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Resumen

En este trabajo se presentan los resultados de disefio, construccion y puesta en funcionamiento de
un sistema Optico-digital fundamentado en la técnica de biospeckle; esta implementacion fue
aplicada en la estimacion del tiempo medio de movilidad de dispersores bioldgicos sometidos a
deshidratacién ambiente y bajo temperatura controlada. Las pruebas se hicieron con muestras de
seis tipos de tejido vegetal. Se desarroll6 una herramienta software que permite la captura de una
secuencia de imagenes de speckle, el tratamiento digital de las mismas, y el calculo de descriptores
estadisticos que permiten determinar el tiempo medio de deshidratacién del tejido en un intervalo
de tiempo de secado definido por el usuario. La herramienta software hace el calculo de los
descriptores estadisticos: matriz de historial de tiempo del patron speckle, matriz de coocurrencia,
momento de inercia, coeficiente de correlacion, segundo momento angular, homogeneidad e

histograma.
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CAPITULO |

INTRODUCCION, ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION,
PROBLEMA, OBJETIVOS

1.1. Introduccion

El estudio de la medicién del comportamiento del speckle producido por una muestra biologica, es
decir, el speckle dindmico o biospeckle, ha sido objeto de investigacion desde finales de los 70
[14]. En estos primeros estudios se observo que dicha medicion da informacion de la superficie
observada. Esto ha desencadenado la implementacion de esta técnica en diferentes aplicaciones
como el estudio de secado de pinturas que analiza la actividad del speckle en una muestra no
biolégica [30], el monitoreo de la calidad de semillas vegetales [38, 39, 45], el tiempo de
maduracion de alimentos [3], la evaluacién de la accion de posibles nuevos farmacos en
determinadas bacterias [6, 7], asi como la deteccion de enfermedades mediante el estudio del flujo
sanguineo [1, 4, 5, 11], cambios en la piel [1, 5], esto solo nombrando algunas de las aplicaciones

gue ya han sido investigadas.

Este trabajo de investigacion se enfoca en las aplicaciones del biospeckle, es decir, el andlisis del
speckle en tejido vivo. Para esto se llevd a cabo una revision bibliografica del biospeckle [1-45]
desde sus inicios hasta la fecha, tomando como referencia las diferentes técnicas que se han ido
desarrollando en el transcurso de los afios. Para iniciar con este trabajo, se obtuvo el espectro de
absorcion para cada muestra descartando asi que el haz incidente generara algin cambio en la
muestra que alterara el comportamiento de esta al momento de realizar el monitoreo de su

actividad. Se utilizaron cinco técnicas de descripcion para estimar el tiempo de vida de cada
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muestra con el objetivo de realizar una comparacion entre dichos descriptores y determinando

cuales son mas adecuados para la caracterizacion de las muestras analizadas en el laboratorio.

Los descriptores utilizados para este estudio fueron: la comatriz, el momento de inercia. el segundo
momento angular, el coeficiente de correlacion y la homogeneidad. Estos descriptores se calculan
a partir de la matriz THSP (Temporal History Speckle Pattern), que es una matriz construida de
una secuencia de patrones de speckle capturados para una muestra en un intervalo de tiempo y
periodo constante. Para calcular tales descriptores estadisticos, se desarrolld6 un algoritmo en
lenguaje MATLAB que permite el procesamiento de secuencias de imagenes de speckle generadas
por una misma muestra, y capturadas en el tiempo a través de una cdmara CMOS. EI programa,
ademas, construye la matriz THSP y a partir de ella calcula la dinamica de cada descriptor, ejemplo,
el tiempo medio de atenuacion de su actividad bioldgica, la cual podria ser un proceso de

deshidratacién natural o provocada.

El presente informe consta de cinco capitulos. Los capitulos 1 y Il estan enfocados en la historia y
descripcion de los conceptos que fueron necesarios para el desarrollo de esta investigacion, como
la formulacion matematica y los tipos de speckle de acuerdo a su montaje experimental. En el
capitulo 111 se habla del biospeckle y de algunas de las técnicas que se utilizan para evaluar el
comportamiento de éste; se describen y se desarrollan ejemplos del calculo de los descriptores
estadisticos. De las técnicas abarcadas, se escogieron las cinco que se mencionaron en el resumen;
en el capitulo IV se muestran los espectros de absorcion para cada muestra caracterizada en el
laboratorio, determinando la baja influencia del haz del laser en la actividad de la muestra, asi como

los resultados obtenidos al aplicar dichas técnicas a los patrones de speckle de las muestras.
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1.2. Antecedentes y justificacion

El estudio del biospeckle o speckle dindmico se inicio en los 70 con la implementacion de ensayos
opticos con la técnica PSI (Phase Shifting Interferometry). Esta registra electronicamente una serie
de interferogramas mientras se cambia la fase de referencia del interferébmetro. La fase del frente
de onda esta codificada en las variaciones del patron de intensidades de los interferogramas
registrados y la fase se recobra mediante un simple célculo punto a punto [14].

En 1991 los investigadores Yoshihisa Aizu y Toshimitsu Asakura hablaron acerca del fendmeno
del biospeckle y su aplicacién a la evaluacion del flujo sanguineo; en el trabajo que realizaron,
implementaron algunos métodos para la evaluacién del flujo sanguineo en la superficie de la piel,
organos internos y fondo ocular. Los resultados experimentales mostraron que el grado de flujo
sanguineo es reflejado sensiblemente por las propiedades de la variacién del tiempo de los
biospeckles y que esto podia ser utilizado para el monitoreo del flujo sanguineo. Se conocia que la
fluctuacion del biospeckle tenia varias componentes de frecuencia de acuerdo con el &rea de prueba
de los objetos vivos que estuvieran siendo medidos, pero después de esto, se encontré que
reflejaban sensiblemente la actividad del flujo sanguineo como la velocidad. Esto fue bastante dtil
para evaluar de forma no invasiva el flujo sanguineo y analizar el comportamiento dinamico de los
biospeckles, que depende de varios factores dentro de los objetos vivos tales como las estructuras
espaciales de los tejidos y la red de vasos y sus caracteristicas de absorcién y difusion [1].
Durante los siguientes afios se siguio investigando el biospeckle como técnica de metrologia Optica
en varias ramas de estudio [13-16, 22, 29-33]. Entre el 2011 y el 2016, investigadores como E.E.
Ramirez Miquet et al, realizaron trabajos de aplicacion de esta técnica en areas como la descripcion
de la actividad de celulas bacterianas como la E. Coli y la evolucidén y comportamiento de esta en

un tiempo determinado [2]. También se estudiaron procedimientos para la caracterizacion de la
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actividad del speckle y su sensibilidad de respuesta con variaciones en la frecuencia y amplitud
mientras el movimiento de inercia varia con amplitud y frecuencia por dos técnicas diferentes. Esto
con el objetivo de ampliar el estudio en muestras bioldgicas donde la dindmica de los fendmenos
internos es poco conocida, tal como el caso de la madurez de las frutas [3]. Al igual, se estudiaron
algunos métodos en el analisis de imagen para las imagenes del flujo sanguineo y el cambio de
concentracion sanguinea de los patrones de speckle [4]. Estos métodos fueron corroborados
mediante la experimentacion con una rata anestesiada; considerandose util para aplicaciones
médicas tales como la investigacion detallada de la hemodinamica réapida y el metabolismo del
oxigeno de las actividades fisiologicas y patoldgicas para futuros desarrollos, encontrando asi que
el método podria ser aplicado para un diagnéstico no invasivo de enfermedades vasculares en vivo
y monitoreando de inmediato las respuestas hemodinamicas que ocurrieran durante el ejercicio [4].
También, se investigod la propagacion de la luz dentro del modelo de tejido de la piel en relacion
con la longitud de onda de la luz laser de iluminacion y la respuesta dindmica de los speckle para
la velocidad del flujo sanguineo por dos longitudes de onda de 780 nm y 830 nm en el infrarrojo
cercano usando una capa de cerdo, una capa de sangre, la mufieca y dedos humanos; obteniendo
alta sensibilidad en el flujo sanguineo con velocidades lentas y rapidas. Por lo que el uso de
longitudes de onda mas largas en la region del infrarrojo cercano se hace ventajoso en la modalidad
de imagen del flujo sanguineo tal como en el flujo sanguineo arterial con pulsacién por un latido
del coraz6n o con un repentino cambio inducido por varias causas. En este trabajo se recomendd
la aplicacion del método a la monitorizacion simultanea del flujo sanguineo y la saturacion de
oxigeno en los tejidos con alta sensibilidad y en tiempo real [5].

Asimismo, en otro trabajo, se estudio el método laser biospeckle usado para monitorear la accion
de una droga especifica sobre parasitos de T. Cruzi (Trypanosoma cruzi). Los resultados

experimentales de este, demostraron la efectividad de método propuesto. Se midieron parametros
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del speckle como la correlacion espacio temporal y el tamafio del grano de speckle para evaluar la
accion inmediata de la droga durante un muy corto periodo de incubacion. Se probo la efectividad
de la accion del epirubicin sobre membranas de T. Cruzi como un efecto instantaneo y se pudo
analizar la actividad de los parasitos en presencia o ausencia de la droga y ademas se detectaron
los efectos de factores externos fisicos, asi como la evaporacion del medio. Esto llevo a considerar
que el método podia ser Util para pruebas adicionales, no solo la actividad instantanea de las drogas
candidatas para el T. Cruzi sino también otras drogas sobre el mismo y otros sistemas bioldgicos
[6].

Al igual se han hecho diferentes pruebas en las que se discuten los métodos usados para el
procesamiento del speckle, como lo son el LASCA (Laser Speckle Contrast Analysis) o el MHI
(Motion History Image), entre otros, buscando con cuales se logran resultados con menor pérdida
de resolucion y definicion o algunas combinaciones de estos métodos para mejorar el
procesamiento de la técnica speckle. Para el estudio en el que se investiga la accion de una nueva
droga en el parasito T. Cruzi, los investigadores utilizaron los dos métodos mencionados,
concluyendo que los resultados sugieren que ambos métodos MHI y IM (Inertia of Moment)
podrian ser usados para promover pruebas de la actividad instantanea del T. Cruzi u otros sistemas

bioldgicos con drogas candidatas [7].

Una de estas investigaciones se hizo para estudiar la deformacién de una barra de aluminio el cual
se hizo con un interferdmetro DSPI (Digital Speckle Pattern Interferometry) [8]. Se obtuvieron
resultados experimentales del comportamiento mecanico de la barra de aluminio cuyos campos de
desplazamiento fueron consecuencia de cargas mecanicas. Con el desarrollo de este trabajo, se
corrobord una vez mas que con el uso de esta técnica Optica los resultados se obtienen en tiempo

real, no son destructivos, ni tampoco requiere contacto con el objeto de medida, siendo mas
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ventajosa frente a métodos mecanicos tradicionales por lo que resulta aplicable a desplazamientos
tan pequefos del orden de micras; asi como que el equipo utilizado para implementar esta técnica
tiene un bajo costo, lo que lo hace accesible. Esto deja el método como una excelente herramienta
para inspeccionar materiales dpticamente rugosos de cualquier geometria, siempre y cuando sea
posible iluminar la zona de analisis, la principal limitacion es la alta posibilidad de perturbaciones

vibracionales por lo que es indispensable un ambiente controlado [8].

En el 2019, con los avances que se han presentado en la tecnologia y en la técnica de metrologia
con biospeckle, Martin A. Toderi et al, realizaron un trabajo en el cual se investigd la dinamica de
los globulos rojos humanos (RBC) en el plasma, para diferentes concentraciones, 25% y 50% por
medio del analisis de laser de biospeckle. Estas muestras, se introdujeron en un tubo capilar y se
iluminaron con un laser He-Ne para obtener el patron de biospeckle desde la luz dispersa hacia
adelante y hacia los lados. Se calcularon parametros de biospeckle como el coeficiente de
correlacion y el momento de inercia para diferentes anchos de banda de frecuencia con el fin de
evaluar su sensibilidad y versatilidad. Se utiliz6 un filtro basado en la transformacion discreta de
wavelets para descomponer la actividad de muestra registrada. Se observd una relacién entre el
momento de inercia y la relacion volumen de plasma con respecto a los globulos rojos. Se definid
y analizé el indice de correlacion que mide el nivel de correlacidn de las imagenes de biospeckle.
En este trabajo se hizo la consideracion de que el andlisis por biospeckle es una técnica adecuada
para el desarrollo de nuevas herramientas Opticas no invasivas para el diagnéstico clinico en

patologias vasculares [9].

En este mismo afio, Marcos Diego Catalano, Fernando Pujaico Rivera y Roberto A Braga,

enfocaron su trabajo a probar las condiciones claves para adoptar el DLS utilizando un dispositivo
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movil, un teléfono inteligente, para capturar y analizar los datos. En la adquisicion de datos se
probd la capacidad de configurar el ISO, el balance de blancos, y para arreglar el zoom. La
velocidad de adquisicion de la imagen o el video también fue probada, el ultimo asociado a la
extraccion de funciones de trama. El analisis de los datos fue evaluado, primero probando las
condiciones para programar las ecuaciones de los métodos tradicionales, asi como su tiempo
consumiendo sin fallas ni descansos. Las pruebas mostraron que el DLS puede implementarse de
manera factible en teléfonos inteligentes, pudiendo ensamblar imagenes con la calidad y velocidad
necesarias para DLS, asi como, poder ejecutar los métodos principales en un tiempo razonable, sin
interrupciones. El logro abrié una manera accesible de usar el DLS en muchas areas de
conocimiento por parte de los usuarios finales, asi como una forma de crear sistemas de insercion

utilizando el smartphone o tablets, incluso como parte del equipo [10].

También en el 2019, los investigadores Shubhashri Kumaril y Anil Kumar Nirala, informaron
sobre el monitoreo cualitativo y cuantitativo de biopelicula del flujo sanguineo funcional en la
mano humana con algoritmos basados en la intensidad. EI método de procesamiento utilizado fue
el Fujii, abordado por primera vez para analizar cambios fisioldgicos debidos al efecto de diferentes
tratamientos como agua fria y caliente en la palma de la mano, que pueden ser Utiles para examinar
enfermedades cardiovasculares y relacionadas, asi como el uso de exfoliantes faciales, cremas de
belleza y unglientos para aliviar el dolor, aplicados también sobre la misma zona; esto con el fin de
encontrar la mejor opcidn entre estos. Para esto, se evalud el cambio en la actividad del flujo
sanguineo producido cuando estos son aplicados; donde ademas de los resultados encontrados,
también se encontrd que la persona gque tiene mas hemoglobina y presion arterial méas alta puede
tener mas flujo sanguineo o actividad media, dato que puede ser til para el tratamiento de la

hipertension. Otro hallazgo fue que, aunque los tratamientos con agua fria y caliente se pueden
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utilizar para aumentar el flujo sanguineo, la temperatura debe mantenerse segun la necesidad y la

sensibilidad de la muestra [11].

A comienzos 2020, Minoru Hirai, Daiki Endo y Hiroki Gonomeb, publicaron un trabajo en el que
estudian los efectos del sonido sobre el crecimiento de las plantas y su rendimiento. Ya que los
métodos que generalmente se usan para investigar los efectos del sonido llevan mucho tiempo o
son muy destructivos, propusieron la técnica de biospeckle para investigar la respuesta de las
plantas a un estimulo de sonido. Los biospeckles de las hojas de las plantas se grabaron cuando
estas fueron expuestas a diferentes estimulos de sonido, desde musica clésica y rock hasta una sola
frecuencia de sonido por un minuto y la actividad biospeckle (BA) fue calculada. Se demostrd que
hubo un cambio en la actividad del tejido de la planta para cada frecuencia y que tal dependencia
era mas fuerte debido a la edad de la planta con el efecto de ser mas grande para la planta mas

joven [12].

Al ser el biospeckle una técnica que mide la dindmica de tejido vivo en el orden de las micras,
genera una gran utilidad en muchas aplicaciones de diferentes areas. Esta técnica mide varios
parametros relacionables con caracteristicas fisicas de los objetos de analisis y lo mas importante
es que se podrian estimar en tiempo real y de una manera no invasiva si se utiliza una radiacion
laser de frecuencia e intensidad adecuada, tal que no actué sobre las propiedades fisicas de la
muestra.

Esta técnica se ha utilizado para observar tanto procesos no biologicos entre los que se encuentran
el secado de pinturas [30] o pruebas de resistencia de los materiales [8], como procesos biologicos
en mediciones de madurez, humedad y duracién de frutas y verduras desde su siembra, hasta su

cosecha y venta [15, 16, 27, 38, 39, 42, 43, 45]; en la busqueda de medicamentos que puedan ser
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aprobados para el uso contra algunas bacterias o parasitos [2, 6, 7, 30, 40]; en la parte biomédica
implementandola en el analisis del flujo sanguineo, en tomografias, endoscopias y se ha estudiado
su posible uso para detectar enfermedades como la leucemia (cancer en la sangre) de manera no
invasiva y de forma inmediata por medio del andlisis del flujo sanguineo [1, 4, 5, 9, 11]; siendo

estas, solo algunas de sus mdaltiples aplicaciones.

El desarrollo de la técnica de biospeckle y el prototipo del mecanismo que se desea llevar a cabo
en este proyecto, es de gran utilidad para otros programas de la universidad, como salud,
microbiologia, algunas ingenierias, entre otros. Estos programas no cuentan con un mecanismo que
pueda realizar este tipo de mediciones y que aumentaria la eficiencia y eficacia a la hora de llevar
a cabo procesos como analizar muestras, monitorear el crecimiento de cepas o los efectos de
medicamentos aplicados en diferentes sistemas bioldgicos, optimizar los tiempos de cosecha de los
alimentos midiendo pardmetros como la madurez, la humedad y el tiempo que duran en
descomponerse, esto solo nombrando algunos.

En este trabajo se implementd la primera fase de una técnica automatizada para realizar estudios
de bioactividad. Esto quiere decir que se disefié e implementd un sistema dptico-digital que permite
Ilevar a cabo la observacion y estimacion de la bioactividad a través del procesamiento del speckle
generado por una muestra de tejido vivo, incluso de cualquier material que produzca speckle
dinamico y se desarrollé un algoritmo para el funcionamiento de este y el tratamiento de los datos

obtenidos en los procesos.
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1.3. Planteamiento del problema
¢Se puede construir un arreglo éptico que permita estimar el tiempo de vida medio de un material
bioldgico utilizando la técnica de biospeckle, sin que la muestra sufra efectos invasivos por accién

de la radiacion?

1.4. Objetivos

1.4.1. General

Estudiar las caracteristicas de la técnica de biospeckle para construir un prototipo optico-digital
que permita medir el pardmetro de tiempo de vida medio de material biol6gico sin que sufra efectos

invasivos.

1.4.2. Especificos

e Disefar un arreglo dptico- digital de la técnica de biospeckle que permita medir el tiempo
de vida medio de material biologico.

e Construir el arreglo dptico- digital disefiado de la técnica de biospeckle que mida el tiempo
de vida medio de material bioldgico.

e Desarrollar una herramienta computacional de control del arreglo experimental, registro y
procesamiento de patrones de biospeckle, conducente a determinar el parametro de tiempo
de vida media de muestras de material bioldgico sensible a radiacion laser de baja potencia
y no invasivo para la muestra por efectos de absorcion.

e Establecer por espectroscopia de absorcion los tipos de muestras biologicas que podrian ser
caracterizadas mediante la técnica de biospeckle implementado, sin que sufran efecto

invasivo debidos a la radiacién laser utilizada.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1. Speckle

A partir de la invencion del laser en 1960, se dispone de una fuente luminosa con un grado de
coherencia nunca antes logrado [13]. Debido al aspecto granular que presentan los objetos cuando
son iluminados de esta forma, el speckle se constituy6 en un gran inconveniente para la holografia
ya que degrada la calidad de la imagen. Es por ello que varios investigadores desarrollaron métodos
para reducir el speckle en imagenes holograficas [14].

A medida que se lograban avances para disminuir la presencia del speckle como factor de ruido en
los sistemas Opticos y en las técnicas de radar, surgian las técnicas de fotografia e interferometria
speckle. Estas encontraron répidamente aplicaciones metroldgicas en la determinacion de
desplazamientos, deformaciones, tensiones, fracturas, vibraciones, etc. de objetos difusores [14].
Este fendmeno se conoce en inglés como speckle y se produce cuando la superficie iluminada es
Opticamente rugosa, es decir cuando las diferencias de altura entre puntos vecinos de la superficie
son del orden o mayores a la longitud de onda del laser utilizado. Estas ondas se extienden con
fases iniciales que varian aleatoriamente. Los caminos opticos recorridos por estos frentes de onda
son distintos para cada punto del plano de la observacion y la superposicion coherente de estas
ondas da lugar a un patrén de interferencia cuyas intensidades también varian al azar [15] [13].
En estos puntos de interferencia constructiva o destructiva se encuentra la formacion de granos
claros y oscuros, respectivamente, asi como también valores intermedios. Tales caracteristicas dan

caracter estadistico al granulado oOptico [15].
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La figura 1 muestra la imagen de un patron de speckle subjetivo obtenida mediante el arreglo
experimental sé que observa en la figura 5; se utiliz6 un laser HeNe de 632 nm de longitud de onda

sobre un difusor.

Fig.1. Imagen de un patrén de speckle objetivo generado por un difusor de vidrio.

La distribucion aleatoria del campo 6ptico se puede modificar de manera deterministica debido a
deformaciones o desplazamientos de la superficie dispersora y por esta razon se puede aprovechar
para estudiar caracteristicas de la misma [13].

Originalmente, las distribuciones de speckle se registraban en peliculas fotogréficas para su
posterior procesado con métodos dpticos, pero estas técnicas eran inadecuadas para la realizacion
de mediciones en ambientes industriales. Mas adelante, las distribuciones de speckle se registraron
usando camaras de TV y el procesado de las imagenes se realizé electrénicamente, técnica
conocida como Interferometria Electronica de Speckle o ESPI (en inglés, Electronic Speckle
Pattern Interferometry) [13].

Posteriormente, el desarrollo de hardware y software hizo posible el uso de camaras de carga
acoplada (CCD, en inglés, Charge-Coupled Device) conectadas a computadoras que poseen placas
de adquisicion y algoritmos de procesamiento de sefiales, a modo de poder almacenar y visualizar

en tiempo real las imagenes adquiridas y los resultados de interés. Estos desarrollos dieron origen
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a la Interferometria de Speckle Digital o DSPI (en inglés, Digital Speckle Pattern Interferometry),
y de igual manera a la Interferometria de Speckle Temporal o TSPI (en inglés, Temporal Speckle
Pattern Interferometry). En DSPI se computa la deformacion del objeto entre dos estados, antes y
después de la deformacion y el andlisis de datos se realiza en forma espacial. En TSPI se adquiere
una secuencia de imagenes durante la historia de la deformacién del objeto y el campo de
desplazamientos queda codificado en un conjunto de Nm xNn sefiales temporales, donde Nm y Nn
corresponden a las dimensiones de las imagenes en la direccion horizontal y vertical,
respectivamente. La técnica de TSPl es mas ventajosa que la de DSPI en lo que compete a
inmunidad al ruido, sensibilidad y rango de medicion [13].

Para obtener datos cuantitativos de los interferogramas, es necesario derivar la informacion de fase
de ellos, ya que las cantidades fisicas de interés se calculan a partir de las diferencias de caminos
oOpticos que producen los cambios de fase. Asi, que el paso central de este punto de vista es la
determinacion de la fase registrada en intensidad por medio de la interferencia [14].

El speckle contiene informacién sobre la fuente de luz incidente, la posicion relativa entre la
superficie que lo produce, el plano de observacion y las propiedades de dispersion del objeto
iluminado. Cualquier variacion de uno de estos parametros provoca un cambio en la estructura del
speckle, que puede ser evaluado comparando los speckles obtenidos, antes y después, de haberse
producido dicha variacion [14].

El origen de la dependencia de estos parametros se puede entender, con grandes simplificaciones,
similares a la difraccion de agujeros circulares. Desde este punto de vista, cada grano es un patron
de difraccion con un maximo central, cuya intensidad disminuye hasta cancelarse en los bordes

[15].
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2.1.1. Tipos de speckle

2.1.1.1. Speckle objetivo

El fendbmeno se puede observar en dos configuraciones diferentes. La primera se llama propagacion
de espacio libre, en el que ningun elemento dptico se coloca entre la superficie de dispersién y el
plano de registro. En esta configuracion, en general, solo un punto de la superficie esta iluminado
por un rayo laser y la luz dispersa se registra en una pelicula o sensor CCD colocado en un plano
distante, llamado el plano Fraunhofer (lejano). El patron observado en esta configuracion, también

se llama speckle objetivo [15].

La figura 2 muestra un esquema experimental tipico para la obtencion del patron de speckle
objetivo. En él se encuentra un haz de luz laser incidiendo sobre una superficie Opticamente rugosa.
Esta dispersa la luz de manera aleatoria produciendo un patron de speckle. Se denomina speckle
objetivo porque entre la muestra y el sensor no media un arreglo formador de la imagen del patrén

de speckle.
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Fig. 2. Esquema de speckle objetivo
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En la figura 3 se puede observar un patron de speckle objetivo capturado con el montaje

experimental disefiado en este trabajo y su respectivo histograma.
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Fig. 3. a. Patrén de un patrén de speckle objetivo de un difusor de vidrio y b. su respectivo histograma.

El origen de su nombre, speckle objetivo, se debe justamente a que no depende del sistema dptico
empleado para visualizarlo [13]. Suponiendo que la superficie rugosa esta situada en el plano (x,y)
e ilumina con un haz coherente de longitud de onda 4, entonces el tamafio medio (diametro medio)

de grano speckle esta dado por:

dgp =

Az 1
D (1)

En este caso, el tamafio medio de un grano depende Unicamente de la longitud de onda del haz
incidente (1), del diametro del area iluminada (@) y de la distancia entre la superficie rugosa y el
plano de observacion (z) [13].

La Figura 4 muestra una secuencia de patrones de speckle objetivo de la misma muestra, pero

observados a diferentes distancias z. A medida que aumenta la distancia, también aumentan los
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tamanos de los granos constituyentes del patron. Estos tamafios se calcularon determinando el

diametro del &rea iluminada (2.54 mm?), con un laser He-Ne de 632nm.

a) Z=17.5cm, dsp=43.05 pm b) Z=18cm, ds;=44.79 um

C) Z:195cm, dsp:48.52 pum

Fig. 4. Secuencia de patrones de speckle objetivo observados a diferentes distancias de la muestra.

2.1.1.2. Speckle subjetivo
Para la segunda configuracién llamada de plano imagen de la superficie que produce la distribucion
de speckle mediante un sistema éptico formado por una lente y una pupila circular de diametro

variable (diafragma); en este caso el speckle se denomina subjetivo.

En la figura 5 se puede observar un esquema experimental tipico para la obtencion del patrén de
speckle subjetivo. En él tenemos un haz de luz laser incidiendo sobre una superficie rugosa donde

la dispersion realizada se hace pasar a través de una lente que es el sistema formador de imagen.
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Posteriormente se hace el registro en el tiempo de dicho patron y se procede a realizar el

procesamiento de los datos.
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Fig. 5. Esquema del speckle subjetivo.

En la figura 6 se puede observar un patron de speckle subjetivo capturado con el montaje

experimental disefiado en este trabajo y su respectivo histograma.
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Fig. 6. a. Patron de speckle y b. su respectivo histograma
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Debido a la presencia de la lente, las variaciones de intensidad en el plano de observacion tienen
su frecuencia espacial acotada por el limite de difraccion y de este modo queda determinado el
minimo tamafio de grano de speckle que se puede observar. El tamafio medio dsp de un grano de
speckle en el plano de observacion se estima como el radio del disco de Airy, o sea:

A. Zi
Dy = 1,22 2)

Donde (z;) es la distancia de la lente al plano de observacion y (@) es el diametro de la misma. Dsp
(tamafio medio del grano) también se conoce como celda de resolucion. Por lo tanto, cada pixel de
la camara CCD debe ser capaz de detectar correctamente a dicha celda y el tamafio del pixel deber
ser igual o mayor que la dimension media del grano de speckle subjetivo.
Si f es la distancia focal de la lente y Mg es su magnificacion, entonces:

z;=f(1+M,) 3)
Teniendo en cuenta que la abertura numérica de la lente es AN=f /@, reemplazando en la ecuacion
anterior se obtiene el tamafio medio de un grano de speckle objetivo sobre el plano de observacion
como [13]:

Dy, = 222 Mg) @
Al ser un patrén de speckle un fendmeno aleatorio, solo puede ser descrito estadisticamente. Esta
naturaleza estadistica ha sido estudiada desde el punto de vista tedrico y experimental por muchos
investigadores, llegandose a establecer que sus propiedades estadisticas estan intimamente

conectadas a las caracteristicas estadisticas del objeto difusor y al grado de coherencia de la luz

que lo produce [14].
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2.2. Analisis del speckle

El analisis de las propiedades estadisticas del speckle se simplifica si se asumen las siguientes
hipotesis:

i. La luz utilizada es monocromatica y esta polarizada linealmente.

ii. EI medio dispersor no despolariza la luz, es decir que la luz difundida también esta polarizada
linealmente.

iii. EI nimero de elementos dispersores que contribuyen a la formacion del speckle es muy grande
y del mismo orden de magnitud para todos los puntos de la distribucion.

iv. Las areas dispersoras de la superficie no estan correlacionadas entre si y la amplitud de una
dada componente no guarda relacion con su fase. Por lo tanto, la amplitud y fase de las ondas
elementales que originan el speckle son variables aleatorias independientes entre si.

v. Dado que la superficie difusora es Opticamente rugosa, la fase de las ondas elementales es una

variable aleatoria de distribucion uniforme en el intervalo (-, n).

Si estas cinco hipotesis se garantizan, la distribucion obtenida se denomina speckle completamente
desarrollado y en caso contrario se llama speckle parcialmente desarrollado [13].

El analisis de estas configuraciones del patrén de speckle se fundamenta en dos estadisticas, de
primer y segundo orden. La determinacion de la FDP (Funcidn de densidad de probabilidad) de las
amplitudes, fases e intensidades de campo en un patrén de speckle se denomina estadistica de
primer orden. Los estimadores de primer orden mas utilizados en la descripcion del speckle son la
media y la varianza de las intensidades. La determinacion de la funcion de auto correlacion y la
densidad espectral de potencia se denomina estadisticas de segundo orden. Los coeficientes de

correlacion también son herramientas muy utilizadas en este tipo de estudios [15].
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2.2.1. Estadisticas espaciales de primer orden
Las estadisticas espaciales de primer orden permiten, a partir del calculo de la media y varianza de
las intensidades, medir el contraste del patron de speckle. Las estadisticas espaciales de segundo
orden proporcionan informacion sobre el tamafio del grano.
Sea u; (x, t) la representacion de una componente del campo eléctrico en un punto de observacion
X, €n un instante t y con una velocidad angular w:

ug (x, t) = ax(x) exp{iwt} (%)
donde a, (x) representa un fasor elemental de la amplitud compleja del campo:

a(x) = |la(x)|exp{if (x)} (6)

siendo 6 la fase del campo eléctrico.

La suma de las contribuciones de un gran nimero de fasores elementales toma la forma:
1 1 .
A(x) = X1 7 (%) = Z=lax|exp{i6y} ()
donde A(x) representa la amplitud total del campo eléctrico.

La deduccidon del FDP (funcién de densidad de probabilidad) de la amplitud y la intensidad en un

patron de speckle completamente desarrollado esta dada por:

AM = Real[A(x)] = \/iﬁzllgzllakl cos 6, (8)

AD = mag[A(x)] = N_.lay|sin 6y )

1
=
Después de realizar algunas operaciones matematicas, tenemos que A™ y A® tienen valor medio

igual a cero y varianza de las amplitudes igual a:

2 . 2
O'j — ([A(r)] )y — (A(r))z — I\lll_l;r()lo%z]’g:lﬂa? ) (10)
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Las amplitudes obtenidas tienden a una distribucion normal alrededor de sus respectivos valores
medios calculados. La FDP conjunta de A(r) y A(i) en el plano complejo es una funcion gaussiana

circular, dada por:

2 12
40 4O = oy (TP AT
donde o; es la varianza de las intensidades.
A partir de esta ecuacion, se puede obtener la FDP de intensidad p,(I) y fase pg(6) que sera:
1 -1
— exp {—2} 1=0
20% 20
pi(D) = [ pie(1,6)d6 = ! ! (12)
0 de otra forma
L —g<O<nm
o0 2T
Pe(0) = [, pie(1,0)dl = (13)

0 de otra forma

De la varianza se puede concluir que el valor medio de la intensidad (/) = 262. Reemplazando

esta ecuacion en la FDP de intensidad, se tiene:

pi(1) = Texp () (14)

La varianza de las intensidades del patrén puede ser calculada como:
(1%) = ["IPp,(Ddl = 21> - o} = (I?) — (I)* = (I)? (15)
Teniendo en cuenta la definicién del contraste, C = % se puede concluir que el contraste de un

patron speckle completamente desarrollado es igual a uno.
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2.2.1.1. Suma incoherente de dos patrones speckle
En el caso de que los dos patrones de speckle sean independientes entre si, se dice que esta suma
es incoherente. Cada uno de los patrones individualmente cumple con el FDP de intensidad
deducida anteriormente. Por lo tanto, la FDP de la suma sera una combinacion de dos
distribuciones.
Realizando el producto de las funciones de cada patron y aplicando una transformada inversa de

Fourier se obtiene la FDP combinada de la suma de dos patrones:
@ () = H oxp {22

P (1) = oexp {5} (16)

Calculando el momento de segundo orden de esta FDP, la varianza y el contraste del patron se

pueden definir como:

2 _ (D?
- z r=

a2 = [ 1o di = X (17)
c=0,7

2.2.1.2. Suma con fondo uniforme
Un método utilizado en el analisis de biospeckle tiene su origen en el estudio de la superposicion
entre un patron de speckle y un fondo uniforme [19].
Al agregar un patrén completamente desarrollado con un fondo incoherente y uniforme, es

l6gicamente razonable inferir que la intensidad del fondo (I) provoca un aumento en la intensidad
promedio del patron estatico ({/)) sin interferir con la varianza (o;,). En estas condiciones, ya se
ha observado que o2 = (Iz)?. Definiendo la contribucion del fondo a la intensidad media total, es:

p= (ITf), donde (I) = Iy + (Ig) (18)

Reescribiendo la ecuacion en funcion de la intensidad media resultante, se tiene que:
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_inte) _ 4o
T 1 (1) (19)

Es decir, a partir del contraste de un patrén completamente desarrollado, es posible establecer la

contribucion del fondo uniforme a la intensidad total.

2.2.2. Estadistica temporal de primer orden.
La estadistica de primer orden describe las propiedades de un patrén de speckle a lo largo del

tiempo en un dUnico punto, es decir no toma en cuenta las relaciones entre puntos diferentes.

De este analisis se encuentra una funcion densidad de probabilidad (FDP) para la amplitud
compleja, la fase y la intensidad del frente de onda dispersado. También posibilita la obtencién de

una expresion para el contraste de los patrones de speckle [16].

En un instante t, en el plano de observacién, la intensidad resultante viene dada por:

1Gy;t) = 1Ap(x,y) + Au(x, y; )12 (20)
Donde Az (x,y) y Ay (x, y) son amplitudes complejas de los componentes estacionario y movil,
respectivamente.
La varianza o (x, y) de las fluctuaciones temporales de la intensidad en un punto dado viene dada
por:

ot (x,y) = 2Ig{Iy) + (I57) — (Iy)? (21)
Done I e I, corresponden a las intensidades de las componentes estacionaria y movil,
respectivamente. Si partimos de la hipétesis de que los patrones de speckle son completamente

desarrollados, (1) = 2(I,,)? ; entonces, la varianza queda de la siguiente forma:
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ot (x,y) = 2Ig{ly) + (Iy)? (22)
Esto denota que el comportamiento de las intensidades a lo largo del tiempo depende de la posicion
en el plano de observacion. Para que o2 (x,y) tenga algin significado, es necesario realizar un

promedio espacial sobre una gran cantidad de puntos:

<O-tz(x’y))xy =(lg + IM)Z - <IE)2 (23)

(Ir) ., -
~L° entonces la ecuacion puede reescribirse de la

Recordando que (Ig + Iy} = (It)xy Y que p = 0

siguiente forma:

(O'tz(x;LV))xy — 1 _ (1 _ p)z (24)

(It)gzcy
La expresion muestra que a partir de la media espacial del contraste temporal se puede estimar la

proporcion de dispersion movil en el patron resultante. Despejando el parametro p, entonces:

1
(Uttz(xIY))xy]z (25)

p=1- [1 B (It)2y
Comparando p con el planteamiento realizado en la estadistica espacial de primer orden, se observa
que la diferencia radica en que aqui el indice p incorpora informacion sobre la variacion temporal
del patrén, mientras que antes solo se consideraban las variaciones espaciales [15].

Los resultados de esta estadistica permiten explicar el aspecto granular de las distribuciones de

speckle y porqué en cada punto de las mismas la intensidad mas probable es cero [13].
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2.2.3. Estadistica de segundo orden.

Las estadisticas de segundo orden son una descripcion de las distribuciones de tamafio e intensidad
de speckles en una imagen. EI método implica llevar la autocorrelacion de la imagen a determinar
los tamafios. Este método también se utiliza para determinar los cambios de intensidad en un solo
pixel tomando la autocorrelacion de su historial de tiempo [16].

Fue Gold Fisher, quien en 1965 estudio la estadistica de segundo orden de los patrones de speckle
con base en la funcion de autocorrelacion, su transformada de Fourier y la densidad de potencia
espectral (o espectro de Winner), que son las funciones mas usadas para caracterizar la estadistica

de segundo orden.

2.2.3.1. La funcion de autocorrelacion y la densidad espectral de potencia
En la autocorrelacién, una determinada sefial se compara consigo misma en diferentes puntos o
instantes con el fin de evaluar el comportamiento de su evolucion en el espacio o en el tiempo. Las
estadisticas de segundo orden de los patrones de speckle tienen una gran analogia con los métodos

de analisis normalmente empleados en la espectroscopia de batido de luz.

Sea una funcion A(t) y su respectiva transformada de Fourier A(w) = &{A(t)}. La transformada
de Fourier representa el espectro de frecuencia de A(t). Siguiendo este razonamiento, |A(w)|
funciona como una densidad de amplitudes espectrales y |A(w)|? es proporcional a la energia por
unidad de frecuencia. De manera similar, |A(t)|? es proporcional a la radiancia y la energia total
emitida estd dada por ffooolA(t)lzdt. Calculando la integral en términos de la transformada de

Fourier, la irradiancia es:

— 7 JA(w) |2 dw (26)

37




La densidad espectral de potencian esta dada por:

P(w) = [Aw)|? (27)

La funcion de autocorrelacion se puede definir como:

y(1) = ffoooA(t + A (t) dt = %f_oooo A (W)AwW)et="a dw (28)

También podemos calcular la autocorrelacion a partir de la reparticién de irradiancia, esto es:

_ (I(t)l(t""f))xy
(1) = (1Y%

(29)
La autocorrelacion permite conocer los tamafios de los granos y, a partir de su densidad espectral,

la ocurrencia de estos tamafios.

2.2.3.2. Coeficiente de correlacion
A partir de la funcién de autocorrelacion, también se puede definir un coeficiente de correlacion.
Este coeficiente corresponde a una medida numérica del grado de similitud del patron de speckle
consigo mismo en un momento (o region) diferente y, en términos generales, se puede definir como
[24]:

20 U ~Teeo p) Ut p=4e )

2 2
Jﬁﬂy:l(’(to.j)—ﬂ(to.j))) Ut

(30)

Ueye =

Donde N corresponde al nimero total de valores de intensidad y t a los instantes de muestreo. Un

especimen con un bajo nivel de actividad tiende a mostrar poca variacion en el patron distribuido
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en el tiempo (o variaciones mas lentas), mientras que aquellos mas activos muestran grandes
variaciones en las intensidades de los patrones de speckle resultantes. Esto implica una caida
pronunciada del valor del coeficiente de correlacion en la medida que aumente la dindmica o

actividad de la muestra, convirtiendo este coeficiente en un descriptor de actividad en la muestra.

2.2.4. Conexion entre estadisticas espaciales y temporales

La relacion entre el tiempo de integracion y el contraste del speckle es extremadamente compleja
y su tratamiento detallado no forma parte del alcance de esta disertacion. Sin embargo, es posible
establecer una conexion entre el estadistico espacial de primer orden y el estadistico temporal de
segundo orden del grano 6ptico, permitiendo, mediante el andlisis del contraste espacial, obtener
informacion sobre las variaciones temporales de las intensidades. Segin Goodman, la varianza
espacial de las intensidades es igual al valor medio de la auto covarianza de sus fluctuaciones

temporales:

1 0T
o?(T) = Ffo C.(1)dr (31)
Donde T es el tiempo de integracién del dispositivo y C.(7) es la autocovarianza central de las

fluctuaciones temporales de la intensidad:

Ce(m) = (U@ = (DHIE + 1) = (D} (32)

El término del lado izquierdo de la ecuacion representa la estadistica espacial de primer orden,

mientras que su lado derecho representa la estadistica temporal de segundo orden [15].
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2.2.5. Metrologia speckle
La metrologia optica es la rama de la Optica que tiene como proposito efectuar medidas de muy

alta precision usando las ondas de la luz como escala.

Con el estudio de las propiedades estadisticas del speckle se desarrollaron muchas aplicaciones que
utilizaban este patrén en técnicas de medicion, en particular aquellas empleadas en ensayos no
destructivos [14]. Esto permitio el surgimiento de la metrologia speckle, esta se puede definir como
la rama de la Optica en la que el fendmeno de speckle es utilizado para determinar y cuantificar
desplazamientos, deformaciones y velocidades de objetos difusores, variaciones o gradientes de
indice de refraccion de un medio, etc. Comprende una cantidad relativamente extensa de técnicas,
las cuales generalmente resultan incluidas en una de las dos categorias siguientes: a) Fotografia

speckle y b) Interferometria speckle.

La implementacion de las técnicas basicas de holografia interferometrica utilizando un sistema de
video en vez del procesamiento fotografico y el procesamiento en forma electronica las sefiales
adquiridas 6pticamente por dicho sistema de video surgieron en los afios 70 [14]. Estos trabajos
buscaban crear sistemas cada vez rapidos (capaces de funcionar en régimen continuo o proximo a

él) de analisis para la inspeccion de piezas "en linea", mientras éstas eran fabricadas.

La técnica resultante, que incluia un haz de referencia fijo, proveia asi la sensibilidad
interferometrica de la holografia, surgiendo entonces de la fusion y evolucién de la interferometria
speckle y la holografia interferometrica que fue denominada Interferometria de Patron de Speckle
Electrénico (Electronic Speckle Pattern Interferometry = ESPI, en el idioma original). Técnica que

hoy se usa en diferentes aplicaciones tanto industriales como médicas, bioldgicas, etc [14].
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CAPITULO I1IlI

TECNICAS DE ANALISIS DEL BIOSPECKLE

3.1. Biospeckle

Un patron de speckle se crea a partir de la luz dispersada por particulas en movimiento, estos son
modulados por los estados de movimiento de los dispersores. Esto hace que el patron de speckle
varie en el tiempo y por lo tanto los speckles se llaman temporales. Si los speckles se originan a
partir de muestras bioldgicas, estos reciben el nombre de biospeckles. En el momento en que la luz
interactlia con la muestra bioldgica, esta se esparce en mdultiples direcciones. En consecuencia, no
es posible reconocer y estudiar cada particula que dispersa la luz. Los tejidos biolégicos poseen
como unidad elemental la célula, la cual esta constituida en gran medida por agua y compuestos
organicos. Para la técnica de biospeckle, las caracteristicas mas importantes con respecto a las
dimensiones de los organelos celulares, son su indice de refraccion y sus propiedades de absorcion,
asi también el orden de magnitud del movimiento celular. Las dimensiones de estas estructuras
celulares van desde algunas decenas de nm hasta algunos micrones, siendo asi, tendrian cabida los
regimenes de esparcimiento Mie o geométrico, para la longitud de onda que utilizamos en este
trabajo (632 nm). Una célula por si sola puede actuar como centro de esparcimiento de la luz, y el
régimen de esparcimiento a considerar seria el geométrico [15]. En el caso de los vegetales los
principales centros de esparcimiento son los cloroplastos, que tienen un tamafio aproximado de 7
um [15]. Con respecto a la velocidad de los elementos dispersores, esta depende del metabolismo,
por ejemplo, en el caso de las plantas, el aislamiento, la cantidad de nutrientes en el suelo, la
humedad relativa del aire, el estado del clima, otros, todos ellos son factores que afectan

completamente el flujo en las hojas [15].

41




3.2. Técnicas de analisis del biospeckle
Cada punto de una imagen del speckle, es la superposicion de luz esparcida de los multiples puntos

dispersores de la muestra; luego la intensidad resultante es:
AP, D) = T, 45(P, )| eli®iP0) (33)
Donde A es la amplitud de fase, P el punto de observacién, N el nimero de dispersores que

contribuyen aen Py ¢; es la fase de cada dispersor [16].

En 1960, se llevaron a cabo varios estudios para definir el speckle dindmico y determinar su
estadistica. Con este fin, Langmuir y Anisimov introdujeron la funcién de correlacion cruzada.
Posteriormente, Briers fue responsable de importantes desarrollos en la estadistica temporal de
primer orden y en el estudio de la dependencia de las fluctuaciones de intensidades en la longitud
de onda usada en la iluminacién. En la década siguiente, algunas aplicaciones ya se mostraron
especialmente vinculadas a la velocimetria de particulas y, en la década de 1980, se popularizo el

interés en su uso en sistemas biolégicos [15].

Las técnicas de analisis del biospeckle también reciben el nombre de descriptores, esto debido a
que estas técnicas nos entregan una descripcion del comportamiento de la actividad del biospeckle
en el tiempo. En este trabajo, se utilizaron los descriptores THSP, MCO, correlacion,

homogeneidad, M1l y SMA definidos a continuacion [36-45].

3.2.1. Historia temporal de patrones speckle (THSP)
El biospeckle se caracteriza principalmente por fluctuaciones temporales en las intensidades. Una

forma de llevar a cabo el monitoreo de estos, consiste en levantar una gréfica de intensidad en un
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punto del plano de observacion a lo largo del tiempo. En este sentido, se establecio un método para
visualizar la evolucién temporal de los patrones de speckle observados en el plano de Fraunhofer
(lejano), y que al mismo tiempo conserva la informacidn espacial, éste fue descrito por Oulamara
et al. De acuerdo con este método, un registro de la historia temporal se realiza en una imagen
bidimensional Ilamada historia temporal del patron speckle THSP (Time History Speckle Pattern,
por sus siglas en ingles). Esta imagen consiste en grabar una fila de pixeles en momentos sucesivos
y posteriormente en una sola imagen. De esta manera, la primera linea de THSP corresponde a la
linea registrada en el primer momento. La segunda linea corresponde al mismo rango de pixeles
registrado en el segundo instante y asi sucesivamente hasta componer una nueva imagen en la que
se registra la evolucion temporal de una fila de speckle. En esta matriz THSP(p,q), una de las
direcciones corresponde a la evolucion temporal de las intensidades del speckle y la otra direccién
es la respectiva distribucidn espacial de la intensidad. En este trabajo la direccion p corresponde a
la evolucion temporal y g a la distribucion espacial.

La figura 7 ilustra el proceso de construccion de la THSP. La matriz de THSP se compone de cada
patron de speckle redimensionado en formato de vector y organizados como columnas consecutivas

en la nueva matriz THSP.
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Fig. 7. Formacion de la matriz de THSP

La Figura 8 es el resultado de dos matrices THSP, la imagen a) corresponde a patrones speckle

dindmicos y b) corresponde a patrones speckle estaticos.
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Fig. 8. Matriz THSP del speckle a. estatico y b. dindmico.
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Entonces, la observacion de la THSP permite un analisis cualitativo de la evolucién temporal de la
superficie. Sin embargo, en la mayoria de las situaciones practicas, se necesitan valores

cuantitativos y para eso es necesario utilizar los otros descriptores estadisticos.

3.2.2. Descriptor autocorrelacion y espectro de potencia

La funcidn de autocorrelacion es uno de los métodos maés tradicionales para evaluar la actividad
del biospeckle. El procedimiento de analisis consiste en la evaluacion de la autocorrelacion
espacio-tiempo de las lineas de la THSP y el algoritmo del calculo se basa en la siguiente relacion:

_ IOI(E+D))xy
® ==on, (34)

Esta relacién corresponde a la funcién de correlacion (y(t)) en términos de valores de intensidad
y normalizada.

Aqui se introduce la longitud de correlacién eficaz Tc, que es el tiempo para el cual la funcion

., . 1 .. '
autocorrelacion normalizada tarda para llegar al valor de Neh El criterio de “valor eficaz” se usa a

menudo en varias ramas de la ingenieria, especialmente en sistemas electro-electrénicos. Usamos
este valor como una estimacion de la longitud de correlacidn. Por lo tanto, cuanto mayor es el valor
de Tc, mayor es la longitud de correlacién y, por lo tanto, las variaciones en las intensidades son
mas lentas. Del mismo modo, una menor longitud de correlacién, representa variaciones mas
rapidas y una mayor actividad en las intensidades [15].

En el espectro de potencia, las frecuencias mas altas corresponden a velocidades mas altas. La
potencia promedio Yy la frecuencia promedio son dos pardmetros habituales en el espectro de uso
de las intensidades. La frecuencia promedio se puede asociar, con aproximacion relativa, al

movimiento de los separadores sobre una longitud de onda y proporciona una estimacion
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aproximada de la velocidad promedio de las particulas en el tejido. Otros criterios utilizados para
caracterizar la funcion de autocorrelacion son los tiempos demandados para que su valor maximo

disminuya al 50% o 1/ e [46].

3.2.3. Matrices de coocurrencias o comatriz y descriptor momento de inercia

El método de la matriz de coocurrencia, desarrollado por Arizaga et al, esta basado en una técnica
del mismo nombre ampliamente utilizada en andlisis de textura en procesamiento de imagenes
digitales.
La matriz de coocurrencia (MCO) se calcula en el THSP, y se define como:

MCO = [Nyj] (35)
El valor de Nij corresponde al nimero de veces que el valor de intensidad i es inmediatamente
seguido por el valor de intensidad j en la direccién y sentido de la evolucion temporal. El orden de
la matriz MCO es equivalente al nimero de tonos del sistema de adquisicion utilizado. Cuando la
superficie de propagacién es estética, es decir, el THSP practicamente no tiene variaciones de
intensidad en el tiempo, por ejemplo, solo la diagonal principal contiene valores de ocurrencia
distintos de cero. Cuando la THSP presenta gran actividad, los elementos no nulos se distribuyen
alrededor de la diagonal principal. Cuanto mas activa sea la muestra, mas dispersa alrededor de la

diagonal se distribuyen los puntos y viceversa.

A continuacién, se muestran dos ejemplos desarrollados en este trabajo. Para el ejemplo estatico
se toma una matriz 4x4 de THSP simulada, que representa un patron de speckle estatico en el que
se puede observar que la intensidad que corresponde a los valores ubicados verticalmente, no tiene

variacion en el tiempo que en este caso estd medido de manera horizontal. Cuando se aplica la

46




matriz de coocurrencia a esta THSP se observa que solo tiene valores en la diagonal, lo que quiere
indicar que, al no haber actividad en el speckle, no se ve esparcimiento alrededor de la diagonal.
En el ejemplo dindmico, se toma igualmente una matriz 4x4 de THSP simulada, que esta vez
representa un patron de speckle dindmico en el que se puede observar que los valores de intensidad
son diferentes a medida que transcurre el tiempo. Cuando se aplica la matriz de coocurrencia en
esta THSP se observa gque hay esparcimiento en los valores diferentes de cero, alrededor de la

diagonal.

e Ejemplo de la formacion de la matriz de coocurrencia a partir de la THSP para el speckle

estatico y dindmico.
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Fig. 9. Ejemplo representativo del calculo de la MCO de la THSP a. dinamico y b. estatico

En la siguiente figura 10 podemos observar las matrices de THSP que representan patrones de
speckle, en diferentes momentos de actividad bioldgica, de las muestras analizadas en este trabajo;

al frente de cada THSP tenemos la representacion de su respectiva MCO.
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THSP MCO

Fig. 10. THSP y sus respectivas matrices de coocurrencia para diferentes fases de actividad del speckle
organizadas desde la a. con mayor speckle dinamica, hasta la d. con menor speckle dinamico.

Una forma de cuantificar la medida de la dispersion de los puntos alrededor de la diagonal es
calculando el momento de inercia:
— P N\ 2
MI =% Pii(i —j) (36)
La forma asumida por el indice calculado tiene analogia con el momento de inercia conocido en

mecanica. Este indice también se llama el momento de intensidades.
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3.2.4. Histograma

Un histograma es la frecuencia con que un determinado valor de intensidad aparece en una imagen.

3.2.5. Energia o descriptor segundo momento angular
El segundo momento angular también se conoce como uniformidad o energia. Es la suma de los
cuadrados de las entradas en la MCO (comatriz).
El segundo momento angular mide la homogeneidad local de la imagen y es alto cuando la imagen
tiene muy buena homogeneidad o cuando los pixeles son muy similares.
La energia o segundo momento angular en una sefial digital se calcula como:

SMA =Y, ; P} (37)

donde Pjjes la probabilidad de coocurrencia de los valores de gris i y j, para una distancia dada.

3.2.6. Descriptor Homogeneidad

Una imagen resulta homogénea si los valores de la diagonal principal de la matriz de coocurrencia
son altos, esto porque al observar la ecuacion de homogeneidad los valores de probabilidad en la
matriz son mayores en la diagonal principal y su peso decae exponencialmente al alejarse de la

diagonal.
j —yn-1_ Pij
Homogeneidad = ¥,; ;= FERY (38)
Una imagen se dird homogénea si todos los pixeles tienen el mismo valor. Si esto ocurre la matriz
de coocurrencia tendra un solo valor igual a uno (1) en su diagonal principal y dara como resultado
un indice de homogeneidad igual a uno (1), que corresponde al maximo valor que podria tener. El

caso contrario es que la imagen tenga todos los valores de pixeles diferentes, entonces se obtendria
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una matriz de coocurrencia con valores nulos y el valor del indice de homogeneidad sera cero. Se
diréd que si los valores son proximos a uno (1) entonces es una imagen suave y los que son cercanos

a cero o nulo entonces se dird que al no tener homogeneidad es una imagen tosca.

3.2.7. Descriptor contraste de Briers
Si el biospeckle resultante en un plano de observacién compuesto por una mezcla de dos patrones
procedentes de esparcidores estaticos y mdviles las intensidades medias estan dadas
respectivamente por (Ig) e (I;;). El componente estatico no muestra variaciones de tiempo, por lo
que los valores instantaneos de las intensidades son iguales a su promedio temporal, es decir:

Ig(x,y) = (Ig(x, ¥))¢ (39)
El componente dindmico, sin embargo, no exhibe el mismo comportamiento. Esto quiere decir, por
ejemplo, que si tenemos una coleccidn de imagenes sucesivas de un patron dindmico (suponiendo
que es posible fotografiar solo el componente movil), cuando realizamos el promedio de todas estas
imagenes el patron resultante sera uniforme. Por otro lado, si tenemos una coleccion de fotografias
de solo el componente estatico, la imagen promedio sera idéntica a las imagenes de la coleccion.
Por razones de ergodicidad (igualdad entre el promedio estadistico y el promedio temporal de un
proceso aleatorio), considerando que las intensidades del componente movil varian aleatoriamente
y asumen todos los valores posibles a lo largo del tiempo, tenemos:

I, ¥))e = I (©)y (40)
La expresion confirma que se establece una conexion entre los promedios temporales y espaciales
del componente dinamico. Esto implica que, a partir del estudio del promedio de las intensidades

espaciales en un instante dado, es posible obtener informacion sobre las intensidades promedio en

51




el tiempo. Viendo ahora el indice como una relacién entre la intensidad promedio del componente

movil y la intensidad total media, tenemos:

It () . (@ ,
S LO) 2 Gty 4 (1 - 41
IOy Hieey O (% 1=p) (41)

Es decir, suponiendo que los esparcidores estaticos y moviles tienen propiedades de dispersion
idéntica y que solo estos dos tipos de estructuras son responsables de la formacién del biospeckle
registrado, analizando el contraste de una sola imagen instantdneamente, es tedricamente posible
establecer la proporcion entre los centros mdviles y estéticos. El lado izquierdo de la ecuacion
anterior se conoce como contraste de Briers, debido al nombre del autor que lo dedujo. En la
préctica, sin embargo, es muy dificil comprobar si este indice de actividad es valido, ya que no es
posible conocer con precisién, por otros métodos, las proporciones de particulas estaticas y maviles

en un tejido bioldgico, lo que permitiria hacer una comparacion [15].

3.2.8. Descriptores de Fujii y diferencias generalizadas
El método de Fujii se basa en el calculo de la visibilidad entre los pixeles de la imagen registrados
con el tiempo. Matematicamente, el procedimiento para construir el mapa de Fujii esta descrito

por:

_ N-1 Ik+1(x,y)—1k(x,y)
106Y) = Lic=1 i1 G0 y) +i (x,y) (42)

Donde N corresponde al numero total de imagenes grabadas e I (x, y), el valor de intensidad en
posicion (x, y) en la imagen k. De la ecuacion anterior se construye una nueva imagen. Por lo tanto,
los pixeles de las regiones donde no ha habido cambios en la intensidad con el tiempo, no asumen

ningun valor en el mapa final, mientras que las areas donde los pixeles han sufrido cambios
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importantes adquieren valores mas altos. De esta manera, la imagen resultante presenta puntos
claros en areas de gran actividad y manchas oscuras en aquellos con baja actividad. EI método de
las diferencias generalizadas (DG) es una versién mas simple del método Fujii. En esta técnica, se
construye un mapa de actividad a partir de diferencias entre los pixeles de las imagenes grabadas

durante el monitoreo. La ecuacion que describe que el método DG viene dado por:

10q,y) = Xk Zillkeri (6, y) — I (x, ¥) | (43)
De la misma manera que se describe en la metodologia anterior, con las diferencias generalizadas
las zonas de menor actividad aparecen mas oscuras en relacion con aquellas en las que las
variaciones de intensidad fueron mayores con el tiempo. Sin embargo, una distincion significativa
entre este método y el de Fujii radica en su mayor sensibilidad a las situaciones en la intensidad de
la fuente. Por ejemplo, si entre una imagen y otra el laser se vuelve mas intenso, la regién inactiva

se mostrara en un tono mas claro en el mapa final [15].

3.2.9. Descriptor LASCA (Laser Speckle Contrast Analysis)

LASCA se basa en calcular el contraste de un objeto iluminado con luz laser. Debido al tiempo de
integracion finito del dispositivo que se utilice para la captura de la imagen de speckle dindmico,
esta presenta pérdida de contraste. A mayor actividad presente en la muestra, menor sera el
contraste de la imagen speckle.

La idea basica del método LASCA consiste en dividir la imagen speckle en celdas cuadradas y
calcular el contraste de cada celda. Estos valores de contraste se asignan a los pixeles centrales de
las celdas correspondientes y se construye una nueva imagen, formando un mapa de contrastes. En

regiones de mayor actividad de la muestra, el valor de contraste es mas bajo y estas zonas aparecen
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mas oscuras en el mapa. En zonas de menor actividad el contraste es mayor, y en la imagen mapa,
estas zonas se ven con mayor claridad.

La gran ventaja de LASCA radica en el hecho de que requiere, solo una imagen speckle, tomada
durante el tiempo de integracion del dispositivo de registro.

La desventaja del método LASCA es la pérdida de resolucion espacial. Otra desventaja de LASCA
es la contaminacion del mapa por ruido espacial. EI biospeckle esta compuesto de una mezcla de
un patron estatico y uno dindmico. Para evaluacién de la actividad solo interesa el componente
dindmico; sin embargo, en la imagen LASCA los valores del contraste del componente estatico

también influye en el contraste final.

3.2.10. Descriptor LASTCA (Laser Speckle Temporal Contrast Analysis)

El método LASTCA, o andlisis de contraste temporal, consiste en la construccion de un mapa
calculando el contraste temporal de las intensidades de cada pixel. El valor de cada pixel en el

mapa se obtiene en base a la ecuacidn que representa el contraste del speckle:

1 (yN
_ Oxy _ \/m{zn=1[lxy(n)—<1)xy]}
I(x; y) - (Ixy) - ny) (44)

La ventaja de este descriptor sobre el LASCA radica en su inmunidad a ruido causado por contraste
espacial, los valores de intensidad en el mapa final solo dependen de la intensidad de cada pixel en
el tiempo, por lo tanto, el contraste espacial no se calcula en la imagen final. Sin embargo, la
desventaja de este método es la necesidad de una coleccion de imagenes, lo que dificulta las pruebas
en animales vivos 0 humanos. Sin embargo, en general, el nimero de imagenes requeridas es del
orden de docenas, lo que hace que esta técnica sea ventajosa en comparacion con el método Fujii

0 DG [15].
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CAPITULO IV

METODOLOGIA Y RESULTADOS

PC

CMOS

ESPEJO 2

MICROSCOPIO

a) Esquema del montaje experimental para la captura del biospeckle; modo de trabajo
subjetivo. Los objetivos de microscopio se quitan para trabajo en modo speckle
objetivo.

ESPEJO 2

b) Fotografia del montaje experimental para la captura del biospeckle; modo de trabajo
objetivo.
Fig. 11. Esquema experimental utilizado en el registro de imagenes speckle de muestras bioldgicas estudiadas.
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El esquema experimental (figura 11) consta de un laser He-Ne (632 nm) y potencia 5uW, dos
espejos planos, una estructura de microscopio, una cdmara CMOS (Moticam 2500) y un
computador. El haz laser sin expandir, incide en el espejo 1 después se refleja 90° hacia el espejo
2, dispuesto de movimiento fino para que el operario pueda ajustar la iluminacion sobre la muestra,
de tal forma que la luz esparcida de ella llegue directamente al sensor de la camara CMOS (con o
sin lente objetivo), asi se obtienen las imagenes de biospeckle. La CMOS utilizada es una Moticam
2500, tiene una resolucion de 2592x1944 pixeles; cada pixel tiene un tamafio de 2.2 pm x 2.2um
y un area de imagen de 5.70mm x 4.28mm. La captura de imagenes se realizé utilizando el software
Motic Images Plus 2.0, y su procesamiento se llevo a cabo mediante un software desarrollado en
lenguaje Matlab/R2014a. El procesamiento implementado en Matlab esta referido al célculo de los
siguientes descriptores: matriz THSP, histograma, momento de inercia, segundo momento angular,
autocorrelacién y homogeneidad. Adicionalmente, el software desarrollado permite calcular la
evolucion temporal y la curva de ajuste de los descriptores momento de inercia, segundo momento

angular, autocorrelacion y homogeneidad, y a partir de estas curvas de ajuste el tiempo medio.

Utilizar la estructura del microscopio, hace de este arreglo versatil para su uso en aplicaciones que
requieran trabajar con speckle objetivo y subjetivo. Para este trabajo de investigacion se trabajé en
modo speckle objetivo, de tamafio medio de grano de speckle ~ 45.14 u ; este tamafio se estimé
mediante la siguiente relacion:

_ Az (0.632 u)(2x10°w)
dop =5 = agoomy =+ 14
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4.1. Muestras vegetales
Las imagenes en la figura 12 corresponde a la materia prima de los tipos de muestras utilizadas en
esta investigacion; estas plantas estan ubicadas en el campus principal de la Universidad de

Pamplona.

Fig. 12. Fotografias de las muestras objetos de prueba para el anélisis de biospeckle.

Descripcion de las muestras:

e Muestral
La majestuosa Margarita del Cabo, Dimorphotheca ecklonis (sin. Osteospermum ecklonis) es una especie
herbacea perenne o sub-arbustiva de la familia Asteraceae muy cultivada en jardines de todo el mundo por
su abundante y hermosa floracion. Es una planta originaria del continente africano (Sudafrica) pero su alto

valor ornamental ha permitido su cultivo en regiones tropicales y templadas de todo el mundo [18].

e Muestra 2
Geranio 0 novio, su nombre cientifico es Geranium spp. Prlargonium spp. Es de la clase angiospermae y
subclase dycotiledoneae. Posee tallos largos, que pueden ser sarmentosos o no. En las hojas, los novios

llevan el dibujo de una especie de herradura parda rojiza. Las hojas pueden ser glabras o pubescentes,
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bordeadas de blanco o amarillo. La inflorescencia puede ser solitaria o en racimo, con flores blancas,
rosadas, rojas granates o de color salmén [19].

e Muestra3dy4
Zantedeschia aethiopica, conocida cominmente como alcatraz, cala, cala de Etiopia, aro de Etiopia, lirio de
agua, cartucho, flor de pato o flor del jarro, es una planta perenne herbacea de origen sudafricano, de la
familia de las aréceas, la més robusta y ampliamente naturalizada del género Zantedeschia. Produce
numerosas hojas de color verde brillante basales, sagitadas y largamente pecioladas. Las inflorescencias
erectas se llaman espéadices, pueden medir de 4 a 18cm de largo y estan envueltas por una espata (bractea
modificada) blanca de forma acampanada. En las variedades pueden ser de diversos colores. Es monoica,
por lo que las diminutas flores de ambos sexos se encuentran en la misma planta; en cada espata las
femeninas se sitlan bajo las masculinas, que forman las anteras amarillas. Es la flor nacional de Etiopia.
Las muestras 3 y 4 pertenecen a la misma especie, pero estan en diferente momento de vida, la muestra 3
esta verde y recién cortada, mientras que la muestra 4 es una hoja que empezaba a marchitarse [20].

e Muestra5
Aloe vera, llamado sabila, acibar o aloe de Barbados, entre otros, es una especie suculenta de la familia
Asphodelaceae. Con unas quinientas especies, el aloe estd ampliamente distribuido y se considera una
especie invasora en muchas regiones del mundo. Es una planta de hoja perenne, probablemente se origind
en la Peninsula Arabica, pero crece de forma silvestre en climas tropicales, semitropicales y aridos de todo
el mundo. Se cultiva para productos comerciales, principalmente como tratamiento topico utilizado durante

siglos. La especie es atractiva con fines decorativos y tiene éxito en interiores como planta de maceta [21].
e Muestra6

La mora (Rubus ulmifolius) es el nombre comun que recibe una especie de arbusto que pertenece

a la familia de las rosaceas. También es conocido como la zarza o la zarzamora y es especialmente

popular por los frutos que produce [22].
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4.2. Preparacion de las muestras para el arreglo de biospeckle (fig.11)

En la recoleccion de las muestras 1 y 2 se cortaron pétalos de las flores, y para las pruebas de
biospeckle se hicieron cortes de area 2 cm x 1.3 cm, y de espesor 0.15 mm, aproximadamente. Las
muestras 3 y 4 corresponde a las hojas, se hicieron cortes de 1.5 cm x 1.5 cm, y de espesor 0.3 mm,
aproximadamente. Por ultimo, de las muestras 5 y 6 se tomd una seccion delgada de

aproximadamente 0.5 mm de espesor y de &rea 1.5 cm x 1.5 cm.

4.3. Espectro de absorbancia de las muestras
El interés de esta caracterizacion fue determinar la profundidad de penetracion de la luz laser
(HeNe- 632nm) utilizada en este trabajo, esto para cada una de las seis muestras de prueba. Es

conocido que, en el caso de las plantas, la clorofila es la responsable de esta actuacion sobre la luz.

Para esta caracterizacion, se obtuvo una solucién liquida de cada muestra vegetal descrita en el
apartado anterior. Para cada tipo de muestra, se recolectd una cantidad de material vegetal
suficiente para obtener 2.5 ml de jugo libre de pulpa; este volumen de muestra liquida se obtuvo
mediante macerado en un mortero y pasado por un filtro tela; luego se adiciond agua pura hasta
obtener la transparencia Optica adecuada para la cubeta portamuestras (10 mm de espesor Optico)
del espectrometro PASCO PS-2600, el cual funciona por transmision; este tiene una resolucion de
2 nm a 3 nm, una banda espectral de deteccion de 390 nm a 950 nm y una fuente de luz es de

tungsteno potenciado por LED.

En la figura 13 se muestran los espectros de absorbancia obtenidos para las seis muestras. EI poder

de penetracion de la luz en los tejidos depende, entre otros factores, de la capacidad de absorcion
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de la muestra; en el caso de material biologico se define como ventana terapéutica o ventana optica,
en la que la gran mayoria de los tejidos vivos absorben menos, lo que permite una mayor
penetracion de la luz. En los seis espectros obtenidos (figura 13) se puede observar el valor de la
absorbancia para la longitud de onda de 632 nm, que corresponde a la del laser que se utilizé en el
arreglo optico de biospeckle (figura 11). Los resultados son los esperados, corresponden a la
ventana de absorcidn caracteristica de las plantas. A partir de estos resultados de la figura 13 se

estimd la profundidad de penetracion para la longitud de onda de 632 nm:

# Muestra | P. P. (mm)
1 6.6

4.0

6.8

4.3

36

7.0

Tabla 1. P.P.: Profundidad de penetracion;£=10 mm: espesor del portamuestras;
A: absorbancia; e: numero de Euler.

OB WIN

Estos resultados permiten establecer la hipdtesis de que, teniendo en cuenta los espesores de
muestra utilizados en las pruebas de biospeckle, la movilidad de las estructuras dispersoras de las
muestras, posiblemente no obedecid en gran medida a un efecto de la absorcion del haz laser
utilizado, si tal vez a un efecto de deshidratacién natural, ejemplo, por accidn térmica ambiental u
otros factores internos y externos (que no esta al alcance de esta investigacion determinarlos), dado
que los espesores de las muestras preparadas para esta técnica fueron de 0.15 mm caso muestras 1
y 2, 0.3 mm caso muestras 3y 4, y 0.5 mm caso muestras 5 y 6; estos espesores estan muy por
debajo de la P.P. de la luz en cada una de las muestras, siendo asi, es evidente que la luz penetr6

hasta todas las estructuras celulares que generaron las imagenes de speckle.
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Fig. 13. Espectros de absorbancia de cada muestra, medido con el espectrémetro PASCO.

4.4. Procesamiento y analisis de resultados de biospeckle

Para el procesamiento de las imagenes se desarrolldé un programa en MATLAB el cual realiza la

siguiente secuencia de flujo de acciones, en su orden:

1. Carga el nimero N imagenes de biospeckle establecidas por el usuario para ser capturadas

mediante el programa Motic Images Plus.
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Convierte las imagenes a niveles de gris, las redimensiona a formato de vector 1000x1 filas
y construye la matriz THSP.

Calcula la matriz de coocurrencias MCO mediante la funcion “graycomatrix.m ”

La funcion “graycoprops.m” carga la matriz MCO y calcula los descriptores momento de
inercia, autocorrelacion, segundo momento angular y homogeneidad; reporta los cuatro
vectores respectivos, en funcion del tiempo.

Calcula la curva de ajuste, para el vector calculado para cada descriptor, usando la funcion
“polyfit.m”. La funcion arroja tres datos, un factor triangular, el nimero de grados de
libertad y la norma de los residuos. El algoritmo se enfoca en el tercer dato, que da
informacidn del error con el que se calcula cada polinomio. El error de cada polinomio se
va guardando en un vector para luego encontrar el valor minimo de error y a que polinomio
corresponde; tomando este polinomio como la mejor curva de ajuste para el descriptor;
luego, se evalta el polinomio en un vector que describe el tiempo con la funcion
“polyval.m”. Por ultimo, el programa encuentra el valor medio del ajuste usando la
definicion del teorema del valor medio y para hallar su posicion en el tiempo, realiza una
interpolacion con la funcion interpl.m entre el polinomio, el vector que representa el tiempo
y el valor medio obtenido.

Finalmente, el algoritmo arroja la imagen de la THSP, de la MCO de la THSP, de la MCO
para el patron observado en cuatro instantes de tiempo diferentes, el histograma de la THSP

y la curva para cada descriptor con su respectivo ajuste y valor medio.

62




4.4.1. Prueba de calibracion utilizando una muestra de estructura rigida

Se realizd una toma en el tiempo de imagenes de speckle usando como muestra una lamina
despulida de aluminio, esto con el fin validar el arreglo experimental en términos de distribucion
espacial de iluminacién sobre la muestra, estabilidad en la intensidad del laser, ruido mecéanico,
tamanio de grado de speckle, condiciones ambientales, principalmente; se utilizé el aluminio como
muestra porque su rigidez garantiza que su comportamiento caracteristico es de dispersores

estaticos, bien se puede utilizar otro tipo de material dispersor rigido.

MCO THSP

PIXELES
PIXELES

1000
200 400 600

TIEMPO [s]x3

b. C.
Fig. 14. a. Imagen del Patrén de speckle en t=100 s, b. Matriz THSP, c¢. Comatriz de la THSP

PIXELES

En la figura 14.a es el patron de speckle, en el tiempo t=100s, de una secuencia de tomas durante
30 minutos. Las figuras 14.b y 14.c corresponden a la matriz THSP y la MCO, respectivamente.
En la THSP se puede observar que se forman trazos horizontales de intensidad constante, esto se
traduce en que sobre la misma fila no hay cambios en la intensidad de los pixeles a lo largo del
tiempo, es decir que los dispersores se mantuvieron estaticos durante el muestreo de 30 minutos;

tambien en su respectiva MCO se observa una tendencia de distribucion diagonal propio de un
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estado invariable en el tiempo, en la distribucion espacial e intensidad de la imagen de speckle, en

otras palabras, los dispersores de la muestra estan estaticos.

MCO t=1s MCO t=600s

N,
.

PIXELES
PIXELES

PIXELES PIXELES

MCO t=1199s MCO t=1798s
w e n
4 b =
W 18}
a x
o o

PIXELES PIXELES

Fig. 15. Comatriz de cada patrdn speckle en t=1, 600, 1199, 1798 segundos

En la figura 15. se puede ver el comportamiento de la MCO en diferentes instantes de tiempo. En
este caso cada comatriz representa la estadistica de distribucion de nimero de repeticion de los
diferentes valores de intensidad presente en la imagen de speckle. Visualmente, a diferencia de la
comatriz de la THSP, es dificil sacar conclusion sobre la movilidad de los dispersores porque en
este caso la MCO corresponde a un solo instante de tiempo, sin embargo, su utilidad esta en que
podemos calcular de ella los valores MI, SMA, Homogeneidad y Correlacidn para ese instante de
tiempo; hecho esto en cada imagen de muestra, se puede levantar la relacion temporal de estos

cuatro descriptores.

La figura 16 muestra la relacion temporal de los descriptores MI, correlacion, SMA vy
homogeneidad, en funcién del tiempo de muestreo. EI comportamiento de estos descriptores es

constante, indicador de dispersores estaticos; este resultado concuerda con la prediccion de
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dispersores estaticos que muestra la MCO de la THSP, en términos de que, la distribucion de

repeticion de valores de intensidad, se ubican sobre o muy cerca de la diagonal.
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Fig. 16. (a). Momento de Inercia (MlI), (b). Correlacion, (c). Segundo Momento Angular (SMA), (d). Homogeneidad

Los siguientes resultados corresponde a pruebas de validacion del arreglo experimental utilizando
las seis muestras vegetales descritas en el apartado 4.1 y 4.2. Resultados del estilo de los
presentados en las figuras 14, 15y 16 se incluyen a continuacién para cada una de las seis muestras
vegetales, para las cuales se estimo el tiempo medio de actividad bioldgica durante 30 minutos de
muestreo. Al final de todos los resultados se presenta la discusion y analisis de los mismos. En este

caso el muestreo se hizo en condiciones de temperatura y humedad relativa del laboratorio, ~20 °C

y =70 %HR, respectivamente.
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4.4.2. Muestra 1

(a)
Fig. 17. (a). Imagen del Patron de speckle en t=100s, (b). Matriz THSP, (c).
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Fig. 18. Comatriz de cada patrén speckle en t=1,
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Fig. 19. (a). Momento de Inercia (MI), (b). Correlacion, (c). Segundo Momento Angular (SMA), (d).
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Tabla 2. Tiempo de actividad media de la muestra para

cada descriptor durante 30 minutos.

Valor Medio

Tiempo medio_ sx3

MI 260.44 231.7
Correlacidn 0.83299 388.06
SMA 0.00065127 199.89
Homogeneidad 0.18857 208.61

CORRELACION
i o
] s

o
3

0.65

025

HOMOGENEIDAD

0.05

O Experimental
~——Ajuste
% Valor Medio

200 300 400 500 600
Tiempo [s]x3

(b)

O Experimental
= Ajuste
% Valor Medio

of

100

200 300 400 500 600
Tiempo [s]x3

(d)

66




4.4.3. Muestra 2

MCO THSP
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Fig. 20. (a). Imagen del Patron de speckle en t=100s, (b). Matriz THSP, (c). Comatriz de la THSP
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Fig. 21. Comatriz de cada patron speckle en t=1, SMA 0.0011359 331.59
600, 1199, 1798 segundos Homogeneidad 0.22831 1239.06
800 1
5 © Experimental
700 Ajuste >
% Valor Medio 09
5 0.8 ;
g
m 07
&
8 06
05 O Experimental
Ajuste
o % Valor Medio
04

0o 100

200 300 400 500 600
Tiempo [s]x3

(@)

O Experimental
Ajuste
% Valor Medio

0 100

Fig. 22. (a). Momento de Inercia (M), (b). Correlacion, (c). Segundo Momento Angular (SMA), (d). Homogeneidad
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4.4.4, Muestra 3

(a)
Fig. 23. (a). Imagen del Patron de speckle en t=100s, (b). Matriz THSP, (c). Comatriz de la THSP
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Fig. 24. Comatriz de cada patron speckle en t=1,
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Fig. 25. (a). Momento de Inercia (M), (b). Correlacién, (c). Segundo Momento Angular (SMA), (d).
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Tabla 4. Tiempo de actividad media de la muestra para

cada descriptor durante 30 minutos.

MI
Correlacidn
SMA
Homogeneidad

e o

CORRELACION
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Valor Medio

Tiempo medio_ sx3

620.12 172.13
0.73835 157.91
0.00020169 496.82
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4.4.5. Muestra 4

(a)

PIXELES

400 600

TIEMPO [s]x3

(b)

MCO THSP

PIXELES

PIXELES

(c)

Fig. 26. (a). Imagen del Patron de speckle en t=100s, (b). Matriz THSP, (c). Comatriz de la THSP
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Tabla 5. Tiempo de actividad media de la muestra para
cada descriptor durante 30 minutos.
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28. (a). Momento de Inercia (MI), (b). Correlacién, (c). Segundo Momento Angular (SMA), (d).
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4.4.6. Muestra 5

(a)
Fig. 29. (a). Imagen del Patron de speckle en t=100s, (b). Matriz THSP, (c). Comatriz de la THSP
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Tabla 6. Tiempo de actividad media de la muestra para
cada descriptor durante 30 minutos.
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Fig. 30. Comatriz de cada patrén speckle en t=1,
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Valor Medio

Tiempo medio_sx3

MI 100.52 244.8
Correlacidn 0.59402 256.79
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Fig. 31. (a). Momento de Inercia (Ml), (b). Correlacion, (c). Segundo Momento Angular (SMA), (d). Homogeneidad
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4.4.7. Muestra 6
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Fig. 32. (a). Imagen del Patron de speckle en t=100s, (b). Matriz THSP, (c). Comatriz de la THSP
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Fig. 33. Comatriz de cada patrén speckle en t=1,
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Tabla 7. Tiempo de actividad media de la muestra para

cada descriptor durante 30 minutos.

Valor Medio Tiempo medio_sx3

MI 332.94 156.62
Correlacidn 0.61843 132.72
SMA 0.00034207 321.2
Homogeneidad 0.15188 136.6
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Fig. 34. (a). Momento de Inercia (M), (b). Correlacién, (c). Segundo Momento Angular (SMA), (d).
Homogeneidad
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Muestra 1: a partir de las curvas de la figura 19, que corresponden a los descriptores Ml,
Correlacion, SMA y Homogeneidad, se estiman el tiempo medio de actividad de la muestra. En la
Tabla 2 se incluyen los tiempos medios estimados para un tiempo de actividad total de 30 min; en
este caso, los tiempos medios de actividad estimados a partir de los descriptores M1, Homogeneidad
y SMA son similares, por lo tanto, el promedio es 10.67 min. El tiempo medio de actividad a partir
de la correlacion es cerca del doble (19.4 min) con respecto al estimado a partir de los otros tres

descriptores.

Muestra 2: la figura 22 corresponden a los descriptores M1, Correlacion, SMA y Homogeneidad.
En la Tabla 3 se incluyen los tiempos medios estimados para un tiempo de actividad total de 30
min; en este caso, los tiempos medios de actividad estimados a partir de los descriptores Ml,
Correlacion y Homogeneidad son similares, por lo tanto, el promedio es 7.38 min. El tiempo medio
de actividad a partir de la SMA es mayor que el doble (16.57 min) al valor estimado a partir de los

otros tres descriptores.

Muestra 3: la figura 25 corresponden a los descriptores M1, Correlacion, SMA y Homogeneidad.
En la Tabla 4 se incluyen los tiempos medios estimados para un tiempo de actividad total de 30
min; en este caso, los tiempos medios de actividad estimados a partir de los descriptores Ml,
Correlacion y Homogeneidad son similares, por lo tanto, el promedio es 8.71 min. El tiempo medio

de actividad a partir de la SMA es de 24.84 min.

Muestra 4: la figura 28 corresponden a los descriptores M1, Correlacion, SMA y Homogeneidad.
En la Tabla 5 se incluyen los tiempos medios estimados para un tiempo de actividad total de 30

min; en este caso, los tiempos medios de actividad estimados a partir de los descriptores M1, SMA
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y Homogeneidad son similares, por lo tanto, el promedio es 24 min. El tiempo medio de actividad

a partir de la Correlacion es de 11.69 min.

Muestra 5: la figura 31 corresponden a los descriptores M1, Correlacion, SMA y Homogeneidad.
En la Tabla 6 se incluyen los tiempos medios estimados para un tiempo de actividad total de 30
min; en este caso, los tiempos medios de actividad estimados a partir de los cuatro descriptores son

similares, el promedio es 13.5 min.

Muestra 6: la figura 34 corresponden a los descriptores M1, Correlacion, SMA y Homogeneidad.
En la Tabla 7 se incluyen los tiempos medios estimados para un tiempo de actividad total de 30
min; en este caso, los tiempos medios de actividad estimados a partir MI, Correlacion y
Homogeneidad son similares, el promedio es 7 min. El tiempo medio de actividad a partir de la

SMA es 15.6 min.

Para el tiempo de 30 minutos de actividad de las muestras, solo en el caso de la muestra “aloe
vera”, se obtuvo mediante los cuatro descriptores un tiempo medio de movilidad de dispersores
similar, lo que no ocurri6 para las otras 5 muestras; se propone la hipotesis de que cada tipo de
muestra requiere un tiempo de muestro particular, si la idea es aplicarlo, por ejemplo, en la
estimacion del tiempo de vida media de una muestra bioldgica. De otra parte, otro criterio y tal
vez el de mas acertado es hasta cuento los cuatro criterios den la misma respuesta de tiempo medio;
como se pudo demaostrar acelerando el proceso de deshidratacion de dos de las muestras, mediante

un horno optica construido artesanalmente; los resultados se muestran en el apartado 4.5.
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Anélisis de la MCO

Con respecto al descriptor comatriz, en todos los mapas (figuras 17c, 20c, 23c, 26c, 29c, 32c) de
las comatrices de las THSP se evidencia la distribucion caracteristica debida a cuando los puntos
dispersores de la muestra presentan una alta movilidad. La dispersion de puntos con respecto a la
diagonal en la figura 17.c. y la figura 20.c., correspondientes a las muestras 1 y 2, tienen un
comportamiento similar en el tiempo; la actividad de la muestra no es muy alta y su disminucion
es de una manera muy lenta, aunque se observa una leve tendencia hacia la diagonal y una
disminucion en el contraste, no son diferencias marcadas en este descriptor; hecho que se puede
verificar en las figuras 18 y 21 que muestran también la MCO, pero en cuatro instantes de tiempo

diferentes.

Las figuras 23.c. y 26.c. corresponden a las muestras 3 y 4, y son hojas de la misma especie, pero
en tiempos diferentes de maduracion. La muestra 3 es de una hoja verde, mientras que la muestra
4 es de una hoja deshidrata por accion de las condiciones. La diferencia entre el comportamiento
de estas matrices de coocurrencia esta en la mayor dinamica que tiene la muestra 3 por lo que los
cambios en sus puntos de intensidad con respecto a la diagonal van a ser mas notorios que en la
muestra 4 debido a que esta Gltima ya se encuentra en un punto de actividad menor. Observando el
cambio de la MCO en diferentes instantes de tiempo, (figuras 24 y 27), se corrobora lo descrito por

la MCO de las respectivas THSP para cada muestra.

Estos mismos analisis se aplican para las comatrices de las muestras 5 y 6; definitivamente el
potencial de la estadistica que contiene la comatriz es que a partir de ella se puede calcular los

descriptores Ml, Correlacion, SMA y Homogeneidad.
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4.5. Medida del tiempo medio de deshidratacion artificial

Se construyd un horno dptico de gradiente vertical y de nucleo cilindrico (ver figura 35), el cual se
adapto al arreglo de la figura 11 con el proposito de hacer un estudio de factibilidad, de aplicacion
de la técnica de biospeckle en la medicion del tiempo medio de deshidratacion de material vegetal.
El horno permite deshidratar la muestra a temperatura constante. La fuente de calor es una ldmpara
de 45 watts /110 V; la figura 35 es la curva de temperatura del horno en funcion del tiempo, medida
a 2 cm entre el filamento de la lampara y el portamuestras; esta curva se levant usando una
termocupla; la temperatura sobre la muestra se controla por movimiento vertical del portamuestras.

Para la posicion de 2 cm la temperatura maxima fue de aproximadamente de 40 °C.

(). (b).

Fig. 35. (a). Montaje experimental con la fuente de calor, (b). Fuente de calor.
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Fig. 36. Temperatura del sistema desde que se enciende la fuente de calor, hasta que alcanza una temperatura
estable.

4.5.1. Preparacion de las muestras

Las pruebas se realizaron con muestras del tipo 1 y 2. Se prepararon siguiendo el mismo
procedimiento del apartado 4.2. Las muestras se insertaron al portamuestras a temperatura

constante de 40 °C; desde ese mismo instante se inicio la toma de las imagenes de biospeckle,

durante 90 min.

Los resultados se muestran en los siguientes apartados 4.5.2 y 4.5.3.
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45.2. Muestra 1

(a)

PIXELES

200 400 600
TIEMPO [s]x9

(b) (c)

MCO THSP

»
&
=
o
S
o

PIXELES

Fig. 37. (a). Imagen del Patron de speckle en t=100s, (b). Matriz THSP, (c). Comatriz de la THSP
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Fig. 39. (a). Momento de Inercia (MI), (b). Correlacién, (c). Segundo Momento Angular (SMA), (d).
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Tabla 8. Tiempo de actividad media de la muestra para
cada descriptor durante 1 h'y 30 minutos.

Valor Medio

Tiempo medio_sx9

MI 357.08 333
Correlacidn 0.019689 352.
SMA 0.005275 345.
Homogeneidad 0.22703 326.6
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45.3. Muestra 2
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Fig. 40. (a). Imagen del Patron de speckle en t=100s, (b). Matriz THSP, (c). Comatriz de la THSP
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Fig. 42. (a). Momento de Inercia (MI), (b). Correlacién, (c). Segundo Momento Angular (SMA), (d).
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Muestra 1: la figura 39 corresponden a los descriptores M1, Correlacion, SMA y Homogeneidad.
En la Tabla 8 se incluyen los tiempos medios estimados para un tiempo de deshidratacion total de
90 min; los tiempos medios de actividad para los cuatro descriptores son similes, el promedio es

50.9 min.

Muestra 2: la figura 42 corresponden a los descriptores M1, Correlacion, SMA y Homogeneidad.
En la Tabla 9 se incluyen los tiempos medios estimados para un tiempo de deshidratacion total de
120 min; los tiempos medios de actividad para los cuatro descriptores son similes, el promedio es

42 min.

En las dos muestras se observan comportamientos similes en los descriptores. EI comportamiento
del MI (figura 39.a) decrece siendo un comportamiento caracteristico de una muestra cuya
actividad biologica esta disminuyendo en el tiempo, debido a que este descriptor mide la diferencia
del contraste entre pixeles vecinos, diferencia que va ir disminuyendo a medida que disminuya la
actividad. En la correlacion (figura 39.b.) se observa un crecimiento en el comportamiento de este
descriptor debido a la disminucién de la actividad bioldgica. EI SMA (figura 39.c.) describe un
comportamiento creciente ya que, al estar relacionado con la entrada de energia en el sistema, va a
aumentar su valor a medida que la cantidad de energia disminuya en el proceso. En la figura 39.d.
se tiene la homogeneidad que mide la cercania de la matriz de coocurrencia con la diagonal, que
va a ser mayor a medida que la muestra reduzca su actividad biologica ya que en la matriz de

coocurrencias se observa una tendencia hacia la diagonal.
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Anélisis de la MCO

Las figuras 37.c. y 40.c. correspondientes a la matriz de coocurrencias de las muestras 1 y 2
respectivamente, muestran un comportamiento similar. Al comienzo de la exposicion, estas notan
una alta dispersion e intensidad de los puntos de intensidad con respecto a la diagonal, debido a la
alta actividad bioldgica presentada en ese tiempo. A medida que el tiempo transcurre, se nota como
el contraste de intensidades va disminuyendo y los valores se van acercando a la diagonal. Cabe
resaltar que no se observa un comportamiento totalmente diagonal, debido a que el proceso de
deshidratacion fue acelerado debido al calentamiento mediante el horno, hasta llegar a la
deshidratacion total de la muestra. En las figuras 38 y 41 se tiene la MCO en cuatro instantes de
tiempo diferente en los que se advierten estos cambios en el contraste y forma de la dispersion de

los puntos de intensidad a medida que el tiempo de exposicion aumenta.
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Conclusiones y perspectivas

Esta primera parte de la investigacion de imagenes speckle, se concluye con el estudio de los
fundamentos del fendmeno speckle dindmico, desarrollo de algoritmos computacionales de
procesamiento de imagenes speckle, el disefio e instalacion de un arreglo optico e interfaz de
control para la adquisicion de las imagenes speckle, siendo esta la base para desarrollar en una
segunda etapa un prototipo para estudio de actividad farmacoldgica en especimenes de escala

bacteriana.

Se desarrollaron algoritmos para estimar el tiempo medio de actividad bioldgica de una muestra; a
partir de la construccion de la matriz THSP se calcularon los descriptores estadisticos de las
imagenes de speckle dindmico generadas por las muestras: el histograma, la comatriz, el momento

de inercia, el coeficiente de correlacion, el segundo momento angular y la homogeneidad.

Se desarrollé un algoritmo que permite el procesamiento de las iméagenes obtenidas del arreglo
experimental. Este captura los patrones de speckle y calcula los descriptores y de manera
automatica entrega las curvas del comportamiento de la actividad bioldgica en las muestras, para

cada descriptor utilizado y calcula el tiempo de vida medio de actividad de la muestra.

El arreglo de biospeckle de la fig.11 se adapto con un horno oOptico el cual se utilizé para medir el
tiempo medio de deshidratacion de material vegetal; asi se demostrd que la técnica de biospeckle

en estas condiciones se puede aplicar en la deshidratacion de material vegetal u otro tipo de tejido.
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Del comportamiento de los descriptores implementados se concluye que el momento de inercia
(MI) y la homogeneidad, son tal vez los mas adecuados para el analisis del comportamiento de la
actividad bioldgica de todas las muestras, esto, se basa en la descripcion de los datos obtenidos en
las tablas, estos descriptores se sugieren para todas las muestras. Sin embargo, el criterio adecuado
para mayor precision en la estimacion del tiempo de medio de actividad bioldgica es hacer un
muestreo suficiente tal que se alcance la similitud en los valores de tiempo medios estimados con

los cuatro descriptores.

Perspectivas de trabajo

Queda como perspectiva de trabajo, desarrollar una interfaz grafica amigable con el usuario, para
el manejo de los algoritmos obtenidos en este trabajo; implementada en un todo en un tnico leguaje
programacion, adquisicion y procedimiento. Asi mismo, proponemos como perspectiva de trabajo
implementar los descriptores Fujii, LASCA y LASTCA, entre otras, y validar el arreglo
implementado en modo de operacion de speckle subjetivo, implementar otras aplicaciones, por

ejemplo, estudio de actividad farmacol6gica sobre especimenes de escala bacteriana.
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