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RESUMEN
TITULO:

SISTEMA DE ADQUISICION AUTOMATICA DE IMAGENES PARA
MICROSCOPIO OPTICO

AUTORES:
PERTUZ ARROYO, Said David; IBANEZ GRANDAS, Héctor Reneé**

PALABRAS CLAVE: microscopio Optico, tratamiento digital de iméagenes,
medida de enfoque, autoenfoque, algoritmo de busqueda

DESCRIPCION

El presente documento contiene la descripcién del desarrollo de un sistema
que permite coordinar de manera autonoma desde PC los movimientos de la
platina de un microcopio 6ptico en los ejes X, Y, y Z (enfoque), por medio de
un conjunto de tres motores pasos a paso; el control se realiza empleando el
puerto paralelo del computador. Acoplado al microscopio, se encuentra una
camara Web USB que envia las imagenes adquiridas al PC, para ser
procesadas y determinar su grado relativo de enfoque por medio de técnicas
basadas en tratamiento digital de imagenes. Este sistema se elabord
pensando en desarrollar una herramienta que permita facilitar y agilizar el
proceso de observacion y adquisicion de imagenes de microscopia 6ptica, en

particular, imagenes de tejido humano.

Para la determinacion de las imagenes mejor enfocadas, se realiz6 el estudio,

implementacion y  evaluacién de varios algoritmos, los cuales incluyen
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modificaciones y propuestas propias; el resultado de éste proceso fue la
seleccidn de los algoritmos de mejor desempefo. Posteriormente se desarrollé
el algoritmo de busqueda; este algoritmo es el que permite reducir el numero
de movimientos en el eje Z (enfoque) para obtener la imagen de mejor enfoque.

Como resultado final, después de algunos ajustes iniciales definidos por medio
de una interfaz de usuario, el sistema inicia realizando los movimientos en el
eje Z hasta lograr el punto de mejor enfoque. Posteriormente se realizan
movimientos en los ejes X-Y para repetir el procedimiento en otras porciones
de la muestra observada. EI conjunto de imagenes adquiridas quedan a

disposicion del usuario para poder ser almacenadas de forma permanente.



ABSTRACT
TITLE:
AUTOMATIC IMAGE ADQUISITION SYSTEM FOR OPTIC MICROCOPY

AUTHORS:
PERTUZ ARROYO, Said David; IBANEZ GRANDAS, Héctor Reneé**

KEY WORDS: optic microscopy, digital image processing, focus measuring,
autofocusing, searching algorithm

DECRIPTION

In this document, the development of a system that allows driving from PC the
movements of a microscope stage in the X, Y and Z (focus) axis is described.
The movement of the stage is driven via stepper motors, through the PC
parallel port. A USB Web Cam is coupled to the microscope that sends
acquired images to the PC for processing and measuring their relative degree
of focus, based on digital image processing. This system was made, thinking in
the development of a tool that facilitate and agility the observation and
acquisition process of optic microscopic images, particularly, human tissue

images.

For the determination of best focused images, the analysis, implementation and
evaluation of several algorithms was made, which include modifications and
own proposal algorithms; the selection of the best performance algorithms was
the result of this process. Subsequently, the searching algorithm is developed;
this algorithm allows reduce the movements in the Z axis (focus) to obtain the

best focused image.
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As a final result, after the definition of some initial parameters by means of a
user interface, the system starts doing the movement in the Z axis to focus the
image and then, an X-Y movement takes place to repeat the focusing process
in another portion of the sample. The acquired set of images is then available to
the user for saving them permanently.
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INTRODUCCION
Cuando se dispone de un lente o un conjunto de éstos (como es el caso de un
microscopio Optico), para garantizar que el objeto a observar (muestra) se
pueda ver con claridad, es necesario asegurarse de que la posicion relativa
entre los lentes y la muestra es la apropiada. Si la muestra estda muy lejos o
muy cerca del juego de lentes, es probable que el observador no pueda captar
con claridad la imagen. La figura 3 ilustra el fenédmeno de enfoque/desenfoque

para un sistema como el de un microscopio 6ptico.

ésta no se ve con claridad. La imagen esta
desenfocada.

Si los lentes estan en la posicion correcta, la
imagen de la muestra presenta la mayor
claridad. La imagen esta enfocada.

Si los lentes estan muy lejos de la muestra, se
enfoca un plano por encima de la misma. La
imagen esta desenfocada.

f L

Figura 1. llustracion del fendmeno de enfoque/desenfoque para imagenes observadas
mediante un dispositivo optico. Fuente: autores.

Para el diagnéstico de algunas enfermedades, se requiere observar al
microscopio un conjunto de muestras. En este proceso de observacion, el
especialista debe examinar cuidadosamente cada muestra, para lo cual es
necesario mover horizontalmente la platina del microscopio para hacer el
barrido de la muestra completa (ya que en el objetivo del microscopio no se
alcanza a observar la totalidad de la muestra). Dado que las muestras
observadas al microscopio no quedan totalmente uniformes en el plano

horizontal, entonces es necesario hacer pequenos reajustes al foco para volver



a enfocar la imagen cada vez que se hace el desplazamiento para realizar el
barrido. Ademas, a medida que se utiliza un aumento mayor en el microscopio,
el area de la muestra cubierta por el objetivo del mismo se va reduciendo, por
lo cual el proceso de barrido de la totalidad de la muestra se hace mas extenso
y lleva mas tiempo. En general, las caracteristicas del procedimiento de

observacién de muestras hacen que el proceso sea lento y tedioso.

Por otro lado, a las dificultades técnicas anteriormente descritas se anade que
después de un tiempo de trabajo determinado, el usuario se agota y el
cansancio disminuye su rendimiento y puede afectar ademas su capacidad
para detectar defectos en las muestras. Por lo anterior, se ve obligado a
suspender el proceso o0 a ser reemplazado por otro especialista.

Las caracteristicas del proceso anteriormente descrito, impiden el andlisis de
muchas muestras en una jornada, incrementa los costos y afectan la eficiencia
al momento de realizar diagnésticos. El desarrollo de sistemas que permita
facilitar y agilizar el proceso de observacién de las imagenes del microscopio,
como el desarrollado en este proyecto, se perfila entonces como una

herramienta util.

El sistema desarrollado que se describe en este documento, a partir de unos
ajustes iniciales definidos por el usuario, inicia la adquisicion por partes de la
imagen de la muestra que se desea capturar. EI microscopio lleva adaptada
una camara Web USB, que envia las imagenes captadas al computador. En el
PC, las imagenes obtenidas son para poder obtener una medida relativa del
grado de enfoque de la imagen. Con los resultados del procesamiento, el
computador coordina, mediante un sistema de motores eléctricos paso a paso
a través del puerto paralelo, el movimiento de la platina del microscopio para
asi lograr la posicién de mejor enfoque. Una vez enfocada la imagen, ésta es
almacenada de manera temporal y el sistema procede a realizar un
desplazamiento de la platina en las direcciones X-Y para repetir el

procedimiento anteriormente descrito con otra porcion de la muestra.



Una vez finalizada la adquisicion en el area indicada por el usuario, las
imagenes quedan a disposicion del usuario para ser almacenadas de forma
permanente en el PC. El sistema de motores paso a paso se encuentra
acoplado al microscopio de tal manera que hace posible el movimiento de la
platina en la direccién de los ejes X e Y (para mover la muestra y hacer el
barrido de la misma) y en la direccién del eje Z (para permitir el ajuste del foco).

En la figura 2 se muestra un esquema general del sistema desarrollado.

Camara

L
-

L
s | |

L

PC Sistemna Microscopio
electro-mecanico

Figura 2. Diagrama del Sistema de adquisicion automatica de imagenes para microscopio
optico. Fuente: autores.

El primer capitulo del presente documento expone la evaluacién y seleccion
de algoritmos que permitan seleccionar la mejor enfocada de un conjunto de
imagenes y el desarrollo final de una funcion de medida del grado de enfoque
la cual va ser utilizada en el producto final. El segundo capitulo expone el
desarrollo de un algoritmo que permita de manera répida lograr el
posicionamiento en el punto de mejor enfoque. El tercer capitulo presenta la
interfaz eléctrica y mecanica que permitira controlar los movimientos de la
platina. Un cuarto capitulo se expone la manera en que se acoplaron los
subsistemas desarrollados. Finalmente se presentan las conclusiones y

recomendaciones.



1. MEDIDA DEL GRADO DE ENFOQUE

Un sistema de enfoque automatico debe ser capaz realizar los movimientos
necesarios de tal manera que sea posible seleccionar la posicion de mejor
foco. Para esta tarea, el desarrollo en software del enfoque automatico debe
poseer dos componentes fundamentales: la funcién de estimacién del grado de
enfoque de una imagen y el algoritmo de busqueda de la posicién de mejor
foco. La funcién de estimacion del grado de enfoque, que se expone en este
capitulo, debe medir el grado relativo de foco de una imagen. Esto permite
seleccionar la mejor enfocada entre un grupo de imagenes. Sobre funciones de
estimacion de foco, en el mundo se han llevado a cabo varios trabajos dirigidos
al desarrollo y estudio de algoritmos de autoenfoque para microscopia
[9,12,14,17,18] y otras aplicaciones [10,13], en los cuales se destaca la
importancia de disponer de algoritmos rapidos y confiables para ser utilizados
en sistemas de automatizacion. El otro componente software, el algoritmo de

blusqueda, es descrito en el siguiente capitulo.

A continuacion se expone el desarrollo de una funcién capaz de procesar una
imagen digitalizada ' para hacer una estimacién de su grado relativo de
enfoque. Al ser aplicada esta funcion a un conjunto de imagenes de la misma
escena pero con distinto grado de enfoque, se calcula una figura de mérito que
permite decidir cual de las imagenes analizadas corresponde a la de mejor
enfoque (medida del grado de enfoque). En la primera seccién de este
capitulo se describen algunas consideraciones sobre la implementacion de
algunos los algoritmos preliminares que permiten medir el grado de enfoque de
la imagen, para probarlos y optimizarlos. En la siguiente seccion se realiza una
serie de pruebas comparativas de tales algoritmos y se evaluan los resultados,
y en la ultima seccién se expone el desarrollo de la funcién de medida de foco

' El procesamiento digital de imagenes puede interpretarse en términos de desplazamientos,
filtrados, convoluciones y demdas operaciones entre matrices. Una excelente aproximacién a
esta interpretacion del procesamiento de imagenes en una amplia variedad de libros, entre los
cuales se puede encontrar en [1,2,3].



basada en los resultados de la seccién anterior. Igualmente la funcién es
sometida a prueba y se evaltan los resultados

1. 1. ALGORITMOS DE MEDIDA DE FOCO

A continuacién se evaluan los resultados de la implementacion de un conjunto
de algoritmos que en la literatura han sido utilizados para evaluar el grado de
enfoque de imagenes. Los algoritmos se pueden clasificar en cinco grupos,
segun se basen en: diferenciacion de imagenes, medida del contraste de la
imagen, histograma, medidas de autocorrelaciéon y funciones del dominio de la
frecuencia. Ademas de los algoritmos expuestos, se analizaron y probaron
otros algoritmos? propuestos en la literatura, pero que no son expuestos en
detalle ya que su desempeino no fue considerado meritorio para un andlisis

mas profundo y detallado.

1.1.1 DIFERENCIACION DE IMAGENES

Los algoritmos para estimacién de foco basados en diferenciacion de
imagenes se basan en el hecho de que una imagen mejor enfocada, por su
nitidez, presenta mayores cambios en las intensidades de pixeles vecinos. De
esta forma, una operacion de diferenciacidon entre la imagen original y su

version desplazada (desplazamiento de uno o mas pixeles)
a(x.y) = f(x.,y)— h(x,y) (1)

podra utilizarse como figura de mérito para calcular el grado relativo de enfoque
de la imagen ya que de esta forma se presenta un realce de sus diferencias

En este primer grupo se evaluaron los métodos: Gradiente Absoluto con umbral
(TAG) y dos variantes propuestas por los autores denominadas Promedio del
Gradiente Absoluto (PGA) y Conteo del Gradiente Absoluto (CGA)), el método
Suma de la Magnitud de la Diferencia (SMD) y el método Gradiente al
cuadrado (SG),

2Ver Anexo A



1.1.1.1. Gradiente absoluto con umbral (TAG) y Suma de la Magnitud de la
Diferencia (SMD).

Consiste en calcular la diferencia entre la matriz I(x,y), que representa la
imagen, con la matriz desplazada I(x,y+1). Dicha diferencia se acumula

siempre que se encuentre por encima de un umbral V [9].

FM =ZZ|I(X,}’+1)_I(X»}’)|

para|I(x,y+1)—I(x,y)| 2V

M :ZZ'I(X’y)_I(x’y+1)|+|I(xsY)_I(x+l,}’)| (3)
M N

Donde I(x,y) es una matriz MxN y FM es la medida del grado de enfoque. La
ecuacion 2 corresponde al algoritmo TAG, y la ecuaciéon 3 corresponde al
algoritmo SMD, la cual tiene en cuenta las variaciones horizontales y verticales
de la imagen. Al definir si se deberia considerar las variaciones verticales o las
horizontales en la imagen se decidié y verificd que este factor no es importante
para la aplicacion, puesto que en muestras de tejidos humanos, la informacion
se distribuye sin seguir un patrén particular. Los resultados sugieren que el
algoritmo SMD hace un calculo innecesariamente redundante de las
variaciones de la imagen en ambas direcciones. Por lo tanto, a costa de un
mayor tiempo de computo, el algoritmo SMD no implica necesariamente una
estimacion més efectiva de la medida del grado de foco de una imagen. Sin
embargo, para la implementacién del algoritmo TAG se optd por considerar las
variaciones horizontales, puesto que en el plano horizontal hay mayor cantidad
de informacion por tener un mayor numero de pixeles. Con el fin de mantener
la efectividad de los algoritmos y optimizar los tiempos de cédmputo, para su
implementacién se considerd apropiado el uso de datos en formato de enteros
precision sencilla (SINGLE), evitando errores por truncamiento al operar sobre
formatos de numeros de enteros sin signo (UINT8, UINT16) o tiempos de
coémputo excesivos al operar sobre un formato de doble precision (DOUBLE).

Para verificar lo anteriormente expuesto, en pruebas preliminares se programé



el algoritmo TAG con umbral igual a cero y se procesaron un total de 25
imagenes de microscopia®. Los resultados mostraron que el procesamiento en
formato de doble precision, en promedio, incrementaba los tiempos de computo
por encima del 75%.

Otro aspecto a resaltar es la determinacion del umbral V. La literatura
consultada no sugiere criterios para la seleccion de este umbral, se recurrio a
realizar andlisis del conjunto de imagenes prueba, variando el parametro V.
Los resultados pueden observarse en la figura 3y 4 *. Se observa en general
que a medida que se aumenta V, la curva de la medida de enfoque se hace
mas estrecha, realzando los valores maximos (correspondiente a las imagenes
con mejor enfoque) y anulando en algunas ocasiones imagenes fuera de foco
(la sumatoria es igual a cero). Ademas, de este analisis se observa que V debe
estar entre el intervalo 0<V<40, ya que en algunos casos por encima de este
valor se observa que el valor maximo ya no corresponde con la imagen mejor
enfocada y el algoritmo empieza a perder efectividad. La incorporacion del
umbral incrementa en un 50% el tiempo de cémputo respecto a la
implementacion del algoritmo sin umbral, debido al proceso adicional de
comparaciéon. Mas adelante, se proponen dos modificaciones del algoritmo
(Algoritmos PGA y CGA), con resultados cualitativos comparables.

% Imagenes en escala de grises 480x640 pixeles, tomadas con camara Olympus C7070 desde
microscopio Olympus CX31 con montura tipo C. Este grupo de imagenes es usado con
frecuencia, mas adelante en este informe, para probar otros algoritmos de estimacién de
medida de foco. En adelante, se hara referencia a este conjunto de imagenes como “imagenes
prueba”.

* Las imagenes fueron adquiridas realizando movimientos equi-espaciados del micrométrico en
una direccidn, y se enumeraron ordenadamente a medida que se realizaba tal adquisicion.
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Figura 3. Pruebas comparativas del método TAG con diferentes valores de umbral. Fuente:

autores.
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Figura 4. Efectos del valor excesivo en los valores del umbral para el método TAG. Fuente:
autores.



1.1.1.2. Conteo del gradiente absoluto (CGA)
Este algoritmo es propuesto por los autores de este informe, con base en el
algoritmo TAG. Consiste en remplazar la sumatoria de la ecuacidén 2, por un

conteo de pixeles con valores por encima de V:

M N
FM =Y > sll1(x,»)—I(x,y+D1V]
x:ly:] (5)

0,x<V
s[x,V]=
Lx>V

La figura 5 muestra los resultados de aplicar este algoritmo al conjunto de
imagenes prueba para distintos valores de V. comparados con el algoritmo
TAG.
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Figura 5. Muestra de los resultados comparativos del algoritmo CGA con el algoritmo TAG.
Fuente: autores.



1.1.1.3. Promedio del gradiente absoluto (PGA).

Este algoritmo es propuesto por los autores de este informe, con base en el
algoritmo TAG. Se fundamenta en los mismos principios del algoritmo TAG
pero se define segun la ecuacién 6. En este algoritmo para la estimacién del
grado de enfoque de una imagen, se propone el valor promedio de la diferencia
de la imagen con su versién desplazada como la figura de mérito, eliminandose

el uso del umbral:

1 M N

ZZ|I(xay+l)_I(x’y)| (6)

FM =——
MN y=1 x=1

FM es la medida del grado relativo de enfoque de la imagen representada
digitalmente por la matriz MxN, 1(x,y).

Definiendo la matriz diferencia como

gx,y)=|I(x, y+1)—I(x,y)| (7)
El valor de intensidad de g(x,y) para cada pixel puede considerarse como una
variable aleatoria. Asi, el proceso de seleccionar cualquier pixel g(j,k) de la
matriz diferencia es un proceso aleatorio y el valor de intensidad de dicho pixel
es una variable aleatoria. Para una revisién del concepto de proceso aleatorio y

variable aleatoria revisar el capitulo 4 de [7].

Segun lo anterior, se puede definir la variable aleatoria X; = g(x,y), cuyos
valores corresponden al resultado de llevar a cabo el experimento de
seleccionar la intensidad de cualquier pixel en posicion (x,y). Siendo X la
variable aleatoria asociada al conjunto de valores que puede tomar el proceso
aleatorio, puede emplearse un resumen de estos valores, tal como el promedio
(la media), para identificar el valor central de la variable aleatoria [7,8]. De
esta manera, el valor promedio de la matriz g(x,y) es una medida de tendencia
central que representa cada uno de los valores de toda la matriz. Entonces, la
ecuacion 7 puede utilizarse para estimar el grado de enfoque de una imagen

cualquiera.
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El algoritmo PGA puede considerarse una variacién del algoritmo TAG si se
toma la ecuacién 2 y se normaliza por el numero de pixeles de la imagen (MxN)
y se hace el umbral V igual a cero. Sin embargo, al programar el algoritmo PAG
es de esperarse un menor costo computacional porque se evita el proceso de
comparacién con un umbral. Para el algoritmo PAG, las consideraciones en
cuanto a formato de representacién numérica y seleccién entre variaciones

verticales u horizontales de la imagen son similares a las del algoritmo TAG.

La evaluacién del algoritmo PAG sobre el conjunto de imagenes prueba mostré

resultados satisfactorios.

1.1.1.4. Gradiente al cuadrado (SG).
Se computa como el TAG pero sumando la magnitud de la diferencia al
cuadrado. Al elevar al cuadrado se busca atenuar el efecto de gradientes

pequenos y acentuar el de gradientes grandes [9].

FM =Y 3|1y + D)= 1(x.y)’

para,|l(x,y+1)—1(x,y)| 2V

El desarrollo del algoritmo SG es similar al del algoritmo TAG. Sin embargo,
dado que en SG se requiere calcular el cuadrado de la diferencia entre dos
imagenes, es necesario que las operaciones se lleven a cabo con numeros con
precisiébn de 16 bits, 0 mas, para evitar problemas de truncamiento. Pruebas
preliminares mostraron que el algoritmo SG incrementaba sus tiempos de
cémputo hasta en un 32% al hacer los calculos en doble precisibn comparados
con este mismo proceso con formato enteros sin signo de 16 bits . La figura 6
compara los resultados de aplicar el algoritmo SG al conjunto de imagenes
prueba, comparados con los resultados de aplicar TAG.

Al observar los resultados normalizados es posible verificar con mayor claridad

el efecto de atenuacion que reciben las imagenes con menores gradientes (las

11



que tiene menor grado de enfoque) en su figura de mérito FM. Estos resultados
son estudiados y analizados con mayor profundidad en la siguiente seccion de
este documento.

o 10’ Algoritmos SG y TAG
1 ‘ T TAG
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Medida de foco FM

Imagen No

Figura 6. Resultados de analizar conjunto de 25 imagenes de la misma escena pero con
distinto grado de enfoque con los algoritmos TAG y SG. En la parte superior aparecen los
resultados originales. En la parte inferior los resultados son normalizados de 0 a 1 para
compararlos con mayor facilidad. Fuente: autores.

1.1.2. TECNICAS DE SEGMENTACION

Los algoritmos basados en técnicas de segmentacién tienen en cuenta que las
imagenes mejor enfocadas presentaran mayor definicién en sus bordes. Estos
algoritmos aplican técnicas usadas en deteccion de bordes para hacer una
estimacion del grado de enfoque.

Las principales técnicas usadas en segmentacion que pueden ser utilizadas

para la estimacion del grado de foco de una imagen son dos: las que calculan

12



el gradiente de la imagen y las que calculan su segunda derivada. En [1] se
expone la utilizacidbn de estas técnicas para la deteccion de bordes. El
gradiente y la segunda derivada de una imagen son también usados para el
mejoramiento de imagenes tal como se puede revisar de [2] y en [4].

El gradiente de una imagen I(x,y) es otra matriz G(x,y) cuyos valores se
determinan comparando la intensidad del pixel en la posiciéon (x,y) con la de
sus vecinos y estableciendo en qué direccion y con qué magnitud se produce el
maximo cambio en la intensidad de la imagen. Matematicamente, el gradiente
de una imagen I(x,y) en cada posicion (x,y) viene dado por el vector:

s

VI {g}: &l (9)
dy

1.1.2.1. Algoritmo Tenengrad (TEN)
Consiste en calcular el gradiente de la imagen y estimar su grado de enfoque
como [4]:
M N
FM = ;;k;(x, y)| (10)

donde G(x,y) es el gradiente de la imagen I(x,y) y |G(x,y)| es su magnitud.

Algunas referencias [10 y 11] proponen el uso de un umbral para la sumatoria
de la ecuacion 10. Sin embargo, en este trabajo se optd por trabajar el
algoritmo TEN tal como se sugiere en [4]: sin umbral.

A continuacién se exponen la metodologia para el calculo del gradiente vy

algunas consideraciones sobre el formato numérico a utilizar
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Calculo del gradiente.
En la literatura se propone una manera de estimar digitalmente el gradiente de
una imagen [1,2,3,4], que consiste en filtrar o convolucionar la imagen I(x,y)
con unas mascaras predefinidas conocidas como operadores:
= s

ST w
Donde Gx y G, son las componentes en X y en Y del gradiente,
respectivamente, y Sy y S, son los operadores. Sy y S, pueden ser
seleccionados de varios operadores entre los cuales se destacan los de
Roberts, Prewitt, Sobel [1] y Frei-Cheng. De los operadores anteriormente
mencionados se selecciona el de Sobel por su amplia aceptacién y por ser el
que tipicamente se propone en la definicién del algoritmo TEN [9,10,11]. La

ecuacion 12 muestra los valores de Syy S, para el operador de Sobel.

10 -1 1 2 1
Sx=[2 0 -2 Sy=l0 0 0 (12)
10 -1 -1 -2 -1

Una vez calculadas las componentes Gy y G, del gradiente, es necesario

calcular el valor de su magnitud, el cual puede estimarse como:

|G l=|VI|=/G! +G? (13)

Sin embargo, la ecuacion anterior implica elevar las matrices Gy y G, al
cuadrado, sumarlas y luego sacar la raiz cuadrada al resultado. Estas
operaciones representan un alto costo computacional que podria afectar
considerablemente la velocidad del algoritmo. Es una practica comun, sin
embargo, aproximar la magnitud del gradiente con los valores absolutos en vez
de los cuadrados y la raiz [2]:

G| =

GX

+ ‘Gy

(14)

Para decidir entre la ecuacién 13 y la 14 para calcular la magnitud del gradiente
de la imagen, es necesario hacer pruebas y comparar los resultados

confrontando las variables tiempo de computo vs efectividad en la estimacion
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del grado de foco. Para este proposito, se programé el algoritmo TEN, con los
operadores de Sobel, en formato de precisién sencilla®, aplicando tanto la
ecuacion 13 (algoritmo TEN1) como la 14 (algoritmo TEN2) para la estimacién
de la magnitud del gradiente. Las dos versiones del algoritmo se aplicaron al

conjunto de imagenes prueba. Los resultados se muestran en la figura 7.

x 10 Algoritmos TEN

Fm 35
3

2.5
2

FM
0.8

0.6

0.4

0.2
0

Imagen No

Figura 7. Resultados de aplicar TEN desarrollado con la ecuacion 13 (TEN1, en azul) y con la
ecuacion 14 (TEN2, en rojo). Arriba los resultados originales; abajo los resultados normalizados
de 0 a 1 para su comparacion cualitativa. Fuente: autores.

La comparacion de los resultados normalizados de la figura 7 sugiere que la
aplicacién de una u otra definicién de la magnitud del gradiente (ecuacién 13 o
14) no afecta significativamente los resultados. De hecho, las funciones TEN1 y
TEN2 normalizadas nunca difieren por encima del 1% en sus resultados. Sin

embargo, contrario a las expectativas, la aproximacién de la ecuacion 14

® Mas adelante se consideran los efectos de utilizar distintos formatos de representacion
numeérica. En este punto ese pardmetro se mantiene invariable para no afectar los andlisis
realizados.
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incrementd, en promedio, los tiempos de computo en un 9%.). Sin embargo, es
importante resaltar que ambas aproximaciones para la estimacion de la
magnitud del gradiente resultaron vélidas para la definicion del algoritmo de

medida de foco.

Formato de representacion numérica

Dadas las operaciones de multiplicacion y sumas acumulativas implicitas en el
proceso de convolucion con una mascara (que se lleva a cabo para estimar el
gradiente) y las operaciones de elevar al cuadrado (al calcular la magnitud del
gradiente), es claro que el formato uint8 presentara serios efectos de redondeo
y truncamiento. El formato UINT16 evita los truncamientos al elevar al
cuadrado pero elimina (al redondear a cero) las componentes de Gxy G, que
sean negativas. El formato de precision sencilla elimina los efectos anteriores
pero incrementa los tiempos de computo (por implicar operaciones con 32 bits
en vez de 16 u 8). Con formato de doble precision se consiguen los mismos
resultados que con precisidbn sencilla incrementando innecesariamente los

tiempos de cédmputo (por esta razén no se contempla esta opcion).

Teniendo en cuenta lo anterior, para analizar los efectos del formato de
representacion numérica sobre la estimacion del gradiente de una imagen, se
procedio a hallar el gradiente de la imagen mostrada en la figura 8a, utilizando

formatos uint8, uint16 y single.
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Figura 8. Calculo del gradiente de una imagen. a) Imagen prueba a la que se le calcul6 el
gradiente. b) Representacién de pequena porcion del gradiente calculado utilizando formato
uint8. c) Representacion del gradiente calculado en formato uin16. d) Representacion del
gradiente calculado en formato de precision sencilla. Fuente: autores.

La figura 8 sugiere que si se estima la magnitud del gradiente utilizando la
ecuacion 13, se debe utilizar (al menos) formato SINGLE, para evitar
problemas de truncamiento. Sin embargo, se puede proponer una nueva
definicién del algoritmo si se utiliza la ecuacion 14 y si ademas se emplean
datos en formato uint8. aunque de esta forma no se consideren las variaciones
en las direcciones negativas ni en X ni en Y del gradiente (efecto del
truncamiento a cero de los valores negativos). Es de esperarse que el
desempefio del algoritmo no se vea afectado significativamente, ya que
estadisticamente el aporte a la medida del grado de enfoque de la componente

positiva es aproximadamente igual a la negativa.
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Para decidir finalmente en qué formato conviene programar el algoritmo TEN
se programan tres versiones del algoritmo: TENS, que opera usando datos en
formato de precision sencilla; TEN16, que opera datos en formato UINT16 y
TENS8 que opera datos en formato UINT8. Para TENS8 se aplica la modificacion
propuesta en la definicién del algoritmo con el objetivo de evitar los efectos del
truncamiento®:

FMTENS) =" (G,

x=1 y=1

M
1 fal) (15
La figura 9 compara los resultados de aplicar los tres algoritmos al conjunto de
imagenes prueba. En la parte superior es posible observar que el algoritmo
TENS estima mayores valores de enfoque para las imagenes, lo cual se puede
entender al recordar que los algoritmos TEN16 y TEN8 solo consideran las
direcciones positivas del gradiente. Aunque el desempefo cualitativo de los
tres algoritmos es comparable, el algoritmo TENS obtuvo, en promedio,
mayores tiempos de coémputo. El algoritmo TEN16 mejoré los tiempos de
ejecucion cerca de un 7%. El algoritmo TEN8, en cambio, mejor6 los tiempos

de cémputo en un 74%, lo cual representa una ventaja notable.

® Esta nueva definicion corresponde a una propuesta de los autores de este documento.
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Figura 9. Resultados de aplicar algoritmos TENS (en azul), TEN16 (en rojo) y TEN8 (en negro)
a conjunto de imagenes prueba. Arriba, resultados originales; abajo, resultados normalizados

para comparacion cualitativa. Fuente: autores.

1.1.2.2. Varianza Del Gradiente (VDG)
Otra alternativa para utilizar la informacion del gradiente de la imagen es
calcular la varianza de la magnitud del mismo [12]. Con base en esta idea, un
nuevo algoritmo para la estimacion del grado de enfoque de una imagen seria:

M N

FM = Z}ZI:HG()C, |-G para |G(xy) > V (16)

P
Donde G es la media de la magnitud del gradiente y V corresponde a un
umbral. Revisando los resultados obtenidos al analizar la definicién del
algoritmo TEN, decidimos modificar también la definicion de VDG, y hacer el
célculo de la magnitud del gradiente mediante la ecuacién 14. El algoritmo

resultante fue denominado VDGS. ’

Para la definicion de VDG8 se sugiere ademas la eliminacion del umbral V, como se vera
mas adelante.

19



En la definicién del algoritmo VDG se utiliza un umbral que debe seleccionarse
cuidadosamente. Este algoritmo propone ademas una interpretacién estadistica
de la informacion aportada por la magnitud del gradiente de la imagen. A
continuacion se exponen algunos aspectos sobre el tratamiento estadistico del
gradiente con el fin de evaluar las posibilidades del algoritmo como herramienta
para la estimacién del grado de enfoque de una imagen y buscar la manera
mas efectiva de programarlo, Las consideraciones respecto a formato de

representacion numérica son similares a las del algoritmo TEN.

Si consideramos la variable aleatoria X; = |G(x,y)| para cualquier punto (x,y),
podremos calcular su varianza y su media. A manera de ejemplo, la tabla 1
compara los valores de media y varianza para la variable aleatoria X; asociada
a seis imagenes con distinto grado de enfoque. Las imagenes fueron
etiquetadas de Im1 a Im6 y corresponden a imagenes de la misma escena,
pero con distinto grado de enfoque® (Im1 peor foco, Im6 imagen enfocada).

Variable aleato. .\ i o?
Xi(| V Im1)) 6.078 | 48.75
Xi(| V Im2]) 6.908 66.79
Xi(| V Im3|) 7.978 99.67
Xi(| V Im4]) 10.58 | 222.92
Xi(| V Im5)) 16.79 | 801.96
Xi( )

|V Im6| 2254 | 1736.13

Tabla 1. Media y varianza para la variable aleatoria asociada a la magnitud del gradiente de las
imagenes Im1-Im6. Im1 corresponde a la imagen de peor foco e Im6 a la de mejor foco.

En general, a medida que aumenta el grado de enfoque de una imagen,
aumenta el valor de la varianza de la magnitud del gradiente de dicha imagen.
Este comportamiento es predecible si se considera que, a medida que aumenta
el grado de enfoque de una imagen, su gradiente toma un rango mas amplio de

8 Imagenes en escala de grises de 480x640 pixeles tomadas con camara Olympus C7070
desde microcopio Olympus CX31.
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valores. Es decir, para una imagen mal enfocada los valores de su gradiente
son pequefnos y se hallan poco dispersos; mientras que, para una imagen
mejor enfocada, el gradiente toma valores que van desde los muy pequefnos
hasta los mas grandes.

La ecuacion 16 indica que sblo se deben acumular los valores del gradiente
que se encuentran por encima de dicho umbral. Para analizar el efecto del

umbral, se redefinié la varianza® y se estudié el comportamiento de la funcién:
e
fing = =) fodx  (17)
v

Donde f(x) es la distribucion de probabilidad de X; y corresponde a la
distribucion Gamma:

ﬂe_/lx(/lx)a_l

fm={ @ 70 g

0,x<0
Se escoge la distribucion gamma por estar definida s6lo para valores positivos
de la variable aleatoria (la magnitud del gradiente nunca es negativa). Los
valores de (1 y [] se pueden calcular a partir de la media y la varianza de la
variable aleatoria'®. Para ilustrar que la distribucién gamma se puede utilizar
para modelar el gradiente de una imagen, la figura 10 muestra el histograma
de la magnitud del gradiente de las imagenes Im1 a Im6 (izquierda) y su

modelo estadistico (derecha).

La ecuacién 17 describe, en términos de probabilidad, el comportamiento de la
medida de foco propuesta en la ecuacion 16, en funcién del parametro V. La

figura 11 muestra la funcién fmy para las imagenes Im1-Im6.

® Para la definicion de varianza referirse a [8]
1% Para mas informacion sobre la distribucion gamma y su aplicabilidad consultar [7]y [8].
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Figura 10. Comparacion del modelo estadistico de distribucién gamma con histograma de los

datos reales. lzquierda: histograma de los datos. Derecha: modelo estadistico. Fuente:
autores.



Efectos del umbral sobre FMx
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Figura 11. Efectos del umbral V sobre FMx. Fuente: autores.

El comportamiento descrito por la figura 11 sugiere que independiente del valor
del umbral V, las imagenes mejor enfocadas siempre mantienen un valor mayor
de FM. Por tal motivo, resulta apropiado eliminar el umbral de la ecuacién 16.
Esto simplificara la definicion del algoritmo VDG8. Pruebas preliminares
mostraron que VDG8 mejoraba los tiempos de cémputo hasta en un 60%
respecto a la VDG.

1.1.2.3. Algoritmo Laplacian (LAP)
Al igual que el gradiente, la segunda derivada también tiene aplicacion en la
deteccion de bordes [1] y en el mejoramiento de imagenes [2]. La segunda
derivada de una imagen se puede estimar mediante el laplaciano, el cual se
define como:

or’ oI’

un:v%n=§§+aw (19)
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Para la estimacién mediante Laplaciano de la segunda derivada de una imagen
I(x,y) en un pixel de posicién (x,y), se puede utilizar cualquiera de los
operadores de la ecuacién 20 [1].

0 1 0 1 4 1
Vi=|l -4 1 Vi=l4 —20 4 (20)
0 1 0 1 4 1

Las consideraciones respecto al formato numérico, para el caso del algoritmo
LAP, son similares a las del algoritmo TEN: las componentes negativas que
son despreciadas por los formatos uint8 y uint16 no tienen mayor incidencia
sobre el desempeno cualitativo del algoritmo. En cuanto al umbral, la figura 12
muestra el comportamiento de FM, para las imagenes Im1-Im6 para distintos

valores del umbral.

Nuevamente, la supresiéon del umbral en la definicibn del algoritmo de
estimacion de foco es aconsejable. La relacion entre las figuras de mérito FM
para imagenes con distinto grado de enfoque se mantiene de forma casi
independiente del valor seleccionado del umbral.

x 10* Variacion de FM en funcién de V
18 T T
Im1
16 Im2 |
Im3
141 Im4 | 4
Im5
121 Im6 | |
10+ b
N
8- ~_ i
~
N
~
6 S 8
~
~
o ~
4+ ~_ -
~
o N
2 [ - . ~ . |
N
~
.
0 | | | =
0 5 10 15 20 25

Valor del umbral

Figura 12. Comportamiento de FM en funcién del umbral para el algoritmo LAP. Fuente:
autores.
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1.1.3. TECNICAS EN BASE AL HISTOGRAMA

El histograma de una imagen puede ser usado para el mejoramiento de la
misma [1,2,4]. Algunos algoritmos de medida de foco utilizan la informacion del

histograma para hacer una estimacion del grado de enfoque de una imagen.

1.1.3.1. Algoritmo Entropia (ENT)
Este método ha sido sugerido basando su funcionamiento en la definicién de
entropia como la medida de la informacién [2], que para el caso de imagenes,

es la contenida en su histograma [9,10]. La funcion propuesta se define como
FM ==Y h,log(h,) (21)
k

donde A, corresponde a la frecuencia de la tonalidad r, en la imagen. A
continuacion se muestran diferentes definiciones de la entropia:

Eshanan = _Z hi2 log(hiz) (22)

Elogenergy = Z log(hiz) (23)

Los resultados obtenidos aplicados sobre el conjunto de imagenes prueba
muestran que aplicar la ecuacion 21 disminuye en un 8% los tiempos de
computo con respecto a la aplicacion de la ecuacién 22. Sin embargo la
aplicacién de la ecuacion 22 muestra un mejor desempeno cualitativo y se

selecciona para la implementacion del algoritmo.

1.1.4. TECNICAS DEL CONTRASTE DE LA IMAGEN
Los algoritmos de medida de foco, basados en la medida del contraste de la
imagen, trabajan directamente sobre la informacién contenida en la matriz /(x,y)

con los valores de intensidad asociados a cada pixel de la imagen.
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1.1.4.1. Algoritmo Varianza (VAR)

Este método basa su funcionamiento en el hecho de que una imagen mejor
enfocada tiene un mayor contraste. Una imagen mejor enfocada presenta una
mayor dispersion en los valores de intensidad de sus pixeles. Existen en la
documentacion dos definiciones diferentes de esta funcién. En [9,10], se

propone:

FM =Y Ux,y-1) (24)

Donde I es el valor promedio de los valores de los pixeles de la imagen |.
Para la implementacion de esta funcion se empleé el formato de datos
DOUBLE, ya que los valores negativos en la resta de los pixeles con su valor
promedio mostraron tener una fuerte incidencia sobre los resultados finales,
comparados con un intento por con truncar a cero los valores negativos para
emplear de esta forma el formato de datos uint8 y asi reducir tiempo de

cémputo.

1.1.5. FUNCIONES EN EL DOMINIO DE LA FRECUENCIA

1.1.5.1. Algoritmo de Transformada de Fourier (TFU)

Algoritmo basado en el hecho de que una imagen mejor enfocada tiene
transiciones mas abruptas entre los valores de pixeles adyacentes (situacidén
que ya ha sido propuesta por si sola como medida de enfoque en los métodos
TAG, PGA, BRE, etc), de modo que tiene consecuentemente mayor contenido
de frecuencias en su espectro (figura 13).

Con estas consideraciones, ha sido propuesto el uso del contenido de
frecuencias de una imagen como medida del grado de enfoque [10]. Este
método sin embargo, no ha sido considerado en muchos trabajos sobre
algoritmos de medida de foco por los tiempos de cédmputo de esta técnica
respecto a otras (situacion que sera objeto de estudio en la siguiente seccion
de este documento). Se considerd la sumatoria de los valores absolutos de la

FFT de la imagen como medida del grado de enfoque:
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FM =% > |H(j.k)| (25)

Donde \H(j,k)\ es la magnitud de la FFT en dos dimensiones de la imagen

h(x,y) de tamano MxN.
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c) d)
Figura 13. Transformada de Fourier para una imagen a) Imagen en escala de grises de un
circulo con mejor grado de enfoque que el mostrado en b). ¢) Comportamiento de los pixeles
de la fila central de la figuras 20a (azul) y 20b (rojo). d) Magnitud de la transformada discreta de
Fourier de las sefales mostradas en c). Fuente: autores.

1.2 COMPARACION DEL DESEMPENO DE LOS ALGORITMOS

En esta seccion se exponen un conjunto de pruebas comparativas llevadas a
cabo sobre los algoritmos expuestos en la seccién anterior. El objetivo de
realizar este conjunto de pruebas es comparar el funcionamiento de los
algoritmos y seleccionar los de mejor desempefio teniendo en cuenta la

aplicacion para la cual seran utilizados.
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La tabla 2 muestra un resumen de los algoritmos analizados esta seccién. Para
probar y comparar cualitativamente los algoritmos se procedié a crear una base
de datos con imagenes de microscopia 6ptica obtenidas desde el microscopio
con la camara del sistema de adquisicion automatica de imagenes empleados
en el presente trabajo. También se incluyeron en la base de datos imagenes
adquiridas previamente mediante una camara Olympus C7070 usando un
microscopio Olympus CX31, con el objetivo de analizar el comportamiento de
los algoritmos desarrollados. La base de datos fue creada teniendo en cuenta
que las imagenes obtenidas debian, en la medida de los posible, reproducir
todas las condiciones favorables y desfavorables, bajo las cuales funcionarian
los algoritmos de medida del grado de enfoque. Lo anterior se hizo teniendo en
cuenta que factores como la cantidad de informacion visible en la imagen
(cantidad de tejido), la iluminacion de la escena y la presencia de suciedad en
la muestra son factores que pueden afectar significativamente el desempefo
de los algoritmos. La tabla 3 muestra un resumen sobre la base de datos, con
la que se sometieron a prueba los algoritmos, la cual fue divida en 25 grupos,
con un total de 499 imagenes''. Para este trabajo los grupos de imagenes de
mayor interés corresponden a los grupos del 1 al 10, pues fueron obtenidos
mediante los dispositivos y condiciones bajo las cuales va a funcionar el
sistema de adquisicion automatica de imagenes para microscopio dptico. Los
grupos 11 al 15, sin embargo, corresponden a imagenes de mejor calidad que
sirven para evaluar la efectividad de los algoritmos desarrollados en este
trabajo. La figura 14 muestra algunas de las imagenes de esta base de datos.
A continuacién se exponen los criterios bajo los cuales los algoritmos se

compararon para determinar los de mejor desempefio.

"' Estos grupos de imagenes se pueden observar en el CD adjunto a este informe de proyecto.
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Algoritmo Sigla | Técnica

Conteo del gradiente absoluto CGA Diferenciacién de imagenes
Entropia ENT Histograma
Transformada de Fourier TFU Representacion en el

dominio de la frecuencia

F5 de Vollat F5V Medida de autocorrelacion
Promedio del gradiente absoluto PGA Diferenciacion de imagenes
Laplaciano LAP Deteccién de bordes

Suma de la magnitud de la diferencia | SMD Diferenciacion de imagenes
Gradiente al cuadrado SG Diferenciacién de imagenes
Gradiente absoluto con umbral TAG Diferenciacion de imagenes
Tenengrad modificado TENS Deteccién de bordes
Varianza del gradiente modificada VDG8 | Deteccion de bordes
Varianza VAR Contraste de la imagen

Tabla 2. Resumen de los algoritmos de medida de foco estudiados en esta seccion. En negrita

aparecen los algoritmos propuestos por los autores de este informe.



Grupo de imagenes

Descripcion

Comentarios

Para los grupos del 1 al 10, las imagenes corresponden a tejido humano de muestras

citologicas, vistas a través de un microscopio Leitz ORTHOLUX, y tomadas desde camara

Web con resolucién 640x480 pixeles en formato RGB. Para los grupos del 11 al 25, las

imagenes corresponden a tejido humano fotografiado a 640x480 pixeles con una camara

Olympus C7070 mediante microscopio Olympus CX31

Grupo 1 (G1)

21 iméagenes vistas
con objetivo de 3.5x.

Tejido en toda la imagen. Buena

iluminacién y poca suciedad en la muestra.

Grupo 2 (G2) 21 imagenes. | Tejido solo en una porcién de la imagen. El

Objetivo 3.5x resto es espacio vacio. Hay poca suciedad
en la muestra y la iluminacién es buena

Grupo 3 (G3) 21 imagenes. | Caracteristicas similares al grupo G1 pero
Objetivo 10x con objetivo 10x

Grupo 4 (G4) 21 imagenes. | Tejido en toda la imagen pero con mucha
Objetivo 3.5x presencia de suciedad en el cubre objetos.

Grupo 5 (G5) 21 imagenes. | Tejido solo en una porcién de la imagen,
Objetivo 3.5x mucha suciedad en la muestra.

Grupo 6 (G6) 21 imagenes. | Informacién en toda la imagen pero con
Objetivo 10x baja iluminacioén en la escena.

Grupos 7 al 10

4 grupos con un
total de 104

imagenes

Las imé&genes  presentan  diversas
caracteristicas en cuanto a iluminacién,
presencia de suciedad en la muestra y

cantidad de informacion.

Grupos del 11 al 25

15 grupos con un
total de 248
imagenes con
diferentes
caracteristicas

Las imégenes  presentan  diversas
caracteristicas. Sin embargo, por tratarse
de imagenes de una calidad distinta a la de
interés para el desarrollo del sistema de
adquisicion automatica de imagenes para
microscopio dptico, no se dan mayores

especificaciones.

Tabla 3. Sumario de la base de datos de imégenes con la cual se sometieron a prueba los

algoritmos.
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Figura 14. Imagenes de la base de datos. Se muestran las imagenes mejor enfocadas de los
grupos G1 al G6. Fuente: autores.
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1.2.1 CRITERIOS DE EVALUACION

Con el objetivo de poder evaluar y comparar el desempefo de cada algoritmo,
fue necesario definir una funciéon que asignara un puntaje a cada algoritmo
segun su comportamiento al ser aplicados a cada grupo de imagenes. De
acuerdo con esto, se definen a continuacion los criterios tenidos en cuenta
durante la evaluacién de los algoritmos, y se define una funcién C que asigna

una calificacién a cada algoritmo al ser aplicado sobre un grupo de imagenes.

Efectividad (X)
Este criterio es el mas importante de todos. La efectividad indica cuando el
algoritmo detecta exitosamente la imagen mejor enfocada de un conjunto de

éstas. La efectividad de un algoritmo puede tomar cuatro valores distintos:

X =1.0, si el maximo valor de FM corresponde a la imagen mejor enfocada
X = 0.5, si el maximo de FM corresponde a la segunda imagen mejor enfocada
X = 0.25, si el maximo de FM corresponde a la tercera imagen mejor enfocada.

X =0, para los demas casos.

Tiempo de computo (t)

Uno de los criterios mas importantes para decidir la aplicabilidad de un
algoritmo de autoenfoque es el tiempo de computo asociado a la aplicacion de
este algoritmo a una imagen o conjunto imagenes. En este caso, es importante
reducir los tiempos de computo al minimo con el objetivo de hacer el proceso
de autoenfoque mas rapido y eficiente. En las pruebas expuestas en esta
seccion el tiempo de cdmputo es calculado como el tiempo promedio al aplicar
el algoritmo a un grupo completo de imagenes. Es importante anotar que este
criterio tiene una fuerte dependencia del equipo de computo utilizado para
realizar las pruebas. La figura de mérito asociada al tiempo de computo para un
algoritmo se define como:

t=t,/tmin (26)
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Donde t, es el tiempo promedio por imagen requiere el algoritmo en procesar
las imagenes del grupo Gn, y tmincorresponde al tiempo de cémputo promedio

por imagen del algoritmo mas rapido.

Maximos locales (Mf)

Para cualquier algoritmo de enfoque aplicado a un grupo de imagenes, el
maximo valor de la figura de mérito FM debe corresponder a la imagen con
mejor enfoque. Ademas de lo anterior, teniendo en cuenta el desarrollo del
algoritmo de busqueda de foco (ver capitulo siguiente de este documento), el
conjunto de medidas de FM del grupo completo de imagenes, idealmente debe
corresponder a una funcion sin maximos locales. Es decir, el Unico maximo
presente en la funcion debe corresponder al de la imagen con mejor foco. A
manera de ejemplo, la figura 15 muestra el resultado de aplicar el algoritmo
PGA al grupo de imagenes G1.

Imagenes G1
1 T T

0.5 B

FM normalizada

0.3+ J

0.2 4

1 1 1 1 1 1
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Imagen No

Figura 15. Aplicacion del algoritmo PGA a grupo de imagenes G1. En azul, valores de FM para

las diferentes imégenes. En rojo, maximos locales. Fuente: autores.
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De la figura 15 se pueden apreciar maximos locales en las imagenes No 2, 7 y
15 (asteriscos rojos). Esto representa un efecto indeseable al considerar la
implementacién del algoritmo de busqueda de foco. Por lo tanto, el nimero de
maximos locales que aparezcan al aplicar un algoritmo a un grupo de imagenes

representa un aspecto negativo al evaluar el algoritmo.
Para cada algoritmo Mf se define, de manera similar a t, como:
Mf = My/Mpmin (27)
Rango de FM (Rru)
El rango de FM indica qué tan sensible es un algoritmo a las variaciones en el

grado de enfoque de una imagen. Como ejemplo, la figura 16 muestra el
resultado normalizado de aplicar los algoritmos PGA y VDG al grupo de

imagenes G1.
Imagenes G1
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Figura 16. Resultados normalizados de aplicar los algoritmos PGA y VDG a grupo de
imagenes G1. Fuente: autores.

De la figura 16 se puede apreciar que para el grupo de imagenes G1, la

aplicacion del algoritmo PGA muestra una variacion de FM del 40% (entre su
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maximo y minimo valor), mientras que VDG muestra un cambio del 67%. Esto
sugiere que VDG fue més sensible a los cambios en el grado de enfoque de las
imagenes. Este factor se debe tener en cuenta para de acelerar la velocidad de
convergencia del algoritmo de busqueda del punto de mejor enfoque (ver

siguiente capitulo).

Rrm para cada algoritmo se define como:

Rev = Revn /BEmmax (28)
Notese que, en la definicion de Rru, se pondera por el mayor rango obtenido en
los distintos algoritmos.

Selectividad (S)

Este criterio hace relacidén a qué tan puntiaguda es la funcion FM en su maximo
(en el punto de mejor foco). Para medir este parametro de la funciébn FM se
procede a verificar el rango, en niumero de imagenes, necesario para que la
funcién se eleve del 80% al 100% y de regreso al 80% de su valor. La figura 17
ilustra el proceso de calcular S al aplicar el algoritmo VDG al grupo de

imagenes G1.

Imagenes G1
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05F

0.4+

Imagen Mo

Figura 17. Célculo de S para la aplicacion del algoritmo VDG al grupo de imagenes G1.
Fuente: autores.
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Entre menor sea el valor de S, mejor es la evaluacion del algoritmo. Entre mas
puntiaguda sea la funcibn FM es de esperar una mayor velocidad de

convergencia en al algoritmo de busqueda de foco.

Para cada algoritmo, S se define como:
S = Sn/Smin (29)

1.2.2 FUNCION DE CALIFICACION

La funcién para calificar el desemperio de los algoritmos se definié en funcion
de los criterios de evaluacion. A cada criterio se le asigndé una ponderacion
entre el 0 y el 100%, dependiendo de su importancia para el desempefo del
algoritmo. La tabla 4 muestra las ponderaciones asignadas a cada criterio de
evaluacion.

Criterio Ponderacion (%)
Maximos falsos (Mf) 60
Tiempo de cdmputo (i) 20
Rango de FM (Rgy) 10
Selectividad (S) 10

Tabla 4. Ponderaciones de los criterios de evaluacion utilizados para comparar el desempefio
de los algoritmos de medida de foco. Fuente: autores.

Segun las ponderaciones de la tabla 4, la funcién para calificar el desempefo
de los algoritmos, se definié como:

C= X{Oﬁ( Mf1+ J + 0.2@ +0.1(R,,, )+0. 1(%}} (30)

Donde X es el criterio asociado a la efectividad del algoritmo de medida de

foco.

1.2.3 RESULTADOS DE LAS PRUEBAS.
Las figuras 18 a 20 muestran las medidas de FM normalizadas obtenidas al
aplicar los diferentes algoritmos al grupo de imagenes G1. La tabla 5 es un
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sumario con los diferentes criterios de evaluacién para cada algoritmo, al ser

aplicados sobre este grupo de imagenes.

CGA ENT
1 1 [ N‘\H—t‘_‘___‘_‘
0.8 n.a 1
0.6 0.6
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Figura 18. Aplicacién de algoritmos CGA, ENT, TF y F5V a grupo de imagenes G1. El
algoritmo F5V no acierta en seleccionar la imagen mejor enfocada. Fuente: autores.

PGA LAP
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Figura 19. Resultados de aplicar algoritmos PGA, LAP, SMD y SG a grupo de imagenes G1.
Todos los algoritmos aciertan en seleccionar la imagen apropiada. Fuente: autores.
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Figura 20. Resultados de aplicar los algoritmos TAG, TEN8, VDG8 y VAR a grupo de
imagenes G1. El algoritmo VAR no acierta en la seleccién de la imagen con mejor foco.
Fuente: autores.

La tabla 5 muestra los valores de los diferentes criterios de evaluacion para

cada algoritmo al ser aplicados al grupo de imagenes G1.

Los resultados de la tabla 5 sugieren que, para este caso, los algoritmos de
mejor desempefio son CGA, VDG8, ENT y TEN8 (a pesar de que VDGS8 y
TENS8 se encuentran entre los méas lentos). Notese que ENT falla al seleccionar
la imagen de mejor foco. Sin embargo, por no poseer maximos falsos obtiene
una buena puntuacién. Esto, sin embargo, se debe tener en cuenta al utilizar
este algoritmo para el desarrollo de un sistema de autoenfoque.
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Algoritmo | Tiempo'” | Maximos | Rango Selectividad | Efectividad | C
(ms) falsos de FM (%) X

CGA 108 1 97 2 1 0.57
ENT 38 0 17 20 0.5 0.42
TF 600 1 36 11 1 0.37
F5V 352 1 35 13 0.5 0.19
PGA 87 3 39 5 1 0.32
LAP 191 3 28 9 1 0.24
SMD 230 3 41 5 1 0.25
SG 176 4 53 4 1 0.26
TAG 294 1 97 2 1 0.53
TENS8 455 1 55 5 1 0.41
VDGS8 790 1 65 4 1 0.43
VAR 496 5 10 20 0.5 0.07

Tabla 5. Evaluacion del desempeno de los algoritmos de medida de foco al ser aplicados al
grupo de imagenes G1. En negrita, las modificaciones a algoritmos propuestas por los autores

de este informe.

Las figuras 18 a 20 y la tabla 5 son s6lo una muestra de la manera en que se
sometieron a prueba los algoritmos y se compar6 su desempefio. El
procedimiento anteriormente descrito se repitié para los grupos de imagenes
G2 al G25. La tabla 6 muestra un resumen de las calificaciones obtenidas por

cada algoritmo para los grupos de imagenes mas representativos.

Si bien la tabla 6 muestra criterios del desemperio de los algoritmos sélo para
algunos de los grupos estudiados, este resultado es bastante importante pues
en los grupos de la tabla 6 se resumen casi todas las condiciones bajo las
cuales van a funcionar los algoritmos estudiados. Ademas, al hacer
conclusiones y tomar decisiones respecto a los algoritmos, se tuvieron en
cuenta los resultados obtenidos al analizar todos los grupos de imagenes. La

tabla 6 es sélo una ilustracion de este proceso.

'2 Tiempos medidos en equipo con procesados Pentium Il de 850MHz con 256Mb de RAM.
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Calificacion (C)
Algoritme & T82 [Gs [G4 G5 [G6 | &
CGA 057 |0 |045]057 |0 |063|037
ENT 041|019(021]0 |0 |0 o044
TF 0.37 | 033 | 0.70 | 0.37 | 0.43 | 0.41 | 0.44
F5V 0.18 | 0.19 | 0.35 | 0.34 | 0.21 | 0.25 | 0.25
PGA 032|029 | 041 037 |0 | 043030
LAP 024 |005/0 |034]0 |0 |o0d1
SMD 025|012 | 034 033 |0 |034 023
SG 026 | 0.29 | 0.32 | 0.40 | 0 | 0.40 | 0.28
TAG 053 032|042 | 054 |0 |025]|034
TENS 0410141076 0410 |057|038
VDG8 043 035|073 035|0 060|041
VAR 0.07 | 0.09 | 0.04 | 0.07 |0.056|0 | 0.05

Tabla 6. Calificaciones obtenidas por los algoritmos de medida de foco al ser aplicados a los
grupos de imagenes del G1 al G6. En rojo aparecen los casos para los cuales los algoritmos no
detectaron acertadamente la imagen de mejor foco.

En este punto se hizo una preseleccién de algunos algoritmos teniendo en
cuenta su confiabilidad al detectar la imagen con mejor foco. Segun este
criterio, se descart6 la utilizacion de los algoritmos VAR, ENT, F5V y LAP por
ser los que fallan con mayor frecuencia. A continuaciéon se exponen algunos
comentarios sobre cada uno de los algoritmos estudiados (excluyendo los
cuatro algoritmos ya descartados).

CGA

Este algoritmo acert6 en seleccionar las imagenes de mejor foco excepto en
grupos con imagenes con poca informacién de tejidos. Esto sugiere que este
algoritmo es confiable si se puede asegurar un buen contenido de informacion
en la imagen. Se caracteriza por presentar siempre un pequefio numero de
Maximos falsos y un amplio rango en los valores de FM (es bastante sensible a

los cambios de foco)

40



TFU

Falla sélo en el grupo G2 que corresponde a una imagen limpia pero con poca
informacion de tejido. Es de los algoritmos mas lentos pero en general no
presenta maximos falsos y es el menos sensible a la presencia de suciedad en
la muestra, lo cual es muy importante. El rango de FM es pequefio (entre 22 y
42%).

PGA

Fallé sélo en el grupo G5 que corresponde a imagenes con mucha suciedad y
poca informacién de tejido. En imagenes con poca informacion o poca
iluminaciéon presenta mayor numero de maximos falsos. Es de los algoritmos

mas rapidos.

SMD
Falla en imagenes con poca informacion de tejido. Con frecuencia presenta

multiples maximos falsos. Tiene un rango pequefio de FM (entre el 21 y 45%).

SG
Falla sélo con imagenes de mucha suciedad y poca informacién de tejido.

Presenta multiples maximos falsos y rango de FM medio (entre el 35y el 60%).

TAG

Falla en los grupos G5 y G6 (poca informacion y poca iluminacion,
respectivamente). A veces, presenta multiples maximos falsos. Tiene un amplio
rango de FM (entre el 53 y el 98%)

TEN8

Falla en los grupos con imagenes con poca informacion. Es lento pero, con
frecuencia, presenta pocos maximos falsos. FM presenta un rango amplio
(entre 42 y 90%)



VDG8
Falla en los grupos con imagenes con poca informacién de tejido. Es lento pero

presenta pocos maximos falsos (uno o ninguno).

1.2.4 ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE LAS PRUEBAS

En esta seccion se hace un andlisis mas profundo de los resultados obtenidos
al llevar a cabo las pruebas descritas en la seccién anterior. El andlisis
realizado tiene como objetivo establecer bajo qué condiciones los algoritmos
tienen el mejor desempefio y qué variables afectan negativamente su
rendimiento. Dentro de las variables que afectan en rendimiento del los
algoritmos, se discute la mala iluminacion de la imagen, la presencia de
suciedad en la muestra, el formato de la imagen procesada (RGB o escala de
grises) y la reducida cantidad de informacion en la imagen (la presencia de
poco tejido). A continuacibn se exponen las variables anteriormente

mencionadas.

lluminacién de la imagen

Los resultados de aplicar los algoritmos al grupo G6 (imagen con baja
iluminacién) no sugieren mayor incidencia de este factor en la confiabilidad del
resultado. Ademas del analisis del desempefo de los algoritmos con el grupo
G6, se procedio a evaluar los resultados de aplicar los algoritmos a una misma
muestra, primero con buena iluminacion (grupo G10) y luego con baja
iluminacién'® (ver figura 21). La reduccién en la iluminacién parece afectar
positivamente los algoritmos basados en diferenciacion de imagenes (PGA, SG
y SMD). En general, sin embargo, la baja iluminacion parece incrementar el

nuamero de maximos falsos en todos los algoritmos.

'3 Se procesaron un total de 42 imagenes en escala de grises de 640x480 pixeles tomadas
desde microscopio Leitz Ortholux con camara Web.
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Figura 21. Efecto de la iluminacién sobre el desempefio de los algoritmos de medida de foco.
a) Imagen con iluminacién normal. b) Imagen con baja iluminacién. Fuente: autores.

Suciedad en la muestra

En muestras de tejidos humanos (y otras muestras de microscopia 6ptica) es
factible encontrar suciedad. Esta suciedad es generalmente debida a particulas
de polvo que se acumulan sobre la muestra, encima del portaobjeto, o durante
la preparacién de la misma. El problema con la presencia de suciedad en la
muestra es que éste se acumula en un plano focal diferente al que se
encuentra el tejido que debe ser observado. La figura 22 ilustra este fenémeno.

Suciedad
e «— Cubre ohjetos
W C N
L 4 L o
[ ]
- -

tejido

——— portachjetos

Figura 22. Acumulacion de suciedad sobre muestras de microscopia. La suciedad
generalmente se acumula en un plano focal distinto correspondiente a la superficie del cubre

objetos. Fuente: autores.

Algunos algoritmos mostraron una mayor sensibilidad que otros a la presencia
de suciedad en la muestra. La figura 23a muestra los resultados de aplicar el
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algoritmo TAG al grupo de imagenes G4. Las figura 23b y 23c muestras las
imagenes No 1y 11 del grupo G8, respectivamente. En ésta se hace evidente
que la primera imagen del grupo G8 exhibe un valor alto de FM que se debe a
la presencia de suciedad en dicha imagen. La figura 24 muestra los resultados

de aplicar el algoritmo TENS8 al mismo grupo de imagenes.

Al comparar la figura 24 con la 23a, es evidente que el algoritmo TENS8 es
menos sensible a la presencia de suciedad en la muestra que el algoritmo
TAG.

Los algoritmos que mostraron mayor sensibilidad a la presencia de suciedad en
la muestra fueron aquellos basados en diferenciacion de imagenes. Los menos
sensibles a este factor fueron los basados en transformada de Fourier y
deteccion de bordes (gradiente de la imagen).
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Figura 23. a) Resultados de aplicar TAG al grupo G4. b) Imagen No 1 del grupo G4 (plano con

suciedad). ¢) Imagen No 11 del grupo G4 (corresponde a la mejor enfocada). Fuente: autores.

Figura 24. Resultados normalizados de

Fuente: autores.
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aplicar el algoritmo TEN8 al grupo de imagenes G4.
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Formato de la imagen procesada

Los algoritmos para la estimacidn del grado relativo de enfoque de una imagen
fueron implementados de manera que son capaces de procesar un plano de
una imagen en RGB o, en su defecto, procesan la version en escala de grises
de dicha imagen. La figura 25 muestra los resultados de aplicar el algoritmo
TENS8 a un grupo de imagenes analizando separadamente los planos R, Gy B,
y las versiones en escala de grises de las imagenes. Resultados similares se
observan para los demas algoritmos. Aunque cualitativamente las diferencias
entre analizar un plano u otro (o la imagen en escala de grises) no son tan
significativas, en general para los grupos del G1 al G10, se obtuvieron mejores
resultados al procesar el plano rojo de la imagen RGB (caso en el cual se
presentaban menor nimero de méaximos falsos). Para los grupos del G11 al
G25 (que corresponden a imagenes de mayor calidad), los mejores resultados
se obtienen al procesar el plano verde de la imagen.

TENS8
1
Plano R
Plano G
0.9+ Plano B |+
— Qrises
0.81 R

FM normalizada
o
~
;

0.4 | | | |
0 5 10 15 20 25

Imagen No
Figura 25. Resultados de aplicar el algoritmo TEN a un grupo de imagenes. En rojo, los
resultados de aplicar el algoritmo al plano R de las imagenes en RGB. En verde, los resultados
al analizar el plano G. En azul, los resultados de analizar el plano B. En negro, los resultados

de procesar las imagenes en escala de grises. Fuente: autores.
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Cantidad de informacion en la imagen

En las pruebas realizadas a los algoritmos de estimacién del enfoque, la
cantidad de informacién disponible en la imagen (cantidad de tejido visible en la
misma) demostro ser el factor de mayor incidencia en la determinacién exitosa
de la imagen con mejor grado de enfoque. En las pruebas realizadas ninguno
de los algoritmos exhibié ventaja alguna al analizar imagenes con poca
informacion. Todos mostraron una alta sensibilidad a la cantidad de informacion
presente en la imagen. Este representa, por lo tanto, un factor critico al
desarrollar la funciéon de medida de enfoque de una imagen.

1.3 FUNCION DE ESTIMACION DE FOCO

En esta seccién se expone la funcion de estimacién de foco desarrollada
teniendo en cuenta los resultados de la seccidn anterior. Los algoritmos para la
estimacion del grado de enfoque de una imagen deben utilizarse de la manera
mas conveniente para obtener el mejor rendimiento de los mismos. De esta
manera, la funcién de estimacion de foco desarrollada, permite utilizar los

algoritmos anteriormente expuestos bajo diferentes condiciones.

1.3.1 CARACTERISTICAS DE LA FUNCION

Al desarrollar algoritmos capaces de estimar el grado de enfoque de una
imagen, se puede pensar en efectuar un conjunto de operaciones o pre-
proceso a la imagen a analizar, para luego si aplicar dichos algoritmos. Este
pre-procesamiento de la imagen podria incluir seleccionar un plano de color de
la imagen RGB, o su transformacién a escala de grises, o la seleccién de un
area de interés. Igualmente, si se disponen de varios algoritmos para la
estimacion del grado de enfoque de una imagen, se debe seleccionar cual de

todos se aplica.

El desarrollo de esta funcion se hace teniendo en cuenta que sera aplicada, no
solo en el sistema de adquisicion automatica de imagenes del cual es objeto

este proyecto, sino que también representa un aporte del proyecto al desarrollo
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de algoritmos de autoenfoque en la Universidad Industrial de Santander. La
funcién es desarrollada, por lo tanto, pensando en que cumpla exitosamente su
funcidon dentro del sistema de adquisicion automadtica de imdagenes para
microscopio optico, sin dejar a un lado su versatilidad y aplicabilidad para ser

utilizada en otras aplicaciones.

Compatibilidad de la funcion
Pensando en la versatibilidad de la funcién, ésta se desarroll6 para ser
compatible con imagenes en formato de representacion numeérica uint8, uint16

o de doble precision.

Algoritmo de medicion de foco

En la seccion anterior se estudié el desemperio de 12 algoritmos para la
medicién del grado de enfoque de una imagen. En un proceso de preseleccion
se descart6 el uso de los algoritmos ENT, F5V, LAP y VAR. Los algoritmos
restantes se pueden agrupar en cuatro grupos que reunen los algoritmos que,
bajo diferentes condiciones, tienen desempefio muy similar. En el primer grupo,
se encuentran los algoritmos CGA y TAG, que se caracterizan por hacer uso de
un umbral en su definicion y basarse en diferenciaciéon de imagenes para la
estimacion del grado de enfoque de la imagen. En el segundo grupo, se
pueden agrupar los algoritmos SMD, SG y PGA, basados también en
diferenciacion de imagenes, pero sin umbrales. El tercer grupo incluye TEN8 y
VDG8, basados en la deteccion de bordes mediante el gradiente de la imagen.
El dltimo grupo incluye al algoritmo TFU, basado en transformada de Fourier.
La figura 26 permite comparar los resultados de aplicar los grupos de

algoritmos anteriormente mencionados al conjunto de imagenes G1.

Si de acuerdo con las pruebas comparativas de la seccién anterior, se
selecciona un solo algoritmo por cada grupo, los algoritmos seleccionados
(correspondientes a los de mejor desempeno) son CGA, PGA, TEN8 y TFU.

48



1 Grupo 1 1 Grupo 2
CGA A PGA

g 08 TAG || S 0.9 I SMD |
h rd V\/ =1¢)
= 0.6 1 =
o 04 =
= 02 z 07

I:IIZI 10 20 30 n 10 20 a0

Mdmera de imagen Mdmero de imagen
: Grupo 3 : Grupo 4
— TEME TF
] [1:3
= — vDGa = 049
E 0.8 . E
£ £ 08
[} o
= 06 =
= = 07
[T L
0.4 - - - -
n . 1a .20 30 n 10 20 a0
Mirmero de imagen Mdimero de imagen

Figura 26. Aplicacién de los cuatro grupos de algoritmos al conjunto de imagenes G1. Fuente:

autores.

Los cuatro algoritmos anteriormente mencionados son los utilizados en el
sistema de adquisicion automatica de imagenes para microscopio Optico. Sin
embargo, la funcion para estimacién del grado de enfoque de una imagen es
desarrollada de manera que permite utilizar cualquiera de los doce algoritmos

originales.

Plano de medicion.

En la seccién anterior se comentaron los efectos de analizar un plano de la
imagen RGB o su version en escala de grises. Si bien los resultados eran
cualitativamente similares, el analisis del plano Rojo de la versién RGB de las
imagenes mostrd, en general, mejores resultados (para los grupos G1 al G10).
Sin embargo, la funcién de estimacién del grado de enfoque de una imagen es
desarrollada de manera que permita la seleccion cualquiera de los planos para

su procesamiento e, inclusive, permita procesar la imagen en escala de grises.
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Area y Regién de medicién

Un factor que incide en el tiempo de procesamiento es el tamarno de la imagen
a procesar. Al analizar una porcién de la imagen, se reducen los tiempos de
cdmputo porque se reduce la cantidad de informacidén que se debe procesar sin
afectar el rendimiento de los algoritmos (igualemente, en sistemas épticos con
aberraciones de esfericidad, poder definir un area de interés puede ser
importante para el usuario). Las figuras 27a y 27b ilustran el proceso de

seleccion de un area de interés en la imagen.

La funcién para estimacion del grado de enfoque de una imagen se desarrolld
de manera que permitiera la seleccion de un area de interés centrada en la
imagen, o distribuida en cuatro porciones de ésta. Igualmente, la funcion para
estimacion del grado de enfoque permite seleccionar el porcentaje en area que
debe ser procesado.

Figura 27. Seleccién de area de interés para estimacion del grado de enfoque. a) Area del 25%
centrada en la imagen. b) Area del 25% distribuida en cuatro porciones de la imagen. Fuente:

autores.

1.3.2 PRUEBAS A LA FUNCION DE ESTIMACION DE FOCO

En esta seccion se exponen los resultados de llevar a cabo diferentes pruebas
sobre la funcién de estimacion de foco que se expuso en la seccion anterior.
Las pruebas se realizaron teniendo en cuenta los diferentes factores que
mostraron afectar el desempenfo de los algoritmos (cantidad de informacién en



la muestra, presencia de suciedad, plano de la imagen RGB a procesar). Las
pruebas realizadas se efectuaron sobre los grupos de imagenes G1 al G25
expuestos en la seccion anterior, pero cambiando los parametros de
procesamiento de la funcién de estimacion de foco. Para cada uno de los
grupos de imagenes G1 al G10 se hicieron pruebas haciendo variaciones del
plano de color y del area y regidon de medicién, para un total de 36

combinaciones de parametros distintas.

Plano de Medicion

Las pruebas realizadas a los grupos G1 al G10 comparando los resultados de
analizar distintos planos de color o la version en escala de grises de la imagen
sugieren que el plano azul muestra mejores resultados en cuanto a la
efectividad de los algoritmos. Es decir, cuando se selecciona mejor enfocada
de un grupo de imagenes, en el plano rojo se encontré un mayor porcentaje de
éxito. En los grupos G11 al G25, sin embargo, los mejores resultados se
obtienen al procesar el plano verde de las imagenes. La tabla 4 muestra los
porcentajes de éxito al seleccionar la imagen de mejor foco en los grupos G1 al
G25.

EXITO™ (%)
Plano
Grupos G1-G10 Grupos G11-G25
Rojo 77.5 96.7
Verde 72.0 100
Azul 65.5 93.3
Grises 75.0 93.3

Tabla 7. Porcentajes de éxito al procesar los grupos de imagenes G1 al G11 teniendo en

cuenta diferentes planos de la imagen.

' Un evento exitoso es considerado cuando el algoritmo selecciona efectivamente la imagen
de mejor foco entre un grupo de éstas.



Para los grupos G1 al G11, el procesamiento del plano azul de la imagen
resultd sacar ventaja en aquellas imagenes con iluminacion deficiente o
cantidad de informacién reducida. En este punto debe tenerse en cuenta que
estos grupos de imagenes son de una calidad inferior a la de los grupos G11 al
G25. En todo caso, procesar el plano verde de las imagenes da como resultado
una funcién de foco con mejor forma (considerando un algoritmo de busqueda
de foco). La figura 28 muestra el resultado de aplicar el algoritmo TENS8 a los

diferentes planos de color del grupo de imagenes G1.

Algoritmo TEN8

1400 ———— — I | — | E—
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Figura 28. Resultados de aplicar algoritmo TENS8 al grupo de imagenes G1 en diferentes
planos de color. Fuente: autores.

El comportamiento de la figura 28, en general, se repite para los demas grupos
de imagenes: la funcion de medida de foco muestra una mejor forma al

procesar el plano verde de las imagenes.

Area y regién de medicién
En las pruebas realizadas, el area y la region de la imagen sobre la cual se
aplica el algoritmo de estimacion de foco mostré ser una variable que se puede
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manipular para mejorar considerablemente el rendimiento de la funcién de

estimacion del grado relativo de foco.

En general, si se efectua un andlisis sobre una regién centrada o distribuida en
la imagen no hay mayor incidencia sobre los resultados de estimacion de foco.
Sin embargo, los cambios en el area de medicién afectan considerablemente
los tiempos de cémputo, sin afectar negativamente los resultados de la
estimacion del grado de enfoque. La figura 29 muestra los resultados, sin
normalizar, de aplicar los cuatro algoritmos seleccionados anteriormente, a un

grupo de imagenes, con diferentes areas de medicion centradas en la imagen.

Los resultados de la figura 29 sugieren que, en general, a medida que se
reduce el area de medicion, los algoritmos basados en transformada de Fourier
(TFU) y diferenciacion de imagenes con umbral (CGA, TAG) disminuyen la
sensibilidad al reducirse el area de medicion. Las técnicas basadas en el
analisis del gradiente de la imagen (TEN8 y VDG8) no muestran variaciones
significativas para cambios en el area de medida. Por ultimo, el algoritmo PGA,
que se basa en una ponderacién sobre la diferenciacién de la imagen, parece
mostrar un refinamiento a medida que se reduce el area de andlisis. Esto ultimo
se puede explicar si se tiene en cuenta que el efecto de diferenciar una imagen
con su version desplazada y ponderar el resultado por el nUmero de pixeles, se

acentla a medida que se reduce el numero de pixeles de la ponderacion.

La figura 30 muestra las funciones de enfoque de la figura 29 pero
normalizadas. Los resultados expuestos en la figura 30 sugieren que,
cualitativamente, la reduccién del area de medida no afecta a algoritmos como
TFU, CGA y TENS8, mientras que el efecto es positivo para el algoritmo PGA.
Las pruebas realizadas con distintas areas de medicién mostraron, para todos
los algoritmos, una reduccion en los tiempos de coOmputo a medida que se
reducia el area. Es asi como un area de medida del 20% representd una
mejora en los tiempos de computo entre el 60 y 72% (dependiendo del
algoritmo) sin afectar los resultados de la estimacién del foco.
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Figura 29. Aplicacion de algoritmos de estimacion de foco con diferentes areas de medicién.
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Calidad de la imagen

Como se describio con anterioridad, la funcion de estimacion de foco se
sometié a prueba con los grupos de imagenes G1 al G10, correspondientes a
imagenes propias del sistema de adquisicion automatica de imagenes para
microscopio éptico al que hace referencia este proyecto. También se hicieron
pruebas con los grupos de imagenes del G11 al G25, que corresponden a
imagenes de mejor calidad tomadas desde un sistema de captura prefabricado
(sistema camara — montura tipo C — microscopio). Los resultados de estas
pruebas mostraron con claridad, como era de esperarse, que la funcion de
estimacion de foco funcioné con mayor efectividad con las imagenes de mayor
calidad (grupos G11 al G25). La tabla 5 muestra los porcentajes de éxito, en la
determinacion de la imagen con mejor foco, para los cuatro algoritmos de mejor

desempeno, aplicados a los diferentes grupos de imagenes.

Exito (%)
ALGORTIMO
Grupos G1-G10 | Grupos G11-G25
TFU 77.50 97.00
CGA 70.00 92.00
TENS 70.00 100.0
PGA 72.50 95.00

Tabla 8. Porcentajes de efectividad de los cuatro algoritmos de mejor desempefio.

1.4 CONCLUSIONES DEL CAPITULO 1

Como resultado del trabajo de éste capitulo, fue posible la implementacion de
la funcién de medida de foco basada en el estudio de los diferentes algoritmos,
logrando identificar los factores que inciden en el rendimiento y efectividad, en
los que se incluyen la calidad de la imagen (su contraste e iluminacion), la
cantidad de informacién contenida en la misma, el plano de anélisis de la
imagen (para imagenes representadas en tres planos, R, G y B) y la presencia
de particulas extranas en planos focales distintos al de interés, siendo este

ultimo el de mayor incidencia.
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Se experimentd con distintas técnicas la estimacion del grado de enfoque de
una imagen y cada una de ellas mostrd sus caracteristicas y ventajas propias.
Asi, los algoritmos basados en técnicas de diferenciaciébn de imagenes con
umbral (entre los cuales CGA mostré ser el de mejor desemperfio) mostraron
tener una gran sensibilidad a cambios en el grado de enfoque de una imagen —
lo cual se evidencia en funciones de medida de foco con mayor selectividad.
Esta técnica agrupa algoritmos relativamente rapidos, aunque muestra
problemas de desempefo con imagenes de poca informaciéon o poco contraste,
lo cual no resulta recomendable para sistemas cuyo dispositivo de adquisicion
(cdmara) tenga poco rango dinamico. El algoritmo PGA, basado en
diferenciacion de imagenes pero sin umbral, mostré un desempeno similar al
de CGA pero, en general, con menor sensibilidad a cambios en la medida de
foco y mayor efectividad en imagenes con poco contraste. De los algoritmos
basados un técnicas de segmentacion, aquellas modificaciones propuestas en
este trabajo, TEN8 y VDGS8, mostraron excelente efectividad en la mayoria de
condiciones de imagenes. Estos ultimos algoritmos se caracterizaron ademas
por aportar funciones de medida de enfoque con curvas de gran suavidad
(pocos maximos locales), aunque con altos tiempos de computo. Finalmente, el
algoritmo TFU, basado en analisis en el dominio de la frecuencia, mostrd
excelente efectividad en la mayoria de condiciones, destacandose sobre los
demas algoritmos en imagenes con particulas extranas y suciedad en planos

diferentes al de interés. Sin embargo, mostrd los mayores tiempos de cémputo.

Aparte del algoritmo de estimacion del grado de enfoque, otros factores como
el éarea vy plano de aplicacion del algoritmo, mostraron afectar
considerablemente los resultados en el enfoque automatico; a pesar de que en
la literatura sobre algoritmos de estimacion de foco, poco se hace mencién de
estos factores. El area de aplicacion del algoritmo sobre la imagen, aunque
afecta de manera negativa —pero leve- la sensibilidad de los algoritmos a
cambios en el grado de enfoque, puede mejorar considerablemente los tiempos
de computo. En cuanto al plano de aplicacion del algoritmo (rojo, verde o azul

en imagenes RGB), el plano azul y el andlisis de la version en escala de grises
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parecen los menos aconsejables para el tipo de imagenes tratadas en este
trabajo. Los planos verde y rojo mostraron mejores resultados.

Contrastando algunos de los resultados del presente trabajo con otros del
mismo tipo, se puede mencionar que en algunos casos, algoritmos como TEN y
TFU son penalizados en cuanto a desempefio por sus altos costos
computacionales [9], pero que en algunos trabajos, incluyendo éste, se
destacan por sus rendimientos cualitativos [10]. Se corrobor6é también que los
algoritmos basados en diferenciacion de imagenes presentan el mayor
rendimiento en cuanto a tiempo de cémputo [9,10,11].

El desarrollo de algoritmos para la estimacién del grado de enfoque de una
imagen es un trabajo que, si bien se rige por algunos principios generales, esta
altamente definido por la aplicacion y el sistema en el cual se van a utilizar. Al
comparar los resultados de trabajos en este aspecto con el nuestro y entre si,
es posible ver que los mismos algoritmos son clasificados de manera distinta
en cuanto a su rendimiento dependiendo de la aplicacion (como por ejemplo el

tipo de microscopia para el cual son utilizados).

El algoritmo de busqueda, el cual se expone en el capitulo siguiente, es el que
determina las posiciones a las cuales se mueven la platina en el eje Z, para
aplicar la funcién de estimacion de foco a las imagenes observadas. El objetivo
de este algoritmo de busqueda es reducir los movimientos necesarios llegar a

la posicion con el mejor enfoque.
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2. ALGORITMO DE BUSQUEDA

Una vez analizados los algoritmos que permiten medir el grado de enfoque de
una imagen, se describe a continuacion el desarrollo de un procedimiento que
permite determinar los movimientos del tornillo micrométrico (coordinados
desde el PC a través de la interfaz electro-mecanica) necesarios para obtener
de una manera rapida la imagen de mejor enfoque. El algoritmo se desarrolla
para un sistema de adquisicién de imagenes particular. En este sistema se
busca realizar la adquisicion automatica de las imagenes de una muestra en el
portaobjetos de un microscopio Optico. Para este sistema el algoritmo de
busqueda de foco, debe ser capaz de enfocar exitosamente la primera imagen
y luego, a medida que se hace el barrido de la muestra, debe hacer pequefios
ajustes para reenfocar la muestra (a medida que se hace el barrido las
imagenes se desenfocan solo levemente). Por lo anterior, ademas del algoritmo
de busqueda, se propone una modificacion mas sencilla de éste que permite

realizar el proceso de reenfoque.

Para este proyecto, el algoritmo de busqueda es disefiado para cumplir con el
objetivo de enfocar las muestras bajo las condiciones propias del sistema
especifico. De esta manera, la primera fase del desarrollo del algoritmo de
busqueda de foco consiste en un conjunto de pruebas que permitan identificar
las condiciones bajo la cuales éste debe funcionar. La segunda fase consiste
en la descripciéon del algoritmo propuesto a partir de los resultados de la
caracterizacion del sistema. La tercera fase, corresponde a las pruebas que se
realizan al algoritmo de busqueda del foco con el objetivo de determinar su
desempeno. Este capitulo se divide en tres secciones que describen cada una

de las fases anteriormente mencionadas.

2.1 CARACTERIZACION DEL SISTEMA

Para obtener los parametros que permitieran definir una estrategia de
busqueda de la posicion en la que se obtiene el mejor enfoque, se realizaron
dos pruebas: la primera tuvo como objetivo determinar para cada uno de los
objetivos del microscopio (3.5x, 10x, 25x y 40x) la amplitud de movimiento de la
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platina, para la cual se aprecia un cambio en el grado de enfoque de la imagen
captada por la camara; la segunda prueba consisti6 en realizar un barrido
moviendo el tornillo micrométrico en todo su rango, haciendo una adquisicion
equi-espaciada de imagenes. El barrido se hizo para diferentes muestras en
distintas condiciones de iluminacién, cantidad de tejido, presencia de suciedad,
etc., en cada uno de los objetivos disponibles del microscopio. El propdsito de
estos barridos fue determinar el comportamiento de la funcion de medida de
foco (ver capitulo 1). A continuacién se describen los dos grupos de pruebas

realizados.

2.1.1 SENSIBILIDAD AL DESPLAZAMIENTO

Para cada uno de los objetivos del microscopio, se obtiene una profundidad de
campo (DOF) que depende del aumento del lente. Por esta razon, para cada
aumento, la imagen observada tolera un rango distinto de la posicion del lente
respecto a la muestra antes de desenfocarse. Por lo tanto, la determinacion de
la sensibilidad del sistema al movimiento de la platina permitira determinar la
minima amplitud en los movimientos que debe manejar el algoritmo de
busqueda de enfoque. Cabe resaltar que una imagen puede presentar cambios
considerables desde el punto de vista de una funcion de medida de foco y no
presentarlos, sin embargo, frente al ojo humano. Teniendo en cuenta la
aplicacion para la cual se desarrolla este sistema, es el ojo humano el criterio

para definir este parametro.

Para determinar la sensibilidad al desplazamiento, se procedi6 a enfocar
manualmente una muestra. A partir del punto de enfoque, se realizé un
desplazamiento controlado de la platina hasta notar un cambio en la imagen.
Este procedimiento se repitid para diferentes muestras y para cada uno de los
aumentos. La tabla 9 muestra los valores en pasos de motor para los cuales se
observa un cambio en la imagen en cada aumento. A este parametro de le

denomind unidad minima de pasos (UMP).



OBJETIVO Distancia (pasos)
-UMP-

3.5x 80

10x 25

25x 12

40x 5

Tabla 9. Sensibilidad del enfoque a desplazamientos de la platina.

2.1.2 COMPORTAMIENTO DE LA FUNCION DE MEDIDA DEL GRADO DE
ENFOQUE

Con el objetivo de definir un algoritmo de busqueda efectivo para el sistema,
fue necesario hacer un estudio del comportamiento de las funciones de
estimacion del grado de enfoque. Para ello se realizaron barridos haciendo
capturas equi-espaciadas de imagenes y aplicando las funciones de estimacién
de foco a dichas imagenes. El espaciamiento (en numero de pasos) entre las

imagenes se definié de acuerdo a la tabla 9, segun cada uno de los aumentos.

A manera de ejemplo, la figura 31 muestra los resultados de hacer el barrido

para los objetivos de aumentos 3.5x, 10x, 25x y 40x para una misma muestra.

Al analizar los resultados de hacer el barrido en diferentes aumentos, se
pueden destacar las siguientes caracteristicas:

e A medida que se incrementa el aumento, disminuye la suavidad de la
funciéon de medida de foco. Es decir, aumenta el nimero de maximos
falsos en la funcién de medida de enfoque.

e A medida que se incrementa el aumento, el pico correspondiente a la
imagen de mejor foco se hace mas estrecho —lo cual concuerda con el
concepto de DOF.

e Finalmente, cuanto mayor es el aumento, menor es la sensibilidad del
algoritmo a cambios en el grado de enfoque. Es decir, el rango de
valores de la medida de foco se hace menor.
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Figura 31. Funcion de medida de enfoque para barrido en diferentes aumentos. a) Aumento
3.5%, imagenes espaciadas 100 pasos. b) Aumento 10x, imagenes espaciadas 50 pasos. ¢)
Aumento 25x, imagenes espaciadas 30 pasos. d) Aumento 40x, imagenes espaciadas 20
pasos. Para este ejemplo se empleo el algoritmo TFU. Fuente: autores.

Realizando pruebas bajo diferentes condiciones de la muestra (poco tejido,
diferentes grados de iluminacién, presencia de particulas extranas), en los
distintos aumentos, ademas de las ya mencionadas, se lograron observar
ciertas caracteristicas importantes en la forma de la funcién, que se describen a

continuacién.

Posicion del foco

Para cada aumento, fue posible identificar que los puntos de enfoque estan en
posiciones aproximadamente constantes. Esto se cumple, sélo si se hace
manipulacién del tornillo micrométrico, dejando el macrométrico en una
posicion fija. Las figura 32, por ejemplo, muestra las funciones de medida de

foco correspondientes a distintas muestras en aumento 3.5x. En esta figura es
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posible observar que las distintas muestras exhibieron su mejor punto de
enfoque entre 8300 y 8800 pasos respecto al punto cero de referencia. La tabla
10 muestra el rango de posiciones del foco, para los diferentes aumentos, de

acuerdo con los resultados a pruebas realizadas varias muestras.

Medida de foco bajo diferentes condiciones

7500

7000

6500

6000

5500

Medida de foco

5000

4500

4000

3500

1 1 1 1 1 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
No pasos
Figura 32. Funciones de medida de foco para diferentes muestras en aumento 3.5x. En azul
imagen con buena cantidad de tejido. En negro, imagen con poca informacién. En verde,

imagen con presencia de suciedad. Fuente: autores.

AUMENTO | Rango de enfoque
Distancia (Pasos)

3.5x 8300-8800

10x 1860 -2940

25x 1460 -1940

40x 1310 -1800

Tabla 10. Posiciones de mejor foco para los diferentes aumentos.

Suciedad en la muestra

Asi como la posicién del maximo correspondiente a la imagen de interés
enfocada se mantiene dentro de un rango, también se puede observar que el
plano correspondiente a suciedad sobre la muestra, tiene una ubicacién en un

intervalo definido (figura 33).
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Forma de la funcion

Independiente de la muestra observada, en general se puede destacar que la
funcién de medida de foco presenta siempre una forma caracteristica debido a
diferentes efectos. La figura 33 resalta estas caracteristicas para un barrido
correspondiente a un aumento de 3.5x. Sefalado en color naranja se observa
un maximo local debido a la presencia de particulas extrafas localizadas en un
plano diferente al de la muestra (suciedad); senalado en color azul se muestra
el maximo global correspondiente al punto de mejor enfoque; finalmente,
sefialado en color rojo se muestra un comportamiento que se observo en todas
las muestras: un maximo local correspondiente a una imagen desenfocada
(independiente del algoritmo de medida del grado de enfoque empleado). Estos
maximos se denominaron max1, max2 y max3, respectivamente. Para los
demas aumentos se presentan caracteristicas similares, pero a medida que se
incrementa el aumento es posible observar un cuarto maximo (max4), debido a
la presencia de particulas extrafas presentes en un plano focal distinto. Este

altimo maximo no es apreciable en aumentos inferiores pues se confunde con

maxa3.
Caracteristicas generales de |a funcidn de medida de foco
7e e
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Figura 33. Caracteristicas de la funcién de medida de foco para aumento de 3.5x. Fuente:

autores.
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Presencia de particulas
de suciedad generan
picos falsos, como los
indicados en la grafica en
color naranja. Con los
ajustes establecidos, esta
suciedad solo logra su
punto de enfoque en el
aumento de 3.5%

La imagen enfocada
genera el maximo sefialado
en color azul

Este maximo supera los
valores de los otros
maximos locales

Un efecto debido a la dptica
genera un falso maximo
sefialado en color rojo. Para
aumento de 3.5%, este efecto
se confunde con el plano de
foco de particulas de suciedad
{puntos negros en la imagen).
Para otros aumentos, los picos
son diferentes

Figura 34. Factores que determinan la presencia de maximos en la funcién de medida de

enfoque Fuente: autores.

Figura 35. Efecto 6ptico causante de la aparicion de maximos locales. A la izquierda la imagen
en el plano de interés. A la derecha el efecto 6ptico. El pico generado por este efecto se senala

en rojo en la figura 33. Fuente: autores.



Se pudo apreciar que, para cada aumento, la ubicaciéon de los maximos max1,

max3 y max4, se ubican a una distancia aproximadamente constante respecto

al punto de mejor foco (max2). La figura 36 ilustra este fendmeno; la tabla 11

muestra el intervalo en el que se encontr6 max2 para cada uno de los

aumentos.
Fr
r
Mejor MAX2
Foco ﬁ\\\xjﬂgxg
MAX4
MAX1 ‘\
0 Y & FPec2 FP +c3

¥ No.
Pasos

Figura 36. Ubicacion de puntos singulares en funciéon de medida de foco. Fuente: autores.

Aumento Rango de FP cl c2 c3
3.5x [8300 8800 ] 2000 1000 | 1000
10x [1860 2940] FR 300 450
25x [1460 1940] 140 120 520
40x [1310 1800] FR 110 410

Tabla 11. Intervalos en los cuales se presentan los diferentes maximos en la funcién de medida

de enfoque. La unidad de medida es pasos de motor. FR indica fuera del rango.

2.2 ALGORITMO PROPUESTO

2.2.1 BUSQUEDA DEL PUNTO DE ENFOQUE.

Para este caso particular, se descart6 el uso de métodos numéricos de

optimizacién para la determinaciéon del

punto de mejor foco por las

caracteristicas de la funcion de medida de enfoque (en especial la falta de
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monotonia y la presencia de multiples maximos locales). Sin embargo, estas
mismas caracteristicas de la funcion de medida de enfoque permitieron definir
un algoritmo de busqueda que aprovecha que el punto de interés se encuentra
en un rango definido de posiciones, para realizar la busqueda dentro de dicho
rango. De esta forma se evita la convergencia equivocadamente a los picos

falsos provocados por la éptica y por suciedad.
Inicialmente, a partir de las caracteristicas de las funciones de medida de
enfoque observadas en la seccién anterior, se procedio a dividir dicha funcién

en tres regiones. La figura 37 ilustra este proceso para un aumento de 3.5x.

FM

+—Regién I1—

+—Regién ll——
+— Region | —

3
L4

g No Pasos

Figura 37. Division de la funcién de medida de foco en regiones, para aumento de 3.5x. En la
regiéon | se ubica el plano correspondiente a suciedad sobre la muestra. En la region Il se
encuentra el punto de interés (mejor foco). En la region Ill se encuentran los maximos
correspondientes a suciedad y al efecto propio de la Optica conjunta del microscopio y la
camara utilizada. Fuente: autores.

El algoritmo desarrollado se divide en dos fases: una busqueda con una amplia
resolucién seguido de un barrido mas detallado. La busqueda amplia inicia
tomando tres puntos (Xp, X1, X2) en los cuales se realiza la captura y la medida
del grado de foco (fp , f; ,f2) de las imagenes obtenidas. Los puntos Xp, X7y Xz
se toman dentro la region Il (regién de interés) equiespaciados m pasos (ver
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figura 38). Se debe asegurar que la primera posicion (Xp) corresponda al
minimo valor de FP para cada aumento.

Mientras f; no sea la mayor medida de enfoque, se descarta el punto
correspondiente a la menor medida entre fo y f5, y se toma un nuevo punto en
la direccién en la que aumenta la medida de enfoque. De esta manera, se
espera que paulatinamente el algoritmo se acerque al punto de interés sin
llegar a caer los maximos falsos cercanos, los cuales se encuentran en una

posicidn posterior al maximo de la imagen de mejor enfoque.

Fv

+———Regién II——
+— Regién 1 —

iy
L4

X, X, X
0 071 "2 No Pasos

Figura 38. Toma de los tres primeros puntos en el algoritmo de busqueda de foco. Fuente:
autores.

Cuando se encuentra el patron de concavidad (fi> fp & fi>f5) inicia el
escaneo pequeno, que consiste en tomar x imagenes alrededor del punto Xj,
con un distanciamiento n < m entre capturas. La imagen de mejor foco sera la
que en este Ultimo analisis obtenga una mayor medida de grado de enfoque.
Los valores de m, n y x, dependen del aumento. m debe ser mayor
(preferiblemente para rapida convergencia) que la UMP (ver tabla 1); y debe
asegurar que el algoritmo de busqueda no lleve al sistema a la region Ill. El
valor de n debe ser menor a la UMP segun la calidad de enfoque buscada. x
dependera de la sensibilidad de la funcién de medida de foco a cambios en el
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grado de enfoque: entre mayor es el aumento, menor es la sensibilidad y por lo
tanto debe seleccionarse un mayor valor de x. La figura 19 muestra el

diagrama de flujo de este algoritmo.

Configurar segun

aumento

N

|
- Moverse a ¥o
- Medir Fo

-Moverse a X1
-tedir Fq

-Moverse g Xo i
-Medir Fs

Tomar K imagenes al
rededor de ¥q ¥
calcular sus grados de
enfogque (F1 ... F

|

Seleccionar la imagen
con mayor grado de
enfoque

mo=#n An=Ha l

¥1=Xp—m F1=Xp+tm
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Figura 39. Diagrama de flujo de algoritmo de busqueda de enfoque. Fuente: autores.

2.2.2 REENFOQUE
Una vez enfocada la primera imagen en el proceso de barrido sobre la muestra

en el portaobjetos del microscopio, solo es necesario hacer pequenos reajustes



para enfocar las imagenes siguientes. Esto hace necesario desarrollar un
algoritmo mas rapido y sencillo que permite llevar a cabo este proceso.

El algoritmo propuesto con este fin, toma como referencia la posicion de
enfoque de la primera muestra enfocada, X4. Alrededor de este punto realiza
un barrido equiespaciado adquiriendo imagenes y midiendo su grado de
enfoque. Finalmente, la imagen con mayor grado de enfoque es guardada y su
posicion se toma como nuevo punto de referencia (X4). La figura 40 ilustra este

procedimiento.

FM

-

Y
L4

Xq-D
1 X1 L MNo Pasos

Figura 40. Algoritmo de reenfoque. Fuente: autores.

En la figura 40 se observa que son tomadas 9 imagenes equiespaciadas con
posiciones centradas en X; (El punto de enfoque de la muestra anterior). De
todas ellas se selecciona la que presenta mayor medida del grado de enfoque y
su posicién sera el nuevo valor de X para la siguiente muestra. Variables como
el numero de imagenes y el espaciamiento entre ellas vienen definidas por el

aumento y la calidad del enfoque deseada.

Si a medida que se hace el barrido se presentan imagenes con poca o ninguna
informacion de tejido, el algoritmo de reenfoque podria ir desviando la
ubicacion de Xy, de manera que al reaparecer imagenes con informacion, no
serfa posible encontrar la imagen de mejor foco (Esta estaria por fuera del
intervalo [Xy — D, Xy + D]. Para evitar este problema, cuando Xy se ha tenido
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una deriva desde su valor inicial al actual por encima de un limite TH, el
sistema repite el algoritmo de busqueda completo antes de seguir reenfocando.

La figura 41 muestra un diagrama de flujo del algoritmo de reenfoque.
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Figura 41. Diagrama de flujo de algoritmo de reenfoque. Fuente: autores.

2.3 PRUEBAS AL ALGORITMO DE BUSQUEDA

2.3.1 BUSQUEDA DEL PUNTO DE ENFOQUE

Con el objetivo de observar el desempefio del algoritmo de busqueda
propuesto se realizaron las pruebas en cada uno de los aumentos. Cabe
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mencionar que el desempenio del algoritmo depende del algoritmo

seleccionado al realizar las pruebas.

En lo concerniente a los tiempos de ejecucion, en el aumento 3.5x el 77% del
tiempo total para determinar el punto de mayor enfoque fue el empleado para
posicionarse en la primera muestra (punto X;) . Esto debido a que en este
aumento, se tiene mas alejado el intervalo de busqueda (Region Il) del punto
de referencia cero. Caso contrario, para los aumentos mayores, el tiempo mas
critico se encontro en la segunda etapa del proceso, esto debido a que fue
necesario realizar pausas en las adquisiciones para que la camara pudiese
actualizar la imagen. La tabla 12 muestra un resumen con los tiempos de
computo para los demés aumentos para los métodos finalmente seleccionados

en el capitulo anterior.

Algoritmo Aumento

3.5x (TP=33.1) | 10x(TP=6.92) | 25x(TP=4.42) | 40x(TP= 3.9)
TFU TP +9.5 TP + 6.8 TP +30.15 TP + 30.17
CGA TP + 7.1 TP + 4.2 TP + 20.5 TP + 23.68
TENS TP +7.3 TP + 4.7 TP +21.6 TP +24.9
PGA TP +6.2 TP +4.4 TP + 20.28 TP + 23.67

Tabla 12. Tiempos de enfoque en los diferentes aumentos. TP: Tiempo para ubicarse en la

posicion de la primera muestra; tiempos en segundos. Equipo utilizado: Pentium IV a 1.8 GHz,
512MB RAM.

La efectividad del algoritmo esta determinada por dos parametros

fundamentales: el algoritmo de estimacién del grado de enfoque, y el aumento.

Para probar la efectividad del algoritmo de busqueda, se procedié a hacer
pruebas de enfoque en cada aumento, con los cuatro algoritmos de mejor

rendimiento (ver capitulo 1). En promedio, a cada algoritmo se le hicieron 100
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pruebas de enfoque por cada aumento. En total se hicieron 400 ensayos, cuyos
resultados de efectividad se muestran en la tabla 13. Las pruebas resumidas
en la tabla 13 se hicieron sobre muestras con contenido considerable de
informacion (tejido). Es decir, no se consideraron imagenes con cantidades

insignificantes de informacion o vacias.

Aumento
Algoritmo
3.5X 10X | 25X | 40X
TFU 88% 85% |82% |54%
CGA 86% 82% | 69% | 50%
VDGS8 87% 94% | 60% | 60%
PGA 88% 94% | 43% | 35%

Tabla 13. Efectividad del algoritmo de busqueda para los diferentes algoritmos, segun el

aumento.

Es importante resaltar, que las muestras analizadas fueron sometidas bajo
diferentes condiciones. De estas la que mayor efecto tuvo sobre la efectividad
de el algoritmo de busqueda fue la presencia de suciedad, que en algunos
casos, puede considerarse una muestra no apta para un analisis posterior, ya
que la posible informacién que esta posee, puede tomarse de una imagen
adjunta con menor contenido de suciedad. Este efecto se logra corregir con el
reenfoque que siempre se realiza a las imagenes adyacentes a la imagen
capturada. Los resultados del proceso de reenfoque se muestran a
continuacion.

2.3.2 REENFOQUE

Para probar el algoritmo reenfoque se parti6 de una imagen enfocada. Luego
se procedia a mover manualmente el portaobjetos del microscopio —para
enfocar una nueva porcion de la muestra- y se ejecutaba el algoritmo de
reenfoque. Este procedimiento se llevd a cabo un promedio de 40 veces para
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cada algoritmo, en los diferentes aumentos, para un total de 800 ensayos. Los
resultados de efectividad para este experimento se muestran en la tabla 14.

Aumento
Algoritmo
3.5X 10X | 25X | 40X
TFU 100% |95% |98% | 98%
PGA 100% |88% |82% |97%
VDGS8 100% |92% | 96% | 98%
CGA 100% |86% | 77% |8%

Tabla 14. Efectividad del proceso de ajuste del enfoque

2.4 CONCLUSIONES DEL CAPITULO 2

Se logrd la implementacidén de un algoritmo que determinara la posicion en la
cual se obtiene la imagen con mayor grado de enfoque. El algoritmo se
desarroll6 para las caracteristicas propias del sistema, las cudles no se
mostraron apropiadas para el desarrollo de un algoritmo de busqueda basado
en métodos numéricos ya que para estos casos se requiere la caracterizacion
de algunos parametros de la funcién de medida, tales como el rango o la forma
forma caracteristica que esta presenta (en general, ajustando a una parabola)
[12] lo cual no fue posible en ésta aplicacion. El método desarrollado es por lo
tanto, una combinacién con las modificaciones pertinentes, de otros métodos
[12,17] basados en la busqueda sucesiva en regiones de interés y busqueda
global (primera y segunda fase del algoritmo).

La determinacién de la unidad minima de pasos (UMP) a la cual debia moverse
el sistema, para observar un cambio visual en el grado de enfoque de la
imagen, permitié incrementar la efectividad de los algoritmos al determinar la
mejor enfocada. De igual forma, la selecciobn de un patron de avance
apropiado en la primera etapa del algoritmo, posibilito evitar efecto indeseables
en el proceso de enfoque (maximos locales, tiempos de enfoque largos).
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En el proceso de reenfoque, los tiempos de posicionamiento son comparables
con el tiempo de captura de la imagen y su medida de grado de enfoque. Esto
permite afirmar, que el sistema mecanico representa la mayor limitacion en

cuanto tiempo de computo, para la primera imagen.

En la siguiente seccion, se describe el sistema de control de posicion, el cual
comprende los sistemas mecanico, eléctrico e interfaz de usuario, los cuales

permiten la manipulacién del microscopio desde el PC.
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3. SISTEMA DE CONTROL DE POSICION

El presente capitulo muestra en sus dos primeras secciones el desarrollo de los
sistemas mecanico'® y eléctrico adaptados al microscopio, con el fin de permitir
su manipulacion desde el computador por medio de la interfaz de usuario. La

interfaz de usuario es descrita en la tercera seccion de este capitulo.

3.1 SISTEMA MECANICO.

El microscopio éptico dispone para el movimiento de la platina de cuatro
perilas. Dos de éstas, denominadas tornillo micrométrico y tornillo
macrométrico, permiten el movimiento en el eje Z, el cual modifica el
distanciamiento de la platina (sobre la cual se ubica la muestra a observar)
respecto del objetivo (que determina el aumento). El resultado de este
movimiento es el cambio en el grado de enfoque de la imagen observada en el
ocular (o dispositivo de adquisicion de imagenes adaptado).  El tornillo
macrométrico permite movimientos amplios por angulo de giro, mientras que el
tornillo micrométrico permite movimientos mas refinados, que son los que
permiten el ajuste final del enfoque. EIl presente trabajo esta orientado a la
manipulacién unicamente del tornillo micrométrico. Por lo tanto, para el buen
desempefo del sistema de adquisicién desarrollado, el tornillo macrométrico

debera tener una posicion fija.

El tornillo micrométrico del microscopio empleado en el presente trabajo posee
una libertad de giro de 26 vueltas (9360 grados). Esta perilla fue acoplada con
un motor paso a paso con resoluciéon de 1.8 grados/paso de manera directa,
por medio de una banda rigida. La relacion entre los radios del eje del motor y
del tornillo micrométrico permitié una resolucién de giro de 0.945 grados/paso.
Para mantener la distancia entre el motor y la perilla, el motor fue atornillado a

la base del microscopio, la cual da soporte al microscopio y a la fuente de

15 Planos y fotografias descriptivas del sistema mecanico se incluyen en el anexo C
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iluminacion del microscopio pero es una pieza independiente de éste, mediante
una pequena pieza en forma de L. La figura 42 muestra un esquema de la

disposicion de este acople.

< Banda rigida

«— Taornillo

Tormillo micromeétrico

micrometrico
Banda Rigida

_ Pieza de
Eje del mator sujecidn

Basa del
microcopio

A Tamillas de
sujecidn

“ PN

Figura 42. Disposicion del acople entre la perilla del tornillo micrométrico y el motor que

controla su movimiento.

Las otras dos perillas permiten el movimiento de la platina en los ejes X-Y. Al
manipular estas perillas, se consigue observar en el ocular (o el dispositivo de
adquisiciéon de imagenes acoplado al microscopio) una seccion diferente de la

muestra a observar.

Para lograr establecer la forma de acoplar los motores a cada una de estas
perillas, fue primero necesario determinar el area de vision que se obtiene en el
dispositivo de adquisicibn* para el aumento mas grande, ya que este
determinaria el desplazamiento minimo necesario para observar una seccion

adyacente de la muestra observada.

El &rea de vision fue determinada para el aumento de 3.5x obteniendo valores
de 830 ym x 625 ym (figura 43 a). Esto corresponde para el aumento de 40x a

un area de vision de 72.625um x 54.68um. Las perillas cuyos diametros son

76



de 10.8mm y 14.8mm tiene un desplazamiento de 34mm/revolucién vy
18mm/revolucién en los ejes Xy Y respectivamente.

625

I 830pm |
{a) (b)

Figura 43 a) Area de vision para el aumento de 3.5x. b) Disposiciéon de un sistema de
transmisiéon por medio de banda rigida. R representa el radio de las perillas, y r el radio de los
motores. Fuente: autores.

Dado que la resolucion de avance de los motores X, Y es respectivamente de
1.8%paso y 3.6%paso, se requiere de un sistema reductor con relaciones de 2:1
para X y 6:1 para Y. Este criterio permite seleccionar las dimensiones de las
poleas que acoplan los motores con los tornillos del microscopio. Dado que el
radio del eje del motor Y es de 12mm, se necesitaria un radio de 72mm para el
tornillo del microscopio. Esto impide la aplicacién de un acople directo (como el
de la figura 43b) y se hace necesario un sistema de doble reduccion (como el
ilustrado en la figura 44).
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/ Perilla del

Eje del motor T MICrosCopio
Bandas rigidas

==l
Polea para aumentar R
resolucian

Figura 44. Acople realizado entre los motores y las perillas que permiten los movimientos en el
eje X-Y de la platina del microscopio. Fuente: autores.

La disposicién mecanica de las perillas en el microscopio es tal que las perillas
estan acopladas a un mismo eje, una debajo de la otra. La perilla que permite
los movimientos en el eje X, realiza el movimiento sobre el porta objetos,
mientras que la perilla del eje Y realiza el movimiento sobre la platina misma.
Por esta dltima razén, al maniobrar una de las perillas, el conjunto completo de
perillas y platina realizan un movimiento en conjunto como una sola pieza (fig
45a). Por lo tanto, la ubicacion de los motores en la disposicibn mencionada
anteriormente debia ser tal, que la posicién entre los motores y las perillas
fuese siempre constante. De esta manera seria necesario adaptar los motores
a la platina del microscopio. La forma propuesta para cumplir con este objetivo
en la elaboracién de un conjunto de laminas adaptada en una de las esquinas
de la platina, para que esta de soporte a los motores y las poleas de la forma
en que se ilustra en la figura 45b, y finalmente obtener la disposicién mostrada

en la figura 46.
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PLATINA

LAMINAS SOPORTE PARA
EL MOTORY LAS POLEAS

(b)

Portaobjetos

Perilla Movimiento Y

Perilla Movimiento en X

Figura 45. a) Disposicion
de la platina y las perillas
que dirigen el movimiento
de ésta, y el portaobjetos.
El conjunto completo no

tiene movimiento relativo,

pero si lo tiene con
respecto al ocular (no
mostrado) b) Adaptacién

para dar soporte a el
sistema de transmisién de
movimiento. Fuente:

autores

Al construir la estructura disefiada, con los acoples respectivos, se logran las

resoluciones mostradas en la tabla 15.

Eje x

Eje Y

Resolucion (um/paso)

23

52

Tabla 15. Resolucién obtenida en cada uno de los ejes.
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PERILLA
EJEY

PERILLA
EJE X

Figura 46. Disposicion de los motores para transmitir los movimientos en los ejes X-Y de la

platina del microscopio. Fuente: autores.

3.2 SISTEMA ELECTRICO
En este capitulo se expone el disefio y desarrollo de una interfaz electrénica
para permitir el control de un sistema de motores paso a paso, a través del

puerto paralelo del computador, desde PC.

En la primera parte de este informe se expone el proceso de disefio y seleccion
de componentes para la interfaz. En la segunda parte se expone el desarrollo
del circuito disenado para el control de los motores. La tercera parte expone los
resultados de probar la interfaz desarrollada, efectuando un control del
movimiento de los motores desde el PC.

3.2.1 DISENO Y SELECCION DE COMPONENTES

3.2.1.1. Requerimientos del sistema

En esta parte del informe se exponen las caracteristicas con las cuales se
disend la interfaz electronica con el fin de cumplir a cabalidad el objetivo para el
cual es disefada: permitir el control desde el PC, mediante el puerto paralelo,
del sistema de motores que accionan la parte mecanica del sistema de

adquisicion automatica de imagenes para microscopio optico.

Modo de avance: Segun el proceso de seleccidén de los motores y el desarrollo

del sistema mecanico al que éstos iran acoplados (revisar Sistema mecanico
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en este documento), la interfaz permite el avance de los motores en pasos
sencillos. Para el caso de los motores que accionardn el movimiento en las
direcciones X e Y del sistema, es necesario que el avance a paso sencillo se
lleve a cabo energizando dos bobinas al tiempo para lograr una mayor

transmision de torque a los motores.

Velocidad de control

La velocidad maxima a la cual la interfaz es capaz de controlar los motores
paso a paso viene limitada por el sistema mecanico al cual éstos se acoplan y
por la velocidad a la cual es posible transmitir datos al puerto paralelo desde
PC. Respecto a esto ultimo, pruebas realizadas muestran una fuerte
dependencia de la velocidad de transmision en el equipo de computo utilizado.
La tabla 16 muestra las velocidades de transmision medidas
experimentalmente para diferentes equipos de cémputo.

Descripcion del equipo Velocidad de transmision
(bits/segundo)

Pentium Il 850MHz, 256Mb RAM, | 11 bits/segundo

Tarjeta Intel.

Pentium 1l 1.1 GHz, 256Mb RAM, | 84 bits/segundo

Tarjeta Intel.

Pentium IV 3.06 GHz, 512Mb RAM, | 420 bits/segundo

Tarjeta Intel.

Tabla 16. Velocidades de transmision de datos desde PC al puerto paralelo para diferentes
equipos de computo. La velocidad mostrada corresponde a la velocidad maxima a la cual el
sistema es capaz de enviar una transicion de alto a bajo repetitivamente. La velocidad de
transmision real, corresponde entonces, al doble del valor mostrado en la tabla.

Comunicacion con el PC
La interfaz electronica se disefié para permitir el control de los tres motores a

partir de un ndmero de pines que no excedieran el numero de bits de salida
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que se pueden establecer en el puerto paralelo. De los 12 pines de los que se
dispone el puerto paralelo configurables como salida, son suficientes para
controlar tres motores bipolares de dos fases. Sin embargo, si se desea crear
un sistema flexible y que permita futuras expansiones, es posible limitar los bits
de control a 8 y dejar que los cuatro restantes se utilicen en sistemas de
multiplexado para el manejo de varios sistemas de motores desde el PC. Asi,
se desarrollo la interfaz de manera que permitiera el control de los motores solo
con 8 senales digitales de control (1 byte). Esto posibilita que la comunicacién
pueda, a futuro, cambiarse con facilidad a protocolo RS232 (tan solo afadiendo
una etapa adicional a la entrada que convierta de serial a paralelo). Ademas,
con el uso de solo 8 bits para controlar los motores, se dispone de los 8

restantes para el monitoreo del sistema.
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Figura 47. Pines del puerto paralelo. C0-C3, pines in/out; D0-D7, pines in/out; S3-S7, pines de
salida.

3.2.1.2 Criterios de diseifo

A continuacion se definen los principales criterios que se tuvieron en cuenta al
momento de disenar la interfaz para manejar los motores mediante puerto
paralelo. La definicion de estos criterios de disefio tiene en cuenta la labor del
ingeniero que busca reducir al maximo la utilizacion de recursos materiales e
intelectuales, al tiempo que se busca obtener los mejores resultados en cuanto

a confiabilidad, rendimiento y desempefio.

Consumo de Potencia: Aunque la aplicacién no demanda reducir los consumos
para buscar autonomia —es decir, no hay equipos portatiles que requieran
consumo muy reducido de potencia- o para reducir exceso de calentamiento,

siempre es importante para el ingeniero cuidar la eficiencia de los sistemas
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desarrollados. De una forma u otra, es de esperarse que el mayor consumo de
potencia en el sistema se presente en los motores que se van a accionar. Sin
embargo, dado que la interfaz de control sera la encargada de suministrar la
potencia a dichos motores, debe tenerse especial cuidado en el disefio de la

alimentacion de los motores para conseguir la mayor eficiencia.

Tamarno: Dado que se pretende utilizar el sistema en aplicaciones de
laboratorio clinico, es importante que la interfaz no represente incomodidad
para los usuarios del sistema. Se debe mantener el tamafo dentro de los
limites apropiados, al igual que se debe cuidar la apariencia estética del

sistema.

Costo: Para este caso, el costo es uno de los principales criterios de disefio en
el sistema. La interfaz debe poderse implementar tratando de reducir el maximo
los costos por dispositivos utilizados, dificultades técnicas del montaje y

mantenimiento.

Mantenimiento: Este es otro criterio de mucha importancia para el sistema que
se busca desarrollar. Debe garantizarse, no solo la confiabilidad del sistema,
sino que se debe reducir la complejidad del mismo al maximo para facilitar

posibles trabajos de mantenimiento correctivo.

Reproducibilidad: Dado que este trabajo debe servir de base y apoyo para
posteriores avances en el proceso de automatizaciéon de microscopios (y otros

dispositivos), deben disenarse circuitos con la mayor facilidad de reproduccion.

3.2.1.3. Diseno de la interfaz de control
El disefio de la interfaz para el control de motores paso a paso desde el puerto
paralelo, puede dividirse en tres partes principales (figura 48) que seran

descritas a continuacion.
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Figura 48. Esquema de interfaz para control de motores paso a paso desde puerto paralelo.
Fuente: autores.

3.2.1.4 Etapa de Aislamiento y acople.

Con el fin de brindar proteccién del computador. del resto del circuito, para el
aislamiento se seleccioné el integrado ADUM2400 de Analog Devices, que se
trata de un aislador digital de 4 canales que combina tecnologia CMOS con
tecnologia de micro-transformadores de nucleo de aire. Este producto es
relativamente nuevo en el mercado y presenta varias ventajas al ser usado en
la interfaz para el control de los motores: sustituye convenientemente el uso de
opto acopladores sin complicar el disefio con dispositivos adicionales
(resistencias), no linealidades, ni efectos por temperatura; Puede funcionar con
un consumo de potencia bastante inferior a los opto acopladores. Ademas, el
ADUM2400 provee un aislamiento independiente de sus dos canales
permitiendo desacoplar la tierra del puerto paralelo de la del circuito evitando

problemas de ruido.
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3.2.1.5 Etapa de logica digital.

Esta etapa es la encargada de tomar las sefales generadas en el puerto
paralelo, y transmitidas a través de la etapa de aislamiento y acople, para
producir las senales de excitacion para las bobinas de los motores paso a

paso.

Para la construccion de esta etapa se consideraron dos opciones de mayor
factibilidad: utilizar un microcontrolador o utilizar l6gica discreta. Para decidir
cudl de las dos opciones resultaba mas conveniente, se elabor6 la tabla17,
donde se califica cada opcién segun los criterios expuestos en la seccién

anterior de este capitulo.

Para seleccionar el microcontrolador con el cual se hizo el analisis comparativo
se tuvo en cuenta que éste debia disponer de por lo menos 5 pines de entrada
(si se utiliza un Demux sabiendo que solo los motores XY deben poder
funcionar de manera simultdanea) y 9 pines de salida (nuevamente
considerando usar un Demux), sin necesidad de temporizadores ni

conversores.

Luego de decidir el uso de compuertas l6gicas para el disefio y construccion de
la interfaz para el control de los motores paso a paso, se procedi6 a seleccionar
la configuracion que permitiera el control de un motor a partir de dos senales
de control: CLK que indica cada paso del motor y DIR que indica la direccién

del movimiento. La figura 49 muestra la topologia seleccionada.
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Controlador
PIC16F84A-04P

Compuertas Logicas

Permite disefio compacto con

~ reduccién del tamano.
Tamaiio (10%) . i
Independiente de la complejidad

Incrementan el tamafio del
circuito impreso. Depende de
la complejidad de la logica

Potencia (15%)

de la légica. necesaria.

(5.0) (3.0)

Menor consumo de potencia Un mayor  numero  de
(5.0) dispositivos implica mayor

consumo
(3.0)

La necesidad de circuitos para la
programacién implica mayores
Costo (20%) costos

(3.0)

No requiere dispositivos
adicionales de programacion,
pero incrementa el numero de
dispositivos

(3.0)

Requiere reemplazo total. El
reemplazo debe ser programado.
Mantenimiento (20%) | No permite monitoreo de las
senales de control. Es una “caja

Solo requiere reemplazo de
partes  dafnadas. Permite
monitorear sefiales de control
para detectar fallas.

negra’. (4.0)

(2.0)
Reproducibilidad Se requiere interfaz  para | Directa. Solo copiar el montaje.
(20%) programacion, ademas del | (5.0)

programa. (2.0)

Simplicidad (15%) Mayor complejidad sensibilidad a
ruido (2.0)

Menor complejidad y tiempo de
desarrollo (4.0)

TOTAL 2.95

3.75

Tabla 17. Comparacion cuantitativa entre el disefio con
compuertas légicas.

microcontrolador y el disefio con
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Figura 49. Ldgica digital para el control de un motor. CLK y DIR son las sefales de control. A+,
A-, B+ y B- representan las terminales de las bobinas de un motor bipolar. Este circuito permite
avance a paso sencillo, en ambas direcciones, energizando dos bobinas del motor al mismo
tiempo. Fuente: autores.

3.2.1.6 Etapa de potencia.

Se encarga de tomar las sefiales de la etapa anterior para inyectar suficiente
corriente en las bobinas del motor para el funcionamiento apropiado de éste. La
tabla 18 muestra los valores de tension de alimentacion, corriente y potencia
para cada motor, para una tension de alimentacion de 6 V.

MOTOR Corriente (mA) | Potencia (W)
Eje X 600 3.6
Eje Y 923 55
Eje Z 600 3.6

Tabla 18. Datos de alimentacién y consumo de potencia de los motores del sistema.

Para la etapa de potencia se selecciona el integrado L293D de texas
instruments, el cual cuenta con dos puentes H con diodos de proteccién, donde
cada canal soporta hasta 600mA (con un pico maximo de 1.2A), y permite
alimentar los motores entre 4.5 y 36V. La conexion se de los motores se hace
teniendo en cuenta las indicaciones del hoja de datos del dispositivo [ 21]

3.2.2 CONSTRUCCION DEL PROTOTIPO
3.2.2.1 PCB
En la elaboracion de circuitos impresos para controles de motores eléctricos,

algunas de las principales preocupaciones del disefiador son: el manejo del



ruido'® producido por las corrientes cambiantes en los motores y la disipacién

de calor para evitar sobrecalentamiento de los circuitos impresos.

En cuanto al manejo del ruido por induccion electromagnética, se siguieron
algunas de las recomendaciones encontradas en la literatura [20] para la

minimizacion de estos efectos.

Respecto a la disipacién de calor, se siguen las indicaciones de la hoja de
datos del integrado L293D [21]. En contacto con este integrado se deja un area
de cobre apropiada para la potencia que va manejar el integrado.

3.3. INTERFAZ DE USUARIO

En esta seccidon se expone la manera en que se acoplo el trabajo mostrado en
las secciones y capitulos anteriores, para finalmente constituir el sistema de

adquisicion automatica de imagenes para microscopio optico.

Dado que el propodsito del sistema es ser usado en la revision de muestras
microscoépicas en laboratorios de patologia, fue necesario idear el mecanismo
para permitir actuar al sistema de acuerdo a los requerimientos del usuario de
una manera facil y rapida. De tal forma, el sistema puede considerarse como

un todo articulado y no como un conjunto de partes de dificil manejo y acople.

La interfaz se desarrollé con programacién orientada a objetos (interfaz grafica)
que permite al usuario disponer de todas las utilidades del sistema desde un
ambiente amigable y versatil. A continuacion se enuncian algunas de las
acciones que el usuario puede llevar a cabo desde dicha interfaz. Para mayor
profundidad sobre esta interfaz, su uso y funcionamiento, referirse al anexo B:

guia para el usuario de la herramienta AScope v1.0.

'® En un sentido mas estricto, aqui no se hace referencia a ruido sino a interferencia
electromagnética. El ruido y la interferencia son fenémenos indeseables en un circuito pero de
causas y naturalezas distintas
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e La interfaz permite al usuario llevar a cabo un proceso de adquisicion de
imagenes automatico a partir de unos pocos parametros y ajustes
iniciales: se indican elementos como el area total que se va a adquirir, el
aumento a utilizar y se ajustan las condiciones iniciales de posicion y luz
en el microscopio. Cuando el usuario los desee, el sistema inicia el
proceso de adquisicidn haciendo un barrido sobre el area indicada.

e Es posible almacenar las imagenes en diferentes formatos gréficos. A
través de la interfaz el usuario le indica al sistema el directorio, dentro
del PC, donde desea almacenar las imagenes capturadas durante la
adquisicion.

e La interfaz permite al usuario elegir entre diferentes patrones para llevar

a cabo el barrido sobre la muestra.

Una vez acoplados los elementos desarrollados para constituir el sistema de
adquisicion automatica de imagenes para microcopio oOptico, se procedié a
probar. Para esto, se procedid a realizar un conjunto de adquisiciones
automaticas. La metodologia seguida consisti6 en ajustar manualmente
parametros de luz y posicionamiento de la muestra en el portaobjetos del
microscopio; se le indicaban al sistema los parametros requeridos por éste
(aumento a utilizar, calidad de enfoque y area de adquisicion) y se le indicaba
al sistema que efectuara la adquisicion. Este procedimiento se repitié varias
veces para distintas muestras, cambiando los aumentos, area de adquisicion y
la calidad del enfoque. También se sometio a prueba las demas utilidades que
la herramienta dispone, como el almacenamiento y visualizacion de imagenes

previamente almacenadas. Los resultados fueron exitosos.
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3.4. CONCLUSIONES DEL CAPITULO 3

Se construyeron los sistemas mecanico y electrénico que permitieron el control
del conjunto de motores paso a paso desde el PC, a través del puerto paralelo.
Los sistemas se desarrollaron aplicando criterios de disefio que consideraron la
reduccion de costos, simplificad del disefio, tamafo y el consumo de potencia,

logrando ajustarse con los para su uso en esta aplicacion.

Como complemento a los resultados, el desarrollo resulté adecuado, ya que en
algunos casos, la misma velocidad del sistema impidio la captura adecuada de

las imagenes.

El componente software del sistema, por medio de la interfaz desarrollada,
permite al usuario definir los parametros iniciales con los cuales inicia la
adquisicién. Esta interfaz, tiene una presentacién amigable, lo cual permite una

interaccion facil y rapida.
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4. CONCLUSIONES GENERALES

Al llevar a cabo este proyecto logré la construccién de un sistema que permite
el control, desde un computador, de los movimientos de los ejes X, Yy Z de la
platina de un microcopio optico respecto a su ocular. Esto permitié su
utilizacién para la automatizacion de los movimientos del microscopio, para

llevar a cabo un barrido de la muestra en el portaobjetos.

Mediante la camara Web acoplada al microscopio, se permitié la adquisicion de
las imagenes captadas a través del ocular, para que en PC pudieran ser
procesadas por los algoritmos de medicidén del grado de enfoque, y finalmente,

si el usuario lo desea, las pueda almacenar de forma permanente en el PC.

Se llevé a cabo un estudio sobre distintas técnicas y algoritmos para la
estimacion del grado relativo de enfoque de una imagen. Este estudidé permitié
la comprension de las técnicas, ademas de la proposicion de modificaciones a
algoritmos, las cuales permitieron obtener mejores resultados en cuanto a
tiempo de computo y efectividad. A partir de los algoritmos estudiados, entre
los que se destacaron CGA, TFU, TEN8 y VDGS8, se desarrollé6 una funcion
para estimar el grado de enfoque de imagenes. Este trabajo mostré6 que fue
posible desarrollar algoritmos efectivos para determinar el grado de enfoque de
imagenes en microscopia Optica bajo las condiciones que la aplicacion
particular demanda.

Se desarrollé un algoritmo para la busqueda del punto de enfoque para
microscopio éptico, el cual se elabord con base en la caracterizacion propia del
sistema. El algoritmo coordina los movimientos necesarios de la platina, en
direccion del eje Z, para lograr enfocar y capturar la imagen observada a traves
del ocular de una manera rapida y efectiva.

Se desarroll6 una interfaz de wusuario, la cual integra los diferentes

procedimientos que componen el sistema tales como el enfoque, captura de la
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imagenes, barrido de la muestra y el almacenamiento de imagenes. Por medio
de ésta interfaz, se permite definir un proceso de adquisicidon autbnomo de una
manera facil y amigable. De esta manera, se espera un mejoramiento en los

procesos de observacion de muestras para su posterior analisis.

Con el desarrollo de los sistemas anteriormente mencionados, se dan por
cumplido los objetivos planteados al iniciar este proyecto. Se espera que éste,
pueda representar un componente complementario al desarrollo de otros
proyectos desarrollados en la Universidad Industrial de Santander, orientados
al procesamiento de imagenes de microscopia 6ptica con fines clinicos,

cientificos y académicos.
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5. RECOMENDACIONES

El sistema desarrollado demostrd efectividad en los resultados a pesar de sus
limitaciones técnicas, bajo costo y simplificad en su disefio, Por lo tanto, no
se descarta la busqueda de mejoras en busca de incrementar su desempefio.
Estas mejoras estan orientadas principalmente al mejoramiento del sistema

mecanico.

El desarrollo de otras técnicas en las cuales se puedan determinar otros
parametros en las imagenes capturadas, pueden representar creacién de
nuevas técnicas o un mejoramiento de las técnicas estudiadas en este
proyecto. Estas pueden estar orientadas principalmente a la deteccion y
eliminacién de particulas extranas. En este proyecto se realizaron pruebas
experimentales con base en métodos como la segmentacién, eliminacién y

promediado de pixeles, con resultados favorables en algunos métodos.

El desarrollo de método para mejorar la visualizacién de las imagenes, podria
realizarse por medio de la reconstruccion de las partes adquiridas. Pruebas
de este tipo fueron realizadas con imagenes adquiridas con microscopio
Olympus, empleando métodos basados en correlacién de imagenes. Sin
embargo, dadas las diferentes caracteristicas en el sistema de iluminacién del
microscopio objeto de este trabajo, los resultados obtenidos no fueron
igualmente exitosos. Para esto, se recomienda el trabajo en otros formatos de

representacion menos sensibles a la iluminacion como el HSV.
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ANEXO A. OTROS ALGORITMOS DE MEDIDA DEL GRADO DE ENFOQUE

Ademas de los algoritmos expuestos en el cuerpo de éste documento, existen
otros algoritmos propuestos en la literatura revisada sobre funciones de
autoenfoque, los cuales se analizaron y probaron, pero que la calidad de sus
resultados, ya sea en tiempo de cOmputo o desempefio, no fueron
considerados meritorios para un analisis més profundo y detallado. A

continuacion se expone la definicion de tales algoritmos.

Contenido de la imagen con umbral (CIU).
Esta funcion suma los valores de los pixeles cuya intensidad se encuentra por
encima de un umbral.

FM = ;;I(x, y) A1)

I(x,y)>V
Conteo de pixeles con umbral (CPU)
Esta funcidén cuenta los pixeles de la imagen que se encuentran por encima de
un umbral [4]:

FM =Y slI(x,y).V]

x=1 y=1

0,x=>0
s(x,V) =
1Lx<0

(A2)

Potencia de la imagen (PDI)
La suma de los valores al cuadrado de la intensidad de los pixeles [4]:

FM = 'S I 2
Z;; (x, ) (A3)

I(x,y)>V

Rango del histograma (RH)
Para el histograma hy de la imagen /(x,y) se calcula [4]:
FM = max{k | h, >0}—min{k | b, >0}  (A5)
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Algoritmo F5 de Vollat. (F5V)
Una funcién basada en medidas de autocorrelacion, definida como [4]:

FM :fil(x,y)-1(x+1,y)—MN-1'2 (AB)

x=1 y=1

Algoritmo BRENNER (BRE)
Calcula la diferencia entre la matriz I(x,y) con I(x,y) desplazada dos pixeles, y

tiene en cuenta un umbral V para acumular la diferencia [4]:

FM =Y > |1(x, y+2)~ I(x, y)|

Iy +D)=1(x,y)|2V

para,
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ANEXO B ASCOPE v1.0 GUIA DEL USUARIO

AScope v1.0 es una herramienta de interfases graficas que permiten al usuario
configurar y programar un proceso de adquisicion automatica de imagenes.
AScope v1.0 fue disenada para funcionar con el sistema de adquisicidén
apropiado, el cual corresponde al desarrollado en el proyecto Sistema De
Adquisicién Automética De Imdgenes Para Microscopio Optico. AScope v1.0
permite manejar de manera facil y rapida dicho sistema de adquisicion,
permitiendo ademas la manipulacion y almacenamiento de las imagenes
adquiridas. El proceso de adquisicion requiere del sistema completo, que
incluye al Microscopio Leite ORTHOLUX con la camara acoplada, la que a su
vez va conectada al PC via USB; la interfaz de comunicacién PC-Motores que
interconecta al puerto paralelo con los motores del sistema; y finalmente, el
sistema mecanico con los motores que accionan el movimiento del

MiCroscopio.

REQUERIMIENTOS DE LA HERRAMIENTA
AScope v1.0 se desarrollé para funcionar con /a version 7.0 o versiones

posteriores del software bajo el cual fue elaborado, en plataforma de
Windows® XP en adelante.

Sistema operativo Windows® XP
Requerimientos de | Version 7.0 del software de
Software desarrollo.

Memoria disponible 256 MB

Requerimientos de | Puerto paralelo

hardware Cémara USB

Tabla B 1. Requerimientos de la herramienta AScope
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Instalacion e inicializacion.

La herramienta no requiere ninguna instalacion especial. Solo se necesita
copiar la carpeta de archivos y el archivo AScope.m dentro del directorio actual
de trabajo. Para inicializar la herramienta, debe inicializarse primero el software
bajo el cual fue desarrollada la herramienta, y luego se digita AScope en la
ventana de comandos. La herramienta tarda unos segundos en mostrar la

ventana inicial.

B.1 INICIAR ADQUISICION.

Para iniciar una nueva adquisicion, es necesario que el computador cuente con
los periféericos apropiados (camara Web con los controladores instalados y
puerto paralelo) y el usuario debe asegurarse que la interfaz PC-Motores esté
conectada apropiadamente. El usuario debe asegurarse ademas de la
colocacién de la muestra en el microscopio y las condiciones iniciales de éste

(en cuanto a posicion inicial e iluminacion).

Una vez cumplidas las condiciones anteriores, el usuario puede proceder a
iniciar una nueva adquisicion. Para esto, debe digitar AScope en la ventana de
comandos (ver seccién anterior) y esperar a que se abra la ventana de la
herramienta. Antes de que se abra la ventana correspondiente a AScope v1.0,
se muestra una presentacion que indica el estatus de la carga de la
herramienta. Durante esta presentacion el programa busca y configura al
puerto paralelo y a la camara USB del sistema de adquisicion. La figura 1
muestra la ventana de la herramienta. Inicialemte, el usuario puede interactuar
con las opciones de menu Archivo, como son iniciar un nuevo proceso de
adquisicién, cargar una configuracion de adquisicibn o cargar imagenes

previamente adquiridas para su observacion.
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Iniciar |
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Figura B 1. Ventana de AScope v1.0

Nueva configuracion

La herramienta lleva a cabo los procesos de adquisicion segun ciertos
parametros que define el usuario, tales como el aumento (lente en el objetivo
del microscopio que se va a utilizar), la calidad del enfoque, el area de barrido
(Area sobre la cual se va a llevar a cabo el proceso de adquisicién) y el Patrén
de barrido (que indica la manera en que el sistema hara el barrido sobre el area

de adquisicion).

Una nueva adquisicién puede llevarse a cabo configurando, desde el principio,
sus parametros (aumento, calidad del enfoque, el area de barrido, etc), o

cargando una configuracién previamente guardada.
Para iniciar una nueva adquisicidon configurando todos sus parametros, el
usuario debe seleccionar el menu Archivo>>Nueva adquisicion>>Nueva

configuracion (ver figura 2).

101



I?Ehiw Figura B 2. Para iniciar una nueva adquisicion
configurando sus parametros, el usuario debe

Muewva adguisicion k Muewva configuracion

Abrir imagenes Cargar configuracian seleccionar Archivo>> Nueva adquisicion>>
sl 4 Nueva configuracion.
Salir

Una vez seleccionada Nueva Configuracion el usuario debe configurar los

parametros de la adquisicion (ver Configuracion de nueva adquisicion).

Cargar configuracion

Cuando el usuario realiza con frecuencia procesos de adquisicién con los
mismos parametros de aumento, area de barrido, calidad de barrido, etc,
resulta bastante 0til guardar dicha configuracion (ver guardar configuracion)

para ser cargada posteriormente (y asi evitar la repeticién del mismo proceso
de configuracion).

Para cargar una configuracidon previamente guardada, el usuario debe
seleccionar el menu Archivo>>Nueva adquisicion>>Cargar Configuracion. El
usuario debe asegurarse que los parametros de aumento, calidad de enfoque,
area de barrido, etc., se ajustan a sus necesidades actuales. Cuando el usuario

selecciona esta opcién, en la ventana de comandos aparece informacion en

pantalla sobre la configuracién que seleccione el usuario.

Una vez seleccionada la configuracién a cargar, el usuario puede iniciar

inmediatamente el proceso de adquisicion.

Abrir imagenes adquiridas

Le permite al usuario abrir un conjunto de imagenes previamente adquiridas y

guardadas en un archivo (ver guardar imagenes), para visualizarlas o
ensamblarlas. Las imagenes guardadas deben ser producto de un proceso de
adquisicién llevado a cabo en alguna seccién anterior. Para abrir imagenes

previamente adquiridas, el usuario debe seleccionar Archivo>>Abrir Imagenes.
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Al abrir una configuracién o un conjunto de imagenes, si el archivo
6 seleccionado no es valido, se produce un error y se interrumpe el

programa.
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B.2 CONFIGURACION DE NUEVA ADQUISICION
En esta seccién se describe cdmo configurar los parametros para iniciar un

nuevo proceso de adquisicion.

Una vez seleccionada la opcion Nueva adquisicion>>Nueva configuracion en
la ventana de inicio de la herramienta, se abre la ventana Configuracion
General que permite definir algunos parametros. La figura 2 muestra la ventana
de configuracion general. En esta ventana el usuario puede definir opciones

como el modo de adquisicién, Aumento del microscopio y calidad del enfoque.

Configuracion general |

— Configuracion

Modo de adguisicion I.&utumatic:a j

Aumento |4>< d

Area de barrido I 25 X I 25 mitm

Calidad de enfogue IMa j

Enfoque avanzado |

¥ Patron de harrido predefinido

Aceptar

Figura B 3. Ventana de Configuracion general
Modo de adquisicion

Le permite al usuario seleccionar entre tres opciones: Automatico,

semiautomatico o manual.
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e Automatico configura al sistema para que, una vez definida el area de
barrido, éste realice una adquisicién de imagenes en la totalidad de ésta,
sin intervencion ni monitoreo del usuario. Este es el modo de adquisicion
para el cual se disend el sistema originalmente. En este modo, una vez
se inicia el proceso de adquisicion, éste no se detiene sino hasta llegar
a su término.

e Semiautomatico. Este modo de adquisicidon no se ha desarrollado aun
para la herramienta pero estad abierto para posteriores mejoras de la
misma.

e Manual permite al usuario manejar los movimientos del microscopio a
través de los controles electrénicos que se incluyen en el sistema de
adquisicion automatica de imagenes para microscopio optico. En este
modo de adquisicién, el PC sirve solo para visualizar cémodamente las
imagenes captadas por el microscopio, permitiendo ademas el

almacenamiento de las mismas.

Aumento.

En este campo el usuario define el aumento del microcopio para el cual se
quiere configurar la adquisicion. Este parametro es necesario para que el
sistema pueda determinar la amplitud de los movimientos y el tamafio (en mm)

de las imagenes a captar a través de la camara.

Area de barrido
En este campo el usuario digita el area de barrido, en milimetros, sobre la cual

se hard el proceso de adquisicidn automatica.

Calidad de enfoque.

En este campo el usuario define la calidad del enfoque a utilizar, teniendo en
cuenta que una mayor calidad de enfoque demanda mayor tiempo de cémputo
y hace al proceso de adquisicion mas lento. El usuario puede seleccionar una
calidad de enfoque avanzada para definir explicitamente la(s) funcion(es) de
enfoque a utilizar asi como también los parametros de medicion del enfoque.
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Para mayor comprension de las funciones de enfoque y los parametros de

medicion ver el informe del proyecto sistema de adquisicion automatica de

imagenes para microscopio dptico. [Enfnque avanzado | Cuando el usuario

selecciona calidad de enfoque avanzada se habilita el boton que abre la

ventana de enfoque avanzado (ver adelante).

Enfoque avanzado.

La ventana de enfoque avanzado (ver figura 4) permite al usuario especificar el

tipo y el area de medida de la funcién de foco. En tipo de medida el usuario

puede seleccionar entre ‘Multiple’ o ‘Central’, y especificar asi si la funcién de

foco realiza un muestreo distribuido o centrado en la imagen original

ASettingsWindow g|
— Parametros de medicion——— — Funciones de foco
EE Funcion 1 laplacian j
N []Funeian 2 J
[]Funeian 3 J
Tipo de medida Multiprtual j
Area de medida | 50% -]

Figura B 4 Ventana de opciones de enfoque avanzado.

ENFOQUE AVANZADO

MODO DE MEDICION

DESCRIPCION

Central

La funcion de medida de foco se aplica solo en

una region en el centro de la imagen original
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Multi

La funcion de medida de foco se aplica en cuatro
regiones distribuidas en la imagen original.

Tabla B 2. Modos de seleccién para el area de medicién

En area de medida el usuario especifica qué porcentaje en area
de la imagen original sera analizada. Esto influye en el tamario de

las regiones especificadas en modo de medicion

En funciones de foco, el usuario puede seleccionar hasta tres, para hacer un
calculo redundante del foco de la imagen. El algoritmo de enfoque utiliza
principalmente la primera funcion de foco y hace uso de la segunda y tercera
funcion de enfoque para verificar los resultados. Esto, obviamente afectara el
tiempo del enfoque.

Patron de barrido predefinido

Si el usuario habilita esta opcion, sobre el drea de adquisicion, el sistema
llevara a cabo un patrén de barrido que inicia en la esquina superior izquierda y
avanza con movimientos en la direccion del eje X. Si el usuario deselecciona
esta opcién, una vez definidos los demas parametros de la configuracion,

debera definir el patrén de barrido (ver definicion del patron de barrido)

DEFINICION DEL PATRON DE BARRIDO

El patrén de barrido corresponde a los movimientos que va a realizar el
microscopio para hacer el barrido de la muestra. Deshabilitando la opcion
Patrdn de barrido predefinido de la ventana de configuracién general, se abre el
cuadro de didlogo Definir patron de barrido (ver figura 5). En Patrones el
usuario puede seleccionar entre establecer un patron predefinido o, si lo
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prefiere, crear paso a paso su propio patron manual. También puede

especificar el area de barrido.

Definir Patron de barrido |
Purta de inicio |
— Patrones

=

{=' Predefinidos ILEﬁ_Right ,i
T Manual Creat ahota |

Area de barrido I 11 * I 11 iy}

4 x5 Muestras
1184 x 1365 ITirn
& Aumerito Cancelar | Aceptar |

Figura B 5 Ventana para definir el patrén de barrido.

Dado que en el ocular del microscopio no se puede observar la totalidad del
area de adquisicién (sino una porcion de ésta), el sistema la divide tantas
Muestras como sea necesario para abarcar toda el area de barrido. Durante el
proceso, el sistema ira posicionando el ocular del microscopio en cada una de
estas muestras hasta completar toda el area de adquisicion. En la parte
izquierda de la ventana Definir patron de barrido aparece una vista preliminar
de la forma en que el sistema dividira el area de barrido. La vista preliminar
muestra ventanas proporcionales a las ventanas de adquisicion real y, en la
parte inferior, aparece alguna informacion sobre el &rea de barrido (ver figura
6).
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Punto de inicio |

* PUNTO DE INICIO

VENTANAS DE ADQUISICON

-

A ESCALA
4 ® 5 Mugsttas —————— MIMERO DE MUESTRAS
1184 %1385  mm y AREA REAL
dx sumertn ———— AUMENTO SELECCIONADO

LS r

Figura B 6. Vista preliminar del area de barrido. En amarillo aparece el punto de inicio del

barrido.

El &rea indicada en la informacion de la vista preliminar es el

drea de barrido real de adquisicion. Esta puede ser

ligeramente mayor al area especificada por el usuario dado
que, por limitaciones en la resolucion del sistema mecanico,
las ventanas de adquisicion solo pueden tener tamanos discretos (ver area de

barrido)
Patrones Predefinidos

La herramienta cuenta con cuatro patrones predefinidos entre los cuales el

usuario puede seleccionar el de preferencia.
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PATRONES PREDEFINIDOS

TIPO DE BARRIDO DESCRIPCION

Barrido con movimientos laterales. Por defecto,

E el sistema asume que la posicion de inicio
corresponde a la esquina superior izquierda de la
Left-Right muestra.
IH ” Define un barrido con movimientos hacia arriba y
hacia abajo. Punto de inicio por defecto en
in rior izquier
Up-Down esquina superior izquierda
Define un barrido en espiral hacia adentro. El
Iﬂ punto de inicio por defecto es la esquina superior
izquierda y NO puede ser modificado por el
Circle-In .
usuario.
Barrido en espiral hacia fuera. Al seleccionar este
"_EI patron el usuario debe asegurarse de que la
posicion inicial del objetivo del microscopio se
Circle-Out encuentra mas o menos en el centro de la

muestra

Tabla B 3. Patrones de barrido predefinidos

Para los patrones Left-Right y Up-Down el
usuario puede modificar el punto de inicio
pulsando el botén y sefalando en la vista preliminar, con un

clic del Mouse, el nuevo punto de inicio.
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Patron de barrido manual
Esta opcidén de patrén de barrido le permite al usuario definir paso a paso el
patrén o recorrido que realizard el sistema en el proceso de adquisicion. Al

activar la casilla correspondiente, el usuario puede iniciar la definicién del

patron de barrido manual pulsando el botén

Luego, la herramienta pide al usuario indicar el numero total de muestras que
desea tomar (que corresponde al nimero de ventanas de adquisicion), y el
usuario puede proceder a senalar con el Mouse, una a una, las muestras que
desea adquirir. El proceso de barrido se hara en el mismo orden en que el

usuario senalé durante la definicion del patrén manual.

AREA DE BARRIDO

Para definir el area de barrido el usuario digita el area de adquisicién en las
casillas correspondientes. Dado que el sistema mecanico solo permite
desplazamientos horizontales con una resolucién limitada (pasos de 148um en
X'y de 304um en Y), el sistema ajusta automaticamente el area de barrido al

mayor valor posible mas cercano al seleccionado por el usuario.

B.3 ADQUISICION AUTOMATICA
Una vez el usuario configura una nueva adquisicion o carga una configuracion

de adquisicion guardada (ver cargar configuraciéon), se abre la ventana

correspondiente a adquisicion automatica. Inicialmente, la ventana se muestra
como se observa en la figura 7. La ventana inicial muestra una vista preliminar
del area de adquisicién (la misma que se puede observar al definir patrén de
barrido). También se puede observar una barra que indica el progreso del
proceso y un texto Status que indica la accion actual que esta realizando el

sistema (que puede ser Moviendo platina, enfocando o guardando imagen).

Para iniciar la adquisicion automatica, el usuario solo debe pulsar Start

el botdn y permitir que el sistema realice la adquisicidn, la cual una vez iniciada,

no se puede interrumpir antes de haberse terminado.
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—

Figura B 7. Ventana para realizar el proceso de adquisicion.
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A medida que el sistema va
recorriendo la muestra, en la vista
preliminar se va mostrando una
impresibn a escala de las

imagenes adquiridas. Al mismo

tiempo, la barra de progreso va
avanzando y el texto de Status
indica la accion actual que esta

realizando el sistema.

Una vez culminado el barrido, se

armhlar

activaran los botones de ampliar

imagen, ensamblar y sub-barrido. Completado

Estatus Enfocando

Figura B 8. Visualizacion de la adquisicion

Ampliar Imagen

Una vez se ha terminado el barrido y se activa el boton el

usuario puede ampliar cualquiera de las imagenes en las que se subdivide la

vista preliminar. Para esto, el usuario pulsa el botén y luego

sefiala con un clic del Mouse la imagen que desea ampliar. Esta aparece

ampliada en la parte derecha de la ventana de adquisicion. Ahora si el usuario

desea ver la imagen seleccionada en tamano real (con la

resolucidon en pixeles que fue tomada), puede pulsar el botén y la imagen se
abrira en una ventana independiente que le permitira al usuario guardarla si lo
desea.

Ensamblar imagen
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La funcion de este boton no se ha desarrollado aun pero esta abierto a mejoras

futuras en la herramienta.

Sub Barrido

Una herramienta muy préactica y de bastante utilidad durante la revision de una
muestra es el Sub barrido. Una vez terminada una adquisicién en un aumento
inferior a 40x, el usuario puede definir de manera muy sencilla un segundo

proceso de adquisicion sobre una region de la muestra ya adquirida.

Para realizar un sub barrido, el usuario pulsa el botén y luego
selecciona, sobre la vista preliminar, un recuadro con el Mouse para definir la

regién donde desea efectuar el sub barrido (ver figura 8)

[Ampliar imagenl [ Ensamblar l [ Sub Barrido J

Figura B 9. Adquisicion finalizada

Para definir seleccionar area de sub-barrido se hace clic con el Mouse y se
arrastra el puntero hasta encerrar el area deseada.

A continuacion la herramienta pregunta con qué aumento se va a realizar el
barrido y si se desea un patron de barrido automatico o si el usuario prefiere

definir el patrén en la ventana de Definir patron de barrido.
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Al efectuar un sub barrido el usuario debe cambiar, manualmente,
al aumento del microscopio al valor deseado. Sin embargo, no
debe modificar la posicién de la platina pues esta se reubicara

automaticamente.

B.4. GUARDAR Y CARGAR UNA CONFIGURACION
Con la herramienta AScope el usuario puede definir una configuracién de
adquisicién y guardarla para realizar la adquisicion mas tarde o para adquirir

nuevas muestras con la misma configuracion.

Para guardar una configuracion Carchive
> | Archiva

una vez en la ventana de MNugva adquisicicn »

adquisicion, el usuario selecciona Abrir imagenes

, Guardar Imagenes Adquiridas
el men: Sali Pararmetros de adquisicion
Archivo>>QGuardar>>Parametros Imagen seleccionada

de adquisicion.

Para cargar una configuracion guardada, el usuario debe seleccionar la opcion
Cargar Adquisicion en la ventana de inicio de AScope.

B.5. GUARDAR Y CARGAR IMAGENES ADQUIRIDAS

La herramienta AScope permite también guardar y cargar imagenes adquiridas.
Para guardar, después de terminar un barrido en la ventana de Adquisicion
Automatica, se selecciona Archivo>>Guardar>>Imagenes adquiridas. Es

posible cargar imagenes desde la ventana de inicio de AScope.

Una vez en la ventana de adquisicion automatica es posible
abrir imagenes guardadas previamente seleccionando

Archivo>>Abrir imagenes
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B.6 INFORMACION EN PANTALLA

Una vez se inicia la herramienta AScope, en la pantalla de comandos comienza

a aparecer informacion sobre las acciones llevadas a cabo por el usuario y las

respuestas de la herramienta a dichas instrucciones. La informacion en pantalla

resulta particularmente 0til al describir los siguientes eventos:

v
v
v
v

Informar sobre detecciéon de Hardware (camara y puerto paralelo)
Informar sobre configuracion de Hardware

Informar sobre errores en la deteccion y configuracién del hardware.
Describir una configuracién de adquisicién al seleccionar Cargar
Adquisicion

Dar informacion sobre los pardmetros de barrido al seleccionar sub
barrido.

Informar sobre procesos de guardar configuraciones o imagenes

Al final de una sesién de trabajo, el usuario puede revisar la ventana de

comandos vy verificar las diferentes acciones llevadas a cabo durante la sesion.
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ANEXO C. PLANOS Y FOTOGRAFIAS ILUSTRATIVAS

El soporte mecéanico para los motores X-Y comprende un conjunto de cinco
piezas, que ensambladas tienen el aspecto que se muestra en la figura C1.
Las figuras C2 a C6 detallan cada una de estas piezas. Posteriormente se

muestran fotografias del microscopio

Figura C 1. Soporte mecénico de los motores.
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Figura C 2. Pieza numero uno.
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Figura C 3. Pieza numero dos
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Figura C 4. Pieza nimero tres
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Figura C 5. Pieza numero cuatro.
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Figura C 6. Pieza nimero cinco.
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Qcular Montura para acople de camara

Tornillo Micrométrico
Objetive

Muestra

Platina

Tornillo Macrométrico

Perillas movimiento
platina

Figura C7. Principales partes del microscopio a automatizar

38 1MW)

Figura C8. Disposicion del sistema mecanico para controlar las perillas de los movimientos X-
Y de la platina del microscopio
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Figura C9. Disposicion del sistema mecanico para controlar el tornillo micrométrico

Figura C10. Vista general del control de movimiento de la platina
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Figura C11. Microscopio con las partes mecanicas adicionadas para su automatizacion.
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