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Resumen

Se propone un método 6ptico-digital para la restauracion de imagenes desenfocadas,
utilizando funciones de punto extendido en intensidad (IPSF, Intensity Point Spread
Function) generadas Opticamente. Para llevar a cabo la restauracion, se obtiene el esti-
mado de la IPSF del promedio de imdgenes detectadas de un objeto no resuelto por el
sistema Optico, lo cual se conoce como fuente cuasi-puntual, de esta imagen obtenemos
su espectro. Con este espectro formamos el filtro de Wiener con el cual se obtiene la
imagen restaurada; se ha realizado la restauracion de diferentes imagenes detectadas

cada una de ellas con distinto desenfoque.






Abstract

In this work an optical-digital method is proposed for restoring out-of-focus images.
The OTF associated with the detected image is experimentally obtained for a source
which is not resolved by the optical system (OS). Then, the spectrum (S1) of this image
is obtained. To restore an out-of-focus image of an extended object, obtained with the
same OS, a Wiener filter is formed with S1 and then applied to the spectrum of the
image of the object, so that is restored. The restoration of different detected images has

been made for different amount of defocus.
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Lista de Simbolos y Acronimos

A continuacién se muestran los acronimos y la notacion utilizada en el texto.

(ug, vy,) Coordenadas frecuenciales discretas.

(xi,y;) Coordenadas espaciales discretas.

Az  Profundidad de campo.

Az"  Profundidad de foco.

d(z,y) Fuente puntual.

€ Parametro constante ajustable, en el filtro de Wiener.
om(x;,y;) Imagen mejorada.

O(uk, v,) Imagen restaurada el dominio frecuencial.

0(x;,y;) Imagen restaurada.

A Longitud de onda.

w(&’,n") Funcién de aberracién de onda.

woo  Coeficiente de error de enfocamiento.

gny(x;,y;) Imagen promedio detectada con ruido y desenfoque.
¢¢(ug, vy,) Densidad espectral de la imagen original del objeto.
¢n(ug, vy,) Densidad espectral de ruido.

évnd(uk, vm) Espectro de la imagen con ruido reducido y desenfoque.
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Lista de Simbolos y Acrénimos

G fepa(Un, V) imagen de una fuente cuasi-puntual desenfocada con ruido reducido,

en el dominio espacial.
gng(x;,y;) Imagen con ruido reducido y desenfoque.
CCD(z;,y;) Detector.
f Distancia focal.
g(z,y) Imagen de un objeto.
h(z,y) Funcién de punto extendido en intensidad.
ha(zx;,y;) Funcién de punto extendido en intensidad detectada con desenfoque.
I, Intensidad maxima.
M;  Amplificacion longitudinal.
M7 Amplificacion transversal.
n Indice de refraccién.
n(z;,y;) Funcién de distribucién del ruido.
o(z,y) Funcién de transmitancia de un objeto.
P(&',n') Funcién de pupila.
z Distancia entre el plano objeto y la pupila.
z Distancia entre la pupila y el plano imagen.
AN  Abertura numérica.
CCD Dispositivo de carga acoplada (Charge Coupled Device).
FCP Fuente cuasi-puntual.
FFT Transformada rapida de Fourier (Fast Fourier Transform).

IPSF Funcién de punto extendido en intensidad (Intensity Point Spread Function).
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Lista de Simbolos y Acrénimos

OTF Funcion de transferencia optica (Optical Transfer Function).
PDF Funcién de densidad de probabilidad (Probability Density Function).

SO  Sistema 6ptico
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Capitulo 1

Introduccion

El desenfoque es una aberracion espacial a la cual es susceptible toda imagen de-
tectada, obtenida a través de cualquier sistema 6ptico (SO) formador de imdgenes. Por
lo cual la restauracion de imagenes con este tipo de degradacion es un drea de interés
practico en numerosas ramas de la ciencia, por ejemplo microscopia, astrofisica, bi-
ologia, medicina, microbiologia, etc.

La funcion de punto extendido en intensidad (IPSF, Intensity Point Spread Function)
es una idealizacion muy util en la teoria de formacion y restauracion de imagenes. Un
ejemplo de la importancia de la funcién de transferencia 6ptica (OTF, Optical Transfer
Function) de la IPSF se muestra en [Kutter (1973)], en donde el criterio de foco es

determinado por mediciones en la OTF.

Muchas técnicas de enfocamiento han sido investigadas y presentadas en el pasa-
do utilizando diferentes procesos, en donde el conocimiento de la OTF asociada a la
imagen desenfocada es necesario, por lo que se han utilizado diferentes métodos para

simular o encontrar digitalmete esta funcion.

Al generar numéricamente OTFs con desenfoque, estas pueden utilizarse para desen-
focar digitalmente una imagen, la cual puede ser reconstruida posteriormente ya que se
conoce el valor de desenfoque introducido [Berriel et al. (1983)], esto se logra utilizan-
do el filtro de Wiener. Un ejemplo de esto se muestra en el conjunto de imédgenes de la
figura 1.1, en donde la imagen original 1.1(a) se degrada digitalmente. Para obtener la

imagen restaurada 1.1(d) se utiliza el filtro de Wiener.

Pentland propone un método para estimar tedricamente un factor de desenfoque,
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Figura 1.1: Desenfoque y restauracién digital de una imagen: (a) imagen digital sin desenfoque;
(b)imagen digitalmente desenfocada; (c) perfil de las imagenes 1.1(a) en linea continua y 1.1(b)
en linea punteada; y, (d) restauracién digital de la imagen 1.1(b)



utilizando el gradiente de la convolucion entre la imagen y la IPSF [Pentland (1987)].

Murali Subbarao y Arman Nikzad en 1993, utilizan el modelo paraxial de formacién
de imagenes de la 6ptica geométrica para obtener un conjunto de técnicas de enfoque,

las cuales utilizan una aproximacion de la OTF [Subbarao et al. (1993)].

Posteriormente se present6 un método de enfocamiento, basado en el calculo numéri-
co de la OTF, este método se basa en calcular las distancias fisicas entre el plano objeto
y el SO, el SOy el plano imagen [Raveh et al. (1999)].

En Optica fisica, la imagen g(z,y) de un objeto que se detecta bajo iluminacién in-
coherente en un sistema lineal, como el que se muestra en la figura 1.2, se forma al
considerar al objeto cémo un conjunto de fuentes puntuales localizadas en el plano ob-
jeto, de tal manera que cada una de estas fuentes puntuales es reemplazada por una IPSF
denotada por h(x,y), trasladada en el plano imagen, esta operacién es definida como
la convolucioén entre la i(x,y) del SO con la funcién de transmitancia en intensidad
del objeto o(x,y), la cual se muestra en la ecuacién (1.1) [Papoulis (1968), y Gaskill
(1978)].

g(x,y) = o(x,y) * h(z,y), (1.1)

o(ay) (2) I(xy)

Figura 1.2: Diagrama de bloques de un SO lineal formador de imédgenes.

Como se muestra en la figura (1.3), en el caso particular en el que el objeto sea una

delta de Dirac (fuente puntual) la g(x, y) coincide con la h(z, y).

d(zy) (@9) 9(zg)=h(zy)

Figura 1.3: Diagrama de bloques de un SO formador de imagenes cuando el objeto es una fuente
puntual.
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Todo SO formador de imédgenes, cuando se ilumina con una fuente puntual 6(z, y),
tiene asociada una IPSF que lo caracteriza la cual depende de la longitud de onda (1)),

de la distancia focal (f) y del didmetro de la pupila del sistema.

Como se muestra en la figura 1.4, en el plano imagen la IPSF es la respuesta del SO
en luz incoherente. La transformada de Fourier de la IPSF es la funcién de transferencia
optica (OTF) cuando:

Ly (1.2)

d(x ) SO :
z z

Figura 1.4: IPSF en el plano imagen.

En condiciones reales, no existen fuentes puntuales, cuando una imagen se detec-
ta utilizando un sensor de captura tal como un dispositivo de carga acoplada (CCD,
Charge Couple Device), este tiene un pixel de tamafio finito, ademas de introducirse

ruido en la deteccidn, por lo que no es posible obtener IPSFs ideales.

Pero si el objeto es de dimensiones muy pequeilas y cumple con la condicién de
positividad ! , este funge como una fuente cuasi-puntual (FCP) [Aguilar et al. (2008)] y
su imagen detectada puede utilizarse para definir las caracteristicas del sistema, como

se muestra en este trabajo.

! La condicién de positividad establece que si la funcion de Wigner en el eje de cordenadas de la
imagen de un objeto fuente es monotona decreciente y positiva a lo largo del ancho de banda del SO, se
considera al objeto como una funete cuasi-puntual (FCP), para el SO.

4



1.1. Objetivo

1.1. Objetivo

El objetivo de este trabajo, es introducir un método Optico-digital para restaurar el
promedio de imagenes detectadas fuera de foco (gn,), en donde el SO formador de

imégenes es un microscopio y las iméagenes se detectan utilizando un detector CCD.

El método consiste en utilizar el promedio de imagenes de una FCP, si esta ha sido
detectada con el mismo desenfoque que la imagen que queremos restaurar (esto se logra
si ambas imdgenes son detectadas a la misma distancia con respecto al plano objeto,
utilizando la misma iluminacién y el mismo SO), el espectro de la imagen de la FCP
es el estimado de la OTF desenfocada asociada a (gn,;), por lo que es posible restaurar

esta imagen si utilizamos un filtro de Wiener (2.16).

1.2. Organizacion de la tesis

En capitulo 2 se describen los conceptos que sustentan el método que se ha pro-
puesto, estos conceptos se basan en la formacion de imédgenes, en donde las imagenes
tienen influencia de desenfoque y difraccion. Se muestra la recuperacion del estimado

del objeto utilizando el filtro de Wiener.

En el capitulo 3 se presenta la metodologia experimental que se utiliza en este tra-
bajo, basado en el uso de FCPs. Se describe el método con el cual han sido detectadas
las imagenes desenfocadas para los objetos extendidos utilizados en este trabajo, se de-
scribe el método utilizado para la deteccion de las imagenes de las FCPs con distintos

desenfoques. Se muestra el diagrama del SO utilizado en el exparimento.

En el capitulo 4 se presentan los restaurados al utilizar el método que hemos pro-
puesto para la restauracion de imagenes detectadas con desenfoque. Se muestra la
restauracion de la imagen desenfocada de un micro orificio de 5pm de didmetro, asi co-
mo la restauracion de unas esferas de latex de 10um las cuales han sido detectadas con
distintos desenfoques. También se muestran los resultados al restaurar la imagen de

unas células de sangre de reptil, detectadas utilizando un filtro dicroico color verde.

Finalmente en el capitulo 5 se exponen las conclusiones del presente trabajo.






Capitulo 2
Conceptos de formacion de imagenes

El método 6ptico-digital que proponemos para la restauracion de imagenes desenfo-

cadas de objetos extendidos, se basa en el concepto de FCP.

La imagen de una FCP tiene informacion importante de las caracteristicas de un
SO, al igual que la IPSF depende de la funcién de pupila del sistema, de la abertura
numérica (AN) y de la longitud de onda de la iluminacién (). Cuando se introduce
desenfoque en la funcion de pupila podemos evaluar la imagen de la FCP en planos
distintos al plano de la imagen. Lo cual nos permite obtener imagenes de FCPs con
distintos desenfoque, las cuales se pueden utilizar para la restauracion de imagenes con

esta degradacion detectadas con el mismo SO.

A la entrada de un sistema Optico un frente de onda es una superficie imaginaria
compuesta por puntos en los que el camino Optico que recorre la luz para viajar desde el
punto objeto hasta cualquiera de ellos es el mismo. Los frentes de ondas que provienen
de una fuente puntual son esféricos y si el medio a través del cual viajan es is6tropo y
homogéneo, son perpendiculares a los rayos que provienen del punto objeto. En 6ptica
geométrica si estos rayos pasaran por un SO ideal, todos ellos convergerian a un punto
imagen. En condiciones reales no todos los rayos que pasan por el sistema convergen al
mismo punto imagen y el frente de ondas emergente estd deformado [Hopkins (1985),
Born and Wolf (1987), Comastri et al. (1999)].

Consecuentemente la imagen de una fuente puntual a través de un sistema Opti-
co convergente es una distribucion de intensidad cuya semejanza con el objeto fuente

estd limitada por la abertura del sistema, a causa de la difraccién producida, y por la
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existencia de aberraciones del frente de onda.

En el caso de un objeto fuente sobre el eje 6ptico, nos basamos en la teoria escalar
de la difraccion para calcular su distribucion de intensidad en el plano imagen, segin

el esquema de la figura 2.1.

B(E'.n) y

-
L

Qxy)

Area de la
abertura = A

Figura 2.1: Esquema de un SO formador de imdgenes convergente que forma la imagen de un
punto objeto situado sobre el eje dptico, en un punto imagen O.

Idealmente el SO produce a la salida un frente de onda esférico concéntrico con el
punto imagen O, que estd situado sobre el eje dptico el cual es comun a la pupila de
salida del sistema, siendo B’(¢’,7') un punto a la salida de esa superficie. Si existen
aberraciones, la amplitud compleja del campo electromagnético en cada punto de la
superficie esférica, sera una funcién compleja de las coordenadas (£',7’) del punto,
esta funcion se denomina funcién de pupila denotada por P(£’,7'), 1a cual estd definida

dentro del area A da la abertura.

exp[ikw(&',n')]  dentrode A
P ) = (2.1)
0 fuerade A,

en donde w(¢’, 1) es la funcién de aberracion de onda, k = =%, siendo A la longitud

>\ 9
de onda de la luz.

La transformada de Fourier de la funcién (2.1) es de la siguiente forma:
p(z,y) // &, n"exp [@27? 5;— yn] dg'dn’, (2.2)

8



2.1. Influencia de desenfoque y difraccion en la imagen

esta es una transformada de Fourier en donde estamos interpretando 1% y 3%, co-
mo las frecuencias espaciales asociadas, con las coordenadas £’ y 7' respectivamente.
Ademas la integracion se reduce al area A segun la definicion de la funcién de pupila
P& ).

La intensidad de un punto () del plano imagen, es decir la PSF en ese punto de

coordenadas (x,y), esta dada por:
1\? )
hz.y) =\ ) Ip@yl. (2.3)

2 . . . .
Al ser (%) una constante, la intensidad en () es proporcional al médulo al cuadra-

do de la transformada de Fourier de la funcion de pupila en ese punto.

2.1. Influencia de desenfoque y difraccion en la imagen

Para calcular numéricamente la imagen proporcionada por un SO Hopkins e Yzuel
[Hopkins and Yzuel (1970)] propusieron un método de evaluacién de la imagen di-
fraccional para la apertura circular que tiene en consideracion la presencia de aberra-

ciones.

La funcién de aberracion de onda se puede expandir en serie [Hopkins (1950)] como

el polinomio:

w(r,¢) = Z Z W™ cOs™ @, (2.4)

en donde (7, ¢), son las coordenadas para el radio y dngulo en el plano (¢', 7).

Debido a la simetria axial y a la condicién de que el objeto esta sobre el eje, la de-
pendencia con ¢ desaparece y s6lo deberan aparecer los términos pares de m. Obviando

el término de fase constante wy o, la ecuacion se reduce a

w(r, @) = waor® + wyort + we or® (2.5)

El coeficiente wy o determina el desenfoque, implica que la IPSF se estd evaluando
en un plano que no corresponde al plano imagen, mientras que el resto de términos

corresponde a otras aberraciones.
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El coeficiente wq ( se relaciona con el desplazamiento de z con respecto al plano de

mejor foco por la expresion:

2\

2
nsens «

Z = Wy (2.6)

)

donde z es la distancia entre el plano objeto y la pupila, n sen a es la AN del SO, n
es el indice de refraccion en el medio de propagacion, cuando la propagacion es en el
aire n = 1, a es el semidngulo que abarca la pupila desde el eje 6ptico en el espacio

objeto, lo cual se ilustra en la figura 2.2. Expresando z y A en las mismas unidades.

P

Plano Plano
objeto imagen

Sistema Optico

Figura 2.2: Sistema Optico Convergente, en donde z es la distancia del plano objeto y el SO, y
2’ es la distancia entre el SO y el plano imagen.

La introduccién de un término de desenfoque en la funcion de pupila 2.1 permite
evaluar la IPSF en planos diferentes al plano de la imagen. Al introducir el termino ws o

en la funcién de pupila, la ecuacién (2.2) se puede expresar de la forma:

locn) = [ [ P&t teon [manole® + )] o |i2x "0 | a2
A

10



2.2. IPSF y OTF en puntos fuera del plano de mejor foco

2.2. IPSF y OTF en puntos fuera del plano de mejor

foco

De acuerdo con la ecuacion (2.7), el valor de la PSF en cualquier punto de coorde-
nadas (z,y), cuando el plano de deteccidn es distinto al plano de mejor foco, esta dada

por por:

ha(z,y) = pa(z,y)|?, (2.8)

La transformada de Fourier de la funcién (2.8) es la funcidn de transferencia optica

con desenfoque.

2.3. Imagen promedio

En la deteccion de imagenes existen limitaciones establecidas por la cantidad de rui-
do introducido debido a la naturaleza estadistica de la luz y de la conversion fotoeléctri-
ca que toma lugar en el CCD. A bajos niveles de luz, donde el efecto es relativamente
severo, el ruido fotoeléctrico es modelado como aleatorio con una funcion de densidad
de probabilidad (PDF, Probability Density Function) de Poisson. A altos niveles de luz,

la PDF de Poisson se aproxima a la Gaussiana.

La PDF del ruido Gaussiano esta dada por:

Pr(T) = ﬁexp {—%} (2.9)

donde T es el nivel de gris, u es el nivel promedio de gris y o se interpreta como la

variacion del contraste.

Para reducir la cantidad de ruido, se detecta una secuencia de imédgenes y el prome-
dio de estas dard como resultado una imagen con menor ruido. La imagen promedio se

obtiene de la forma:
NI

_ 1
g, v) = 577 D_ 9@ v;), (2.10)

=1

11



Capitulo 2. Conceptos de formacién de imagenes

en donde NI es el nimero de imagenes detectadas, y (x;,y;) son las coordenadas
espaciales discretas, resultado de la digitalizacion de la imagen la cual tiene lugar en el
CCD.

2.4. Imagen promedio detectada de un objeto extendido

con desenfoque y ruido

La imagen promedio detectada con desenfoque y ruido de un objeto extendido se

puede escribir de la forma:

g_nd(xhyj) = [0(951', yj) * hd(l’i, yj)]CCD(fI;ia yj) + n(xhyj)a (2.11)

en donde h4(z;, y;) representa la funcion de punto extendido en intensidad desenfo-
cada (IPSFD), n(z;, y;) representa la funcién de distribucién del ruido aditivo que se
introduce debido a los errores sistematicos y no sistematicos del sistema microscopio-
CCDy CCD(z;,y;) es el detector.

Se utiliza un promedio de imagenes, con el objetivo de reducir el ruido introducido

en el sistema de imdgenes[Gonzalez and Goods (2002)].

2.5. Espectro de la imagen promedio detectada

Después de reducir el ruido en la imagen grn,(x;, y;) utilizando un filtro pasabajos
con una mascarilla de de 5x5 pixeles !, se obtiene gn,(z;,y;) de la cual se calcula su

espectro utilizando la transformada répida de Fourier (FFT, Fast Fourier Transform).

S{gna(xi,y;)} = Gnalug, vm), 2.12)

en donde gn,(x;,y;) es la imagen con ruido reducido y desenfoque, en el dominio
espacial, (ug, vy, ) son las coordenadas discretas en el dominio de frecuencias y Gn,(ug, Uy,)

es el espectro de la imagen con ruido reducido y desenfoque.

! La operacién de filtrar una imagen mediante una mascarilla equivale a realizar la convolucién
espacial de la imagen con esa mascarilla.

12



2.6. Recuperacion del estimado del objeto

2.6. Recuperacion del estimado del objeto

2.6.1. Filtro de Wiener

El método que empleamos para realizar la restauracion se implementa utilizando
el filtro de Wiener. Este filtro es considerado como un cldsico y ofrece la técnica
cominmente mds aceptada de filtrado en procesamiento de imagenes. Este filtro es

de la forma:

O, v) = 1" (1w 0)Ga(u,v)
T  Ha(w,v) P+ b, 0) /s (u, 0)

(2.13)

en donde:

H,(u,v) = OTF desenfocada

Hy*(u,v) = complejo conjugado de Hy(u, v)

|Hy(u,v)|> = Hy(u,v)Hy*(u,v)

Ga(u,v) = Hg(u,v)O(u,v)

¢n(u,v) = |N(u,v)|* = densidad espectral del ruido

of(u,v) =|0(u,v) | = densidad espectral de la imagen original del objeto.

Para tener una restauracion éptima, se debe tener conocimiento a priori de los parame-
tros ¢, (u,v) y ¢¢(u,v), cuando se trata con ruido especialmente blanco | N (u, v)|” es
una constante, sin embargo ¢ (u, v) raramente se conoce. Cuando estos parametros no
se conocen o no pueden ser estimados se utiliza una aproximacion de (2.13), la cual es

de la forma:

Hd* (U, U)Gd<u7 U)
| Hg(u,0)|* + €

en donde € en un parametro constante ajustable.

O(u,v) = (2.14)

2.6.2. Recuperacion del estimado del objeto utilizando una FCP

Para construir este filtro de Wiener obtenemos la transformada de Fourier de la ima-

gen de una FCP desenfocada, la cual se puede expresar de la siguiente forma:
G epa (s V) 2 [Halug, vpa) + (1, ), (2.15)
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Capitulo 2. Conceptos de formacién de imagenes

donde 6?77 fepd(Uk; Um) es la transformada de Fourier de la imagen de una FCP de-
senfocada de la cual se ha minimizado el ruido en el espacio frecuancial al suavizar el
orden central del espectro, Hy(ug, v,,) es un estimado de la OTF desenfocada en coor-

denadas discreta, 77(uy, v,,) funcién de distribucién de ruido en el dominio frecuencial.

Sustituyendo G, fepd(Uks Um) Y CTnd(uk, Um), en la ecuacion (2.14), se obtiene:

O(up, vm) = Gl epa (Ut V) Gl (U, Vrm)

(2.16)

Y

— 2
G fopa(Ui, Um)| €

El estimado del objeto es la FFT inversa de la ecuacién (2.16).

Suavizado del orden central del espectro

En esta seccion se explica como se realizé el procedimiento al que llamamos “suaviza-
do del orden central del espectro”, el cual fue utilizado para reducir el ruido de fondo
en la imagen de la FCP.

Una gran cantidad de ruido se concentra en la parte central del espectro de una
imagen, para mostrar esto se ha contaminado una imagen digital de de 226 X226 pixeles,

con ruido gaussiano. La imagen y su espectro se muestran en la figura 2.3.

128 3

T -

— 1.1
g_ E'__,.J 1=10
o

-127 .
-127 =0 128 i
Pixeles Pixeles

() (b)

Figura 2.3: Imagen con ruido gaussiano y su espectro: (a) Imagen digital de 226X226 pixeles,
con rango dindmico de 0 a 255 niveles de gris; (b) perfil central del espectro de la imagen 2.3

Se puede minimizar el ruido suavizando el orden central del espectro, es decir el
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2.6. Recuperacion del estimado del objeto

{U-l,-l {U-l,o {U-l,l
[Uo,-l (UO,O {UO, 1
(UL-l (Ul,o 1,1

Figura 2.4: Pixeles correspondientes al centro de la imagen

pixel en donde se concentra la mayor cantidad de ruido. A este pixel lo llamamos v o).

Para hacer el suavizado se hace un promedio de los valores de los pixeles vecinos de
V(0,0)5 V(—1,1)» U(=1,0)» U(=1,—1)» V(0,1)> V(0,—1)» U(1,1)> V(1,0)> U(1,—1), 1a posicion de estos se
muestra en la figura 2.4. Posteriormente se sustituye el valor de v(,g) por el resultado
del promedio de los pixeles vecinos el cual debe ser incrementado para ajustar la curva
del perfil central del espectro.

La imagen 2.5(a), muestra como el perfil central del espectro ha sido suavizado, y
la imagen 2.5(b) obtenida con la transformada inversa de Fourier aplicada al espec-
tro suavizado, se muestra con ruido visiblemente reducido con respecto a la imagen

original 2.3(a).

128

255

AN
Fall

F)

1
1

-127
-127 = 128

1
Pixeles Pixeles

(a) (b)

Figura 2.5: (a) Perfil central del espectro de la imagen después de suavizar el orden central; (b)
imagen con ruido reducido resultado de suavizar el orden central del espectro de una imagen
con ruido.
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Capitulo 3
Descripcion experimental

El objetivo de este capitulo es explicar el procedimiento experimental, para la restau-
racion de imdgenes que han sido detectadas fuera de foco, el cual sugiere el uso de la

imagen de una FCP detectadas con el mismo SO, para realizar dicha restauracion.

3.1. Metodologia experimental

Para restaurar imagenes desenfocadas, detectadas en Microscopia, se ha desarro-
llado una metodologia experimental, de tal forma que los resultados sean repetitivos.
Las secuencia de imédgenes utilizadas en el experimento son detectadas por un CCD
monocromatico cuyo rango dindmico es de 0 a 255 en donde O corresponde al color

negro y el 255 al color blanco.

Para realizar cada restauracion se requiere:

1. Secuencia de imagenes de un objeto extendido con desenfoque ws(z), estas

imagenes son digitalizadas y promediadas (ver figura 3.1).

2. Secuencia de imagenes de una FCP con un desenfoque ws o(z), estas imdgenes

son digitalizadas y promediadas (ver figura 3.2).

Con los espectros de estas dos imdgenes se puede formar de manera digital el filtro

de Wiener dado en la ecuacién (2.16) del capitulo 2.
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CCD
n(T#) gnld(a”i#i)

COMPUTADORA

hd(a:,y) " gngd({ri—'yi) —* gT]d(“i:yj)

T 20
gnd(“i:yi)

Figura 3.1: Diagrama de la deteccion de una secuencia de imdgenes de un objeto extendido, las
cuales son digitalizadas y promediadas

n(a:#) CCD
l 9N (%11 COMPUTADORA
ch(dﬁ#) gn2fcd @& ) .
hylzy) —— ;p( S gn,...(ai4;)
gnigpd(wi’yi)

Figura 3.2: Diagrama de la deteccién de una secuencia de imdgenes de hy(x,y) Opticamente
generadas las cuales son digitalizadas y promediadas

3.2. Profundidad de foco y profundidad de campo del
SO

Cuando un objeto fuente esta en eje, produce una imagen en el lugar predicho por la
Optica geométrica, el perfil radial de esta imagen tiene una distribucién de intensidad

maxima /,,,.

La profundidad de foco es el rango en el cual el plano imagen puede moverse sobre
el eje Optico, y conservar una calidad de imagen aceptable, esto es, si la intensidad no

decrece mas del 20 % con respecto a I,,, [Born and Wolf (1987)].

La profundidad de foco se define como:

A 1

2

De nuestro SO conocemos A = 0.615um ' y AN = 0.10, por lo que la ecuacién

! Se toma una ) caracteristica definida por el centro de masas de la distribucién de energfa de la curva
espectral de un iluminante tipo A, en donde la temperatura de color es 7' = 2800.
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3.3. Metodologia para obtener la imagen desenfocada de un objeto

3.1, queda de la forma:

Az =432

2
0'6;?”” (0'110) — +31.3um (3.2)

En este trabajo, el plano que se desplaza a lo largo del eje dptico para la deteccién
de imagenes, es el plano del objeto, por lo que nos interesa determinar el rango en el
cual el objeto puede desplazarse con respecto al eje y conservar una calidad aceptable
de la imagen, segun las consideraciones anteriores. A este rango se le conoce como

profundidad de campo Az.

Considerando una amplificacién transversal M = 1 en el SO, se tiene una amplifi-
cacién longitudinal M, = M;* = 1, por lo que Az’ serd igual a Az.

En nuestro SO M; = 4 por lo que M; = Mp? = 16, esto indica que cualquier
movimiento en la direccién axial del objeto, sera 16 veces mayor en la imagen, por lo

que para nuestro SO Az es:

31.3um

Az = &
- 16

= £1.95um (3.3)

3.3. Metodologia para obtener la imagen desenfocada

de un objeto

Para detectar la imagen gm,(z;,y;) de un objeto extendido, en donde el desenfoque

de la imagen depende de z, se sigui6 la metodologia siguiente:

1. Colocar en la plataforma del microscopio (Plano Objeto) un objeto extendido.

2. Se enfoca visualmente el objeto, utilizando el ocular y el objetivo del microsco-

pio.

3. Se ajusta el plano del objeto para conseguir el plano de mejor imagen, utilizando
el criterio de maxima entropia [Shanon (1948), Dihne and Lanzl (1980)] y se

desplaza el plano objeto a una distancia +z.

4. Se regula la intensidad de la fuente para asegurar que la imagen en el CCD no se

sature.
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Capitulo 3. Descripcion experimental

5. Se captura una secuencia de 20 imégenes, las cuales posteriormente serdn pro-

mediadas para minimizar el ruido. La velocidad de captura es de 15fps(cuadros

por segundo).

gng(z,y)
COMPUTADORA
gng(xi, y;)
Z:::O
e

| ILMIMACIEN | SISTEMA OFTICO

SISTEMA, DIGITAL |

Figura 3.3: Diagrama de deteccidn y digitalization de la imagen de un objeto extendido.

En la figura 3.3 se muestra un diagrama en el que se representa la deteccion y
digitali-zacién de imdgenes extendidas, en donde z = 0 representa el plano del ob-
jeto en el cual la imagen detectada estd en foco, para una distancia z # 0 la imagen
estd desenfocada, siempre y cuando el desplazamiento no este dentro del rango Az

mencionado anteriormente.

3.4. Metodologia para obtener las imagenes desenfocadas
de la FCP

La metodologia experimental que se siguid para detectar las FCPs con distintos de-

senfoques fue la siguiente:

1. Colocar en la plataforma del microscopio (Plano Objeto) el micro orificio de

1 pum de didmetro, éste se limpia previamente con aire a presion para eliminar
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3.4. Metodologia para obtener las imagenes desenfocadas de la FCP

particulas de polvo que pudiesen estar obstruyendo la radiacién emitida por la

fuente del microscopio.

2. Se localiza, observa y enfoca visualmente a la FCP por medio del objetivo y

ocular del microscopio.

3. Utilizando un sistema de adquisicién y un programa realizado con el software
LabVIEW, es posible observar en tiempo real la imagen detectada en el CCD de
la FCP, ademas se puede visualizar la entropia de la imagen. Gracias a esto es
posible ajustar el plano del objeto, hasta conseguir el mejor foco, desplazando
la plataforma del microscopio en las direcciones +z y —z utilizando el criterio
de minima entropia [Orlando (2009)]. Una vez que se ubicé la imagen detectada

con la menor entropia se detiene el desplazamiento en la direccion z.

4. Los perfiles de las imdgenes son analizados en tiempo real con el programa rea-
lizado en LabVIEW, de esta forma se puede regular la intensidad asegurando que

no se tenga saturacioén cuando se capture la imagen.

5. Se captura una secuencia de 20 imdgenes, las cuales posteriormente serdn pro-
mediadas con la finalidad de minimizar el ruido. La imagen promedio se guarda,

para posteriormente ser utilizada.

6. Hasta este paso, s6lo se ha obtenido la imagen en foco de la FCP. Para obtener las
imagenes de las FCPs fuera de foco, se sigue la misma metodologia, para cada

posicion z del plano objeto.

En la figura 3.4 se muestra un diagrama en el que se representa la deteccion
y digitalization de FCPs cuyo desenfoque depende de un desplazamiento en z,
Estas imagenes son posteriormente utilizadas para la restauracién de un objeto

extendido previamente detectado con el mismo sistema optico.

En la figura 3.5 se muestra la imagen detectada de una FCP, para distintos valores

de z.
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gn fepd {f Yy )

COMPUTADORA,

Eﬁ'pd {--!-:5- Y )

| ILURIMACION | SISTEMA GFTICO | SISTEMA DIGITAL

Figura 3.4: Diagrama de deteccién y digitalization de la imagen de una FCP.

3.5. Arreglo experimental

La restauracion de imdgenes detectadas fuera de foco, se puede aplicar a distintos
sistemas Opticos-CCD siguiendo la metodologia expuesta anteriormente. Para esto se
requiere, tener un objeto-fuente (micro orificio) que se comporte como una FCP para

ese SO. Se utiliza un micro orificio (D1), que funge como una FCP para el microscopio.

Para evaluar el método, se utilizo como objeto a restaurar, la imagen desenfocada de
un micro orificio (D2) de 5 wm. Los micro orificios fueron adquiridos con la compafiia

Edmund Optics, sus didmetros y tolerancias se muestran en el cuadro 3.1:

Micro orificio | Didmetro y tolerancia
D1 14+ 0.5um
D2 5 £ 0.5um

Cuadro 3.1: Micro orificios utilizados, didmetros y tolerancias.

Con anterioridad [Orlando (2009)] se midieron las dimensiones del micro orifi-
cio D2 utilizando tres diferentes microscopios; con un microscopio Confocal modelo
OSL3000 de la compafia Olympus, con un microscopio optico de la compafiia Carl

Zeiss, modelo Axio imager M1 y con un microscopio electrénico modelo S-510 de
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3.5. Arreglo experimental

la compaiiia HITACHI. El cuadro 3.2 muestra las mediciones obtenidas con los tres

micros-copios para D2.

Micro Edmund | Mediciones Mediciones Mediciones | Promedio de
orificio Optics con el con el con el las
microscopio | microscopio | micros-copio | mediciones
Confocal optico electrénico
D2 5E0.5um 8.113um 9um 8.6pum 8.571um

Cuadro 3.2: Mediciones del micro orificio D2 obtenidas con tres microscopios.

De acuerdo al cuadro 3.2, observamos que los valores de D2 van de 4.5um (segtn
los pardmetros especificados por Edmund Optics) a 9um (segun las mediciones para el

microscopio electronico).

El microscopio es el modelo BX51 de la compafiia Olympus con iluminacién tipo
Kohler para luz transmitida , con un objetivo de 4X(0.10). La deteccion de las imagenes
se realiz6 utilizando un CCD digital de la marca Sony, modelo XCL-5000, la cudl tiene
2448H X 2050V pixeles, con un pixel pitch de 3.45 pm. Se utilizé un adaptador CCD
con amplificacion de 1X, el cual es el recomendado para el formato de la CCD utilizada.
Finalmente, para la digitalizacién de la imagen detectada se utiliz6 el framegrabber
PCI-1429 de la marca National Instruments.

El objetivo principal de la iluminacién Kohler es tener un campo de iluminacion
uniforme en el plano objeto, esto se logra con la ayuda de cinco elementos Opticos;
filamento de la lampara, lente colectora, diafragma de campo, el diafragma de abertura

y lente condensadora.

Las componentes y su ubicacion dentro del arreglo experimental son mostradas en

la figura 3.6.
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=100

Figura 3.5: FCPs capturadas experimentalmente a diferentes distancias de z en um, para un
objetivo de 4X(0.10)
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3.5. Arreglo experimental

lluminacion Kéhler

1.Filamento 6. Plano objeto (foco)
2. Lente colectora 7. Objeto-fuente

3. Diafragma de Campo 8. Objetivo

4. Diafragma de abertura 9. CCD

5. Lente condensadora 10. CPU y Framegrabber

Figura 3.6: Diagrama del SO utilizado en el experimento.
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Capitulo 4
Resultados

La recuperacion de informacion de la imagen desenfocada de un objeto simple uti-
lizando una IPSF generada experimentalmente, es importante para determinar qué tan
factible es el método que hemos propuesto, por la que en este capitulo mostramos la
restauracion de un micro orificio del cual se conocen sus caracteristicas dimensionales.
Una vez que se ha mostrado la viabilidad de tal método, se procede a utilizar un objeto
mas complejo, del cual se detectan imagenes a distintas distancias del plano de mejor

foco, las cuales posteriormente seran restauradas.
Se presentan los resultados obtenidos en forma de imdgenes 2D en niveles de gris, y
los perfiles de intensidad a lo largo del eje = de la imagen, en graficas 1-D.

El tamafio de las imagenes 2D mostradas es de 512X 512 pixeles, en donde los valo-
res de las coordenadas en el origen son (z,y) = (0,0). Para una mejor visualizacion
las imagenes de FCPs y micro orificio D2, se muestra un acercamiento (imagen con

dimensiones de 62.X 62 pixeles). Cada pixel tiene dimensiones 3.45um X 3.45um.
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4.1. Restauracion de la imagen desenfocada de un mi-

cro orificio

En la figura 4.1 se muestran los resultados obtenidos al evaluar el método propuesto,
utilizando la imagen desenfocada de un micro orificio D2 detectado a una distancia
z = 50um 4.1(a). La restauracion de esta imagen se muestra en la figura 4.1(c), en la
figura 4.1(d) se compararan los perfiles de intensidad de la imagen desenfocada y la

imagen restaurada.
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Intensidad Normalizada
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Figura 4.1: Restauracion de imagen promedio de un micro orificio de 5um de didmetro, con
€ = 2: (a) imagen promedio de 20 imdgenes detectadas a una distancia z = 40um con respecto
al plano objeto de un micro orificio con un didmetro de 5um; (b) imagen promedio de 20
imdgenes detectadas de una FCP a una distancia 2 = 40um; (c) restauracion de la imagen
4.1(a); y, (d) perfil de distribuciéon de intensidad en la imagen 4.1(a) (desenfocada) en linea
punteada y 4.1(c) (restaurada) en linea continua.
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4.2. Restauracion de imagenes desenfocadas de esferas

de latex

En los conjuntos de figuras 4.3, 4.4 y 4.5, se muestran los resultados al restaurar las
imagenes de unas esferas de latex con 10um de didmetro, las cuales fueron detectadas
az = 50um, z =80pumy z = 100um respectivamente siendo z = 0 la distancia entre

el plano objeto en foco y el objetivo de microscopio.

Ademas de la imagen restaurada se muestra una imagen mejorada la cual es resul-
tado de la manipulacién en el contraste de la imagen. Las imdgenes mejoradas se ob-
tienen mediante una transformacion puntual utilizando una ley-potencia para mejorar

el contraste:

S=CR’ 4.1)

en donde R es el nivel de gris de entrada, S es el nivel de gris de salida, siendo
C = 1los valores de ~y se eligen de acuerdo a la grifica que se muestra en la figura 4.2,

en donde el rango dindmico de la imagen es de [0, 255].

Como se puede apreciar en la grafica de la figura 4.2 las curvas generadas para
valores 7 > 1 muestran una tendencia a obscurecer los valores pequefios del rango

dindmico, efecto opuesto que tendra para valores v < 1.

En nuestro caso elegimos valores para 7y entre 0.67 y 2.5, dependiendo de la calidad
de las imagenes restauradas. Los valores para -y en cada caso, se muestran al pie de las

figuras correspondientes.

Para poder comparar las imagenes de acuerdo a su desenfoque, en el conjuntos de
figuras 4.6, se muestra la imagen de las esferas, detectada en el plano de mejor foco,
y las imédgenes detectadas a diferentes planos del plano de mejor foco; z = 50um,

z =80umy z = 100um.
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200F

Niveles de gris de salida, S

0 100 200 253

Niveles de gris de entrada,R

Figura 4.2: Grifica de la ecuacion S = C'R7, en donde C = 1 para todos los casos

Para poder comparar las imdgenes de acuerdo a su restauracion, en el conjuntos de
figuras 4.7, se muestra la imagen de las esferas detectada en el plano de mejor foco, y

las imédgenes restauradas utilizando el método propuesto.

Para poder comparar las imdgenes de acuerdo a su mejora digital, en el conjuntos de
figuras 4.8, se muestra la imagen de las esferas detectada en el plano de mejor foco, y

las imagenes mejoradas.
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Figura 4.3: Restauracién de imagen promedio de esferas, detectada a z = 50um del plano
objeto, con € = 4: (a) imagen promedio detectada a una distancia z = 50um, de un objeto
extendido (esferas de latex de 10um de didmetro); (b) imagen promedio detectada de una FCP
detectada a una distancia z = 50um; (c) restauracion de la imagen 4.3(a); y, (d) mejora digital
de la imagen restaurada 4.3(c), en donde v = 2.5.
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Figura 4.4: Restauracion de imagen promedio de esferas, detectada a z = 80um del plano
objeto, con € = 3: (a) imagen promedio detectada a una distancia z = 80um, de un objeto
extendido (esferas de latex de 10um de didmetro); (b) imagen promedio detectada de una FCP
detectada a una distancia z = 80um; (c) restauracién de la imagen 4.4(a); y, (d) mejora digital
de la imagen restaurada 4.4(c), en donde v = 1.5.

33



Capitulo 4. Resultados

32

-
™ = ‘
4. . y=0 y=0
v
-
255 x=0 ‘ 256 = 31 £=0 22 ™
@) (b)
r = . 256 - 256
. :
= wfs . %, < .Q'?“
‘.‘ L y=0 . 'l g=0
| o, o . | > ¥

3 ] L! |
— _", — _t. -255 = —' ¢.j -255

-255 =0 256 -255 x=0 256
Pixeles Pixeles

(©) (d)

Figura 4.5: Restauracion de imagen promedio de esferas, detectada a z = 100um del plano
objeto, con ¢ = 3: (a) imagen promedio detectada a una distancia z = 100um, de un objeto
extendido (esferas de latex de 10um de didmetro); (b) imagen promedio detectada de una FCP
detectada a una distancia z = 100um; (c) restauracion de la imagen 4.5(a); y, (d) mejora digital
de la imagen restaurada 4.5(c), en donde v = 0.67.
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Figura 4.6: Imagen detectadaen z = 0 e im4genes desenfocadas: (a) imagen detectadaen z = 0;
(b) imagen detectada en z = 50; (c) imagen detectada en z = 80; y, (d) imagen detectada en

z = 100.
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Figura 4.7: Imagen detectada en z = 0 e imdgenes restauradas: (a) imagen detectada en z = 0;
(b) restauracion de la imagen detectada en z = 50; (c) restauracién de la imagen detectada en
z = 80; y, (d) restauracién de la imagen detectada en z = 100.
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Figura 4.8: Imagen detectada en z = 0 e imdgenes mejoradas: (a) imagen detectada en z = 0;
(b) restauracion y mejora de la imagen detectada en z = 50; (c) restauracién y mejora de la
imagen detectada en z = 80; y, (d) restauracién y mejora de la imagen detectada en z = 100.
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4.3. Restauracion de imagen desenfocada de células de

sangre de reptil

Utilizando un filtro dicroico de color verde, se realiza el mismo experimento, des-
pués de haber compensado la temperatura de color de la fuente de luz del microscopio
(tungsteno) con un filtro 80A. Tanto el filtro 80A como el filtro dicroico color verde se

colocan a la salida de la lente condensadora.

Se muestran los resultados de la restauracion para este filtro, en donde el objeto son

células de sangre de reptil.

38



4.3. Restauracion de imagen desenfocada de células de sangre de reptil
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Figura 4.9: Restauracién de imagen promedio de células de sangre de reptil, detectada a z =
60um del plano objeto, con ¢ = 1.5: (a) imagen fuera de foco detectada utilizando un filtro
verde en z = 60; (b) FCP detectada con un filtro verde a z = 60 con respecto al plano de mejor
foco; (c) restauracion de la imagen detectada en z = 60; y, (d) imagen detectada en foco de
células de sangre de reptil utilizando un filtro verde.
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4.4. Discusion

Como se puede observar en la figura 4.1(c), el didmetro del micro orificio de la
imagen restaurada D2 es de 9 pixeles, teniendo en cuenta el tamafio de cada pixel
3.45m y la amplificacion transversal Mp = 4, se puede deducir las dimensiones de la
imagen restaurada en pm de la siguiente forma.

. (9)(3.45um)

D2 = 1 = T7.76pum “4.2)

La dimension de la imagen restaurada D2 esta dentro de los valores del cuadro 3.2

del capitulo 3, por lo que se asume que la restauracion es aceptable.

De acuerdo con las figuras 4.3, 4.4 y 4.5, se observa que es posible recuperar un
estimado de la imagen del objeto a partir de una imagen desenfocada, utilizando el

método que se ha propuesto en este trabajo.

En el grupo de imdgenes de la figura 4.7, se observa la imagen de las esferas de latex
detectada en foco y las restauraciones realizadas a imagenes detectadas en z = 50,
z = 80y z = 100. Como se puede ver en esta figura, la restauracion en la imagen pierde
calidad cuando es mayor su desenfoque. Esto se observa también para las imdgenes

mejoradas digitalmente, al comparar el conjunto de imédgenes de la figura 4.8.

Para la imagen desenfocada de las células de sangre de reptil, también se fue posible
recuperar un estimado de la imagen del objeto, lo cual es posible observar en el conjunto

de imagenes de la figura 4.9.
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Capitulo 5

Conclusiones

A continuacion se presentan las conclusiones del presente trabajo de tesis en forma

general. También se detallan las contribuciones especificas, y se plantea un trabajo

futuro.

3.1.

1.

Conclusiones generales

El uso de el promedio de imédgenes de una FCP sirve para obtener informacion
de la funcién de pupila de un SO, por lo que es posible utilizar esta herramienta
para la restauracion de imagenes detectadas con desenfoque utilizando el mismo
SO.

Se mostr6é que es posible restaurar el promedio de imdgenes detectadas con de-
senfoque, utilizando el método Optico-digital que hemos propuesto, lo cual se

muestra en las imagenes 4.3, 4.4 y 4.5 del capitulo 4.

Utilizando convenientemente técnicas de filtraje de ruido tanto en el dominio
espacial como en el dominio frecuencial, en las imagénes detectadas, es posible

mejorar la calidad de la imagen restaurada.

Se observo que entre mayor es el desenfoque, la restauracion de la imagen tiene
menor calidad, debido a que en imdgenes con mayor desenfoque disminuye el
contraste en sus niveles de gris, por lo que al ser digitalizadas puede perderse

informacion sutil, lo cual dificulta tener una restauracién dptima.
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5. Al utilizar el método propuesto se pudo restaurar la imagen promedio desenfoca-
da de unas células de sangre de reptil detectada utilizando un filtro dicroico color

verde.

5.2. Aportaciones especificas

A continuacion se presentan las aportaciones hechas en el presente trabajo de tesis
incluyendo forma de presentacion, eleccion de ejemplos ilustrativos y desarrollo de

nueva ideas, desglosadas por capitulo:

Capitulo 1 Se implementé computacionalmente el ejemplo de restauracién de una
imagen desenfocada de forma digital en donde se desarrollaron los respectivos algo-
ritmos para la generacion de desenfoque y posterior restauracion que ilustra la figura
1.1, en donde la imagen original 1.1(a) se degrada digitalmente utilizando la ecuacién
(2.7) del capitulo 2, en donde wyy = 2. Para restaurar la imagen se utiliza el filtro de

Wiener mostrado en la ecuacion (2.14) del capitulo 2 en donde € = 0.1.

Capitulo 2 Las figuras de este capitulo fueron elaboradas con la finalidad de ilustrar
visualmente los conceptos mencionados. Se introduce el uso del espectro del promedio
de la imagen de una FCP para la restauraciéon de imagenes detectadas utilizando el filtro
de Wiener. Por otra parte, se propone suavizar el orden cero del espectro de la imagen

de una FCP para minimizar el ruido de esta imagen.

Capitulo 3 Se describi6 en detalle la propuesta para la deteccion de las imagenes de
FCPs detectadas a distintos planos al plano de mejor imagen, las cuales son utilizadas
para la restauracién de imagenes de objetos extendidos detectados con el mismo SO.
Esta forma de obtener las imagenes es conveniente debido a que aseguramos que tanto
las imagenes de las FCPs como las de las imdgenes de objetos extendidos, son detec-
tadas bajo las mismas condiciones. Para saber cual es el rango en el que una imagen
detectada se considera en foco para el SO en particular que se emplea en este trabajo, se

calcula tanto la profundidad de foco como la profundidad de campo del microscopio.

Capitulo 4 Se realiza el algoritmo computacional para la restauracion de imagenes
y se eligen las imdgenes y diagramas presentados en este capitulo, con la finalidad de

complementar las discusiones comparativas entre las diversas restauraciones.

Las herramientas y paquetes empleados en el contexto técnico computacional, uti-
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5.3. Trabajo futuro

lizadas en este trabajo se mencionan a continuacion. Los dibujos, diagramas y esque-
mas fueron realizados con Corel Draw 9 (Corel Draw Corp., 1996) y Paint version
6.1 (Microsoft Corp., 2009), los algoritmos computacionales fueron implementados en
Mathcad version 14.0 (MathSoft, Inc., 2006) y LabVIEW 7.1 (National Instrument,
Corp., 2001 ). Para el manejo de filtros digitales, se empleo el paquete Image Process-

ing Handbook bajo el ambiente de Mathcad.

5.3. 'Trabajo futuro

Aplicar el método que se ha propuesto en este trabajo para la restauracion de imégenes

tricromaéticas detectadas fuera de foco, utilizando filtros dicroicos rojo, verde y azul.

Para llevar a cabo la restauracion, se obtiene el estimado de la IPSF de imagenes de-
tectadas de una FCP en tres longitudes de onda (usando tres filtros dicroicos centrados
en la regidn azul, verde y rojo del espectro visible). De las imagenes de la FCP se calcu-
la su espectro para obtener la OTF asociada a cada longitud de onda. Con este espectro
se forma el filtro de Wiener con el cual se restaura la imagen desenfocada en cada col-
or. Una vez restauradas las tres imagenes, se mezclan aditivamente para recuperar un

estimado del objeto tricromético.
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