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1. RESUMEN

ImageJ es un poderoso programa de andlisis de imagenes de libre acceso,
ampliamente utilizado en el ambito cientifico, especialmente en el mundo biolégico y
de los materiales. En este contexto, se evaluara la aplicabilidad y utilidad del programa
en las ciencias de los alimentos. Ademas, se desarrollé un instructivo de uso de
ImageJ, que permita a los estudiantes de la carrera de ingenieria en alimentos poseer

una guia de acceso basica y practica para su utilizacion.

Para la elaboracién del manual, se evaluaron las funciones méas destacadas que
presenta el programa. Por medio de la captura de imagenes controladas y no
controladas, se evalu6 el comportamiento del programa para la medicion de color en
muestras de frutillas, largo en muestras de tomates Cherries y el recuento de unidades
(manual y predictivas) del programa en diversos tamafios de semillas. Para validar la
reproducibilidad del programa, se utilizaron las imagenes de dos publicaciones
cientificas que utilizan ImageJ para el recuento y/o prediccion de unidades (UFC y
tamafio de emulsion) y se realizaron los mismos recuentos para comparar los

resultados.

Una vez elaborado el manual, se realizé su validacién cualitativa y cuantitativa por
medio de una encuesta. En esta, se solicitd realizar diferentes analisis de imagenes
utilizando ImageJd y el instructivo. Paralelamente se demostré la aplicacion del
programa en un analisis de casos en frutos chilenos, pifién (fruto del arbol nacional y
protegido Araucaria) y el arandano como ejemplos de frutos homogéneos,

circunferenciales y su opuesto.

El estado del conocimiento demostré la existencia de 23400 publicaciones, de las
cuales el 96% corresponden a articulos de investigacion cientifica, siendo Estados
Unidos el mayor generador de conocimientos a nivel mundial. En el analisis de
imagenes, las imagenes estandarizadas y no estandarizadas en medicion de color y
largo, demuestra la necesidad de control sobre la captura de imagenes para el correcto
desempeiio del programa. En el recuento manual y de prediccion de unidades sobre
las semillas, tanto en las imagenes estandarizadas como no estandarizadas, se

presentaron similitudes entre las imagenes. Los andlisis realizados a partir de



publicaciones cientificas no demostraron diferencias significativas entre los valores de

respuesta original y los calculados.

Ademas, la validacion del instructivo mostré que existian diferencias significativas en
los valores obtenidos del andlisis de imagenes realizado por los participantes de la
encuesta, estas pudieron ser atribuibles a las mejoras necesarias el instructivo y que
fueron sefialadas por la encuesta, las cuales correcciones fueron implementadas tras
la validacion. El andlisis de casos de frutos chilenos se desarroll6 sin dificultades,
obteniendo las caracteristicas morfométricas, de color y textura de los alimentos
mediante las herramientas del programa, demostrando su aplicabilidad en este &mbito

cientifico para caracterizar de manera efectiva estas propiedades.

En conclusion, se destaca el buen desempefio de ImageJ, su comprension,
manipulacion y su posible uso en las ciencias y tecnologias de los alimentos para el

desarrollo de nuevas investigaciones.



ABSTRACT

ImageJ is a powerful open-source image analysis program widely used in the scientific
community, especially in the biological and materials sciences. In this context, the
applicability and usefulness of the program in food sciences will be evaluated. In
addition, a user’s guide for ImageJ was developed to provide food engineering students

with a basic and practical access guide.

For the preparation of the manual, the program’'s most important functions were
evaluated. Through the capture of controlled and uncontrolled images, the program's
performance in color measurement in strawberry samples, length in cherry tomato
samples, and the counting of units (manual and predictive) in various seed sizes was
assessed. To validate the program's reproducibility, images from two scientific
publications using ImageJ for unit counting and/or prediction (CFU and emulsion size)

were used, and the same counts were performed to compare the results.

Once the manual was prepared, its qualitative and quantitative validation was carried
out through a survey. In this, image analyses were conducted using ImageJ and the
guide. Concurrently, the application of the program was demonstrated in a case study
of Chilean fruits, including pifion (the fruit of the national and protected Araucaria tree)

and blueberry, as examples of homogeneous, circumferential fruits and their opposite.

The state of knowledge demonstrated the existence of 23,400 publications, of which
96% are scientific research articles, with the United States being the largest generator
of knowledge worldwide. In the image analysis, standardized and non-standardized
images for color and length measurement highlighted the need for controlled image
capture for the program's proper performance. In the manual and predictive counting
of units on seeds, similarities were found between standardized and non-standardized
images. Analyses based on scientific publications did not show significant differences

between the original response values and the calculated ones.

Furthermore, the validation of the manual revealed significant differences in the values
obtained from the image analysis conducted by survey participants. These differences
could be attributed to necessary improvements in the manual, as identified by the

survey, which were subsequently implemented post-validation. The analysis of Chilean
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fruit cases proceeded smoothly, extracting morphometric, color, and texture
characteristics of the foods using program tools, demonstrating its applicability in this

scientific field for effectively characterizing these properties.

In conclusion, the commendable performance of ImageJ in comprehending,

manipulating, and its potential use in food sciences and technologies for new research.



2. INTRODUCCION

En la dltima década, los avances tecnolégicos han transformado radicalmente el
panorama cientifico, ofreciendo nuevas oportunidades de investigacion en diversos
campos, incluyendo las ciencias de los alimentos(Andrialovanirina et al., 2020;
Siegmann et al., 2004; Sunoj et al., 2018). Este cambio se refleja en la capacidad para
realizar analisis detallados de calidad, morfologia y reconocimiento de color en
productos alimenticios. En este contexto, el andlisis y procesamiento de imagenes se
ha vuelto esencial para extraer informacion de manera precisa a partir de imagenes
digitales. La principal caracteristica que favorece el andlisis de imagen sobre el
tradicional es la capacidad de procesamiento del computador el cual permite analizar
cientos de imagenes por hora, lo cual es un proceso lento de realizar por un método

tradicional.(Andrialovanirina et al., 2020)

Este proyecto se centra en la aplicacion de la herramienta ImageJ, un software de
analisis de imagenes gratuito, quien, con su disefio simple de facil comprension,
mejora continua debido a colaboracion constante de los usuarios, destaca entre otros
programas similares. La eleccién de ImageJ se justifica por su formato en Java
compatible con cualquier sistema operativo, bajo requerimiento computacional para
uso y amplia aplicabilidad, la cual a pesar de ser mas de 25 afios de creacion no solo
persiste en su uso y es ampliamente aplicado en la generacién de
conocimientos(Pérez & Pascau, 2013; Schneider et al., 2012)

Con el objetivo de proporcionar un instructivo funcional del uso de ImageJ, se
evaluaran las capacidades del software como herramienta aplicada en las ciencias de
los alimentos. Para ello, se realizara una revision de informacion bibliogréfica, se
llevaran a cabo ejemplos de su aplicacion en entornos controlados y no controlados, y
se evaluara la reproducibilidad de las mediciones para demostrar la eficacia de
ImageJ. Finalmente, se validara el instructivo por una encuesta y se realizar4 un
analisis de caracteristicas fisicas de frutos chilenos homogéneos y no homogéneos,
demostrando la posible aplicacion del software como una herramienta educacional y
de investigacion en el andlisis de imagenes en las ciencias y tecnologias de los

alimentos.



3. MARCO TEORICO

3.1. ANALISIS DE IMAGENES DIGITALES

El andlisis de imagenes trata de la conversion de una imagen en datos. En algunos
casos se trata de limpiar la imagen con la finalidad de destacar algun elemento de
interés dentro de ella, en otros se trata de ordenar y procesar una imagen esta es
convertida a una escala integrada como seria cambiar una de escala de color a 8-bits
para finalmente medir, cuantificar o procesar los datos obtenidos de la imagen original.
Este analisis cuenta con cinco pasos para su realizacion: primero captura de imagen,
segundo preprocesamiento (que deseo hacer con la imagen), tercera segmentacion
de la imagen (separar la imagen entre el fondo, el objeto de interés y el ruido), cuarto
la extraccion de caracteristicas y finalmente la clasificacion (Chanona-Pérez et al.,
2008)

Con la modernizacion y el hecho que todos poseen un computador en su escritorio, la
adquisicidon de imagenes también se ha vuelto mucho mas accesible, debido a que hoy
en dia se pueden tomar fotografias por un celular, cAmara digital o por un
escaner.(Burger & Burge, 2016). Estas imagenes en su formato digital pueden ser
analizadas como se mencioné anteriormente, si bien existen softwares como Adobe
Photoshop® que es un programa de analisis y procesamiento de imagenes altamente
reconocido que ofrece una interfase de facil comprension y una amplia variedad de
herramientas para modificar las imagenes de manera interactiva (Burger & Burge,
2016). La dificultad que presenta el programa Photoshop es que no es una aplicaciéon
gratuita ya que consta de una suscripcion mensual pagada, su principal uso es la
edicion de imagenes, soportando los espacios de color RGB, CMYK y CIELAB y no
posee herramientas que permitan cuantificar o predecir sucesos como si es posible el
programa ImageJ que es un programa de libre acceso y altamente utilizado en el
ambito cientifico.(Adobe, 2022).



3.1.1. Adquisicién de imagenes

Cada dia se capturan miles de imagenes, ya sean fotografias de personas o paisajes,
un documento escaneado, enviando documentos digitales, capturas de pantalla o en
el @mbito médico, la toma de rayos x a los pacientes o la realizacion de los ultrasonidos.
Pero sin importar el uso o el origen de la imagen, todas concuerdan en ser una matriz
rectangular y ordenada de pixeles., los cuales son su unidad estructural(Burger &
Burge, 2016a)

Una vez capturada la imagen, esta puede presentar diversas caracteristicas como son
la calidad de la imagen o resolucién, dicho en otras palabras, cuantos pixeles existen
en una superficie. A mayor cantidad de pixeles, mejor resolucion, color mas nitido y
mayor tamafio ha de tener. Este tamafio no solo se limita a la resolucion de la imagen,
sino que al espacio que utiliza en una memoria de archivo gréafico, entre los cuales
destacan el JPEG y el PNG como los formatos mas reconocidos. (Burger & Burge,
2016b).

Fuente:(Alonso, 2020)
Figura 1. llustracién de una rosa con zoom a sus pixeles.

Asi mismo, la iluminacién, contraste y ubicacion de la imagen al ser capturada
generara un cambio de color y calidad de la imagen, considerando que una importante
caracteristica de las imagenes de alimentos es el reconocimiento del alimento y el

atractivo de este. En un ambiente controlado o estandarizado da como resultado



imagenes de alta calidad, y permite a los investigados alcanzar y seguir los objetivos
para generar estudios adicionales con imagenes de las mismas resolucion y calidad.
(Charbonnier et al., 2015) La figura 2 demuestra las diferencias entre una imagen
controlada(estandarizada) y no controlada.

(b) (c)
Fuente :(Charbonnier et al., 2015)
Figura 2. Ejemplo de fotografias de alimentos

(a)No controlada, (b)Imagen controlada capturada en Paises bajos, (c)imagen

controlada capturada en Grecia

3.1.2. Metodologias de captura de imagenes

Como ya se ha sefnalado existen diversas formas de capturar una imagen las cuales
tendran diferentes caracteristicas dependiendo de la temperatura que existe y el uso

de la imagen o del medio utilizado para su captura. A continuacion, se nombraran los



medios mas comunmente utilizados para la captura de imagenes digitales y ejemplos

de sus usos en los alimentos.

3.1.2.1. Escéner

Los escaneres son maquinas relativamente econdmicas que permiten digitalizar de
manera automatica el objeto digitalizado o imprimirlo de manera automatica. Los
escéneres planos de escritorio (figura 3) utilizan una luz reflejada que viene desde la
parte inferior del escaner, para realizar la captura de la imagen que se encuentra sobre
un vidrio, dando como resultado una imagen bidimensional del objeto. Los beneficios
gue presente este equipo son una captura de alta resolucion y buena definicion de
color a bajo costo, en un corto tiempo, mientras que su principal limitacion es el
impedimento de realizar imagenes de transparencias y negativos y la necesidad de
limpiar el equipo después de colocar una muestra que deje suciedad en el vidrio, ya
que afectaria a posteriores capturas(Russ, 2005). Idealmente se busca que las
muestras u objetos a analizar sean planos por la profundidad del escaner, el cual posee
aproximadamente 1cm de espesor, y en caso de muestras alimentarias se recomienda

no utilizar alimentos congelados debido a la condensacion.

(b)
Fuente:(Russ, 2005)
Figura 3. Escaner plano.

(a)Muestra de carne sobre el escaner, (b)imagen de las muestras de carne

obtenidas.



Los escaneres poseen sensores que permiten identificar la luz roja, verde y azul por
separado, lo que permite una muestra altamente digitalizada de buena resolucion y
transmitida directamente a un computador en formato 8bit en RGB(Russ, 2005).Si bien
la utilizacién de un escéner es mas incomoda que una camara digital, debido al
contacto directo con la muestra genera una imagen con menor interferencia que una

imagen digital y siendo una copia fiel de la original.

3.1.2.2. CAmaras digitales

Las camaras digitales han tomado gran parte del mercado de imagenes cientificas.
Inicialmente caras, las camaras digitales han ido disminuyendo su precio segun han
ido mejorando sus caracteristicas técnicas, siendo aun su mayor problema el
almacenamiento de las imagenes, ya que imagenes de gran resolucion utilizan mas
espacio de almacenamiento.(Russ, 2005) Las camaras digitales al igual que los
escaneres poseen una alta resolucion espacial y una gran calidad con bajo ruido o

interferencia de imagen.

Uno de los mayores impedimentos de las camaras digitales es cubrir rangos diferentes
de tamafos, en estructuras muy pequefias no saldrian acordes a su tamafio, debido a
gue los pixeles necesarios para retratarlos no permitirian una buena resolucién, como
se observa en a la figura 4 donde a partir de una emulsion de mayonesa se nota
diferencia de definicion de la imagen segun su calidad en la figura.4(a) se observa
cada parte de la emulsion, observando las gotas de aceite/agua y siendo visible la
capa que bordea cada una de las estructuras, mientras que en la figura 4(b) no es
posible identificar la imagen original o alguna ninguna de sus partes. Debido a lo
anterior, se busca poseer imagenes de alta resolucion (gran numero de pixeles,
generalmente desde 1200x900) para obtener un mayor detalle o definicion en
imagenes pequefias o0 microscépicas al poseer marco lentes u objetivos tipo

microscopios.(Russ, 2005)
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(b)
Fuente:(Russ, 2005)
Figura4. Imagen de una emulsion de una mayonesa.
(a)lmagen de alta resolucion, (b)Efecto del decrecimiento (en 3 megapixeles) en la

resolucion.

En la actualidad, la revolucion tecnolégica y su integracién han modificado desde los
teléfonos fijos a los moviles hasta ser llamados inteligentes, que ya cuentan con
camaras digitales y se encuentran en una constante evolucion en busca de mas
pixeles, menor tamafio, menor costo y mayor memoria, permitiendo tomar fotografias
de mayor calidad y validez cientifica, permitiendo desde el 2010 tener camaras de
mejor resolucion integrados en cada uno de ellos, considerando desde los 12
megapixeles ya un celular con una alta gama de captura de imagenes(Padilla-Sierra
et al., 2022).

3.1.2.3. Microscopios electrénicos

Existen distintos tipos de microscopios electronicos, entre ellos se incluyen, el
microscopio electronico de barrido (SEM), microscopio confocal de rayos laser y el
microscopio de fuerzas atomicas (AFM) los cuales utilizan diferentes principios fisicos
para la obtencion de imagenes. El microscopio confocal utiliza espejos para desviar el
haz de luz laser que entra en contacto con la muestra, mientras el SEM usa los campos
magnéticos para realizar el desvio de haz de electrones sobre ella y el AFM utiliza
estructuras piezoeléctricas para cambiar el espécimen bajo un punto focal, pero todos

comparten la misma calidad de imagen y en escala de grises o blanco y negro. Si bien
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se puede capturar imagenes a color, como en el microscopio AFM y confocal, las
imagenes son originalmente en formato de blanco y negro y después son traducidas a
una imagen a color. Generalmente las imagenes poseen una resolucién de no méas de
1000x1000 pixeles y su mayor parametro a controlar para obtener la mejor calidad
posible es la velocidad de escaneo ya que una rapida velocidad de escaneo minimiza
el ruido. (Russ, 2005)

Opm

(b)
Fuente: (Agboola et al., 2021)
Figura5.  Superficie de la Levadura Cyberlindnera jadinni.

(a)SEM, (b)Confocal, (c)AFM

3.1.3. Color

El ser humano percibe el color mediante unos sensores llamados conos que traducen
la energia luminica (longitudes de onda) en sefiales nerviosas que a la parte visual del
cerebro. Estas estdn conectadas a la parte central de la retina y se pueden dividir en
3 clases: sensores a (480 nm de longitud de onda) que ve el color azul, los $ (540nm
de longitud de onda) que ve el color verde y los tipos y que ven rojo (570nm de longitud
de onda)(Sucar & Gomez, 2015). Con el fin de realizar una representacion del color y
cuantificarlo, se han realizado diversos sistemas de espacios de color, entre ellos
destacan el RGB, CIE y CIELAB.(Ly et al., 2020) la particularidad que existen entre
ellos es que se puede pasar de un sistema a otro por medio de una conversion (Ly et
al., 2020), por lo que la eleccion de un sistema es un impedimento para exportar los

valores obtenidos a otro.
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3.1.3.1. RGB

Es un sistema basico de color, el cual mediante solamente 3 sefiales combinadas
aporta el color a una imagen. Estas sefiales son las de los colores primarios rojo, verde
y azul (Red, Green y Blue en inglés de ahi su nombre RGB) y sus combinaciones
aditivas permite los colores secundarios amarillo, magenta y cian (figura 6), la
combinacion de los colores primarios entrega el color blanco, y al combinar todos los

secundarios obtenemos el color negro (espacio CMYK)(Llasera, 2020; Ly et al., 2020).

Colores primarios

RGB % ()

Colores secundarios
. +
+ .

Fuente:(Llasera, 2020)

Figura 6. Diagrama cromatico para el sistema RGB

3.1.3.2. CIE Color

Es un sistema estandarizado de color el cual separa hue (tono/intensidad), value
(valor) y chroma (color) en diferentes dimensiones. Este sistema se basa en una
representacion bidimensional de los tres receptores del ojo humano y es reconocido
con el nombre de CIE 1931 xy (figura 7), el diagrama demuestra como el hue
representa una absorbancia o reflexion de un largo de onda y value se refiere a la

luminosidad y chroma se refiere a la saturacion (Ly et al., 2020)
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Fuente:(Agudo et al., 2014)
Figura7.  Espacio de color de CIE 1931

3.1.3.3. CIELAB

La Commission Internationale de IEclairage (CIE), una organizacion sin fines de lucro
gue es considerada como la autoridad en la ciencia de la luz y el color, ha definido
espacios de color, el sistema CIELAB o CIE L*a*b* es uno de los espacios de color
mas populares y uniformes para evaluar el color de un objeto representa la relacién de
los colores en tres ejes, L* significa luminosidad, a* y b* representan las coordenadas
cromaticas o de color.(Ly et al., 2020)

Blanco
e

Negro

Fuente:(Ramon et al., 2020)
Figura 8. Espacio de color de CIELAB
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Como se observa en la figura 8, L* que es luminosidad es el eje vertical y tiene valores
desde el 0 (Black, negro) a 100 (White, blanco). El eje a* indica la coloracion desde los
valores negativos verdosos (-a*) hasta los rojizos(+a*) en los valores positivos
abarcando del -128 al +127 respectivamente, mientras que el eje b* indica la coloracion
azulina (-b*) hasta los colores amarillentos (+b*) en los valores positivos, igualmente

con la codificacion numérica -128 al +127 respectivamente.(Ramon et al., 2020).

3.1.4. Procesamiento de imagenes

El filtro o procesamiento digital de imagenes es un conjunto de técnicas que se aplican
a las imagenes digitales con el objetivo de mejorar la calidad. facilitar la busqueda de
informacion. Los principales objetivos que se persiguen con la aplicacién de filtros son:
Suavizar la imagen, al reducir la cantidad de variaciones de intensidad entre pixeles
vecinos. Eliminar el ruido, al eliminar aquellos pixeles cuyo nivel de intensidad es muy
diferente al de sus vecinos. Realzar la imagen, al aumentar las variaciones de
intensidad de un pixel. Y detectar los bordes, al detectar los pixeles donde se produce
un cambio brusco de color de los pixeles y realzar la funcion intensidad.(“Percepcion

Computacional: Filtros,” n.d.; Pérez Benito, 2015)

El ruido de la imagen es un fendmeno muy frecuente que degrada la calidad de la
imagen y que aparece de improviso en la adquisicion, transmision y/o procesamiento
de la imagen. En las imagenes digitales se definen como pixeles “errébneos” y
aleatorios que se mezclan con los pixeles “aceptamos” que componen la imagen y que
entorpecen su correcta reproducciéon.(Pérez Benito, 2015). Entre todos los tipos de
ruido que se puede presenciar, en una imagen el de especial interés el ruido Gaussiano
y el ruido Impulsivo. El ruido gaussiano es aquel donde todos los pixeles de la imagen
se ven afectados, cambiando su valor, intensidad e iluminacion (Figura 9), y este
cambio ocurre de acuerdo con una distribucién normal o Gaussiana. Este problema se
presenta en a la adquisicién de la imagen por un dispositivo en malas condiciones o

mala iluminacion.(Reduccion de Ruido En Una Imagen Digital, n.d.)
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(b)
Fuente:(Pérez Benito, 2015)
Figura9. Representacion del Ruido Gaussiano
(a)lmagen original, (b)Imagen con ruido Gaussiano

El ruido impulsivo o sal y pimienta es aquel tipo de ruido donde los pixeles de la imagen
son diferentes a los pixeles circundantes. Recibe su nombre ya que se podran divisar
pixeles blancos sobre puntos negros o vice serba (figura 10) y a diferencia del ruido
Gaussiano este no afecta a toda la imagen. Es el ruido méas presente durante la
trasmision de datos por un canal contaminado, o bien debido a los sensores CCD con
defectos.(Fernandez Garcia, 2012; Pérez Benito, 2015)

(b) £
Fuente:(Pérez Benito, 2015)
Figura 10. Representacion del Ruido Impulsivo
(a)lmagen original, (b)Imagen con ruido Impulsivo

Los filtros son técnicas de mejora de la imagen y pueden ser dividas en técnicas

globales, que operan en toda la imagen o en técnicas locales (especiales), que

16



dependera de lo que se desee reparar de la imagen. Dentro los filtros estadisticos de
orden que operan sobre pequefas regiones y sustituyen el valor del pixel por otro.
(Fernandez Garcia, 2012)Podemos destacar el filtro maximo para arreglar el ruido
impulsivo de pimienta (negro) el filtro minimo para arreglar el ruido impulsivo de sal

(blanco) y el filtro de pinto medio que es adecuado para atenuar el ruido gaussiano.

Hoy en dia existe una inmensa para involucradas en el procesamiento de imagenes
digitales, con el fin de mejorar la calidad de la imagen para la correcta interpretacion
humana, como identificar de mejor manera radiografias, aplicar filtro infrarrojo para
mejor identificacion de en microscopia, astrologia y control de calidad de la

industria.(“Percepcion Computacional: Filtros,” n.d.; Pérez Benito, 2015)

17



Fuente:(Fernandez Garcia, 2012)

Figura 11. Aplicacién de filtros para corregir errores de ruido.
(a)Fotografia de iglesia con ruido gaussiano (b)Fotografica de iglesia con filtro (punto
medio) (c)Fotografia de nifios con ruido tipo sal (blanco) (d)Fotografica de nifios con
filtro (minimo) (e)imagen de nifios con ruido tipo pimienta (negro) (f)imagen de nifios

con filtro (maximo)

3.2. IMAGEJ

ImageJ es un programa gratuito de analisis y procesamiento de imagenes en formato
Java y es una que puede ser ejecutado en sistemas operativos como Windows,
MacOS o Linux.(Bourne, 2010). El software ImageJ (J de Java) es la evolucion del NIH
image (programa del antiguo sistema operativo Macintosh de Apple) y fue desarrollado
por Wayne Rasband en el Instituto Nacional de Salud de USA. Este programa es un
software de acceso libre que permite acceder a un set de herramientas listas para
utilizar con una interfase de facil manipulacion para imagenes, ademas permite su facil
modificacion al permitir crear nuevas mejoras (plugins en inglés) a través del manejo
del lenguaje clasico de programacion al poseer el modelo de ejecucion dinamico de

Java (Java’s dynamic execution model) (Burger & Burge, 2016).

ImageJ es un software que puede mostrar, editar, analizar, guardar e imprimir
imagenes en diversos formatos. De igual manera puede realizar operaciones como
cambiar la forma de productos, conversion a diversas escalas, modificacion de la
imagen y permite realizar varios tipos de medidas (conteo de unidades, medicion de
distancias, angulos y areas) que involucren a la imagen que esta analizando.(Radu et
al., 2021). Como se observa en la figura 12, a partir del ImageJ se han creado varios
softwares populares como una extensién del software original, como son Fiji (“Fiji is
Just ImageJ”) e ImageJ2, los cuales a partir de la interfaz de ImageJ se han
especializado en distintas ramas cientificas, dando un enfoque biolégico a su

utilizacion.(Burger & Burge, 2016)

18



El ImageJ al ser un programa de fuente abierta y gratuita cumple con las cuatro
libertades esenciales: el uso del programa para cualquier propésito, la libertad de
estudiar el funcionamiento del programa y cambiarlo segun los deseos y necesidades,
la libertad de distribuir copias de este y finalmente, la libertad de compartirlo de manera
abierta junto con los beneficios de este a todo el publico (Lind, 2012; Rueden et al.,
2017a).

Fiji: “Baterias de la Aplicacion” (2007)

(a) (o) (<) : (a)

 NIH Image | [ Imagell Imagel2 |
(1987) (1997) (2009)

e | L& 1Y

Legado de ImageJ

Fuente:(Schroeder et al., 2021)
Figura 12. Diagrama de la evolucién de NIH al ImageJ actual. Mejoras y
herramientas de Fiji

(a)Registro, (b)Segmentacion, (c) Registro, (d)Herramientas de medicion.

Considerando lo anterior, se considera el ImageJ como una buena herramienta de
apoyo educacional para el procesamiento y analisis de imagenes. Se ha demostrado
que el software es de facil comprension para las nuevas generaciones y que
experimentos cientificos se pueden adaptar para estimular la participacién de los
estudiantes, generando una mejor comprension y aplicacion de los conceptos

estudiados a través de las nuevas tecnologias. Un ejemplo del uso de ImageJ dentro
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del ambiente profesional es realizado por Radu donde se implement6 en un taller de
fisica de Opticas de la luz el uso de ImageJ como herramienta de edicion y aplicacion,
y declara que es la plataforma ideal para educar y entrenar utilizando el procesamiento
de imé&genes, ya que los estudiantes no tuvieron problemas en el manejo y desempefio
de este, pudiendo capturar la instancia por medio de sus teléfonos y pudieron analizar

posteriormente los resultados sin problemas.(Radu et al., 2021)

El software ImageJ puede ser utilizada como herramienta de uso educacional en el
area de procesamiento y andlisis de imagenes digitales, al poseer las caracteristicas
como: 1) Interfaz de facil acceso, gratuito y compatible con todo sistema operativo.2)
Facil comprension y reproduccidon de ejercicios. 3) Gran eficiencia, al disminuir los
tiempos de medicion y certeza en sus mediciones, al comparar una medicion in situ
versus una realizada por una fotografia. 4) Actualizacién constante del sistema por
medio de los plugins o herramientas creadas por los mismos usuarios. 6) Analisis como
son identificacion de color, prediccion de unidades u mediciones a través de imagenes.
6) Disponibilidad de materiales pedagdgicos explicativos del uso y aplicaciones del

software, como son tutoriales en forma de videos explicativos como manuales.

3.2.1. Aplicaciones de ImageJ

El procesamiento digital de imagenes involucra metodologias para el andlisis de
imagenes y es util para obtener informacion cualitativa y cuantitativa. El avance
tecnolégico en el desarrollo de hardware y software ha provisto herramientas para la
captura de imagenes y algoritmos para el andlisis que permiten evaluar de manera no

destructiva y objetiva, por ejemplo, el color.(Padron-Pereira et al., 2016)

Existen diversas aplicaciones en las ciencias sobre el uso del ImageJ, si bien no todas
son aplicables para las ciencias de los alimentos, se investigara las aplicaciones que
mas se destacan por su uso y efectividad: recuento de unidades, identificacion de

tamafo, area y recoleccion de color.
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3.2.1.1. Recuento y predicciéon de unidades

En el campo de las ciencias el programa entrega analisis objetivo de mediciones en
varios parametros de plantas. Un ejemplo de ellos es el andlisis de fenotipos de
semillas y andlisis de plantas enteras, recordando que el fenotipo es la apariencia fisica

de la planta como la union del genoma y del medioambiente (Lind, 2012).

Number of seeds = 81
Longest length = 1.03mm
- Caliper width = 0.36mm »
- Circuldtity =0.58,
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Fuente:(Lind, 2012)
Figura 13. Ejemplo de recuento de semillas.
(@)lmagen de semillas usando un escéner, (b)Analisis de la imagen de sus
caracteristicas morfoldgicas como largo, perimetro, area, etc. Y de caracteristicas

cuantitativas como la identificacién del nimero de semillas.

En la figura 13, se observa como el uso del ImageJ en el recuento de semillas, como
el control de estructuras reconoce las estructuras y permite representar en ellas (con
la linea blanca) la maxima longitud de la semilla (Lind, 2012).Asi mismo, puede calcular
el niumero de semillas, un promedio de tamafio entre ellas, el valor de largo maximo o
minimo de manera automatica, caracteristicas que de ser realizas de manera manual
tomaria bastante tiempo de medicidn considerando que son 81 semillas de

aproximadamente 1mm de largo.

3.2.1.2. Identificacién de tamafio y area

Otra demostracion del uso de ImageJ como medicion de tamafio. La medicidn del largo

de los peces es util para explorar el tamafio de los peces de pesca y de los efectos de
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la pesca en los espacios marinos. La medicion manual de los peces de una gran
cantidad de especimenes requiere un largo tiempo debido a la manipulacion de los
peces en especial en los peces tropicales debido a su pequefio tamafio y delicada
manipulacion (Andrialovanirina et al., 2020). Debido a lo anterior, el programa permite
realizar las mediciones de manera automatica, realizando una imagen con el total de
los peces de interés (figura 14.a). Los resultados obtenidos por medio de este ejemplo
permitieron divisar que por el método tradicional el tamafio promedio de los peces
tropicales fue de 8.8+ 7cm, usando el programa de medicién uno a uno de ImageJ se

obtuvo un valor de 8.7+7cm y usando el predictor del ImageJ dio un valor de 8.8+7cm.

- -

=

(b) p V s

Fuente:(Andrialovanirina et al., 2020)

‘M’W’e

T
m' mﬁ

(@)

Figura 14. Imagen de escaner de los peces a analizar.
(a)lmagen original a color de los diferentes pesces, (b)Intersecciones de las regiones

de interés (ROIs) por el proceso automético de ImageJ

Por lo tanto, los resultados obtenidos presentaron una certeza de un 98% con respecto
a la medicion manual y reduce en un 57% el tiempo de la medicion utilizando el método
predictivo presentado en la figura 14.b considerando una medicién de 646 peces de

tamafios entre 3 a 50cm (Andrialovanirina et al., 2020).

3.2.1.3. Analisis de color

En alimentos, el color es una parte importante del aspecto visual, uno de los factores

principales utilizados por el consumidor al momento de la compra de un producto y se
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utiliza en muchos estandares de clasificacién como criterio de calidad. El color es un

parametro de calidad utilizado para evaluar el estado de maduracion de frutos.

Herramientas comunmente empleadas en el disefio grafico, como camaras digitales,
computadoras y software editor de imagenes, pueden ser utilizadas para procesar y
analizar imagenes mediante la implementacion de lo que se denomina un sistema de
vision computarizada, para determinar el color de muestras de alimentos y durante la
maduracion de frutos; lo que permite sustituir en gran medida, el uso de cartas de

colores, colorimetros y espectrofotdmetros.(Padron-Pereira et al., 2016)

Las nuevas aplicaciones de analisis de imagenes digitales y tecnologias de libre
acceso han impactado en diversas areas como la Agroalimentaria, y, especificamente,
en los procesos de evaluacion sensorial (color y forma) con o sin instrumentos. Un
ejemplo de estos es la comparacion de analisis entre un panel sensorial y analisis
digital por Photoshop e ImageJ, donde se buscaron los valores promedio de las
imagenes de manera digital, posterior a su segmentacion(Césari Matilde et al., 2020).
Demostrado que se correlacionan estrechamente con los de la evaluacion sensorial
visual del color, representado un procedimiento practico, que permite la medida del
color sensorial en forma rapida y directa, con la suficiente aproximacién y objetividad
aceptable, para su facil transferencia al medio productivo. Se verifico que en el caso
del procesamiento de imagenes digitales utilizando el software ImageJ, se puede
realizar un andlisis rapido de la totalidad de la imagen, y de las coordenadas de color,
gue pueden transformarse del espacio RGB a L*a*b* con alta calidad, incluso superior

a Photoshop.

- Wy Aplico filtro
ot desenfocado-promedio

Selecciono todos
menos lo negro

(@)
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(b)
Fuente :(Césari Matilde et al., 2020)
Figura 15. Ejemplos de seleccién y promediado de muestra de zanahoria.
(a)Seleccidon de zanahoria rallada por Photoshop, (b)Seleccion de zanahoria en

trozos por ImageJ

Otro ejemplo de la medicion de color se realizara de manera simultanea la medicion
de color y de tamafo, en este caso de una planta, acciébn que no es posible realizar
con el ojo humano. Reconociendo que las hojas de las plantas pueden presentar una
variedad de tonalidades y que pueden ser clasificadas en diferentes categorias (Lind,
2012). Asi mismo se observa como el programa puede medir la dimensién total de la
planta e identificar el porcentaje de color dentro de la misma a partir de su imagen en

escala de grises.

Total Plant size cm2 =127

Total plant spread cm2 = 184

% Green =69 \
% Yellow = 22

% White =5 )

% Brown=4

(b)
Fuente: (Lind, 2012)

Figura 16. Ejemplo de medicion del fenotipo de una planta.

(a) Imagen de la planta convertida a escala de grises, (b) Cuantificacion del fenotipo

de una planta segun la clasificacion de sus diferentes areas de color.
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4. APORTE AL CONOCIMIENTO

La aplicacion de herramientas tecnolégicas en el ambito educativo ha experimentado
un crecimiento significativo en las ultimas décadas, brindando oportunidades Unicas
para la enseflanza y el aprendizaje en diversas disciplinas. En este contexto, las
Ciencias y Tecnologias de los Alimentos han emergido como un campo
multidisciplinario esencial que demanda enfoques innovadores para la comprension y

aplicacion de sus conceptos fundamentales.

La eleccion de ImageJ como herramienta educativa se sustenta en su accesibilidad,
versatilidad y la posibilidad de adaptarse a diferentes niveles académicos. Este
software permite el analisis cuantitativo y cuantitativo de imagenes, lo que resulta
especialmente (til en la evaluacion de procesos y productos alimentarios, asi como en
la investigacion de caracteristicas microestructurales y propiedades morfologicas
relevantes. Ademas, su aplicacion en el contexto de las Ciencias y Tecnologias de los
Alimentos es una herramienta que puede ser ampliamente explorada, ya que aun no

existe una limitante en sus usos y aplicaciones, lo que deja abierta la investigacion.
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5. OBJETIVOS

5.1.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el uso de ImageJ como herramienta en el &mbito de las Ciencias y Tecnologias

de los Alimentos, con el propdsito de proporcionar su comprension y utilizacion por

medio de la elaboracion de un instructivo, aportando habilidades practicas de los

estudiantes en el andlisis de imagenes y datos asociados a dicha disciplina.

5.2.

1)

OBJETIVO ESPECIFICOS

Demostrar el uso del programa ImageJ como herramienta actual para el analisis

de imagen en el ambito Cientifica.

2) Validar la aplicacion del software ImageJ por medio de la realizacion de ejemplos

3)

4)

5)

de andlisis estandarizados de color, largo, recuento de unidades en imagenes

capturadas en una camara oscura y por medio de un escaner.

Comparar la diferencia en los resultados del software entre una imagen
estandarizada y no estandarizada por medio del analisis de color, largo y recuento
de unidades.

Comprobar la reproducibilidad del uso del software al recrear los analisis de
imagen realizado en publicaciones cientificas para el recuento de UFC vy
emulsiones.

Desarrollar un instructivo de uso del software ImageJ, para ser utilizado por la

carrera de Ingenieria en Alimentos.

6) Validar el funcionamiento del instructivo de ImageJ por medio de una evaluacién

7)

online de parte de los estudiantes de la carrera de Ingenieria en Alimentos de la
Universidad de Chile por medio de desafios de ejecucion de medicion de color y

recuento de unidades.

Mostrar la aplicacion de las herramientas disponibles del software ImageJ en

alimentos chilenos.
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6. METODOLOGIA

Estado del
Conocimiento

i Andlisis de o Analisis de casos
Analisis de , Realizacion del .
o Imagenes de Instructivo Alimentos
Difusion Cientifica Chilenos
Analisis de .
; Validacion del
TS Instructivo
Estandarizadas

Analisis de
Imagenes No
Estandarizadas

Figura 17. Diagrama de metodologia.

1) Estado del Conocimiento Cientifico: Se recopilard informacién bibliografica de
usos del ImageJ en la comunidad cientifica, en las bases de datos de Web Of
Science (WOS) medir su uso y su efectividad como herramienta actual de analisis

de imagen por medio de una métrica de publicaciones y métrica de citaciones.

2) Analisis de Imagenes Estandarizadas: Se realizar4 un analisis de imagen a
semillas (2-6 gramos dependiendo del tamafio) capturadas por un escaner y a

frutos capturados de forma rotatoria en una camara oscura (Figura 18).

3) Analisis de Imagenes no Estandarizadas: Se realizaran fotografias a condiciones
normales de luz artificial con fondo blanco o negro segun corresponda a los mismos
elementos fotografiados en las Imagenes estandarizadas. El fondo blanco semillas
y los frutos en fondo negro y se comparan los resultados de los analisis

estandarizados con los no estandarizados.
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4) Analisis de Imagenes de Difusion Cientifica: Se elegiran imagenes de recuento
de UFC y de emulsiones, debido a su mayor aplicacion en el rubro de alimentos,
que cuenten con la metodologia de realizacion del analisis de imagen. Con la

finalidad de obtener los datos correspondientes y compararlos.

5) Realizacién del Instructivo: Por medio del conocimiento y manejo del software de
analisis de imagenes ImageJ, se realizara un manual ilustrativo que presente el
paso a paso del uso del programa para su utilizacion en el laboratorio de Ciencias
y Tecnologias de los Alimentos de la Facultad de Ciencias Quimicas y

Farmacéuticas de la Universidad de Chile.

6) Validacion del Instructivo: Por medio de un ejemplo de analisis de un alimento
definido, se le otorgaré el instructivo a alumnos de la facultad de ciencias quimicas
y farmacéuticas de la universidad de Chile. Por medio de una encuesta online y
posterior analisis de resultados se investigara si el instructivo fue: 1) de facil
comprension, 2) se logro el objetivo de la medicién de color, area y recuento e
identificacion de unidades de una imagen y 3) retroalimentacién y finalmente se
realizard una comparacion de los resultados originalmente en el analisis con los

esperados.

7) Analisis de Casos Alimentos Chilenos: Se realizara el analisis de imagenes de
frutos chilenos aplicando diversas herramientas y plugins disponibles por el
software ImageJ para realizar el andlisis morfométrico, de color y textura de los

frutos.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. CAPTURA DE IMAGENES

7.1.1. Escéaner

El éscaner utilizado es de la marca Brother®, una impresora multifuncional modelo X-
201.Este consiste en una cama plana de 21,6x29,7cm con sensor de lineas CIS de

color, con una resolucion de 1200x2400dpi y profundidad de color de 48bits.

7.1.2. Camaraobscura

La camara obscura consiste en un fondo negro con dos tubos de PVC conduit
concéntricos cuyo giro permite capturar el fruto desde todos sus angulos, sin
necesidad de sacar la muestra de la cAmara. Detras de la camara se ubica el sistema
de iluminacion, el cual consta de dos tubos fluorescentes T4 de 6 Watts de potencia
de tamafio pequefio (20 cm de largo) y un color temperatura de 6500K, utilizados
comunmente para andlisis de alimentos. La distancia entre el fruto y la camara es de

18cm y la dimension de la base es de 2,5 cm de diametro.

LED

Muestra

(@) (b) j

Figura 18. Esquema de la camara obscura.

(a)Vista superior, (b)Vista lateral.
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7.1.3. Camaradigital

La camara utilizada es de celular de la marca Samsung® el modelo Galaxy S20 FE
del afio 2021, la cual posee una camara principal de 12MP, /1.8, OIS. Para la captura
se utilizar4 el modo normal, con dimensiones guia, tipo de foto 1:1 y resolucion de
1600x1200pixeles.El equipo sera utilizado a distancia por medio de la Aplicacion
Samsung Flow para asegurar la mejor posicion de imagen en su uso de la camara
obscura y sera utilizada con las mismas condiciones para fotografiar las condiciones

no estandarizadas.

7.2. ANALISIS DE IMAGEN

El andlisis de Imagenes serd realizado con el programa ImageJ version 1.54h

(https://imagej.nih.gov/i/download.html), utilizando las herramientas basicas que

cuenta el programa como son Line, Multipoint, Set Scale, Analyze Particles, ROI
Manager, entre otros. Como también el plugins disponibles en linea como el programa
Cell Counter (https://imagej.nih.gov/ij/plugins/download/jars/cell_counter.jar). Ademas
del uso del software Adobe Photoshop® version 23.4.1 20220615.r.547 3121b66 x64

(https://www.adobe.com/cl/products/photoshop/landpa.htm) para la comparacion de

comparacién en dicho andlisis. Los plugins deben ser descargados de los
correspondientes links y dicho archivo es arrastrado al programa ImageJ (abierto) para
su instalacion automatica, posteriormente se reinicia el programa para su correcto

funcionamiento y se encontraran en el menu plugins de ImageJ.

A continuacion, se detallaran los procesos realizados para la realizacion del analisis
de imagenes por los dos softwares mencionados anteriormente, para cada uno de los
casos de estudios que se realizaran los analisis por triplicado: Recuento y prediccion
de semillas, Analisis de tamafio. Andlisis de color, Analisis de emulsiones y Recuento

de unidades formadoras de colonias (UFC).
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7.2.1. Recuento y prediccion de semillas

Las semillas fueron contabilizadas por la herramienta analisis de particulas de ImageJ
la cual permite predecir la cantidad de objetos presentes en la imagen y finalmente se
realiz6 un conteo manual con la herramienta Multipunto (Muti-point + Ctrl M) del
mismo programa. Se realizaron los analisis con tres tipos de semillas diferentes, los
cuales fueron seleccionados segun el tamafio de semilla se seleccionaron muestras
de 2 y 6 gramos para medir su cantidad y reconocimiento de semillas partidas. Se
pesaron 6 gramos de semillas de zapallo, 6 gramos de semillas de maravilla y 2

gramos de semillas de sésamo.

Figura 19. Escaner de 2 gramos de semillas tostadas de sésamo, con zoom a

sus semillas

En cada caso la misma muestra fue fotografiada por medio de un escaner (imagen
estandarizada) y por medio de la cAmara del celular sobre una hoja blanca (imagen no
estandarizada). En la figura 19, se observan las semillas de sésamo en el escaner y
como se observa la definicién de cada una por medio de zoom. Con el fin de tener una
dimensién de comparacion para las semillas se escaned de manera analoga una regla
de 30cm para tener la escala de referencia en el programa ImageJ. Medimos la
distancia con la herramienta linea (Straight + Clic izquierdo y arrastrar hasta el
final) posteriormente ingresar a la distancia conocida (Analyze > Set Scale > Global

> OK), en este caso 1 cm y se acepta el global, como se observa en la Figura 20.
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7 [£] Set Scale X

A Distance in pixels: |58.5021
—

e ——

438x3443 pixels; RGB; 5.8MB

Known distance: |1

2 ( , Pixel aspectratio: [1.0

Unit of length: |cm
Click to Remove Scale

v Global

1]

Scale: 58.5021 pixels/cm
e U Y PR
Figura 20. Set Scale para analisis con escaner.

7.2.1.1. Recuento automatico

Para utilizar el analisis de particulas, a cada imagen que se encontraba en formato
RGB se le ajusto el contraste para posteriormente se convierta en 8bits (Image > Type
> 8-bits), corregir su tono buscando dejar toda el area de interés en negro(Imagen >
Adjust > Threshold > Apply) retirar el ruido (Process > Noise > Despickle) de la
imagen y separar las estructuras negras con la herramienta Watersheld (Process >
Binary > Watersheld) para finalmente aplicar el andlisis de particulas (Analyze >
Analyze Particles). Para el correcto funcionamiento de la herramienta a la imagen se

le debio aplicar Threshold.
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(b)

- ¢ Summary — o X
4| Analyze Particles X
vz File Edit Font
Slice [Count |T0ta| Area \Average Size |%Area [Pen‘m. \‘
- - X Semillas de zapallo jpg 41 385693 9412.024 31889 373.312 —
Size (pixel"2): TR E
I) 4 [l

Circularity: 10.00-1.00

Show. ||".-|ElS ks v|

v Display results Iv Exclude on edges

[~ Clear results " Include holes
¥ Summarize I Overlay
¥ Addto Manager ¥ Composite ROIs

OK | Cancell Help‘

(c) 1)

Figura 21. Uso de ImageJ para identificar el nimero de semillas

(a)lmagen original, (b)Imagen con Threshold y separacién de estructuras, (c)Analisis
de particulas: I) Recuento del andlisis II) Recuento de estructuras.

7.2.1.2. Recuento manual

Para el conteo manual se realiz6 con la herramienta Multi-Point (Multipoint + clic
izquierdo). Se realiza el conteo del clic sobre laimagen y registran las mediciones con

la herramienta Measure (Analyze > Measure /Ctrl+ M)
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Figura 22. Conteo manual de unidades por medio ImageJ

(a) Imagen Original, (b) Imagen con semillas contadas, (c)Measure, (d) Registro del
recuento.

7.2.2. Andlisis de tamafo

El andlisis de tamafio fue realizado por medio de ImageJ con la herramienta de Linea.
Se tienen 3 muestras de Tomates Cherries a las cuales se les medira las dimensiones
de alto, largo y ancho por medio de un Pie de Metro y se comprara con las medidas

obtenidas de largo, alto y ancho obtenidas por el programa.

Para realizar el procedimiento de medicion de largo y ancho de las frutas por medio de
ImageJ sera necesario iniciar con estandarizacion de la imagen, por medio de una
fotografia con la imagen. Medir la distancia conocida con la herramienta linea (Straight
+ Clic izquierdo y arrastrar hasta el final) posteriormente ingresamos a la distancia

conocida (Analyze > Set Scale > Global > OK) Ingresamos la distancia conocida y se
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acepta el global, el proceso es el mismo que se observa en la Figura 20, pero con la
nueva unidad (diametro de la base 2,5cm).Posteriormente se miden las imagenes con
la herramienta linea (Straight + Clic izquierdo y arrastrar hasta el final) y se
registran las distancias con la herramienta Measure (Analyze > Measure /Ctrl+ M)

EE%S Plugins  Window " setscale x
Measure Ctﬂ"‘M Distance in pixels: |1560.0051
Analyze Particles... Known distance: lzs—
Summarize Pixel aspectratio: [1.0
Distribution. .. Unit of length: |cm
Label Click to Remove Scale
W (Gigball
Clear Results
Set Measurements... e
OK Cancel | Help
@ e
(b)
mm Plugins Window
Measure Ctri+M
Analyze Particles...
Summarize
Distribution...
Label
Clear Results
(d) (e) Set Measurements. ..
ﬁ, Results - O X
File Edit Font Results
|Label |Area  |Min |Max  |Perim. |Angle |Median [Length | 4|
1 20220922_163914 jpg 0.013 126.008 247104 4914 0252 1585977 J4.914 ]
(f) L =

Figura 23. Procesamiento de imagenes para la identificaciéon de tamafio.
(a)lmagen original, (b)Menu de Set Scale, (c)Set Scale, (d)Analisis de ancho,
(e)Measure, (f)Resultados (con largo en cm).
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7.2.3. Andlisis de color

El analisis de color fue realizado por medio de dos programas ImageJ y Photoshop.
Para la realizacidon del andlisis de color se fotografiaron tres muestras de Frutillas. En
ambos casos se realizd en primera instancia la fotografia en la cAmara obscura y
posteriormente en las condiciones estandar del laboratorio a aproximadamente 18cm
de la muestra y se fueron rotando en angulos de 90° para obtener una vision total del

fruto.

Las fotografias de frutas destinadas para al andlisis de color presentan diferente
coloracién en sus hojas o sus semillas. Estas regiones, si no son excluidas, ocasiones
errores en el calculo del color promedio de las muestras y para evitarlo se realiz6 una
técnica de regiones para subdividir las imagenes en regiones de interés y de
discriminacion basado en el indicado por Padron, donde se elimina el maximo y minimo
brillo de la imagen y las regiones exteriores no pertenecientes a la cascara (Padron-
Pereira et al., 2016). Se compararan los colores recolectados por medio de la rueda

cromatica de Adobe Color (https://color.adobe.com/es/create/color-wheel),

herramienta gratuita online donde se ingresara con el modo de color CIELAB (Modo >
LAB).

7.2.3.1. Imagel

Para la identificacion del color por medio de ImageJ se basé en el realizado por Lizama
(Lizama Garcia, 2019), pero con las modificaciones sefialadas anteriormente. La
medicion se realizara por medio de la seleccion del area total y la eliminacion del brillo/
manchas mas notorias. La imagen fue transformada de espacio RGB a CIELAB por
medio del mismo programa (Image > Type > Lab Stack), opcion que abrira una
ventana que cuenta con 3 vistas (L*, a*, b*). La posterior medicion de color. se realizara
por medio de la herramienta Polygon Selections, se traza el contorno del fruto y se
eliminan las partes no deseadas con la misma herramienta (Alt+ Clic izquierdo). El
Strazo guardado en Resultados con la herramienta Measure (Analyze > Measure
/Ctrl+ M) es posible identificar los valores promedio de L*,a*y b* midiendo para cada

uno de los valores, como se observan en la figura 24.b).
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File Edt Font Results
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(©)
Figura 24. Procesamiento de imagenes para determinar el color en ImageJ.
(a)Frutilla inicial (RGB), (b)Imagen en CIELAB (se presentan las 3 imagenes que la
componen (L*), (b*), (a*). (c)Segmentacidén secuencial para obtener la regién de

interés, (d)Ventana de ROl Manager, (f)Analisis de color en CIELAB.

7.2.3.2. Photoshop

Por medio del programa se abri6 la imagen y se cambié los reguladores RGB por los
reguladores L*a*b* (Imagen > Modo > Color Lab) posteriormente en el menu
seleccidn se abrio la ventana gama de colores, se seleccion la opcion muestreados y
previsualizacién con mascara rapida (Seleccion > Gama de colores >Muestreados

+ Invertir + Previsualizar seleccion: Mascara Rapida). Con la herramienta
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cuentagotas se tomo6 una muestra del criterio de tamafio un punto del centro de color,
distinto a la sombra y/o manchas obscuras (opcion que selecciona todos los colores
semejantes, manchas y con brillo y los excluy6 del promedio de los pixeles), luego en
el menu filtro se seleccion6 el submenu desenfocar, opciébn promediar (Filtro >
Desenfocar > Media) y automaticamente realiza la sumatoria de todos los pixeles de
la imagen, menos las sombras, manchas y/o brillanteces seleccionadas (Cuentagotas

+ Clic derecho > Muestra de color).

ir para filtros inteligentes

aptable.. Alt+Mays+Ctrl+A
Raw. M Cirl+A

Desenfocar
Desenfocar mas

»
ese »
Distorsionar »
Enfocar »
Estilizar »
Galeria de efectos Desenfocar | Desenfoque de movimiento...
»
»
»
»
»

Desenfoque de forma..
Desenfoque de lente...

Interpretar Desenfoque de rectangulo...

Pixelizar Desenfoque de superficie...

(C) Ruido Desenfoque gaussiano...
Video Desenfoque radial..
Otro Desenfoque suavizado...

Figura 25. Procesamiento de imagenes para determinar el color en Photoshop.
(a)Frutilla inicial en modo CIELAB, (b)Menu de Gama de colores, (c)Segmentacion
secuencial para obtener la region de interés, (d)Menu de desenfoque, (e)Color medio

de la frutilla y Seleccion del color.
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7.2.4. Andlisis de emulsiones

Para la realizacion del analisis de emulsiones se utilizaron las imagenes obtenidas por
Wang en su investigacion sobre la estabilidad en el tiempo de las emulsiones Pickering
(Anexo 2). La eleccion de esta publicacién no solo es por la diversidad de tamafios de
particula obtenido a lo largo de la formulacién, sino que debido a aplicabilidad de las
emulsiones Pickering en la industria alimentaria para la preparacion de emulsiones con
propiedades texturales especificas y alta estabilidad oxidativa. Estas se caracterizan
como estabilizadores de sistemas de emulsiones, ya que no solo brindan una alta
resistencia a la fase de separacion, alta biocompatibilidad, entre otros y puede ser de

ayuda para prevenir la oxidacién de la luz. (Wang et al., 2023)

Para utilizar el andlisis de emulsiones, a cada imagen que se encontraba en formato
RGB se le ajusto el contraste para posteriormente se convierta en 8bits (Image > Type
> 8-bits), corregir su tono buscando dejar toda el area de interés en negro (Imagen >
Adjust > Threshold > Apply) retirar el ruido (Process > Noise > Despickle) de la
imagen. Se separan las estructuras negras con la herramienta Watersheld (Process
> Binary > Watersheld) para finalmente aplicar el andlisis de particulas (Analyze >
Analyze Particles). Para el correcto funcionamiento de la herramienta a la imagen se
le debi6 aplicar Threshold. En caso de ser necesario se puede aplicar nuevamente el

retirar el sonido previo a la separacién para limpiar de mejor manera la estructura.

39



(a) - | (b)

Summary
|| Analyze Particles X File Edit Font
Blice ]Cuunt |TutaIArea Average Size [%Area \F‘erim.

Size (um*2): |WHII -130png 25 35644.930 1425797 13.202 126123

[~ Pixel units

Circularity: |0.20-1.00 I)

Show: |Nothing b @
¥ Displayresults W Exclude on edges % e
v Clearresults I Include holes @ @ @
W Summarize I~ Overlay 5 @
[V Addto Manager ¥ Composite ROIs @ @

19
(©) OK | Cancel| Help O) ® ™ ®
k)
1) O NN

Figura 26. Uso de ImageJ para recuento de diametro de particulas para
emulsiones.
(a)lmagen en 8-bits, (b)lmagen con Threshold y con separacion de estructuras,

(c)Andlisis de particulas: 1) Recuento del analisis Il) recuento de estructuras.

7.2.5. Recuento de unidades formadoras de colonias (UFC)

Se realiz6 el analisis de UFC a las imagenes obtenidas por Stolze en su investigacion
sobre el cultivo de hongos de marihuana medicinal y su recuento de UFC por medio
de ImageJ (Anexo 1) y que presentd un estudio cuantitativo y cualitativo con
participantes para realizar el analisis. Dicha investigacion se debe a que el control y
testeo de la industria de alimentos de alimentos y marihuana, tiene un requerimiento
el control de bacterias y hongos para las regulaciones federales, al menos de Estados
Unidos, desde que la marijuana fue legalizada es de especial intencion la
determinacion de levaduras y hongos totales presentes en los productos para evaluar

problemas de salud, debido a lo anterior el andlisis de las levaduras y hongos en las
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muestras puede generar un problema debido a la gran concentracion y superposicion

de las colonias lo que genera un problema para su recuento.(Stolze et al., 2019)

7.2.5.1. Recuento manual

Para el conteo manual se realizo con la herramienta adicional “Cell Counter” (Plugins
> Cell Counter)(Stolze et al., 2019).

(@) (b)!

Figura 27. Conteo manual ImageJ de células en Petrifilm.

(a)lmagen Original, (b)Cell Counter

7.2.5.2. Recuento automatico

Para utilizar el analisis de unidades formadoras de colonias, a cada imagen se le retira
el fondo exterior a la placa Petrifilm, para ello marcamos el area de la placa (Oval >
Edith > Clear Outside). La imagen que se encuentra formato RGB se le ajusto el
contraste para posteriormente se convierta en 8bits (Image > Type > 8-bits), corregir
su tono buscando dejar toda el area de interés en negro, es decir con fondo blanco
(Imagen > Adjust > Threshold). Convertimos la imagen a una “mascara” (Process >
Binary > Convert to Mask) y separar las colonias con la herramienta Watersheld con
1 pixel de ancho (Process > Binary > Watersheld) para finalmente aplicar el analisis

de particulas (Analyze > Analyze Particles).
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Figura 28. Conteo automatizado por ImageJ de células en Petrifilm.

(a)lmagen original, (b)Imagen Threshold, (c) Analisis de particulas: 1) Resultados, I1)

Sombreado de cada particula analizada.

7.3.  VALIDACION DEL INSTRUCTIVO “USO DE IMAGEJ”

Para la validacion del manual se contactdo con alumnos de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile. Por medio de una encuesta
online realizada por el formulario de Google, la cual consistia en un analisis cualitativo

del uso del instructivo el cual fue medido en tres etapas.

Primera etapa de evaluacion de instalacion: 1) si es posible instalarlo y en qué sistema
operativo. La segunda etapa, por medio del uso del “Instructivo de uso de ImageJ”

realizar el analisis de recuento de semillas, color y UFC (Figura 29), donde se

42



identificara si instructivo fue: 1) de facil comprension, 2) se logro el objetivo de la
medicion de color, area y recuento de unidades de una imagen y la ultima etapa
retroalimentacion. Posteriormente se realizara el analisis cuantitativo de los resultados

obtenidos por los participantes en relacion con los obtenidos en el analisis de casos.

Con la informacién cualitativa recolecta de la experiencia se realizaron modificaciones

en el instructivo, que permitiran su mejor aplicacion y fluidez en el uso.

Recuento de semillas Analisis de color Recuento de UFC

Figura 29. Imagenes seleccionadas para analisis.

7.4. ANALISIS DE CASOS

El andlisis de casos serd realizado con el programa ImageJ version 1.54h
(https://imagej.nih.gov/i/download.html), utilizando las herramientas béasicas que

cuenta el programa como son Line, Multipoint, Set Scale, Analyze Particles, ROI
Manager entre otros. Como también el plugins disponibles en linea como: GLCM
Texture (https://imagej.net/ij/plugins/texture.html), Extended ToolBox

(https://imagej.net/plugins/biovoxxel-toolbox#Extended Particle_Analyzer) y SDBC

(https://github.com/perchrh/ImageJFractalDimension?tab=readme-ov-file ).Los

analisis realizados a los alimentos chilenos (pifién y arandano) seran basados en el
trabajo de Baima, quién realiz6 analisis morfométricos, de color, de textura y fractal
utilizando las herramientas de ImageJ (Baima & Ribotta, 2019)
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7.4.1. Materiales

7.4.1.1. Pifién (Araucaria Araucana)

El pifion es la semilla fruto del arbol Araucaria (Araucaria araucana) que es un arbol
nativo de Chile y Argentina, y que es un monumento natural ya que su forestacién no
supera los 450.00ha y de la cual el 74% se encuentra en Chile, especialmente en la IX
Region (Escobar Alvarez & Estévez A, 2008; Fundacion para la Innovacion Agraria,
2010).Los pifiones es un alimento importante dentro de la cultura Mapuche,
especialmente en la etnia Pehuenche. Su recoleccion es principalmente en otofio, pero
su disponibilidad a granel a nivel nacional ya que se comercializa la semilla seca. Sus
caracteristicas morfolégicas presentan la semilla son formada de una cubierta externa
alargado, cuneiformes, de un atractivo color pardo rojizo, de 3,5 a 4,5 cm de largo,
entre 1,2 a 2,0 cm de ancho y con un peso de 3,5 a 4,0 gramos (Cortés et al., 2019;

Escobar Alvarez & Estévez A, 2008; Fundacion para la Innovacion Agraria, 2010).

Si bien existe un mercado internacional para pifiones (Pinus pinea), el pifidn chileno al
provenir del arbol protegido del pais no se exporta como materia prima, pero en los
ultimos afios se ha considerado exportarlo como producto elaborado de produccién y
control regional, debido a su recoleccion y respeto por nuestras raices (Fundacion para

la Innovacion Agraria, 2010).

Para el andlisis de casos utilizaremos 30 unidades (aproximadamente 25 gramos) de
pifidn chileno, los cuales fueron fotografiados con luces led, sobre un fondo blanco y
una barra de medida de 2cm como referencia. La eleccion de la semilla es debido a su
estacionalidad, importancia histérica (ancestral) y por su apariencia corniforme

alargada, atractivo color y textura superficial.

7.4.1.2. Arandano (Vaccinium Corybosum)

El arAndano es la cuarta fruta de interés econémico en el mundo, debido al contenido
de antioxidantes y a la resistencia del cultivo a condiciones ambientales adversa. Es
una fruta muy apreciada por los paises del hemisferio norte, principalmente Estados

Unidos de América (56%) y algunos paises de Europa (22%) y dicha exportacion 2023-
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2024 fue de 82mil toneladas del fruto fresco.(Fresh Plaza, 2024; MundoAgro, 2023;
Pinedo Montoya, 2019)

Son bayas regulares casi esféricas azules de 1 a 3 gramos de peso, dependiendo de
la especie y el cultivar puede variar en tamafio de 7 a 15m, de didmetro, en casos de
frutos comerciales pueden llegar a los 21milimetros de didmetro. Dentro de las
caracteristicas de calidad comercial se destacan el calibre (didmetro inferior a 12mm),
forma (irregular), color (verde, 10% de su superficie o rojizo ,20% de su superficie) o
defecto de su condicion como la deshidratacion del fruto (aparicion de arrugas en la
piel del fruto por la pérdida de agua).(Comité de Arandano de Chile & Asociacion de
Exportadores de Frutas de Chile (Asoex), 2013; Fresh Plaza, 2024; Pinedo Montoya,
2019)

Para el analisis de casos utilizaremos 3 unidades de ardndano frescos adquiridos de
un distribuidor nacional horticola, los cuales fueron fotografiados cada 45° por lado con
la cAmara oscura, considerando los 2,5 cm de base como referencia. La eleccion del
fruto es debido a su disponibilidad anual, importancia como fruto de exportacion y por

su apariencia homogénea circular, de color uniforme y suave textura.

7.4.2. Andlisis morfométrico y color

7.4.2.1. Andlisis morfométrico

Mediremos la morfologia utilizando el plugin Extended Particle Analyze (Andlisis de
particulas Extendido) perteneciente al paquete de herramientas Extended ToolBox.
Medir la distancia conocida con la herramienta linea (Straight + Clic izquierdo y
arrastrar hasta el final) posteriormente ingresamos a la distancia conocida (Analyze
> Set Scale > Global > OK). A cada imagen que se encontraba en formato RGB se le
ajusto el contraste para posteriormente se convierta en 8bits (Image > Type > 8-bits),
corregir su tono buscando dejar toda el area de interés en negro (Imagen > Adjust >
Threshold > Apply), retirar el ruido (Process > Noise > Despickle) de laimagen para

finalmente aplicar el andlisis de particulas extendido (Plugins > BioVoxxel >
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Extended Particle Analyze). Para el correcto funcionamiento de la herramienta a la

imagen se le debi6 aplicar Threshold.

Mediante la realizacion de dicho analisis obtendremos de manera automatica los
parametros morfométricos de area (cm?), perimetro (cm), circularidad (similitud del
objeto comparado con un referente perfectamente circular, donde 1 es un circulo
perfecto), diametro de Feret(mayor distancia de separacion entre dos pixeles tomados
a orientaciones diferentes),Solidez (relacion de area por el area de su casco convexo,
0-1 reporta cuan suave y convexo es el contorno del objeto) y Relacién de Aspecto(AR,

proporcidn entre ancho y altura de una imagen).(Yonis et al., 2020)
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Figura 30. Uso de Andlisis de Particulas Extendido para analisis de casos.

(@)lmagen 8bits, (b)Imagen con Threshold, (c)Menu de Analisis de Particulas

Extendido: 1) Resultados, II) Promedio de resultados
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7.4.2.2. Andlisis de color

El analisis de color de frutos chilenos se llevara a cabo por medio del método de
analisis de color por ImageJ (7.2.3.2). La imagen fue transformada de espacio RGB a
CIELAB por medio del mismo programa (Image > Type > Lab Stack), opcion que
abrird una ventana que cuenta con 3 vistas (L*, a*, b*). La posterior medicion de color.
se realizara por medio de la herramienta Polygon Selections (para pifidn) y/o Oval
para arandano, se traza el contorno del fruto y se eliminan las partes no deseadas con
la misma herramienta (Alt+ Clic izquierdo). El trazo guardado en Resultados con la
herramienta Measure (Analyze > Measure /Ctrl+ M) es posible identificar los valores
promedio de L*,a*y b* midiendo para cada uno de los valores, como se observan en
la figura 24.b).

7.4.3. Andlisis De Textura

7.4.3.1. Matriz de coocurrencia en escala de grises

Para realizar el analisis de textura utilizaremos el plugin Textural features base in
GLCM v04 (GLCM Texture). A cada imagen que se encontraba en formato RGB se le
ajusto el contraste para posteriormente se convierta en 8bits (Image > Type > 8-bits)
y se le selecciond el area de interés con ROI desde un extremo al otro del fruto
pasando por la parte media (Rectangle + click Izquierdo y arrastrar hasta el final),
determinar las caracteristicas de la textura superficial mediante la Matriz de ocurrencia

en escafia de grises (Plugins > GLCM Texture).

Mediante la realizacién de dicho andlisis obtendremos los parametros de energia
(ASM, Angular Second Moment, medida de la homogeneidad local de la imagen),
contraste (CON, medida de variacion local del nivel de gris), Homogeneidad (IDMM,
Inverse Difference Moment, medida de la diferencia de la intensidad de gris en pixeles
vecinos) entropia (ENT, variable relacionada con el orden o desorden de la imagen y

se relaciona con la textura de la imagen).
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Figura 31. Uso de Textural features base in GLCM (GLCM Texture).
(@)lmagen Original, (b)imagen en 8bits, (c)imagen con la seccion a analizar
sefialada, (d)Menu de GLCM Texture: |) Resultados

7.4.3.2. Dimension fractal

Se utilizé el Algoritmo Modificado de Conteo Diferencial de Cajas (SDBC, Shifting
Differential Box Counting) para determinar los valores de la dimension fractal de la
textura de las imagenes, la que es posible utilizar para caracterizar la textura de las
superficies y expresarla como una medida de la rugosidad o irregularidad que presenta
la superficie de una imagen.(Baima & Ribotta, 2019). A cada imagen sin fondo que se
encontraba en formato RGB se convirtié a 8bits (Image > Type > 8-bits), se selecciond
un area de 180x180 pixeles para generar un diagrama de Intensidad de superficie
(Analyze > Surface Plot) el cual es generado a partir de los pixeles de la imagen en
2D en escalas de grises (ejes x, y) y la intensidad de esta (eje z). El diagrama sera
cuantificado utilizado la dimension fractal (Plugins > SDBC), la configuracion del
tamano de las cajas se consideré como “automatico” que es la opcion entregada por

el programa. El valor de la dimension fractal de superficie (DFsup) se calculé mediante
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la relacion entre el logaritmo de numero de cajas (N) y el logaritmo del tamafio de estas
(1/r). Los valores de dimension fractal oscilan entre 2 y 3. Las superficies lisas, sin
rugosidad, presentan valores numéricos proximos a 2, mientras que las superficies
altamente rugosas presentan un incremento en la dimension fractal (Baima & Ribotta,
2019)
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Figura 32. Uso Algoritmo Modificado de Conteo Diferencial de Cajas (SDBC)

para calcular DFsup.

(@) Imagen en 8bits, (b)imagen en binario, (c) Menu de SDBC: |) Diagrama de

Fractales

La dimension fractal de contorno (DFcont) Se evalué utilizando el Conteo Diferencial de
Cajas sobre imagenes de los contonros de los frutos, mientras mas irregular el contono
mayor sera su DFcont. Las imagenes sin fondo fueron convertidas de RGB a 8Bits
(Image > Type > 8-bits), posteriormente la imagen en binario (Process > Binary >
Make Binary) y se calcul6 el contorno de la figura con (Analyze > Tools > Fractal
Box Count), la configuracion del tamafio de las cajas se consider6 como “automatico”

que es la opcion entregada por el programa.
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Figura 33. Uso Conteo Diferencial de Cajas (SDBC) para calcular DFcont.

(@) Imagen en 8bits, (b)imagen en binario, (c) Menu de Fractal Count Box: I)

Resultados, Il) Diagrama de Fractales

7.5.  ANALISIS ESTADISTICO

Todos los analisis que fueron realizados se ejecutaron por triplicado y sus resultados

fueron expresados como promedio + andlisis estadistico para las comparaciones de

imagenes se realizara en el programa Statgraphics© para la realizacion de la prueba

ANOVA (0=0,05).
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8. DESARROLLO Y DISCUSION

8.1. ESTADO DEL CONOCIMIENTO CIENTIFICO

8.1.1. Métrica de Publicaciones

El procesamiento de imagenes digitales es el conjunto de técnicas que se aplican a
las imagenes digitales con el objetivo de mejorar la calidad o facilitar la busqueda de
informacion, mientras que el analisis de imagenes se refiere a la extraccion de
informacion cuantitativa y cualitativa a través de una imagen(Dubey & Jalal, 2015).
Considerando lo anterior, para la realizacion de la métrica de publicaciones se realiz6
la busqueda el dia 10 de diciembre del 2023 en WOS con las palabras clave “ImageJ”
e “Image analysis”, se encontraron un total de 2340 publicaciones para la busqueda.
Siendo la primera publicacién en el afio 2003 con el uso del programa y existiendo un
crecimiento lento pero sostenido hasta el afio 2014, posterior a esta fecha existié un
aumento de la generacidén de conocimiento en el area de analisis de imagenes ya que
se registran mas de 100 publicaciones anuales, obteniéndose la mayor cantidad de

publicaciones por afio en el 2023 siendo 275 publicaciones en dicho afio.
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Figura 34. Grafica de total de publicaciones y su frecuencia acumulada por afio.
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Cabe destacar que a partir del afio 2020 existi6 un crecimiento de 10% de
publicaciones anuales, este incremento en el numero de publicaciones puede ser
atribuible a las mejoras en las tecnologias y al crecimiento en el uso de herramientas
digitales en los campos de las ciencias y el acercamiento de estas a los
establecimientos educacionales, motivando la investigacion y el .desarrollo de
conocimientos.(Martin Vilches et al., n.d.; Rueden et al., 2017) Ya que para el afio 2024
se proyectan hasta el momento 278 publicaciones el area, siendo la mayor cantidad
de publicaciones hasta el momento con un 12% de las publicaciones totales para este

afno.

8.1.1.1. Tipo de documentos

En el universo de publicaciones observa que el tipo de publicaciones realizadas fueron
en su mayoria articulos de investigacion obteniendo el 96% de las publicaciones,1,5%
de publicaciones de acceso temprano 1,0% en revisiones, 0,2% en ponencias y
capitulos de libros. Demostrando que la mayor generacion de conocimiento es en la

investigacion cientifica.

8.1.1.2. Paises

Con respecto al desarrollo de estos conocimientos, Estados Unidos es el lider mundial
en el desarrollo de publicaciones en el uso de ImageJ y procesamiento con analisis de
imagenes con 610 publicaciones (19,2% del total), seguido por Alemania e Inglaterra
con 219 y 177 publicaciones respectivamente. En la figura 35, se puede observar la
relacion de numero de publicaciones cientificas por pais, destacando los paises que

tienen al menos 5 publicaciones en procesamiento de imagenes e ImageJ.
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an Bureau of Statistics, GeoNames, Geospatial Data Edit, Microsoft, Navinfo, Open Places, OpenStreetMap, TomTo:

Puublicaciones
5 610

Figura 35. Representacion de publicaciones cientificas por pais.

Entre los paises latinos Brasil posee el mayor nimero de publicaciones con 153
publicaciones, quinta posicidon de publicaciones a nivel mundial, representando una
gran potencia no solo regional en esta area de conocimientos; México ocupa el
segundo lugar regional con 26 publicaciones, seguido de Chile y Colombia en tercer
lugar con 10 publicaciones cada uno, lo que propone un nuevo campo de conocimiento

a potenciar ya que la existencia y la posibilidad de crecimiento regional es posible.

8.1.1.3. Categorias

En el ambito de las categorias de publicacién que fueron exploradas en el analisis de
las publicaciones analizadas, la categoria de Ciencias y Tecnologia de Alimentos
(Food Science Tecnology) no ha tenido mucha representacion como se observa en la
figura 36, ya que ocupa el vigésimo séptimo lugar con un 1,7% del total de
publicaciones, mientas que las ciencias multidisciplinarias (Multidisciplinary Science)
gue es la categoria con mayor presencia ocupa el 9,4%.La predisposicion de la
investigacion en las ciencias de la salud, asi como quimica y biologia se puede atribuir
(Gonzalez, 2018; Schroeder et al., 2021) a la presencia de los programas Fiji y
ImageJ2 que estan especificamente destinados a usos de analisis especificos en estas
areas (Rueden et al., 2017; Schindelin et al., 2012).
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Figura 36. Diagrama de categorias de WOS segun la cantidad de publicaciones.

Considerando lo anterior, podemos atribuir que el procesamiento de imagenes es una
categoria modernay de crecimiento en el area de la ciencia, al igual que avanza segun
se mejoran las tecnologias y el acceso a las mismas por partes de las personas.
Considerando este avance y mejora continua, programas como el ImageJ y sus

derivados, son de gran importancia para la evolucién de las ciencias digitales.

8.1.2. Métrica de citas

Con respecto al uso de los conocimientos generados, la métrica de citas demuestra
un incremento sustancial del uso citas desde el afio 2012 al 2021(16% de las citas
totales), mientras que existié un ligero decrecimiento en las citas entre 2022 y 2023
con un 15,8% y 13,7% respectivamente, igualmente se utilizan mas de 17000

citaciones en el tema de analisis de imagenes que no han decrecido desde el 2020.

En la figura 37 se aprecia que seguin aumentan las publicaciones, aumentan las citas
relacionadas con las publicaciones llegando a su maximo de citas en el 2021,

obteniendo 20538 citas para las 275 publicaciones realizadas en dicho afio.
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Figura 37. Grafica de Cantidad de Publicaciones y Citas realizadas desde el
2004

Se puede observar que a partir del afio 2010 se presenta un crecimiento lineal (r?> de
0,94) para las citaciones realizadas, obteniendo obre un 20% de tasa de crecimiento
para cada afio. Este crecimiento lineal de la métrica de citas es concordante con el
incremento de publicaciones y se espera, considerando el aumento en el nimero se

publicaciones que siga con su crecimiento lineal.

Con respecto a las publicaciones mas influyentes, se pueden observar en la Tabla 1.
donde se presentan las tres publicaciones mas citadas. La publicacion mas citada es:
“NIH Image to ImageJ:25 years of image analysis” de Schindelin en el 2012 ocupando
el 39% de las citas para la categoria buscada. Este articulo posee la caracteristica que
explica a profundidad los inicios de la herramienta desde la necesidad de la existencia
de un software de analisis de imagenes para Mac y su migracion a los otros sistemas
operativos en forma de ImageJ (formato Java), sus descendientes (Fiji y de ImageJ2)
y futuras aplicaciones. Informando como ha crecido en sus caracteristicas a través del
desarrollo e implementacién de la misma comunidad a través de plugins, las
dificultades que abarca el formato tan simple del software, como fue el aceptar todos

los tipos de formatos de imagenes para su analisis y la conectividad con otros
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programas que permitan la migracion de su informacion de una manera practica, como

es el Imaris, Cell Profiler y Knime.

Tabla 1. Publicaciones mas relevantes segun las citas totales realizadas

Publicacién Autor Citas Totales

NIH Image to ImageJ:25 years of

_ _ (Schneider et al., 2012) 38900
image analysis
Fiji: an open-source platform for _ _
_ o _ (Schindelin et al., 2012) 34602
biological-image analysis
ImageJ2: ImageJ for the next
(Rueden et al., 2017a) 3562

generation of scientific image data

El segundo y tercer articulo con mayor influencia presentan caracteristicas similares al
ser analisis profundos a las herramientas Fiji e ImageJ2, las cuales como ya se ha
sefialado son sucesoras de ImageJ enfocadas en un ambiente mas biomédico El
articulo de Schindelin realiza una vision retrospectiva de Fiji, destacando su uso
enfocado en el mundo de la imagen biologia y que como herramienta posee amplias
librerias de softwares que mayor potencia y utilizacibn que su antecesor, pero
destacando la caracteristica de transformar cualquier algoritmo, que sean generados
para este software, transformarlo a ImageJ como plugins permitiendo asi el
crecimiento continuo de este ultimo, permitiendo asi el crecimiento continuo del
programa e interaccion entre ellos. El articulo de Rueden destaca la gran demanda
gue existia por el ambito de la biologia por la herramienta ImageJ, generando un gran
crecimiento de plugins una amplia demanda, y como ellos dieron pie siguiente paso
para dar abasto al continuo crecimiento, desarrollaron ImageJ2, un completo redisefio
de su antecesor al ser una herramienta mas robusta, con una arquitectura mejorada
que debiera acompafar sin problema a las demandas cientificas de las proximas
décadas proyectadas. Cabe destacar que el segundo y tercer articulo mas citados han

tenido entre sus autores al doctor Johannes Schindelin, cuyas categorias de
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investigacion son ciencias y tecnologias, matematicas y biologia computacional,
biotecnologia y microbiologia aplicada, lo que ya destaca que existen investigadores

dispuestos a enfocarse en el area de investigacion cientifica computacional.

La realidad nacional de las 10 publicaciones realizadas en el area, la mas citada es la
primera publicaciéon “Study on image analisis application for identification Quinoa seeds
(Chenopodium quinoa Willd) geographical provenance”, donde se realizaron
mediciones geométricas, caracteristicas morfologicas, dimensiones de fractales y
andlisis de color en 28 variedades de Quinoa aplicando el software ImageJ para su
realizacion (Medina et al., 2010). En dicho articulo destacan la importancia del
mercado global y el lugar de origen de los productos, destacando la importancia que
esta posee sobre la calidad de los productos, los procesamiento de satirizacion y al
regulacién en los mismos, proponiendo el uso de ImageJ como herramienta para medir
estos parametros desde un punto de vista computacional y de varias muestras al
mismo tiempo, permitiendo identificar efectivamente las regiones de origen del
producto (en este caso quinoa) a partir de sus caracteristicas morfolégicas y color. La
publicacién sigue sefialando la utilizacion del andlisis de imagenes como herramienta
de control de calidad de productos y que pueden generar un posible impacto en la
agricultura e ingenieria de alimentos ya que son métodos que pueden ser atribuibles

a productos similares, en este caso especifico cereales.

8.2. ANALISIS DE IMAGENES

8.2.1. Recuento y prediccion de semillas

8.2.1.1. Semillas de zapallo

Los resultados obtenidos demuestran que en el conteo una a una se observan como

resultado 36 semillas, mientras que con la prediccion se obtienen 38 + 3 semillas.

Por su contraparte la imagen no estandarizada de las semillas (figura 38.a), se tomo

la misma muestra, pero fue fotografiada y registrada a luz artificial ambiental. Por
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medio de la aplicacion del 8 bit, se observar el “ruido” presente en la fotografia lo que
genera que se deba realizar una limpieza del borde la misma foto (figura 38.b y figura

87.c) para poder posteriormente realizar el recuento por medio del analisis de

particulas.
~e
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Figura 38. Fotografia de 6 gramos de semillas de zapallo.
(a)lmagen original, (b)imagen en 8Bits con aplicacion de Thershold, (c)Limpieza de

fondo y preparacion para analisis, (d)Recuento con analisis de particulas.

En esta oportunidad obtenemos un conteo de 50 = 20,1 semillas, debido a las
imperfecciones presentes con la definicion del contorno de las semillas. En la figura 39
se observan los bordes de las semillas, donde se presentan unas pequefias
estructuras, las cuales son contabilizadas por el programa, impidiendo tener una

precision mas certera a la imagen estandarizada y genera el exceso en la prediccion.
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Figura 39. Aplicacion de Analisis de particulas en microestructuras de las

semillas

8.2.1.2. Semillas de maravilla

Se puede observar que el recuento manual da como resultado 186 semillas de
maravilla, mientras que el recuento de particulas da como resultado 293,7 + 110,3
unidades. Al igual que con el caso anterior, la diferencia es atribuible a la formacién de
pequefias particulas a partir de la imagen original al general el traspaso a 8bit, lo que

da como resultado una sobrevaloracion de las semillas.

En esta oportunidad, debido al tamafio presente en la semilla de maravilla, a pesar de
poseer laimagen estandarizada para el andlisis, se puede observar el mismo problema
de definicidn, al aglutinarse entre ellas (Fig.39.b), y con la herramienta division

(Watersheld) separar las estructuras que se fueron uniendo.

(@) - g (b)

Figura 40. Escaner de 4 gramos de maravilla

(a)lmagen original, (b)Analisis de particulas, (c)Conteo manual.
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A la imagen no estandarizada, al igual que el caso anterior se debio realizar una
limpieza de fondo para posteriormente realizar el recuento de particulas. En esta
oportunidad se obtuvieron 319,3 + 90,7 unidades con el recuento de particulas, nimero
gue es considerablemente superior al niumero estandarizado y que claramente esta
alejado que la cantidad original de semillas, nuevamente esta discrepancia puede ser
atribuible al reconocimiento y definicion de la imagen por el programa. Al ser una
imagen no estandarizada, las diferencias en la coloracion (fondo, semilla) y la

sobrevaloracion de particulas afectan de manera negativa el conteo de la imagen.

n-8

. ’ -.‘ "
x ~ x

Az

@ | ol ©

Figura 4l. Fotografia de 6 gramos de semillas de maravilla.
(a)lmagen Original, (b)Imagen en 8Bits con aplicacion de Thershold, (c)Recuento

con Analisis de particulas.

8.2.1.3. Semillas de sésamo

En la figura 42.a podemos observar el analisis de semillas se sésamo por medio del
analisis de particulas obteniendo 833,3 + 52,6, mientras que el recuento manual dio
758 semillas, lo cual se aprecia una buena aproximacion (menor desviacion entre ellas)

a pesar del diminuto tamafio y poseer algunas semillas unidas.
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Figura 42. Semillas de sésamo contabilizadas

(a)Anadlisis de particulas, (b)Conteo manual.

Con la imagen no estandarizada, al igual que en las ocasiones anteriores presento
ruido en la muestra, la cual fue removida para la prediccion. Obteniéndose en esta
ocasion 80439 semillas predichas por el programa. En ambos casos, se puede
observar la gran presencia de sobreestimacion de semillas debido a la sobre posicion
de la muestra o a la falta de definicién de los pixeles en el caso de la imagen no

estandarizada.

(b)

Figura 43. Fotografia de 2 gramos de semillas de sésamo.
(a)lmagen Original, (b)Imagen en 8Bits con aplicacion de Thershold, (c)Recuento

con Analisis de particulas.

En la tabla 2, se presenta el resumen y comparacion de las semillas con respecto al
recuento manual y los valores obtenidos del recuento automéatico de las imagenes

estandarizadas y no estandarizadas por medio del programa ImageJ.
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Si bien se observa diferencias entre los valores obtenidos entre el recuento manual y
automatico, no se observan diferencias significativas entre el recuento manual y el
automético con imagen estandarizada y no estandarizada para las muestras de

semillas de zapallo y sésamo obteniendo grupos homogéneos en ambos casos.

Tabla 2. Comparacion de recuento de semillas

Semilla Manual Escaner (unidades) Fotografia
(unidades) (unidades)
Zapallo 362 38,3+2,3 59,0 £ 20,12
Maravilla 186° 293,7 + 110,3° 319,3+ 90,7°¢
Sésamo 758 833,3 + 52,64 804,0 + 39,49

Los valores representan X+SD. a-d Letras iguales demuestran que no existen diferencias significativas (p < 0,05) entre el

recuento de semillas.

En el caso de la semilla de maravilla si se observa una diferencia entre el recuento
manual y el automatico, pero no se observan diferencias entre el conteo estandarizado
y no estandarizado, podemos atribuir como razén de la sobrevaloracion de unidades,
a la distribucion de la semilla (en mas contacto entre ellas), o al color irregular entre
las semillas, o que genera una estructura menos uniforme para analizar y se generan
los manchones que al separarse con las herramientas no quedan perfectamente el
namero original de las semillas generado un sobre participaron de la imagen y por lo
tanto una sobre valoracion de unidades, que generaria la homogeneidad entre el
recuento automatico, pero la diferencia significativa con el recuento manual en el caso
de esta semilla. A pesar de la diferencia de la semilla de maravilla, podemos asegurar
que el desempeno de la herramienta “recuento de particulas de ImageJ” si es efectiva
para el cuento de semillas tanto para imagenes capturadas por un escaner (contacto

directo) como para una camara digital.
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8.2.2. Andlisis de tamafo

Para el analisis de tamafio se cont6 con 3 muestras de tomates Cherries, los resultados
de la medicion fueron los presentados en la Tabla 3. Si bien no existieron dificultades
en la captura y analisis del software, ya que sélo necesita la definicion de la escala
(Set Scale) y posterior herramienta Linea (Straigh), si se presentan diferencias
significativas entre la medicion en vivo de la muestra y la imagen capturada con la

camara.

Tabla 3 Comparacion de tamafio (cm) por analisis de imagen

Fruto Cémara Oscura Fotografia

Muestra | Alto Ancho Largo Alto Ancho Largo Alto Ancho Largo
Tomate

1 2,8 31 3,0 |2,66+0,08 3,14+0,08 2,88+0,08 | 3,23+0,14 3,30+0,44 2,56+0,13
Tomate

) 2,7 29 2,7 2,71+0,09 2,93+0,16 2,61+0,07 | 2,95+0,32 2,89+0,31 2,95+0,07
Tomate

3 2,7 2,7 2,6 2,69+0,08 3,14+0,08C 2,89+0,09 | 3,29+0,07 3,34+0,43 2,67%0,20

Los valores representan X+SD

En el caso de la medicién de largo, ancho y alto, se pueden observar diferencias
significativas entre las imagenes estandarizadas y no estandarizadas. Para cada una
de la medicion no existio diferencia entre los valores de la muestra original y las
capturadas en la cAmara obscura, pero si existieron diferencias entre las capturadas
directamente en el ambiente, lo cual demostraria la necesidad de la estandarizacion

para la posibilidad de reproduccion entre las imagenes.
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a-d Letras iguales demuestran que no existen diferencias significativas (p < 0,05) para la misma muestra con diferente método

de medicién

Comparacion de los valores tamafios obtenidos por muestra.

Figura 44.
a) Comparacion de muestras por alto, b) Comparacion de muestras por ancho, c)

Comparacion de muestras por largo.
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8.2.3. Andlisis de color

Los resultados obtenidos del analisis de color a las frutillas se pueden observar en la
Tabla 4. Donde podemos observar la comparacion del color promedio de cada imagen
demostrando sus valores L*, a*, b* promedio y su representacion total en la escala de

color.

Tabla 4. Comparacion del color por andlisis de imagenes

Imagen Promedio ImageJ Color promedio Photoshop
Muestra L* a* b* Color L* a* b* Color
Frutilal | 57 43 46 [N |55 52 4 [N
Frutila1* |30 27 20 [ 22 30 22 |
Frutila2 | 63 36 35 [ |54 48 a1 [
Frtta2s |32 42 22 [N | 3¢ 3+ 22 |
Frtilas | 63 37 30 [P |52 41 36 [N
Frutilass |35 32 26 [N |36 36 22 |

*Fotografias no estandarizada/. Los valores representan X

Si bien se observa una diferencia visual entre la muestra estandarizada y la no
estandarizada en su saturacion y luminosidad (L*) se puede observar que no existe
diferencias significativas para para las imagenes no estandarizadas en ninguno de los
programas analizados, obteniéndose los valores de 32 + 2,3 para los valores promedio
analizados por ImageJ y 33 * 3,8 para los valores promedio analizados por Photoshop.
Situacion que se repite para las imagenes de la muestra 1 (Frutilla 1) estandarizada,
donde no se observan diferencias significativas entre sus muestras al obtener 57 + 2,3
en el analisis por ImageJ y de 55 + 4,3 en el analisis por Photoshop. Lo contrario ocurrio

con las muestras de las frutillas 2 y 3 si presentan diferencias en su luminosidad por
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cada programa analizado, obteniéndose de 63 £ 4,1, 54 +52y 63 £4,9,52 £ 9,2 en

ImageJ y Photoshop respectivamente.

80
70 cB

bcA pa _} bA _} bA

-
aA

50 % % aA
x40 aA aA
— aA aA

30

20
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0

1 1* 2 2% 3 3*

BilmageJ BPhotoshop

*Fotografias no estandarizadas. A y B letras iguales demuestran que no existen diferencias significativas (p < 0,05) dentro de
la misma muestra para diferente programa / a-c Letras iguales demuestran que no existen diferencias significativas (p < 0,05)

entre las diferentes muestras.

Figura 45. Comparaciéon de valores promedio de L* para el analisis de color por

Photoshop e ImageJ

La homogeneidad en la luminosidad de las muestras no estandarizadas se puede
deber a la falta de iluminacion directa sobre el fruto, ya que fue tomada la fotografia en
condiciones estandar de laboratorio y al no ser un ambiente controlado, ocurrié las
mismas condiciones sobre los frutos, obteniéndose valores similares entres sus
muestras, razon por la cual también es atribuible la luminosidad similar entre ellas a
pesar de ser frutas diferentes de la misma especie. Un ejemplo de un célculo
representativo de buena iluminacion y similitud en los resultados si se pudo apreciar
con la con la muestra 1 la cual obtuvo valores similares entre sus analisis por ambos
programas. En contraparte a la diferencia en la luminosidad de las muestras 2 y 3 (que
si contaban con una iluminacion controlada) puede ser atribuible al software Photoshop
gue automaticamente selecciono los colores similares presentes en el fruto para su

calculo, a diferencia del ImageJ donde un manipulador descarta de manera selectiva
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*Fotografias no estandarizadas. A y B letras iguales demuestran que no existen diferencias significativas (p < 0,05) dentro de

la misma muestra con diferente programa / a-c Letras iguales demuestran que no existen diferencias significativas (p < 0,05)

entre las diferentes muestras.

Comparacion de valores promedio a* para el analisis de color por

Figura 46.

Photoshop e ImageJ

La coloracion verdosa-rojiza (a*) presentd un comportamiento similar al pardmetro

anterior, no presentaron diferencias significativas en las muestras a excepcion de la

Obteniéndose, en

Muestra 1 (estandarizada y no estandarizada) y 2 estandarizadas.

27 £ 1,

5y 33+ 3,4 para

4 para la muestra 1 no estandarizada y en promedio 33 =+ 7

las muestras de ImageJ y Photoshop en las muestras no estandarizadas. En el caso

de las muestras 1y 2 dicha diferencia en la coloracion de las muestras estandarizadas

atribuibles a la condicion estandarizada de la muestra, al poseer una mejor iluminacién

permitiendo que el

se pueden observar a mas detalle las imperfecciones del fruto,

software ingrese una mayor cantidad de sombras u de coloracion verdosa a la muestra
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*Fotografias no estandarizadas. A y B letras iguales demuestran que no existen diferencias significativas (p < 0,05) dentro de
la misma muestra con diferente programa / a-f Letras iguales demuestran que no existen diferencias significativas (p < 0,05)

entre las diferentes muestras.

Figura 47. Comparacion de valores promedio de b* para el andlisis de color por

Photoshop e ImageJ

La coloracion azulino-amarillenta (b*) no present6 diferencias significativas entre las
muestras analizadas estandarizadas analizadas por ImageJ y Photoshop obteniendo
en promedio de 37 £ 8,0y 42 * 6,0 respectivamente, en el caso de las muestras no
estandarizadas en pero si se obtuvieron diferencias entre las muestras obteniéndose
25 + 4,2 de promedio entre ellas, es importante destacar que si bien muestral no
estandarizada (Frutilla 1*),posee una diferencia entre los resultados encontrados por
los diferentes softwares de analisis. Esta diferencia puede ser similar al caso de la
luminosidad, al ser el programa un recuento automatico, puede considerar partes no

deseadas para la seleccion del color.

En la rueda de color de la figura 48 se puede apreciar la diferencia de saturacion
obtenidas por los programas y la ubicacion del valor obtenida en las muestras, si bien
los valores se encuentran en un cuadrante relativamente similar, lo cual es esperable
al ser frutas de la misma especie, compradas en la misma ubicaciéon y de la misma
cosecha se puede apreciar como la opacidad aumenta de forma significativa en las

muestras no estandarizadas, debido a la misma falta de iluminacién. Asi mismo se
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nota la diferencia en la opacidad entre el software ImageJ y Photoshop, lo cual

concuerda con lo encontrado en otros estudios (Césari Matilde et al., 2020)

(a) (b)

(©)

Figura 48. Rueda de color con resultados promedio de analisis de color para

(d)

7

frutilla.

(a)lmageJ estandariza, (b)imageJd no estandarizada, (c)Photoshop estandarizado,
(d)Photoshop no estandarizado.

Considerando los resultados obtenidos, podemos asegurar que el programa ImageJ si
es aplicable para la identificacién acertada del color de una muestra, pero se
recomienda mantener unas condiciones controlada, ya que si bien se obtendran
valores concordantes para en condiciones no controladas de medicion, se nota una
falta de brillo en la muestra y se podria apreciar un registro erréneo de la calidad del
alimento, pero no se descarta la utilidad del uso de la captura de imagenes (por cAmara
digital o celular de buena resolucién) de la muestra ya que si puede implementarse
para la determinacion de caracteristicas fisicas de calidad en muestras de alimentos y

permitira llevar un registro claro y reproducible de las muestras.
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dias, el tamafio de las particulas aumento significativamente, entre en todas las

Los resultados para el tamafo de gota original se presentan en la figura 49.a donde

8.2.4. Andlisis de imagenes de difusidn cientifica
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Cambios en el tamafio de gota de la emulsion por dilucion.
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Figura 49.
(a)Valores de tamafio original (b) Valores de tamafio calculado por analisis de

Ay B letras iguales demuestran que no existen diferencias significativas (p < 0,05) de tamafio dentro de la misma muestra / a-
e Letras iguales demuestran que no existen diferencias significativas (p < 0,05) entre las diferentes muestras para la misma
emulsién en el mismo tiempo de almacenamiento.

imagen

(b)



Mientras que en el analisis realizado (figura 49.b) se puede apreciar que no existieron
diferencias significativas entre la misma muestra a diferente tiempo de
almacenamiento. Segun la publicacion se caracteriz6 a la muestra 5:3-50 (relacion
zeina: pectina-MYT) como la estructura optima de la estabilizacién los didmetros
obtenidos para esta muestra fueron 40,76 + 6,66 el dia inicial y 44,74 + 6,70
demostrando un pequefio crecimiento en la perdida de esfericidad de la molécula,
mientras que en el analisis 40,36 + 20,1 el diainicial y 43,69 + 19,02. Se puede apreciar
que no existen diferencias significativas entre los promedios obtenidos, pero si son
apreciable en sus dispersiones, lo cual puede ser atribuible a la repeticién del analisis
de la misma imagen, mientras que en el articulo original se pudieron analizar diversas

muestras demostrando una mejor homogeneidad entre ellas.

Por lo tanto, ImageJ si es un abuena herramienta para el analisis de emulsiones,
permitiendo calcular el diametro de particulas sin mayor dificultad, pero se recomienda
utilizar diversas muestras y un buen procesamiento de la imagen (arreglo de color en

caso de ser necesario) para obtener una mejor caracterizacion de las muestras.

8.2.4.2. Unidades formadoras de colonias

El estudio original fue realizado por 13 participantes a los cuales se les entregoé las
imagenes y se les entregd las indicaciones de cémo realizar el analisis en las
imagenes, que consisten en diversas muestras de cultivo de flores de Marihuana y
cepas del hongo Candida Albicans (C. Albicans, presente en el cultivo de Cannabis.
Las fotografias fueron tomadas por medio de un celular (iPhone) y se obtuvieron los
valores sefialados en la Figura 50, donde se comparan los valores obtenidos por Stolze
junto con los analizados para este estudio, los resultamos demostraron que, si existia
diferencia significativa entre el conteo automatico y manual de las muestras, pero dicho
error se puede atribuir a un error humano y no a un error del método, a pesar de ello
los participantes identificaron la herramienta como de facil aprendizaje(Stolze et al.,
2019).
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a-i Letras iguales demuestran que no existen diferencias significativas (p < 0,05) entre las diferentes muestras a distinta

dilucion.

Figura 50. Grafica de comparaciéon de recuento de unidades formadoras de
colonias Candida Albicans

(a)Unidades contabilizadas original, (b)Unidades contabilizadas por analisis de

imagenes

Mediante el analisis de imagenes se observar que no existieron diferencias
significativas entre los resultados obtenidos por Stolze y el realizado en este estudio,
lo cual sefiala una de las principales hipotesis que es la reproduccién efectiva de los

mismos analisis por diferentes participantes. Obteniendo tantos valores similares entre
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el recuento manual y el realizado con el analisis de particulas de ImageJ, si bien se
obtuvieron valores con menores deviaciones en este analisis se puede deber al mismo
error humano que se sefial6 anteriormente, ya que al poseer una mayor cantidad de

personas analizando la misma imagen, pueden generar una mayor desviacion entre

ellas.
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Figura51. Graficas de regresion lineal de recuento manual en relacion con el

recuento automatico.

(a)Datos tedricos, (b)Andlisis de imagenes.

Paralelamente, si realizamos una calibracién entre el conteo automatico y el conteo
manual, podemos observar que existe una correlacion lineal (Correa et al., 2020) entre

ambos conteos. La regresion se observa que el coeficiente de regresion (R?) de 0,98
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para el analisis del teérico y 0,99 para el analisis de datos (Figura 51)Como se puede
observar existe una correlacion lineal entre los datos observados y una buena
prediccion del valor manual a partir del valor automatico, lo que indicaria que el uso de
herramientas de andlisis como el ImageJ podria ser de utilidad para la industria de los
alimentos permitiendo no sélo realizar los recuentos de manera digital y de manera
mucho mas expedita, permitiendo llevar un registro electronico de los cultivos por
medio de imagenes digitales permitiendo la posibilidad de acceder a los datos o

recrearlos de ser necesario.

8.3. VALIDACION DEL INSTRUCTIVO “USO DE IMAGEJ”

8.3.1. Andlisis Cuantitativo

A los 14 participantes encuestados se les entregd la encuesta donde se expresaba
que se necesitaba analizar y se le facilité el instructivo de “Uso de ImageJ”, para
observar como se desarrollo la cualitativamente los valores obtenidos se realizara una
comparacioén con los valores esperables o valores obtenidos del andlisis realizado para
la comparacién. Los valores obtenidos por los encuestados para el andlisis de color
(frutilla) se recolectaron y se compararon con el valor del analisis de color se
encuentran disponibles en la tabla 5, donde se observan las variaciones para la escala
CIELAB.

Tabla 5. Comparacion del analisis de color (CIELAB) obtenidos en la encuesta.

Variable Analisis de color (Obtenido)  Anaélisis de color (Encuesta)
L* 60,98 + 0,192 58,16 + 9,16°
a* 43,33 + 0,032 35,64 + 19,32°
b* 35,12 £ 0,192 25,24 + 9,09

Los valores representan X+SD. ay b Letras iguales demuestran que no existen diferencias significativas (p < 0,05) para el
fruto por los analisis realizados.
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Se puede apreciar que existen diferencias significativas para ambos analisis, para los
valores L*, a* y b*. Esto puede ser atribuible a la diferencia de eleccidén de area del
fruto a analizar, cuando se les consultd a los encuestados cémo consideraron el
espacio de evaluacion, algunos sefialaron que consideraron las hojas del fruto, lo cual
afectaria a la segmentacion de la fruta y por ende se explicaria el cambio en los valores
gue presenta un menor brillo (L*), y la coloracion mas destinada al verde (a*) y al azul

(b*) como se observa en la figura 52.

T corresponde al color tedrico, E corresponde al valor obtenido por los encuestados.

Figura52. Rueda de color con resultados promedio de analisis de color para

frutilla.

Si bien en la encuesta se solicitaba considerar el color del fruto, se admite que se debid
considerar expresar la necesidad de excluir las hojas del fruto, y dejar solo la pulpa
comestible para su analisis. Asi mismo, la libertad de eleccion de puntos utilizados
para la eleccion pudo afectar el color final, ya que algunos encuestados comentaron
utilizar varios puntos para cubrir bien el area del fruto y otros utilizaron menos
abarcando la misma area con menos rigurosidad, lo cual también podria demostrar la

diferencia en la coloraciéon del fruto.

Los resultados obtenidos por los encuestados para el recuento de semillas se
encuentran presentados en la figura 53. En la imagen a analizar se presentaba una
mezcla de semillas en la imagen, se pudo obtener diferencias significativas entre el

namero total de semillas (131 unidades), el valor del recuento automatico que fueron
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152,3349,29 y el valor del recuento obtenido por los encuestados que fue
280,75+122,16. Considerando lo observado y comentado por los mismos encuestados
el uso de las herramientas Threshold, herramienta necesaria para realizar el analisis,
fue al que presentd la mayor dificultad. Considerando lo anterior, es considerable

adicional la explicacion del uso correcto de la herramienta.
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B 300
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«»n 200 b
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a-c Letras iguales demuestran que no existen diferencias significativas (p < 0,05) entre el recuento y el total de semillas.

Figura 53. Comparacion entre el total de semillas y el recuento automatico de

semillas.

Asi mismo, el recuento de unidades formadoras de UFC (figura 54) demostrd
diferencias significativas entre el valor obtenido y el recuento de la encuesta, si bien la
actividad fue realizada con conteo uno a uno de las UFC, la diferencia puede ser
atribuible a la sobreestimacion por parte de algunos de los encuestados y a la
uniformidad de parte del analizador al evaluar la imagen, ya que al realizar la misma

persona tres veces el gjercicio.
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ay b Letras iguales demuestran que no existen diferencias significativas (p < 0,05) entre los recuentos realizados.

Figura 54. Comparacién del recuento de UFC entre el recuento realizado y los

resultados obtenidos en el recuento uno a uno de la encuesta.

Todos los encuestados sefialaron que el conteo manual de UFC es mucho mas facil
que la prediccién por medio del andlisis de particulas, pero concuerdan que, con una
mayor cantidad de UFC, la prediccion seria de mucha ayuda y un ahorro de tiempo en

el conteo de unidades.

8.3.2. Andlisis Cualitativo

8.3.2.1. Evaluacioén de instalacién

De los 14 participantes encuestados, 100% sefialaron poder instalar el programa
ImageJ sin problemas en el sistema operativo Windows, directamente desde el enlace
entregado en el instructivo. Resultados que estan dentro de lo esperado, considerando

la adaptabilidad del software a los distintos sistemas operativos.
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8.3.2.2. Evaluacion de casos

8.3.2.2.1. Analisis de color

En las evaluaciones de Analisis de color, de la escala de 1(nada dificil) a 5 (muy dificil)
¢, Qué tan dificultoso fue medir el color de la fruta 50% de los encuestados sefalaron
que fue nada dificil realizar la evaluacion. Mientras que un 50% dio que era
normalmente dificil realizar la evaluacion. Cabe sefalar que, si bien la actividad no
presentaba mayor dificultad al solicitar el software con un andlisis RGB, si demostraron
dificultades al no existir una herramienta automatica que realizara el analisis, lo que

para el 50% significo informar que fue normalmente dificil la actividad.

8.3.2.2.2. Recuento de semillas

Andlisis de semillas, de la escala 1(nada dificil) a 5 (muy dificil) ¢Qué tan dificil fue
realizar el recuento? Un 50% de los encuestados sefialé que fue normalmente dificil
realizar el recuento de las diversas semillas mientras, 25% sefialo que fue algo dificil

y el 25% restante sefialé que fue muy dificil desarrollar la experiencia.

Para la realizacion del andlisis, se mezclaron diversos tipos de semilla para agregar
dificultad en la actividad ya que se debia realizar el recuento automatico para estas, la
actividad se pudo llevar a cabo sin mayores inconvenientes por los encuestados, los
cuales sefialaron que la mayor dificultad presente fue la inexperiencia en la aplicacion
de filtros en la imagen para aplicar bien la prediccion. Asi mismo sefialaron que le
apreciarian una mejor explicacion de los pardmetros presentes en el analisis de

particulas.

8.3.2.2.3. Recuento de UFC.

Andlisis de UFC, de la escala 1(nada dificil) a 5 (muy dificil) ¢ Qué tan dificil fue realizar
el recuento? Un 100% de los encuestados sefial6 que no fue nada dificil realizar el
conteo manual de las UFC con el software, debido a la baja cantidad de colonias

presente en la imagen, los encuestados reconocieron que el conteo manual fue rapido
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y eficiente, pero reconocen que con un mayor numero de unidades la aplicacion
automatica seria de mayor utilidad. Finalmente, en todos los analisis realizados un
80% sefial6 que se guardaron sus datos a Excel sin dificultad al terminar la experiencia,
el 20% restante sefald que le parece inconveniente el deber “separar los datos” y que

no vengan ya listos para su trabajo.

8.3.2.2.4. Retroalimentacion

Con respecto a la comprension del instructivo se comento que fue de facil compresion
y que al ser bastante descriptivo permite guiarse en el paso a paso de los ejercicios
sin dificultad. A pesar de lo, se recomendé sefialar de mejor manera los clics dentro

del mismo con la finalidad de hacer alin mas evidente las herramientas a utilizar.

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

@ Bloe|ol N AL|M A = 4o 7] | | |»

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

Ojoja|ol /)« |Alo|d|d| o 4] o]~ | | [»

(b)

Figura 55. Mejoras realizadas al instructivo.
(a)Antigua barra de herramientas, (b)Nueva barra de herramientas con la

demarcacion.

Otras mejoras propuestas, fue una mejor explicacion de como se cambian los
parametros, asi mismo explicar el como se visualiza las diferentes escalas en las que
se estan midiendo, ya que en casos como el CIELAB se abren 3 ventanas diferentes
y no se contaba con una explicacion certera en el manual explicando el porqué, el
nuevo anexo de utilizacion de escalas para herramientas disponible en el nuevo

“‘Anexo 3 del “Instructivo de uso de ImageJ”™ Con respecto a la apreciacion del
programa se sefialé que, si bien es util y facil de utilizar, su interfaz es anticuada y

poco atractiva debido a la antigiiedad y simpleza del software.
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8.4. ANALISIS DE CASOS

8.4.1. Andlisis de pifidn

8.4.1.1. Analisis morfométrico y color

Los valores promedio del andlisis morfométrico y color para pifion son presentados en
la figura 56. Observamos que las dimensiones de area y perimetro del pifion fueron de
7,81 £2,1 cm?y de 14,69 + 2,12 cm respectivamente, mientras que el largo del pifién
(5,95 £ 0,74) son mayores a la talla promedio (3,5 - 4,5cm), estas caracteristicas
demuestran que es un fruto de gran tamafo lo cual puede ser atribuible al crecimiento
de los frutos ya que, en tiempos de buen clima, al ser un fruto natural y silvestre puede
alcanzar los 6cm 0 mas, por lo cual nos podriamos encontrar frente un fruto de un buen
aflo de crecimiento. (Fundacion para la Innovacion Agraria, 2010).Mientras que la
relacion de AR (3,39 + 0,47) significa que la figura es mas larga que alta, lo cual es

concordante con las caracteristicas esperables del fruto.

La circularidad del fruto es 0,45 + 0,05, lo cual nos da una circularidad media acorde
con la forma corniforme (forma de cuerno) del fruto, presentando una apariencia mas
ovalada en que circular. La solidez, que es un pardmetro que es un parametro que va
de 0 a 1 y hace referencia a cuan “suave/liso” y convexo es el contorno del objeto,
mientras mas cercano a 0 mas cavidades o menor solidez tendra, mientras que una
estructura perfectamente convexa poseera un valor 1(Yonis et al., 2020), se demuestra
que el pifidbn (0,966 +0.01) es una estructura bastante convexa en contorno, sin

presentar mayores imperfecciones.

El color de la cubierta externa de la araucaria dio del color café rojizo esperable, y
presenta un brillo apreciable y caracteristico de la cubierta del fruto. Si bien se puede
notar la variabilidad en las caracteristicas fisicas y por consecuente quimicas del pifion
varian del momento de su recoleccion, afio de cosecha, lugar periodo y estado de
madurez y nutricional de la planta que le da sus caracteristicas, por lo cual, es
esperable la potencial variabilidad de las caracteristicas del fruto.(Escobar Alvarez &
Estévez A, 2008)
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Figura 56. Descripcion de la morfologia de pifién obtenido usando el Analizador

de Particulas Extendido y Color promedio.

8.4.1.2. Analisis de texturay fractal

Los valores de la dimension fractal superficial (DFsup), 0scilan entre 2 y 3 hace relacion
con la rugosidad de la superficie (Baima & Ribotta, 2019), para los pifiones analizados
presentan una dimension fractal promedio de 2,090 + 0,036, considerandola una

superficie bastante lisa y homogénea segun la escala de grises.
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DFsup=2,090 + 0,036

Figura 57. Topografia superficial 3D de pifidn y su correspondiente valor de
DFsup

El analisis de textura mostro ser una herramienta efectiva para cuantificar la semilla de
pifidn, esta técnica se ha utilizado en otras estructuras de alimentos como peliculas
comestibles o trozos de alimentos(Arzate Vazquez, 2011; Baima & Ribotta, 2019). La
tabla 6 presenta los valores del analisis de textura y contorno del pifién por medio del

analisis de coocurrencia de escala de grises y de contorno por fractales.

Tabla 6. Valores de los parametros de textura y contorno de pifién.

Energia

Contraste Homogeneidad Entropia DFcont
(x 10®)

Piniobn 7,89+4,06 1,96+ 1,22 0,64 + 0,08 549+0,41 1,92+0,01

Los valores representan X+SD

Como era de esperarse, las caracteristicas de textura son concordantes con el analisis
de fractales superficial. La energia, medida de la homogeneidad local de la imagen,
mostré una mayor desviacion de los valores de uniformidad entre los pifiones,

demostrando que algunos de los elementos analizados mostraban mas textura que
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otros. En el caso de contraste demostr6 una gran desviacion entre las muestras
analizadas, y la homogeneidad demostré una estructura homogénea entre si, pero que
presenta lineas o rugosidades intermitentes. La entropia, variable relacionada con el
orden o desorden de la imagen y se relaciona con la textura de la imagen, demostro
gue si bien es una estructura homogénea y de baja rugosidad, presenta una textura
compleja entre si, demostrando las elevaciones superficiales que demuestran las

semillas.

Para el caso de la dimension fractal de contorno (DFcont), permite determinar cuan
irregular es el contorno del pifidn y al igual que los valores obtenidos por el analisis

morfométrico, presento caracteristicas de una homogeneidad en su contorno.

8.4.2. Andlisis de ardndano

8.4.2.1. Analisis morfométrico y color

Los valores promedio del analisis morfométrico y color para las muestras de arandanos
se visualizan en la figura 56. Se obtuvieron medidas acordes con la normal de calidad
de ardndano fresco de exportacién para los arandanos analizados(Comité de
Arandano de Chile & Asociacion de Exportadores de Frutas de Chile (Asoex), 2013),
obteniendo el largo mayor a 1,2 cm areas acorde al diametro del arandano, todo el
color del fruto fue del color caracteristico azulino, sin presencia superficie del fruto en
color verde o roja, sin dafio superficial del fruto y sin deshidratacion o falta de turgencia

aparente.

La circularidad de los frutos fue entre las 0,7 a 0,8 unidades, lo cual nos da una
circularidad media acorde con la forma semicircular del fruto, presentando una
apariencia en el arandano 2 y 3 ligeramente menos circular que el arandano 1. Se
demuestra que el arandano present6 una solidez de aproximadamente 0,799 - 0,850
es una estructura menos lisa y convexa que el pifién, pero sin presentar mayores
imperfecciones en su contorno. Con respecto a la relacion de aspecto de los frutos

observamos que la relacion es casi 1:1, lo cual es concordante con su estructura
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semicircular y demostrado la estructura ligeramente mas alargada en su largo para

este fruto.
Arandano 1 Arandano 2 Arandano 3
e @ @
1,52 cm 1,24 cm?
— A
Perimetro (J Q
\_) 4,94 cm 4,67 cm
- A
Feret 6 ej
1,55¢cm 1,37 cm
Circularidad . ‘
0,781 0,717
Solidez . O
0,804 0,850
Relacion de E[ _ E’ ’ :
1,232 1,148

Aspecto (AR)

Color

Figura 58.

L*

a*

b*

-8

Descripcion de la morfologia de arandano obtenido usando el

Analizador de Particulas Extendido y Color promedio.

Se puede identificar que a pesar de la ligera diferencia en a la forma de los arandanos

y en el color de ellos, no existen diferencias significativas (p < 0,05) para ninguno de

los pardmetros analizados.
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8.4.2.2. Analisis de texturay fractal

La dimension fractal superficial de los ardandanos no presentaron diferencias
significativas entre ellos (p < 0,05), obteniendo valores cercanos 2 demostrando que
la rugosidad superficial seria bastante lista y homogénea, lo cual es esperable para
una fruta fresca (no deshidratada) para el caso de los arandanos(Comité de Arandano
de Chile & Asociacion de Exportadores de Frutas de Chile (Asoex), 2013).

Aradndano 1 Arédndano 2 Arédndano 3

DFsup=1,985+ 0,004 DFsup=1,975 = 0,002 DFsup=1,976 = 0,005

Figura59. Topografia superficial 3D de los ardndanos y su correspondiente valor
de DFsup

El andlisis de textura mostro ser una herramienta efectiva para cuantificar el arandano
a pesar de ser tan homogéneo. La tabla 7 presenta los valores del analisis de textura
y contorno del pifidon por medio del analisis de coocurrencia de escala de grises y de
contorno por fractales. Como se podia observar el contorno fractal de ardndano una

estructura lisa y semi homogénea, sin mayores rugosidades o cambios entre los frutos.

La textura obtenida para los arandanos, al igual que para pifion, fue concordantes con
el andlisis de fractales superficial. La energia no presento diferencias significativas
entre las muestras, demostrando la uniformidad y homogeneidad entre los frutos al ser
de la misma especie y probablemente misma cosecha. Con respecto al contraste y

homogeneidad, podemos observar que el arandano 1 presenta una mayor coloracion
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y menor homogeneidad en su estructura, siendo ligeramente mas rugosa, pero a pesar

de ello no se observaron diferencias significativas con las otras dos muestras.

Tabla 7. Valores de los parametros de textura y contorno de las muestras de ardndano.

Energia i i
Muestra Contraste Homogeneidad Entropia DFcont
(x 10®)
Arandanol  3,73+1,352 7,23+ 3,17° 0,49 + 0,05¢ 6,07+ 0,344 1,84 £ 0,01¢
Arandano2  4,31+0,482  3,41+0,73° 0,52 + 0,03¢ 5,83 + 0,09¢ 1,83 +0,01¢
Arandano 3 4,42 +1,562 4,61 +2,92b 0,53 + 0,04¢ 5,86 + 0,414 1,80 £ 0,01¢

Los valores representan X+SD. a-e Letras iguales en la misma columna demuestran que no existen diferencias significativas

(p < 0,05) entre las muestras para el mismo parametro.

Se aprecia que la entropia entre las muestras no presenté diferencias significativas
entre si, y presentd una mayor entropia que el pifidn en el caso del ardndano a pesar
de ser un fruto mas circular, mas liso, més uniforme entre si. Considerando que la
textura fue analizada con la coocurrencia de grises de la imagen, los valores mas
elevados de entropia pueden ser atribuidos al color del fruto, que, si bien es un color
morado-azulino semi uniforme, presenta pequefias diferencias de coloracion en su
epidermis con “manchas” de colores mas morados o mas blancos y brillantes dentro
de estas, capacidad que el pifion demuestra con una mayor diferencia de color entre
el color central y final de la semilla, y al realizarse un analisis en el centro del fruto

presentaria el pifion una mayor homogeneidad y menor entropia.

Considerando lo anterior, se recomienda el uso de estas herramientas para la
caracterizacion de alimentos, demostrando su gran utilidad en superficies bioldgicas,
como monitor de cambios estructurales y la posibilidad de caracterizacion estructural
de superficies.(Arzate Vazquez, 2011; Baima & Ribotta, 2019; Yonis et al., 2020)
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9. CONCLUSION

ImageJ es una gran herramienta que ha evolucionado junto a la era digital, permitiendo
analizar y procesar imagenes de ambito cientifico, produciendo una base en los
softwares computaciones al poseer uno de acceso libre, aceptabilidad en todos los
sistemas operativos, de facil comprension, alta reproducibilidad y capacidad de mejora
continua. Considerando lo anterior, si se pudo comprobar que el software ImageJ es
una herramienta actual para el analisis digital de imadgenes, generando hasta la fecha
articulos cientificos utilizando la herramienta o sus derivados, y que abre la posibilidad
en el uso de las ciencias de los alimentos al ser una categoria emergente para su
aplicacion y existiendo todo el campo de reconocimiento y calidad de los alimentos por

explorar.

Se pudo validar la aplicacion, manejo y desempefio del software por medio de los
ejemplos controlados y no estandarizados del semillas y frutos. Obteniendo resultados
gue sefalan la importancia del manejo del posicionamiento del fruto, contraste de
fondo e iluminacion en la captura de la imagen. Por medio del analisis de imagenes de
UFC y emulsiones, se pudo apreciar la efectividad de la reproductividad de los analisis
de imagenes por medio de la herramienta, obteniendo resultados similares a los
calculados en los articulos y demostrando una correlacion lineal entre los analisis de

UFC realizados de manera manual y los predichos por el programa.

Se consiguio valorar el “Instructivo de uso de ImageJ”, permitiendo demostrar que la
buena aplicacion y manejo del instructivo es posible, logrando desarrollar de manera
efectiva el analisis de color, recuento de UFC y recuento automatico de semillas. Asi
mismo se logré entregar una buena apreciacion de lo bien ilustrado y didactico que es
y se entregaron herramientas de mejoras para el mismo que fueron bien
implementadas. Esta a consideracion apreciar que es necesario dedicaria un tiempo
de utilizaciobn del programa para lograr aplicar de manera correcta todas las

herramientas disponibles por medio del software.

Se demostro las aplicaciones del software sobre alimentos chilenos, caracterizando
sus caracteristicas morfométricas, color y textura por escala de coocurrencia de grises

y dimension fractal sin mayores dificultades, demostrando la efectividad de estas
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aplicaciones utilizando una estructura uniforme-esférica y otra uniforme-corniforme y
caracterizando correctamente las caracteristicas esperadas. Por lo cual, si es posible
implementar el uso de ImageJ como herramienta en el a&mbito de las Ciencias y

Tecnologias de los Alimentos.
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11. ANEXO

Anexo 1. Imagenes originales de microscopia de emulsiones y diferencia del

tamafo de las emulsiones

1:0-70 1:1-80 1:1-30 5:3-70 5:3-50 5:3-30 3:1-70 3

3:1-50 3:1-30 B | I

Droplet size (pm)

® »

Fig. 3. Micro and mecro sppesrance of emuldon (A) Viwal sppeanmce sfter socge for 0, 5, 10, 20 deys. The Gausian equation fttisg curve of droplet size
distrilngtion at 0 dey (5) and 20 days (C). (D) Microscopic images of Packering enuloon & 0 and 20 days. (E) The changes of droplet slze. The ) lettess a-w
ceprvsen deoplet soe differences sty diffesent & d in the sarse sorage lime. The capital letters ALS represent e droplel siae dfference of the s sanple
wt dedferwnt Morage tires.
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Anexo 2. Imagenes originales de UFC

Fig. 3. Five different samples were plated on 3M™

- , s Petrifilms™ at various dilutions for analysis of yeast and mold

Sample !'10_0 1.10?0 1210000 CFU counts using both manual and automated methods. The

Dilution Dilution Dilution matrix spike contains a mixture of multiple flower strains and

was spiked with C. albicans. The control was prepared with

E only the C. albicans culture. Flower samples 1, 2, and 3 are all

( w different marijuana flowers. Images of samples at dilution

Lw factors of 1:100, 1:1000, and 1:10000 were chosen for ana-
4 lysis.

Flower Spike
Candida
Albicans

Control
Candida
Albicans

Flower
Sample |

Flower

Sample 2

Flower
Sample 3

m Manual

000z

]

Automated

300

I
100 - [ ]
I o3 o4
0 . . i - L [ -

A ) S, § 4 o A o & o Y By - o
& @ T W 0 T

Sample-Dilution

CFU Count
£

Fig. 4. Average CFU count from the image analysis of 5 samples (F5 — Flower
Spike C. albicans, C - Control C. albicans, F1 - Flower sample 1, F2 - Flower
sample 2, and F3 - Flower sample 3) at three dilutions [1:100 (x2), 1:1000 (x3),
and 1:10000 (x4)] using manual (solid blue bar) and automated (dotted orange
bar) analysis. Three samples are considered to have CFU counts from the
manual and automated method statically different and are marked with the
calculated p-values. Error bars represent the standard deviation of user counts
excluding any outliers determined. n = 15, *average and standard deviation of
one method exclude an outlier where n = 14, **averages and standard devia-
tions of both methods exclude an outlier where n = 14. Numerical values
presented in Table 53. (For interpretation of the references to color in this figure
legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Anexo 3. Paso a paso del procesamiento de analisis de semillas
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Plugins Window
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Anexo 4.

Plugins  Window
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Anexo 5. Paso a paso del proceso de andlisis de color en ImageJ
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Plugins Window
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Anexo 6.

eleccion  Filtro

Ajustes

Tono automatico Mayts+Ctrl+L
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Paso a paso del proceso de analisis de color en Photoshop
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Filtro 3D Vista Plugins Ventana Ayuda
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Anexo 7.

4 Image)
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== Analyze Plugins  Window Help
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Anexo 8.

4 Image
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=) Analyze Plugins Window Help
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Anexo 9. Paso a paso de Textura (GLCM)

§ Image)
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Anexo 10. Paso a paso de la comparacion de andlisis fractal superficial
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Anexo 11.
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