Captacion Digital de Imagenes

Formatos, tipos y calidades
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Fotografia Digital

Abre nuevas oportunidades dentro de la microscopia a nivel de almacenaje,
tratamiento y analisis de imagen.
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Existen varia maneras de transformar una imagen bidimensional en un archivo
de informacion binaria: imagen vectorial y bitmap.

*VVectorial: recogen caracteristicas
de la imagen (tamafo, situacion,
orientacion,...) y estos datos son
registrado por medio de bytes (8bits,
256 oportunidades). ElI ordenador
por medio de calculos y operaciones
matematicos reproduce la imagen
en pantalla.
Formas
técnico,...
Archivos pequenos.

Manipulacion comoda y sencilla.

La escala no influye en el tamafio
informatico.

geomeétricas, dibujo

Imagen Digital

*Bitmap o raster: consiste en dividir
la imagen en partes mas pequefias
(cuanto mas pequenos y numerosos
mejor), pixel (“picture element”). El
archivo resultante anota
dimensiones de la imagen, filas y
columnas de pixeles, resolucion y
caracteristicas de color d cada uno.
Imagenes fotograficas,...

Representa imagenes complicadas
para la imagen vectorial.

Permite control de las tonalidades y
matices del color asi como Ila
aplicacion de filtros sobre cada pixel.
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Creation of a Digi

Una imagen digital en escala de Analog Image
grises es una matriz de MxN '
elementos numeéricos cuyos valores
posibles van del 0 (negro) al 255
(blanco), siendo este numero Ila 4 SEsrmRSes
intensidad luminosa en el 2 et 0o el
determinado punto o pixel (origen de ® ) ©

la imagen se encuentra en el Color Digital Images and RGB Histograms
extremo izquierdo superior). 8-bits . :
Una imagen digital a colores esta
formada por 3 matrices de MxN
elementos numeéricos en cada una
de las bandas espectrales (RGB,
MCY) de cada pixel, a diferencia de
las imagenes en escala de grises,
las imagenes a color requieren de la
combinacion de las 3 bandas de
color, para representar el color de un
pixel. 24-bits
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nd Gray Levels in Digital Images
Bit & Bit 7 Bit 8 Bit 10 Bit

La cuantificacion de una imagen es ‘
independiente del tamafo y Ila ‘ |
resolucion. La profundidad del color T — | |

se refiere al nimero de bits utilizados
para describir el tono de cada pixel.
Determina el nUmero de colores.

Gray Levels —————————p
(Bit Depth)

Para caracterizar los colores del espectro visible se utilizan los tres colores
primarios (rojo, verde, azul) de dos formas diferentes:
(RGB, 3 bhytes, 2563colores) y( (CMY, 3 bytes, sistemas de
impresion). Sistema CMYK incorpora el negro (un canal mas de color, 4 bytes,
2564colores)

pmo el
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Existen otros siste
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RGB o CMY, trabaj

ation, Ligthness):
r ya que sigue en
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Formatos Graficos

erentes formatos de archivo: vectorial o
asociado a un programa concreto

Una imagen digital puede tene
raster, uso general (formatd
(formato nativo: PSD, CDR, DV

*PICT (MaclIntosh)

*GIF (Graphics Interchange Format)

*PNG (Portable Network Graphics)
*PCD (Kodak Photo-CD)

sFlashPIX

EXIF

Imagen Digital
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BMP, Windows Bitmap
Formato estandar de Windows, compatible con todos los programas de este
sistema operativo. Trabaja en blanco y negro, escala de grises, RGB. No
soporta CMYK. Archivos de gran capacidad solo comprimibles con sistema
RLE.

TIF/ TIFF, Tagged Image File Format
Creado para guardar y editar imagenes en escala de grises de alta resolucion
aungue revisiones posteriores lo convirtieron en un estandar para las
impresiones profesionales (CMYK). Soporta varios tipos d compresion LZW
para profundidades de color altas o TiffPackbit para imagenes en blanco y
negro.

JPG/JPEG ,Joint Photographic Experts Group
Formato de compresion para imagenes tipo TIF. Conserva informacion de color
de hasta 24 bits. Utiliza descompresion con pérdidas por lo que no se aconseja
comprimir una imagen que vaya a ser editada. Competitivo en Internet pero
desapropiado para impresion. Alternativa JPEG 2000.

Imagen Digital
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RAW

No es un archivo de imagen en si mismo (es necesario disponer de un software
adicional para poder ver su contenido).

Es un formato propietario (existe una iniciativa llamada OpenRAW que trata de
forzar a los fabricantes a homologar el formato, pero de momento no lo han
conseguido).

Almacena al menos 8 bits por color (rojo,verde y azul) aunque la mayoria de las
camaras reflex digitales almacenan 12 bits por color.

Es un formato sin compresion (una camara de 8 megapixels producira un
fichero RAW de 8 MB).

Almacena toda la informacion (sin pérdida) recogida por el sensor de la
camara.

Permite mostrar sombras y claros.

Tiene un contraste menor.

Es menos nitido.

No se puede imprimir directamente desde la camara o sin realizar antes un
postprocesado.

Es de solo lectura (los cambios realizados se almacenan en otro archivo).
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Pixel

Dimensions

16 x 16
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Grayscale
(8-Bit)

2k
6k
18k
66k
77k
258k
302k
470k
770k
1,282k
1,877k
3,960k
8,002k
11,522k

2k
13k
49k
193k
226k
769k
901k
1,407k
2,305k
3,841k
5,626k
11,869k
24,001k
34,561k

5k
12k
22k
24k
52k
56k
75k
104k
147k
161k
276k
458k
611k

TIFF
(24-Bit)

2k
13k
49k
193k
226k
770k
902k
1,408k
2,306k
3,842k
5,627k
11,867k
24,002k
34,562k




Compresion

Es una técnica de anotacion de datos que se utiliza para reducir el tamafio de
un archivo. Los archivos informaticos constan de una cadena de un cddigo
binario. Con la compresion se sustituye la cadena original por otra mas corta
gue permita reconstruir los datos iniciales.

Los métodos pueden ser reversibles o con pérdida de datos. También se
clasifican en adaptativos o estadisticos, ho adaptativos y semiadaptativos.

Adaptativos: el mas y sencillo es el RLE (Run Lengh Encode) que consiste en
sustituir series de valores repetidos con un indicador numérico. LZW (Lempel-
Ziv-Welch).

No Adaptativos: se establece una tabla de codigos basada en la asuncion
estadistica de que ciertas combinaciones de bit son las mas repetidas en una
cadena. Codigo Huffman, se puede usar de forma semiadaptativa.
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Actualmente se dispone de diferentes tecnologias de captura de imagen digital:
PMT, CCD, CMOS.

PMT
Los tubos fotomultiplicadores sirven para amplificar la carga eléctrica producida
por un estimulo de una luz incidente. Son mas sensibles (mayor rango
dinamico) y fiables que los CCD, pero carecen de discriminacion espacial ya
gue son muy caros (uno para cada color primario). Se utilizan solo en
dispositivos que exploran punto por punto (confocal, espectrofotometros,...).

CEE
Coupled Charge Device (dispositivo de blogueo de carga) es un fotorreceptor
electronico formado por sensores de silicio que producen y retienen cargas
eléctricas producidas por la intensidad de luz incidente.

CMOS
Complementary Metal-Oxide Semiconductor, aungue menos costoso que los
CCD sigue siendo menos sensible y mas inestable. Ventajas: composicion,
fabricacion, consumo, integrar medicion y procesado, lectura de los datos
independiente para cada pixel.
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Actualmente se dispone de diferentes tecnologias de captura de imagen digital:
PMT, CCD, CMOS.

PMT
Los tubos fotomultiplicadores sirven para amplificar la carga eléctrica producida
por un estimulo de una luz incidente. Son mas sensibles (mayor rango
dinamico) y fiables que los CCD, pero carecen de discriminacion espacial ya
gue son muy caros (uno para cada color primario). Se utilizan solo en
dispositivos que exploran punto por punto (confocal, espectrofotometros,...).
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EECP
Coupled Charge Device (dispositivo de blogueo de carga) es un fotorreceptor
electronico formado por sensores de silicio que producen y retienen cargas
eléctricas producidas por la intensidad de luz incidente.

CMOS
Complementary Metal-Oxide Semiconductor, aungue menos costoso que los
CCD sigue siendo menos sensible y mas inestable. Ventajas: composicion,
fabricacion, consumo, integrar medicion y procesado, lectura de los datos
independiente para cada pixel.
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Coupled Charge Device

Una vez se produce la reaccion
eléctrica a la luz los sensores se
bloguean para proceder a la
medicion de las cargas, que son
enviadas ordenadamente a un
conversor analogico digital que las
mide por comparacion de voltajes de
referencia y los anota en bits. En la
mayoria de los dispositivos los CCD
son matriciales.

Common CCD Image Sensor Formats
{Dimensions in Millimeters) 23 Inch
1/2 Inch

113 Inch

Imagen Digital

Integration of |, I YROR Y "..i
Photon-Induced ' h
Charge '
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Array

Parallel Register
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-------
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Serial Register . - . i
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Parametros CCD
Previa adquisicion de un dispositivo de captura debemos tener en cuenta
nuestras necesidades y las caracteristicas de la camara.
Resolucion: n° de pixeles utilizados para la construccion de una imagen. Es
recomendable que la resolucion de la camara sea el doble que la resolucion
éptica del objetivo. Airy Disk Separation and the Rayleigh Criterion

Not
snlved

(<}

1756 x 175 88 x 88 58 x 58

44 x 44 22 x 22 1Mx1
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Parametros CCD
Previa adquisicion de un dispositivo de captura debemos tener en cuenta
nuestras necesidades y las caracteristicas de la camara.

Resolucion: n° de pixeles utilizados para la construccion de una imagen. Es
recomendable que la resolucion de la camara sea el doble que la resolucion
éptica del objetivo. Airy Disk Separation and the Rayleigh Criterion

Objective ReS(_)Iu_tion _Projected Requir_ed Pixel

(numerical aperture) I__|m|t Slze_on D .5'2e
(microns) (microns) (microns)

4x (0.20) 1.5 5.8 2.9
10x (0.45) 0.64 6.4 3.2
20x (0.75) 0.39 7.7 3.9
40x (0.85) 0.34 13.6 6.8
40x (1.30) 0.22 8.9 45
60x (0.95) 0.31 18.3 9.2
60x (1.40) 0.21 12.4 6.2
100x (0.90) 0.32 32.0 16.0
100x (1.25) 0.23 23.0 11.5
100x (1.40) 0.21 21.0 10.5
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Parametros CCD
Previa adquisicion de un dispositivo de captura debemos tener en cuenta
nuestras necesidades y las caracteristicas de la camara.

Resolucion: n° de pixeles utilizados para la construccion de una imagen. Es
recomendable que la resolucion de la camara sea el doble que la resolucion
éptica del ObjetiVO. Airy Disk Separation and the Rayleigh Criterion

Variables Affecting Sensor Dynamic Range
Integration Time (Milliseconds)

"
Resolved
10 100 1000 10* |
26K | : 3 . & ="
——— Dynamic Range - ==
§'ZI:IK , (@
E 15 ' Rango dinamico: maxima sefial alcanzable
Dynamic Range . - . s gs
8 o b ook (capacidad de el elemento sensible del CCD) dividido
Wil «] por el ruido de la camara (sefal oscura y ruido de
o | lectura): Dynamic Range (dB) = 20 x Log(Nsat/Nnoise)
-40 -30 -20 10 O 10 20 30 40 50 &0
Temperature (Degrees Celsius) CCD Spectral Sensitivities
100 ;
Eficiencia Quantica: es una propiedad de la g L e
respuesta fotovoltdica definida como los & Sl e
electrones creados y correctamente leidos por el £/ cranttl
. .. , . . - g S C&d =
dispositivo por cada foton incidente (sensibilidad). 4 :
Es importante para aplicaciones con imagenes §zf SR Hum
=]

gue usan poca luz como la fluorescencia.

a

400 500 600 70O 800 900 1000
Wavelength (Nanometers)

w
=3
=
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Signal-to-noise ratio (SNR):
caracteriza la calidad de la medida y
determina el rendimiento del
sistema.

Blooming: una vez se saturan los
fotodiodos individuales se genera un
exceso de fotones que se exporta a
los sensores adyacentes.

Vertical Overflow Drain Structure

Electrostatic
Potential

Transfer
Gate

Incoming
Photons

Full Photoelectrons
Potential
Well

Velocidad de capturay lectura.
Imagen en vivo.
Adaptabilidad.

Imagen Digital

Signal-to-Noise Ratios in Fluorescence Microscopy

(@) (b) ()

Linealidad: linealidad de la
respuesta de la luz incidente
después de Ila digitalizacion. La
seflal de salida deberia ser
proporcionalmente lineal al total de
la luz incidente en el sensor.

Charge-Coupled Device (CCD) Linearity Plot
— 4500

= 4000 |- —
Linear
&= 3500  Least-Squares
Regression
Analysis

® Signal Level
ata Point

0.0 1.0 20 3.0 4.0 5.0 6.0
Exposure Time (Seconds)
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1. Corregir o mitigar las imperfecciones y defectos de la imagen.

2. Resaltar los detalles importantes suprimiendo informacion adicional.

3. Crear un binario representativo de las estructuras de interés.

4. Definir las medidas sobre las caracteristicas y/o toda la estructura.

Image Processing and Image Analysis

Image Statistical
Image Analysis Analysis
Processing > (Data Processing)

Images
+

Visualization
(Data Graphics)

Imagen Digital
Analisis de imagen



iii MPORTANTE !

La calidad de la imagen:capturada es basica e

Es decir, ¢ a |magen
original ICI
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Recomendaciones Practicas

*Seleccion de la optica adecuada asi como la técnica mas apropiada para
nuestro proposito.

*Centraje del microscopio/lupa con la iluminacion idénea.

Utilizar filtros solo en ocasiones concretas e imprescindibles.

*Enfoque correcto.

«Seleccionar el dispositivo de imagen ajustado al objetivo del analisis.

Imagen Digital

Analisis de imagen



elmagen en vivo, trabajar con menos resolucion para que el enfoque sea mas
rapido.

«Capturar, trabajar con la resolucion optima.

*Tiempo de exposicion. Si aumentamos el tiempo de exposicion conseguimos
aumentar la sefial pero disminuye la velocidad de refresco de la imagen, iria a
saltos. Conseguimos mas luz en la imagen.

*s/Auto exposicion, busca el tiempo de exposicion de forma automatica.
Funciona bien con distribuciones homogéneas de escalas de gris. No se debe
utilizar, Unicamente en el caso concreto de que en tus muestras trabaje
correctamente (nunca en contraste de fases, Normarski, fluorescencia aunque
en campo claro puede funcionar bien).

Ganancia, se refiere al nivel de voltaje en el CCD, no se debe utilizar.
Aumentas la sefal pero con ello aumentas el ruido. Se debe intentar trabajar
con minimos, la sefial sera mucho mas limpia.

«Offset, cuantos valores de negro elimino, es decir, lo contrario a la ganancia.

;\/\ T Ganancia

l Offset

Imagen Digital
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Flat-Field Correction of a Digital Image

. Rawlmage_ Flat Fielq_Fran:le Dark Frame _Qn_:-rrected Image

Eliminar fondo @“‘*?’ 5%; _' ;

(background subtraction, shading) Ll A rrls
.
Result = E;:T::-uwnd —— (b) Al (d)

log(Result) = log(Intensity) - log(Background) EH"‘V\% E L/I %‘[ EHM“
E E E E
l -I;i;e; .Hlu mt;el“ . Plxel Mu mb-er ' .I;I;e..-l ;u mb-er Pixel h]u;nber

Point and Marquee Selection Regions for White Balance Adjustment

o
3o

Balance de Blancos
(White Balance)
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Balance de Blancos
(White Balance)

Imagen Digital
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Histo grama Color Digital Images and RGB Histograms
podemos mejorar el contraste NP T

Grayscale Histograms and Contrast Levels in Digital Images

~ Combined
RGB)
Channels

Pixel Count

0 RGE Levels 255

{d)
I Low
Contrast

(b) Normal
L A Contrast

Red
Channel

Green
Channel

Blue
Channel

co}::ggst

Pixel Count
Pixel Count
Pixel Count

Pixel Count
Pixel Count
Pixel Count

Il

0 Graylevel 255 0 Graylevel 255 0 GrayLevel 255

0 Redlevel 256 0 Greenlevel 255 0  Blue Level 255
Figure 8

Gamma correction

trabajamos sobre la linealidad de la respuesta. Util en fluorescencia ya que
puedes levantar o bajar los valores oscuros.

Dudpud Respooke and Correction Curvis

Gamma Corrections on Stained Mammalian Elastic Cartilage

Figure 2

a 0 e ;ﬂ ;H I'-;ﬂ 00 ToY
Wissa Signal [mi)
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1. Corregir o mitigar las imperfecciones y defectos de la imagen.

2. Resaltar los detalles importantes suprimiendo informacion adicional.

3. Crear un binario representativo de las estructuras de interés.

4. Definir las medidas sobre las caracteristicas y/o toda la estructura.

Image Processing and Image Analysis

Image Statistical
Image Analysis Analysis
Processing > (Data Processing)

Images
+

Visualization
(Data Graphics)
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Routine - Fecundidad-1x.Q5R 04 Jan 2006 13:31:36 Calibration: 14.1 pum/pixel

Specimen ID: GL-04-TL-3-7-c1

Description: central

Imagen: c:\fecundidad\FANECA800\\variables\imagenes\GL-04-TL-2-5-c1res.tif

Todos

Number Area X FCP Y FCP Length Breadth Roundness

(Hm?) (Hm) (Hm)

1 636965.438 445.000 158.000 958.484 831.626 1.029
2 34172.816 175.000 159.000 225.526 197.335 1.087
3 661999.000 529.000 164.000 944.389 902.103 1.009
4 592461.250 379.000 186.000 944.389 831.626 1.044
5 644713.875 485.000 207.000 958.484 873.912 1.036
6 637760.125 570.000 219.000 958.484 873.912 1.028
7 45497.531 220.000 222.000 253.716 225.526 1.061
8 606964.875 633.000 227.000 902.103 845.722 1.019
9 639150.875 320.000 242.000 944.389 873.912 1.025
10 671734.250 388.000 254.000 972.580 873.912 1.023
11 702728.188 453.000 266.000 986.675 916.198 1.042
12 671734.250 519.000 274.000 1000.771 845.722 1.032
13 692794.250 586.000 287.000 986.675 902.103 1.029
14 667760.688 655.000 293.000 958.484 873.912 1.010
15 696370.500 347.000 306.000 972.580 916.198 1.014
16 647495.438 476.000 326.000 958.484 873.912 1.031
17 49272.434 200.000 337.000 267.812 239.621 1.050
18 653455.813 423.000 339.000 972.580 859.817 1.012
19 658621.438 545.000 339.000 944.389 902.103 1.014
20 50265.828 109.000 346.000 281.907 211.430 1.100
21 658621.438 609.000 360.000 958.484 873.912 1.014
22 658621.438 326.000 369.000 944.389 902.103 1.033
23 25232.254 142.000 370.000 183.240 169.144 1.089
24 54239.414 270.000 379.000 281.907 253.716 1.053
25 73709.969 308.000 389.000 338.289 267.812 1.074
26 657628.063 499.000 389.000 944.389 888.008 1.016
27 635773.313 391.000 397.000 916.198 888.008 1.011
28 692992.938 571.000 405.000 1000.771 888.008 1.038
29 622263.125 433.000 420.000 972.580 817.531 1.063
30 738689.125 511.000 457.000 1057.152 888.008 1.027
31 672727.688 574.000 473.000 958.484 888.008 1.012
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