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Resumen

Este Proyecto Fin de Carrera (PFC) se ha desarrollado dentro de las lineas de investigacion
de adquisicion y procesamiento de imagenes hiperespectrales que realiza actualmente la
Divisibn de Sistemas Integrados (DSI) del Instituto Universitario de Microelectrénica
Aplicada (IUMA) de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, concretamente en el
campo del diagnéstico médico. Ademas, este PFC se ha realizado en colaboracién con el
grupo de investigacion de Anatomia Patolégica del Hospital Verge de la
Cinta. Institut d'Investigacio Sanitaria Pere Virgili. (Tortosa).

El objetivo principal de este PFC ha sido la creacion de un sistema de medida formado por
una camara hiperespectral acoplada a un microscopio para el andlisis de muestras de
anatomia patolégica, con el fin de facilitar su procesado y ayudar a los patdlogos en la
deteccién de tumores.

Para automatizar la adquisicion de datos, se ha disefiado un sistema mecanico capaz de
posicionar de forma precisa la zona del portaobjetos que se desea capturar en el campo
de visién del microscopio. En caso de que la muestra a capturar sea mayor, el dispositivo
permite la captura de toda la zona de interés sin la intervencién del usuario, formando un
mosaico con la union de todos los datos capturados.

El sistema mecéanico esta formado por un conjunto de piezas 3D que se han disefiado y
fabricado para adaptarse al microscopio, varios motores y diferentes piezas moviles, todo
ello controlado por una placa Arduino.

El software de control, tanto para el sistema mecanico como para la camara hiperespectral
se ha desarrollado en C++, mediante el uso de varios hilos para optimizar el proceso de
captura de las imagenes hiperespectrales asi como la formacién del mosaico final.

Se ha creado un banco de calibracién para la camara y se ha testeado y calibrado el
sistema mecanico, para finalmente realizar una base de datos hiperespectral con muestras
histolégicas proporcionadas por el grupo de investigacion de Anatomia Patoldgica del
Hospital Verge de la Cinta. Para caracterizar los datos obtenidos, se ha desarrollado una
funcion MATLAB con la que obtener y representar las firmas espectrales de cada pixel de
las diferentes zonas de interés en los mosaicos capturados.
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Abstract

The present MSc. Thesis is part of the research lines of hyperspectral image acquisition
and processing carried out by the Integrated Systems Division (DSI) of the University
Institute of Applied Microelectronics (IUMA) of the University of Las Palmas de Gran
Canaria, specifically in the medical diagnosis field. Additionally, this Thesis has been carried
out in collaboration with the research group of Pathological Anatomy from the Hospital
Verge of Cinta. Institut d'Investigacié Sanitaria Pere Virgili (Tortosa).

The main goal of this Thesis has been the creation of a measurement system formed by a
hyperspectral camera coupled to a microscope, in order to analyse pathological samples.
The objective is to facilitate the acquisition processing and aid the pathologists to detect
tumours.

A mechanical system has been developed to automate the data acquisition. This system is
able to accurately position the area to capture within the glass slides in the field of view of
the microscope. If the sample is bigger than the field of view, the system performs the
capture by means of partial captures, without user intervention, to finally create a mosaic
through the union of all the captured data.

The mechanical system is formed by a set of 3D pieces, a set of motors and different moving
items. 3D pieces have been designed and printed to be adapted to the microscope, and an
Arduino device controls the entire system.

The software control, for both mechanical system and the hyperspectral camera, has been
developed in C++. Several threads have been used to optimize the capture process and to
create the final mosaic.

A calibration bench has been created for the camera. Therefore, the mechanical system
has been tested and calibrated, to finally create a hyperspectral database from the
histological samples. The research group of Pathological Anatomy has provided the
samples used from the Hospital Verge of Cinta (Tortosa). In order to properly characterise
the obtained data, a set of Matlab functions has been developed to get and represent
spectral signatures for each pixel within each mosaic.
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Capitulo 1:

Introduccién

1 Introduccidén

1.1Prélogo

El cancer de mama representa el tipo de cancer mas frecuente en la mujer, con una
incidencia anual de mas de 25.000 casos en Espafa [1], suponiendo el 28,99% de todos
los tumores femeninos, como se puede ver en la Figura 1-1. Ademas, supone la primera
causa de mortalidad por cancer en mujeres con 6.075 fallecimientos en 2012.

27,65% Mama

28,99% X

| Intestino grueso
H‘{) Utero

{:‘) Pulmén incluido traquea
¥ y bronquios

@ ovr

@ Ovarios

3.12% % Pancreas
@ Estomago

3,16%

6@ Linfoma no Hodgkin
14,92%

B Melanoma maligno
W de la piel

5.89% 5.67% 3,72% @ Otro

Figura 1-1: Porcentaje estimado de tumores en mujeres de Espafa.

La mayoria de los casos se diagnostican en edades comprendidas entre los 35 y los 80
afios, con un maximo entre los 45 y los 65. Las tasas de incidencia estan aumentando
lentamente en Espafia y en el mundo, probablemente debido al envejecimiento de la
poblacidn y al diagnéstico cada vez mas temprano.

Aproximadamente 1 de cada 8 mujeres presentara esta enfermedad a lo largo de su vida.
La supervivencia por cancer de mama ha mejorado notablemente en los Ultimos 20 afios
(anualmente se incrementa la supervivencia por este tumor un 1,4%). Cada afio se dispone
de mayor informacién para diagnosticar precozmente y tratar el cAncer de mama, lo que
ha permitido que la supervivencia global a los 5 afios del diagnéstico de este tumor sea del
82,8% en nuestro pais [2], por encima de la media europea y similar a los paises con las
mejores cifras de supervivencia.

Las imagenes hiperespectrales son una herramienta emergente en aplicaciones médicas
no invasivas, siendo especialmente interesantes en el diagnostico de patologias. Estas
aplicaciones biomédicas se basan en el hecho de que la interaccion entre la radiacion
electromagnética y los tejidos proporciona informacion util para el diagndstico [3]. En los
ultimos afios el uso de esta tecnologia ha tenido un gran auge en el campo de la
biomedicina, dada su eficacia para detectar enfermedades y por su caracter no invasivo [4-
6].
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1.2. Contexto

En este Proyecto Fin de Carrera (PFC) se busca disefiar un sistema que automatice las
capturas de imagenes hiperespectrales sobre muestras patoldgicas, con el fin de poder
procesar dichas imagenes en un futuro y ayudar a los patélogos en la deteccion de los
tumores.

1.2 Contexto

Este PFC esta desarrollado dentro de las lineas de investigacion de adquisicion y
procesamiento de imagenes hiperespectrales que realiza actualmente la Division de
Sistemas Integrados (DSI) del Instituto Universitario de Microelectronica Aplicada (IUMA)
de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria (ULPGC), concretamente en el campo
del diagnostico médico.

La DSI posee una dilatada experiencia investigadora en el ambito de las imégenes
hiperespectrales. Durante estos Ultimos cinco afios parte de su investigacion ha estado
centrada en la implementacion de algoritmos de procesamiento y/o compresion de
imagenes hiperespectrales sobre FPGAs (Field Programmable Gate Arrays) y GPUs
(Graphics Processor Unit), habiendo publicado los resultados obtenidos en diferentes
revistas con elevado indice de impacto y en congresos internacionales de reconocido
prestigio. La investigacion realizada dentro de este campo ha sido llevada a cabo en
ocasiones mediante la colaboracion con grupos de investigacion tanto nacionales como
internacionales. Ademas, el IUMA ha estado involucrado en proyectos financiados tanto
por entidades publicas como privadas, en el ambito del procesado y aplicacion de
imagenes hiperespectrales. Entre estos proyectos se encuentran los financiados por la
Comision Europea: HELICoiD - HypErspectral Imaging Cancer Detection (FP7-618080) y
ENABLE-S3 - European Initiative to Enable Validation for Highly Automated Safe and
Secure Systems (ECSEL-JU), asi como en el ambito del Plan Nacional: REBECCA -
Sistemas electronicos empotrados confiables para control de ciudades bajo situaciones
atipicas (TEC2014-58036- C4-4- R) y el proyecto de infraestructuras “Sistema de
adquisicion de imagenes hiper-espectrales de alta definicion espacial y espectral”
(UNLP13-3E-2211). Ademas, el proyecto industrial de la ESA (European Space Agency)
en los programas TRP (Technology Research Project) CCSDS IP cores for space
applications (ESA ITT AO/1-8032/14/NL/AK) y Multispectral and Hyperspectral Lossless
Compressor for Space Applications (HyLoC): A Low-Complexity FPGA Implementation of
the CCSDS 123 Standard.

Las imagenes hiperespectrales a dia de hoy son un recurso ampliamente utilizado cada
vez en un mayor nimero de campos que van desde la investigacion hasta aplicaciones
comerciales como pueden ser las cadenas de produccién o el analisis de materiales.
Dentro del campo de la medicina, y en concreto el campo de la biomedicina, campo de
interés para este PFC, este tipo de tecnologia no invasiva presenta un especial potencial
para su uso tanto en el diagnéstico de distintas patologias como para la asistencia en
cirugias.

De los proyectos de investigacion nombrados anteriormente, este PFC esté relacionado
con el proyecto HELICoiD y con el proyecto de infraestructuras, ya que por un lado se
emplean las imagenes hiperespectrales para el diagndstico de cancer, y por otro lado se
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Capitulo 1:

Introduccién

emplea la instrumentacion de medida hiperespectral adquirida en el proyecto de
infraestructuras.

Ademds, este PFC se ha realizado en colaboracion con el grupo de investigacion de
Anatomia Patolégica Hospital Verge de la Cinta. Institut d'Investigacié Sanitaria Pere Virgili.
(Tortosa).

1.30bjetivos

El objetivo principal de este PFC es la creacién de un sistema de medida hiperespectral
formado por una camara hiperespectral acoplada a un microscopio, para el analisis de
muestras de anatomia patoldgica. Para realizar la adquisicion de datos de forma
automatica, el sistema de medida dispondra de un sistema mecanico que permita
desplazar el portaobjetos del cual se desea capturar un hipercubo.

1.4 Metodologia

La metodologia que se llevara a cabo en este PFC, para cumplir los objetivos anteriormente
citados, es la siguiente.

1. Estudio previo: Comprender los métodos de trabajo empleados en la
observacién de muestras bioldgicas contenidas en portaobjetos, con el fin de
reproducirlos a la hora de capturar imagenes con un sistema de medida
hiperespectral.

2. Anadlisis de cada uno de los componentes que forman el sistema de
medida: Estudio de los sistemas de medida hiperespectrales en general y del
sistema de adquisicién disponible para este proyecto en particular, con el fin
de determinar las limitaciones y posibilidades del mismo. Minimizar el efecto
del sistema de medida sobre las capturas e identificar las posibles fuentes de
error en la medida. Estudiar las limitaciones y posibilidades que ofrece el
microscopio empleado.

3. Disefio de un sistema mecanico que, unido al microscopio, sea capaz de
posicionar de forma precisa una zona del portaobjetos que se desee capturar
en el campo de visidn del microscopio. Esto permitira la captura de toda la
zona de interés de un hipercubo sin la intervencion del usuario.

4. Automatizacion del sistema de medida: Desarrollo del software y hardware
necesario para que las capturas se efectien de manera automatica.

5. Test del sistema de medida desarrollado: Para comprobar la funcionalidad
del sistema de medida desarrollado, se creard una base de datos
hiperespectral empleando muestras biolégicas contenidas en portaobjetos.

6. Creacion de una base de datos de muestras histolégicas usando
imagenes hiperespectrales.
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1.5. Descripcion de la memoria

1.5Descripcién de la memoria

La memoria de este PFC se ha organizado en los siguientes capitulos:

e Capitulo 1: se exponen los objetivos de este PFC asi como las motivaciones que
lo han llevado a cabo.

e Capitulo 2: explica los conocimientos necesarios para desarrollar este PFC y
realiza un estudio de los trabajos previos realizados en los que se emplean
imagenes hiperespectrales.

e Capitulo 3: describe los sistemas de adquisicidn disponibles asi como su
funcionalidad, sus ventajas y sus limitaciones .

e Capitulo 4: describe el disefio, fabricacibn y montaje del sistema mecanico
desarrollado.

e Capitulo5: muestra la funcionalidad y el disefio del software de control para el
sistema de adquisicién creado.

e Capitulo 6: evalla la integracion de todos los componentes que forman el
sistema de adquisicion hiperespectral y se ajusta y verifica el sistema de capturas.

e Capitulo 7: muestra la creacién de una base hiperespectral a partir de los
mosaicos capturados y los resultados obtenidos de dichos mosaicos.
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Capitulo 2:
Estado del arte

2 Estado del arte

Este capitulo explica los conocimientos necesarios para desarrollar este PFC, definiendo
los conceptos basicos referentes tanto a las imagenes hiperespectrales y sus aplicaciones,
como a los sistemas mecanicos.

2.1lmagenes hiperespectrales

La tecnologia de imagenes hiperespectrales (HSI, del inglés hyperspectral imaging),
también conocida como espectroscopia de imagenes [7], es una técnica capaz de registrar
cientos de bandas espectrales contiguas para una escena dada. HSI es la combinacion de
dos tecnologias que han coexistido durante décadas: la espectroscopia y la imagen digital.
Por un lado, la espectroscopia es la rama de la ciencia que estudia la interaccién entre la
radiacién electromagnética y la materia, mientras que la imagen digital se preocupa por
adquirir instantdneas de una escena. Por lo tanto, HSI captura simultaneamente las
propiedades espaciales y espectrales de los materiales dentro de una escena.

Una caracteristica importante de la radiacion electromagnética, para entender las
imégenes hiperespectrales, es su longitud de onda. La longitud de onda es la longitud de
ciclo de una onda, que puede ser medida como la distancia entre dos crestas de ondas
sucesivas. La frecuencia se refiere al numero de ciclos por unidad de tiempo. En la Figura
2-1 se puede observar el espectro electromagnético, desde las longitudes de onda mas
cortas (<10 m) hasta las mas largas (>10% m).

-« Energy increases

Short wavelength Long wavelength

105 nm 103 nm 1nm 10°nm 10% nm 1m 10°m
1 1 1 1 |

Gamma rays Xrays Ultraviolet Infrared Microwaves Radio waves

T T T T T
10'°Hz 108Hz 10°Hz 10*Hz 10%Hz
Low frequency

T T T T T T
10%Hz  1022Hz  10®Hz 10'®Hz 10'°Hz 10"2Hz

High frequency

Visible light

7 X 10"Hz 4 X 10"Hz

Figura 2-1: Radiacion electromagnética.

Las partes del espectro de interés abarcan desde el UV (ultravioleta) hasta el infrarrojo IR
(infrarrojo). La radiacion UV es la porcidn del espectro con las longitudes de onda mas
cortas que son practicas para la deteccion 6ptica. Algunos materiales muestran su
fluorescencia o emiten luz visible cuando son iluminados por radiacion UV. Se
llama espectro visible a la regién del espectro electromagnético que el ojo humano es
capaz de percibir. A la radiacién electromagnética en este rango de longitudes de onda se
le llama luz visible o simplemente luz. No hay limites exactos en el espectro visible: el ojo
humano tipicamente respondera a longitudes de onda de 390 a 750 nm. La region IR se
puede dividir en dos categorias basadas en sus propiedades de radiacion: la region de IR

5
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2.1. Imagenes hiperespectrales

reflejada, y la region de IR emitida o térmica. La radiacion reflejada en la region IR se utiliza
para fines de deteccién a distancia, de forma muy similar a la radiacién en la parte visible,
y cubre longitudes de onda de aproximadamente 0,7 pm a 3,0 um. En cambio, la regién IR
térmica es bastante diferente de las porciones visibles y de la region de IR reflejada, ya
que esta energia es esencialmente la radiacién que es emitida desde la superficie de la
Tierra o los objetos en forma de calor. La regién de IR térmica cubre longitudes de onda de
aproximadamente 3,0 um a 100 um.

La irradiancia se refiere a la energia de la luz por unidad de tiempo (potencia) que incide
sobre una superficie, normalizada por el area de superficie (W/m?) [8].

Cuando la irradiancia Li(A) incide sobre un material, este absorbe L,(7), transmite L.(A) y
refleja L,(7) la luz de una manera particular. Todos los componentes estan en funcion de la
longitud de onda.

L)=LA) + L) + L, Q) (Eq. 2-1)

Las proporciones de Lq(A), L:(A) y L,(A) varian de acuerdo con el comportamiento espectral
de los diferentes materiales.

En la espectroscopia de luz reflejada, la propiedad fundamental que se obtiene es la
reflectancia espectral p, (relacién de la energia reflejada sobre la energia incidente como
una funcion de la longitud de onda) [9].

L, ()
— (Eq. 2-2)
PAZ L

De la misma manera, se puede obtener la transmitancia espectral (relacion de la energia
transmitida sobre la energia incidente como una funcién de la longitud de onda).

(Eq. 2-3)

Tanto la reflectancia como la transmitancia varian con la longitud de onda para la mayoria
de los materiales, debido a que la energia en ciertas longitudes de onda es absorbida en
mayor o menor medida. Las pronunciadas desviaciones a la baja de las curvas espectrales
marcan los rangos de longitudes de onda en la que el material absorbe selectivamente la
energia incidente. Estas caracteristicas generalmente se denominan bandas de absorcion.

Estas variaciones en la reflectancia o en la transmitancia se denominan firma espectral y
son Unicas para cada material. Este hecho se evidencia cuando se comparan las firmas
espectrales de diferentes materiales, como se ilustra en la Figura 2-2, donde el espectro
de reflectancia muestra la firma espectral de tres materiales diferentes (suelo, agua y
vegetacion). Se puede observar que es posible diferenciar entre diferentes materiales
atendiendo Unicamente a su firma espectral.
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Figura 2-2: Firmas espectrales.

Para entender mejor la terminologia referida a las imagenes hiperespectrales, se deben
proporcionar algunas definiciones. La representacion digital de una imagen hiperespectral
se denomina cubo hiperespectral. En éste, se almacena tanto la informacion espacial
como la espectral, como se puede observar en la Figura 2-3. Un pixel de la imagen
hiperespectral corresponde al espectro de una cierta coordenada espacial. También es
posible visualizar toda la informacion espacial de una longitud de onda determinada. El
rango espectral de una imagen hiperespectral es la porcion del espectro electromagnético
que se ha muestreado al adquirir el hipercubo. Existen varios rangos espectrales estandar
tal y como se muestra en la Tabla 2-1, desde los 3 um hasta los 2500 nm, los cuales se
ajustan a diferentes aplicaciones. Por ejemplo, el analisis de la vegetacién utiliza el rango
espectral VNIR (Visible e infrarrojo cercano) que va desde los 400 nm hasta los 1000 nm,
mientras que la mineralogia utiliza el rango espectral SWIR (infrarrojo de onda corta) que
va desde los 1000 nm hasta los 2500 nm.

Tabla 2-1: Rangos espectrales.

Rango Longitud de onda

uv 200 - 400 nm
Visible 380 - 800 nm
VNIR 400 - 1000 nm
SWIR 970 - 2500 nm
NIR 900 - 1700 nm
MWIR 3-5um
LWIR 8-12um
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Figura 2-3: Hipercubo y representacion espectral de un pixel.

La resolucion espectral hace referencia a la minima separacion entre bandas espectrales
en la que el sensor de una cadmara hiperespectral es capaz de capturar informacion.

Por ejemplo, para una camara que trabaje en el rango espectral del NIR (infrarrojo
cercano), con una resolucion espectral de 1 nm, el sensor de la camara podra registrar un
total de 600 bandas espectrales. En la Figura 2-4 se muestran los distintos espectros para
un mismo hipercubo capturado con diferentes resoluciones espectrales. En la figura se
puede observar como a mayor resolucién, mayor cantidad de informacién espectral se
captura.
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Figura 2-4: Resolucion espectral.
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Por dltimo, la resolucion espacial se define como una medida del nivel de detalle que
puede verse en una imagen. Es el tamafio del minimo objeto reconocible que puede
detectar el sensor. Define el tamafio del pixel, como se puede ver en la Figura 2-5, donde,
a menor tamafo del pixel, mayor resolucion espacial se tendra.

L

73 m?, pixel de 1 m, 72 m?, pixel de 2 m, 80 m?, pixel de 4 m,

Poli 71 m? , , i
oligono de 71 m 16x16 pixeles 8x8 pixeles 4x4 pixeles

Escala 1:20,000; Pixel de 15 m Escala 1:20,000; Pixel de 15 cm
Figura 2-5: Resolucién espacial.

Con el fin de proporcionar un contexto breve pero robusto sobre las imagenes
hiperespectrales, este capitulo presenta las tendencias actuales en aplicaciones y
procesamiento digital de imagenes hiperespectrales.

2.1.1 Aplicaciones de imagenes hiperespectrales

La capacidad de discriminacion, entre diferentes materiales, proporcionada por HSI, hace
que esta tecnologia sea de mucha utilidad en una gran diversidad de campos. Las
aplicaciones biomédicas de HSI, que son parte del contexto de este estudio, se abordaran
mas adelante.

El impacto de las imagenes hiperespectrales en la comunidad cientifica se refleja en el
gran numero de investigaciones [10-12] que involucran mejoras en su tecnologia y
aplicaciones en diversas disciplinas cientificas, incluyendo la biologia, la agronomia, la
ecologia, la oceanografia, la geologia y la geografia, entre otras [13-17].

Histéricamente, la primera aplicacién de HSI fue la teledetecciéon (Remote Sensing). La
técnica de teledeteccion permite adquirir informacion espacial, temporal y espectral de un
objeto o escena sin entrar en contacto fisico con él [18].

La teledeteccion proporciona, por ejemplo, informacién oportuna sobre invasiones de
especies de plantas no nativas. Las especies de plantas invasoras, implican una amenaza
significativa para la biodiversidad global y el funcionamiento de los ecosistemas. Un
ejemplo es un estudio realizado en la costa central de California (Estados Unidos) [19]
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donde se discriminaron seis tipos de vegetacion, tres de los cuales estaban dominados por
tres especies invasoras: iceplant (Carpobrotus edulis), jubata (Cortaderia jubata) y
eucaliptos (Eucalyptus globulus). La Figura 2-6(a) muestra varias de las especies usadas
en el estudio, mientras que la Figura 2-6(b) refleja una comparativa de las firmas
espectrales de cada especie.

Value (offset)

P~ P [Ta) g w0 i~ o0 o [=] - (%] g o - Wy D -]
L - S S~ o S B == S S S o= oNom
L= — T — I — N - N = o o B B B B B o B B o B o SR o B o I o)
Wavelength (um)

= |ubata grass invaded chaparral Blue gum

=== |ceplant invaded scrub ====e= |Ntact scrub

—— |eeplant invaded chaparral —-—-= |ntact chaparral

(a) (b)

Figura 2-6: Invasion de especies de plantas no nativas [19].
(a) Especies Iceplant y Jubata (b) Firmas espectrales de especies invasoras

Gracias a esa diferencia se pueden detectar dichas especies para acotarlas y erradicarlas,
como se muestra en la Figura 2-7.

i

——" b

I:I Jubata invaded chaparral . Iceplant invaded scrub EI Masked

. Intact chaparral - lceplant invaded chaparral A\ Road

- Intact scrub I:I Blue gum ~™  Coast

Figura 2-7: Identificacion de plantas invasoras usando HSI [19].
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Por otro lado, los sistemas de imagenes hiperespectrales también se utilizan para la
evaluacion de la calidad de los alimentos. Existen diferentes maneras de evaluar la calidad
de los alimentos, como la evaluaciéon sensorial, usada comdnmente en carnes, 0 los
métodos quimicos, pero por lo general estos métodos analiticos consumen mucho tiempo
y provocan la destruccion de los alimentos. Es por ello que dichos métodos no son
apropiados para realizar una evaluacion de alimentos a gran escala. En este contexto, la
imagen hiperespectral ha cobrado importancia durante los Ultimos afios, demostrando ser
una técnica eficaz para el andlisis y la evaluacion de los productos alimenticios de una
forma rapida y no invasiva ni destructiva del producto, utilizandose ya en numerosos tipos
de alimentos como la carne, el pescado, frutas y hortalizas [20]. Un ejemplo del analisis de
la calidad de los alimentos usando imagenes hiperespectrales, se puede ver en un estudio
de la deteccién temprana de imperfecciones en las manzanas [21].

La detecciéon de defectos en las manzanas es muy importante para los sistemas de
inspeccion de calidad. A pesar de que las imperfecciones son la razén para rechazar el
mayor nuimero de frutos en las lineas de clasificacion, los sistemas de clasificacion
automaticos existentes todavia no son precisos a la hora de detectar las imperfecciones,
por lo que la clasificacibn manual aun se utiliza [22, 23]. La imperfeccion se define como el
dafo del tejido del fruto como resultado de fuerzas externas que causan cambios fisicos
de textura y / o cambios quimicos de color, olor y sabor.

En la Figura 2-8(a) y Figura 2-8(b), se muestran los resultados de la identificacién de las
imperfecciones de una manzana para los rangos VNIR (infrarrojo cercano visible) y SWIR
respectivamente. Aunque a simple vista las imperfecciones no son visibles, usando
imagenes HSI si es posible su identificacion.

Figura 2-8: Defectos en manzanas [21].
(a) rango VNIR (b) rango SWIR

Esta tecnologia brinda también grandes oportunidades en aplicaciones de defensa y
seguridad. Por ejemplo, permiten la deteccidn, identificacion y cuantificacién de vapores
quimicos presentes en la atmdsfera. Después de la captura de un cubo hiperespectral de
una escena compuesta por un fondo y una nube gaseosa, se aplica un conjunto de
algoritmos de procesamiento para realizar la deteccién, identificacién y cuantificacién del
gas [24].

Los algoritmos evalian las caracteristicas de las nubes quimicas a partir del
reconocimiento de la firma espectral intrinseca de las especies quimicas en los datos
medidos. Como se puede apreciar en la Figura 2-9, los productos quimicos detectados
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estan codificados por colores con un nivel de transparencia relacionado con la
concentracion de gas.

be

SFg NH3

Mix SFg and NH3 Phosgene

TEP DMMP

Figura 2-9: Liberacion de gases quimicos [24].

La caracterizacion del suelo es otra de las aplicaciones para la que se puede aprovechar
esta tecnologia. Un campo natural es una estructura heterogénea compuesta de rocas,
liquidos, vegetacion y otros materiales. La Figura 2-10 ilustra el reconocimiento de rocas
por la representacion de falsos colores [25].

Figura 2-10: Caracterizacion de rocas.

Las técnicas HSI también se estan utilizando para evaluar las perturbaciones del suelo en
comparacion con otras secciones de la tierra. Utilizando técnicas avanzadas de
procesamiento de datos, es posible determinar que una seccion del terreno ha sido alterada
en comparacion con otras partes del mismo terreno.

La industria farmacéutica también ha utilizado las imagenes hiperespectrales. En este
campo, los principales objetivos son mejorar el control de calidad, identificar medicamentos
y detectar falsificaciones. Las imagenes hiperespectrales han demostrado ventajas en
comparacion con las técnicas tradicionales de analisis de farmacos, generalmente basadas
en andlisis quimicos. La figura 5 muestra una aplicacion interesante en el campo
farmacéutico: la deteccion de farmacos falsificados. Los medicamentos falsificados no
cumplen con los estandares de calidad y seguridad proporcionados por los laboratorios,
por lo que los ingredientes activos pueden diferir de la dosis 6ptima, causando reacciones
impredecibles en los pacientes. La Figura 2-11 muestra cdmo al procesar las imagenes
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hiperespectrales, se puede distinguir facilmente entre los farmacos falsificados de los que
no lo son, lo que a simple vista no es posible [26].

o T S

Figura 2-11: Identificacién de productos farmacéuticos falsificados usando HSI [26].
2.1.2 Aplicaciones biomédicas de las imagenes hiperespectrales

Las imagenes hiperespectrales se han empleado en el campo de la medicina para la
deteccién de multiples afecciones. Por ejemplo, se ha utilizado para detectar niveles altos
de colesterol a través del estudio de imagenes hiperespectrales del rostro humano [27] o
para la deteccién de artritis [28], mediante la simulacién de la firma espectral de la piel
(transmisiones y reflexiones) en el rango espectral de los 600 nm a los 1100 nm. Este
estudio permite diferenciar entre articulaciones con artritis y articulaciones no afectadas por
esta patologia (Figura 2-12(a)(b)(c)(d)(e)), estableciendo mediante la reflectancia y la
transmitancia de las imagenes estudiadas (Figura 2-12(f)(g)) determinados parametros de
discriminacién para articulaciones humanas.

Cartjlage
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Figura 2-12: Deteccion de artritis usando HSI [28].
(a) Seccidén xz-plano a través de la geometria en el centro de la articulacién (b) Seccién xy-plano en el centro de la
geometria para una articulacion sana (c) Derrame de liquido sinovial (d) Engrosamiento de la membrana sinovial (e)
derrame del liquido sinovial y engrosamiento de la membrana sinovial (f) Reflectancia (g) Transmitancia de una
articulacion sana a 1080 nm.
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Este tipo de tecnologia también presenta una gran utilidad cuando se aplica a las
estructuras de vasos sanguineos. La formacion de imagenes de las estructuras de los
vasos puede ser util para investigar la funcion endotelial, la angiogénesis y la
hipervascularizacién, como puede verse en el trabajo presentado en [29] que aborda la
generacion de este tipo de imagenes mediante la aplicacion de técnicas de procesamiento
en tiempo real para mejorar el contraste de vasos en este tipo de tejidos.

La diferenciacion automéatica de venas y arterias como asistencia en procedimientos
quirargicos se aborda en [30], mediante una serie de librerias pre-existentes de firmas
espectrales y la aplicacion de clasificacion mediante SVM (Support Vector Machine), dando
lugar a imagenes como la mostrada en la Figura 2-13, en la que se muestra la correcta
identificacion de la vena cava y de la arteria aorta durante el transcurso de una operacion.

N

¥

Figura 2-13: Diferenciacion entre venas y arterias en vivo [30].

De la misma manera, en [31] se trata de identificar los diferentes 6rganos y tejidos durante
procedimientos quirdrgicos. El diagnostico de tejido o tejidos anormales que no estan en la
localizacion anatémica natural es una preocupacion importante en las cirugias. HSI puede
ser una tecnologia util para encontrar tejidos ectopicos y el diagndstico de anomalias del
tejido tales como la isquemia intestinal. El tejido ectopico o heterotépico, en particular
cuando se omite, puede causar insuficiencia del flujo sanguineo en el intestino. En la Figura
2-14 se muestra el abdomen de un cerdo durante una cirugia en varias longitudes de onda.
Tras clasificar dichas imagenes, mediante SVM y LVQ (Learning Vector Quantization), los
autores han sido capaces de obtener una diferenciacion de tejidos, como se observa en la
Figura 2-15.

Figura 2-14: Varias imagenes, a diferentes longitudes de onda, durante la cirugia abdominal de un cerdo [31].

14

© Del documento, de los autores. Digitalizacion realizada por ULPGC. Biblioteca universitaria, 2018



Capitulo 2:
Estado del arte

Figura 2-15: Representacion RGB de la cavidad abdominal de un cerdo [31].

En [32] se describen técnicas de andlisis para la oximetria de los vasos de la retina,
generando lo que se denominan mapas de oximetria de retina. En la Figura 2-16(b) se
pueden observar las arteriolas y las vénulas a diferentes longitudes de onda. En [33] se
lleva a cabo un estudio para determinar la viabilidad de la creacién de mapas espectrales
de la hemodinamica de la superficie cortical cerebral (Figura 2-16(a)), asi como su uso
clinico. Finalmente, el trabajo presentado en [34] aborda un estudio similar, pero referente
a los rifiones.

560 nm 570 nm

580 nm 590 nm

610 nm

630 nm

(a) (b)

Figura 2-16: Oximetria de la retina usando HSI [32].
(a) Oxigenacion de los hemisferios de un cerebro de rata (b) Arteriolas (flechas rojas) y vénulas (flechas azules) de la
retina de un sujeto normal, captadas en diferentes longitudes de onda

En lo que respecta a la deteccién de cancer, esta tecnologia se ha empleado con el fin de
proporcionar a los cirujanos una herramienta de ayuda al diagnéstico que permita la
reseccion total del tejido tumoral, asi como con el fin de evitar la reseccion errénea de tejido
sano. Esta tecnologia ha sido empleada con éxito para la deteccion de diferentes tipos de
tumores en animales, entre los que se encuentran el cancer de préstata [35], cancer de
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cabeza y cuello [36] o cancer de pecho [37]. En humanos, esta tecnologia se ha empleado
para detectar cancer de lengua [38], tumores de piel [39] o tumores gastricos [40].

Por otra parte, cabe destacar uno de los proyectos en los que el DSI ha obtenido buenos
resultados. HELICoiD fue un proyecto de colaboracién europeo en el que participaron
cuatro universidades, tres socios industriales y dos hospitales.

(b)

Figura 2-17: Tecnologia desarrollada por HELICoiD.
(a) Demostrador HELICoiD (b) Uso del demonstrador en el H. Doctor Negrin de Las Palmas de Gran Canaria

La tecnologia desarrollada (Figura 2-17(a)) permite la utilizacibn de imagenes
hiperespectrales para la identificacion en tiempo real de los margenes del tumor cerebral
durante la cirugia (Figura 2-17(b)), lo que ayuda al cirujano a extraer el tumor y respetar la
mayor cantidad de tejido sano posible [41].

Por otra parte, ligado al proyecto HELICoiD, se realizd el Proyecto Fin de Carrera
“Deteccion de tumores cerebrales ex-vivo usando imagenes hiperespectrales: sistema de
adquisicion mediante microscopio” en la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, cuyo
objetivo era emplear un sistema de captura hiperespectral en el rango VNIR (400-1000
nm) (Figura 2-18(a)) para la creaciébn de una base de datos segmentada de tejidos
histologicos (Figura 2-18(b)). Dichos tejidos, previamente diagnosticados como sanos o
tumorales, se correspondian con biopsias cerebrales procesadas para su observacién por
un patologo [42].

(@) (b)

Figura 2-18: Sistema de adquisicién desarrollado.
(a) Sistema de captura (b) Informacién espacial para diferentes longitudes de onda de una muestra tumoral
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2.2 Patologia digital

La anatomia patoldgica se enfrenta con una creciente demanda del volumen de trabajo,
mayor cantidad de informacién que debe generarse en cada informe y mejora en la calidad,
exactitud diagndstica y seguridad del paciente. A menudo, se esgrimen argumentos
economicos para evolucionar hacia un modelo centralizado de servicios diagnoésticos, con
el fin de mejorar el acceso a los expertos o a servicios muy especializados.

Paralelamente, la anatomia patolégica en nuestro pais esta viviendo cambios significativos
en los ultimos cinco afos con el avance de las tecnologias de la informacion y las
comunicaciones (TIC), que, en esta especialidad, hasta el momento se han concretado en
la mejora de los sistemas de informacién de anatomia patolégica (SIAP) o LIS (Laboratory
Information System), el impulso de la trazabilidad de muestras y la incorporacion de la
imagen digital microscépica.

El concepto de patologia digital incluye todos los aspectos relacionados con el uso de las
TIC en anatomia patoldgica, pero en la practica se aplica a un contexto en el que se ha
incorporado el uso de preparaciones digitales o tecnologia de escaneado completo de
preparaciones (WSI, siglas de Whole Slide Imaging) histolégicas o citologicas, antes
conocida como microscopia virtual. Esta tecnologia ha tenido un especial desarrollo en
aspectos docentes y en investigacién en anatomia patolégica y es previsible que lo tenga
también en la faceta asistencial.

El conocimiento actual de la tecnologia de escaneado de preparaciones o de
interoperabilidad o integracién entre los diferentes componentes de un sistema de
patologia digital es aun escaso entre los patélogos y entre los informaticos de las
instituciones sanitarias. Ademas, las instalaciones de los servicios de informatica de los
hospitales necesitan adaptarse para dimensionar la capacidad de almacenamiento
necesario para las preparaciones digitales y para integrar las nuevas normas de
interoperabilidad que estan definiendo los organismos internacionales de informéatica
médica.

La implementacidon de la microscopia basada en el escaneado completo de preparaciones
(WSI) en el diagndstico rutinario ha sido cuestionada por algunos autores debido a que
consideran como limitadas las evidencias sobre su fiabilidad diagnéstica. El principal
problema aducido es el nUmero relativamente escaso de publicaciones que demuestren su
utilidad. Otro problema afiadido de las publicaciones sobre WSI es que muchos de los
estudios presentan algunas deficiencias en su disefio, como estar limitados a muestras o
especialidades concretas, no incluir un periodo suficientemente largo de separacién entre
la visualizacion de preparaciones con WSI y con microscopia convencional (MC) o no
evaluar la concordancia intraobservador.

Recientemente, la American Telemedicine Associaton y el College of American
Pathologists han realizado una revision de los 112 articulos publicados en los que se ha
utilizado una metodologia adecuada, entre 767 publicaciones totales existentes sobre el
tema [43]. En dicha revision se ha puesto de manifiesto que el nivel de concordancia en los
distintos estudios varia entre el 73% vy el 98%, y que las discrepancias mayores representan
entre el 3% y el 7%. Estas variaciones dependen en gran parte de las caracteristicas del
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estudio y, de forma particular, de si la concordancia medida es intra- o interobservador [44].
La revision concluye que la concordancia entre WSI y MC, aunque no es del 100%, es
adecuada. De hecho, numerosos estudios han demostrado que la concordancia
intraobservador cuando se emplea solo la MC tampoco es completa y depende de factores
como la dificultad del caso o la informacion clinica disponible.

Los estudios revelan un impacto positivo sobre el uso de la WSI en la preparacion de los
casos que se presentan en los comités de tumores, disminuyendo el tiempo entre 30
minutos y una hora semanal (se reducen aproximadamente al 50%). Esto es debido a que
no es necesario realizar fotografias previas de los casos, pues se pueden visualizar en
tiempo real y con gran calidad. Ademas, se dispone de la totalidad del material y se pueden
hacer anotaciones y mediciones sobre las imagenes [45]. Adicionalmente, disminuye
notablemente las necesidades de almacenamiento y recuperacion de las muestras.

Uno de los principales retos que se presentan en la patologia del siglo XXl es la patologia
del cancer; el diagnéstico, el prondstico mediante la determinacién de biomarcadores y la
consecuente terapia oncolégica dirigida en el seno de la medicina personalizada requieren
procesos que a cada paso generan mas informacion, que a cada paso requieren mas
precision. Esta calidad en el manejo diagnéstico, prondéstico y terapéutico de los enfermos
de cancer solo se puede asegurar mediante un proceso que tenga la patologia digital como
elemento basico para su funcionamiento, mediante el andlisis automatizado de
biomarcadores [46].

El andlisis automatizado de imagen se enfrenta con la limitacién técnica impuesta por la
fijacion de los tejidos, las variaciones en el grosor de los cortes o las variaciones impuestas
por los métodos de tincion.

Los aspectos técnicos especificos a tener en cuenta para realizar andlisis de imagen
Optimo estan relacionados con la calidad de la imagen obtenida, con el grado de
compresion que se aplique a la imagen, con la eficiencia del software de andlisis de imagen
y con las funcionalidades del visor de preparaciones o fotografias digitales, que debe ser
capaz de ofrecer un resultado intuitivo, por ejemplo, superponiendo los resultados del
andlisis con la imagen original.

Las siguientes funcionalidades son consideradas basicas, antes de plantearse el abandono
del uso de microscopio convencional.

Velocidad de escaneado

Cuando un servicio de anatomia patoldégica se plantea la digitalizacion de sus
preparaciones, debe conocer el tiempo total de escaneado para poder establecer el nimero
de escéaneres gue necesitara. En la valoraciéon del tiempo de escaneado debe considerarse
que no solo contabiliza el tiempo de captura de las imagenes, sino que suele haber un
tiempo que utiliza el escaner en la calibracién o enfoque de la muestra que puede ser previo
0 simultaneo a la captura y que con frecuencia puede variar si se ajusta un foco de mayor
sensibilidad. Adicionalmente, tras el procedimiento de captura de imagenes, el escaner
puede necesitar un tiempo de ensamblaje de las mismas y de generacion del fichero digital,
para que quede disponible para su visualizacion.
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El tiempo de escaneado es también un factor critico si se planea su utilizacién en
realizacion de estudios intraoperatorios [47].

La velocidad total de escaneado no debe ser superior a 2 minutos para escanear un area
de 1,5 x 1,5 cm usando una resolucion de 0,5 micrometros/pixel (equivalente a objetivo
20x) [48].

Calidad de imagen obtenida por el escaner

En la actualidad practicamente la totalidad de fabricantes de escaneres de preparaciones
microscopicas obtienen imagenes de elevada calidad. Se trata de dispositivos de elevado
precio que utilizan componentes de alta calidad. La obtencion de imagenes digitales se
realiza empleando objetivos similares a los de los microscopios Opticos, pero casi siempre
se seleccionan los de gama mas alta y mejores prestaciones Opticas. Ello se combina con
camaras digitales con sensores de alta resolucién. La combinacién de sistema Optico
(objetivos y otras lentes) y captura digital (camaras que capturan fotogramas, lineas o
areas), hoy dia, deben cumplir con al menos los siguientes requisitos técnicos:

e La resolucién espacial debe medirse en micrémetros por pixel y no en aumentos.
El valor minimo recomendable es de 0,5 micrémetros/pixel (equivalente a objetivo
20x) para diagndstico histopatologico [49] y 0,25 micrometros/pixel (equivalente a
40x) para diagndstico citopatolégico.

e La compresion de la imagen obtenida no debe ser superior a 70% si se utiliza
compresion con los métodos JPEG o JPEG2000. EI método JPEG2000 de
compresion permite obtener mejor calidad de imagen y un tamafio de fichero mas
reducido, aunque requiere mayor tiempo de compresion o disponer de ordenadores
de mayores prestaciones.

2.3Camaras hiperespectrales

Sistemas HSI

Las cadmaras hiperespectrales capturan un espectro amplio de luz, en contraste con las
imégenes de fotografia tradicional, donde cada pixel se representa como una combinacion
simple de colores basicos (por lo general el rojo, verde y azul). La luz capturada para cada
pixel en las imagenes hiperespectrales se descompone en un mayor numero de bandas,
proporcionando mas informacién de la que se aprecia a simple vista por el usuario.

Los sistemas de medida hiperespectrales son fruto de la unién de la espectroscopia y la
fotografia digital. Una camara hiperespectral esta formada por la combinacién de un
espectroscopio y un sensor monocromatico. Cuando a un espectroscopio se le coloca un
detector en su salida se le suele denominar espectrografo. El espectroscopio es un
instrumento diseflado para descomponer la radiacion de una fuente luminica en las
longitudes de onda que la forman, siendo el sensor el que registra la luz descompuesta en
sus componentes fundamentales. Un diagrama de bloques genérico de este tipo de
sistema se muestra en la Figura 2-19.
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Figura 2-19: Diagrama de bloques de una cdmara hiperespectral.

Existen dos principios opticos fundamentales que permiten dispersar la luz, la refraccion
diferencial y la interferencia. El primero da lugar a los espectroscopios de prisma y el
segundo a los basados en redes de difraccion, como puede observarse en la Figura 2-20.
Existen también elementos dispersores hibridos, que suelen ser la combinacion de un
elemento de cada.

\Rendll jo ; / X Rendi ja

(@) (b)

Figura 2-20: Dispersion de la luz en un espectrégrafo.
(a) Prisma (b) Red de difraccion

Independientemente del disefio del espectroscopio y de su elemento dispersor, su
caracteristica fundamental es la resolucién espectral (R). Este parametro indica la
capacidad del espectroscopio para separar dos componentes espectrales muy préoximas:

R =— (Eq. 2-4)

En esta ecuacion A es la longitud de onda en la que se esta trabajando y 8\ es la pureza
espectral (FWHM, Full Width at Half Maximum), que se corresponde con la anchura a
media altura que tendria una linea monocromatica al observarse con el espectroscopio
(Figura 2-21).

i) »
FWHM
- o=
fnea T
U2* fom T
——/: |
xl x? x

Figura 2-21: FWHM.
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Para decidir si dos lineas estan realmente separadas se debe establecer un criterio. Uno
de los mas extendidos es el criterio de Rayleigh (Figura 2-22), segun el cual, se puede
suponer que el espectroscopio separa las dos lineas cuando la diferencia de longitud de
onda de los maximos sea mayor o igual a la pureza espectral.

AL = 61 (Eq. 2-5)

Mo resuelta
Criterio de
Rayleigh

Resuelta

Figura 2-22: Criterio de Rayleigh.

La pureza espectral dependera del sistema Optico que se esté utilizando, asi como de la
calidad del elemento dispersor [50].

Entre los diferentes montajes para un espectrografo, como el de prisma objetivo, Echelle,
GRISM o el de rendija, es este Ultimo el mas utilizado. A continuacién, se muestran algunos
ejemplos de las configuraciones de espectrdgrafos de rendija mas comunes [51]:

De todos los Czerny-Turner posibles, la disposicion mas comun es aquella en la que los
dos espejos son iguales, asi como los angulos formados por estos y la red, ya que asi se
consigue eliminar la asimetria de la imagen de la rendija de entrada, denominada coma,
gue apareceria en cualquier otro caso. Como se aprecia en la Figura 2-23, se puede
construir tanto con red de difraccién como con prisma, aungue este Ultimo caso es ya muy
dificil de encontrar, ya que requiere afiadir una superficie dptica adicional, al tiempo que
aparecen los problemas de utilizar un prisma: dispersion no lineal, menor dispersion, etc.

(b)
Figura 2-23: Espectrégrafo Czerny-Turner.
(a) Prisma (b) Red de difraccién

El disefio Ebert-Fastie es equivalente al Czerny-Turner, con la diferencia de que en este
caso soblo se utiliza un espejo en lugar de dos.
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La disposicion de Littrow utiliza una Unica lente que actia como colimador y como camara
al mismo tiempo, consiguiéndose crear una imagen del espectro muy préxima a la entrada
de luz (rendija). En la Figura 2-24 se puede ver el disefio tanto con prisma como con red
de difraccion.

(a) (b)
Figura 2-24: Espectrdgrafo Littrow.
(a) Prisma (b) Red de difraccion

En las Ultimas décadas, se han propuesto diferentes tipos de métodos y tecnologias
relacionados en la adquisicibn de imagenes hiperespectrales. En este PFC se hablara
principalmente de cuatro métodos de adquisicion tipicos: whiskbroom, pushbroom, staring,
y snapshot, que se han utilizado cominmente en el campo de la teledeteccién y ahora se
han extendido a las aplicaciones de imagenes biomédicas.

current
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pixel
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Figura 2-25: Clasificacion de sensores segun el método de adquisicion.
(a) Whiskbroom (b) Pushbroom (c) Staring (d) Snapshot

Un sensor de barrido tipo whiskbroom, escanea un solo punto a lo largo de dos
dimensiones espaciales (X e Y) moviendo el detector. También se le conoce como sensor
de espejo movil, ya que, como se muestra en la Figura 2-26, la imagen se obtiene gracias
a la rotacion de un prisma o espejo que mueve instantaneamente el punto de vista (IFOV,
Instantaneous Field of View) perpendicularmente a la direccién del sensor. Los cubos de
imagenes hiperespectrales (X, Y, A) se forman escaneando todas las bandas espectrales
pixel a pixel, como se muestra en la Figura 2-25(a).
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Scan Mirror

Instantaneous
Field of View

Resolution Cell

Figura 2-26: Sensor tipo whiskbroom.

Los sensores tipo pushbroom difieren de los de barrido porque, en lugar de un espejo
oscilante, trabajan con una cadena lineal de detectores que cubre todo el campo de vision
angular del sensor y que se desplaza a lo largo de la trayectoria de la plataforma (Figura
2-25(b)). La cadena de detectores se activa con el movimiento de la plataforma de forma
que, como se muestra en la Figura 2-27, en cada instante se registra informacién de una
linea completa, y a medida que el sensor se desplaza se genera la imagen bidimensional.

Los sensores pushbroom presentan ventajas frente a los whiskbroom debido a que se trata
de detectores micro-electrénicos, mas pequefios, ligeros y que requieren menor potencia,
y como se elimina la parte movil del espejo o prisma, son mas seguros y duraderos. La
existencia de una cadena de detectores, junto con el movimiento de empuje, deja a cada
detector ver y medir la radiacion durante mas tiempo, lo que permite registrar mejor la sefial
y mejora la resolucién radiométrica. EI aumento del tiempo de observacién repercute
también en un IFOV menor y en la posibilidad de obtener bandas espectrales mas
estrechas.

Resolution
Cell

Figura 2-27: Sensor tipo pushbroom.
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Los sensores denominados de mirada fija (staring), como se observa en la Figura 2-25(c),
usan elementos que solo dejan pasar determinadas longitudes de onda. Para obtener un
hipercubo se debe ir variando la longitud de onda del filtro pasobanda para cada captura.
Existen varios tipos de filtros que realizan esta funcion, los mas destacables son los AOTF
(Acoustic-Optic Tunable Filters) y los LCTF (Liquid Crystal Tunable Filter). Los AOTF basan
su funcionamiento en las propiedades piezoeléctricas de los materiales. Los AOTF se
construyen uniendo transductores piezoeléctricos a un material cristalino apropiado.
Excitando los transductores con la radiofrecuencia adecuada se producen perturbaciones
en el material que interaccionan con los fotones, proporcionando asi la capacidad de
seleccidn en frecuencia [52]. Los dispositivos de seleccidn en frecuencia mayoritariamente
empleados son los LCTF. Estos filtros, que utilizan elementos de cristal liquido controlados
electrénicamente (LC) para transmitir una longitud de onda seleccionable de la luz y excluir
a otras, a menudo, basan su principio de trabajo béasico en el filtro de Lyot, aunque se
pueden utilizar muchos otros [53]. La principal diferencia con el filtro Lyot es que las placas
fijas son reemplazadas por una estructura de sandwich de una lamina de cristal liquido y
una lamina de cuarzo, entre dos polarizadores lineales [54], para conseguir el rango y la
selectividad en frecuencia deseada. De esta forma, permiten el paso de radiacion de una
longitud de onda concreta, que se puede cambiar mediante software sin necesidad de
manipular el filtro.

El método snapshot estd destinado a registrar informacién espacial y espectral en un
detector de area con una Unica exposicion. A diferencia de los modos whiskbroom,
pushbroom y staring, que necesitan escanear en la dimension espacial o en la dimensién
espectral, limitando asi su resolucién temporal, el modo snapshot es una técnica de imagen
gque no necesita escaneo. Como se muestra en la Figura 2-25(d), el modo shapshot puede
adquirir un cubo de datos espectrales completo en una sola toma. Aunque este modo
puede adquirir datos directamente con un post-procesamiento minimo para construir una
capa de datos 3-D, sus resoluciones espaciales y espectrales estan limitadas ya que el
ndmero total de voxeles! no puede exceder el nUmero total de pixeles en la camara CCD
(receptor con transferencia de carga). Por ejemplo, usando una camara de 1024x1024
pixeles, se podria formar un cubo (x,y,A) en un formato de 256x256x16 o0 512x512x4. Por
lo tanto, para un sensor dado, siempre se puede aumentar el muestreo espacial a expensas
del muestreo espectral, y viceversa [55].

En la Tabla 2-2 se puede observar una comparativa entre los métodos de adquisicion de
imagenes hiperespectrales que se han expuesto anteriormente.

1 Voxel es la unidad cubica que compone un objeto tridimensional. Constituye la unidad
minima procesable de una matriz tridimensional y es, por tanto, el equivalente del pixel en
un objeto 2D.
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Tabla 2-2: Comparacion entre whiskbroom, pushbroom, staring y snapshot.

Whiskbroom Pushbroom Staring Snapshot
E ial I L
Escaneo spgma, ene Espacial, lineal Espectral No
eje (x,y)
Prisma, rejilla de _AOTF’ L_CTF’ Prisma, rejilla de
Elemento de . - . . filtros variables . g
. . difraccion, PGP Prisma, rejilla de . difraccion,
dispersion . . . . lineales 'y
(prism grating difraccion, PGP _ holograma
espectral rism) circulares, diital
P interferometro g
Rango Amplio Amplio Medio Amplio
espectral
Resolucion Alta Alta Media Baja
espectral
Throughput Alto Alto Bajo Alto
Tiempo de . Corto o
captura del Largo Largo Medio : .
Instantaneo
cubo
Complejidad Alta Alta Simple Media
Coste Medio Medio Bajo Alto

Se puede observar que los modos whiskbroom y pushbroom utilizan un elemento
dispersivo (prisma, rejilla de difraccion, PGP, etc.) para dividir la luz, un factor que da una
ventaja de eficiencia uniformemente alta, baja dispersion y bajo costo para este tipo de
imagenes. Ademas, también son eficientes para medir imagenes hiperespectrales a través
de microscopios.

Por otro lado, las ventajas mas importantes del modo staring son, el corto tiempo de
recolecciéon del cubo de datos y la facilidad de acoplamiento con otros instrumentos
médicos Opticos, ya que no se requiere movimiento espacial relativo entre la muestra y el
detector. Otra ventaja es la flexibilidad de seleccionar el rango espectral 6ptimo para cada
aplicacion. En un analisis exploratorio de la aplicacion se identifican las bandas relevantes.
De esta manera, es posible capturar un nimero reducido de bandas, lo que disminuye el
tiempo de captura.

Si bien la bibliografia existente cita ventajas, para los instrumentos basados en el modo
snapshot, como la falta de artefactos de escaneado y el aumento de la robustez debido a
la falta de componentes mdviles, estas cualidades son en realidad secundarias al principal
beneficio de la adquisicién de instantaneas. La ventaja principal del modo snapshot es un
gran aumento en la eficiencia de recoleccion de luz disponible para sistemas de mediciéon
de alta dimensién que evitan el filtrado y el escaneado. Pocos fuera de la comunidad
astrondmica, son conscientes de esta importante cuestion [56].

En resumen, cada modo de imagen espectral tiene ventajas y desventajas cuando se utiliza
en analisis biomédico. Por ejemplo, algunos sistemas whiskbroom y pushbroom pueden
obtener alta resolucion espectral y espacial y son de bajo costo, pero su montaje hardware
es generalmente complejo. El modo staring puede ser montado de forma compacta y
acoplado facilmente con otros instrumentos 6pticos, pero es mas costoso que los otros y
genera una mayor cantidad de datos. El modo snapshot puede capturar rapidamente el
cubo de datos espectrales, pero su resolucion espectral y espacial es limitada.
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2.4 Sistemas mecanicos

Debido a las exigencias de calidad, cada vez mayores, de los productos generados por los
sistemas de produccion actuales, los elementos que los componen deben disponer de una
mayor versatilidad, precisién y fiabilidad.

Muchas labores de manipulacién se pueden automatizar de forma sencilla con médulos
lineales accionados por motores. Tanto el posicionamiento como el perfil de movimiento de
los mdédulos lineales se pueden controlar con exactitud para adaptarlo a las diferentes
necesidades. La combinacion de dos o tres modulos lineales en las direcciones Y, X y/o Z
permite un movimiento libre en todos los planos donde actuen.

2.4.1 Componentes generales de un sistema de posicionamiento

Los sistemas roboéticos cartesianos, constan de una serie de componentes generales que
se repiten en todos los disefios que existen. La combinacién de motores y controladores
de posicionamiento con sistemas de ejes, ofrece diferentes modelos de gran precision y
rendimiento [57].

24.1.1 Moédulos lineales

Los médulos lineales son sistemas mono-eje para movimientos en una Unica direccion.
Existen tres tipos, como se puede observar en la Figura 2-28, en funcién del tipo de
movimiento lineal que realizan.

e En el eje portal se mueve Unicamente el carro. El cuerpo del eje se mantiene
inmaovil en el area de trabajo.

¢ En el eje de extension se mueve solo el cuerpo del gje.

o En el eje telescdpico, el carro y el cuerpo del eje se mueven conjuntamente
por medio de un sistema de retraccion.

Eje de extensién Eje telescopico

Figura 2-28: Modulos lineales.

Cada mddulo lineal esta formado por diferentes partes, segun el uso y las necesidades
especificas de cada sistema, siendo sus partes principales las mostradas en la Figura 2-29.
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1.- Cuerpo
2.- Culatas

. 3.-Carro
,,:’* “ 4.- Arbol de transmision
5.- Finales de carrera.

Figura 2-29: Partes principales de un médulo lineal.

El cuerpo de los modulos lineales esta formado por una guia sin juego, que permite un
movimiento silencioso y da robustez al sistema. Existen diferentes tipos de guias, siendo
las mas comunes las de rodillos (Figura 2-30(a))., especialmente disefiada para soportar
grandes velocidades, y las de bolas recirculantes (Figura 2-30(b)), que ofrece un
accionamiento mas robusto y resistente a los momentos de inercia y fuerza que genera la
carga sobre el carro.

Figura 2-30: Tipos de guia.
(a) Guia de rodillos (b) Guia de bolas.

Dentro de las opciones para realizar el movimiento del carro en los mddulos lineales, las
correas dentadas o los husillos son los mas utilizados. Las correa dentadas, reflejadas en
la Figura 2-31 y en la Figura 2-32, ofrecen una gran fuerza de avance a gran velocidad,
dinamicas muy elevadas y carreras Utiles mayores que el tipo husillo. Las correas dentadas
estdn hechas, en su mayoria, de poliuretano, reforzadas con alambre de acero en su
nucleo.

Ncicin i Correa dentada
s
N
NS
Figura 2-31: Correa dentada Figura 2-32: Médulo lineal de correa dentada
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Por otra parte, un husillo como el que se muestra en Figura 2-33, es un tipo de tornillo largo
y de gran diametro, utilizado para accionar los elementos de apriete tales como
prensas 0 mordazas, asi como para producir el desplazamiento lineal de los diferentes
carros. Puede ser metalico(el material mas utlizado es acerotemplado),
de madera o PVC. En ocasiones se le menciona como tornillo sin fin.

Existe un tipo de husillo de bolas donde el movimiento se realiza por rotaciéon, no por
deslizamiento. El rozamiento es menor, la friccién del conjunto es baja, y como el esfuerzo
se reparte entre varias bolas, es capaz de aplicar o resistir altas cargas de empuje. Se
pueden fabrican con unas tolerancias estrechas y por tanto son adecuados para su empleo
donde se necesita una alta precision.

Figura 2-33: Husillo.

Los mddulos lineales basados en husillo, como el mostrado en la Figura 2-34, tienen una
gran fuerza de avance, pero una velocidad mas baja que la correa dentada. La precisiéon
dependera del paso del husillo.

Linear raceway
shalfting

T-slots in carriage

T-slots in module
for mounting

3 Husillo

Ballscrew

Figura 2-34: Médulo lineal de husillo.

2.4.1.2 Motores

Su funcion es la de transmitir el movimiento a la parte mecanica. Adicionalmente, se puede
poner un reductor entre el motor y el arbol de transmisién del eje.

e Motores DC (corriente directa) o CC (corriente continua), tienen dos
cables, uno de alimentacion o positivo y otro de tierra o negativo. Son
motores de rotacidn continua. Al conectarlo, el motor comienza a girar hasta
gue es desconectado. La mayoria de los motores de corriente continua,
funcionan a altas revoluciones por minuto. El control de la velocidad se
realiza mediante la modulacién del ancho de pulso. Algunas aplicaciones
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especiales de estos son: los motores lineales, cuando ejercen traccion sobre
un riel, o bien los motores de imanes permanentes. Los motores de corriente
continua también se utilizan en la construccién de servomotores y motores
paso a paso.

e Los servomotores son en general un conjunto de cuatro elementos: un
motor de corriente continua, un conjunto de engranajes, un circuito de
control y un sensor de posicién que puede ser un potenciometro. Tiene la
capacidad de ubicarse en cualquier posicién, dentro de su rango de
operacion, y mantenerse estable. Los servomotores estan disefiados para
tareas mas especificas en las que la posicién debe definirse con precision,
como el control del timén en un barco o el movimiento de un brazo robético.
Con anterioridad, los servos no giraban libremente como un motor de
corriente estandar, sino que el &ngulo de rotacion se limitaba a 180 grados
de ida y vuelta, sin embargo, hoy en dia existen servomotores en los que
puede ser controlada su posicién y velocidad en los 360 grados. Los
servomotores reciben una sefial de control, que representa una posicion de
salida, y se aplica energia al motor DC hasta que el eje gire a la posiciéon
correcta, determinada por el sensor de posicién. El servo mantendra esa
posicion, incluso si existe una fuerza externa que empuje en sentido
contrario.

e Lacaracteristica principal de los motores paso a paso es el hecho de poder
moverlos un paso a la vez por cada pulso que se le aplique. Este paso puede
variar, siendo para los motores mas comunes, desde 90° hasta pequefos
movimientos de tan solo 0.9°, es decir, que se necesitaran 4 pasos en el
primer caso (90°) y 400 para el segundo caso (0.9°), para completar un giro
completo de 360°.

Estos motores poseen la habilidad de poder quedar fijos en una posicion o bien totalmente
libres. Si una 0 mas de sus bobinas esta energizada, el motor estara fijo en la posicion
correspondiente y por el contrario quedara completamente libre si no circula corriente por
ninguna de sus bobinas.

Estan constituidos normalmente por un rotor sobre el que van aplicados distintos imanes
permanentes y por un cierto nimero de bobinas excitadoras bobinadas en su estator
(Figura 2-35). Toda la conmutacion (o excitacién de las bobinas) deber ser externamente
manejada por un controlador.

Figura 2-35: Motor paso a paso.
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Existen diferentes tipos de motores paso a paso:
Reluctancia variable:

El motor de reluctancia variable esta constituido por un rotor de laminas
ferromagnéticas no imantadas, formando un cilindro alrededor del eje. Estas se encuentran
ranuradas de forma longitudinal, formando dientes (polos del rotor). La ranuracién del rotor
conlleva una variacion de la reluctancia en funcién de su posicién angular. Al igual que el
rotor, el estator esta formado por ldminas de material ferromagnético no imantado, con una
serie de ranuras en forma longitudinal, que albergan los bobinados de las fases, y forman
los polos del estator (Figura 2-36(a)). En todo momento, el rotor "buscara" alinearse de tal
forma que minimice la reluctancia rotor-estator, como se muestra en la Figura 2-36(b),
circunstancia que se da cuando el espacio entre polos del estator queda lo mas ocupado
posible por material del rotor, es decir, orientando los salientes o dientes hacia los polos
energizados del estator. Este tipo de motor puede disefiarse para funcionar con pasos mas
pequefios que los pasos de un motor paso a paso de iman permanente. Por otra parte, su
rotor es de baja inercia, con lo que se mejora su respuesta dindmica, aunque tiene la
desventaja de tener menor par motor que un motor eléctrico de iman permanente de similar
tamairio [58].

Bobinada

— S1-off
-bn s2=0n Si=pn

(b)

Figura 2-36: Motor paso a paso de reluctancia variable.
(a) Vista de la seccion transversal y conexionado del bobinado (b) Avance de un paso al cambiar de fase.
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Su principal inconveniente radica en que en condiciones de reposo (sin excitacion) el rotor
queda en libertad de girar y, por lo tanto, su posicionamiento de régimen de carga
dependera de su inercia y no sera posible predecir el punto exacto de reposo.

Imé&n permanente:

Existen dos tipos de motores paso a paso de iman permanente, como se muestra en la
Figura 2-37.

1a = Power 2
2b Power 1 =
1b = 1a
28— 2b
h
=z =
|=——]
| Se—

| "
1b 1a LI |J> L]

1b

2b
a

ﬁ 2a E
2
(@ (b)

Figura 2-37: Motor paso a paso de iman permanente.
(a) bipolar (b) unipolar

- Unipolar: Los motores unipolares son relativamente faciles de controlar, gracias a que
poseen devanados duplicados. Tienen dos bobinas en cada eje del estator, que estan
unidas por extremos opuestos, de tal modo que al ser alimentada una u otra, generan
cada una un campo magnético inverso al de la otra. Nunca se energizan juntas: por eso,
lo correcto es decir que tienen una doble bobina, en lugar de decir (como se hace
habitualmente) que es una bobina con punto medio.

- Bipolar: Los motores bipolares requieren circuitos de control y de potencia mas
complejos. Pero en la actualidad esto no es problema, ya que estos circuitos se suelen
implementar en un integrado, que soluciona esta complejidad en un solo componente.
Como no tienen el doble bobinado de los unipolares (todo el tiempo se esta utilizando
s6lo una de las bobinas duplicadas, mientras que la otra queda desactivada y sin
ninguna utilidad), los motores bipolares ofrecen una mejor relacion entre torque y
tamario/peso.

La configuracién de los motores bipolares requiere que las bobinas reciban corriente en
uno y otro sentido, y no solamente un encendido-apagado como en los unipolares. Esto
hace necesario el uso de un Puente H (Figura 2-38) sobre cada uno de los bobinados.

31

© Del documento, de los autores. Digitalizacion realizada por ULPGC. Biblioteca universitaria, 2018



2.4. Sistemas mecanicos
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Figura 2-38: Configuracion puente H.

Con el interruptor SW1 se decide si el motor gira a la izquierda, a la derecha o si se detiene.
Cuando el interruptor esta en la posicion del centro, no hay voltaje aplicado a los
transistores por lo que permanecen en estado de corte. Cuando se coloca el interruptor en
la primera posicién (la superior), el comportamiento de la corriente es como el mostrado en
la Figura 2-39, donde la corriente fluye a través de Q1 y Q4. El motor gira en sentido horario.
Si se cambia de posicién el interruptor, el motor gira en sentido anti horario, como se

muestra en la Figura 2-40.

V2
12v

3}

Se activanQ1y Q4

Q2yQ3nose
toman en cuenta
(permanecen apagados)

S
@

V1

5V

Figura 2-39: Configuracién puente H con sentido de giro horario.

Seactivan Q2y Q3
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ZS D4
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Figura 2-40: Configuracion puente H con sentido de giro anti horario.
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Los diodos en el disefio sirven para suprimir las posibles corrientes transitorias que se
puedan generar por la accion del motor.

Este tipo de motor es mas lento, su rotacion es precisa, es de facil configuracion y control,
ademas, mientras que los servos requieren un mecanismo de retroalimentacion y circuitos
de soporte para accionamiento de posicionamiento, un motor paso a paso tiene control de
posicion a través de su naturaleza de rotacidn por incrementos fraccionales.

Los motores paso a paso son ideales para la construccion de mecanismos en donde se
requieren movimientos muy precisos. Adecuado para las impresoras 3D y dispositivos
similares en los que la posicién es fundamental.

2.4.1.3 Interruptores de fin de carrera
Existen muchos tipos de sensores de proximidad. Entre ellos estan:

Los sensores de proximidad magnéticos, que reaccionan ante los campos magnéticos
de imanes permanentes o electroimanes. Se suelen utilizar en cilindros para detectar la
posicion de fin de carrera a través del vastago del cilindro.

Los sensores de proximidad inductivos, disefiados para funcionar mediante la
generacién de un campo electromagnético y la deteccion de las pérdidas de corrientes
parasitas generadas cuando los objetos metalicos que se van a detectar, ingresan en dicho
campo electromagnético.

Los sensores de proximidad capacitivos, disefiados para funcionar mediante la
generacion de un campo electrostatico y detectar cambios en este campo ocasionados por
la aproximacion de un objeto a la cara de deteccién. Detectan objetos metalicos y no
metélicos, asi como liquidos y solidos. Por el contrario, la distancia de deteccion es corta y
varia en funcidén del material detectado. Ademas, el alcance de estos detectores varia
notablemente en funcién de las caracteristicas del ambiente, de la humedad y temperatura
del aire y de la cantidad de polvo en suspension.

Los sensores de contacto, son dispositivos eléctricos, neumaticos o0 mecanicos, los
cuales pueden contener internamente interruptores abiertos (NA), cerrados (NC) o
conmutadores, segun la operaciéon que cumplan al ser accionados. Generalmente, como
se observa en la Figura 2-41, estos sensores estdn compuestos por dos partes: un cuerpo
donde se encuentran los contactos y una cabeza que detecta el movimiento.

Los interruptores de fin de carrera se montan junto a los rieles de desplazamiento, como el
mostrado en la Figura 2-42, exactamente al mismo nivel. Cuando el carro alcanza el
interruptor de fin de carrera, éste envia una sefial que hace que el carro se detenga.

Los interruptores de final de carrera cumplen dos funciones: delimitar el area de trabajo del
mddulo lineal y como seguridad (ejemplo: si en el programa se coloca una posicién que
sobrepasa el area de trabajo, cuando el carro llegue al final de carrera y este de sefial el
movimiento parara porque ha llegado al final de carrera). Hay una tercera funcién en la que
se pueden utilizar, que es la sefal para realizar el viaje de referencia (homing).
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c Nal Ine C NA]
Reposo Activado

Zona de seguridad
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B NA | NC Carrera util

Zona de seguridad

Figura 2-41: Final de carrera. Figura 2-42: Mddulo lineal con finales de carrera.

2.5Resumen

En éste capitulo se ha presentado el estado del arte referente a las imagenes
hiperespectrales, definiendo los conceptos basicos de esta tecnologia y revisando diversas
aplicaciones que emplean como base este tipo de imagenes. Debido a su relacién con la
tematica de este PFC, se ha prestado especial mayor atencién a aquellas aplicaciones que
usan las imagenes hiperespectrales como asistente al diagndstico en biomedicina, por la
tematica de este PFC. Ademas, se han repasado las principales caracteristicas de los
diferentes tipos de camaras hiperespectrales.

Por otra parte, se ha visto como el conocimiento actual de la tecnologia de escaneado de
preparaciones, asi como la integracion entre los diferentes componentes de un sistema de
patologia digital, es alin escaso entre los patdlogos y los informaticos de las instituciones
sanitarias. Ademas, el andlisis automatizado de imagen se enfrenta con la limitacion
técnica impuesta por la fijacion de los tejidos, las variaciones en el grosor de los cortes o
las variaciones impuestas por los métodos de tincion.

Por dltimo se ha hecho un repaso a los principales componentes que pueden formar un
sistema mecanico de posicionamiento. Esta informacién servirA de base para el
planteamiento del disefio del sistema mecanico que se necesita desarrollar para la
construccion de un sistema de adquisicion hiperespectral microscoépico.
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3 Descripcion de los sistemas de adquisicion
hiperespectral disponibles

En este capitulo se muestran las especificaciones de cada uno de los sistemas de
adquisicion disponibles, asi como su funcionalidad conjunta.

3.1 Camara VNIR: Cubert UHD-185

3.1.1 Descripcion
@.
\

T~
CUbgs

Figura 3-1: Cubert UHD-185.

La UHD-185 de la Figura 3-1 es una camara hiperespectral del tipo snapshot, cuyas
especificaciones quedan recogidas en la Tabla 3-1. Trabaja en el rango VNIR, con una
longitud de onda entre 450 y 950 nandmetros, una resolucion espectral de 8 nanémetros y
una resolucion espacial de 1000x1000 pixeles. La camara captura una imagen
monocromatica convencional con una resoluciéon de 1000x1000 y un cubo hiperespectral
de 50x50 pixeles con 125 bandas espectrales. Posteriormente, ambas imagenes se
fusionan utilizando un algoritmo de fusion de imagenes hiperespectrales [59] que genera
como resultado un cubo hiperespectral de 1000x1000 pixeles cuadrados. Cabe destacar
que en esos 1000x1000 pixeles, la informacion espectral se agrupa cada 20x20pixeles, es
decir que todos los pixeles de dicha area de 20x20 tendran la misma informacién espectral.

Tabla 3-1: Especificaciones técnicas - Cubert UHD-185.

PROPIEDADES

PROPIEDADES ESPECTRALES
Rango Espectral 450-950 nm
Intervalo de muestreo 4 nm
Resolucion Espectral 8 nm @532 nm
Canales 125
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3.1. Camara VNIR: Cubert UHD-185

PROPIEDADES DE LA CAMARA

Detector

SiCCD

Digitalizacién

12 bit

Tiempo de medida

menor a 100 ps

Interfaz

2x Gigabit Ethernet

Tasa Cubo-Hiperespectral

hasta 5 cubos/s

Resoluciéon X Cubo 1 megapixel
Rendimiento espectral 2500 espectros/cubo
Software de procesamiento incluido
Kit de desarrollo de software SDK incluido

PROPIEDADES OPTICAS

Objetivo

Seleccionable

Montaje objetivo

Tipo C-mount objective

Resoluciéon de tierra FOV

Seleccionable mm-m

PROPIEDADES FISICAS

Condiciones ambientales

seco/no condensado

Temperatura de trabajo 0-40°C
Peso 4709
Fuente de alimentacién DC 12V, 15W

La UHD-185 incorpora la cdmara espacial MXCG20 (Figura 3-2) y la camara espectral
TXG14NIR (Figura 3-3). La informacion espacial y espectral se transmite a través de dos
canales de comunicacion separados, compuestos por dos interfaces gigabit Ethernet, por
lo que se requieren dos tarjetas de red para establecer una comunicacion entre la cAmara

y el ordenador.

3.1.1.1 MXGC20

Figura 3-2: Cdmara Baumer MXGC20.

Todas las camaras Baumer Gigabit Ethernet de la familia MXG presentan las siguientes

caracteristicas:

e Interfaz compatible parametrizable (disparador y flash).
e Transmision confiable hasta 100 Mbit/s de acuerdo al estandar IEEE802.3.

e Longitud de cable de hasta 100 m.
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e PoOE (Alimentacion a través de cable Ethernet).

e Controlador Baumer para grandes volumenes de datos y baja carga de CPU.
e Operacion mutli-camara de alta velocidad.

e Compatible con Gen<|>Cam™ y GigE Vision®.

e Peso ligero.

¢ Facil montaje.

e Bajo consumo de energia y minima generacion de calor.

Las especificaciones técnicas de la camara, pueden verse en el Anexo.l.

3.1.1.2 TXG14NIR

Figura 3-3: Camara Baumer TXG14.

Todas las cdmaras Baumer Gigabit Ethernet de la familia TXG presentan las siguientes
caracteristicas.

e Sensores CCD de adquisicién progresiva de alta calidad con alta sensibilidad.
e Rango dinamico de salida de 8, 10 y 12 bits.

e Alta calidad con minimo ruido.

e Tiempos de exposicion de 4 us a 60.000 ms.

e Transmision confiable hasta 1000 Mbit/s de acuerdo al estandar IEEE802.3
e Longitud de cable de hasta 100 m.

e Controlador Baumer para grandes volumenes de datos y baja carga de CPU.
¢ Compatible con Gen<|>Cam™ y GigE Vision®.

e Disefio robusto.

e Dimensiones estandar para todos los modelos.

¢ Bajo consumo de energia y minima generacién de calor.

e Larga durabilidad.

Las especificaciones técnicas de la camara, pueden verse en el Anexo.ll, siendo su
sensibilidad espectral como se muestra en la Figura 3-4. Esta curva representa las pérdidas
que introduce el detector en funcién de la longitud de onda de la sefial luminica incidente.
Por ejemplo, para dos sefiales luminicas A1 y A2, con longitudes de onda iguales a 600 nm
y 800 nm respectivamente, y con la misma potencia de onda incidente, el sensor medira
practicamente la mima potencia que a la entrada para A1, mientras que para A2 solo medira
un 50% aproximadamente.
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Figura 3-4: Sensibilidad espectral TXG14NIR.

3.1.2 Modo de uso

Como se ha mencionado anteriormente, la interfaz con la camara consiste en dos
conectores Ethernet. En la parte inferior de la camara, como se observa en la Figura 3-5,
se encuentra el conector Ethernet correspondiente con la cAmara espectral, mientras que
en la parte superior esta el de la camara espacial. Las IP de cada una de las cAmaras son,
192.168.100.100 y 192.168.200.100 para la camara espectral y espacial respectivamente.
Las IP de los puertos del PC deben estar dentro de la misma red que la camara, por lo que
estas deberan ser 192.168.100.Xy 192.168.200.Y, siendo X e Y cualquier numero diferente
a 100. EI PC que se utilice debe tener dos tarjetas de red, o un adaptador Ethernet-USB
en su defecto para poder conectarse con la camara.

Camara espacial
RJ45 NR.2
192.168.200.100

Camara espectral

RJ45 NR.1
192.168.100.100

Alimentacion / Ext. Trigger
Figura 3-5: Conexiones cdmara Cubert UHD-185.

En cuanto al control de la camara, el fabricante no permite una comunicacion directa con
la camara, como quedd demostrado en [60]. Es decir, no es posible comunicarse con las
cadmaras independientemente usando sus SDKs originales. Para poder realizar dicha
comunicacion, el fabricante facilita una aplicacion que actia como servidor y que supone
a su vez un enlace entre la camaray la interfaz de usuario, como se observa en el diagrama
de la Figura 3-6. Esta aplicacion, llamada C-Link y que trabaja en modo consola, recibe las
peticiones del cliente y se las entrega a la camara en formato XML. Los datos devueltos
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por la cdmara, tras el procesamiento de las correspondientes peticiones, son entregados
al cliente a través del mismo C-Link. La comunicacion con el servidor debe realizarse a
través del protocolo TCP-IP en Localhost (127.0.0.1).

2% Gig-E Gig-E1

PC1

HSC ry
(o) Cliente + Servidor

Gig-E2
Figura 3-6: Esquematico de conexién camara - PC.

La camara puede ser empleada con dos tipos de lentes (Figura 3-7). Las lentes de alta
resolucion disponibles para la cAmara, estan optimizadas para el uso de sensores de 4y 8
megapixeles con micro-lentes en la superficie del sensor. El disefio éptico especial evita el
sombreado no deseado en el sensor. Estas lentes se pueden utilizar en el rango visible de
400 — 700 nm o en el rango cercano al infrarrojo de 700 — 1000 nm. Las especificaciones
de cada una de ellas se pueden observar en la Tabla 3-2. Cabe destacar la necesidad de
calibrar la camara cada vez que se cambia la lente. Para ello, el fabricante aporta un
software destinado a tal efecto. Los pasos a seguir se explican en mas detalle en el capitulo
6.

Tabla 3-2: Especificaciones técnicas de las lentes Schneider.

Especificaciones técnicas Xenoplan 2.8/50 Cinegon 1.9/10
Apertura 2.8 19
Distancia focal 50.2 mm 10.4 mm
Circulo de imagen 24 mm 16 mm
Rango espectral 400 - 1000 nm 400 - 1000 nm
Rosca Tipo-C Tipo-C
Peso 135¢ 136 g

-
8005757 0N
Ul

M
T,.l“§°‘oue'1 NooIN’

61
a | A

CY (b)
Figura 3-7: Lentes Schneider.
(a) Xenoplan 2.8/50-0902 (b) Cinegon 1.9/10-0901

39

© Del documento, de los autores. Digitalizacion realizada por ULPGC. Biblioteca universitaria, 2018



3.2. Microscopio

3.2Microscopio

Para poder reproducir las técnicas de observacién empleadas por los patélogos, sera
necesario sustituir la optica de entrada de la camara hiperespectral por una lente con
resolucién espacial microscopica.

En este caso, la Division de Tecnologia Microelectronica (TME) del Instituto Universitario
de Microelectrénica Aplicada (IUMA) ha cedido para la realizacion de este PFC el
microscopio Olympus BH2-MJL (Figura 3-8).

Figura 3-8: Olympus BH2-MJL.

3.2.1 Descripcion

Este microscopio dispone de adaptadores para permitir el acoplo de camaras, cuya rosca
cumpla con el estandar C, al trinocular del microscopio, dejando asi la posibilidad de
mantener operativo el binocular.

Las magnificaciones que es capaz de ofrecer este instrumento, estan determinadas por
sus lentes. Las caracteristicas Opticas de las lentes Neo S Plan de Olympus se pueden
observar en la Tabla 3-3.

Tabla 3-3: Caracteristicas de las lentes Neo S Plan de Olympus.

Magnificacion 5x 10x 20x 50x ‘ 100x
Distancia de trabajo (mm) 10,00 4,00 3,00 0,5 0,3
Longitud focal (mm) 35,9 18,0 9,0 3,6 1,8
Resolucion (um) 2,58/2,58 1,12/1,34 0,73/0,84 0,42/0,48 0,37/0,37
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3.2.2 Modo de uso

Tras encender el microscopio, dependiendo del método de observacion que se vaya a
utilizar, se debe seleccionar la fuente luminica correspondiente. En la Figura 3-9 se puede
observar el método de observacién por reflexion (EPI) o por absorciéon (DIA).

Figura 3-9: Método de observacion.

El tubo de observacion trinocular aumenta la eficiencia del trabajo fotografico ya que
permite el enfoque de la cAmara a través del binocular. El selector de trayectoria de luz de
tres pasos permite la fotomicrografia y la observacién al mismo tiempo.

Three-step Light Path Selection
(BH2-TR30, BH2-SWTR)

Observation =P
BH2-TR30 Photomicrography

Figura 3-10: Tubo de observacion trinocular.

La seleccion de la magnificacion se realiza de forma electronica, como se puede observar
en la Figura 3-11(a), mientras que el ajuste de la potencia luminica se controla con el
potenciometro de la Figura 3-11(b).

OLYMPUS

CY (b)
Figura 3-11: Controles del microscopio.
(a) Selector de magnificacién (b) Potenciémetro iluminacion.
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3.3. lluminacién

Para observar o capturar imagenes a través del microscopio es necesario enfocar la
muestra para su visualizacion. Para ello se debe actuar sobre los mandos circulares de la
Figura 3-12. Para posicionar la muestra se hara uso de los mandos de la Figura 3-12(b).
Enfocar consiste en encontrar la distancia a la cual la muestra puede ser observada con
nitidez. Para ello deben usarse los mandos de la Figura 3-12(a), el exterior para el ajuste
grueso vy el interior para el ajuste fino.

(b)

Figura 3-12: Mandos de enfoque microscopio.
(@) ejeZ (b)ejesXeY

3.3lluminacion

La parte luminica juega un papel muy importante en los sistemas de medida HSI, ya que
hay que decidir qué fuente se va emplear como sistema de excitacion para el sistema de
medida hiperespectral. La eleccion de dicha fuente dependera de su rango y distribucion
espectral como se puede observar en la Figura 3-13.

| The sun |
| Gas discharge lamps - xenon I
[ Deuteriom || whitelEDs | | Thermal ernitters (< 3000 K) |
|Black Iightsll Quartz halogen (~3000K) |
VNIR SWIR —=»
<« N—><«Visible—s> <«—NR—> <«— MVMVR—> <——IWR—w=

200 400 600 800 1000 1500 2500 3000 4000 5000 8000 10000 12000
Wavelength (nm)

Figura 3-13: Fuentes luminicas segun su emision espectral.

Cada fuente es capaz de radiar en un rango espectral determinado, por lo que se debe
seleccionar aquella con la que se puedan obtener medidas en las longitudes de onda
designadas.

Otro aspecto a tener en cuenta es la potencia y la uniformidad espacial de su haz.
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Daylight Incandescent Fluorescent
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Figura 3-14: Espectros de diferentes fuentes luminicas.

Como puede verse en la Figura 3-14, las fuentes de luz halégenas poseen una mejor
relacion potencia - uniformidad de su haz que el resto, y es por ello que son las mas
utilizadas para los rangos VNIR y SWIR.

El microscopio seleccionado posee dos sistemas de iluminacion, ambos basados en una
lampara halégena de 12V 50W (Figura 3-15) cuya luminancia puede ser ajustada,
permitiendo la observacion tanto por absorcion como por reflexién de la luz.

i e

Figura 3-15: Lampara halégena del microscopio.
3.4 Sistema de adquisicidon microscopico

El acople de la camara Cubert UHD-185 se realiza a través de un adaptador (MTV-3) en el
trinocular del microscopio, como se puede observar en la Figura 3-16.

Para calcular el campo de vision teérico (FOV, Fild Of View) que tendra la camara
hiperespectral, serd necesario tener en cuenta todos los elementos épticos que hay entre
la camara y la muestra. En este caso, ademas de la magnificacion que se esté usando en
cada momento, habra que tener en cuenta dos accesorios: el NFK 3.3 LD y el MTV-3,
mostrados en la Figura 3-17. El primero realiza una compensacion de la distancia (3.3x)
para cualquier adaptador de camaras, mientras que el segundo es un adaptador para
camaras siguiendo el estandar de rosca del tipo C.
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3.4. Sistema de adquisicion microscopico

Figura 3-16: Camara hiperespectral + microscopio. Figura 3-17: Adaptadores, MTV-3 y NFK 3.3 LD.

Algunos investigadores quieren que el campo de vision capturado coincida con el campo
visual visto en los oculares mientras que a otros no les importa una imagen de captura
menor. Hay configuraciones especiales de objetivo/ocular en los microscopios trinoculares
para capturar una configuracion 1:1, pero generalmente el campo capturado es menor que
lo que se ve visualmente a través de los oculares.

La imagen que se ve a través del ocular es circular, pero la camara sélo puede capturar
una imagen cuadrada. Idealmente, las esquinas del cuadrado (limites de la imagen de la
camara) solo tocaran el borde del circulo. Para ello, el tamafio del sensor debe coincidir
con la magnificacion del adaptador lo mas posible. De esta manera se maximiza el érea a
capturar. Por ejemplo, con un sensor de imagen de %2", se debe utilizar un adaptador de
0,5x, y con un sensor de ¥4", se debe utilizar un adaptador de 0,25x.

Debido a que el campo de visién del ocular es un circulo, una cadmara con una relacién de
aspecto 4:3 capturara mas de la imagen que una cdmara con una relaciéon de aspecto de
16:9. Si el area de captura de la camara se extiende fuera del circulo de vision del ocular,
las esquinas se ennegreceran. Estos casos pueden observarse en la Figura 3-18.

4:3 Aspect ratio 16:9 Aspect ratio Vignetting

Figura 3-18: Campo de visién del ocular de un microscopio frente a la relacién de aspecto de una camara.

Teniendo en cuenta que el adaptador MTV-3 introduce una reduccion de 0.3x, se obtendra
una magnificacion total, que dependera de la magnificacion de lente éptica del microscopio
que se use en cada momento (Miente), de:

M7 = Mypk * Myry * Miente —> My = 3.3 ¥ 0.3 * Mignee (Eq. 3-1)

My = 0.99 * Mygpee (Eq. 3-2)
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El campo de vision horizontal (Figura 3-19) se puede estimar como:

Dimensién horizontal del sensor
FOV = (Eq. 3-3)

—

Figura 3-19: Field Of View, FOV.

La camara posee un sensor de 2/3” (11 mm de diagonal), equivalente a un area de
escaneado es de 8.8 mm x 6.6 mm, con una relacién de aspecto de 4:3.

FOV = 8.8 mm €. 3-4)
= 0.99 % My &

De esta manera se puede completar la Tabla 3-4 con los campos de vision horizontal y
vertical teérico para cada magnificacion.

Tabla 3-4: FOV tedrico para cada magnificacion.

I FOV (mm)
Magnificacion . .
Horizontal Vertical

5x 1.778 1.333
10x 0.889 0.666
20x 0.444 0.333
50x 0.178 0.133
100x 0.089 0.067

Las medidas se comprobaran una vez montado el sistema final, haciendo uso de una regla
micrométrica y verificando empiricamente con el mecanismo de movimiento 2D.

3.5Resumen

En este capitulo se han presentado los dispositivos de adquisicion disponibles en este PFC
para la captura de imagenes hiperespectrales. Se han estudiado sus especificaciones y
limitaciones con el fin de aprovechar al maximo sus posibilidades. La camara que se
empleara en este PFC es la Cubert UHD-185, una cdmara snapshot que trabaja en el rango
VNIR (desde 450 nm hasta 950 nm) con una resolucion espacial de 50x50 pixeles y una
resolucion espectral de 4 nm.
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3.5. Resumen

Finalmente, para la captura de imagenes hiperespectrales a escala microscopica, se ha
adaptado la camara hiperespectral al microscopio Olympus BH2-MJL. De este microscopio
se ha estudiado su modo de uso, asi como las limitaciones de FOV (Field Of View) que
impone cuando se le conecta una camara. Ademas este microscopio permite la captura de
imagenes con distintos aumentos (5x, 10x, 20x, etc.) e incorpora una luz halégena, que
emite radiacion electromagnética en todo el rango espectral de trabajo de la camara que
se va a emplear
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4 Diseno y desarrollo del sistema mecanico
para asistencia a la adquisicion de
imagenes hiperespectrales

En este capitulo se explica el disefio de la estructura del sistema mecéanico y el de las
piezas que lo forman, asi como su fabricacion y ensamblado, queda reflejado en este
capitulo.

4.1 Definicidn de las especificaciones del sistema mecanico

El microscopio es un dispositivo que permite, de manera manual, un movimiento espacial
controlado de la muestra en observacién (Figura 4-1(a)). Este movimiento tiene su interés,
para el contexto de este PFC, en dos circunstancias especificas. Por una parte, la
observacién con gran detalle de zonas parciales en un area concreta de la muestra a
estudiar, y por otro lado, la observacion de distintas areas de interés en la muestra.

El sistema a desarrollar, pretende sustituir este movimiento por uno automatico y
controlado a partir de unas especificaciones introducidas por el usuario. Se parte de la
necesidad de un sistema que sea capaz de moverse en los ejes X e Y de coordenadas, de
manera que se puedan realizar distintas exploraciones sobre la superficie de la muestra.
Teniendo en cuenta los distintos objetivos 6pticos que presenta el microscopio, este
movimiento debe ser controlado por un factor determinado por el FOV. Considerando el
objetivo de mayor magnificacion, el sistema debe presentar una resolucion micrométrica.
Ademads, el sistema debe poder acoplarse y desacoplarse con facilidad al microscopio y
ser adaptable, en la medida de la posible, a otros microscopios.

Como se puede observar en la Figura 4-1(b), la base es la unién de dos piezas y tiene una
profundidad de 1 cm, lo que es una parte restrictiva del disefio. La distancia desde el fondo
de ésta, hasta el objetivo mas restrictivo (x100 por ser el mas largo) es de 2,8 cm. De esta
manera, se tendra que disefiar un sistema que entre dentro de esas medidas sin
obstaculizar los objetivos del microscopio.

(a) (b)
Figura 4-1: Materiales base para la realizacién del sistema mecénico.
(a) Muestras histoldgicas (b) Base del microscopio
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4.2. Disefo del sistema mecéanico

4.2 Disefio del sistema mecanico

El control numérico computarizado (CNC) tuvo su origen a principio de los afios 50 en el
Instituto Tecnologico de Massachusetts (MIT), en donde se automatizé por primera vez una
gran fresadora. El término "Control Numérico" se debe a que las 6rdenes dadas a la
maquina son indicadas mediante c6digos numéricos.

En una maquina CNC, a diferencia de una maquina convencional o manual, una
computadora controla la posicién y velocidad de los motores que accionan los ejes de la
maquina. Gracias a esto puede hacer movimientos que no se pueden lograr manualmente
como circulos, lineas diagonales y figuras complejas tridimensionales.

Un ordenador controla el movimiento de la mesa de trabajo, el carro y el husillo. Una vez
programada la méquina esta ejecuta todas las operaciones por si sola, sin necesidad de

que el operador esté manejandola.

4.2.1 Tipos de sistemas mecanicos

Partiendo de las especificaciones solicitadas, existen diferentes tipos de sistemas
mecanicos que cumplen con dichas necesidades. A continuacion, se detallan brevemente
las principales caracteristicas de cada uno de ellos.

4.2.1.1 Sistemas de correas con poleas

A continuaciéon, se muestran diferentes sistemas mecanicos de movimiento en dos
dimensiones realizados con correas dentadas y poleas.

421.1.1. Sistema cartesiano:

Este sistema usa una correa para cada eje unida a un motor, como se puede ver en la
Figura 4-2. El motor del eje X se encuentra unido a la correa del motor del eje Y. Esto
reduce la velocidad y aceleracion del sistema, ya que el peso del motor afecta al
movimiento. Ademas, solo existe un punto de traccién, tanto para el carro como para el
portaobjetos, por lo que la estructura puede desequilibrarse.

P

Figura 4-2: Sistema cartesiano.
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42.1.1.2. Sistema cartesiano modificado:

Afadiendo un punto de traccidn en el lado opuesto, se logra evitar que el carro pueda
desequilibrarse con el movimiento en el eje Y, pero sigue existiendo el problema con el
portaobjetos en el eje X, como se refleja en la Figura 4-3.

s&] &

Figura 4-3: Disefio cartesiano modificado.

42.1.1.3. H-BOT:

Este tipo de sistema consta de dos motores unidos a una sola correa de longitud fija. Los
movimientos X e Y son basicamente una suma de vectores de 45 grados. La direcciony la
velocidad de rotacién de los motores establece la direccion a lo largo del eje X e Y. Este
sistema mejora la velocidad del carro y del portaobjetos gracias a que los motores estan
en la parte fija de la estructura y por ello no hay que moverlos. Por lo general, los motores
son las piezas mas pesadas y por tanto las que tienen mayor inercia. Si la inercia se reduce,
se puede conseguir una mayor aceleracion y alcanzar la velocidad maxima en menos
tiempo y espacio. Como se aprecia en la Figura 4-4, las flechas de vector de fuerza
muestran un defecto importante con el sistema de H-BOT. Cuando los motores giran en el
mismo sentido, la estructura tiende a desestabilizarse debido a que las fuerzas no estan
compensadas. Para solventarlo se debe usar una base lo suficientemente robusta para
que dichas fuerzas no afecten al sistema.

©
Figura 4-4: Disefio H-BOT.

4.2.1.1.4. Core XY:

Los movimientos de este sistema, al igual que H-BOT, son basicamente una suma de
vectores de 45 grados que permite mover una plataforma en los ejes X e Y. Se diferencia
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4.2. Disefo del sistema mecéanico

con el H-BOT en que utiliza dos correas en vez de una. Gracias a ello, y como se puede
ver en la Figura 4-5, se consigue compensar las fuerzas que se generan con el movimiento.

Figura 4-5: Disefio core XY.

4.2.1.1.5. Célculo de la resolucién del movimiento con poleas

Para realizar el calculo se ha optado por un disefio core XY, con unas poleas que siguen
el estandar GT2 (paso de 2 mm). Al ser todas las poleas iguales, la rotacién del motor se
transmite directamente a la correa abierta y al movimiento del carro. Por tanto, el
desplazamiento lineal dependera del nimero de dientes de la polea y el paso de la correa:

Desplazamiento lineal por vuelta = n? de dientes por paso
(Eq. 4-1)
Desplazamiento lineal por vuelta = 20x2 mm = 40 mm

Como los drivers del motor son capaces de dividir los pasos en funcion de su configuracién,
se obtiene el desplazamiento por micropaso (Resolucion):

Desplazamiento lineal por vuelta Angulo por paso (Eq. 4-2)
3602 x microstepping

Resolucion =

Al emplear un driver con un micropaso maximo de 1/32:

) ., 40mm 1.82
Desplazamiento por uPaso (Resolucion) = Se0e Y37 = 6.25 um
El nimero de pasos por mm para los ejes X e Y es:
1
n? de pasos por mm = (Eg. 4-3)

Desplazamiento por uPaso

n2 de pasos por mm = = 160 uPasos/mm para un uPaso maximo de 1/32

6.25 um
421.2 Sistema con varilla roscada

Los sistemas de varilla roscada utilizan un sistema cartesiano clasico. Se basan en una
guia acoplada sobre otra guia, como se puede observar en la Figura 4-6.
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42.1.2.1. Célculo de la resolucion del movimiento con varilla roscada

Figura 4-6: Disefio varilla roscada XY.

El movimiento en el eje Z se transmite directamente desde el motor al husillo, o varilla
roscada, a través de un acoplador metalico flexible. En este caso, el movimiento dependera
del paso de la rosca de la varilla roscada. Para los calculos se ha usado las
especificaciones de una varilla roscada de métrica M5, cuyo desplazamiento lineal por cada
vuelta del motor es de 0.8 mm.

» Desplazamiento lineal por vuelta Angulo por paso
Resolucion = X — - (Eq. 4-4)
3609 microstepping

Al emplear un driver con un micropaso maximo de 1/32:

. ., 0.8mm 1.82
Desplazamiento por uPaso (Resolucion) = Wx 37 = 125 nm
El nimero de pasos por milimetro para los ejes X e Y es:
1
n2de pasos por mm = (Eq. 4-5)

Desplazamiento por uPaso

n® de pasos por mm = = 8000 uPasos/mm para un uPaso maximo de 1/32

1
125 nm
4.2.2 Componentes

4221 Controlador

El controlador es un conjunto de dispositivos electrénicos que recibe las 6rdenes de
movimiento del ordenador y maneja en consecuencia los motores, como se muestra en la
Figura 4-7. Asi mismo, recibe informacion de finales de carrera, pulsadores de emergencia
0 sensores que transmiten de vuelta. Su eleccion es clave para el éptimo funcionamiento
del sistema mecanico. Existen controladoras que incorporan "todo en uno" o bien cada
elemento de forma modular, lo que permite mayor flexibilidad.
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Step/Dir| Motor Driver | —— @
stop/Dic | Motor Driver ; @
%/ _USB ‘éﬁfnﬂi‘f R . —
\ 52;&. Motor Driver E @
stoproic | Motor Driver | —— @

Figura 4-7: Controlador CNC.

Existen mudltiples opciones a la hora de elegir un controlador para implementar una
maquina CNC. A continuacion, se muestran algunas de las placas mas utilizadas y que
entran dentro de los requisitos minimos para este PFC.

e CNC USB controller Mk3/4 (4 axis)

Controlador de 4 ejes para motores paso a paso (Figura 4-8) con conexion USB, 3 salidas
digitales, 3 salidas PWM con frecuencia seleccionable (10 Hz a 500 kHz), 3 salidas para
servo motores RC, 4 entradas digitales en placa, filtradas y protegidas y tarjeta SD para
usar GCode . Este controlador requiere de una licencia para su uso .

Figura 4-8: Controlador Mk3/4.
e TinyG CNC Controller Board v8

Microcontrolador Atmel ATxmegal92 (Figura 4-9) con 4 drivers DRV8818 integrados en la
placa. Acepta GCode por USB.

Figura 4-9: Controlador TinyG v8.
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e Arduino

La familia Arduino tiene las placas mas usadas y con un soporte muy bueno por parte de
la comunidad, que ayuda a sacarle el maximo rendimiento posible. Entre todos los modelos
disponibles, el One (Figura 4-10) y el Mega (Figura 4-11) son los mas apropiados para el
propésito de este PFC. A continuacion se resumen las principales caracteristicas de ambos
modelos en la Tabla 4-1.

Figura 4-10: Arduino One Figura 4-11: Arduino Mega.

Tabla 4-1: Caracteristicas de la familia Arduino.

Arduino
Microcontrolador ATmega328P ATmegal280
Tension de funcionamiento 5V 5V
e
Tensi(?éi;ame:)trada 6-20 V 6-20 V
Pines digitales 1/0 14 54
Pines digitales 1/0 PWM 6 -
Pines analégicos de entrada 6 16
Corriente DC por pin I/O 20 mA 40 mA
Corriente DC por pin 3.3V 50 mA 50 mA
Memoria Flash 32 KB, de los cuales 0.5 KB 128 KB, de los cuales 4 KB
son para el arranque son para el arranque
SRAM 2 KB 8 KB
EEPROM 1 KB 4 KB
Velocidad del reloj 16 MHz 16 MHz

4.2.2.2 Shield

© Del documento, de los autores. Digitalizacion realizada por ULPGC. Biblioteca universitaria, 2018

Para las placas de Arduino, es necesario calcular el nimero de pines que se van a usar
para poder elegir entre los diferentes modelos de los que disponen. Una solucion es utilizar
una Shield, como las mostradas en la Figura 4-12 y en la Figura 4-13, que son placas de
circuitos modulares que se montan unas encima de otras para dar funcionalidad extra a un
Arduino.
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Figura 4-12: CNC Shield v3. Figura 4-13: Shield RAMPS 1.4.

4.2.2.3 Drivers

La palabra Driver puede tener muchos significados (en software, la palabra driver se asocia
a un "controlador de dispositivos"). En este PFC se limita la definicion a cualquier equipo
electrénico inteligente que proporcione un control ajustable de la velocidad para un motor.

Los drivers actian como una valvula que controla la corriente de los motores. Cuando el
controlador manda la sefal, el driver permite pasar la corriente desde la fuente de
alimentacion a la bobina del motor. Por este motivo, se puede alimentar un Arduino con un
conector USB de 5 V, pero se necesita ademas una fuente de alimentacion de 12 V para
los motores.

El driver, para un motor paso a paso, corresponde a un circuito electrénico, el cual tiene la
caracteristica de conmutar cada una de las bobinas del motor y a su vez, generar la
secuencia en que debe alimentarse cada bobina para generar un paso. Junto con ello,
permite invertir el giro del motor invirtiendo la secuencia en que las bobinas son
conmutadas.

Un paso completo se divide en un namero fijo de micro pasos. El driver va ajustando la
cantidad de corriente que circula por la bobina, haciendo que el motor vaya
avanzando micropasos, hasta terminar el paso completo. A mayor himero de micropasos,
la sefial de salida se asemeja a una onda sinusoidal dentro de ese paso, consiguiendo asi
que el movimiento sea fluido y suave. En la Figura 4-14 se puede ver cdmo cambia la salida
al seleccionar diferentes configuraciones de micropasos.

Full Step Operation Half Step Operation 8 Microstep/Step Operation
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Figura 4-14: Intensidad de corriente por micropaso.
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Existen diferentes tipos de drivers, de los cuales se consideran para el desarrollo de este
PFC dos modelos compatibles con una placa tipo Shield y que se muestran en la Figura
4-15: Pololu A4988 y Pololu DRV8825.

—| logic power supply
(2.5-5.25 V)

VDD
—l \ microcontroller

logic power supply b——{GND
(3-5.5V)

vDD

microcontroller

GND

Figura 4-15: Driver A4988 y DRV8825.

Hay que tener claro el consumo de los motores para decidir qué driver se va a utilizar. Los
fabricantes suelen indicar 2 valores, por un lado, la corriente que soportan de forma normal
y sostenida, y por otro lado la corriente de pico, que es el maximo de corriente que soportan
en un instante determinado antes de cortar.

El DRV8825 puede manejar 1.5 A sin necesidad de un disipador adicional, mientras que el
A4988 solo llega a los 1.2 A. Los periodos de las sefiales son ligeramente distintos. Los
DRV8825 necesitan un tiempo minimo de pulso de 1.9 us y el A4988 de 1 us. Esto puede
afectar a la velocidad maxima a la que puedes mover el driver, ya que se debe esperar a
que el driver detecte el pulso el doble de tiempo.

4.2.2.4 Motores

Como se ha comentado previamente en el capitulo 2, los motores mas adecuados para el
disefio que aqui se plantea son los motores paso a paso, por su precision, control de la
posicion, control de la velocidad y la posibilidad de mantenerlos fijos en una posicién.

4225 Acopladores, rodamientos y varillas

Una serie de pequefios componentes son necesarios a la hora de integrar el sistema final.
Los acopladores flexibles de la Figura 4-16(a) sirven para unir los motores con las varillas
roscadas y evitar las desviaciones y movimientos que puede generar la curvatura de las
varillas.

@) (b)
Figura 4-16: Componentes del sistema mecanico.
(a) Acoplador flexible (b) Rodamiento lineal
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4.2. Disefo del sistema mecéanico

Por su parte, los rodamientos lineales de la Figura 4-16(b) hacen deslizar las partes moviles
del sistema a traves de las varillas lisas.

En cuanto a las varillas, existen diferentes tipos de roscas (métrica, Whitworth, gas,
americana unificada, conica, etc.), donde las mas comunes son el tipo métrica y Whitworth.
En la Tabla 4-2 y en la Tabla 4-3 se pueden observar las caracteristicas de cada una de
ellas. Se debe tener en cuenta, tanto el diametro de la varilla, que aportara grosor al sistema
final, como el paso de la rosca, que determinara el minimo avance por paso que se pueda
lograr.

Tabla 4-2: Caracteristicas principales de la gama de rosca métrica.

Medida nominal y

Medida nominal y

@ broca agujero @ broca agujero

paso normal paso fino
M2 x 0,40 1,60
M2,5 x 0,50 2,00
M3 x 0,50 2,50 M3 x 0,25 2,75
M4 x 0,70 3,30 M4 x 0,35 3,65
M5 x 0,80 4,20 M5 x 0,50 4,50
M6 x 1,00 5,00 M6 x 0,50 5,50
M7 x 1,00 6,00 M7 x 0,75 6,25
M8 x 1,25 6,75 M8 x 0,75 7,20
M8 x 1,00 7,00
M9 x 1,25 7,75 M9 x 1,00 8,00
M10 x 1,50 8,50 M10 x 0,75 9,25

Tabla 4-3: Caracteristicas principales de la rosca Whitworth.

Denominacién Paso Med_ida %) br_oca Denominacién Pgso Med_ida @ br.oca
normal nominal agujero fino nominal agujero

W 1/16 60 1.5888 1.15
W 3/32 48 2.381 1.8
W 1/8 40 3.175 2.55
W 5/32 32 3.969 3.1
W 3/16 24 4.763 3.6 W 3/16 32 4.762 4
W 7/32 24 5.556 4.4
W 1/4 20 6.35 51 W 1/4 26 6.35 5.2
W 5/16 18 7.938 6.5 W 5/16 22 7.938 6.6
W 3/8 16 9.525 7.9 W 3/8 20 9.525 8.1
W 7/16 14 11.112 9.25 W 7/16 18 11.113 9.5
W 1/2 12 12.7 10.5

Paso = hilos/pulgadas
Una pulgada = 25.4 mm

56

© Del documento, de los autores. Digitalizacion realizada por ULPGC. Biblioteca universitaria, 2018



Capitulo 4:
Disefio y desarrollo del sistema mecénico para asistencia a la adquisicion de imagenes hiperespectrales

4.2.3 Sistema Final

Tras considerar las diferentes opciones disponibles y las limitaciones presentes, se ha
optado por realizar un sistema basado en varilla roscada como el mostrado en la Figura
4-6. Esto se debe a que es el que mayor resolucion aporta. Si bien es posible que no sea
necesario usar la maxima resolucién para este PFC, si que puede ser utilizado en futuras
aplicaciones que asi lo requieran. Para minimizar el tamafio y maximizar la precisiéon se ha
optado por unas varillas roscadas de métrica M5, ya que poseen un menor paso en
comparacion con la rosca Whitworth.

A continuacién, se describe la metodologia seguida para este disefio. Inicialmente se
disefiaron todas las piezas, como se vera en el apartado 4.3, siguiendo el esquema de la
Figura 4-6, pero hubo que redisefiarlo ya que se comprob6 experimentalmente que el
movimiento del eje Y no era fluido. Al existir un Unico punto de traccién en el lado izquierdo,
el lado derecho no respondia de forma simétrica debido a que no se generaba el suficiente
momento. Para solucionarlo se afiadié un tercer motor a modo de espejo, como se puede
ver en Figura 4-17.

[ ] ]

motor 2,

motor 1 motor 3

Figura 4-17: Disefio final del sistema mecéanico propuesto.

El hardware seleccionado para este sistema, recogido en la Figura 4-18, se compone de:
un Arduino One, una placa CNC Shield v3, tres drivers DRV8825, tres motores NEMA17 y
dos finales de carrera.

Para el primer disefio se seleccionaron dos motores Nemal7 17HS2408. Estos motores,
como se puede ver en el Anexo.lV, son motores de 200 pasos (1.8°) y 0,6 A de corriente
nominal. Para el segundo disefio, se escogid un tercer motor Nemal7 17HS4401, también
de 200 pasos, pero de 1,7 A de corriente nominal. Se trata de un motor con mayor torque
que los anteriores y se eligié con vistas a hacer el sistema flexible frente a futuras
modificaciones.
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(a) (b)
Figura 4-18: Hardware del sistema.
(a) Mototes conectados (b) Shield y drivers sobre placa Arduino

Se ha optado por las placas Arduino ya que es una plataforma de hardware libre, con una
gran comunidad de desarrolladores y con un precio mucho mas asequible que el resto de
alternativas. El Arduino One ofrece las prestaciones necesarias para poder realizar el
disefio del sistema propuesto.

La placa CNC Shield v3 se monta sobre el Arduino One, como se aprecia en la Figura
4-18(b). En el esquema de la Figura 4-19, se puede ver la posicion de los driver, la conexion
de los motores y los finales de carrera, asi como la configuracion del cuarto motor (A).

S 0000 00000000] = Driver
o Z 2 .
o0 8 8“‘0—9" 8 R‘xg g‘m 2 Micropasos
(= - T [SEA
VL ] ] P o ollg] slolokd ™ Motor
X.ETEP/CIR| O O ol [o . .,
v.sTEP/DIR| |0 sw3| L1 [rsT ConflguraC|0n 40
' o - Ol [ 2] motor
ZETEP/CIR| o o Mo ML M2 ol lo a -
ASTERDRIQIONC o [O[e o] ofY =l5l| @  Finales de carrera
1 (] (] (] [ s U [ ] Imentacion
Yiolololo {NFOFROTONEER.COM
Tlolololal [0FeEd o oI ad o C]
— + e
2lalolololy & O @ O s
AsTP=  ~aDIR|" ol O] [© O
® O ® O Q
O O ® s O
O vomim2 O O o MiMz O o
o [E[e0] ofZT |o [E]eo] of A L
o [Blo ol o o [Olo o] or— E=sterlc O

O eNe sme 000000 000000 (7

Figura 4-19: Esquema de la placa CNC Shield v3.

Usando dos jumpers se puede configurar el cuarto motor, de forma que clone alguno de
los ejes X, Y o Z. También puede usarse de forma individual, utilizando el pin 12 como
sefal escalonada y el pin 13 como sefial de direccion. Para el disefio de este PFC, se ha
clonado el eje Y.

La configuracion de los micropasos dependera del driver que se utilice. A continuacion, en
la Tabla 4-4 y en la Tabla 4-5, se puede ver las diferentes configuraciones posibles para
cada uno de los drivers.
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Tabla 4-4: Configuracion para Pololu A4988.

MO M1 M2 Resolucién de micropaso
0 0 0 Paso completo (Full step)
1 0 0 ¥ paso
0 1 0 Y4 paso
1 1 0 1/8 paso
1 1 1 1/16 paso

0 =Libre, 1 = Con Jumper
Tabla 4-5: Configuracion para Pololu DRV8825.

MO M1 M2 Resoluciéon de micropaso

0 0 0 Paso completo (Full step)

1 0 0 Y2 paso

0 1 0 Y4 paso

1 1 0 1/8 paso

0 0 1 1/16 paso

1 0 1 1/32 paso

0 1 1 1/32 paso

1 1 1 1/32 paso

0 =Libre, 1 = Con Jumper
Para este sistema, se ha seleccionado el driver DRV8825 con una configuracion 1/32 paso.
De esta manera se consigue la maxima resolucion y fluidez, a costa de perder velocidad y
torque. A priori, no se necesita mover un cuerpo muy pesado ni tampoco una gran
velocidad, por lo que se puede optar por esta configuracion.

El driver DRV8825 es capaz de soportar hasta 1.5 A, lo que permite montar motores mas
potentes en caso de necesitarlos. El tiempo de reloj es mayor que el del A4988, pero la
diferencia de velocidad que aporta al sistema no es apreciable.

Es necesario calibrar los drivers para limitar la corriente que puede llegar a los motores.
Dicha calibracién debera cumplir que:

Minima corriente que necesita el . Maxima corriente que
. . Valor al que se calibra
motor para ejercer suficiente fuerza < . . puede entregar el
. la corriente del driver .
para el sistema driver

El fabricante indica que hay dos maneras de limitar la corriente entregada por el driver.

La primera consiste en colocar el driver en paso completo (full-step), activar el motor
y medir la corriente que circula por una de sus bobinas. Esta no debe exceder el
70% de la corriente nominal.
La segunda consiste en medir el voltaje de referencia en el pin REF con respecto
a GND (Figura 4-20), aplicando la siguiente ecuacion:

VREF
5 % RgpnsE (Eg. 4-6)
Siendo Rsgysp = 0.1 0.

Limite de corriente =
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Potenciémetro

pin REF

Figura 4-20: DRV8825 pin REF.

El limite elegido es del 60% referente a su corriente nominal. En este caso, para el motor
17HS4401, con una corriente nominal de 1,7 A, se calibrara a 1 A y para los motores
17HS2408, con una corriente nominal de 0,6 A, a 0,4 A; con lo que se obtiene una Vger de
aproximadamente 500 mV y 200 mV respectivamente. En la Figura 4-21 se muestra como,
debido a la sensibilidad del potenciémetro, se ha intentado aproximar lo mas posible a los
valores calculados.

Figura 4-21: Ajuste del limite de corriente de los drivers DRV8825.

Para realizar todas las medidas, la placa debe estar alimentada tanto por 12V como por los
5V del USB.

4.3Disefo de las piezas

Los modelos 3D son componentes cruciales de la produccion digital y son usados
en variadas industrias tales como laimpresion 3D, la cinematogréfica, la de los
videojuegos, arquitectura o disefio de interiores.

La eleccion del software adecuado es importante. Existe una gran variedad de aplicaciones
con una amplia gama de funciones disponibles. En la Tabla 4-6, se muestran algunas de
las aplicaciones CAD (disefio asistido por computadora) mas conocidas, para modelado
mecénico en 3D.
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Tabla 4-6: Software de modelado 3D.

Nombre Usuario os Precio Formatos
123D Design " /ncipiant - Windows, Mac Gratis 123x, step, stl, x3d, vrml
e e ioSs
Windows, Mac,
3D Slash Principiant Linux, _ Gratis, 24_r €/afio 3dslash, obj, sl
e Raspberry Pio Premium
Navegador
Phog)éhop Prlnc(leplant Windows y Mac 142 €/afio 3ds, dae, kmz, obj, psd, stl, u3d
SculptGL P“ncéplam Navegador Gratis obj, ply, sgl, stl
FreeCAD Intermedio Wlndows, Mac Gratis step, .|ges, obj, stl, dxf, svg, dae,
y Linux ifc, off, nastran, Fcstd
. Windows, Mac .
OpenSCAD  Intermedio ) Gratis dxf, off, st
y Linux
Sculptris Intermedio  Windows y Mac Gratis obj, goz
SketchUp Intermedio  Windows y Mac  Gratis, 657 € Pro dwg, dxf, Sdi,r:;es,tldem, def, ifc,
AutoCAD Profesional ~ Windows y Mac 1400 €/afio dwg, dxf, pdf
Blender Profesional Wlndows, Mac Gratis 3ds, dae, fbx, dxf, obj, x, lwo, svg,
y Linux ply, stl, vrml, viml97, x3d
3dm, 3ds, cd, dae, dgn, dwg, emf,
495 € fbx, of, gdf, gts, igs, kmz, lwo, rws,
Rhino3D Profesional Windows y Mac Educacional, obj, off, ply, pm, sat, scn, skp, slc,
1695 € Comercial sldprt, stp, stl, x3dv, xaml, vda,
vrml, x_t, X, xgl, zpr
400 €
ZBrush Profesional  Windows y Mac Educacional, dxf, goz, ma, obj, stl, vrml, x3d
720 € Licencia
7.180 €; Dispone .
CATIA Industrial windows de licencias 3dxml, Catpar\t;r:?"& pdf, stp, stl,
educacionales
499.80 €/afio,
Fusion 360 Industrial Windows y Mac Dl.sponfe de catpart, dwg, dxf, £3d, igs, obj, pdf,
licencias sat, sldprt, stp
educacionales
Inventor Industrial Windows y Mac 2,060 €/afio 3dm, igs, ipt, nx, obj, prt, vt, sidprt,
stl, stp, x_b, xgl
9.950 €, Dispone 3dxml, 3dm, 3ds, 3mf, amf, dwg,
Solidworks Industrial Windows de licencias dxf, idf, ifc, obj, pdf, sldprt, stp, stl,
educacionales vrml

El software seleccionado para la realizacién de las piezas del sistema mecéanico ha sido
SolidWorks, con una licencia para estudiantes, gracias a sus mdltiples funcionalidades y
facil manejo.

Inicialmente se ha partido de la reproduccién 3D de la base del microscopio, mostrada en
la Figura 4-22, donde el sistema a disefiar ha de integrarse. Para ello se tomaron medidas
y varias imagenes a fin de tenerlas de referencia a la hora de disefiar.
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Figura 4-22: Base microscopio.

Durante el disefio de las piezas hay que tener en cuenta que estas van a ser impresas en
una impresora 3D, y es por ello que no se puede crear una pieza de forma totalmente libre;
es necesario tener en cuenta una serie de recomendaciones para que la impresion no falle.

Partiendo de la base de que las impresiones son realizadas capa a capa, es
ideal que el objeto tenga una base plana sobre la que se asiente todo y esta
sea la primera parte en imprimir. De esta manera se evita tener que utilizar
materiales de soporte que encarecen la impresion, y que posteriormente
seran desechados. Por ejemplo, para el disefio de una botella, sera mejor
empezar por su base que imprimirla tumbada, dado que para que la
deposicion de las capas fuese correcta seria necesario incorporar materiales
de soporte.

Los objetos pueden tener partes como voladizos o por su forma
natural incorporar partes que queden en el aire, como los brazos de un
mufieco. Como recomendacion, siempre que el angulo que exista no sea
superior a los 45° aproximadamente, no habrd ninguna complicacion
afiadida, sin embargo, si se supera este umbral, como se muestra en la
Figura 4-23, sera necesario afiadir soportes para la impresion, ya que de lo
contrario, el material que se aflada no tendra ningun apoyo y caera por su
propio peso.

Figura 4-23: Disefio de voladizos.
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A medida que se van creando y uniendo piezas, ha sido necesario redisefiar piezas
anteriores para que el disefio cumpla con las especificaciones requeridas. En la Figura
4-24 se muestra el disefio final, con el fin de ver la posicion de las piezas y asi poder
mejorar la comprensién de cada una de ellas en su explicacién por separado.

(7)

Figura 4-24: Disefio final del sistema mecénico.

En la Tabla 4-7 se pueden ver todas las piezas disefiadas, tanto su version inicial como la
final. Se han coloreado de rojo las piezas disefiadas para el eje de las Y, en verde las del
eje de las X y en amarillo el portaobjetos.

Las medidas detalladas de cada una de las piezas se pueden consultar en el Anexo.V.

Tabla 4-7: Disefio inicial y final de las piezas del sistema.

Pieza Version inicial Version Final
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Pieza 1: es el soporte del motor del eje X. En sus laterales, se ha disefiado unos soportes
para dos varillas lisas lo suficientemente largos para generar el momento adecuado. En un
principio se disefiaron muy cortos y al realizar movimientos con el motor, no se generaba
suficiente momento para mover de forma perpendicular el resto de piezas ancladas a las
varillas. La pieza lleva a su vez varios rodamientos lineales y una tuerca para la varilla
roscada.

Pieza 2: da soporte lateral al eje X. Se ha tenido la consideracion de crear los soportes
para las varillas lisas a semejanza de la pieza 1. Esta pieza, ademas de los rodamientos
lisos y de un hueco para la varilla roscada, lleva atornillados los dos finales de carrera, por
lo que se le han preparado unos huecos de métrica M2 para ello.

Pieza 3: fija una de las varillas lisas del eje Y y se atornilla a la base del microscopio por la
parte superior.

Pieza 4: al igual que la pieza 3, fija la misma varilla del eje Y y se atornilla a la base del
microscopio, pero tras redisefiar el sistema con un tercer motor, esta pieza sufrié una
modificacion. Ahora soporta una segunda varilla para el eje Y y hace de tope para uno de
los finales de carrera.
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Pieza 5: soporte del motor izquierdo del eje Y. Fija dos varillas lisas del eje Y y se atornilla
a la base del microscopio por la parte inferior.

Pieza 6: da soporte en el eje Y a las varillas lisas conectadas con la pieza 5. Se atornilla a
la base del microscopio por la parte inferior.

Pieza 7: soporte del motor derecho del eje Y. Fija una varilla lisa para el eje Y y se atornilla
a la base del microscopio por la parte inferior.

Pieza 8: soporte para el portaobjetos. Inicialmente, el disefio buscaba minimizar el tamafio
de la pieza para maximizar el movimiento dentro de la base del microscopio, pero la primera
version desarrollada no reflejaba correctamente los movimientos transmitidos por los
motores. Para solucionarlo, se introdujo en el disefio un soporte para una segunda varilla
lisa y se elimind una de las tuercas que transmitian el movimiento. Ademas, se modificé el
sistema de pinza afiadiendo un segundo tornillo.

Pieza 9: pinza para sostener las muestras en el soporte. Con el disefio final, al afiadirle un
segundo tornillo se puede pulsar en el borde de la pinza para que esta se eleve y se pueda
introducir el portaobjetos en el soporte. También se ha hecho mas gruesa para darle mas
firmeza.

Ademas de las piezas mostradas anteriormente, otras muchas han sido disefadas y
descargadas de repositorios [61-63], a fin de tener un disefio lo mas completo posible.
Dichas piezas se muestran en la Tabla 4-8.

Tabla 4-8: Piezas adicionales del sistema mecanico.

Piezas

Muelle para el soporte de la pinza del

portaobjetos. Z%

Varillas lisas y roscadas

Motor Nema 17

Rodamiento lineal
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Tuercas y tornillos

@29

Acoplador flexible

Finales de carrera

4.4 Fabricacion y montaje del mecanismo

Los programas de fabricacion asistida por ordenador (CAM) suelen generar directamente
documentos con las instrucciones GCode para controlar los sistemas de fabricacion
(mecanizado, tradicionalmente) es decir, documentos GCode. Los programas genéricos de
modelado tridimensional no siempre tienen prevista esta opcién por lo que se utiliza un
formato intermedio (el mas comun es el STL) que puede ser leido por aplicaciones
especificas que generan el GCode para la fabricaciébn. Este proceso se llama

comUnmente |

aminado.

Desde Solidworks, se ha exportado cada una de las piezas disefiadas a archivos STL para
su posterior procesado e impresion en una impresora 3D. Existen muchos programas de
laminado, siendo los mas conocidos los que aparecen en la Tabla 4-9.

Tabla 4-9: software de laminado 3D.

Software Usuario Precio (O
3DPrinterOS Avanzado Gratis Browser, Windows, Mac
Astroprint Principiante y Avanzado Gratis Browse;cii?rﬁ):erry Pi,
Craftware Principiante y Avanzado Gratis Windows, Mac
Cura Principiante y Avanzado Gratis Windows, Mac, Linux
IceSL Avanzado Gratis Windows, Linux
MakerBot Print Principiante Gratis Windows, Mac
SNt:t::Zrb d Intermedio y Avanzado I?seuiin?)?:?oi ﬁif:l? Windows
OctoPrint Intermedio y Avanzado Gratis Raspberry F;_i;nVL\JI)i(ndows, Mac
Repetier Host Intermedio y Avanzado Gratis Windows, Mac, Linux
Simplify3D Principiante y Avanzado $150 Windows, Mac
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El software utilizado para procesar y preparar las piezas ha sido Repetier Host, el cual
iincorpora la herramienta Slic3r, que corta el modelo en rebanadas horizontales (capas) ,
genera las trayectorias para rellenarlas y calcula la cantidad de material a extruir.

Las primeras piezas que se disefiaron (Figura 4-25), se imprimieron en una impresora 3D
P3Steel. Tras redisefar el sistema, las nuevas piezas se imprimieron en una impresora
totalmente disefiada con un sistema coreXY de poleas.

Figura 4-25: Impresién de piezas en impresora P3Steel.

Existe una gran variedad de materiales para imprimir. Entre los mas conocidos y usados
estan:

ABS: el acrilonitrilo butadieno estireno es uno de los termoplasticos mas usados en la
impresion 3D. No es biodegradable, pero es duro y rigido, con resistencia quimicay a la
abrasion, pero que sufre con la exposicién a rayos UV. Es soluble en acetona y su densidad
es de 1,05 g/cm3. Requiere una temperatura de cabezal de unos 240 °C y de bandeja de
110 °C. Las piezas de LEGO estan hechas de ABS.

PLA: el acido polilactico es otro de los filamentos estrella de la impresion 3D. Es
biodegradable y normalmente se obtiene de almidon de maiz, por lo que al derretirse huele
casi a comida y puede usarse para recipientes de comida. La textura de las piezas no tiene
tan buen acabado como con el ABS, pero si son mas brillantes y las esquinas quedan
mejor definidas. Su densidad es de entre 1,2 y 1,4 g/cm?. La temperatura necesaria para
su impresién es de unos 210 °C con la cama a unos 60 °C.

HIPS: el poliestireno de alto impacto es un material muy parecido al ABS, y que requiere
los mismos perfiles de temperaturas. Suele usarse en combinacion con el ABS para hacer
piezas con espacios huecos, usando el HIPS como soporte que luego se eliminara con D-
Limoneno, con el que es soluble mientras que a €l la acetona no le afecta. Al igual que el
ABS soporta mal la luz UV y su densidad es de 1,04 g/cms.

PET: el tereftalato de polietileno es uno de los materiales mas usados para las botellas y
otro tipo de envases. Su principal propiedad es su capacidad de cristalizacion, generando
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piezas transparentes con efectos sorprendentes. Es muy fuerte y resistente a los impactos.
Su densidad cristalina es de 1,45 g/cm?.

Laywoo-d3: material que requiere condiciones de temperatura similares a las del PLA, con
la peculiaridad de que, si se aumenta o disminuye unos grados, el color obtenido es mas
claro u oscuro. Tras enfriarse tiene textura parecida a la madera y las variaciones de
temperatura, ya sean controladas directamente, por fluctuaciones o tipo de enfriamiento,
dejaran vetas mas 0 menos oscuras.

Ninjaflex: se trata de un revolucionario elastémero termoplastico (TPE) que permite crear
piezas con una gran flexibilidad. En si el filamento tiene practicamente la consistencia de
una cuerda de goma, y las piezas resultantes puede deformarse ampliamente. La
temperatura es muy parecida a la del PLA, con el cabezal a 215 °C y la bandeja a 40 °C.

Nylon: el nylon es quizas uno de los materiales mas complejos para la impresién 3D. Su
principal problema es la falta de adhesion de la pieza a la bandeja, que causa muchos.
Ademas, suele coger facilmente humedad, por lo que previamente a la impresion 3D se
debe secar en el horno durante 3 o0 4 horas. A cambio de todas estas dificultades, el nylon
es un material muy resistente, poco viscoso, muy resistente a la temperatura y con distintas
variedades que le aportan flexibilidad y transparencia.

El material empleado en ambas impresoras ha sido PLA, ya que es biodegradable, ofrece
unos mejores acabados y tiene una mayor rigidez frente al ABS. El ABS es mas duro, pero
también mas flexible. Ademas, en este PFC no se va a trabajar con altas temperaturas.

El sistema completo, una vez impreso y montado, puede verse en la Figura 4-26.

Figura 4-26: Sistema mecanico, impreso y montado.
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4.5Resumen

En este capitulo se ha presentado el disefio del sistema mecénico que se emplea en este
PFC para posicionar el portaobjetos a la hora de hacer las capturas. Este sistema mecénico
estd compuesto por dos ejes motorizados que permiten el desplazamiento a través del
plano horizontal. Se han utilizado motores paso a paso y varillas roscadas permitiendo
alcanzar una precisién micrométrica, todo ello controlado con una placa Arduino.

Para su realizacién, en primer lugar se han definido las especificaciones que debe cumplir
el sistema mecanico y la metodologia que se ha seguido para su disefio e implementacion.
Se ha realizado la eleccién de componentes hardware y mecanicos, y se han disefiado y
fabricado las piezas 3D necesarias para el montaje del sistema.

En este punto del PFC, se dispone de un sistema mecéanico capaz de mover de forma
precisa un portaobjetos en la base del microscopio. En los siguientes capitulos, este
sistema mecanico de posicionamiento sera integrado conjuntamente con el microscopio y
la camara hiperespectral para crear un sistema de adquisicion de imagenes
hiperespectrales.
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5 Disefo del software de control para el
sistema de adquisicion

El control del sistema de adquisicidbn microscopico abarca el software de captura de la
camara, el software de control del movimiento y la sincronizacibn entre ambos
subsistemas. En este capitulo se muestran y detallan las funcionalidades desarrolladas
para el control del sistema de adquisicion. Para un mayor detalle, el cédigo creado se
encuentra disponible en el Anexo.VI.

5.1 Disefio del software de control de la camara

En este PFC se ha disefiado un software, a semejanza del proporcionado por el fabricante,
capaz de controlar la camara con mayor autonomia e independencia y para poder
integrarlo con el control de movimiento.

Como se menciona en el apartado 3.1.2, la comunicacién entre la camaray el PC se realiza
obligatoriamente a través del servidor C-Link proporcionado por el fabricante, el cual
responde a una serie de instrucciones, descritas en el Anexo.lll, que deben estar
encapsuladas entre <Cmd> y </Cmd> y que el servidor convierte a formato XML (Figura
5-1). Como ejemplo, la instruccion GetVersion, que es enviada como
<Cmd>GetVersion</Cmd>, retorna la version del servidor C-Link que se esta ejecutando.
Cabe destacar que el C-Link es sensible a las mayusculas (case sensitive).

PC

Camara

_ g

Reidones
<Cma>CapCube</Cmd>

Cadenas

e
C-Link formato XML
m— !

Enteros

Binario

Decimales

Figura 5-1; Diagrama para el control de la camara.

El lenguaje de programacion elegido para el desarrollo de este software ha sido C++, ya
gque actualmente existen varios proyectos de la divisién desarrollandose en paralelo en este
mismo lenguaje. De esta manera se facilita la reutilizacién del software en un futuro, o
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5.1. Disefo del software de control de la camara

partes de éste, en otras aplicaciones. La herramienta de desarrollo elegida es Visual Studio
2015.

La comunicaciéon con el servidor se realiza a través del especio de nombres
System.Net.Sockets, el cual proporciona una implementacion de la interfaz Windows
Sockets (Winsock) para desarrolladores que necesitan controlar el acceso a la red. En
concreto se hace uso de las clases TcpClient, NetworkStream y MemoryStream. La
comunicacion se establece en la direccién IP 127.0.0.1 (Localhost), donde se encuentra
escuchando el servidor C-Link.

El servidor responde a cada comando con un tipo de dato especifico. Los tipos pueden ser:

- Cadenas (String)

- Enteros (Int o0 Int16)

- Binarios

- Float (nimero de 4 bytes de punto flotante)

Por ello, se ha decidido recoger los datos entregados por el servidor en un array de bytes
y transformar dichos bytes en el tipo de dato especifico si fuese necesario.

Las funcionalidades implementadas para el control de la caAmara se pueden dividir en tres
apartados.

e Configuracion

Inicialmente es necesario configurar la camara con los ajustes pertinentes. De forma
manual se pueden modificar los tiempos de exposicion, asi como el promediado de las
capturas para reducir el ruido de las imagenes, con los comandos Setint y SetAvg,
respectivamente.

Al realizar la medida del factor de reflectancia o de transmitancia (balance de blancos), los
ajustes de exposicién se realizan de forma automatica. Para ello la cadmara toma varias
imagenes y realiza un promediado entre estas. Con el comando CapDark y ausencia de
luz a la entrada del sensor, se toman veinte imagenes y se realiza un promediado, mientras
que con el comando CapRefy la luz que se vaya a usar para las capturas, se empieza con
un tiempo de exposicion alto que va disminuyendo hasta que se maximice el rango
dindmico de la camara sin llegar a saturarla. En ese momento, se toman veinte imagenes
y se realiza un promediado. Estas referencias de blanco y negro se emplearan para la
calibracion de las imagenes.

e Capturay exportacion

Por defecto, el servidor crea una carpeta con la fecha actual para las capturas que se
realicen. En el caso de querer cambiar la ruta, se debe utilizar el comando SetPath.

Dependiendo del tipo de captura que se desee realizar, debe seleccionarse uno de entre
los siguientes métodos de normalizacion:

o Raw Spectra (CapRaw): Captura la imagen con la totalidad de los datos, tal y como
ha sido captada por el sensor, sin normalizar.
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[ =1y, (Eq. 5-1)

o Dark Subtract (CapDS): Captura la imagen y la normaliza frente a las corrientes
oscuras.

I'=Tlqw — laark (Eq. 5-2)

o Reflectance (CapCube): Captura la imagen teniendo en cuenta el balance de
blancos. Es el método de normalizacion por defecto, por lo que es necesario realizar
siempre el balance de blancos al inicio, siempre que no se vaya a usar otro modo.

Iraw - Idark

= —8MM (Eg. 5-3)
Iwhite - Idark
En las férmulas anteriores I es el valor de reflectancia o transmitancia calculado, I,,,, es el

valor de radiancia de los datos en crudo de un pixel dado, I;4,x € I, nite SON la referencia
de negro y la intensidad de referencia blanca del pixel dado, respectivamente.

Existe un cuarto tipo de captura disponible en el C-Link, Spectral Radiance (CapSpRad),
pero no es compatible con la camara Cubert UHD-185. Igualmente, se ha implementado
para posibles actualizaciones futuras por parte del fabricante. El servidor, al recibir dicha
instruccién, cambia el modo automaticamente a Reflectance, por lo que es el equivalente
a enviar el comando CapCube.

Debido a que los cubos hiperespectrales capturados por la caAmara se guardan con un
formato propio del fabricante (.cub) y resultan ilegibles sin el software proporcionado por
este, se debe realizar una exportacién de dichos cubos a algin formato estandar para
poder trabajar con ellos. Las opciones de exportacion disponibles son:

o ExportMultiTiff: Exporta el cubo de datos que esté actualmente en la memoria del
servidor, a un formato tiff de varias paginas.

o ExportTiff: Exporta cada uno de los canales espectrales del cubo de datos que
esté actualmente en la memoria del servidor, a un archivo tiff separado.

o ExportEnvi: Exporta el cubo de datos que esté actualmente en la memoria del
servidor, a un formato ENVI con su correspondiente cabecera (.hdr).

o ExportEnviSlim: (Modo en desuso). Esta opcion no realiza un muestreo, dando
como resultado un archivo mas pequefio. Se consigue el mismo resultado con
ExportEnvi y el SetPanScale igual a 1.

Los datos se almacenan en la ubicacion de la carpeta actual independientemente del modo
de exportacién. Se puede establecer un nuevo nombre para el archivo, de lo contrario, éste
se guarda con el nombre original de la captura.

Ademas, se deben tener en cuenta los pardmetros SetPaninterpolation, SetPanScale,
SetExportSelection, SetSpecFactor y SetExportFirstgray. Estos parametros permiten la
seleccion de la resolucion o el rango espectral, la habilitacion de un multiplicador para el
ajuste del brillo, y afiadir la vista previa en el primer canal.
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e Visualizacion

El comando Preview muestra una imagen capturada con la cdmara pancromética. Al
realizar un bucle de llamadas con este comando, se permite la visualizacion en tiempo real.

Una vez capturado un cubo, las opciones de visualizacién de este pueden ser modificadas.
Con GetThreeChannel se especifican los valores RGB para mostrar la imagen, mientras
que con SetGamma se puede ajustar los valores de brillo.

También se puede mostrar el espectro de un pixel especifico con el comando GetSpectra.

Todas estas configuraciones pasan por una funcién de control SendAndProcess. De forma
general, se comprueba que la camara esté conectada antes de enviar alguna peticién con
el comando GetConnectionState. Para evitar bloqueos relativos al tiempo de respuesta del
servidor, algunas funciones han sido implementadas en hilos paralelos. En la Figura 5-2 se
puede ver un diagrama de flujo del control que se realiza con la camara. La funcionalidad
del SendAndProcess, asi como la del hilo paralelo se pueden ver en la Figura 5-3y en la
Figura 5-4, respectivamente.

74

© Del documento, de los autores. Digitalizacion realizada por ULPGC. Biblioteca universitaria, 2018



Capitulo 5:

Disefio del software de control para el sistema de adquisicién
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s

ExportEnvi,”,null

exposicién

Promediado
de capturas

s

SetGamma,”,null

Load,”,null SetPath,”,null Setint,”,null SetAvg,”,null

Calibraciéon Previsualizacién

X |: SendAndProcess .

. (peticién, condicién, buffer_hilo) | .
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] . .
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| SendAndProcess : '
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Figura 5-2: Diagrama de flujo del control de la camara.
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' Calibracién Previsualizacién

Peticiones

GetConnectionState

Si
SendAndProcess

SendAndProcess (peticién, condicién, buffer_hilo)

no captura y no
calibracién

' sendtcpip (Localhost)

Si
captura o calibracién *
buffer = buffer_hilo
Si buffer I

Previsualizacién

condicién = foto

condicion =
espectro

Recibe un array de bytes con la informacién espectral de un pixel
con el siguiente formato:

XXXGYYYYYYYYYY \rinXXX;Y.YYYYYY \r\n ...
Dénde X serd la longitud de onda, Y el valor decimal de
transmitancia y \r\n el retorno de carro y salto de linea.

Se separan los valores de X e Y y se muestran en una grifica,
formando la firma espectral.

muestra la imagen
capturada
muestra datos por
consola

Figura 5-3: Diagrama de flujo de la funcién de control SendAndProcess.
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muestra la imagen capturada
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Figura 5-4: Diagrama de flujo del hilo paralelo.

5.2Disefo del software de control del sistema mecanico

Como se ha mencionado previamente en este documento, GCode es el nombre de un
lenguaje de descripcion de operaciones para maquinas de control numérico por ordenador
(CNC) que puede ser usado también como lenguaje de programacién para controlar estos
dispositivos. Estandarizado en la década de los 80 como ISO 6983, el GCode es el
lenguaje mas utilizado en la fabricacion por ordenador [64].

En términos generales, GCode es un lenguaje mediante el cual se le indica a las maquinas
gué hacer y como hacerlo, donde el "qué" y el "cdmo" estan definidos principalmente por
instrucciones sobre a dénde y cuan rapido moverse, asi como qué trayectoria seguir. [65]

Actualmente GCode se ha popularizado mucho gracias a la impresién 3D. La teoria de los
motores paso a paso es sencilla. Cuando el Arduino manda un pulso al driver del motor,
este avanza un paso. Esta técnica es muy popular en las maquinas robotizadas porque,
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como los pulsos enviados son conocidos, se sabe cuanto ha avanzado la maquina. Lo que
se necesita es pasar de un lenguaje de pulsos a algo mas sencillo de usar. Es mas practico
decirle a un motor que avance 1 cm a decirle que avance 2000 pasos.

Teniendo esto en cuenta, se puede ver en la Figura 5-5 un ejemplo de cdbmo mover una
magquina describiendo un cuadrado de 10 mm de lado utilizando GCode.

G90 G71 (cotas absolutas referidas al punto 0,0; Programacion en mm)
GO0 X0 YO (posicionamiento rapido lineal al punto 0,0 del plano XY)
GO01 X10 (movimiento lineal de 10 mm en X+)
G01 Y10 (movimiento lineal de 10 mm en Y+)
GO01 X0 (movimiento lineal de 10 mm en X-)
G01YO (movimiento lineal de 10 mm en X-)
G01 X0.0
{0,0,10.0}{_ (10.0,10.0)
I A
! |
| |
l |
| | 4
= i i o
) Posicidn | =
- | Inicial aleatoria | —
o o
9 /7 | o
| g |
/
l 4 Qﬂ_\Q |
7/ ®
l / |
| ,°°
v’ —yJI
(0.0,0.0) G01 X10.0 (10.0,0.0}

Cero maquina
(Referencia)

Figura 5-5: Ejemplo de movimiento usando GCode.

Como se observa en el diagrama de la Figura 5-6, para que el Arduino pueda interpretar
GCode, es necesario un intérprete. Grbl es un firmware de cddigo abierto que se ejecuta
en Arduino siempre y cuando el Arduino cuente con un microcontrolador Atmega 328 [66].

Una vez descargado y compilado Grbl?> en Arduino, es necesario configurarlo para que se
adapte a las especificaciones de disefio que se han implementado en este PFC. Se debe
tener en cuenta que el firmware esta preparado para trabajar con los ejes XYZ por defecto.
Para el disefio realizado, en el cual Ginicamente se trabaja en el plano XY, ha sido necesario
modificar el firmware para desactivar la funcionalidad del eje Z.

2 Version Grbl v0.9;.
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PC

Motor X

Drivers @ @— Motor Y1 ——————— . -
‘ ' Sistema mecanico

= 1l

- Final de carrera

%— Motor Y2

Puerto Serie

Arduino

Figura 5-6: Diagrama de conexion para el sistema mecanico.

La forma de conectarse al Arduino desde un PC es a través de un terminal serie. Por ello,
se ha utilizado la clase SerialPort del espacio de nombres System.lO.Ports, la cual
proporciona un marco de trabajo para la entrada y salida (E/S) sincrona y orientada a
eventos, el acceso a los estados de punto de conexion e interrupcién y el acceso a las
propiedades del controlador serie.

Los diagramas de flujo, tanto del establecimiento y cierre de la conexién, como del envio
de datos a través del puerto serie, se pueden ver en la Figura 5-7 y en la Figura 5-8,
respectivamente. Una vez seleccionado el puerto disponible y pulsada la opcién de
apertura, se envian los parametros para su configuracion. El cierre envia la peticion de
desconexion del puerto serie. Las funcionalidades de la interfaz grafica, que se tratan en la
funcién para el envio de datos, se explican mas adelante en el apartado 5.3.2.

Abrir Puerto Cerrar Puerto

Abierto

Abierto

No
Mensaje: Puerto Si Mensaje: Puerto
abierto no abierto

Configuracién:

- Puerto

- Velocidad de transmisién
- Paridad

- Bits de parada

- Bits de datos

\ 4

Figura 5-7: Diagrama de flujo del establecimiento y cierre de la conexion por puerto serie.
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La configuracién para el puerto serie que establece la versién 0.9j de Grbl, es la siguiente:

- Velocidad de transmisién = 115.200 Baudios
- Paridad = No

- Bitsde parada=1

- Bits de datos =8

Enviar
(comandos)

Mensaje: Puerto no
abierto

Condiciones
interfaz grafica

v

Figura 5-8: Diagrama de flujo del envio de datos a través del puerto serie.

En esta memoria no se detallan todos los comandos existentes en GCode, ya que la
mayoria no son necesarios para la finalidad de este PFC. Por ello, se hace referencia
unicamente a aquellos que han sido relevantes para la configuracién y manejo del sistema.

La lista de comandos disponible para la configuracién y control es la que se muestra a
continuacion en la Tabla 5-1:

Tabla 5-1: Lista de comandos de configuracién y control del Grbl.

Comando Descripcion

$$ Muestra de los pardmetros de Grbl

$# Muestra los parametros #

$G Muestra el estado del parseador de GCode

$l Muestra la informacion del firmware, build, etc.

$N Muestra los bloques de inicio
$x=valor Almacena un valor en la EEPROM
$Nx=line Almacena un bloque de inicio

$C Comprueba el modo actual de GCode
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$X Desactiva el bloqueo de alarma

$H Hace un ciclo homing

! Pausa el avance

~ Reinicia un ciclo o el continuar después de la pausa

? Muestra el estado actual, posicién, etc
Ctrl-x Reinicia Grbl
Gx Diferentes modos de movimiento

Para visualizar los ajustes actuales del Grbl, se debe enviar el comando $$, a lo que el
sistema respondera con una lista de los ajustes establecidos, como se muestra en la Figura
5-9.

$0=10 (step pulse, usec)

$1=25 (step idle delay, msec)

$2=0 (step port invert mask:00000000)
$3=6 (dir port invert mask:00000110)
$4=0 (step enable invert, bool)

$5=0 (limit pins invert, bool)

$6=0 (probe pin invert, bool)

$10=3 (status report mask:00000011)
$11=0.020 (junction deviation, mm)
$12=0.002 (arc tolerance, mm)
$13=0 (report inches, bool)

$20=0 (soft limits, bool)

$21=0 (hard limits, bool)

$22=0 (homing cycle, bool)

$23=1 (homing dir invert mask:00000001)
$24=50.000 (homing feed, mm/min)
$25=635.000 (homing seek, mm/min)
$26=250 (homing debounce, msec)
$27=1.000 (homing pull-off, mm)
$100=314.961 (x, step/mm)
$101=314.961 (y, step/mm)
$102=314.961 (z, step/mm)
$110=635.000 (x max rate, mm/min)
$111=635.000 (y max rate, mm/min)
$112=635.000 (z max rate, mm/min)
$120=50.000 (x accel, mm/sec”"2)
$121=50.000 (y accel, mm/sec”"2)
$122=50.000 (z accel, mm/sec”2)
$130=225.000 (x max travel, mm)
$131=125.000 (y max travel, mm)
$132=170.000 (z max travel, mm)

Figura 5-9: Ajustes por defecto de Grbl.

De todas las opciones disponibles para configurar, se han modificado las que se
especifican a continuacion en la Tabla 5-2, para adaptar el sistema a las especificaciones
disefiadas.
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Tabla 5-2: Opciones de configuracién modificadas.

Comando Descripcion

$20= soft limits Caracteristica de se}gurid,ad para i’:lyydar a evitar.que la maquina
vaya mas alla de los limites establecidos
Se utiliza para localizar de forma precisa una posicién conocida
$22=homing cycle cada vez que se inicia el Grbl. De esta manera se obtiene la
posicién (0,0)
Invertir la direccién de los motores para realizar el homing en
otro sentido
Velocidad que se aplica para encontrar el (0,0) una vez se ha
llegado a los finales de carrera

$23=homing dir masc

$24=homing feed

$25=homing seek Velocidad inicial para buscar los finales de carrera

Cada vez que un interruptor se activa, alguno de ellos puede
tener ruido eléctrico, por lo que hay que introducir un retardo
Como se detallé en 4.2.1.2.1 los pasos necesarios para avanzar

$26=homing debounce

$100 - 101 XY step/mm

1mm
$110 - 111 XY max rate Velocidad maxima que pueden alcanzar los motores
$120 - 121 XY acceleration Establece los parametros de aceleracion de los ejes
$130 - 131 XY max travel Recorrido méximo que pueden realizar los motores

Las modificaciones realizadas en la configuracion pueden observarse en la Figura 5-10.

$20=1 (soft limits, bool)

$22=0 (homing cycle, bool)

$23=1 (homing dir invert mask:00000001)
$24=100.000 (homing feed, mm/min)
$25=260.000 (homing seek, mm/min)
$26=50 (homing debounce, msec)
$100=8000.000 (x, step/mm)
$101=8000.000 (y, step/mm)
$110=260.000 (x max rate, mm/min)
$111=260.000 (y max rate, mm/min)
$120=10.000 (x accel, mm/sec”2)
$121=10.000 (y accel, mm/sec"2)
$130=50.000 (x max travel, mm)
$131=50.000 (y max travel, mm)

Figura 5-10: Configuracién Grbl.

Una de las operaciones mas importantes es el Home. Cuando se conecta el puerto serie,
el Arduino desconoce la posicion actual del mecanismo y desde donde tiene que empezar
a contar los pasos. Para poder hacer esto, se debe realizar un homing, que es el proceso
de busqueda de los finales de carrera y establecimiento de la posicion en (0,0). Se ha
programado un homing al inicio para que se ejecute automaticamente, pero también se
puede realizar en cualquier momento haciendo uso del comando $H. Por seguridad, el
sistema se bloquea tras realizar un homing. Para desbloquearlo y poder trabajar
normalmente, sera necesario pasarle el comando $X.
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Existen diferentes formas de mover el sistema haciendo uso del lenguaje GCode. Con el
comando G90 se va a la posicién indicada, mientras que G91 mueve una distancia
especifica.

Por ejempilo:

- (G90 X10Y10 - Mueve el sistema a la posicién (10,10).

- G91 X10Y10 = Mueve el sistema X*10 e Y*10, siendo X e Y los avances definidos
en cada momento. Si X e Y son iguales a 1 mm, avanzara 10 mm en el sentido
positivo tanto del eje X como del Y.

Cada vez que se envia una instrucciéon al Arduino, éste responde de una determinada
manera. Por ejemplo, después de enviarle una orden de posicionamiento, y de éste
responder con un ok, se envia un “?” para conocer la posicion y el estado del sistema.
Estas peticiones se han programado en bucle, para recoger toda la informacion hasta que
el sistema se posicione en las coordenadas establecidas. La respuesta emitida por el
Arduino a cada peticion, presenta la siguiente estructura:

<ldle,MPos:-2.000,-1.000,0.000,WP0s:20.000,15.000,0.000>\r\n

En ella se informa del estado actual del sistema (ldle, Run), de la posicién de la maquina
(MPos) y de la posicién de trabajo (WPos). La posicion de la maquina se establece a partir
del (0,0) calculado tras un homing, mientras que la posicidn de trabajo coincide con la
posicion de la maquina a no ser, como se vera mas adelante, que se establezca una nueva
referencia (0,0) u offset para trabajar.

Tras realizar varias pruebas de funcionamiento se ha detectado que, dependiendo del nivel
de carga que tenga el Arduino y el equipo, las tramas enviadas por el Arduino pueden
variar, como se puede ver en la siguiente tabla de ejemplos.

Tabla 5-3: Ejemplos de tramas enviadas por el Arduino.
Ejemplo 1
12 trama <ldle,MPos:-2.300,0.050,0.
22 trama 000,WP0s:20.000,15.450,0.000>

Ejemplo 2
12 trama Ok\r\n<ldle,MPos:-2.000,-1.000,0.000,WP0s:20.000,15.000,0.000>\r\nOk\r\n

Ejemplo 3
13 trama <Run,MPos:-2.000,-1.000,0.000,WP0s:20.000,15.000,0.000>\r\nOk\r\n
<Run,MPos:-2.550,-1.550,0.000,WP0s:19.450,14.450,0.000>\r\nOk\r\n
<Idle,MPos:-3.000,-2.000,0.000,WP0s:19.000,14.000,0.000>\r\nOKk\r\n
<Idle,MPos:-3.000,-2.000,0.000,WP0s:19.000,14.000,0.000>\r\nOKk\r\n

Debido a que la respuesta por parte del Arduino es variable segun las condiciones en las
que se encuentre, ha sido necesario almacenar el total de la trama como paso previo a su
andlisis, con el fin de conocer la posicion del sistema en cada momento. Inicialmente se
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opto por capturar los seis primeros decimales posteriores a Mpos, pero como se puede ver
en el ejemplo 1 de la Tabla 5-3, existe un problema de captura al partir los niameros
decimales. Por ello, se optd por capturar toda la informacion incluida entre “<” ”>” y
analizarla posteriormente, guardando las 4 posiciones relevantes para el sistema, X e Y de
Mpos y X e Y de WPos, en un array.

Por otro lado, es posible almacenar en memoria EEPROM hasta seis posiciones de trabajo
(Wpos) y dos de posicionamiento (MPos). Con el comando G10 L2 P~ X~ Y~ Z~, donde
P puede variar de uno a seis, se establecen las posiciones de trabajo u offsets. Cada
posicion de P hace referencia a un comando, siendo G54 el offset de P1, G55 el de P2 y
asi sucesivamente hasta G59. Por otro lado, el comando G28.1 X~ Y~ Z~ y G30.1 X~ Y~
Z~ almacenan posiciones referidas al (0,0) de la maquina. En el siguiente ejemplo se
explica el funcionamiento de estas memorias.

Realiza un homing en busca del (0,0) del sistema.

G90 X2Y2 - Va a la posicién (2,2).

G91 X0YO0 > No se mueve, ya que debe avanzar 0*X e 0*Y.

G10 L2 P1 X15Y15 - Establece un offset (G54) en (15,15).

G28.1 X30Y30 > Guarda la posicion (30,30).

G54 G90 X0YO0 - Va a la posicion (15,15) y establece alli el (0,0) de trabajo.
G90 X2Y2 - Vaala posicion (2,2) de trabajo, que es la (17,17) de la maquina.
G28 - Va a la posicion (30,30) de la maquina o (15,15) de trabajo.

G91 X1Y1 - Avanza a las posicién (31,31) de la maquina.

10 G90 X2Y2 - Vuelve a la posicion (2,2) de trabajo o la (17,17) de la maquina
11. G90 X2Y2 - No se mueve. Ya esta en esa posicion.

©CoNO DR

En la Figura 5-11 se muestra el diagrama de flujo de la recepcion de datos por el puerto
serie, donde quedan reflejadas todas las opciones que se han tenido en cuenta y se han
detallado anteriormente.
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Capitulo 5:
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Encontrar
“Idle” dentro de
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Si

No

Condicién

Encontrar
“Hold” dentro
de datos

Si

Mensaje:
¢Continuar?

Encontrar
“Run” dentro de
datos

Mantiene bloqueado
el sistema

No

Desbloquea el
mecanismo

Condicién

v

Encontrar S
“Grbl” dentro

de datos
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Condicion
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Encontrar “ok”
dentro de datos
No
' Coordenadas

Encontrar
“Alarm” dentro
de datos

Condici6n +
Bloquear el sistema

)

Encontrar “>
dentro de datos

Posiciones
almacenadas

Guarda las coordenadas
en un array

AnalyzeReceivedData

Guarda las posiciones
de trabajo y de la
mdiquina

Enviar ($H)
Realiza un Homing

Enviar (Gio..........)
Establece posiciones de
memoria predefinidas
en el arduino

Finaliza a la espera
de nuevos datos

Figura 5-11: Diagrama de flujo de la recepcidn de tramas por puerto serie.
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5.3 Disefo de la interfaz de usuario genérica y automatizacion de

las capturas

Se ha disefiado una interfaz grafica, tanto para el control de la cAmara como para el manejo
de la parte mecanica, con el fin de facilitar al usuario final el uso del sistema. Para ello se
ha usado el disefiador de Windows Forms, que proporciona una solucién de desarrollo
rapida para la creacion de aplicaciones. Windows Forms (o formularios Windows) es el
nombre dado a la interfaz de programacién de aplicacién gréafica (API) que se incluye como
parte de Microsoft .NET Framework, que proporciona acceso a los elementos de la interfaz
de Microsoft Windows nativas incluyendo la API de Windows existente en cédigo
administrado.

En este documento Unicamente se menciona aquellas clases que han sido utilizadas para
disefiar la interfaz gréafica, y que pertenecen al espacio de nombres System.Windows.Form,
sin entrar en mayor detalle. Toda la informacion referente a ellas se puede encontrar en
[67]. Las clases utilizadas son: ComboBox, TextBox, FolderBrowserDialog, TabControl,
TabPage, Button, Label, TrackBar, ProgressBar, Panel, ImageList, ListView,
NumericUpDown, PictureBox, CheckBox, ToolTip,

Dentro del espacio de nombres System.ComponentModel, que proporciona clases que se
utilizan para implementar el comportamiento de tiempo de ejecucién y tiempo de disefio de
componentes y controles, se ha utilizado la clase BackgroundWorker que es capaz de
ejecutar una operacion en un subproceso distinto para poder trabajar con diferentes hilos.

5.3.1 Interfaz gréafica para el control de la camara

Como se puede ver en la Figura 5-12, se han creado una serie de pestafias dentro del
formulario con el fin de agrupar las funcionalidades disponibles. En la primera pestafia
(Cubert) se accede a todas las funcionalidades de control de la camara descritas en el
apartado 5.1.

Cubat  HeadWal Mation
Sep  Measurement  View

Integration Aoraraging Calibraion (4)
' . white Diark
.nu: ] U K .x:
L [rme |1 times . . (3)
Auto
x |
(1] Load images Preview | ON Clesr Chart

(2)

Figura 5-12: Interfaz gréfica para el control de la cdmara.
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De forma general, hay un panel de visualizacion en el que se muestran las imagenes
capturadas (1), con un botén para cargar rutas existentes y poder trabajar con imagenes
ya capturadas, y otra donde se muestra la imagen cargada en memoria (2), ya sea por
haber sido capturada o porque esta activo el botén de previsualizacién. Al introducir la
posicion de un pixel y pulsar sobre el boton GetSpectra (3) o pulsar sobre la imagen
cargada, se abre un segundo formulario (Cubert Plot panel), como se muestra en la Figura
5-13, mostrando la firma espectral del pixel o pixeles seleccionados. También aparecera
remarcado el pixel de la imagen seleccionado. Esta funcionalidad busca mostrar
rapidamente la informacion espectral del cubo capturado para que el usuario se haga una
idea de lo que ha obtenido.

Images Info fal 8 Cubert Plot panel — X

Auto000.cub 20
10/05/2017

15:36:11

Auto001.cub
10/05/2017
15:38:22

cube1_237.cub
10/05/2017
15:24:21

cubel1_271.cub
10.-"05-’291 7 w
>

0
446 646 846

Figura 5-13: Formulario para la visualizacion de la firma espectral de un pixel.

En la sub-pestafia Setup (4), se tiene acceso a la configuracion de la camara, pudiendo
cambiar parametros como el tiempo de exposicion, asi como el promediado de las
capturas. Para ello se puede tanto mover la barra de seguimiento como introducir el valor
manualmente. También se ha habilitado un botén para establecer como automatico el valor
del tiempo de exposicion.

Por otro lado, con el botdn White se realiza la captura del balance de blancos, mientras
que con Dark se realiza la captura de la referencia de negro.

En la pestafia de medicion, como se observa en la Figura 5-14(a), se permite establecer el
nombre de la captura, el tipo de captura y la ruta para su almacenamiento. Cabe destacar
que, si no se establece un nombre o una ruta para las capturas, el servidor C-Link pondra
unos valores por defecto. También se contempla la opcion de exportar el cubo que se
encuentre en memoria, como se observa en la Figura 5-14(b).

Setup Measurement  \View
Setup  Measurement  View

° e s
Mode Path | | Search

Path ot _ Search

Dark Substract
| 5pectral Radiance
Exporting C'ata

Exporting Data

Export

Load images

@ (b)
Figura 5-14: Interfaz gréfica de la camara: Medicion.
(a)Modo de captura (b) Exportar
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En la uUltima sub-pestafia View, se puede modificar tanto el brillo como la representacion
en RGB de la imagen capturada. Para ello pueden usarse tanto las barras de seguimiento
como la introduccién manual de los valores en cada una de las casillas correspondientes,
tal y como se muestra en la Figura 5-15.

Cubert  HeadWall Motion
Setup  Measurement View

| _
Brightness
A [
(]

Figura 5-15: Interfaz gréfica de la camara: Vista.
5.3.2 Interfaz gréafica para el control del sistema mecanico

En la pestafia de movimiento, como puede verse en la Figura 5-16, se ha disefiado el
control del sistema mecéanico y la automatizacion del sistema de capturas de mosaicos. En
este apartado se especifican aquellas partes que hacen referencia Unicamente al control
del sistema mecénico.

a5l SDK had — =
Cubert HeadWall Mation
Part: (1)
2 ‘wiork Position: Obijeti
jetive [ v CPEN
( ) X 0.000 Y: 0.000 ¥ T
Machine Position: Mosaic l:":l CLOSE
X: 0.000 Y: 0.000 [] Save position
O O 0o o 0o o
P1 P2||P3||P4||P5|| P8
(4) Camera select:
Step size 1.000 =
(3) T e E
SH [ sX | 7 VAN
Preview: Capture Mosaic
Abort ¢
SV > oN
6
6) Send || Path |
(5)

Figura 5-16: Interfaz gréafica para el control del sistema mecénico.

1. Espacio destinado a la apertura y cierre de la conexion con el puerto serie. Se ha
implementado un desplegable para comprobar los puertos serie disponibles en
cada momento. Una vez seleccionado se puede enviar la peticion de conexion con
el boton OPEN. Si la conexidn resulta exitosa, este boton se desactiva y se activa
el botébn CLOSE. El botdn de reset envia un ctrl-x al Arduino para reiniciar el Grbl.
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2. Cuatro etiquetas que muestran en cada momento la posicion del portaobjetos, tanto
la real, relativa al (0,0) de la maqguina, como la relativa al offset que esté activo en
cada momento. En el caso de parada o de llegada a un limite marcado, el sistema
se bloquea y muestra las etiquetas en color como muestra la Figura 5-17.

whork Position: work Position:
X2 Y13 w2 Y. 9413

Machine Position: Alarm
x-19 Y -1 X:-19 Y. -4 587

Figura 5-17: Avisos de alarma para el sistema mecénico.

3. Elboton Center es una posicion precargada G30 que se ha establecido en el centro
de la mesa de trabajo, coincidiendo con la posicién de las lentes del microscopio.
El boton “$H” envia una peticion de homing al Arduino, “$X” desbloquea el sistema
mecanico y el boton de ayuda “?” muestra una ventana con la informacion de cada
una de las opciones disponibles, como se puede observar en la Figura 5-18.

a5l Help hd — O x

L0 RN Open or Close the serial port
Reset Send a CTRL + X to Arduing
Chjetive Magnification selected

Mosaic Establish how many images form the mosaic
X Marual Unlock
2H Do Homing

Center Going to center

Abort Cancell all operations

Step Size How much advances in each order

G GREBL status information
s Work coordinate offsets and pre-defined positions
P1-F& Awvailable positions to save new offsets

Figura 5-18: Ventana de ayuda de la interfaz grafica del sistema mecanico.

4. Este apartado esta reservado al movimiento del sistema. Cada flecha mueve el
portaobjetos en la direccion especificada. Cada movimiento sera de X mm, siendo
X el valor especificado en el cajén numerado Step size. Si se activa la casilla de
teclado, el sistema respondera a las pulsaciones realizadas en las flechas fisicas
del teclado. Se ha programado la deteccion por subida de tecla y no por pulsacion.
De esta manera se asegura que el usuario final no deje pulsada una de las teclas y
el sistema se descontrole.

5. LogBox en el que se muestra parte de la informacién enviada tanto por el usuario
como por el Arduino. Debido a que la mayor parte de los mensajes que se envian
entre las dos partes son de posicionamiento, asi como mensajes de control, se ha
optado por mostrar Gnicamente aquellos que sean relevantes para un usuario final.
Se ha dejado en segundo plano una consola en la que se muestra la totalidad de la
comunicacién, asi como mensajes de control introducidos en el cddigo para
depuracion.

6. Por ultimo, se ha creado un TextBox para que el usuario pueda enviar comandos
personalizados al Arduino. Para ello se puede pulsar el botén Send o la tecla Enter
del teclado. Ademas se ha creado una memoria circular del tipo LIFO (Last In, First
Out) (Figura 5-19). Estando en el TextBox y pulsando las teclas de direccion arriba
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0 abajo, se podra acceder a los Ultimos datos enviados. Se ha establecido el tamafio
de la pila en diez, pero es un valor configurable dentro del cédigo.

leer
Dato 1 Dato 1 ¢— Dato 6 - leer _. +
escribir
Dato 2 Dato 2 + # P> Dato 2
leer
Dato 3 — Dato 3 Dato 3
escribir escribir
—> _—> Dato 4
Datos &

Figura 5-19: Memoria LIFO circular
5.3.3 Automatizacion de la captura de mosaicos

La idea de este sistema es realizar un barrido con el cual construir un mosaico de cubos
hiperespectrales partiendo de una posicion inicial establecida por el usuario. Para un
mosaico de 3x3, el sentido del barrido serd como el mostrado en la Figura 5-20. Cabe
destacar que, en ocasiones, existen varias zonas de interés susceptibles de ser analizadas.
Para ello se hace uso de los offsets disponibles, marcando las posiciones de cada uno de
los mosaicos que se quieren capturar, como se muestra en la Figura 5-21, para finalmente
capturarlos todos de forma continuada. Esto reduce la interaccion del usuario con el
sistema, haciendo que Unicamente se tengan que definir las zonas de interés de forma
previa a realizar la captura.

Portaobjetos
Cubo Cubo Cubo
3 2 1
Cubo Cubo
Cubo Cubo Cubo 2 1
6 5 4
Cubo Cubo
4 3
Cubo | Cubo | Cubo I
3 2 I Cubo Cubo
6 5
Cubo Cubo Cubo Cubo | Cubo
6 5 4 2 1
Cubo Cubo
Cubo Cubo Cubo 4 3
9 8 7
Cubo Cubo Cubo Cubo Cubo Cubo
6 5 4 3 2 I
Figura 5-20: Generacion de un mosaico 3x3. Figura 5-21: Mosaicos dentro de un portaobjetos.
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En este apartado se explican las partes de la interfaz gréafica, mostradas en la Figura 5-22,
que intervienen en la captura de los mosaicos, asi como el funcionamiento del cédigo que
se ha creado para la automatizacion de este proceso.

s SDK A - *

Cubert HeadWall Metion

,  Port:

work Position: Objgtive -5( ~ QFEN
X 0.000 Y: 0.000 ®3) hd reset
Machine Position: Moszic l:ll:l CLOSE
X% 0000 Y: 0.000 [] Save pesition
(2)
O O 0o o o O
P1 F2||P3||P4||P5|| P8
Camera select:
Step size |1.000 = (5)
Center
5 (1)
SH | sx | 2 N
) — Preview: Capture Mosaic
Aot SV > oN
Send  |Path ] | (4)

Figura 5-22: Interfaz gréfica para la automatizacion de los mosaicos.

1. Este botdn funciona igual que el que se encuentra en la pestafia de Cubert. Al

activarse, aparece un nuevo formulario con la previsualizacion de la camara. Este
punto es bastante (til ya que se puede variar el enfoque y mover el sistema al
mismo tiempo que se muestra una imagen en directo de lo que se visualiza en el
microscopio, sin tener que enfocar haciendo uso del binocular del microscopio.
Los botones P hacen referencia a los offsets disponibles. Para guardar una nueva
posicién, se debe llevar el sistema al punto deseado, marcar la casilla Save Position
y pulsar sobre alguno de los botones P. Inmediatamente el indicador de posicion
correspondiente se ilumina en verde, validando dicha posicién. Pulsando sobre los
indicadores, se puede desactivar el mosaico para la siguiente captura, pasando
este a color rojo. A la hora de realizar las capturas, se utilizan todas aquellas
posiciones que aparezcan activadas. Todas las posiciones son reutilizables,
mostrando un mensaje de confirmacion para cambiar la posicion del offset (Figura
5-23). Al pulsar sobre alguno de los botones, sin estar marcada la casilla Save
Position, el sistema se posicionara en las coordenadas guardadas en ese offset y
establecera ahi su (0,0) de trabajo. Su diagrama de flujo se puede ver en la Figura
5-24.

Part:

;{Oék F'OS'{'I?:”[; Objetive o OPEN .
Machine Position: Mosaic EI CLOSE
T - Save Positions
O O @ O O
il 2 H e A saved position already exists in P2,
. [
— Stepsize 1.0 Do youwant to replace it? ZI
gH [ 8% || 2 V4
Abort < —

Figura 5-23: Posiciones de guardado y mensaje de reutilizacion.
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3. Desplegable de magnificaciéon. Se debe elegir la magnificacién que se esté usando
en el microscopio, ya que el desplazamiento entre capturas variara segun la lente
que se esté usando. Los TextBox para el mosaico establecen el tamafio de este, es
decir, el nUmero de capturas que se van a tomar (2x3, 5x3, 10x10, 25x30, etc.).

4. Ruta para el almacenamiento de las capturas realizadas por la camara. Junto a
ellas se generara tanto el mosaico como su cabecera.

5. Inicio de la captura. Antes de comenzar, se muestra un aviso para que el usuario
se asegure de que las lentes no tocaran ninguna parte del sistema mecénico.

Bot6n P

Guardar
posicion

Enviar (posicién)

Hay
posicion
guardada

Si

Excede el
rango

Mensaje: rango
excedido

Si
No Mensaje:
introducir mosaico

Luz verde

Guarda posicién y
tamafio del mosaico

Figura 5-24: Diagrama de flujo del almacenamiento de posiciones.

La interfaz se ha disefiado de manera que el proceso resulte simple y guiado. Cada paso
tiene mensajes de aviso si no se ha realizado algun paso necesario previo. Por ejemplo,
no se permite capturar un mosaico sin haber seleccionado una ruta para guardar las
capturas, o guardar una posicion sin haber establecido el tamafio del mosaico. Ademas, si
el mosaico introducido excede el rango de movimiento del sistema, se muestra un mensaje
de aviso para que se cambie la posicion inicial o se reduzca el mosaico. Lo que si es posible
es realizar la captura de un Unico mosaico sin haber guardado previamente la posicién.
Una vez se pulse el boton de capturar, se guarda automaticamente la posiciéon actual del
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sistemay el tamafio del mosaico en la primera posicidon de memoria libre que haya, siempre
y cuando el mosaico no exceda el rango del sistema, tras lo cual se inicia el proceso de
capturas.

En la Figura 5-25 se muestra el diagrama de flujo para el proceso de captura de uno o
varios mosaicos.

Todo el proceso de captura se realiza en mdltiples hilos paralelos. De esta manera se ha
ganado en optimizacion y rendimiento, permitiendo ademas que la interfaz gréafica no quede
blogueada durante el proceso de adquisicion.

El primer hilo, mostrado en la Figura 5-26(a), se encarga de llevar el control sobre los
mosaicos que se van a capturar, modificando ademas los colores de la interfaz gréfica para
mostrar la evolucion del proceso, como puede verse en la Figura 5-27, donde el primer
mosaico ya esta terminado y se esta procesando el segundo. Este hilo queda activo hasta
que el hilo 5, donde se generan los mosaicos, finalice, para poder liberar la memoria
reservada en el proceso de captura de mosaicos mostrado en la Figura 5-25, y evitar que
el usuario final intente realizar alguna otra captura durante el proceso.
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Capturar
mosaico

No
Si
Mensaje:

seleccionar ruta

Mensaje: Todas las
posiciones ocupadas.

Mensaje:
introducir mosaico
Mensaje: rango
excedido

Excede el
rango

Guarda posicién y tamafio
del mosaico en la primera
posicién libre

| Luz verde I

Hilo 1
ocupado
No

SendAndProcess (SetPath)
1
Reserva memoria [n° de mosaicos}
“Mosaicos”

v

Mensaje: hilo
ocupado

Figura 5-25: Diagrama de flujo para la captura de mosaicos.
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Hilo 1 - Control de mosaicos Hilo 2 - Control de mosaico N

No esppireiles « mesees S>_ Reserva mef‘?\zria {_tanﬁ)ﬁ)g]?el mosaicol
08aiCos
Si *

Reserva memoria

“offset”
Hilo 2 *
ocupado
| Hilo 3 |

cubos capturados < cubos totales
Si

Hilo 4 libre y
(cubos bsq < cubos bip)

Si

Hilo 5
ocupado
No

| Hilo 5 |

- Borra la memoria
Borra la memoria “offset”
« PR
Mosaicos

| SendAndProcess (posicién) |

| Hilo 2 (P) |

0y

(a) (b)

Hilo 4 - Cambio de formato

Abre el cubo exportado

cue

Lee el archivo en
formato BSQ

Guarda en memoria en formato
BIP
Mosaicos[PX (offset)]

v

Cierra el cubo

exportado

(©)
Figura 5-26: Diagramas de flujo de los hilos paralelos de la captura de mosaicos.
(a) Hilo 1 (b) Hilo 2 (c) Hilo 4
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work Position: Objetive

*0 Y. 0.87
Machine Position: Mosaic
X115 ¥Y.-3B13 Save position
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B S P3| |P4||P5||P6

Step size |1.000 =

Center O
SH | 58X || 7 VN
Abort <IN D

™ e

Figura 5-27: Control de mosaicos a procesar.

El segundo hilo (Figura 5-26(b)) es el encargado de controlar el proceso de captura de
cada mosaico. En él, se realizan dos reservas de memoria. La primera se encarga de
reservar el espacio necesario para guardar los datos del mosaico que se va a capturar y
se establece en una de las posiciones de la memoria reservada anteriormente en el
proceso de captura. A continuacion, se muestra un ejemplo de una reserva de memoria
para seis mosaicos, creando un array de seis posiciones, y la correspondiente reserva para
la captura del segundo mosaico, la cual se guarda en la posicion dos del array.

Mosaicos a capturar > Mosaicos[1,2,3,4,5,6]
Tamarfo del mosaico en pixeles - Mosaicos[2]=CC*FC*BC*CM*FM

Siendo CC=Columnas del Cubo, FC=Filas de Cubo, BC=Bandas del Cubo, CM=Columnas
del Mosaico, FM= Filas del Mosaico.

La segunda reserva hace referencia a una memoria offset encargada de determinar la
posicion de los pixeles. Tras la reserva se hace una llamada al hilo 3, para comenzar con
las capturas, y se realiza un bucle hasta que se capturen todos los cubos del mosaico. En
el bucle, cada vez que el hilo 3 haya exportado un cubo, se realizard una llamada al hilo 4
para que comience el cambio de formato. Una vez ambos han terminado, se realiza una
llamada al hilo 5 y comienza a montarse el mosaico. Esta llamada sélo se realiza la primera
vez que se captura un mosaico. En el caso de que hayan programados varios mosaicos
para capturar, el hilo 5 se autogestiona, ya que puede darse el caso donde la captura (hilo
3) y el cambio de formato (hilo 4) acaben antes que la generacion del mosaico (hilo 5),
haciendo que el hilo 2 quede bloqueado hasta que el 5 termine, provocando que el hilo 1
no ordene nuevas capturas.

El tercer hilo (Figura 5-28(a)) se encarga del control de la camara y del movimiento. En
este hilo se realiza: 1) el movimiento a cada una de las posiciones donde se toman las
capturas, 2) la obtencion de cada uno de los cubos del mosaico, 3) se exporta a formato
ENVI cada uno de los cubos capturados y 4) se actualiza el offset de la posicion. Ademas,
se comprueba que el sistema mecanico esté en todo momento en la posicién correcta.
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Los cubos hiperespectrales se almacenan en archivos binarios. Existen tres formatos
comunes para la organizacién de los datos dentro de estos archivos son BSQ (Band
Sequential), BIP (Band Interleaved by Pixel) y BIL (Band Interleaved by Line). Como se
muestra en la Figura 5-29, en BSQ se disponen todos los pixeles de cada banda antes de
proceder con la siguiente, en BIP se encuentra la informacion de cada pixel para todas las
bandas antes de proceder con el siguiente pixel y en BIL se organiza la informacién de
cada linea de pixeles para todas las bandas antes de proceder a la siguiente linea.

La camara UHD-185 exporta los cubos con un formato BSQ. Este formato es dutil si el
algoritmo de procesado que se utilice trabaja banda a banda, pero en el caso de trabajar a
nivel de lineas o de pixeles, serd necesario esperar a tener el cubo al completo para poder
procesarlo.

Hilo 3 - Captura y Exportacién Hilo 5 - Generacién del mosaico

< creados < mosaicos >—
o N .

posicién

inicial

Si

SendAndProcess

- SetPanlInterpolation
- SetPanScale

- SetExportSelection
- SetSpecFactor Si
- SetExportFirstgray

columnas cubo, n++

lSi

creados < capturados

Captura un cubo

Crea un nuevo archivo

Mueve el sistema a mosaicoX.cue
la siguiente posicién |

Lee la memoria Mosaicos{PX}y la

I guarda en el nuevo archivo
.
Crea un nuevo archivo de
cabecera mosaicoX.hdr

|
Borra la memoria
| “Mosaicos{PX}”

Actualiza offset

@ (b)

Figura 5-28: Diagramas de flujo de los hilos paralelos de la captura de mosaicos.
(a) Hilo 3 (b) Hilo 5
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@
® - .
lines
©
columns ’

Figura 5-29: Métodos de organizacién de datos para imagenes multibanda.
(a) BSQ (b) BIP (c) BIL

Teniendo en mente la posibilidad de realizar procesamientos futuros con los mosaicos
obtenidos y asi facilitar su procesado, se ha decidido implementar un cambio de BSQ a
BIP en todos los cubos capturados antes de formar el mosaico. De esta manera, al ir
almacenando la informacion de cada pixel banda a banda, una vez guardado dicho pixel
ya estard disponible para ser procesado. Esta funcionalidad se implementa en el cuarto
hilo (Figura 5-26©). La nueva organizacion de los datos se guarda en la memoria
reservada en el hilo 2.

Por ultimo, en el quinto hilo (Figura 5-28(b)) se genera el mosaico con todas las capturas
realizadas. Para ello, se accede a las posiciones de memoria, donde se han almacenado
los datos en formato BIP, y se guardan en un archivo con extension “.cue”. Ademas se
genera una archivo de cabecera “.hdr” con el mismo nombre. La memoria reservada, donde
se almacena la informacién de los cubos en formato BIP, se elimina y se procede con el
siguiente mosaico si lo hubiese.

En la Figura 5-30 se muestra un cronograma con un ejemplo de ejecucion del sistema en
el que se capturan dos mosaicos. Inicialmente el Hilo1 (encargado del control de mosaicos)
activa el Hiloi2 (encargado del control de capturas) con un mosaico de 2x3. Este a su vez
activa el Hilo;3 (encargado del proceso de las capturas) que comienza a capturar los cubos.
Por cada cubo capturado, el Hiloi2 activa el Hiloi4 (encargado de transformar de BSQ a
BIP). Una vez el Hiloi4 finaliza con el dltimo cubo, el Hilo;i2 activa el Hiloi5 (encargado de la
generacion del mosaico) y se cierra, avisando al Hilol para que prosiga con nuevos
mosaicos. Este activa nuevamente el Hiloi:12 con un nuevo mosaico de 2x2. Se repite el
proceso de captura y transformacion de los hilos 3y 4. En el caso de que el Hilo5 termine
de generar el mosaico antes que el Hiloi.14, se queda esperando a que termine para
comenzar con el nuevo mosaico. Una vez finalizado, se cierra tanto el Hiloi:15 como el
Hilo1.
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5.4. Resumen

5.4Resumen

En este capitulo se ha detallado el desarrollo del software necesario para controlar el
sistema de adquisicion hiperespectral. Esto incluye tanto el software de control del sistema
mecanico, como el software de control de la camara para la adquisicién de imagenes. Una
vez se han desarrollado ambos controladores por separado, se ha desarrollado un
programa que permite el control sincronizado de ambos sistemas, permitiendo mover el
portaobjetos para realizar capturas sucesivas de un mismo portaobjetos.

Ademés, se ha expuesto la metodologia seguida para la generacibn de un cubo
hiperespectral generado con el sistema de captura microscopico, que consiste en la
creacion de un mosaico en el que cada cubo generado por la cAmara (perteneciente a
campos de vision cercanos) se une con el resto.

Finalmente, se ha desarrollado una interfaz de usuario que permite el manejo del sistema
de captura de forma intuitiva. Esta interfaz de usuario se ha desarrollado de forma
amigable, separando cada uno de los procesos en pestafias para una mayor claridad.
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6 Integracion y verificacion del sistema de
adquisicion

Hasta ahora se ha estudiado cada una de las diferentes partes que forman el sistema de
adquisicidon por separado, pero para tener una idea clara de la forma de trabajar del
sistema, se debe tener una perspectiva sencilla y global. El sistema queda integrado en el
microscopio siguiendo el diagrama de bloques mostrado en la Figura 6-1. La camara
acoplada al microscopio, a través del trinocular, a la vez que se conecta a un ordenador
con dos cables de red; el sistema mecanico fijado a la base del microscopio con el cableado
de los motores y de los finales de carrera conectado a la placa CNC Shield y al Arduino el
cual, a su vez, se conecta al ordenador por un puerto USB.

Céamara

PC

Arduino

Figura 6-1: Componentes que forman el sistema de captura.
6.1 Evaluacion del sistema de medida en microscopio

La camara UHD-185 de Cubert precisa de un calibrado cada vez que la lente es cambiada.
Para ello, el fabricante facilita un software con el cual realizar de forma guiada dicha
calibracion. Los requisitos previos para realizarlo son:

- Un cajon de calibrado
- Ledverde

- Ledrojo

- Luz blanca

Se ha fabricado un cajén de calibracién a semejanza del fabricante, cuyas especificaciones
establecen que el tamafio de la caja debe ser como minimo 1,5 veces el area de
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iluminacion. Mientras que el fabricante hace uso de diodos laser, para el desarrollo de este
PFC se ha optado por el uso de diodos LED, los cuales permiten realizar el proceso de
calibracion con un coste menor. Ademas, al usar diodos led SMD (Surface Mount Device),
se ha logrado reducir considerablemente el tamafio del cajén. Las medidas utilizadas para
fabricarlo, quedan reflejadas en la Tabla 6-1. El resultado final puede verse en la Figura
6-2(a) frente al del fabricante en la Figura 6-2(b). Los diodos se han soldado en una placa
para poder utilizarlos junto con una fuente de alimentacién, mientras que la luz blanca se
toma de un foco halégeno suministrado junto con la camara.

Tabla 6-1: Medidas del cajon de calibracion.

Area de iluminacién 14x14 cm2

Largo 46 cm

Ancho 24 cm

Alto 24 cm
Distancia entre paneles 8cm

Figura 6-2: Cajon de calibrado.
(a) Cajon fabricado (b) Cajon del fabricante

La calibraciéon marcada por el software del fabricante pasa por capturar las componentes
espectrales del verde (530 nm), el rojo (627 nm) y el blanco, como se puede observar en
la Figura 6-4. Este proceso requiere una fuente de luz homogénea, por lo que se han
utilizado piezas de plastico traslicido para lograr dispersar la luz lo mas homogéneamente
posible por toda la superficie capturada por la camara. Para el calibrado de las lentes del
microscopio ha sido necesario acoplar la placa de leds al sistema mecanico y guardar cada
una de las posiciones en las que los leds se alinean perpendicularmente con la lente, como
se muestra en la Figura 6-3, para lograr que el haz de luz no incida de forma oblicua.

— Automatic Calibration

Welcome to Cubert Automatic Camera
Caliibrator

Please make sure that you have the latest
Cubert Utilities software package installed to
the

default folder on this account, and you have
adminiztrator rightz on the computer.

During calibration, you will need homogenous
source of the follewing lightz: white continous
speactrum

light, 530nm lazer and 627nm laser.

Pleaze follow the instructions carefully and
do not switch the order of the lights.

Cubert GmbH 2016.

| Start Calibration |

Figura 6-3: Diodos led alineados para la calibracién. Figura 6-4: Software de calibracion de la camara.
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El proceso de calibracion seguido, tanto para las lentes normales como las del microscopio,
puede verse en la Figura 6-5 y en la Figura 6-6 respectivamente.

Figura 6-5: Proceso de calibracién con cajon de calibrado.

Figura 6-6: Proceso de calibracion en microscopio.

Para comprobar la necesidad del calibrado, se han tomado capturas de cada una de las
fuentes de luz antes y después del calibrado. En la Figura 6-7(a) se ve una comparativa
realizada con luz blanca donde se aprecia como las lentes del microscopio filtran las
componentes espectrales mas cercanas al infrarrojo. Por tanto, para el procesado de estos
espectros habra que tener en cuenta que el ancho de banda de trabajo que se escoja
estara limitado por las longitudes de onda que deja pasar el microscopio. Ademas, se
puede comprobar que la camara sin calibrar, con las lentes del microscopio, capta un mayor
namero de componentes espectrales. Para comprobar si la camara esta captando
componentes espectrales erréneas cuando no esta calibrada, se ha realizado el mismo
proceso con una fuente de luz LED verde. Como se observa en la Figura 6-7(b), tanto la
firma espectral de la camara calibrada con las lentes normales como con las lentes del
microscopio coincide, mientras que la firma espectral de la captura realizada con las lentes
del microscopio y con la camara sin calibrar difiere de las anteriores. Con esto se justifica
la necesidad de calibrar la camara cada vez que se cambia de lente.
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09 | [+ 4\ \ Mcroscopéo - Calibrado
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@ (b)
Figura 6-7: Firmas espectrales para las diferentes lentes calibradas y sin calibrar.
(a) Luz blanca halégena (b) Led verde

El preprocesamiento de HSI implica principalmente la normalizacion de datos y el registro
de imagenes. La normalizacion de los datos convierte o normaliza las observaciones de
radiancia hiperespectral a valores de reflectancia o transmitancia, que describen las
propiedades intrinsecas de las muestras biolégicas. Dicha normalizacion también reduce
el ruido del sistema y prepara mejor los datos para un analisis posterior.

Los arrays CCD utilizados en los sistemas HSI generalmente tienen corriente oscura,
incluso sin que la luz brille sobre ellos. La corriente oscura depende de la temperatura y es
proporcional al tiempo de integracion. Por lo tanto, para convertir la intensidad captada en
reflectancia o transmitancia, se toman imagenes de referencia y oscuras antes de adquirir
imagenes de muestra. La imagen de referencia se toma con una superficie de reflectancia
estandar colocada en la escena, o capturando la luz directamente para la transmitancia,
mientras que la corriente oscura se mide manteniendo el obturador de la camara cerrado.

Las capturas de los mosaicos se realizan en modo RAW, normalizando posteriormente a
partir de las referencias de blanco que deben ser tomadas antes de cada captura.

La orientacién de la camara juaga un papel fundamental ya que, dependiendo de como
esté orientada, los cubos podran o no solaparse de forma correcta. En la Figura 6-8(a)(b)(c)
se muestran tres capturas para el borde de un portaobjetos, donde la cAmara se encuentra
mal posicionada en las dos primeras y correctamente alienada en la Ultima. Las dos
primeras provocan que las capturas consecutivas no se solapen correctamente, como se
muestra en el mosaico de 1x9 de la Figura 6-8(d), mientras que la tercera, al estar bien
alineada, consigue un solape perfecto (Figura 6-8(e)).
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el Cubert Preview - X 85 Cubert Preview — h4 o5l Cubert Preview - x

(b)

(d)

(e)
Figura 6-8: Orientacion de la camara.
(a) y (b) Captura con camara mal orientada (c) Captura con camara orientada (d) Mosaico con camara mal orientada (e)
Mosaico con camara bien orientada

6.2 Optimizacion de la captura de los mosaicos / Ajuste fino

El célculo del FOV (Field Of View) tedrico se puede ver en el apartado 3.4. Este calculo
sirve como aproximacion ya que la distancia entre el sensor y el colimador del
espectrégrafo es desconocida, ademas que, para acoplar la camara al adaptador MTV-3
han sido necesarias dos anillas extensoras. Ademas, el sensor de la cAmara posee una
relacion de aspecto de 4:3, pero se realiza un recorte de la imagen para lograr una relacion
1:1 y obtener un cubo de 50x50. Para realizar el calculo del FOV real, se ha utilizado una
regla micrométrica, con una resolucion maxima aproximada de 0.1 mm (Figura 6-9), con la
que se ha obtenido un FOV aproximado de 0.95 mm como se muestra en la Figura 6-10(c),
en la que se pueden ver nueve lineas y parte de una décima de 0.1 mm cada una.

—_——

TG R

Figura 6-9: Regla micrométrica.

105

© Del documento, de los autores. Digitalizacion realizada por ULPGC. Biblioteca universitaria, 2018



6.2. Optimizacién de la captura de los mosaicos / Ajuste fino

(b)
©

Figura 6-10: Capturas regla micrométrica (lineas/cm).
(a) 25 (b) 50 (c) 100, vertical y horizontal.

Para obtener un FOV mas preciso se ha realizado un ajuste fino tras un primer ajuste
grueso, mediante un proceso iterativo en el cual se han capturado varios mosaicos de 15x5
cubos, modificando los saltos entre estos a partir del valor obtenido con la rejilla
micromeétrica, hasta conseguir el mejor resultado. Para no mostrar todos los mosaicos
capturados, se hace un resumen de aquellos mas significativos para el calculo del FOV.
Inicialmente se ha establecido un rango entre 0,85 mmy 1,10 mm con saltos de 0,05 mm,
como se puede ver en el ajuste grueso de la Tabla 6-2. El avance que mejor resultados
ofrece esta entre 0,95 mm y 1,05 mm. A continuacion, se han realizado saltos de 0,001
mm entre estos valores para obtener un ajuste fino. Como se observa en el ajuste fino de
la Tabla 6-2, el avance que genera un mejor resultado es el correspondiente al valor 0,996
mm, por lo que se establece este valor como el FOV del sistema.

Tabla 6-2: Ajuste grueso y fino para el calculo del FOV.

Ajuste Grueso (mm)

0.85 0.90

0.95 1.00
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6.3Resumen

En este capitulo se ha justificado la necesidad de calibrar la cAmara cada vez que se
cambia la lente, para lo cual se ha fabricado un cajon de calibraciéon y se han realizado
varias pruebas empleando tanto las lentes originales de la camara como el microscopio.
Ademas, se ha estimado el calculo del FOV por medio de un proceso empirico iterativo. En
este proceso se han capturado mosaicos sucesivamente, empleando diferentes
resoluciones mecanicas hasta conseguir el mosaico que mejor solape presenta entre las
imagenes que lo forman. Por otra parte, se ha demostrado la necesidad de orientar la
camara para cada nuevo acople con el microscopio, ya que, de no estar alineada, no habria
continuidad entre las imagenes capturadas para generar el mosaico.

Al realizar un andlisis del sistema, se ha determinado que algin componente éptico del
microscopio filtra las componentes espectrales mas cercanas al infrarrojo. Esto repercutira
en que el rango espectral de las capturas realizadas con este sistema se vera reducido.
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7 Creacion de una base de datos
hiperespectral

En este capitulo se explican los tipos de tumores que se pueden encontrar en las muestras
a tratar, asi como una descripcién de su preparacion para su observacion. Posteriormente
se plantea el protocolo de captura de los mosaicos, mostrando alguno de ellos y varias
firmas espectrales comparativas.

También se describe el proceso de creacion de la base de datos HSI y se describen las
principales caracteristicas de los cubos hiperespectrales capturados.

7.1Descripcion de muestras bioldgicas

Tipos de cancer

El cancer de mama se origina anatémicamente en la unidad terminal ducto-lobulillar de la
glandula mamaria. Cuando el proceso de malignizacion se dirige en direccién al conducto
se origina el Carcinoma Ductal, mientras que, si se dirige hacia el lobulillo, el resultado es
el Carcinoma Lobulillar.

La mama es una glandula, cuyo detalle se puede observar en la Figura 7-1. Se llama cancer
de mama al tumor originado en las células y estructuras de esta glandula, por ello el cancer
de mama es un Adenocarcinoma.

Caja toracica
Musculos pectorales
Lébulos

Superficie del pezon
Areola

Conducto lactifero
Tejido adiposo

Piel

ONOORWON =

Figura 7-1: Anatomia de la glandula mamaria.

Carcinoma “In situ”.

Se llama asi a la proliferacion celular maligna que ocurre en el interior del conducto
mamario, sin traspasar la pared (membrana basal) del mismo, es decir sin invasién o
infiltracion del tejido (estroma) que lo rodea.
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Se denomina:

e Carcinoma ductal in situ o carcinoma intraductal si es dentro de un ducto.

e Carcinoma lobulillar in situ si es dentro de un lobulillo. Hace afios, el
carcinoma lobulillar in situ se consideraba una lesién premaligna, sin embargo,
en la actualidad se entiende como un marcador que identifica a mujeres con un
mayor riesgo de desarrollar cancer de mama invasivo. El término méas adecuado
es el de neoplasia lobular.

La incidencia del carcinoma ductal in situ ha aumentado en los ultimos afios.
Con frecuencia este tipo de tumor es multicéntrico (varias lesiones en la misma mama) y
bilateral (afectacién de ambas mamas).

En la actualidad se desconoce qué tumores in situ y qué porcentaje pasan a ser tumores
invasivos. El tiempo en que esto ocurre puede ser tan largo como 6 a 10 afios.

Carcinoma invasivo o infiltrante.

Se llama asi a la proliferacion celular maligna que traspasa la frontera natural anatémica
del ducto o el lobulillo, invadiendo el tejido circundante.

Fundamentalmente existen dos tipos de cancer de mama invasivo:

e Carcinomas ductales: se originan en las células que revisten los conductos
galactoforos (conductos por donde circula la leche hacia el pezén).
Es el tipo mas frecuente, representando el 80% de los canceres infiltrantes de
mama.

e Carcinomas lobulillares: se originan en las células de los lobulillos mamarios,
donde se produce la leche. Su incidencia es mucho menor, del 10%.

Otros tipos de cancer de mama menos frecuentes son el medular, el coloide y el tubular.

En el Carcinoma Inflamatorio de mama, las células tumorales infiltran los vasos linfaticos y
la piel. La mama esta globalmente enrojecida y caliente, como si estuviese inflamada,
porque las células tumorales bloquean los vasos linfaticos de la piel. La incidencia es baja,
del 1 al 3% de todos los canceres de mama.

Preparacion de las muestras histolégicas

La mayoria de los tejidos, sobre todo los de los animales, son incoloros y por ello la
necesidad de tefirlos para observar sus caracteristicas morfolégicas con el microscopio
Optico. Ello se consigue con el uso los colorantes, sustancias que son capaces de unirse
de manera mas 0 menos especifica a estructuras del tejido aportdndoles color. Se utilizan
normalmente para tefiir a las células y componentes tisulares que van a ser observados
con el microscopio optico y por ello se realizan habitualmente sobre secciones de tejido,
siendo las mas utilizadas las secciones obtenidas a partir de inclusiones en parafina u
obtenidas en el criostato. Los colorantes son los elementos principales de las tinciones
generales.
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La molécula de un colorante tiene normalmente dos componentes importantes: uno que
aporta el color, denominado cromogeno, y otro que posibilita la unién a elementos del tejido
denominado auxocromo. El cromaforo es la organizacion molecular dentro del cromogeno
responsable de la absorcion de un espectro determinado de longitudes de onda. El
auxocromo que se une al cromdgeno puede influir en su coloracién y muchos colorantes
tienen mas de un grupo auxocromico. El auxocromo puede ser un grupo inonizable, un
grupo que reacciona covalentemente con iones metélicos (mordientes) o puede reaccionar
covalentemente con el sustrato, en este caso el tejido. Los colorantes son normalmente
hidrosolubles, aunque hay colorantes que carecen de grupos ionizables y sirven para tefir
sustancias grasas, como gotas de lipidos.

Segun la naturaleza quimica del croméforo hay varios tipos de colorantes: nitrosos,
ozoicos, derivados de la antroquinona, derivados de la acridina, derivados de iminas
quindnicas, derivados de diferrilmetano y triferriimetano, derivados del xanteno y derivados
de las talocianinas.

En el ambito clinico, la mayoria de laboratorios de anatomia patoldgica realizan la
deteccion de proteinas in situ sobre el tejido mediante tincién inmunohistoquimica (IHQ).
En el cancer de mama existen diferentes perfiles moleculares [68] con diferentes
prondsticos y tratamientos, que pueden ser caracterizados mediante tincion IHQ [69]. En
el diagndstico clinico del cancer de mama se clasifican 4 perfiles (Luminal A, Luminal B,
HER2 vy triple-negativo) [70]. La caracterizacion de los perfiles moleculares se realiza
mediante tincion IHQ de los receptores de estrogenos(RE), receptores de progesterona
(RP), del Human epidermal Growth factor receptor 2(HER2) y del Ki67 (Proteina nuclear
que se encuentra en todas las fases del ciclo celular y, por tanto, un marcador de
proliferacion celular).

Para conseguir una correcta interpretacion de los RE, RP, Ki67 y HER2, diferentes guias
han sido escritas por paneles de expertos en un intento de unificar y estandarizar la
evaluacion mediante IHQ [71-73]. Sea cual sea el método de valoracién que se utilice, es
bien sabido que la evaluacién manual microscépica de RE y RP es subjetiva, tediosa,
requiere mucho tiempo y puede conducir a variabilidad significativa entre observadores,
existiendo discrepancias en su evaluacién entre diferentes laboratorios o tests [74-76],
ademas de existir criticas sobre la manera de interpretar los marcadores [77, 78].

Una posible solucién a los problemas planteados seria la identificacion y la evaluacion de
los RE, RP, HER2 y Ki67 sin la necesidad tefir las biopsias.

Este PFC se centra en un primer paso que sera comprobar si es posible la diferenciacion
de un tumor entre muestras con tincion simple HE (hematoxilina-eosina), sin tincién y
secadas al aire, usando imagenes hiperespectrales. El proceso de tincion HE se describe
graficamente en la Figura 7-2, donde los tiempos son aproximados porque dependen del
grosor de los cortes y de la concentracion de los colorantes. Los pasos seguidos para
realizar la tincién son:

e Inicialmente, y tras el corte de las muestras, se realiza el desparafinado,
sumergiendo los preparados histolégicos en xileno para eliminar los excesos
de parafina. El xileno es un alcohol toxico pero existen reactivos (como el Hemo-D)
que ejercen la misma funcién aclarante de parafina sin la toxicidad del xileno.
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e Luego pasan por una serie de alcoholes en concentracion decreciente para
rehidratar la muestra (100°, 96° y 80°).

e Se lava en agua destilada para eliminar el exceso de alcohol.

e Se sumerge en hematoxilinay se lava en agua para eliminar excesos, donde el
paso por agua de grifo es tipico de la hematoxilina y se denomina diferenciacion.
Las sales del agua permiten obtener una coloracion mas violacea, en vez de
parpura.

e Se sumerge en eosina y se pasa rapidamente por alcohol.

e La deshidratacion final es necesaria porque el medio de montaje no suele ser
hidrosoluble. Se pasan las muestras por otra serie de alcoholes, esta vez en orden
creciente (80°, 96° y 100°) para deshidratar la muestra y que se pueda realizar el
montaje.

e Finalmente se deja remojar en xileno antes de realizar el montaje final.

e Los medios de montaje no afectan al tejido, ni a los colorantes y tienen unas
propiedades Opticas excelentes. Ademas, conservan las preparaciones durante
afios en buenas condiciones. Tras el montado y secado (evaporacion del xileno),
las secciones se pueden observar con el microscopio optico.

DESPARAFINADO HIDRATACION
[ 1 ] |

Xilenoe  Etanol 100° Etanol 96° Etanol 80° H20

2x10 min  2x10 min 10 min 10 min destilada
.oi.z.‘theutu del -._-;:;Iur' ....= NI.-IC|ECI"...=. 10 min
- = e una seccidn ®es -
%% o L%
rﬂ el
..Etan_o_l HQ_[] Hematoxilina
80° 30 segundos destilada de grifo 3 min
\ 15s 2%10 min 15 min "
TINCION

eno

\ 30s 5 min 10 min I 2x10 min

DESHIDRATACION

Medio de

. Cubreobjetos montaje
Listo para - _ -
observar <3, <2 3 i
T ™ - 9
o ,‘. - '.:-.
--
L J
MONTADO

Figura 7-2: Pasos que se siguen durante una tincién general de hematoxilina-eosina.
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7.20rigen y protocolo de captura de las muestras

Las muestras facilitadas por el departamento de Anatomia Patolégica del Hospital de
Tortosa Verge de la Cinta, que se pueden observar en la Figura 7-3, pertenecen a dos
biopsias realizadas y conservadas en parafina. A cada una de ellas se le han realizado
cortes consecutivos para procesar cada uno de ellos de una forma diferente, obteniendo
asi tres procesados para una misma muestra. Esto se justifica por el parecido biolégico
entre muestras procedentes de cortes consecutivos.

Los procesos realizados en las muestras han sido:

1. Tincién HE.

2. Desparafinado de la muestra, hidratacién y secado al aire sobre el portaobjetos.

3. Proceso realizado para la tincion HE pero sin la tincién propia, es decir, se realiza el
desparafinado, la hidratacion, la deshidratacion y el montaje.

Figura 7-3: Muestras biologicas.

Ademas, como se observa en la Figura 7-4, junto con las muestras se han facilitado unas
capturas digitales de las mismas en las que el equipo de patologia se ha encargado de
sefalar diferentes zonas a tener en cuenta, como son: tumor, delimitado por el color verde;
tejido fibrético, delimitado por el color azul; y tejido adiposo, delimitado por el color rojo.
También se encuentra una zona mixta formada por tumor y tejido fibrético, que se ha
delimitado en color naranja. Dichas zonas no son exclusivas, ya que delimitan las areas
con un tipo de tejido predominante. Para poder diferenciar correctamente cada uno de
estos tejidos, es necesario observar la tincion de HE realizada, con la cual se han obtenido
tres tonalidades: rosa chicle para el tejido fibrético, rosa palo para el tejido adiposo, y
finalmente morado para el tejido tumoral.
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5000 pm 5000 pm
S |

@ (b)
Figura 7-4: Laminillas escaneadas con areas de interés sefialadas.
(a) 14B12436-A14 H.E (b) 15B129-A6 H.E

La organizacion de la base de datos seguird una estructura jerarquica, como se muestra
en el diagrama de la Figura 7-5, partiendo de cada uno de los pacientes y clasificando las
capturas segun su procesado, magnificaciébn y zona capturada. Cada paciente sera
designado con un numero, guardando asi su anonimato. Para ello se aprovechara la
nomenclatura adjunta en las muestras facilitadas, como se aprecia en el titulo de la Figura
7-4(a)(b). Para comprobar si es posible distinguir entre los diferentes tejidos, se tratara de
tomar aquellas zonas de la muestra en las que los tejidos estén bien diferenciados.
Aprovechando la informacién de las muestras digitales facilitadas, se marcara sobre ellas
dichas zonas, evitando asi escribir o manchar el portaobjetos.

Base de datos

Paciente 1 Paciente 2

HE Secado al aire Sin tincién

1 1 1 [ [ ]

5X 10X 20X 5X 10X 20X 5X 10X 20X
Zona 1 Zona 1 Zona 2

Figura 7-5: Diagrama de la estructura de la base de datos histolégica.
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Los pasos a seguir para realizar una primera captura son:

1. Comprobar que las lentes del microscopio no interfieren con el sistema
mecanico.

2. Realizar la conexién al puerto serie con el Arduino para que se establezca

la posicion (0,0) a través de un homing.

Ejecutar el servidor C-Link.

Centrar la muestra y enfocarla.

Fijar la potencia luminica de entrada como la maxima posible sin llegar a

saturar.

Realizar un balance de blancos, como se explica en el apartado 5.3.1, para

establecer el tiempo de exposicion de la caAmara.

Orientar la cAmara haciendo uso del portaobjetos.

Buscar el punto de partida para realizar el mosaico.

Guardar la posicion junto con el tamafio del mosaico a capturar.

0. Seleccionar la magnificacion® del microscopio.

1. Establecer la ruta de guardado para las capturas, como se puede observar
en el diagrama de la Figura 7-5.

12. Comenzar la captura.

arw

o

BB oo~

7.3Imagenes hiperespectrales capturadas

Las capturas tomadas a cada una de las muestras histoldgicas, han sido realizadas con
las magnificaciones 5x, 10x y 20x.

- Para la magnificacién de 5x se han realizado mosaicos de 22x22.
- Para la magnificacién de 10x se han realizado mosaicos de 12x12.
- Para la magnificacién de 20x se han realizado mosaicos de 12x12.

En la Figura 7-6(a) se pueden ver las zonas de interés que han sido capturadas con las
diferentes magnificaciones para el paciente uno. Se han seleccionado dichas zonas, ya
gue aportan informacién de los tres tipos de tejido presentes en las muestras.

En las Figura 7-6(b), Figura 7-6(c) y Figura 7-6(d) se pueden ver los mosaicos realizados
en las zonas de interés comentadas anteriormente, para las muestras de tincion HE,
secada al aire y sin tintar respectivamente, preparadas para el paciente uno, con una
representacion RGB del RAW capturado sin normalizar.

De la misma forma, tanto las zonas de interés para el paciente 2 como los mosaicos
capturados para dicho paciente, se pueden ver en la Figura 7-7.

Si bien los puntos de partida de los mosaicos capturados para las muestras de tincion He
y secado al aire han sido relativamente sencillas de buscar, no ha ocurrido lo mismo con
las muestras sin tincion. Esto es debido a una casi total transparencia de la muestra, que
dificulta su observacion y la busqueda de zonas especificas dentro de ésta.

3 Para cada nueva seleccién de magnificacion, es necesaria la calibracién de la camara.
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Figura 7-6: Capturas de las muestras histoldgicas del paciente 1.
(a) Muestra digital (b) Mosaicos con tincién HE (c) Mosaicos con secado al aire (d) Mosaicos sin tincién
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(d)

Figura 7-7: Capturas de las muestras histologicas del paciente 2.
(a) Muestra digital (b) Mosaicos con tincién HE (c) Mosaicos con secado al aire (d) Mosaicos sin tincién
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7.4Resultados obtenidos de las capturas realizadas

Como se ha visto en el apartado 5.1, la camara hiperespectral de cubert UHD-185
almacena los datos capturados en un achivo con formato propio. Dependiendo de la
configuracién de la cdmara para realizar las capturas, el tamafio de dichos archivos y el
tiempo de captura variara. De la misma manera, tanto los tiempos de exportacion como el
tamano del archivo exportado dependen de las diferentes configuraciones posibles. Esta
variabilidad de los tiempos muestra como el cuello de botella del sistema completo se
encuentra en la camara de cubert UHD-185.

En la Tabla 7-1 se muestran los tiempos y tamafios de las capturas y exportaciones para
las diferentes configuraciones que son Utiles para los obejtivos de este PFC. A modo
aclaratorio, es necesario explicar que la temporalidad de los distintos procesos se ha
estimado a través de funciones propias del sistema operativo Windows creadas para tal
fin, y en el entorno de Microsoft Visual Studio sobre el codigo de referencia. Las funciones
se han utilizado en los puntos concretos de inicio y finalizacién de operacion para cada
seccion de cédigo a temporalizar. Debido a la carga arbitraria del sistema operativo, una
medida Unica y aislada se asemeja a un numero pseudo-aleatorio, por lo que se han
realizado medidas de tiempo de manera repetitiva y finalmente se ha aplicado una media.

Se ha dividido este analisis segun la configuracion utilizada:

1. Capturas individuales: Cada uno de los cubos obtenidos en el formato propio del
fabricante (.cub).

2. Exportar capturas: Exportar dichos cubos a formato ENVI.

3. Captura de mosaicos: Se muestra el tiempo de captura y tamafio del mosaico
generado en ENVI para una magnificacion de 5x, asi como el tamafio ocupado por
todas las capturas y exportaciones llevadas a cabo para su realizacion.

Para una mejor comprension de la Tabla 7-1 hay que recordar que la cAmara hiperespectral
puede realizar un fusionado entre la imagen espacial monocromatica de alta resolucién y
la espectral mediante una interpolacién ponderada con respecto a la captura completa de
la imagen espacial (Fusién). En caso de no realizar la fusion, es posible hacer uso de una
interpolacion por el vecino mas cercano (esta configuracion se ha llamado Genuino por el
software del fabricante). Al aumentar el multiplicador de fusionado se generan cubos con
mayor namero de pixeles, aumentando tanto los tiempos de exportacion como los de
procesado (para cambiar de formato BSQ a BIP y para generar el mosaico final). Por ello,
los tiempos y los tamafios calculados para la obtencién de mosaicos han sido tomados con
las configuraciones que consumen un menor tiempo, es decir, sin promediar las capturas
y con un multiplicador de fusién igual a uno para la interpolacién del vecino mas préximo®.
Para mostrar la diferencia de tiempos de captura existente entre las diferentes
configuraciones, se han capturado dos mosaicos con las siguientes caracteristicas:

4 También porque este proceso de fusion puede realizarse a posteriori.
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1. Mosaico con un tamafio de 5x5, con el maximo multiplicador (x20) y realizando un
fusionando con la imagen espacial

2. Mosaico con un tamafio de 10x10, con la magnificacion 20x ya que, aunque los
tiempos de captura individual son iguales, el retorno del eje X a su posicion inicial
para cada fila del eje Y variar4 segun la magnificacon que se esté usando. Esto se
debe a que el avance con la lente 5x es de 0.996 mm (el FOV calculado) y el avance
para la magnificacion 20x es de 0.249 mm.

Tabla 7-1: Tamafio y tiempos de las capturas.

Capturas individuales

Promediado (capturas) Tiempo (s) Tamarfio (MB)
1 1 7,23
10 2 7,23
20 3 7,23
Tiempo (s) Tamafo (MB)
Multiplicador de fusionado - - - -
Fusion Genuino Fusion Genuino
1 0,5 0,5 0,695
2 1,5 1 2,8
3 1,8 1,2 6,3
4 2 15 11,1
5 2,3 1,88 17,4
10 7 6 69,5
20 23 21 278
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Captura de mosaicos (Magnificacion 5x)
Tamafio total

Tamarfo del mosaico Tiempo Tamafo del mosaico (MB) SETEED (E)
5x5 103" 16,9 0,220
5x5 (Mul x5 + Fusionado) 3'55” 424,2 0,99
10x10 3'45” 67,8 0,884
10x10 (Magnificacion 20x) 323" 67,8 0,9
20x20 14'13” 2715 3,45
40x40 55'564” 1085,9 13,8

Como se puede observar en los resultados para la captura de mosaicos de la Tabla 7-1,
aungue el tamafio final del mosaico no llega a ser excesivamente grande, del orden de
cientos de megas, si que es indispensable tener especio extra disponible para almacenar
todas las capturas y exportaciones previas. Un ejemplo claro queda reflejado en los datos
obtenidos para el mosaico de 40x40, donde el espacio ocupado en disco es de 1 GB
aproximadamente, pero es necesario disponer de 13,8 GB para poder almacenar todas las
capturas y exportaciones previas pertenecientes a cada uno de los cubos que forman dicho
mosaico.
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Andlisis de las firmas espectrales

Finalmente, se ha obtenido un conjunto de firmas espectrales para cada uno de los
mosaicos, con el fin de comprobar si existe la posibilidad de diferenciar entre los distintos
tipos de procesado de las muestras (tincidn estandar HE, al aire y sin tintar), asi como entre
los diferentes tipos de tejidos (fibrético, tumoral y adiposo) con igual proceso histolégico.

Para obtener las firmas se ha desarrollado un procedimiento haciendo uso del software
MATLAB, con el que, tras generar una imagen RGB de los mosaicos capturados, permite
la seleccion de las tres zonas a tratar para su analisis.

Cada cubo esta formado por una matriz de MxNxB, siendo M el nimero de columnas, N el
namero de filas y B el nimero de bandas. Para generar la imagen RGB se han extraido las
tres bandas correspondientes, se les ha realizado una conversion a unitl6® y se han
escalado sus valores para representar intensidades. Ademas, cada cubo ha sido
normalizado con la imagen de referencia de blancos correspondiente.

ITG,W

I =

(Eq. 7-1)
Iwhite

Donde | es el valor de transmitancia calculado, I,,,, €s el valor de radiancia de los datos

de un pixel dado, e I,,;:. €S la referencia de blanco.

Una vez mostrada la imagen RGB generada, se selecciona un area rectangular para cada
tipo de tejido y se guarda la posicion de los pixeles seleccionados. Para cada una de las
areas que identifican a un tipo de tejido, se calcula su media y la desviacion tipica sobre el
cubo normalizado, obteniendo asi las firmas espectrales. Las firmas hiperespectrales
extraidas para cada tipo de tejido pueden observarse en la Tabla 7-2 y la

Tabla 7-3, de forma separada y en una comparativa conjunta. Por claridad, se ha mantenido
una correspondencia con los colores usados por los patélogos para sefialar las diferentes
zonas de tejido de las muestras digitales mostradas en la Figura 7-4, siendo el azul para el
tejido fibrético, el verde para el tumoral y el rojo para el adiposo.

5 Enteros de 16 bits en el rango de [0, 65535] (2 bytes por elemento)
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Tabla 7-2: Firmas espectrales obtenidas del paciente 1.

W Tejico fibrotico
ido tumaral
o 03l /N Tejido adiposo

0.1

L |
450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 a50 1000
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Tabla 7-3: Firmas espectrales obtenidas del paciente 2.
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De las firmas espectrales obtenidas se concluye que, a través de las muestras procesadas
sin tincién y secadas al aire, que se han utilizado en este PFC, a priori no es posible la
diferenciacion de los diferentes tejidos haciendo uso de la informacion espectral obtenida
con la realizacion de la media y la desviacion tipica de las areas seleccionadas, ya que el
comportamiento de las firmas espectrales a lo largo de todas las bandas es muy similar.
Esto puede deberse a varios factores, como pueden ser el grosor de las muestras, su
iluminacién o su enfoque. Puede que con cortes mas gruesos sea posible obtener una
mayor informacion espectral.

Por otro lado, las muestras con tincion HE si muestran una diferenciacion entre los
diferentes tejidos, donde se observa una menor dispersion para las magnificaciones de 5x
y 10x. Esto puede deberse a que no todas las zonas del mosaico, capturado con una
magnificacion de 20x, han quedado bien enfocadas debido a posibles alteraciones
originadas por las piezas del sistema mecanico.

7.5Resumen

En este capitulo se ha empleado el sistema de adquisicion descrito en los capitulos
anteriores para crear una base de datos hiperespectral de muestras histologicas de cancer
de mama. Para ello, en primer lugar se han descrito las muestras bioldgicas disponibles,
enumerando los diferentes tipos de tumores que se pueden encontrar en las muestras a
tratar y se ha descrito la preparacion de éstas para su observacion.

Seguidamente, se ha propuesto un procedimiento para realizar la captura hiperespectral
de las muestras biolégicas disponibles y se han realizado las capturas para generar la base
de datos empleando distintas magnificaciones (5x, 10x y 20x). Esta base de datos esta
compuesta por cubos hiperespectrales correspondientes a muestras con tinciéon HE, no
tintadas y secadas al aire, facilitadas por el departamento de Anatomia Patolégica del
Hospital de Tortosa Verge de la Cinta.

Finalmente se han mostrado algunos de los mosaicos capturados, especificando el formato
en el gue se han almacenado, su tamafio y el tiempo requerido para su captura. Ademas,
se han extraido las firmas espectrales de dichos mosaicos, obteniendo resultados de los
diferentes tipos de tejidos contenidos en las muestras. El andlisis de estas firmas
espectrales ha revelado que si es posible la diferenciacion de los tejidos en las muestras
con tinciéon HE . En cuanto a las muestras no tintadas y secadas al aire, no ha sido posible
obtener una diferenciacién de los tejidos con las capturas realizadas.
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Capitulo 8:
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8 Conclusiones y trabajo futuro

8.1 Conclusiones

Acorde con los objetivos planteados para este Proyecto Fin de Carrera, se ha desarrollado
un sistema mecanico capaz de automatizar capturas de imagenes HSI de muestras
histologicas, procedentes de tejidos mamarios. Para ello se ha usado una camara
hiperespectral, en el rango VNIR y de tipo snapshot, acoplada a un microscopio con el
objetivo de reproducir la observacién de muestras por parte de un meédico patélogo, pero
con la particularidad de utilizar imagenes hiperespectrales, comprobando asi si existe
diferencia alguna entre los diferentes tejidos, tras los diferentes procesos de tincién, en el
rango VNIR del espectro electromagnético.

El sistema mecanico que se ha diseflado y construido es capaz de posicionarse con
precision, al nivel de micras, y realizar barridos controlados para poder obtener capturas
con diferentes tipos de camaras hiperespectrales, tipo snapshot, pushbroom, etc.,
pudiendo incluso usar camaras digitales convencionales. Ademas, con una pequefia
modificacion de las piezas 3D disefiadas, este sistema mecéanico se podria acoplar a
cualquier microscopio 6ptico con facilidad. De esta manera se ha mejorado el sistema de
captura hiperespectral basado en microscopio creado en el PFC de Samuel Ortega
Sarmiento [79], el cual Unicamente aceptaba camaras de tipo pushbroom y sélo permitia
movimientos del portaobjetos en un Unico eje.

Adicionalmente se ha creado el software, tanto del control de la camara disponible para
este PFC, como el del control del sistema mecanico, integrando asi mismo la
automatizacién de las capturas para la realizacion de uno o varios mosaicos. Los cubos
hiperespectrales capturados pasan de estar ordenados en formato BSQ a formato BIP para
posibles procesados futuros con algoritmos ya disponibles en la divisién DSI.

En lo que respecta al sistema de medida hiperespectral basado en microscopio, éste se ha
testeado y probado con éxito su funcionalidad, asi como su calibracion.

Finalmente, el sistema de adquisicién desarrollado se ha empleado para crear una base
de datos de muestras histoldgicas y se ha creado una funcion de MATLAB® que permite
obtener la informacién espectral de dichas muestras, de las cuales se puede concluir que
a priori, con los datos obtenidos y las muestras utilizadas, no es posible la diferenciacion
de los tejidos presentes en las muestras no tintadas y secadas al aire.
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8.2 Trabajos futuros

El trabajo futuro asociado a este PFC tiene muchas variantes. Por un lado, seria pertinente
reproducir el mismo proceso de captura con muestras que posean diferentes grosores de
corte. Dependiendo del tipo de muestra a estudiar o el estudio especifico a realizar, las
muestras deben tener distintos grosores, y es por eso que para realizar un analisis
hiperespectral de muestras histologicas, primero es necesario saber el grosor minimo
necesario para obtener resultados significativos.

Por otro lado, durante el desarrollo de este PFC se ha detectado que mantener el enfoque
de las muestras con una magnificacion superior a 20x resulta bastante complicado durante
el desplazamiento lineal. Esto es debido a que el margen de movimiento del eje Z es muy
reducido, del orden de micras, y el sistema mecanico obtenido tiende a no realizar un
movimiento 100% paralelo debido a los materiales que se han utilizado. Como mejora del
sistema mecanico se propone sustituir las varillas roscadas por husillos, aunque esto
suponga la pérdida de resolucion de movimiento. También se podrian usar varillas lisas
mas gruesas, ya que los rodamientos de 5 mm de didmetro son algo endebles. Estos
cambios supondrian el redisefio de las piezas 3D para poder acoplar las nuevas piezas,
atendiendo siempre a las restricciones de espacio del microscopio. Estos cambios se
podrian realizar aprovechando el acople a otros microscopios y haciendo uso de nuevas
camaras conectadas al sistema.

Ya que el sistema de adquisicion desarrollado permite la captura de cualquier tipo de
muestra contenida en un portaobjetos, existen varios trabajos de investigacion pendientes
de ser realizados con este sistema. Por ejemplo, la captura de imagenes hiperespectrales
de tumores cerebrales humanos (en colaboracién con el servicio de Anatomia Patologica
del Hospital Universitario de Gran Canaria Dr. Negrin) o la captura de iméagenes
hiperespectrales de cerebros de moscas (en colaboracién con el Instituto Ramén y Cajal y
la Universidad Politécnica de Madrid).

Otra linea de trabajo futuro se centrara en el procesado de las imagenes que se han
capturado. Por un lado, se propone el uso de técnicas de stitching, para mejorar la union
de los mosaicos creados o para realizar las capturas de varias muestras de forma mas
rapida. Por otro lado, también seria conveniente el empleo de técnicas de Machine
Learning para tratar de diferenciar automaticamente entre los distintos tipos de tejidos que
puede contener una muestra.
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Presupuesto

El presupuesto del presente Proyecto de Fin de Carrera se ha valorado en funcion de la
ultima lista de Honorarios Orientativos publicada por el Colegio Oficial de Ingenieros de
Telecomunicacion, denominada Costes Estimados de Trabajos Profesionales
correspondiente al afio 2008. Asi, el presupuesto se ha estructurado en siete secciones:

1) Recursos Humanos

2) Recursos Hardware

3) Recursos Software

4) Material Fungible

5) Redaccion del PFC

6) Aplicacion de Impuestos
7) Presupuesto total

Hay que indicar que el motivo por el que este presupuesto toma como referencia una lista
publicada en 2008 se debe a las modificaciones introducidas en el ordenamiento juridico y
a la actuacién de los colegios profesionales en la ley 25/2009 del 22 de diciembre, por la
cual se liberalizan los honorarios profesionales y ya no es posible seguir publicando este
tipo de listas por parte del COIT.

P.1 Recursos Humanos

El coste de los recursos humanos esta asociado al tiempo empleado por un ingeniero en
la realizacién de este proyecto. El coste se establece aplicando la férmula propuesta por el
COIT para trabajos por tiempo empleado:

Honorarios(e) = (74,88 Hn + 96,72 - He)Ct (Eg. 8-1)

Donde Hn representa el numero de horas normales dentro de la jornada laboral, mientras
gue He se considera el numero de horas especiales, siendo 260 € el honorario minimo a
cobrar independientemente del nimero de horas trabajadas. El coeficiente Ct es el factor
de correccion que se debe aplicar al nUmero de horas, variando en funcion del nimero de
horas empleadas segun la Tabla 8-1.

Teniendo en cuenta una jornada laboral de ocho horas diarias a razén de veinte dias
laborales cada mes durante 12 meses, el niumero total de horas empleadas es de 1920
horas normales, siendo cero el nimero de horas especiales trabajadas. Segun la Tabla
8-1, el factor de correccién que corresponde al nimero de horas trabajadas es Ct = 0,40.

Tabla 8-1: Factor de correccion en funcion de horas trabajadas.

Horas trabajadas ‘ Ct
0-36 1
36-72 0,90

72 -108 0,80
108 - 144 0,70
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144 - 180 0,65
180 - 360 0,60
360 - 540 0,55
540 - 720 0,50
720 - 1080 0,45

+ 1080 0,40

En la Tabla 8-2 se muestra el resultado de la aplicacion de la ecuacién anterior, recogiendo
los costes asociados a los recursos humanos libres de impuestos, que ascienden a
cincuenta y siete mil quinientos siete euros con ochenta y cuatro céntimos (57.507,84 €).

Tabla 8-2: Coste total de recursos humanos.

Ingeniero 1.920 0,40 57.507,84

Coste Total 57.507,84

P.2 Recursos Hardware

El coste de los recursos hardware vendra determinado por la instrumentacion de medida y
los equipos informéticos empleados en la realizacion del presente Proyecto Fin de Carrera.

e Camara hiperespectral UHD-185 Cubert
e Microscopio Olympus BH-2 MJLT

e Arduino UNO

e CNC shield

e Drivers DRV8825

e Motor paso a paso

e Fuente de alimentacién 12V 3 A

¢ Fuente de alimentacion regulable

e Polimetro digital

e Impresora 3D

e Leds SMD

e Ordenador de sobremesa (Intel Core i5 — 8 GB (RAM) — 1 TB (HDD))

Para el calculo de los costes de los recursos materiales, hardware y software, se utilizara
un sistema de amortizacién lineal o constante, en el que se supone que el inmovilizado
material se deprecia de forma constante a lo largo de su vida util. La cuota de amortizaciéon
anual se calcula usando la siguiente formula:

Valor de adquisicion — Valor residual
Cuota anual = — — (Eg. 8-2)
Afios de vida 1til

El valor residual es el valor tedrico que tendra el elemento analizado después de su vida
atil.
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El periodo de amortizacion de estos recursos se ha considerado de 36 meses, y su tiempo
de uso ha sido de 12 meses en la mayoria de los casos. Los costes asociados a los
recursos hardware libres de impuestos se recogen en la Tabla 8-3 y ascienden a ocho mil
setecientos veintinueve con noventa y un céntimos (8.729,91 €).

Tabla 8-3: Coste total de recursos hardware.

Coste Valor Coste Importe
Concepto . . Uds
unitario (€) residual (€) mensual (€) (meses) (€)
camara 46.939,00 30.000,00 470,53 1 12 5.646,33
hiperespectral
Microscopio 18.000,00 10.000,00 222,22 1 12 2.666,67
Arduino UNO 22,00 0,00 0,61 1 12 7,33
CNC Shield 17,30 0,00 0,48 1 12 5,76
Driver DRV8825 9,00 0,00 0,25 3 12 9,00
Motor paso a 15,00 5,00 0,28 3 12 10,08
paso
Fuente de 12,00 0,00 033 1 12 3,96
alimentacion
Fuente de 600,00 300,00 8,33 1 6 49,98
alimentacion
Polimetro 39,90 15,00 1,10 1 6 6,60
Impresora 3D 449,00 50,00 11,08 1 2 22,16
Leds SMD 2,00 0,00 0,05 3 6 1,00
Ordenador 899.95 0,00 24,99 1 12 299,98
Coste Total | 8.729,91

P.3 Recursos software

Para los recursos software se utilizan los mismos criterios que en el epigrafe anterior,
tomando en este caso un periodo de amortizacidon de 24 meses. Las herramientas software
usadas han sido las siguientes:

e Sistema Operativo Microsoft Windows 10 Enterprise Edition 64 bits
e Visual Studio 2015

e SolidWorks 2016 version Estudiantes

e Repetier-Host

e Matlab 2010

e Microsoft Office 2016

e Arduino open-source (IDE)

En la Tabla 8-4 se recogen los costes asociados a los recursos software libres de
impuestos. El coste total asociado a las herramientas software empleadas asciende a mil
quinientos treinta y uno con ochenta y tres céntimos (1.531,83 €) .
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Tabla 8-4: Coste total de recursos software

Concepto Coste unitario (€) Valor residual (€) Coste mensual(€) Importe (€)
Windows 10 279,00 0,00 11,625 139,50
Visual Studio 444,00 0,00 18,5 222,00
MATLAB 2.000,00 0,00 83,33 833,33
SolidWorks 135,00 0,00 5,625 67,50
Microsoft Office 539,00 0,00 22,46 269,50
Arduino (IDE) 0,00 0,00 0,00 0,00
Repetier-Host 0,00 0,00 0,00 0,00

Coste Total 1.531,83

P.4 Material fungible

En este apartado se recopilan los costes relacionados con los materiales utilizados en la
realizacion del proyecto, como son: componentes de ferreteria para el sistema mecanico,
bobina de PLA para la fabricacion de piezas, material de papeleria, servicio de impresion
del IUMA, discos CD-R y los costes de impresidn y encuadernacién de la memoria.

Los costes asociados al material fungible libres de impuestos son en este Proyecto Fin de
Carrera de trescientos setenta y cinco (375 €).

Tabla 8-5: Coste total del material fungible.

Concepto Importe (€)

Ferreteria 60,00
Servicio de impresion 235,36
CD-R 2,50

Memoria 77,14
Total 375,00

P.5 Redaccién del proyecto

De acuerdo a los honorarios orientativos del COIT, el importe de la redaccion del presente
PFC se calcula mediante la siguiente ecuacion:

R = 0,07 -Pt-Cr + 0,03:Pc-Cr (Eg. 8-3)

Donde Pt es el presupuesto de ejecucion material de telecomunicaciones, Pc es el
presupuesto de obra civil y Cr es el coeficiente de ponderacién por tramos en funcion del
coste del presupuesto. Este Proyecto Fin de Carrera no tiene asociada ninguna obra civil,
por lo que Pc es nulo. El presupuesto de ejecucién material se corresponde con la suma
de los cuatro apartados anteriores:

Pt = 57507,84 + 872991 + 1531,83 + 375 = 68.144,58 €
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Para este valor de Pt, el coeficiente C vale 0,8. Por tanto, el valor de R es:
R = 0,07 - 68.144,58 - 0,8 = 3.816,09 €

Por lo tanto, los costes asociados a la redaccion del proyecto libres de impuestos ascienden
a tres mil ochocientos dieciséis con nueve céntimos (3.816,09 €).

P.6 Aplicacién de impuestos

En los anteriores apartados se ha recogido cada uno de los costes que se han generado
para el desarrollo de este Proyecto Fin de Carrera. La realizacion del mismo estara gravada
con el Impuesto General Indirecto Canario (IGIC), en un siete por ciento (7%).

Tabla 8-6; Coste total del Proyecto Final de Carrera.

Concepto ‘ Importe (€)
Recursos humanos 57.507,84
Recursos hardware 8.729,91
Recursos software 1.531,83
Material Fungible 375,00
Redaccion del PFC 3.816,09
Subtotal 71.960,67
IGIC (7 %) 5.037,24
Total 76.997,91

P.7 Presupuesto total

En la Tabla 8-6 se recogen todos los costes asociados al Proyecto Fin de Carrera y el
importe total del mismo después de impuestos.

Asi pues, D. Noé Afonso Rivero declara que el presupuesto para este Proyecto de Fin de
Carrera asciende a un total de setenta y seis mil novecientos noventa y siete con noventa
y un céntimos (76.997,91 €).
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Pliego de condiciones

Pl.1 Introduccién

En el pliego de condiciones se describen las condiciones que se exigen en este Proyecto
Fin de Carrera para su correcta reproducibilidad. A continuacién, se describe de forma muy
breve el conjunto de los componentes hardware y software empleados durante la
realizacién del proyecto, asi como de las muestras biolégicas que se han utilizado.

Pl.2 Recursos hardware

e Camara hiperespectral Cubert UHD-185: es una camara hiperespectral de tipo
Snapshot, lo que quiere decir que es capaz de capturar toda la informacion espacial
y espectral contenida en una escena sin necesidad de realizar ningan tipo de
barrido. Esta camara trabaja en el rango VNIR (450 nm — 1000 nm) con una
resolucion espectral de 8 nm.

e Microscopio Olympus BH-2 MJLT: microscopio destinado a la observacion de
circuitos integrados. Dispone de dos sistemas de iluminacion basados en lampara
halégena de 12 V 50 W que permiten utilizar métodos de observacion tanto por
reflexion como por transmision de la luz. Permite magnificaciones de 5x, 10x, 20X,
50x y 100x.

e Arduino UNO: placa electrénica, basada en el ATmega328P. Cuenta con 14 pines
digitales de entrada / salida), 6 entradas analégicas, un cristal de cuarzo de 16 MHz
y conexion USB.

e CNC shield: médulo para Arduino destinado, utilizando firmware open source de
Arduino, a controlar 4 motores paso a paso por medio de controladores de motor.

o DRV8825: driver para el control de motores paso a paso con seis resoluciones
diferentes: full-step, half-step, 1/4-step, 1/8-step, 1/16-step, y 1/32-step.

e Motor paso a paso: dispositivo electromecanico que convierte una serie de
impulsos eléctricos en desplazamientos angulares discretos, lo que significa que es
capaz de avanzar una serie de grados (paso) dependiendo de sus entradas de
control.

e Ordenador de sobremesa con un procesador Intel Core i5, 8 GB de memoria RAM
y un disco duro de 1 TB.

Pl.3 Recursos software

e Microsoft Visual Studio 2015 Enterprise Edition: Entorno de desarrollo integrado
para sistemas Windows. Soporta varios lenguajes de programacién, como Visual
C++, Visual C#, Visual J#, ASP.NET y Visual Basic .NET.

¢ MATLAB 2010: Herramienta de software matematico que ofrece un entorno de
desarrollo integrado con un lenguaje de programacion propio que permite el andlisis
y la visualizacion de datos.

e SolidWorks 2016: aplicacion CAD (disefio asistido por computadora) para
modelado mecanico en 3D.
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e Repetier-Host: aplicacién necesaria para convertir un modelo digital 3D en las
instrucciones de impresion para una impresora 3D. Incorpora la herramienta Slic3r
que corta el modelo en rebanadas horizontales (capas) , genera las trayectorias
para rellenarlas y calcula la cantidad de material a extruir.

e Arduino open-source (IDE): Herramienta de comunicacién para la placa Arduino
UNO.

e Microsoft Office 2016: paquete ofimatico utilizado para la redaccion de este PFC.

Pl.4 Recursos biologicos

El departamento de Anatomia Patologica del Hospital de Tortosa Verge de la Cinta ha
seleccionado, entre los bloques de parafina conservadas en el Biobanco del Hospital,
algunas biopsias correspondientes a cancer de mama con tejido tumoral representativo. El
estudio de las muestras ha sido evaluado positivamente por el comité de ética del hospital.
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Anexo.l  Especificaciones técnicas MXGC20.
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Anexo.ll Especificaciones técnicas TXG14.
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Anexo.lll

Commands

Load=“Path+Filename”

Lista de comandos para la camara de Cubert UHD 185.

Description

Loads the designated measurement to the server by
designating the path and the file name.

LoadDark=“Path+Filename”

Loads a previous dark measurement to the server
by designating the path and the file name.

LoadRed=“Path+Filename”

ExportMultiTiff =(“Filename”)

Loads a previous reference measurement to the
server by designating the path and the file name.

Exports the data cube currently in the memory of
the server to a multi-page Tiff Format. The data is
stored into the current folder location. The file size

of one dataset is up to 280 MB The Options

SetFirstGray, ExportSelection, SetFirstGray and

SetPanScale are regarded.

ExportTiff=(“Filename”)

Exports the data cube currently in the memory of
the server to the Envi Format. The data is stored
into the current folder location. The file size of one
dataset is up to 280 MB. The Options SetFirstGray,
ExportSelection and SetPanScale are regarded.

ExportEnviSlim =(“Filename”)

GetVersion

Exports the data cube currently in the memory of

the server to the Envi Format. The data is stored

into the current folder location. No upsampling is
performed resulting in a small file.

Returns the version number of C-Link

GetCubeVersion

Returns the version number of C-link used with the
measurement

GetConnectionState

Returns the connection State of the server:
0, No camera initialized
1, Both cameras initialized
2, Connection error

Returns the integration time of the camera

Getlint Auto-exposure OFF, exposure value in milliseconds.
Auto-exposure ON, “auto;exposure-compensation”
GetAvg Returns the number of averages set to the camera
Returns the integration time of the measurement in
GetCubelnt 9
memory.
Returns the number of averages of the
GetCubeAvg . 9
measurement in memory.
Returns the GP ition stored with th
GetGPS eturns the GPS position stored e

measurement in memory.

GetCaptureTime

Returns the precise capture time of the
measurement in memory
Format: “yyyyMMdd_HHmmss_fff’

GetFilename

Returns the original filename of the image in the
memory.

GetComment

Returns the comment attached to the image stored
with the measurement in memory.

GetAllSpectra

Returns all spectra over socket as a string array.

GetAllSpectraBinary

Returns all spectra over socket as a binary array.
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GetSpectra=“x,y”

Returns one spectra determined by the position x
and y as a string.

GetPluginView

Calculates the selected User Plugin on the
measurement in memory

GetThreeChannel=“R;G;B”

Returns an image with the designed red, green and
blue levels, with values between 0 and 138.

GetFactoryCalibration

Returns the factory calibration as a string.

GetCubeFactoryCalibration

Returns the factory calibration of the measurement
as a string.

GetDarkCalibration

Get the time at which the dark reference image got
recorded.
Format: “yyyyMMdd_HHmmss_fff’

GetReflectanceCalibration

Get the time at which the reflectance image got
recorded.
Format: “yyyyMMdd_HHmmss_ fff’

GetSerialNumber

Returns the serial number of the device.

GetCubeSerialNumber

Get the serial number of the device used for the
measurement in memory.

GetMode Returns the measurement mode.
GetModel Returns the model of the device, “UHD 185"
GetCubeModel Returns the model used for the measurement in

memory.

GetArchitecture

Returns the architecture of the system, 32 or 64bits

GetCubeArchitecture

Returns the architecture of the system used for the
measurement, 32 or 64 bits.

GetRadiometricCalib

Returns the file of the radiometric calibration of the
measurement in memory.

SetintLiveMultiplier="X"

GetTemp Returns the temperature of the device.
GetAxis Returns the axis of the gyrometer
Returns the comment which was set with the
GetComment
measurement
GetCubeGan Returns the gain factor from the measurement in
memory.
GetGan Returns the gain factor of the device.
GetStreamThreeChannel Returns the three channel live streaming.

Sets the multiplication value of the integration time
for the camera. This allows the adjustment of
illumination between live and spec camera without
increasing the gain.

Sets the GPS value position along with the

SetGPS=“XX"
measurement.
Setint=“XX" Sets the integration time of the camera.
SetAvg=“XX" Sets the average of the camera.

SetComment=“Comment”

Sets the comment along with the measurement.

SetUserPlugin=“escaped xml string”

Sets the user plugin for live preview or data view.

SetRamDisk=“Location”

Sets the location on the Ram drive for the fast data
export.

SetGan=“XX"

Sets the gain factor of the camera.
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SetChannel=“R;G;B”

Sets the index for Red, Green and Blue channel for
pseudo RGB. The values most be between 0 and
138.

SetGamma=“Gamma Factor”

Sets the gamma factor of the camera.

SetPath="Path”

Sets the storage location on the drive of the data.

SetFileName=“FILENAME”

Determines the name of the next measurement.

SetTriggerMode=“XXX"

Sets the trigger mode. The camera must support the
mode for it to work.
All, activates all modes
Soft, software trigger.
FreeRunning.
Hard, hardware trigger.

SetFactoryCalibration="“XXX"

Sets the factory calibration by default of the camera.

SetSerialNumbre=“XXX"

Sets the serial number of the camera.

SetRadiometricCalib="“XXX"

Sets the radiometric calibration.

SetPanSharpening

Sets sharpening ON or OFF

SetPanScale=“XXX"

StartHardTrigger

Set the scale of the image. Where XXX is an integer
from 1 to 20.
1 : 50x50 pixels
20: 1000x1000 pixels

Activates a monitoring process that runs in the
background to detect hardware trigger.

StopHardTrigger

Deactivates the monitoring of the hardware trigger.

StoreRef

Stores the White reference image.

StoreDark

Stores the Black reference image.

CapMovie=“X1;X2;X3”

Retrieves image series.
X1, Fps
X2, Length
X3, Mode

CapRaw=“Filename”

Assigns the name of the next Raw image.

CapDS=“Filename”

Assigns the name of the next dark subtract image.

CapCube=“Filename”

Assigns the name of the next cube image.

Calibrate_White=“Filename”

Captures and saves with the assigned name the
white reference image.

Calibrate_Dark=*“Filename”

Captures and saves with the assigned name the
dark reference image.

CapTimeLaps=“X1,X2,X3”

Captures a number of images with a designed
delay.
X1, number of captures.
X2, Delay in ms between captures
X3 =0, Reflectance
X3 =1, Raw
X3 = 2, Raw-Dark

CapThreeChannel=“Path”

Captures a cube and writes a three channel view
into the cube directory.

Generates a quick preview grayscale image and

RmdPreview stores it in the Ram disk.
Preview Returns a preview image over the socket in jpg
format.
Store_Raw Stores the Raw image.
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CapStream Captures the live streaming

RmdStrea Captures the grayscale live streaming

For Developers only

ExportBinary=(“Filename”) Exports binary data to the disk.

GetStreamL Returns fast live streaming.

GetStream$S Returns the spectrum of the live streaming.

SetTemp=“XXX" Sets the temperature.
SetAxis=“XXX" Sets the Axis of the gyrometer
Capture Data
StartContinuousCapture Captures the frames continuously or the live image.
StopContinuousCapture Stops the continuous capture of frames.
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Anexo.lV Motor Nema 17HS series.

®otionKing

HB Stepper Motor Catalog

MotionKing (China) Motor Industry Co., Ltd.

2 Phase Hybrid Stepper Motor

17HS series-Size 42mm(1.8 degree)

Wiring Diagram:
BLK 2 A BLK Z A
GRN £ A GRN ﬁiA]

o 5 s o b

i g ¥ i
RED WHT BLLU RED BLU
UNI-POLAR(6 LEADS) BI-POLAR(4LEADS)
Electrical Specifications:
Series Step Motor Rated Phase Phase Holding Detent Rotor Lead | Motor
Modal Angle | Length | Current | Resistance | Inductance Torque Torque Inertia Wire |Weight
(deg) (mm) (A) (ohm) (mH) (N.cm Min) |(N.cm Max)| (g.cm®) | (No.) (g)
17HS2408 1.8 28 0.6 8 10 12 1.6 34 4 150
17HS3401 1.8 34 1.3 24 2.8 28 1.6 34 4 220
17HS3410 1.8 34 1.7 1.2 1.8 28 1.6 34 4 220
17HS3430 1.8 34 0.4 30 35 28 1.6 34 4 220
17HS3630 1.8 34 04 30 18 21 1.6 34 6 220
17HS3616 1.8 34 0.16 75 40 14 1.6 34 6 220
17HS4401 1.8 40 1.7 1.5 2.8 40 2.2 54 4 280
17HS4402 1.8 40 1.3 25 5.0 40 2.2 54 4 280
17HS4602 1.8 40 1.2 3.2 2.8 28 2.2 54 6 280
17HS4630 1.8 40 0.4 30 28 28 2.2 54 6 280
17HS8401 1.8 48 1.7 1.8 3.2 52 26 68 4 350
17HS8402 1.8 48 1.3 3.2 5.5 52 2.6 68 4 350
17HS8403 1.8 48 2.3 1.2 1.6 46 2.6 68 4 350
17HS8630 1.8 48 0.4 30 38 34 2.6 68 6 350
*Note: We can manufacture products according to customer's requirements.
Dimensions: unit=mm Motor Length:
L 42.3Max
ax 31£0.1
—
058 or2 ’J W - -
5 o % Model Length
(AN 5E
o & He 17HS2XXX 28 mm
@ | k’/ M=
. # " 17HS3XXX 34 mm
4-M3 2 16HS4XXX 40 mm
24405 DEEP 4.5MIN
AGW26_ UL1007 16HS8XXX 48 mm
9 www.MotionKing.com MK1106, Rev.04
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Anexo.V Esquematicos de las piezas del sistema mecéanico
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A
NOMBRE FIRMA FECHA | MATERIAL: N° PIEZA . A4
oieus. . Noé Afonso 13/04/16 2
Base2_micro
IMPR. VERSION: 1.0 ESCALA:1:2 UNIDADES: mm HOJA 1 DE 1
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 25.60
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FRMA

FECHA
ZIMe
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motor X1 _1
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Anexo.VI Cadigo

Para consultar el cédigo creado, debe ponerse en contacto con el tutor de este PFC por
motivos de confidencialidad.
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