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Introduccién al programa ImageJ
Entrenamiento de docentes para el uso efectivo
y desarrollo de recursos informaticos en el aula

El ImageJ (web:http://rsh.info.nih.gov/ij/index.html) es una programa de dominio
publico, multiplataforma (existen versiones para Linux, Windows y MacOS), muy Gtil y de gran
versatilidad para el procesado de imagenes, siendo utilizado incluso en distintos proyectos de
investigacion.

El programa permite realizar operaciones muy sencillas sobre imagenes (como ajustar el
contraste, o transformar una imagen color en una imagen blanco y negro), asi como efectuar
operaciones mas sofisticadas sobre las imagenes (como por ejemplo resaltar algunos detalles y
ocultar otros, descomponer un video en imagenes y viceversa).

En éste curso introduciremos algunas nociones basicas para el manejo del programa con
un fin especifico (analisis colorimétrico de un indicador acido-base a distintos pHs), pero tengan
en mente que el programa tiene muchos mas usos (desde contar nanoparticulas hasta analizar
fotos de tejidos), y que la Web esta llena de recursos al respecto.

Instalacion en Windows

Para ver como desinstalar e instalar software en general, leer el Tutorial Inicial. Para el
caso particular del ImageJ, descargar y ejecutar el archivo correspondiente a su version de
Windows desde la pagina http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html.

En la siguiente figura se muestra dicha pagina con las opciones de descargas dependiendo
de los sistemas operativos.
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Platform Independent

To install TmageJ 146 on a computer with Java pre-installed, or to upgrade to the latest full
distribution (inchuding macros, phigins and LUTS), download ij146 zip (3.2MB) and extract
the Image] directory. Use the Help=Lpdate Fnage] command to upgrade to newer

versions.

Mac OS X
Download Tmage] 1.46 (5.7MB) as a double-clickable Mac OS X application. Includes
ImageJ64, which uses Java 1.6 in 64-bit mode on Intel Macs running OS X 105 or later.
(Tnstructions)

i

Linux
Download Image] 146 bundled with 64-bit Java (40MB) or with 32-bit Java (46MB). Both
versions include Java 1.6.0_24 from Sun and the Image] source code. (Instructions)

Windows
Download ImageJ 1.46 bundled with with 64-bit Java (24MB: requires 64-bit Windows),
32-bit Java (28MB) or without Java (3MB). (Instructions)

Documentation

Tiago Ferreira's comprehensive ImageJ] User Guide is available as an 8MB PDF document
and as a ZIP archive. The online JavaDoc API documentation is also available as a ZIP
archive.

Source Code
The Image] Java source consists of 120,000 lines of code in 350 files. Itis available online
and as zip archives

Example Images
31 downloadable sample images and stacks are available in Imagel's File=Open Samples
ubmenu. These images. and more. are also available as a 8. 2MB zip archive

Figura 1: Pdgina de descarga del ImageJ.

jExtra! - Plugins y macros

Los plugins son moédulos de software adicional que sirven para realizar tareas mas especificas,

extendiendo la utilidad del programa.

Por otro lado los macros son lineas de comando que pueden programarse para realizar acciones
repetitivas (por ejemplo, medir en la misma posicibn para una serie de imagenes, etc.),

automatizando diversas tareas.

En este curso utilizaremos las funciones por defecto del programa, pero... jes bueno saber que hay

mucho material para explorar!
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El entorno ImageJ

Mostraremos ahora como utilizar el ImageJ una vez instalado. Daremos las explicaciones
utilizando la version instalada en una computadora en el sistema operativo Windows, donde el
idioma elegido es el inglés. En cualquier otra plataforma el programa puede usarse de un modo
similar.

Para abrir el programa buscamos el mismo haciendo click en la tecla de Inicio (logo de
Windows en el extremo inferior izquierdo de la pantalla), y eligiendo Todos los programas,
aparece en el menu como “ImageJ”.

Cuando abrimos el ImageJ vemos una Barra de trabajo. La barra de trabajo de ImageJ se
compone de varios menus (File, Edit, Image, etc.), algunos botones de herramientas (seleccion
de area rectangular, oval, etc.), y ademas muestra informacion (dependiendo de la herramienta
seleccionada) en forma de texto en la parte inferior.
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Figura 2: Barra de trabajo del ImageJ.
Como en este curso vamos a hacer un uso restringido del programa nos concentraremos
en describir solamente las herramientas que vamos a utilizar.
Como abrir imagenes
Para abrir una imagen en ImageJ hay al menos 2 caminos.

a) desde el menU File como en la mayoria de los programas:
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Figura 3: Abrir un archivo desde el menu File.



Desde el menl File seleccionamos Open y en el cuadro de didlogo elegimos la imagen que
deseamos abrir.

b) Si tenemos abierto un explorador de archivos (Explorador de Windows) podemos hacer click
con el boton izquierdo del mouse sobre el archivo y, mientras mantenemos apretado dicho boton,
arrastrar la imagen y soltarla sobre la barra del ImageJ (donde dice <<Drag and Drop>>):
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Figura 4: Abrir un archivo por Drag and Drop.

Seleccion de un area de interés

La mayoria de los comandos en el ImageJ funcionara sobre una region de la imagen que
es preciso seleccionar o separar de alguna manera. Por ejemplo, para seleccionar toda la imagen
se puede ir al menl Edit-->Selection-->Select All.

También se puede definir un area especifica de interés dentro de la imagen, usando
cualquiera de las herramientas de seleccion en la barra de trabajo: rectangular, oval, poligonal y
mano alzada (los primeros cuatro iconos de la barra de trabajo, en orden).
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Figura 5: Herramientas para seleccionar un drea de interés.

Rectdngulo: cuando se usa la herramienta de seleccion rectangular se puede modificar el tamano
de la seleccion arrastrando las esquinas de la seleccion. Si se mantiene apretada la tecla Shift al
hacer la seleccion se fuerza a que la seleccion sea cuadrada.



Oval: De manera similar a la herramienta de seleccion rectangular, la herramienta de seleccion
oval, al mantener apretada la tecla Shift, fuerza a que la seleccion sea circular.

Utilizando las flechas del teclado se puede mover la seleccion, y si lo hacemos
manteniendo la tecla Alt presionada se puede agrandar la seleccion de a un pixel.

Cuando se crea o modifica el tamafo de una seleccion su posicion, ancho y altura se
pueden observar en la barra de trabajo del ImageJ. A continuacion se observa una figura donde
se selecciona un area circular de la imagen de prueba (centro del tubo).
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Figura 6: Seleccion de un drea circular en una imagen.

Al aplicar entonces una funcién de analisis (como haremos a continuacién) la misma se
lleva a cabo sdlo sobre el area seleccionada.

Andlisis de los canales de color de una imagen mediante histogramas



Una imagen digital esta compuesta por pixels. Cada pixel es un punto con un valor de
intensidad para cada canal (colores “primarios”). Al combinar los distintos canales obtenemos el
color deseado. En nuestro caso vamos a analizar el aporte de cada canal a la imagen, estudiando
los canales denominados RGB: rojo (red), verde (green) y azul (blue).

La dentro cada canal un pixel toma un valor entero entre 0 y 255 (si los pixels son de 8
bits) para asignarle un color, generando una escala entre estos valores para cada canal. Asi las
zonas oscuras de una imagen estaran representadas por pixeles con valores cercanos a 0 mientras
que las zonas mas claras con pixeles cercanos a 255.

De esta manera, al analizar los canales RGB de una seleccion de la imagen podemos
cuantificar (contar) cuantos pixels con cada valor color (entre 0 y 255) hay para cada canal
(RGB). Al graficar nUmero de pixels en funcién del valor dentro de la escala obtenemos un
histograma (un conteo de pixels para cada valor).

El ImageJ realiza este analisis de manera directa. Para ello seleccionamos primero la
region de interés, y luego hacemos click en el menu Analyze-->Histogram. Inmediatamente el
programa abre una nueva ventana donde aparece un histograma “promedio” de todos los canales:
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Figura 7: Menu Analyze-->Histogram.
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Figura 8: Ventana con los datos para los histogramas de cada canal.

Al hacer click en el boton RGB vamos cambiando a los disintos canales, y sus respectivos
histogramas.

B Fed istogram d@ﬂg

| —
0 0 255

Count: 117032 Min: 49 Count 117032 Min: 11
Mean: 73.364 Max: 214 WMean: 34.244 Max: 214
StdDev: 10.598 Mode: 72 (10846) StdDewv: 13.469 Mode: 32 (11244)

_ust] conr| Log | e mes | ot copy| og | e | 55

count=18&

value=158&

count=16

S [48 1o Ficvoram of ST = |
n :‘ (¢ Biue H\stogralnofw L

1 Green Histogram of Image:

I
[ [ |
0 255 0 255
Count: 117032 Min: 72 Count: 117032 Min: 61
Mean: 97.539 Max: 227 Mean: 88370 Ma: 201
StdDev:10.124 Mode: 96 (8714) StdDev. 2821 Mode: 87 (10660)
. pomy VE1UE=182
List | Copy | Log | Live |;RGB List | Copy | Log | Live |!

d

Figura 9: Histogramas para el promedio de todos los canales, y para cada canal.
En esta ventana también aparecen los valores para distintos parametros:

Mode: es el valor que mas veces aparece (se ve como el maximo del histograma).



Mean: es el promedio de todos los valores (generalmente es cercano a la moda).

Count: es el numero de pixels analizados.

StdDev: es la desviacion estandar, que puede aproximarse como el error en la determinacion de
la media (por ejemplo, 92+12).

Min y Max: los valores minimo y maximo del histograma.

Al hacer click en el botdon Copy se copia una tabla de valores que puede copiarse a una
planilla de calculo. En dicha tabla aparece el valor dentro de la escala del canal elegido, y el
numero de pixels con dicho valor. De esta manera podemos copiar todos los datos a una hoja de
calculo para su posterior analisis (incluso podemos graficar el histograma por nuestra cuenta).
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Figura 10: Hoja de cdlculo con los datos copiados para uno de los histogramas.
La columna A es el valor para el color, la columna B es el nimero de pixels para dicho valor.

Para ello vamos a realizar el proceso completo para una imagen, para que luego repitan
el ejercicio con las distintas imagenes.

Ejercicio: analisis de los canales RGB para una imagen, y volcado de la informacién a una hoja
de calculo

1 - Abra la imagen de prueba provista (titulada “Imagen de prueba.jpeg”). La misma es una
fotografia desde arriba de la boca de un tubo con aproximadamente 5 mL de solucion reguladora
y 5 mL de solucion de indicador, llevada a pH 9.

2 - Haga click en la herramienta de seleccion oval.

3 - Haga click con el botén izquierdo sobre la imagen, y mientras mantiene la tecla Shift
presionada seleccione un area de interés. Para ello intente seleccionar el area central del tubo,
sin tomar porciones brillantes (blancas).

Observe el valor del area que esta tomando (en la barra de trabajo, w es el ancho de la
seleccion, y h la altura). En las sucesivas mediciones es preferible tomar siempre la misma area
(nUmero de pixels).

4 - Haga click con el botén izquierdo en el menU Analyze-->Histogram. Esto abrira la ventana
previamente mencionada.

5 - Abra una hoja de calculo (Excel en Windows, OpenOffice o LibreOffice en Ubuntu).
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Figura 11: Hoja de cdlculo de Excel 2010.

6 - Para este archivo cree siete hojas, y nombrelas: Area, Datos, Promedio, Red, Green, Blue,
Parametros.
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Ready |

Figura 12: Hojas creadas en el archivo de Excel.

7 - A continuacion, copie la imagen del area seleccionada, y péguela en la hoja Area. Para ello
puede usar la tecla Imprimir Pantalla (o Print Screen), pegar dicha seleccion en el Paint (o el
analogo en LibreOffice u OpenOffice. Suele denominarse “Dibujo”)y cortar el area de interés de
la imagen.
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Figura 13: Captura de la pantalla vista en Paint para seleccionar el drea de interés en cada caso.

8 - Luego, en la ventana del ImageJ con los histogramas para cada canal (puede ir cambiandolos
haciendo click en el boton RGB) haga click en el boton Copy. Comencemos con el histograma del
promedio.

9 - En la hoja Datos haga click en la celda A1, y escriba Promedio. Luego haga click en la celda
A2, y escriba Color, y en la celda B2, y escriba Pixels. Por Gltimo, haga click con el boton derecho
en la celda A3, y pegue los datos copiados del ImageJ. La planilla deberia verse de la siguiente
manera:
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Figura 14: Hoja de cdlculo con los encabezados y los datos copiados para uno de los histogramas.

10 - Repita lo anterior (también en la hoja Datos) con los datos de los histogramas del canal Rojo
(empezando en la celda D1), Verde (G1) y Azul (J1).

11 - Copie la imagen de cada histograma que se muestra en la ventana correspondiente del
ImageJ, de manera analoga a lo realizado en el punto 7, y péguela en la hoja correspondiente
(Promedio, Red, Green y Blue).

12 - Por Ultimo, en la hoja Parametros copie los valores de la Moda y la Media para cada color,
como se muestra en la figura:



A B C

1 [Canal L. Moda Media

2 |Promedio 72 73,36
3 Red 32 34,24
4 |Green 96 97,54
5 |Blue a7 28,37
il

Figura 15: Pardmetros para cada canal.

13 - Realice un grafico de Media vs. Color (para ello ver el tutorial respectivo de hoja de calculo).
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Figura 16: Hoja de cdlculo con los pardmetros para cada canal graficados.

La planilla final debe quedar como la “Planilla de prueba” provista.

De esta manera, repitiendo para cada fotografia, tenemos la informacion ordenada para
cada uno de los tubos fotografiados. Esto nos permite tener un perfil de los histogramas tanto
para cada uno de los tubos de referencia (fotos provistas) como para el experimento de
Neutralizacion del vinagre, pudiendo estimar el pH en base a la similitud de los perfiles. Es
importante destacar que compararemos la variacion del mdximo de un canal a otro, y no los
valores absolutos de color.




