd pronta para ser visualizada no monitor do computador.

V.4 Meétodos propostos

Para a técnica de processamento digital de imagens apresentada acima, foram propos-
tos, desenvolvidos e avaliados dois métodos de processamento digital de imagens. Estes métodos
{rabalham com mais de uma imagem de entrada, gerando, a partir destas, uma imagem processada
(ou de saida), que deve reunir todas as partes nitidas das imagens parciais.

Analisando uma imagem como um sinal bidimensional, sabe-se que as regioes que
apresentam bordas, contornos e partes nitidas sao ricas em componentes de alta freqiiéncia. Este
é o conhecimento bésico utilizado no desenvolvimento dos métodos propostos.

Observagio: Os projetos dos filtros digitais citados nas préximas segdes podem ser encontrados

no Apéndice B.

V.4.1 Método 1: derivado do mascaramento nao-nitido

O método 1 tem alguma semelhanca com o método de mascaramento nao-nitido ja

discutido na Pag. 54. Como foi visto, este método € aplicado sobre uma tnica imagem, com o
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objetivo de destacar bordas efou formas contidas nesta imagem. Um diagrama de blocos que
representa o mascaramento nao-nitido foi apresentado na Fig. 11.2.

No mascaramento nao-nitido gera-se a partir da imagem original uma imagem embaga-
da . A imagem processada é obtida pela subtra¢do de uma fragao da imagem embacada da imagem
original. Como foi visto, este processo enfatiza relativamente as componentes de alta-freqiéncia.
ja que atenua as componentes de baixa-freqiiéncia.

Como as regides nitidas de uma imagem sao ricas em componentes de alta frequéncia.
e como deseja-se obter um método que seja capaz de juntar as regides nitidas de duas imagens
diferentes, entao formula-se um método baseado na seguinte idéia: como as regides nitidas das
imagens de entrada situam-se em posi¢des diferentes, a imagem a ser gerada serd formada pela
soma das componentes de alta freqiéncia das duas imagens de entrada e pela média aritmética
das componentes de baixa freqiiéncia das imagens de entrada.

Para separar as componentes de alta e baixa freqiiéncia das imagens de entrada, utiliza-
se a idéia apresentada pelo mascaramento nao-nitido. Esta idéia tem a vantagem de usar apenas
um filtro passa-baixas, logo o custo computacional serd pequeno. Para o caso de duas imagens de

entrada o processamento é realizado de acordo com o diagrama de blocos da Fig. V.1.

fl(nla'nZ)

flL(nl » nz)

TFiltro Passa-Baixas

L

le(n11n2) g(nl,nz)

(+
(+

Ny, 7 far(ng,n
falm ma) Filtro Passa-Baixas zL(‘ 1)

r

far{ny,nz)

Figura V.1: Diagrama de blocos do método 1: derivado do mascaramento nao-nitido

Neste caso, a imagem processada é formada pela soma da metade das componentes de
baixa fregiiéncia de cada uma das imagens de entrada, mais as componentes de alta freqiéncia de
cada uma das imagens de entrada. A escolha adequada da freqiiéncia de corte do filtro passa-baixas
é responsavel pela separagio adequada das componentes de alta freqiiéncia das componentes de
baixa fregiiéncia. Como as regides nitidas das imagens contém a maior parte das componentes

de alta frequéncia, este método de processamento tende a juntar na imagem de saida as regioes
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nitidas das duas imagens de entrada.

A imagem de saida pode ser formada por até trés tipos de regides, segundo a sua
composigao espectral. O primeiro tipo de regido ocorre nas areas onde existe sobreposigao das
regides nitidas das duas imagens de entrada. Estas dreas sdo formadas pela soma das componentes
de alta freqiiéncia das reas correspondentes nas duas imagens de entrada, mais a média aritmética
das componentes de baixa freqiéncia das mesmas areas destas imagens.

O segundo tipo de regido ocorre nas areas da imagem de saida, onde apenas uma das
imagens de entrada estd nitida. Estas areas sio formadas basicamente pelas componentes de alta
freqiiéncia da imagem de entrada que possui regies nitidas, desde que as componentes de alta
freqiiéncia da outra imagem de entrada que nao estd nitida sdo mais fracas, somadas a média
aritmética das componentes de baixa freqiiéncia das mesmas areas destas imagens.

O terceiro tipo de regiao ocorre nas areas da imagem de saida, em que as duas imagens
de entrada estio embacadas. Estas 4dreas sdo formadas basicamente pela média aritmética das

componentes de baixa freqliéncia das dreas correspondentes nas duas imagens de entrada.

V.4.2 Método 2: baseado nas curvas de nitidez

Neste método, obtém-se para cada imagem parcial uma curva tridimensional, chamada
de curva de nitidez da imagem, onde a amplitude da curva de nitidez, para uma dada coordenada
(ny,n3), é um parametro indicativo do grau de nitidez da imagem para esta coordenada. A imagem
processada, g(ni,nz), é obtida através de um processamento pixel a pixel, onde, por comparagao
das amplitudes das curvas de nitidez na coordenada do pixel que estd sendo processado, determina-
se qual imagem parcial vai contribuir para a geragio deste pixel na imagem processada. Este
procedimento, na realidade, é equivalente ao recorte das partes nitidas das imagens parciais, para

serem coladas sobre a imagem processada.

As curvas de nitidez sao obtidas, como indica a Fig. V.2, através de um processamento
que compreende: uma filtragem passa-altas, uma operagao de retificagdo e, por fim, uma filtragem
passa-baixas. Como as regides nitidas de uma imagem sao ricas em componentes de alta frequéncia.
o processamento indicado para obter as curvas de nitidez, mediante o ajuste apropriado das
freqiiéncia de corte do filtro passa-altas, destaca as regides ricas em componentes de alta freqiiéncia.
ou seja, as regides mais nitidas da imagem. O retificador toma o valor absoluto na saida do filtro
passa-altas e o filtro passa-baixas é necessirio para suavizar o sinal da saida. Para se obter curvas
de nitidez suaves, de forma que seja possivel realizar comparagbes entre as diversas curvas, €

necessario, além do correto ajuste da freqiiéncia de corte do filtro passa-altas, usar uma freqiéncia
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Figura V.2: Diagrama de blocos do método 2: baseado nas curvas de nitidez

de corte suficientemente baixa para o filtro passa-baixas.

O ponderador indicado na Fig. V.2 executa duas importantes operacdes:

1. Compara o valor das curvas de nitidez n;(ny,n2), ¢ = 1,..., k&, para uma coordenada es-

pecifica (ny,n;}, determinando qual das imagens de entrada tem ¢ maior valor de nitidez
para esta dada coordenada (ni,ny). O valor do pixel desta imagem de entrada é copiado
para a mesma posigdo (n;,n,) da imagem de saida. Este procedimento é repetido para todas
as coordenadas (ny,n,) das imagens. Observe que, na verdade, este procedimento imple-
menta um processo de “recorte” das regides nitidas das imagens de entrada e um processo

de “colagem” destas regides recortadas sobre a imagem de saida.

. Implementa uma ponderagio em torno das linhas de recorte' da imagem de saida. Esta
ponderacdo € necessiria para atenuar, ou eliminar a visibilidade de linhas de recorte na
imagem de saida, provenientes, por exemplo, de pequenas diferencas existentes na cor de

fundo das imagens de entrada.

A ponderacao é realizada numa pequena faixa em torno das linhas de recorte, que
¢é definida por uma diferenca percentual entre a curva de nitidez de valor mais alto e as

outras curvas. Assim, se for definido um valor percentual de 10 %, a faixa a ser ponderada

1 As linhas de recorte s3o geradas pelo processo de “recorte” e “colagem” citado acima e sio definidas pelas

fronteiras entre quaisquer duas regides da imagem de saida, recortadas de imnagens de entrada diferentes.
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é definida pelas regides onde a diferenca de amplitude entre a curva de nitidez com maior
amplitude e as outras curvas for menor ou igual a 10 % da amplitude da curva de maor
amplitude. Geralmente as curvas de nitidez s6 atingem valores tao préximos, quando se
observam as regides em torno das linhas de recorte. Foram implementados trés tipos de
ponderacoes: (1) média aritmética, (2) média geométrica e (3) diferenga entre as curvas.
Os dois primeiros tipos de ponderagdes sio bastante conhecidos e ndo precisam de mais
explicagdes, ja o terceiro tipo atribui um peso ao pixel de cada imagem que esta dentro da
faixa a ser ponderada da seguinte forma: o pixel da imagem de maior nitidez recebe peso
1 e os pixels das outras imagens peso igual ao inverso da porcentagem mais 1 da diferenca
entre a curva de nitidez do pixel e a curva de maior valor. O valor do pixel que vai para a

imagem de saida é ponderado segundo estes coeficientes.

V.5 Programas implementados

No decorrer deste trabalho foram desenvolvidas vérias versdes dos programas que im-
plementam os métodos apresentados acima, pois houve um processo interativo entre o desenvol-
vimento dos métodos e os resultados obtidos com os programas. Este processo convergiu para os

diagramas de blocos das Figs. V.1 e V.2

V.5.1 Meétodo 1

O programa que implementa o método 1 da Fig. V.1 utiliza filtros passa-baixas idénti-
cos, que foram implementados como filtros 1IR de duas dimensdes separéaveis, visando simplicidade
de implementagdo e tempos de processamento menores. Neste caso, experimentou-se com filtros
de 12 e de 22 ordem. Uma observacio importante neste caso, é que o método foi implementado
para apenas duas imagens de entrada, exatamente como mostra a Fig. V.1.

O programa pede como dado de entrada a freqiiéncia de corte dos filtros passa-baixas

tanto na diregdo ny, como na diregao ng.

V.5.2 Meétodo 2

O programa que implementa o método 2 é mais sofisticado que o do método 1, porque

ode trabalhar com qualquer quantidade de imagens de entrada® e também porque implementa
P g P

2() nfimero de imagens de entrada para este método, é limitado pela capacidade de memdria de armazenagem

do microcomputador utilizado.
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umn algoritmo mais complicado. Como no método anterior, optou-se pela implementacgio de filtros
IIR de duas dimensoes separaveis, porque a quantidade de dados a serem processados por este

método pode ser bem maior que no método anterior.

O filtro passa-altas utilizado é de 2% ordem e foi projetado por transformacao de um
filtro passa-baixas protétipo, com fregiiéncia de corte w,. O filtro passa-baixas é de 42 ordem.
obtido ao processar a imagem por duas vezes com um filtro passa-baixas de 2% ordem. O filtro
passa-baixas de 22 ordem foi projetado por transformacio bilinear de um filtro Butterworth de
2% ordem e este filtro foi usado como filtro passa-baixas protétipo no projeto do filtro passa-
altas. Como a fregiiéncia de corte do filtro passa-baixas ¢ muito baixa, o atraso de grupo passa
a ser importante no processamento. Uma maneira para compensar o atraso de grupo foi adotar
uma filtragem passa-baixas dupla, como citado acima. Primeiro filtra-se a imagem numa diregao
de processamento e em seguida filtra-se a imagem na diregdo de processamento oposta. Desta
forma, o atraso de grupo da segunda filtragem passa-baixas compensa o da primeira filtragem.

justificando assim o procedimento de filtragem passa-baixas adotado.

O retificador é uma operagdo nio-linear, facilmente implementada no computador

através de uma func¢ao modulo.

Este programa permite entrar manualmente com as freqiiéncias de corte dos filtros

: ’, . -~ -
passa-altas e passa-baixas, e um ganho que é usado para ajustar a excursio da amplitude das
curvas de nitidez, que s pode assumir valores entre 0 e 255. Por causa deste pequeno nimero
de niveis de amplitude, recomenda-se, para um bom desempenho, que o ganho seja ajustado de

forma que a amplitude destas curvas utilizem a maior parte da faixa dinamica.

V.6 Resultados dos processamentos

Esta segiao apresenta os resultados dos processamentos realizados sobre os grupos de
imagens adquiridas de vérios espécimes. Algumas das imagens adquiridas e suas respectivas
imagens processadas sdo exibidas nas préximas péaginas através de fotografias coloridas, obtidas

diretamente da tela do monitor de video.

As Imagens foram corrigidas em brilho e contraste, e algumas em nitidez, antes de
serem fotografadas. Este processamento adicional tem por objetive aumentar a faixa dinamica
das imagens para obter uma visualizagao mais agradavel, sem prejudicar a interpretacac dos

resultados obtidos com a técnica proposta.
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V.6.1 Texto
Método 1

As imagens das Figs. V.3 e V.4 foram processadas segundo o método 1, empregando
um filiro passa-baixas de 12 ordem e fregiiéncias de corte nas diregdes horizontal e vertical iguais
a 0,1967 rad/m. O tempo de processamento destas imagens em um microcomputador PC AT
486 DX 50 MHz com barramento VESA foi de 52 segundos. O nimero de operagoes matematicas
realizadas nas duas imagens foi superior a 5,8 milhdes de somas e 2,6 milhoes de multiplicagdes.

O resultado do processamento é dado pela fotografia da Fig. V.5, onde se pode observar
uma boa melhora em relacdo &s imagens originais. No entanto, as partes nitidas das imagens
parciais n3o sio simplesmente copiadas para a imagem resultante como ocorre no método 2, este
método acaba fazendo uma mistura espectral das duas imagens de entrada, ou seja, a regiao nitida
de uma das imagens é combinada com a respectiva regiao (nao-nitida) da outra imagem para gerar

a imagern processada.

Método 2

As imagens das Figs. V.3 e V.4 foram processadas segundo o método 2. As curvas de
nitidez geradas estdo nas imagens das Figs. V.6 e V.7, respectivamente. As partes mais claras
destas curvas indicam as regides de maior nitidez das imagens de entrada.

Neste processamento empregou-se um filtro passa-altas de 22 ordem com fregiiéncia de
corte na direcio horizontal igual a 0, 157 rad/m e na diregio vertical igual a 0,267 rad/m. O filtro
passa-baixas empregado era de 42 ordem com freqiiéncia de corte horizontal igual a 0.0157 rad/m
e vertical igual a 0,0267 rad/m. A diferenca existente entre as frequéncias de corte horizontal
e vertical se deve ao fato da imagem estar superamostrada na diregdo horizontal. O sistema
SECSAD-SAD amostra o sinal de video com aproximadamente o dobro da freqiéncia de Nyquist,
assim o espectro na direcio horizontal se situa entre —7/2 e 7/2 rad/m e na direcao vertical
entre —0,897 e 0,897 rad/m. O ponderador utiliza o método de jungao das imagens de entrada
ponderado pela diferenca entre as curvas de nitidez. Este processamento realizado sobre as duas
imagens de entrada equivale a mais de 25,2 milhdes de somas, 48,2 milhoes de multiplicagoes e
2,1 milhdes de comparagoes.

O resultado do processamento pode ser observado na fotografia da Fig. V.8, onde

constata-se que o método 2 realmente junta as partes nitidas de cada uma das imagens de entrada.
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Texto processado segundo o método 1
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V.6.2 Parafuso allen

Sobre as trés imagens adquiridas do parafuso allen aplica-se o método 2 com freqiiéncia
de corte do filtro passa-altas na diregao horizontal igual a 0,04 rad/m e na diregao vertical 1gual
a 0,077 rad/m. O filtro passa-baixas tem freqiiéncia de corte horizontal igual a 0,0157 rad/m e
vertical igual a 0, 0267 rad/m.

A Fig. V.9 mostra a primeira imagem adquirida e a Fig. V.10 o resultado do processa-
mento quando nao se emprega nenhuma regra de ponderagao na juncao das imagens. Observa-se
na ponta do parafuso, logo apés a porca, e na parte posterior da cabega do parafuso, o apareci-
mento de linhas de recorte entre as regiGes da imagem recortadas de imagens parciais diferentes.

A Fig. V.11 mostra o resultado do processamento das mesmas imagens do parafuso
usando o ponderador com a regra de ponderacio pela diferenca entre as curvas de nitidez. Pode-se

ver por esta fotografia que as linhas de recorte desapareceram.

V.6.3 Agulha de toca-discos de 78 rpm

A partir deste ponto as imagens parciais passaram a ser adquiridas através do mi-
croscopio, usando a placa digitalizadora da New Media Graphics. A Fig. V.12 mostra a sétima
imagem parcial adquirida com o foco na base da agulha. Nota-se como a profundidade de campo
reduzida da objetiva limita as regides nitidas de espécimes volumosos como este.

O sistera da New Media Graphics produz imagens digitais com espectro de frequéncia
que se estende na direcao horizontal entre —0,927 e 0,927 rad/m e na direcdo vertical entre
—0,897 e 0,897 rad/m. Conseqiientemente, o processamento das imagens parciais segundo o
método 2 emprega filtros com freqiéncias de corte muito proximas nas duas diregdes. Assim. o
filiro passa-altas usa freqiiéncia de corte de 0, 157 rad/m e o passa-baixas de 0,0157 rad/m. Na
juncio, as imagens foram ponderadas pela regra da diferenca entre as curvas de nitidez dentro de
uma faixa de 6 % de diferenca. O resultado do processamento estid na fotografia da Fig. V.13,

onde se pode observar claramente a agulha toda em foco.

V.6.4 Aranha

A Fig. V.14 mostra uma das nove imagens parciais deste espécime. Nesta imagem nao
é possivel observar toda a aranha em foco, mas apenas as regides que estdo proximas do plano
focal.

A Fig. V.15 exibe o resultado do processamento deste grupo de imagens, empregando

os mesmos parametros do processamento realizado na Secao V.6.3.
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Figura V.9: Primeira imagem parcial do parafuso allen

Figura V.10: Parafuso allen processado com jungao pela maior nitidez
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Figura V.11: Parafuso allen processado com juncao ponderada

Figura V.12: Base da agulha do toca-discos
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Figura V.15: Aranha processada

Figura V.16: Quinta imagem parcial do estigma da flor da Petinia Exserta
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A partir deste espécime as imagens adquiridas sio coloridas e o processamento a ser

aplicado sobre este tipo de imagens pode seguir por dois caminhos:

e Uma primeira op¢ao é decompor todas as imagens parciais coloridas em suas componentes
RGB, agrupar as imagens parciais monocromaticas e aplicar o processamento sobre cada
um destes grupos. Neste caso serdo geradas curvas de nitidez especificas para cada uma
das componentes das imagens parciais. No final, a imagem processada serd formada pela

composigao das imagens resultantes do processamento de cada componente de cor.

e A segunda opgao também decompde as imagens parciais coloridas em suas componentes
RGB. Em seguida escolhe-se um dos grupos de cor, por exemplo o da componente G, para
aplicar o processamento® gerando as curvas de nitidez e a imagem processada desta cor. No
processamento dos outros dois grupos de cores serdo utilizadas as curvas de nitidez geradas
pelo primeiro grupo de cor. No final, a imagem processada também serd formada natural-
mente pela composicao das imagens resultantes do processamento de cada componente de

COT.

As duas maneiras de processar um grupo de imagens parciais citadas acima chegam a
resultados tdo parecidos que ndo se consegue observar diferengas visualmente. Como o segundo
caminho apresenta vantagens do ponto de vista computacional, desde que necessita de um ndmero
menor de curvas de nitidez, sera adotado nos processamentos seguintes.

O resultado do processamento das imagens da aranha, apresentado na Fig. V.15, foi
obtido através do processamento individual de cada componente de cor, com a geracio de todas
as curvas de nitidez. Os processamentos dos espécimes apresentados nas préximas secbes foram

realizados utilizando as curvas de nitidez da cor G.

V.6.5 Estigma da flor da Petiinia Exserta

Sete imagens parciais deste espécime foram processadas usando os parametros da
Secdo V.6.3. A quinta imagem parcial estd na Fig. V.16 e o resultado dos processamentos podem

ser observados na Fig. V.17.

3Uma boa opco é escolher o grupo de imagens parciais da cor verde para gerar as curvas de nitidez, pois é para
esta cor que o olho humano é mais sensivel. No entanto, deve-se escolher outro grupo de cor se a componente de

luz verde do espécime for fraca.
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Figura V.17: Estigma da flor da Petunia Exserta processado

s

Figura V.18: N ona imagem parcial do estigma da flor da Petania Axillaris
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it

V.6.6 Estigma da flor da Petinia Axillaris

Onze imagens parciais deste espécime foram processadas usando os parametros da
Secio V.6.3. A nona imagem parcial estd na Fig. V.18 e o resultado dos processamentos podem

ser observados na Fig. V.19. As formagdes irregulares sobre o estigma sdo graos de polen.

V.6.7 Semente da Petinia Axillaris

Dez imagens parciais deste espécime foram processadas usando os parametros da
Secio V.6.3. A quarta imagem parcial estd na Fig. V.20 e o resultado do processamento po-

dem ser observados na Iig. V.21.

V.6.8 Detalhe da semente da Petiinia Axillaris

Quarenta e quatro imagens parciais adquiridas para este espécime foram processadas
usando os pardmetros da Secdo V.6.3. A trigésima imagem parcial da Fig. V.22, revela como
uma profundidade de campo reduzida se torna uma limitagdo muito séria na microscopia Optica.
O resultado do processamento deste conjunto de imagens, visto na Fig. V.23, foi um dos mais

interessantes, pois revela toda a potencialidade da técnica desenvolvida.
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Figura V.22: Trigésima imagem parcial do detalhe da semente da Petinia Axillaris
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Figura V.23: Detalhe da semente da Petinia Axillaris processado



Capitulo VI
Conclusoes

Os resultados mais importantes deste trabalho foram os métodos de processamento di-
gital desenvolvidos e aplicados especificamente sobre as imagens adquiridas através do microscépio
optico. Estes métodos, principalmente o nimero 2, atingiram resultados muito bons, permitindo
ampliar consideravelmente a profundidade de campo do microscépio. As imagens processadas
apresentam uma melhora impressionante quando sao comparadas com as imagens obtidas direta-
mente do microscépio. Além disso, estes métodos sao implementados através de processamento
digital de imagens, logo nao envolvem o projeto de novas objetivas, ou o projeto de novos aparatos
para o microscépio composto. Na verdade, os métodos ampliam consideravelmente o desempenho
do microscépio composto a um custo relativamente baixo.

Estes métodos atingem bons resultados quando sao aplicados sobre grupos de imagens
adquiridos de espécimes opacos ou nao-transparentes. No caso de espécimes translicidos os re-
sultados n&o foram muito satisfatorios. Este fato pode ser compreendido através da analise das
imagens parciais geradas pelos espécimes opacos e pelos espécimes transparentes. Para qualquer
espécime considerado, o grupo de imagens parciais gerado pode conter duas ou mais imagens par-
ciais que apresentam sobreposigao de regides nitidas. No caso do espécime ser opaco, as regides que
ocupam a mesma posicao espacial da imagem e que estao nitidas em imagens parciais diferentes,
apresentam as mesmas micro-estruturas do espécime. Ja no caso do espécime ser transparente,
estas regides podem conter micro-estruturas diferentes do espécime, por exemplo, uma célula pode
ter uma organela nitida em uma imagem parcial e numa outra imagem parcial, mais abaixo ou
mais acima, pode ter uma outra organela nitida na mesma posigdo espacial da imagem parcial
anterior. Esta caracteristica apresentada pelos espécimes transparentes nac se adapta bem aos

métodos de processamento desenvolvidos, podendo gerar resultados confusos.

Com base na experiéncia adquirida, acredita-se no sucesso do processamento de ima-
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gens de espécimes translacidos, desde que sejam implementadas modificacdes no método desen-
volvido, de forma a levar em conta as caracteristicas particulares das imagens destes espécimes.

Os métodos se mostraram bastante robustos com relagio & variacio dos parimetros,
tais como: freqgiiéncia de corte dos filtros, ordem dos filtros e ganho do sistema. Por exemplo, o
uso de filtros de ordem mais alta ndo traz melhoras significativas para a qualidade das imagens.
Logo, pode-se trabalhar com filtros de ordens mais baixas que tém vantagens significativas do
ponto de vista computacional, j& que exigem menos operacdes aritméticas. Esta caracteristica
é muito importante do ponto de vista préatico, porque viabiliza uma possivel automatizacio da
técnica.

Um fato interessante e que deve ser destacado, surge quando observa-se que as pro-
fundidades de campo obtidas nas imagens processadas com os métodos desenvolvidos, sao com-
paraveis 4s obtidas pela microscopia eletrénica de varredura, desde que sejam comparadas na
faixa de ampliagio comum a ambas as técnicas microscdpicas. Dentro deste ponto de vista, o
método desenvolvido neste trabalho pode ser considerado concorrente da microscopia eletrénica

de varredura, apresentando as seguintes vantagens:

1. Fornece imagens coloridas.

2. A técnica permite obter imagens de espécimes vivos, desde que nio hé a necessidade de
deposicdo de pelicula de ouro sobre o espécime e nem necessidade de trabalhar sob baixas

pressOes atmosféricas.
3. A preparacio do espécime tende a ser mais simples e répida.

4. O custo para a obtengao das imagens é bem menor, pois se reduz ao tempo gasto na aquisicao
das imagens e ao tempo de processamento destas imagens. Enquanto a obtencio de uma

imagem através do microscépio eletronico de varredura custa entre US$100,00 e US$150,00.

5. O custo dos equipamentos necessirios para implementar o método desenvolvido, é bem
menor do que o custo de um equipamento completo de microscopia eletrénica de varredura,

como sera visto nos proximos paragrafos.

Na avaliagao de uma possivel implementagio comercial do método desenvolvido, che-
gou-se as seguintes conclusoes, considerando critérios de baixo custo, simplicidade de imple-

mentagao e facilidade de operagao:
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1. Para uma implementagdo simples seriam necessarios: um microscépio composto, uma cama-
ra de video, uma placa de aquisi¢ido de imagens, um computador, um sistema de servomeca-
nismo para controlar 0s mecanismos macro- e micrométricos do microscépio e um programa

para controlar os servomecanismos, a aquisi¢do e o processamento das imagens adquiridas.

2. A operagao do equipamento pelo microscopista deve se reduzir as tarefas de preparar ade-
quadamente o espécime, providenciar iluminagao adequada, posicionar a objetiva na regido
de Interesse do espécime, decidir qual poténcia de ampliagio deve ser usada e, por ltimo,
indicar quais os planos-imagem limitrofes da regido do espécime que deve aparecer nitida na

imagem final.

3. Quando o microscopista termina a preparacao inicial, o equipamento é liberado para realizar
as operagoes de aquisi¢io e processamento das imagens automaticamente. Esta operacio au-
tomatica consiste dos seguintes passos: calculo do nimero de planos-imagem que devem ser
adquiridos entre os planos limitrofes da regiao de interesse escolhida pelo microscopista, po-
sicionamento e aquisigao das imagens do espécime nas posigoes calculadas, determinacio do

ganho e das freqiiéncias de corte dos filtros digitais, e processamento das imagens adquiridas.

4. Para um equipamento deste tipo se tornar realidade estd claro que ainda falta muito trabalho,
principalmente na parte de programacio, mas da experiéncia e da sensibilidade adquiridas,

acredita-se que a sua implementagao é totalmente vidvel.

5. Estima-se que um equipamento deste tipo poderia ser vendido por um prego da ordem de
US5§20.000, o que nao é um exagero considerando que um microscépio eletrénico de varredura
custa da ordem de US$135.000 (US$120.000 do microscépio e US$15.000 do metalizador).

Um outro resultado bastante interessante e que deve ser considerado, é o desenvolvi-
mento do processo matematico para a reconstrugio do espago-objeto a partir do conhecimento do
espago-imagem e da funcao de transferéncia éptica do microscépio. Apesar de nio se chegar a uma
implementagio pratica, este desenvolvimento é importante porque abre um outro caminho para a
eliminagdo da limitagao da profundidade de campo do microscépio. Acredita-se que a continuacio
do desenvolvimento deste método pode levar a uma possivel implementacio pratica.

Este trabalho também resultou no desenvolvimento e implementacéo de um sistema de
aquisigdo de imagens estaticas, o sistema SECSAD-SAD, que foi muito importante para a obtencao
das imagens que foram usadas no desenvolvimento dos métodos e programas implementados, além

de ter sido uma boa experiéncia na implementacio de circuitos eletrénicos.



Apéndice A
Arquivo de Imagem no Formato TIFF

Imagens que s&o usadas por computadores podem ser armazenadas em muitos formatos
diferentes. De acordo com as quantidades de cores, cada formato de arquivo tem uma referéncia
para o numero de bits por pixels que é capaz de suportar:

1 bit por pixel para uma imagem com 2 cores,

4 bits por pixel para uma imagem com 16 cores,

8 bits por pixel para uma imagem com 256 cores, ou

24 bits por pixel para uma imagem com 16.777.216 cores.

O formato TIFF foi desenvolvido para se tornar um formato padrao. Conseqiiente-
mente seu desenvolvimento visou atingir a maxima flexibilidade na maneira em que uma imagem
é armazenada. Esta caracteristica levou a uma infinidade de possibilidades de armazenamento de
uma imagem.

O formato TIFF classifica as imagens em trés categorias: branco e preto, niveis de cinza
e colorida. Além disso, o formato pode usar uma de seis rotinas de codificagao: nao-comprimida,
Pack bits, LZW, Huffman, CITT3 e CITT4.

O formato TIFF empregado nos arquivos imagens manipulados pelos programas de-

senvolvidos trabalha com imagens sem compressio, em niveis de cinza e com 8§ bits por pixel.

A.1 Exemplo de arquivo TIFF

Como forma de ilustrar o formato adotado, apresenta-se a seguir um exemplo de arquivo
TIFF. Este arquivo ¢ formado pelo cabegalho utilizado nos arquivos e pelos dados de uma imagem
bastante simples (uma imagem branca de 3 x 3 pixels). O primeiro byte do arquivo é a referéncia

para os deslocamentos (offset) e é chamado de byte zero. Os bytes dos arquivos sao representados
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por numeros hexadecimals.

49 49 — S30 os dois primeiros bytes do arquivo imagem e especificam a ordem dos bytes em
uma palavra. 49 49 = Il em ASCII = o primeiro byte da palavra é o menos significativo e
o altimo byte da palavra é o mais significativo. Se este campo fosse preenchido com 4D 4D
= MM em ASCII = o primeiro byte da palavra seria o mais significativo e o dltimo byte da

palavra, o menos significativo.
2A 00 — Numero da versdo do formato TIFF (2A = versao 42).

08 00 00 00 — Deslocamento do primeiro diretério do arquivo imagem. O deslocamento 8 é o

proximo byte.

0D 00 — Aqui comega o primeiro diretério do arquivo imagem e este campo fornece o niimero
de campos do diretério do arquivo imagem (0D = 13 campos), sendo que cada campo é

formado por doze bytes.

00 01 - 04 00 - 01 00 00 00 - 03 00 00 00 — Primeiro campo do arquivo imagem. 01 00
indica que este campo fornece a largura da imagem. 00 04 indica que o dado ¢ formado por
palavras de 4 bytes. 00 00 00 01 indica que o dado é formado por uma palavra. 00 00 00 03

¢ o dado, ou seja, a imagem temn largura de 3 pixels.

01 01 - 04 00 - 01 00 00 00 - 03 00 00 00 — Segundo campo do arquivo imagem. 01 01 in-
dica que este campo fornece o comprimento da imagem. 00 04 indica que o dado é formado
por palavras de 4 bytes. 00 00 00 01 indica que o dado é formado por uma palavra. 00 00

00 03 é o dado, ou seja, o comprimento da imagem é de 3 pixels.

02 01 - 03 00 - 01 00 00 OO - 08 00 00 00 — 01 02 indica que este campo fornece o nimero
de bits por pixel. 00 03 indica que o dado é formado por palavras de 2 bytes. Neste caso a

imagem tem 8 bits por pixel.

03 01 - 03 00 - 01 00 00 OO0 - 01 00 00 00 — 01 03 indica que este campo fornece a com-
pressao utilizada nos dados. O dado 00 01 indica que nio é usada nenhuma compressao nos

dados desta imagem.

06 01 - 03 00 - 01 00 00 OO0 - 01 00 00 00 — 01 06 indica que este campo fornece a inter-
pretacao fotométrica dos valores dos pixels. 00 01 indica na escala de niveis de cinza que o

menor valor dos pixels corresponde ao preto e o maior valor ao branco.
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11 01 - 04 00 - 01 00 00 00 - AA 00 00 00 — 01 11 indica que este campo fornece o deslo-

camento para o qual se inicla a faixa de dados. No caso AA indica o deslocamento 170.

15 01 - 03 00 - G1 00 00 00 - 01 00 00 00 — 01 15 indica que este campo fornece o nimero

de amostras por pixel. No caso a imagem tem uma amostra por pixel.

16 01 - 04 00 - 01 00 00 00 - 03 00 00 00 — 01 16 indica que este campo fornece o nimero

de linhas por faixa de imagem e neste caso sao trés linhas por faixa de imagem.

17 01 - 04 00 - 01 00 00 00 - 09 00 00 00 — 01 17 indica que este campo fornece o nimero
de bytes da faixa de imagem. Como a imagem tem 3 x 3 pixels o dado deste campo é igual
a9

1A 01 - 05 00 - 01 00 00 00 - B3 00 00 00 — 01 1A indica que este campo fornece a re-
solugao da imagem na direcdo x. 00 05 indica que o dado € racional. 00 00 00 01 indica que

o dado tem comprimento 1 e 00 G0 00 B3 = 179 da o deslocamento de onde se encontra este
dado.

1B 01 - 05 00 - 01 00 00 00 - BB 00 00 00 — 01 1B indica que este campo fornece a re-
solucao da imagem na direcao y € 00 00 00 BB = 187 da o deslocamento de onde se encontra

este dado racional.

1C 01 - 03 00 - 01 00 00 00 - 01 00 00 00 — 01 1C indica que este campo fornece a confi-
guracdo planar da imagem. E neste caso o valor 1 do dado indica que o valores dos pixels

estdo estocados continuamente de forma a existir uma unica imagem plana.

28 01 - 03 00 - 01 00 00 00 - 02 00 00 00 — 01 28 indica que este campo fornece a unidade

de resolugao da imagem. O valor 2 do dado indica que a unidade de resolugio é polegada.

00 00 00 00 — este campo indica o deslocamento do préximo diretdrio do arquivo imagem. Se

seu valor for zero = que nao ha outro diretorio.

FF FF FF FF FF FF FF FF FF — estes sdo os valores dos pixels da imagem e estdo coloca-

dos a partir do deslocamento 170. FF corresponde ao nivel de cinza do branco.

03 00 00 00 - 01 00 00 00 — 3 é o numerador e 1 o denominador do dado racional do campo
da resolucao na diregdo x, colocado a partir do deslocamento 179. Indica que sdo trés pixels

por polegada.
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03 00 00 00 - 01 00 00 00 — 3 é o numerador e 1 o denominador do dado racional do campo

da resolugdo na diregao y, colocado a partir do deslocamento 187. Indica que sdo trés pixels

por polegada.

O formato TIFF possui outros campos que especificam outras caracteristicas das ima-
gens e nao cabe comenta-los aqui. O exemplo acima é bastante simples e mostra como € o
cabecalho dos arquivos imagens gerados neste trabalho. Informactes mais detalhadas a respeito

deste formato de arquivos imagens podem ser obtidas nos enderegos abaixo:

Aldus Corporation
411 First Ave. South
Suite 200

Seattle, WA 98104

Windows Marketing Group
Microsoft Corporation
16011 NE 36th Way

Box 97017

Redmond, WA 98073-9717



Apéndice B
Projeto dos Filtros Digitais

Os dois métodos desenvolvidos para implementar a técnica proposta utilizam-se de
filtros digitais. O método 1 usa um filtro passa-baixas de 12 e de 22 ordens. O método 2 usa um
filtro passa-altas de 22 ordem e um passa-baixas de 42 ordem.

Todos os filtros projetados sao filtros digitais separaveis de duas dimensées com res-
posta impulsiva de duragdo infinita (IIR). Os filtros IIR foram adotados porque precisam de um
numero menor de coeficientes, quando comparados com filtros FIR, para satisfazer uma dada espe-
cificagido. Esta caracteristica proporciona um tempo de processamento menor, ¢ que é importante,
dada a quantidade de pixels de cada imagem e a quantidade de imagens que serdo processadas.

Os filtros passa-baixas de 12 e 22 ordens foram projetados a partir de filtros de But-
terworth por transformagao bilinear. O filtro passa-baixas de 42 ordem foi implementado através
de dois filtros passa-baixas de 22 ordem em cascata e com a mesma freqiiéncia de corte. Os filtros
utilizados sdo iguais ao projetado para o método 1. O filtro passa-altas de 22 ordem foi projetado
por transformacio do filtro passa-baixas de 22 ordem projetado para o método 1.

O projeto de todos os filtros digitais citados acima se reduz ao projeto de um filtro
passa-baixas de 1# ordem, de um filtro passa-baixas de 22 ordem e de um filtro passa-altas de
22 ordem. Além disso, como os filtros de duas dimensdes sio separaveis, os filtros acima sao
projetados inicialmente em uma dimensao e depois combina-se 0 mesmo filtro nas duas dimensdes
para se obter o filtro em duas dimensées. As préximas segbes apresentam o projeto dos filtros

citados acima.

B.1 Projeto do FPB-1D de 12 ordem

Expressao do filtro de Butterworth de 12 ordem:
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|H. (GO =

N . 217
1+(m£) S Ha ()P = [z—ﬁ;} . (B.1)

Da Eq. (B.1) obtém-se:

Q. 0.
Ho(s) = — TRk (B.2)

e sobre esta expressao aplica-se a transformagio bilinear dada pela seguinte substituicao:

21—z
_ = B.3
ST + 2717 (B-3)
para obter:
LO.(14 7Y
H,z) = 2_°< B4
=) (14 59) + (=1 + 1)1 (B4)
Substituindo %ﬂc conforme a expressao abaixo,
T We
EQC = tan (?) (B.5)
obtém-se:
a(l +z71)
Hﬁ(z) - } _ bz__] H (B'G)
onde:
tan (2= 1 —tan (%
o) o, _1oen(y) (8.1

B 14 tan (“’—;) B l—i-ta}a(%ﬂ)

Para que a excursio do sinal de saida seja igual & excursdo do sinal de entrada,
multiplica-se a fungao do filtro pelo inverso do seu ganho. O ganho do filtro é calculado por:

Ho(2)]:= = £, assim:

_ - It e
H;(z)m 1 _ b fj—;j} ’ onde b= ﬁ% (BS)

A expressio do filtro passa-baixas de 12 ordem e de uma dimenséo ¢ dada pela Eq. (B.8)

e seu programa computacional por:
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H(?) = ?‘3:;» (B.9)
= (1-bz"1)-Y(2) = -1-—;—5-(1+z“1)-)((z)-—> (B.10)
~ym) = 57 faln) +zn - 1)+ by(n —1) | (B.11)

cujo diagrama de blocos é dado pela Fig.B.1.
z(n) y(n)

D@Dt
z~ | A’? {' b z71

Figura B.1: Diagrama de blocos do FPB-1D de 12 ordem

B.2 Projeto do FPB-1D de 22 ordem

Expressdo do filtro de Butterworth de 22 ordem:

|Ho () =

w1
0\ 4
1+ (;Q ) } s |Hy(s) = {1 + _39_4} : (B.12)
Da Eq. (B.12) obtém-se:

0 0z
(5~ Spo)(5 — 8p) 62+ 21206 + Q2
e sobre esta expressao aplica-se a transformacio bilinear dada pela Eq. (B.3) e a substituigio da
Eq. (B.5) para obter:

H.(s) = (B.13)

(1+ 271 + 2_2)
14 bzl 4 22

Hy(z) = 2 , (B.14)

onde:

tan? (-‘f’i‘)
14 921/2¢an (%ﬂ) + tan? (‘—"2‘)

a = N
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2 [tan? (%) — 1] 1-22tan (%) + tan? (%)

W
= — 2
TR () et (3) T Tren () e (1)

(B.15)

Para que a excursio do sinal de saida seja igual & excursio do sinal de entrada,
multiplica-se a fungao do filtro pelo inverso do seu ganho. O ganho do filtro é calculado por:

Ho(2)]z=1 = lﬁff;;, assim:

H;(z):1+b+c_}L+2z"3‘~+»:/:—2 ’
4 14+ bz"1+ cz—?
onde b e ¢ sao dados pela Eq. (B.153). A expressio do filtro passa-baixas de 22 ordem e de uma

(B.16)

dimensao é dada pela Eq. (B.16) e seu programa computacional por:

y(n) = Lig_:**_c fz(n) + 22(n— 1)+ 2(n—2)] — by(n — 1) —ey(n - 2) ,  (B.IT)

cujo diagrama de blocos é dado pela Fig.B.2.

' z(n) -,@_..@_,@ y(n) ,

—1 1 1ibte -1

A

z 4

2 - 4
Q- 0]

-1

| ®ﬁ_l

i

Figura B.2: Diagrama de blocos do FPB-1D de 22 ordem

B.3 Projeto do FPA-1D de 22 ordem

O filtro passa-altas de 22 ordem e uma dimensdo é projetado por transformacio de
um filtro passa-baixas protétipo com freqiiéncia de corte do FPA-1D igual a w,. Como filtro
passa-baixas prototipo serd usado aquele projetado na Se¢io B.2, representado pelas Eqgs. (B.16)
e (B.15) reproduzidas abaixo: o

1+b+ec 142714272

H(2) = .
o(2) 4 1+ bzt +cz-2 '’

(B.18)
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- 2 [tan2 (*"’;) - 1] . 1 — 212 an (“’—;) + tan® (921) (B.19)
14 21/2tan (‘i’;) + tan? (%ﬂ) 14 21/2¢an (%&) + tan? (w_zg)

O FPB-1D protétipo é transformado num FPA-1D através da transformacio dada

pelas expressbes abaixo:

cos (J—i-——)

Escolhendo w, =7/4 = b= —0,9428 , ¢=1/3 e G = 0,09763. Entdo aplicando-se
a transformacéo dada pela Eq. (B.20) na Eq. (B.18) do FPB-1D, obtém-se a expressio do FPA-1D

de 22 ordem:

A—-2Az71 4 A2

H(z) = B1Coi 1D onde: (B.21)
cos{*2 4+ I
a _%m(j s ) (B.22)
COs (-f — g)
A = 0,09763(1 - 2a + a?) (B.23)
B = 1+0,9428a +1/30° (B.24)
C = 2,667a + 0,9428(1 + &*) (B.25)
D = 1/3+0,9428a + o? (B.26)

O programa computacional do FPA-1D estd na Eq. (B.27) e o seu diagrama de blocos
na Fig. B.3.

A 2A

y(n):-E-.’E(n)—*—é'-:E(nml)'i-%'«’ﬂ(n—z)—%'y(n‘“3)”%'9(”“‘“2) (B.27)

B.4 Obtencgao do FPB-2D de 12 ordem

Como o filtro é separavel pode-se escrever:

H(zy, 22) = Hi(21) * Ha(22) (B.28)
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~(z—*@)"*@“—z—*

-1

—-2A
- w@*@wn
¥ h 4

zw-i

o W

Figura B.3: Diagrama de blocos do FPA-1D de 22 ordem

e usando a expressio do FPB-1D da Eq. (B.8) para H, e H, obtém-se:

1—-b 14271 1—-by 14277
H(thz):( . E_l_—bli_l).( 5 2.1_5;_1 , onde: (B.29)
1 Zq
iwtan%—l 1 — tan 22
& by == —— 2 B.3
! 1+ tan == : 1 + tan =2 (B.30)

2 2

O procedimento computacional para implementar este filtro segue as seguintes etapas:

1. As freqliéncias de corte do filtro para cada direcao, w,, e w,,, sdo fornecidas.
2. Calcula-se os parametros do filiro: by, by, bib, e G = ﬂ:ﬂ%—}kb—gl.

3. Os valores de cada pixel sao calculados pela expressao:

y(ny,n2) = Glz(n,ng) + z(ny — 1,n) + 2(ng,ny ~ 1) + z(ng — 1,15 — 1)]

(B.31)
+ biy(ni — 1,n9) + boy(ny,n2 — 1) — bibyy(ny — 1,02 — 1)
B.5 Obtencao do FPB-2D de 22 ordem
Como o filtro é separavel pode-se escrever:
H(Zl, 22) = H}(zl) . H‘Z(Zf_}) . (BSQ)
e usando a expressao do FPB-1D da Eq. (B.16) para H; e H, obtém-se:
T4+bi+e 14227 4277 T+b+ep 142270 42772
H(zy,2) = . . . ) B.33
(21 Zz) ( 4 1+ blzi'1 + clz;"'z 4 1+ 6222 + ¢z, 2 ( )
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onde:
by = 2 [t (55) 1] o - LB tan (%) + tan? (%) (B.34)
' 14 912tan (fg:_) + tan® (55;#) ’ Y 11 92¢an (W_SL) + tan? (gj;l) :
e () =1 1) e ()

2 1+ 2Y/2¢an (%2) + tan?® (f;j;l) - 14 2/2tan (1;1) + tan? (33%1)

O procedimento computacional para implementar este filtro segue as seguintes etapas:

1. As freqliéncias de corte do filtro para cada diregéo, w,, € w,,, sdo fornecidas.

{31461 +c3 Hi4bo+c2)

2. Calcula-se os parametros do filtro: by, ¢y, by, ¢, biba, 10y, bica, €100, e G = o

3. Os valores de cada pixel sao calculados pela expressao:

y(nl,ng) = G- [x(n;,ng) + 2$(ﬂ1 ke 1, 'ﬂg) + z(m e 2, 'ﬂg) + 223(1’11,?12 - 1)
+ 4z(ng —1,np — 1) + 22(ny — 2,0y — 1) + 2(ny, 1y — 2)
+ 23:(71} e 1,?1.2 - 2) -+ Sl’:(ﬂ} — 2,?’12 o 2)] - bly(nl has 1,712)

(B.36)
— ay(ny — 2,n2) — byy(na, ne — 1) — biboy(ny — I,ny — 1)
— c;bgy(n; - 2, fig — }) - c;;y(n;,nz - 2) -— b;czy(nl - 1., g — 2)
~ ereay(ng — 2,m2 — 2)
B.6 Obtencao do FPA-2D de 22 ordem
Como o filtro é separavel pode-se escrever:
H(Zl, 22) = H1(21) . Hg(Zg) 5 (B37)
e usando a expressao do FPA-1D da Eq. (B.21) para H; e H; obtém-se:
Ay — 2427 + A7t Ay — 24525 + Ag2y?
H(z,2) = . \ B.38
(ZI 22) ( B] + C]Z;l -+ D]Z{g Bz -+ 02251 + D222_2 ( )

onde:



BIBLIOGRAFIA

s (B +3) (B.39)

cOS (—2L — g)
0,09763(1 — 204 + o)  (B.40)
1+40,942804 +1/302  (B.41)
2,667a; +0,9428(1 + oF) (B.42)

)

1/3 4+ 0,9428¢; + o? (B.43

g

Az
B,
Cy
D,

173
cos (¥22 4 Z
w———(-:,—g———ﬁ—)— (B.44)
CO8 (m;i — %)
0,09763(1 — 202 + a2)  (B.45)
1+0,9428a, + 1/3a2  (B.46)

2,667y + 0,9428(1 + o2} (B.47)
1/3 + 0,9428a; + o? (B.48)

O procedimento computacional para implementar este filtro segue as seguintes etapas:

1. As frequéncias de corte do filtro para cada diregao, w,, e w,,, sdo fornecidas.

2. Calcula-se os parametros do filtro:

A1 Ao . —2A140
A= BBz B = B, B»
=D =Ca
E = T F= B,
e =D ~C Do
I = Bg J = B8,

3. Os valores de cada pixel sao calculados pela expressao:

y(ni,n2) = Azx(ni,ng)+ Bx{n) — 1,n) + Az(ny — 2,n2) + Bz(ny,nz ~ 1)

+ Cz{ny — 1,ny — 1} 4+ Bz(ny — 2,n; — 1) + Ax{nqy, ny — 2)

+ Bz{n) —1,ny — 2) + Az(n; — 2,1, — 2} + Dy(ny — 1, 1)
(

447 Ay _ -C
= B, B, D = "}"9"21
oo Y Ne!
G = 5B H = MMBI& (B.49)
-D) D,
K = B B,
(B.50)

+ Ey(ny; — 2,n3) + Fy(ny,ny — 1) + Gy(ny — 1,0y — 1)
+ Hy(ni — 2,m2 — 1) + Ty(ng,ny — 2} + Jy(ng — 1,12 — 2)
(

+ Ky(ni — 2,n, — 2) .
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