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CONVERSION DE PiXELES A MICRAS PARA CAMARA OPTIKA BV9

1- ELEGIR LA RESOLUCION ADECUADA (1280x960 O 800x600) EN EL PROGRAMA DE LA CAMARA.
2- ASEGURARSE QUE LA RESOLUCION Y LA CALIBRACION EN EL PROGRAMA DE LA CAMARA SON LOS CORRECTOS

ANTES DE ADQUIRIR LA IMAGEN.
3- USAR EL TAMANO DE LA IMAGEN Y EL OBJETIVO EN EL PROGRAMA DE ANALISIS DE IMAGEN “IMAGEJ” PARA

CALIBRAR LAS MICRAS CORRESPONDIENTES.

TAMARNO DE LA
IMAGEN OBIJETIVO MICRAS

ROJO 1430
AMARILLO 550

1280x960
VERDE 280
AZUL 111
ROJO 1643
AMARILLO 673

800x600
VERDE 343
AZUL 135

CODIGO ASCII MICRAS = ALT 230



USANDO EL PROGRAMA IMAGE J

OPERACIONES BASICAS. BARRA DEL MENU (NO ICONOS)
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"More Tools" menu (switch toolsets or add tools)

En submen [IRE nos encontraremos las operaciones basicas a realizar con el archivo de imagen que se vaya a tratar.

Las mas importantes seran: @43\ OIHINEYNWVIHES (ejemplos del programa), [IWidelyI, AW revertir a la imagen

original cuando el comando [B]\Ib]®] no es suficiente), ¥A\Yd (guardar) y A\YYW:Y (guarda en distintos tipos de archivos).
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En el submenu nos encontraremos algunas de las operaciones de tratamiento que se podran realizar sobre la
imagen. Las mas habituales seran: (sdlo la dltima operacion, y en algunos casos en el que la imagen ha sido muy
tratada es imposible revertir completamente. En estos casos es mejor emplear el comando Ay, [O8L, [ColaY,
, , (muy util en el caso que se quieran rellenar dreas de la imagen para que no interfieran),
(invierte los colores de la imagen). En estdn las configuraciones de las herramientas que aparecen en forma

de iconos por defecto dentro del programa: {elSl\[sJ3sa{esmuyelell, \W/\\[odugelell N\ el\Afele]l (:{eldIN=gIKe]
©1plel\|, etc.
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: Es uno de los submenus que mds se empleara en el tratamiento de las imagenes para su analisis. Se encuentra
el comando (donde se puede convertir la imagen en funcién de los bits), (donde se pueden ajustar los
niveles de brillo y contraste, y donde se encuentra que se empleara para resaltar las areas de analisis), y
finalmente (donde se puede transformar una imagen a sus datos numéricos).
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Otro de los submentis mas importantes es el de [JNOJ88%, donde se encontrardn comandos como: (suavizar
laimagen, con desenfoque), (aumentard la nitidez y el contraste de la imagen, lo contrario a ),
(comando para detectar los bordes cuando se quieren hacer medidas sobre zonas muy concretas cercanas al
borde, por ejemplo forma de la una particula), (mejora automatica del contraste). Otro de los
comandos mas importantes es el de (este comando se suele usar con asiduidad para preparar una imagen
antes de su analisis y pasarla a blanco y negro).
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El submenu es uno de los mas importantes puesto que en él se encontraran los comandos para poder realizar
el andlisis de imagen y obtener los resultados a partir de ella. (medida de laimagen activa, por defecto mide
la imagen sin diferenciar nada dentro de ella), (por defecto mide aleatoriamente en funcién de la
Gltima operacion realizada), YNNI, (son las ventanas que apareceran con los datos
analizados) SARYIFINVEEVIAN (en el podremos elegir las magnitudes a medir: érea, esfericidad, compacidad,
redondez, didmetro feret, etc.). (se emplea para calibrar la imagen que se ha tomado, por ejemplo pasar
de pixeles a micras, cm, mm, etc., es decir, unidades de medida. Para lo cual es necesario saber a cuantos pixeles
corresponde la unidad de longitud elegida).
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(se usa cuando es necesario calibrar la escala de grises de la imagen. Es una operacion muy complicada que
no se suele hacer, es preferible trabajar sobre una buena imagen). (es la distribucién de frecuencias de
colores de la imagen que esté en uso). (traza el gréfico de distribucidn de colores — en escala de grises
—de la linea o seccidn que resaltemos, es un perfil colorimétrico. Si se pulsa en la parte inferior del grafico “LIVE” se
actualizara el perfil colorimétrico segiin movamos la linea. Segun el grosor de la linea tendremos la media de los valores
dados por ese grosor. También se emplea para areas. Los resultados se pueden salvar como una hoja Excel).
(traza un perfil en un area determinada, para lo cual es necesario pasar a escala de grises 8 bits)
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En el submenld de TOOLS se pueden encontrar comandos como: YAA\INAEEeIe I[N IS, (FiVXaay:l [:fe)@eelul\h],

ANTNRZA NN E2vid |, OOV ShmplN(e, OIMVV:WAElEY (para la seleccion de areas), como mas interesantes y que se
emplean habitualmente OAXNRY:\R (utilidad que se emplea para poner la leyenda del tamano de la micrografia. En
este caso es necesario haber empleado SAR®:\XMS para tener calibrada la imagen antes de poner la leyenda).
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En el submenu de , se encuentran ubicados los comandos: (donde se pueden instalar macros
concretas para determinados usos, programar macros especificas, etc.), (teclas que sirve para agilizar el
uso de comandos), (donde se puede encontrar , y comandos relativos al propio programa),
(una vez realizada la macro se debe compilar para poderla usar), (en este comando se podrdn
instalar plugins, macros, o scripts).
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La parte mas interesante en este submenu son los comandos 3D, donde se encuentra la herramienta
(donde se simula la superficie en funcién de los valores de colorimetria). En estan los
comandos (donde se puede aplicar un grupo de medidas sobre una carpeta de archivos siempre y
cuando se puedan aplicar las mismas condiciones. No es conveniente para microestructuras complejas),
(puede contar particulas y fases de formas determinadas, inicialmente hay que definirlas), ,
FILTERSAGRAPHICS) (especifico para distintas dreas de conocimiento), PROCESS, etc. Interesante es el
comando en su herramienta (opera como un pequefio programa dentro de la aplicacién
principal). Por ultimo, en se encuentra la herramienta de (que realiza un barrido de linea
dentro de la imagen).
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El submenu de WINBIOMS configura el interface de la aplicacidn, y el submenu [gl38¥ presenta ayuda en cuanto
instalacion, documentacidn, recursos variados y actualizacion en linea.
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EJEMPLOS

Microscopia Optica de Polvo

1) Calibraciéon de la imagen: Emplear el comando JHBJ®:\3 en Analyse>Set Scale.
2) Colocar el tamafio de la imagen en pixeles y la distancia conocida determinada por la calibracion del programa

de adquisicidn de la cdmara del microscopio. Ejemplo: 1280 pixeles, objetivo verde corresponde a 280 micras

(1) y unidades micras (i) [mantener pulsado Alt tecleando 230].
3) Comprobar que en la parte superior de la imagen aparece la calibracién en micras () [280x210 p (1280x960)]
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4) Poner etiqueta o leyenda correspondiente a micras en las micrografias, seleccionar JUARMYNN. Siempre es
conveniente hacer una copia de la imagen para poner la etiqueta de las dimensiones (micras). En este caso
podremos guardarla, pero no trabajar sobre ella puesto que la etiqueta interferira sobre las medidas.
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5) Guardar la nueva imagen en otro formato usando el comando JXYFXM. El mas comUin para posteriormente
imprimir es el , dando una buena calidad de imagen para un menor tamafio de archivo. Si no
gueremos perder informacion podemos grabarlo en otros tipo de archivo como pueden ser .tiff, .omp, .png,
etc. Incluso se puede grabar como datos de texto (.txt) en el caso que queramos posteriormente extraer datos
numeéricos de la imagen para tratarla con un programa como el Excel (usuarios avanzados).
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6) Mejora de las imagenes para su tratamiento posterior. En muchos casos es preferible tener una mayor nitidez
o que las distintas fases estén mas contrastadas. Para mejorar las imagenes como minimo habra que aplicar
distintos filtros para poder mejorarla. Los comandos mas empleados son SiEIfelsly] v (Al ElleR e lie ;.
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7) En algunos casos, y para aplicar algin comando o herramienta, se tendra que trabajar sobre una imagen en
escala de grises (8 bits) o en blanco y negro (binario). Para ello se emplearan los comandos de Escala de Grises
(Image>Type>8-bit) o de Binarizar (Process>Binary> Make Binary). Siempre es conveniente
aplicar los comandos de mejora de imagen (anteriormente descritos) antes de aplicar cualquiera de estas dos

operaciones.
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8) Una alternativa para mejorar las condiciones de una imagen es usar el comando . Aunque
se puede emplear el comando automatico , en determinadas ocasiones es mejor ajustar el
brillo y el contraste de forma manual. Para esto se empleara el comando (Image>Adjunt>
Brightness/Contrast)
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9) En ocasiones, poder operar sobre una imagen es complicado debido a que las fases/particulas estan
acumuladas o aglomeradas y se hace dificil su conteo para sacar datos. Existen filtros que pueden ayudar a

solucionar este problema: [Jgelels, [BIIEIE, m, Ol=, ONINE, NESNINE, etc. Estas operaciones se

encuentran en Process>Binary. La mayoria de ellas necesitan que se mejore y binarice la imagen original.
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10) Para caracterizar manualmente una imagen cuyo tratamiento no permite analizarla de forma automatica se

puede emplear el comando (Varita). Si se pincha dos veces sobre el icono kN de la barra de
herramientas podemos ajustar la tolerancia del comando. Con este comando es posible seleccionar areas
determinadas graduando la tolerancia que deseemos para que se adapte mejor a la forma. Pulsando
simultaneamente la tecla “” se pueden afiadir areas seleccionadas si queremos medir el global.
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11) La herramienta Wand itelo]| también se puede emplear en escala de grises y en este caso aparecera una segunda
opcion dentro de la ventana de Tolerancia, que se puede seleccionar y aparecerd una
capa sobrepuesta sobre la imagen (de color rojo). Si se quieren medir particulas aisladas no es conveniente
esta operacion, si es posible y el contraste es adecuado, es mejor operar sobre la imagen original. Con la
operacién de se puede ajustar la capa creada sobre la imagen. La operacion de
soIo es conveniente si el usuario es experto.
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12) Para el conteo de partlculas de una mlcrofotografla de forma manual es conveniente familiarizarse con el
comando . Aunque el conteo manual es algo laborioso, si se quieren tener datos a partir de
imagenes complejas es un método sencillo. Lo conveniente es hacerse con un amplio muestreo (mas de 50
medidas) sobre distintas imagenes para poder realizar después un estudio representativo. Ejemplo: conteo de



particulas retenidas en tamiz de 20 micras. Se observa que muchas de las particulas estan aglomeradas debido
a una mala dispersidn, aun asi es posible contar particulas si se han tomado diferentes imagenes. La eleccion
de los parametros que se analizaran de cada particula aparecen en SIRVIFNUINAVIANY]. Si se activa
las particulas que se vayan midiendo se iran sefialando. Para ir midiendo se sefiala la particula con el
e inmediatamente se selecciona (Analyze> Measure) de esta forma segun se vayan
tomando los datos se irdn integrando dentro de una tabla de valores que posteriormente se puede exportar
a Excel para trabajar con ellos.
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Aparte del comando de [WEIMEe] se puede emplear también el [FeElaleYIdlo]al Jﬂ en la misma operacion y

sobre la misma imagen. De ese modo aquellas particulas que no se pueden diferenciar con el WElislKelel se pueden
seleccionar a mano. Se opera de la misma forma, cada vez que se sefale una particula se selecciona ¥4,

Imagel = "
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Count: 31 Min: 45.431
Mean: 99.528 Max: 163.788
StdDev: 28.568 Mode: 104.609 (7)
Bins: 10 Bin Width: 11.838
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En el ejemplo se observa como algunas particulas se han sefialado a mano mediante el , solo las
mas evidentes. Para comprobar si esta siendo correcto el analisis se puede hacer la gréfica de una distribucién de
Gauss, para ver si se va aproximando a una campana de Gauss o distribuciéon natural. Se observa que aunque no
cumple completamente se va acercando (la distribucién realizada sélo con el Wand tool no se acercaba a la forma
acampanada). Al aumentar el nimero de resultados juntando los datos de distintas imagenes se puede conseguir un
buen analisis de las caracteristicas de las particulas.

Microscopia Optica de Fases del Polimero

1) Calibracién de la imagen en micras (u) [550x412,5 u (1280x960) aparece en la imagen calibrada][Nota: La
imagen siempre se debe calibrar antes de empezar a medir, pero para hacer mejoras en la imagen no es
necesario calibrarla dimensionalmente, en todo caso si se quiere calibrar en cuanto a color (usuario experto)].

2) Mejorar laimagen si es posible, aplicar los filtros de , , etc.

3) Determinar el mejor método para medir, porque se pueden emplear varias opciones. La imagen puede tener
ralladuras que ha sido muy dificil eliminar. EIl método mas sencillo para este tipo de imagen pasar a
(Image>Type>8-bit) y despues binarizar (Analysis>Binary) y a partir de ese momento emplear los
comandos de , , , , etc. Primero probaremos con ellos, teniendo cuidado de emplear de
uno en uno para poder aplicar (Edit>Undo) cuando sea necesario. En el ejemplo se emplea el comando

SRS (Analysis>Binary>Fill Holes)
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[Nota: Se puede emplear herramientas de Dibujo para mejorar la imagen en el caso que sea necesario previamente a
la operacion de [FlINgEIES &[4 al” Enel ejemplo para evitar que se junten varias dreas de la imagen debido a los

arafiazos. Pinchando dos veces sobre el icono del Pincel I8 |4 se puede elegir el color que deseemos, en este caso
el idéneo seria negro, asi como el grosor]

Resultado Fill Holes sin Pincel Pincel previo a Fill Holes Resultado Pincel+Fill Holes

4)

Si s6lo vamos a analizar particulas empleando el modo manual no es necesario porque podemos medir las
areas que estén mejor definidas y podemos hacer el mismo tratamiento para varias imagenes que se
emplearan para obtener un resultado global del material.

5) Aplicacion del Piglgs_alellel para diferenciar los porcentajes aproximados de ambas fases. En el ejemplo, sin

emplear el Pincel para separar las dreas conectadas, da un valor de 48,49% de fase esférica.
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En el caso de haber retocado con el pincel el resultado es de 46,71% de fase esférica. El error entre ambos métodos
es inferior al 10%, pero es alto si sélo se mide sobre una sola imagen.

6) Se podran seguir empleando los comandos de [Agelels], BIENEE, etc., si asi lo consideramos necesario. No

obstante, hay que tener en cuenta que variaran los valores del porcentaje de fases. En ese sentido, es mejor
realizar cualquier operacion que afecte a la medida antes.

Pincel + Rellenar huecos (Fill Holes) Erosion (Erode) posterior
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7) Comenzaremos a medir las areas esféricas con la herramienta . Aplicaremos el método
anteriormente descrito, alternando sucesivamente seleccion con medida. Ajustaremos la herramienta en
funcion de la tolerancia. De este modo tendremos al final una tabla de resultados. Previamente deberemos
haber elegido en los pardmetros que deseemos para caracterizar la fase.
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8) Se puede elegir ver (Analysis>Summarize) y (Analysis >Distribution). Cuando se
selecciona en la tabla de resultados aparecerd la Media (Mean), SD (Standart Deviation —
Desviacion Estandar), Minimo y Méaximo. En , dependiendo de la variable que elijamos nos saldran
unas representaciones. Ejemplo: Elegimos (Redondez como factor de forma), cuanto mas cercano a 1
la forma es mas redonda, cuando mas cercana a 0 mas irregular. Viendo la microestructura la mayoria de las
particulas estaran cercanas a 1. En la opcidn List (dentro de la ventana en la que aparece el grafico) se puede
exportar a Excel para ser representada con el estilo que se prefiera. Los resultados también se pueden exportar
a una tabla Excel [Nota: cuidado con los puntos (Inglés) que dependiendo de la configuraciéon del Excel, a veces
no los transforma a coma (Espaiia)]
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Microscopia Optica de Fases en la mezcla Caolin-Residuos

1)
imagen siempre se debe calibrar antes de empe

Calibracion de la imagen en micras (i) [1430x1072,5u (1280x960) aparece en la imagen calibrada][Nota: La
zar a medir, pero para hacer mejoras en la imagen no es

necesario calibrarla dimensionalmente, en todo caso si se quiere calibrar en cuanto a color (usuario experto)].

Mejorar la imagen si es posible, aplicar los filtros de , Enhance Contrasti=I(es

Pasar la imagen a 8-bit (Image>Type>8-Bit) en escala de grises.
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Mediante el Plggalelle| ajustamos el area ocupada por las fases blancas. Por defecto sale un valor de 12,29%
de fases blancas. Si movemos el cursor ajustamos el borde de las fases a un valor del 18,65%. Hay bastabte
diferencia entre ambas medidas, para minimizar el error se deben hacer medidas sobre distintas fotos y sacar
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5) Podemos optar por binarizar, , laimagen en vez de analizar en escala de grises. De esta forma podemos
comprobar cudl de los dos métodos es el mds adecuado. Después de binarizar optamos por usar
(rellenar huecos). Se aplica y en este caso vemos que el drea ocupada por la fases blancas es 13,08%,
un valor intermedio a los calculados anteriormente y mas préximo al que salia por defecto en escala de grises.
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6) Una vez ajustada, se procede a realizar la medida automadtica de las areas blancas, puesto que la imagen ha
guedado bien definida. Se elige AGEIMIERIEES v se selecciona Exclude on edges para evitar que las areas
gueden cortadas en los limites de la imagen e Include Holes para evitar posible fallos en la preparacion

e
metalografica.
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7) Se selecciona para tener los valores medios y globales en |a tabla de resultados.
8) Se graban las distintas tablas de resultados generadas en formato Excel para ser tratadas con este programa.
Si se pulsa Flatten (F) se puede obtener una imagen con las etiquetas y las areas medidas.
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1) Calibracién de la imagen en micras (W) [550x412,5u (1280x960) aparece en la imagen calibrada]

2) Mejorar laimagen si es posible, aplicar los filtros de , , etc. En este caso en concreto
es mejor ajustarla manualmente con (Image>Adjust>Brightness/Contrast). Se distinguen claramente 3
fases a mayores aumentos.

3) Pasar laimagen a 8-bit (Image>Type>8-Bit) en escala de grises.

4) Para calcular los porcentajes relativos de las fases es necesario ajustar individualmente cada una de ellas. Se
empezara por la mas blanca (cromaticamente estd cerca del mayor valor 223-255, 223 ajuste mas fino que el
inicial 216). Seleccionaremos en (Analyze>Analyze Particles) y se realizara el conteo
automatico. Finalmente se seleccionara y se grabardn los resultados como una hoja Excel.
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5) Se proseguira por la que posee un color gris claro (cromaticamente estd cerca del mayor valor 72-223
aproximadamente). Seleccionaremos QUEINAREREES v finalmente para dar por terminada la
obtencidn de datos de esta fase.

Fie Edt Image Frocess Anahae Plugns Window Help
- L] 4] !A )| || owles | | & | A5 wrf it

‘. . ¢ Threshold x
] T st
all o f 2 J 7
Hinimum 4 [ ] 220
»]
Maimum | Detan =] [Red ]
[ 8
Brighiness ¥ Dark background [ Stack histogram

|
|
Contrast K #uto | sppty| Reset| set



| { Summary o
| File Edd bmage Process Analyze Plugns Wedow Help

| all s e | | File Edt Font |
[ el e AR A - S Ed | e LR P AR AP [Count [TotalAres [Average Sae [%Ar 1 h |
econds. 2 B mific pocls/secand 150 e |

— eem J5ampulbmp 1475 34071869 23.100 E
1508 %
ar o I 2w
4 =
T winiuen. 4 S| 2w
i =
H = Mzamum [Defaut | |Red -
: . Brighiness ¥ Dark background [~ Stack histogram
R 2] d A s
i o dauto | Apply | Resat| St
e 1; Ao ReEsel | Bnanmgen
o s B e [ 1 Aoply | e 4] [oo01.0001 [2]  agem
e x f hoan
I . [2002:0008 [ uncate
g Edt Font Results
Label [Area_[Mean |Stabev [Min_ M |4 ¥ [Perim. [ci_ [Fer=
asampulbmp 008 218 0 218 218 0764 064 122 100 060
asampulbmp 018 76 0 ™75 3846 107 122 100 06
Isampulbmp 256 8021 682 70 93 30864 212 634 088 27
3sampulbmp 0,18 000 76 76 90186 150 122 100 06
3sampulbmp  0.18 000 eo 37535 193 122 100 06
3sampulbmp 332 woe 73 929 835 063 92
Ssampulbmp 018 2 U0 8 2 236 122 100 0%
35ampulbmp 0,37 000 73 T3 e553 3M 207 100 03
.‘J Isampulbmp 166 9756 1428 77 118 43407 313 451 100 1%
mn Ahamnil hmn N85 MTRYT 7291 M5 M8 MW1a am ?RA nar 13

6) Se finalizard analizando la fase de color mas oscuro (cromaticamente tiene los valores mas bajos y cercanos a
0 o negro). Seleccionaremos y finalmente para dar por terminada la obtencion
de datos de esta fase. [Nota: es conveniente anotar los valores limites de las fases para que no solapen o
gueden franjas de color sin analizar].
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Trazado de un perfil colorimétrico

1) En este caso simplemente se emplea el comando de [My{=Rxgejill= 7l se elige una zona representativa de la
imagen y se traza una linea. Simultdneamente junto con la linea aparece el perfil colorimétrico. Es una buena
herramienta para determinar espesores, pistas de desgaste, gradientes de concentracidn, etc.
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Deteccion de fases cuando no son facilmente reconocibles




1) Se puede intuir la existencia en funcidn de los valores cromaticos de la imagen. Lo mas habitual es emplear

microscopia electrdnica para determinarlas y cuantificarlas. El comando [KeJe](V[elMIE1e] EXIW:Yetdlo]g Ml KoTo] M,

permite cambiar valores de saturacion, tonos, etc. para identificar las posibles fases que pudiesen existir.
2) Después de realizar la mejora de la imagen y la transformacion a escala de grises se puede emplear esta

herramienta. Se pulsa repetidamente sobre el icono hasta encontrar la imagen o imagenes que mas
diferencien las fases que puedan existir.
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