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Capítulo 1 Introducción 
 

Capítulo 1 

Introducción 

 
 

En este capítulo se exponen los fundamentos básicos y generales por los cuales ha 
surgido este trabajo de tesis. Se abordan aspectos de la investigación que comprende 
el conjunto biológico nopal – grana cochinilla. 

Finalmente se presenta el planteamiento de los objetivos de este trabajo enfocado 
a la investigación de la detección temprana de la plaga de la grana cochinilla en 
cultivos de nopal mediante métodos ópticos. 
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1.1 Motivación 

Los daños que provocan las plagas a los cultivos causan pérdidas económicas significativas a los 

agricultores, quienes no tienen más opción que recurrir al uso de algún tipo de insecticida para 

controlar “temporalmente” a la plaga. El área de investigación enfocada a la detección de plagas y 

enfermedades en la agricultura mediante métodos ópticos,  es aún un campo novedoso. La necesaria 

eliminación y detección de las plagas en cultivos del nopal, como la grana cochinilla, es muy importante 

para los agricultores del municipio de Tlanalapa, Estado de Hidalgo. 

 

1.2. Estado del Arte 

1.2.1. La agricultura en México 

La agricultura en México es considerada como una de las actividades económicas con mayor 

relevancia para el desarrollo del país, considerándola además como el sector productivo más 

importante desde el punto de vista económico, social y ambiental [1]. 

El Estado de Hidalgo cuenta con una extensión territorial de 20 846 450 hectáreas, superficie que 

representa el 1.1% del territorio del país, de esta superficie estatal, 903 502.5 hectáreas, están 

dedicadas a la agricultura y uso pecuario [2-3]. En el año 2013, 577 mil hectáreas, equivalentes a poco 

más de una cuarta parte de la superficie estatal, fueron destinadas en 75 cultivos, destacando: el maíz, 

alfalfa, aguamiel de maguey, cebada, frijol, café, jitomate, calabacita, ejote, chile verde, nopal, tuna, 

avena forrajera y pastos [4]. En este Estado se cultivan de 3550 a 4000 hectáreas de nopal. Existen 

principalmente dos tipos de ejemplares que se cosechan en la región: el nopal tunero y el nopal 

verdura. El primero radica en la producción de un fruto conocido comúnmente como tuna, y el segundo 

implica exclusivamente la obtención del cladodio [5] para consumo alimenticio. Los principales 

municipios productores se pueden observar en la Fig. 1.1 localizados aproximadamente entre los 1900 

a 2400 metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m.), con temperaturas anuales promedio de 18° C a 23° C, 

caracterizando a estos lugares con escasa precipitación [6]. Estas son las condiciones óptimas y 

requeridas, para que este tipo de plantación pueda darse de manera adecuada, aunque esto coadyuve 

a la proliferación de plagas, puesto que la gran mayoría de los insectos que las provocan residen en 

lugares con altas temperaturas, favoreciendo así a su reproducción. 

 
Fig.  1.1 Mapa municipal del Estado de Hidalgo en el cual se resaltan los municipios dedicados a la producción de nopal verdura 
y nopal tunero. 
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1.2.2. Técnicas ópticas usadas en la investigación del nopal 

Con el propósito de comprender cómo es que se llevan a cabo estudios de investigación del nopal, 

a continuación se mencionan distintos artículos de investigación, en los cuales se emplean diferentes 

técnicas para el estudio del nopal. Dichas técnicas serán consideradas para proponer una propuesta de 

solución en la detección de plagas que atacan al nopal en la región del Estado de Hidalgo. 

El nopal ha sido investigado por ejemplo, en su forma natural se destacando el uso de las siguientes 

técnicas ópticas: 1) la adquisición de imágenes video-aéreas en el rango rojo, infrarrojo cercano e 

infrarrojo medio, para monitorear zonas de cultivos amplios e inaccesibles en cuanto la propagación o 

contracción de alguna plaga [7, 1991, J. H. Everitt et al.], 2) microscopía con la cual se puede conocer 

la morfología y estructura de los cladodios [8, 2002, Mohamed E. Malainine et al.]; y 3) la 

espectroscopia de emisión en la región de espectral de 350‐1000 nm para estudiar el desespinado de 

cladodios mediante ablación láser [9, 2007, Peña Díaz et al.]. El estudio del nopal mediante la 

preparación de extractos de sus hojas incluye las siguientes técnicas ópticas: 1) la elaboración de  una 

película holográfica fotosensible orgánica, con alcohol polivinílico [10, 2012, Olivares Pérez et al.]; 2) 

espectroscopia de absorción en el rango UV‐VIS‐IR con fines de nutrición [11, 2011, Espinosa‐Calderón 

et al.] y 3) la espectroscopia de fluorescencia para análisis de una mezcla de extracto de clorofila de 

Opuntia ficus‐indica con etanol [12,  2013, M. S. Rusli et al.]. 

 

1.2.3 El nopal 

El nopal (Opuntia ficus-indica) nombre derivado del náhuatl “nopalli”, ha sido tradicionalmente uno 

de los alimentos de mayor consumo en México desde tiempos remotos, y actualmente la demanda de 

este vegetal ha incrementado notablemente. Dentro de las características principales de este vegetal 

sobresale ser una planta suculenta por su gran contenido de agua, aproximadamente del 90 – 95 % y 

en frutos alrededor del 80 – 87 %; generalmente es una planta espinosa, con un tronco bien definido 

y de cladodios gruesos encargados de los procesos fotosintéticos. En la Tabla 1.1 se presenta la 

clasificación taxonómica de esta planta [13]. 

 

Tabla 1.1 Clasificación taxonómica del nopal  

Categoría  

 

Categoría  

Reino:  Vegetal Familia:  Cactaceae 

Subreino:  Embryophyta Tribu:  Opuntiae 

División:  Angioserma Subfamilia:  Opuntioideae 

Clase:  Dicotiledoneae Género :  Opuntia 

Subclase:  Dialipetalas Subgénero:  Platyopuntia 

Orden:  Opuntiales Especie:  Opuntia ficus-indica 

 



Capítulo 1. Introducción. 

 
 

19 
 

1.2.3.1 Estructura biológica del nopal 

El tronco es la base principal de esta planta, es de gran tamaño, grueso y resistente que sostiene a 

los nuevos nopales que continúan creciendo. El cladodio o penca transforma la luz en energía química 

a través de la fotosíntesis, están recubiertos por una cutícula gruesa que evita la deshidratación y ayuda 

a conservar la humedad interna. Los frutos llamados tunas o “nochtli” en náhuatl crecen comúnmente 

a las orillas del cladodio y cuando son maduras tienen un sabor dulce, al contrario de la tuna ácida o 

xoconostle en donde la maduración es más lenta de aproximadamente 6 meses. Las flores de los 

nopales brotan a los bordes del cladodio y se constituyen por sépalos, pétalos y estambres que las 

hacen tan vistosas. Las aréolas se encuentran sobre la cutícula del nopal las cuales son capaces de 

desarrollar nuevos cladodios y flores [14]. De manera general, la morfología biológica del nopal es 

mostrada en la Fig. 1.2. 

 

 

Fig.  1.2 Estructura del nopal en donde se pueden observar las partes que generalmente lo constituyen como el tronco, los 
cladodios o pencas, los frutos, las flores y espinas. 

En la literatura, Andrés Quezada Salinas et al. [15, 2013] reportan el estudio de la estructura interna 

mediante cortes transversales de cladodios sanos mostrados en la Fig. 1.3. 

 

Fig.  1.3 Imagen tomada del artículo de Andrés Quezada Salinas et al. [15], en donde se muestra el corte transversal de un 
cladodio sano para estudiar la estructura interna del mismo, en donde se observa la cutícula (c), la epidermis (e), colénquima 
(cl), clorénquima (clr), parénquima (E) y finalmente el sistema vascular (F) constituido por fibras floemáticas (fl), floema (f) y 
xilema (x). 
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1.2.3.2 Plagas principales del nopal 

Entre las principales plagas que atacan los cultivos se encuentra la plaga de la grana cochinilla 

(Dactylopius coccus), la araña roja (Tetranychus urticae), el picudo barrenador (Cactophagus spinolae) 

y la chinche gris (Chelinidea tabulata), los cuales son descritos en la Tabla 1.2. 

 

Tabla 1.2 Principales plagas que atacan al nopal. 

Plaga Descripción Imagen 

Grana cochinilla 
(Dactylopius coccus) 

Aparece como pequeñas bolas de algodón 
sobre los cladodios de nopal, 
alimentándose del tejido vivo del mismo, 
succionando la savia. El daño producido, 
trae como consecuencia la caída de 
cladodios y frutos antes de la maduración 
y posteriormente la muerte de la planta 
[16]. Las hembras poseen un cuerpo 
ovalado convexo, de tamaño 
aproximadamente de 3 a 6 mm de largo 
por 2.5 a 4.5 mm de ancho, y los machos 
de 2.5 mm de largo y 5 mm de ancho. 

 
[17] 

Araña roja 
(Tetranychus urticae) 

 

Miembro de la familia Tetraniquidos o 
Tetranychidae. Estos ácaros son capaces 
de tejer telarañas, por lo que se les suele 
confundir con arañas [18]. Suelen 
presentarse durante todo el año, sobre 
todo de Primavera a Otoño. La oviposición 
de huevecillos tarda de 2 a 4 días [19], 
alrededor de los 14 días posteriores, la 
araña roja se encuentra en su etapa 
adulta. 

 
[20] 

Picudo Barrenador 
(Cactophagus spinolae) 

El daño más importante lo ocasiona la 
larva al alimentarse del tallo principal de 
la planta, haciendo túneles que se dirigen 
hacia la parte basal de la misma. La 
estructura de la planta se debilita y como 
consecuencia, brazos completos e incluso 
toda la planta cae [21]. Los huevecillos son 
depositados en las partes bajas de las 
plantas y en sitios protegidos de los 
cladodios. 

 
[22] 

Chinche gris 
(Chelinidea tabulata) 

Ocasiona áreas cloróticas en los cladodios 
tiernos al alimentarse succionando la 
savia de la planta, llegan a debilitar a la 
planta mermando la producción [23]. En 
primavera, las hembras depositan sobre 
los cladodios o en las espinas los 
huevecillos en hileras de 5 a 15.   

[24] 



Capítulo 1. Introducción. 

 
 

21 
 

Como se observa, el daño provocado a los cultivos de nopal por estos tipos de plagas es causado 

debido a que se alimentan directamente de este vegetal, observándose cambios en la coloración de la 

superficie del nopal. 

 

1.2.4 La grana cochinilla (Dactylopius coccus) 

La grana cochinilla (Dactylopius coccus) es un insecto parásito del nopal Opuntia, del cual se obtiene 

un extracto de color rojo intenso comúnmente conocido como carmín o ácido carmínico. La producción 

de la grana cochinilla es originaria de México, siendo en la época colonial cuando el ácido carmínico 

ocupó el tercer renglón en las exportaciones de México después del oro y la plata [25, 2000, Aldo Tovar 

Puente]. En la Tabla 1.3 se presenta la taxonomía de este insecto. 

Tabla 1.3 Taxonomía de la grana cochinilla. 

Categoría  

Clase:  Insecta 

Orden:  Homoptera 

Suborden:  Sternonyncha 

Superfamilia:  Coccoidea 

Familia:  Dactylopiidae 

Género:  Dactylopius 

Especie:  coccus 

 

Existen dos tipos generales de grana cochinilla: la fina y la silvestre, de las cuales existen notables 

diferencias morfológicas entre sí. La grana silvestre produce un colorante de mala calidad y de baja 

concentración. Se distingue de la fina porque su cuerpo está cubierto de una madeja de "algodoncillo" 

blanco en vez del polvo de la cochinilla fina. La cochinilla fina se distingue porque su colorante es de 

buena calidad y alta concentración [26, Gildardo Aquino Pérez; 27, SAGARPA]. Debido a la calidad del 

colorante de la grana fina, ésta resulta ser más demandada en el mercado para la producción de 

colorantes naturales. 

En la literatura [28, 1997, Montiel et al.] determinaron que el carmín no se encuentra en el tubo 

digestivo, en los ovarios, en el tejido adiposo, ni en los músculos, sino que encuentra presente en la 

hemolinfa y en los huevecillos desde sus primeras fases de desarrollo. 

 

1.2.4.1 Ciclo de vida de la grana cochinilla 

De acuerdo a la tesis de maestría de Aldo Tovar Puente [25], durante la oviposición la hembra 

deposita a alrededor de 400 huevecillos, los cuales en ocasiones se quedan por debajo de la madre y 

eclosionan en un período de 10 minutos a 6 horas. Al insecto recién nacido se le conoce como ninfa I, 

de la cual son apreciables antenas y patas del resto del cuerpo, quien a pocos minutos de la eclosión 
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empieza a desarrollar un recubrimiento blanquecino. En esta etapa de desarrollo la ninfa se encuentra 

en movimiento con el fin de encontrar un sitio para alimentarse del nopal. Una vez fijada al nopal, 

empiezan a crecer y las secreciones cerosas son más perceptibles. La ninfa II o segundo instar es el 

siguiente paso, en el cual se puede observar un aumento en la cubierta cerosa. Finalmente se da paso 

a la hembra adulta, ya lista para ser fecundada, la cual muestra forma ovalada. Para el caso de los 

machos, al llegar a la edad adulta se puede observar que su cuerpo se encuentra conformado por alas 

las cuales le permiten volar a otros cladodios para aparearse y fecundar a varias hembras, ya que  la 

vida de éste dura aproximadamente de tres a cuatro días debido a que el cuerpo del macho presenta 

un abdomen pequeño para alimentarse. 

En la Fig. 1.4 se ilustra el ciclo de vida de la grana cochinilla [29, 2001, Luis C Rodríguez y Hermann 

M Niemeyer], en donde se puede observar la diferencia de desarrollo tanto para la hembra como para 

el macho. 

 

Fig.  1.4 Ciclo de vida de la grana cochinilla macho en la parte superior y hembra en la parte inferior. Se muestra una escala 
con los días promedio de crecimiento [29]. 

Entre los factores que afectan el adecuado establecimiento, sobrevivencia, crecimiento, desarrollo 

y reproducción de las granas cochinillas, se encuentran a sus depredadores y problemas ambientales 

como lo es el viento directo, la insolación, la lluvia y el granizo, ya que a temperaturas entre 10 y 15°C 

se reduce el crecimiento y maduración de los órganos [25, 2000, Aldo Tovar Puente]. 

 

1.3. Planteamiento del Problema 

Debido al daño severo que se tiene en un plantío cuando se ve afectado por algún tipo de plaga, los 

agricultores se ven en la constante necesidad de adquirir productos químicos, como pesticidas para el 

control de plagas. 
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Como lo indicó el Sr. Serafín Meza, presidente del Sistema de Producción Nopal-Tuna en Hidalgo, 

en la reunión de consejo celebrada el día 14 de septiembre de 2016 en Actopan Hgo., a los productores 

de nopal les resulta inconveniente incorporar productos químicos como medida de control de plagas, 

ya que, además de dañar la salud de ellos, son excesivamente agresivos para los cultivos afectando su 

rendimiento y su calidad; igualmente resultan tener costos elevados afectando la economía de los 

agricultores, como es el caso del insecticida Malathion 1000 e [30], usado para controlar a la plaga de 

la grana cochinilla [31, 2000, Agustín Alejandro Aguilar Zamora; 32, 2014, Arturo Díaz Franco et al.], 

cuyos precios oscilaron alrededor de $198.00 pesos por litro en la primera quincena de octubre de 

2017, ver Fig. 1.8, de acuerdo al listado publicado por el Sistema Nacional de Información e Integración 

de Mercados [33]. 

 

Fig.  1.5 Listado de precios del Malathion 1000 e publicados por el Sistema Nacional de Información e Integración de Mercados 
(SNIIM) en la primer quincena de octubre de 2017. 

Por esta razón los agricultores están incorporando productos orgánicos y biodegradables, en donde 

la mayoría de los casos, son elaborados por ellos mismos, a fin de tener daños menores en sus cultivos 

y una efectividad plaguicida similar a la obtenida usando productos químicos [34, Francisco Javier Pérez 

Gaspar et al.]. Sin embargo, y a pesar que estos productos sean eficientes, esto representa una 

inversión adicional en la económica de los agricultores. 

 

1.4. Objetivos 

A continuación se menciona el objetivo general y los objetivos particulares en los cuales se basará 

este trabajo de tesis de maestría. 
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1.4.1. Objetivo general 

Desarrollar una metodología basada en el uso de técnicas ópticas para detectar oportunamente la 

presencia de plagas en cultivos de nopal, específicamente a la plaga de la grana cochinilla. 

 

1.4.2. Objetivos particulares 

1. Elaborar una bitácora de trabajo, en donde se lleve el registro del crecimiento de la plaga grana 
cochinilla. 

2. Preparar muestras de estudio a base de extractos del conjunto biológico nopal-grana cochinilla 
para realizar estudios de fluorescencia. 

3. Proponer un arreglo óptico para la detección de fluorescencia microscópica in-vivo. 

4. Evaluar la resolución del sistema de adquisición de imágenes macroscópicas. 

5. Desarrollar un algoritmo que permita determinar el tamaño de una grana cochinilla. 

6. Implementar algoritmos de reconocimiento de patrones para la detección y conteo de la grana 
cochinilla por muestreo en diferentes zonas del nopal. 

7. Investigar el efecto de aceite ozonizado sobre la superficie del nopal, debido a su acción 
germicida. 

 

1.5 Justificación 

Los agricultores se percatan de que existe la plaga de la grana cochinilla en sus cultivos cuando ésta 

es capaz de observarse a simple vista debido al crecimiento de cera algodonosa en el exterior de su 

cuerpo, para lo cual es demasiado tarde ya que esto sucede cuando el insecto alcanza su edad adulta, 

lo que quiere decir que se ha reproducido y depositado huevecillos en el cultivo, ayudando así a la 

propagación de la plaga. De ahí la importancia que tiene detectar la presencia de estos insectos en las 

primeras etapas de crecimiento, de manera confiable y no invasiva para los cultivos. 

 

1.6 Actividades de formación y gestión 

A inicios del mes de septiembre del 2016, se realizó una búsqueda de centros de investigación y 

empresas de la región hidalguense que se dedicaran a la labor de la agricultura, para lo cual se acudió 

a la Presidencia Municipal de Tulancingo de Bravo, Hgo., específicamente a las oficinas de la Secretaría 

de Agricultura, Ganadería, Desarrollo Urbano, Pesca y Alimentación (SAGARPA), en donde se logró 

tener una reunión con el Secretario Agropecuario del Estado de Hidalgo en Pachuca de Soto, Ing. Jesús 

Manuel Soto Villa, quién proporcionó los datos de contacto del Sr. Serafín Meza, presidente del Consejo 

de Producción de Nopal y Tuna en Actopan, con quién se estableció comunicación para tener un primer 

encuentro. 



Capítulo 1. Introducción. 

 
 

25 
 

Dicha reunión se llevó acabo el día 14 de septiembre de 2016, en donde la mesa directiva del 

consejo se encontraba presente con el objetivo de tratar asuntos relacionados con las problemáticas 

que afectan a sus cultivos de nopal. Al platicarles mi disposición de apoyarlos para llevar a cabo un 

trabajo de investigación, los integrantes del comité se mostraron interesados dándome la oportunidad 

de trabajar con plantíos que se encuentren más cercanos a Tulancingo, proporcionando el contacto del 

Sr. Francisco Castañeda, Presidente de la Sociedad Cooperativa Productora Agropecuaria de Nopal 

Tlanalapa S.C. de R.L. de C.V. 

El día 12 de octubre de 2016 se realizó la visita a los cultivos de nopal de la comunidad de Tlanalapa, 

en donde miembros de la Sociedad Cooperativa se dedican a la comercialización de la tuna. Se 

recorrieron los huertos extensos de cada uno de los integrantes de Sociedad Cooperativa con el 

propósito de conocer que tipos de plagas asechan a sus cultivos, mismas que resultan ser visibles 

cuando el cladodio ha cambiado de coloración, para lo cual utilizan insecticidas o preparaciones caseras 

para combatirlas generando una inversión económica extra de sus gastos previstos, ya que, estiman 

gastar por año alrededor de $20 000.00, sin contar los gastos generados por mano de obra y costos de 

abonos y/o nutrientes para la tierra. En el anexo 18 del apéndice de esta tesis se presenta una carta en 

donde se da constancia de la asistencia a este lugar, así como de dar a conocer las principales plagas 

que abundan en sus cultivos de nopal, tales como: el mal del oro, la grana cochinilla, la araña roja, el 

picudo barrenador y la chinche, de las cuales se obtuvieron algunos cladodios de nopal con plaga del 

mal del oro y de la grana cochinilla, mismos que fueron sembrados en macetas como se muestra en la 

Tabla 1.4. Para el caso particular de la muestra con plaga de la grana cochinilla, se realizó un registro 

en base al crecimiento de esta plaga durante los meses de octubre, noviembre y diciembre, el cual se 

encuentra en el anexo 19 del apéndice de esta tesis. 

 
Tabla 1.4 Cladodios de nopal con plaga de mal del oro y de la grana cochinilla proporcionados en la visita a los cultivos de 
Tlanalapa, Estado de Hidalgo. 

   
Mal del Oro 

 

 
Grana cochinilla 
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1.7 Conclusiones 

En este capítulo se presentó una panorámica general del trabajo de tesis de maestría que se llevará 

acabo abarcando como tema central el estudio de la plaga de la grana cochinilla, ya que este es un 

insecto que daña los cultivos del nopal alimentándose directamente de ellos, lo cual genera como 

consecuencia la adquisición de algún pesticida para su control temporal. Ya que los agricultores notan 

de su presencia cuando esta es visible al ojo humano, al manifestarse como pequeñas bolitas de color 

blanco con textura algodonosa, el objetivo central de este trabajo de investigación se enfoca en la 

detección temprana de la grana cochinilla cuando ésta aún no se encuentre alimentándose del nopal. 

Para el desarrollo de este trabajo, se estableció contacto con el Presidente de la Sociedad 

Cooperativa Productora Agropecuaria de Nopal Tlanalapa S.C. de R. L. de C.V., en donde se asistió a 

una reunión en donde los agricultores expusieron su problemática con las plagas que atacan al nopal y 

de las cuales se pudo obtener muestras de nopal con plaga de la grana cochinilla y del mal del oro. 
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Este capítulo se centra en el estudio de fluorescencia usando muestras de clorofila 
y de ácido carmínico, a fin de comparar sus respectivos espectros de emisión de 
fluorescencia. 

Se presenta la metodología correspondiente para realizar dichas mediciones en 
muestras preparadas a partir de extractos de nopal, del cual se obtuvo clorofila, y de 
grana cochinilla obteniendo ácido carmínico. Así mismo se presenta el uso de dichas 
muestras obtenidas y resultados de fluorescencia. 
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2.1. Introducción 

Debido al daño ocasionado por la plaga de la grana cochinilla en los cultivos de nopal y como tema 

central de investigación de este trabajo de tesis, en este capítulo se presenta un estudio de la  

fluorescencia en extractos de ácido carmínico y de clorofila con el propósito de proponer una 

herramienta de detección para esta plaga. Este trabajo se basará fundamentalmente en dos artículos 

de investigación: el primero de M. S. Rusli et al. (2013) [1] y el segundo de J. P. Rasimas y G. J. Blanchard 

(1995) [2]. Finalmente los resultados y las discusiones de este aspecto serán presentados. 

 

2.2 Fundamentos teóricos 

2.2.1 Clorofila 

La clorofila es el pigmento natural responsable de la fotosíntesis y de proporcionar el color verde 

característico a las plantas. Existen dos tipos de clorofila: a y b, siendo la primera quien participa 

directamente en el proceso de absorción de fotones en las regiones azules y rojas del espectro visible, 

presentando dos bandas de absorción en estas zonas [3].Como solución elaborada a partir del extracto 

de hojas disuelto en algún tipo de solvente, ya sea en agua destilada, acetona o alcohol [4, 1963, Harold 

H. Strain et al.; 5, 1964, J. B. Thomas y W. F. G. Flight; 6, 1969, Claude Balny et al.; 7, 1973, L. Szalay et 

al.] se ha reportado la existencia emisión de fluorescencia con tendencia hacia las longitudes de onda 

rojas. Se ha tomado en cuenta la investigación realizada en el artículo denominado “Spectroscopic 

studies of chlorophyll a from Opuntia ficus-indica” de M. S. Rusli et al. [1], ya que se reporta la emisión 

de fluorescencia de la clorofila usando un extracto elaborado a partir de fragmentos de nopal Opuntia 

ficus-indica, en donde la solución es excitada con cuatro longitudes de onda: 222 nm, 308 nm, 337 nm 

y 448 nm, tal y como se muestra en la Fig. 2.1. 

 

Fig.  2.1 Imagen tomada del artículo “Spectroscopic studies of chlorophyll a from Opuntia ficus-indica”, del autor M. S. Rusli 
et al. [1], en el cual se presentan los espectros de emisión de fluorescencia de la clorofila, en los gráficos a), b), c) y d), al ser 
excitada con cuatro longitudes de onda: 222 nm, 308 nm, 337 nm y 448 nm, respectivamente. 
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2.2.2 Ácido carmínico 

Otro pigmento muy usado y que también presenta fluorescencia es el ácido carmínico proveniente 

de la grana cochinilla (Dactylopius coccus), cuyo insecto se alimenta de los nopales y las tunas. El ácido 

carmínico es una sustancia química compleja utilizada como colorante rojo [8, 2000, Aldo Tovar 

Puente] en la industria de alimentos, la industria textil y la industria cosmética. 

J. P. Rasimas y G. J. Blanchard en 1995 [2] reportaron un estudio denominado “A study of the 

fluorescence and reorientation dynamics of carminic acid in primary alcohols”, en donde se observó 

que la emisión de fluorescencia del ácido carmínico en diferentes tipos de alcohol se mantiene hacia 

las longitudes de onda rojas del espectro visible. La muestra de ácido carmínico fue obtenida de la firma 

comercial Sigma-Aldrich. En dicho trabajo presenta el espectro de absorción (___) y el de emisión de 

fluorescencia (- - -) del ácido carmínico disuelto en metanol como se observa en la Fig. 2.2. 

 

Fig.  2.2 Imagen tomada del artículo “A study of the fluorescence and reorientation dynamics of carminic acid in primary 
alcohols” de los autores J. P. Rasimas y G. J. Blanchard [2], en donde se muestra el espectro de absorción del ácido carmínico 
disuelto en metanol (___) y del espectro de emisión de fluorescencia de esta misma sustancia (- - -). 

2.2.3 Fluorescencia 

La fluorescencia es la emisión de fotones por átomos o moléculas cuyos electrones son estimulados 

transitoriamente a un estado de excitación más elevado. Cuando una molécula fluorescente absorbe 

un fotón de la longitud de onda apropiada, un electrón se excita a un estado de energía superior y casi 

inmediatamente regresa a su estado inicial, a lo largo de este proceso, la molécula puede liberar a un 

fotón fluorescente y dado a que se pierde energía en el proceso, el fotón fluorescente emitido 

típicamente exhibe una longitud de onda más larga que el fotón excitatorio que se absorbió. Este 

proceso puede ser mostrado gráficamente en un diagrama de Jablonski [9, 2012, Douglas B. Murphy y 

Michael W. Davidson]. 
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2.2.4 Diagrama de Jablonski 

En la Fig. 2.3 se presenta un esquema del diagrama de Jablonski, en el cual se muestran los niveles 

de energía de un electrón excitado en una molécula fluorescente, en el cual la energía se libera de tres 

formas diferentes: la sustancia puede emitir un fotón (emisión de fluorescencia, flecha roja), la 

sustancia puede liberar energía vibratoria en forma de calor sin emitir fotones (conversión interna, 

flecha violeta) o el electrón de la sustancia puede entrar en un estado triplete (inter-sistema de cruce, 

flecha lila) el cual puede provocar que la molécula sea activada químicamente, dichos electrones 

pueden regresan al estado inicial mediante una conversión interna (flecha azul claro) o por emisión de 

fosforescencia (flecha roja) para finalmente volver a su estado inicial y volver a repetir el proceso [9]. 

 

Fig.  2.3 Diagrama de Jablonski [9] que muestra los niveles de energía ocupados por electrones excitados, en el cual se explica 
el fenómeno de emisión de fluorescencia. 

Se llama fosforescencia si el período entre la excitación y la emisión no es instantáneo y dura de 

segundo a minutos. 

2.2.5 Desplazamiento de Stokes 

Los espectros de excitación y emisión de moléculas fluorescentes son comúnmente observados 

superpuestos como se observa en la Fig. 2.4, en donde se observa al espectro de absorción y de emisión 

de la inmunoglobulina conjugada con fluoresceína (IgG) [9]. La distancia de separación en términos de 

longitud de onda del pico máximo del espectro emisión de fluorescencia menos el pico máximo del 

espectro de absorción se denomina desplazamiento de Stokes. 
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Fig.  2.4 Cálculo del desplazamiento de Stokes para los espectros de absorción y emisión de la inmunoglobulina conjugada con 
fluoresceína (IgG) [9].  

Como se observa, ya que el valor máximo de emisión de fluorescencia de dicha sustancia se 

encuentra en 518 nm y el valor máximo del espectro de absorción en 494 nm, se calcula que existe un 

desplazamiento de Stokes de 24 nm. Este resultado es útil para conocer la eficiencia al colocar un filtro 

de excitación o un filtro de emisión, según sea el caso, para el bloqueo de las longitudes de onda no 

deseadas. 

 

2.3. Materiales y Métodos 

A continuación se presenta la metodología de la elaboración de los extractos del complejo nopal-

grana cochinilla. Así mismo se describe el material utilizado para detectar la emisión de fluorescencia 

de las sustancias elaboradas de ácido carmínico y de clorofila.  

 

2.3.1. Elaboración de muestras 

En esta sección se realiza una amplia descripción de la elaboraron de las dos muestras principales 

de este estudio: ácido carmínico a partir de extracto de grana cochinilla y clorofila a partir de nopal. El 

procedimiento a detalle se presenta a continuación. 

 

2.3.1.1 Ácido carmínico 

Se llevó acabo la elaboración de la solución de ácido carmínico en metanol y etanol. Dicha muestra 

fue preparada utilizando insectos de la plaga de grana cochinilla, la mayoría en etapa adulta ver Fig. 

2.5, los cuales fueron recolectados en la visita a uno de los huertos de nopal de la Sociedad Cooperativa 

Productora Agropecuaria de Nopal Tlanalapa, S. C. en el municipio de Tlanalapa, Estado de Hidalgo. 
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Fig.  2.5 Muestra de grana cochinilla sobre una tuna obtenida de un cultivo de nopal en el municipio de Tlanalapa, Estado de 
Hidalgo. 

A continuación se describe una metodología propia para la preparación de la solución del ácido 

carmínico: 

1. El primer paso a realizar fue el raspado de la tuna, para lo cual se utilizó la aguja de una jeringa. 

Cabe mencionar que a esta tuna no se le quitó totalmente la plaga, ya que se propuso 

mantener vivas algunas granas cochinillas para su reproducción. Este paso se debe hacer con 

cuidado y paciencia, debido a que la cochinilla es muy frágil y al desprenderse de la tuna puede 

ser fácilmente aplastada. 

2. La cantidad de grana cochinilla raspada se dividió en dos partes iguales, esto para que una 

mitad fuera disuelta en 4 ml de metanol y la otra en 4 ml de etanol. 

3. Ambas partes fueron trituradas entre dos láminas de plástico con la tapa de la jeringa. Este 

proceso finaliza hasta que ya ningún algodoncillo sea visto, es decir, hasta que la coloración del 

tinte sea homogénea. El resultado obtenido es una pasta compacta de grana cochinilla. 

4. Posteriormente se tomaron 5 gotas de metanol y de etanol respectivamente, haciendo más 

fácil la elaboración del tinte. Durante su preparación se puede observar cómo la sustancia 

empieza a tornarse cada vez más en un color rojo intenso. 

5. Finalmente con ayuda del resto del alcohol utilizado, la mezcla se fue vaciando a un vaso de 

plástico para ayudar a terminar de homogeneizar bien toda la sustancia. 

6. La mezcla final se vació en frascos de color ámbar, para su mejor conservación y protección de 

la luz ambiente, ya que la sustancia podría sufrir fotodegradación. 

El tiempo empleado para preparar las soluciones de ácido carmínico fue de aproximadamente igual 

a 25 minutos. En la Tabla 2.1 los pasos anteriormente descritos son ilustrados. 
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Tabla 2.1 Ilustración del procedimiento propuesto para la elaboración de ácido carmínico a partir de extracto de grana 
cochinilla, según la metodología descrita anteriormente. 

 
1) Raspado 

 
2) División 

 
3) Triturado 

 
4) Dilución 

 
5) Mezclado 

 
6) Envasado 

 

2.3.1.2 Clorofila 

Para la elaboración de la muestra de clorofila, se utilizó la metodología descrita en el artículo de M. 

S. Rusli et al. [1], en donde los pasos realizados son descritos a continuación: 

1. De un nopal fresco se cortaron pequeñas piezas del mismo. 

2. Dichas piezas se deshidrataron, dejándose secar durante los 3 días posteriores al corte, 

colocándose sobre una servilleta en un espacio limpio y fresco. 

3. Posteriormente las porciones de nopal se dispusieron en cierta cantidad de etanol (no 

especificado en el artículo) de aproximadamente 15 ml, a fin de que se cubrieran 

perfectamente dichas porciones. El tiempo de reposo para la muestra es de 1 día completo a 

la temperatura ambiente del medio. 

4. Transcurridas las 24 horas de reposo se observó que las piezas de nopal se decoloraron y que 

el etanol se tornó a un color verdoso. 

5. Ya que las piezas de nopal se volvieron frágiles, se usó una servilleta para filtrar la sustancia. 
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6. El líquido filtrado se colocó directamente dentro de un envase de vidrio de color ámbar para 

su conservación a la foto-degradación de la sustancia. 

La Tabla 2.2 ilustra los pasos anteriormente descritos. 

Tabla 2.2 Ilustración del procedimiento tomado del artículo de M. S. Rusli et al. [1] para la preparación de la clorofila a partir 
de extracto de nopal. 

 
1) Corte 

 
2) Deshidratación 

 

 
3) Reposo en etanol 

 

 
4) Decoloración 

 
5) Filtrado 

 
6) Envasado 

 

Ambas sustancias elaboradas se mantuvieron a la temperatura ambiente del laboratorio, la cual se 

encuentra alrededor de los 23 °C ± 0.5 °C. 
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2.3.2. Detección de los picos de emisión de la Fuente Fiber-Lite MH100 para excitar fluorescencia 

Como parte de esta investigación se estudió el espectro de emisión de la fuente luminosa (Fiber-

Lite MH100, Dolan-Jenner Industries, Inc.) [10], para localizar los picos más prominentes de emisión de 

la misma y determinar qué picos servirán como longitudes de onda de excitación de fluorescencia para 

las sustancias de estudio. Cabe mencionar que esta fuente de iluminación es usada comúnmente para 

iluminar escenas [11, 2006, Philipp J. Thurner et al.; 12, 2011, Lifeng Dong et al.; 13, 2014, Sang Joon 

Lee et al.; 14, 2015, Jeffrey R. Watson et al.], y no para excitar fluorescencia como lo es en esta 

investigación. 

Bajo el esquema mostrado en la Fig. 2.6 se realizó la medición del espectro de emisión de la fuente 

luminosa. En dicho arreglo a la fuente Fiber-Lite MH100 se le ha colocado una lente convergente, de 

distancia focal igual a 10 cm, lo más cerca para capturar la mayor cantidad de luz posible. A su distancia 

focal se colocó la primera cara de la fibra óptica (UV/SR-VIS High OH content, Ocean Optics, Inc.) [15] 

a través de la cual se transmitirá la luz al mini-espectrómetro (USB4000 Fiber Optic Spectrometer, 

Ocean Optics, Inc.) [16], para que posteriormente el espectro detectado sea procesado a través del 

software SpectraSuite® (Spectrometer Operating Software, Ocean Optics, Inc.) [17] instalado en un 

equipo de cómputo (Acer Aspire X1800-E1232, Acer Inc.) [18]. Ese espectro será guardado y generará 

un archivo de texto plano, el cual tendrá la información del espectro en dos columnas: la longitud de 

onda y la intensidad. El archivo será procesado con el script de MATLAB® mostrado en el anexo 1 del 

apéndice, el cual detectará la longitud de onda correspondiente a los picos de emisión más 

prominentes de la fuente luminosa. 

 

Fig.  2.6 Arreglo óptico para la detección de los picos de emisión de la fuente de iluminación. El cual se compone de los 
siguientes elementos: (1) fuente de iluminación Fiber-Lite MH100, (2) lente positiva, (3) fibra óptica, (4) mini espectrómetro 
USB4000® y (5) equipo de cómputo. 

Con la finalidad de conocer si la fuente de iluminación resulta ser adecuada en esta investigación, 

se llevó a cabo un análisis del espectro de emisión de la fuente Fiber-Lite sobreponiéndolo con los 

espectros de absorción del ácido carmínico y de la clorofila. 
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2.3.2.1 Análisis de espectros de absorción de las sustancias 

Se realizó la interpretación del espectro de absorción del ácido carmínico tomado del artículo de J. 

P. Rasimas y G. J. Blanchard [2], el cual se muestra en la Fig. 2.7. Dicho espectro se ajustó a un tamaño 

proporcional al de una hoja tamaño carta para que posteriormente se imprimiera y finalmente con 

ayuda de una regla se midió en distancias de 3 mm sobre el eje x la intensidad correspondiente a ese 

punto. Finalmente esas medidas se introdujeron al script de MATLAB que se encuentra en el anexo 2 

del apéndice, el cual graficará dicho espectro escalado en relación a la imagen original. 

 

Fig.  2.7 Espectro de absorción (__) y de emisión (- - -) del ácido carmínico en metanol, tomado del artículo de J. P. Rasimas, 
G. J. Blanchard [2]. 

Para el caso de la clorofila, desde la página web de Oregon Medical Laser Center [19, 2017, Scott 

Prahl], se descargó el archivo .txt correspondiente a los datos referidos al espectro de absorción de la 

Clorofila a en Metanol. De acuerdo a la página de consulta, esta medición de absorción fue realizada 

por J. Li en 12-11-1997 en donde los valores de absorción se recolectaron usando un ancho de banda 

espectral de 1 nm [20, 1998, Hai Du et al.]. En la Fig. 2.4 se muestra dicho espectro graficado en 

MATLAB® con el script mostrado en el anexo 3 del apéndice de esta tesis. 
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Fig.  2.8 Espectro de absorción de la clorofila a en Metanol obtenido de la página Oregón Medical Laser Center (OMLC) [20]. 

 

2.3.2.2 Medición de la potencia de los picos de emisión de la Fuente Fiber-Lite para excitar fluorescencia 

Aunado a esta investigación se realizó la medición de la potencia de los picos más prominentes de 

la fuente usando el arreglo óptico mostrado en la Fig. 2.9, en la cual se observa que la fuente Fiber-Lite 

MH100 se sitúa a la distancia focal de una lente positiva. Dicha lente fue construida con dos lupas de 

distancias focales similares las cuales fueron medidas a través un lensómetro por el Ing. Juan Estrada 

Berni, quién en comunicación personal mencionó que la distancia focal de cada una de las lupas es 

aproximadamente igual a 17 cm, en donde aplicando el desarrollo matemático mostrado a 

continuación calculó que la distancia focal de este conjunto de lentes es aproximadamente igual a 8.5 

cm. 

Se utilizó la ecuación 2.1 para calcular la distancia focal de un sistema compuesto por dos lentes 

delgadas [21, 2000, Eugene Hecht]. 

 
1

𝑓𝑒
=

1

𝑓1
+

1

𝑓2
−

𝑑

𝑓1𝑓2
 

(2.1) 
 

Donde 𝑓𝑒 es la distancia focal efectiva del sistema, 𝑓1 es la distancia focal de la primer lente, 𝑓2 es la 

distancia focal de la segunda lente y 𝑑 es la separación entre ellas. Asumiendo que la separación entre 

ellas es igual a 0 se tiene la ecuación 2.2. 

 
 

1
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1

𝑓1
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1

𝑓2
 

(2.2) 
 

400 450 500 550 600 650 700
0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

Longitud de Onda [nm]

A
b
s
o
rb

a
n
c
ia

Clorofila a



Capítulo 2. Investigación de la fluorescencia de extractos de sustancias del complejo biológico 
nopal-grana cochinilla. 

 
 

39 
 

Debido a que las dos lupas son similares entre sí, se puede decir que 𝑓1 = 𝑓2  por lo que la ecuación 

2.2 queda expresada en términos de la ecuación 2.3. 

 1

𝑓𝑒
=

1

𝑓1
+

1

𝑓1
=

2

𝑓1
 

(2.3) 
 

Sustituyendo en la ecuación 2.3 la distancia focal de una lupa, se puede calcular la distancia focal 

efectiva de este conjunto de lentes tal y como se observa en la ecuación 2.4, la cual es 

aproximadamente igual a 8.5 cm,. 

 1

𝑓𝑒
=

2

17
 ≡ 𝑓𝑒 =

17

2
= 8.5 𝑐𝑚 

(2.4) 
 

Ya que la fuente luminosa se sitúa justo en el foco de esta lente, los rayos provenientes son 

transmitidos paralelos al eje óptico. Posteriormente dichos rayos entrarán al filtro de cristal líquido 

sintonizable (VariSpec™,  Cambridge Research & Instrumentation, Inc) [22], el cual es controlado a 

través de una serie de comandos en MATLAB® en el script mostrado en el anexo 4 del apéndice donde 

se sintonizan las longitudes de onda correspondientes a los picos más pronunciados de la fuente 

luminosa. Una vez seleccionada la longitud de onda, la luz transmitida por el filtro continuará hacia una 

segunda lente, construida y medida por el Ing. Juan Estrada de características similares a la primera, la 

cual convergerá a los rayos filtrados a su distancia focal en donde se encontrará colocado el detector 

del medidor de potencia (Model 1830-R, Newport Corporation) [23], para realizar su función. 

 

 

Fig.  2.9 Configuración óptica para la medición de la potencia de los picos más altos de la fuente luminosa. El arreglo óptico se 
conforma de los siguientes elementos: (1) fuente de iluminación Fiber-Lite MH100, (2) lente colimadora, (3) filtro de cristal 
líquido sintonizable Varispec, (4) lente convergente, (5) detector del medidor de potencia y (6) medidor de potencia. 

Ésta medición se llevó acabo usando tres diámetros diferentes de apertura del diafragma de la 

fuente: mínima, intermedia y máxima; las medidas de estas aperturas se observan en la Fig. 2.10. 
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Fig.  2.10 Aperturas del diafragma de la fuente luminosa Fiber-Lite MH100 consideradas para realizar la medición de potencia 
de los picos más sobresalientes de la misma. 

 

2.3.3 Medición de fluorescencia en sustancias 

Apoyándose de una jeringa con aguja, se llenaron las cubetas de plástico con las sustancias 

elaboradas, ácido carmínico y clorofila respectivamente, para realizar las mediciones de detección de 

fluorescencia.  

Este estudio se realizó de acuerdo al arreglo óptico experimental mostrado en la Fig. 2.11. 

 

Fig.  2.11 El arreglo óptico se constituye de los siguientes elementos: (1) fuente de iluminación Fiber-Lite MH100, (2) lente 
colimadora, (3) filtro de cristal líquido sintonizable, VariSpec, (4) lente convergente, (5) cubeta de plástico con la sustancia, 
según sea el caso, de clorofila o ácido carmínico y (6) fibra óptica conectada al mini-espectrómetro USB4000® para detectar 
la fluorescencia emitida por la sustancia. 

Como se puede observar, se continua trabajando con la configuración del arreglo mostrado en la 

Fig. 2.9, en donde ahora en el plano objeto se situará a la cubeta que contendrá alguna de las muestras 

elaboradas en la sección 2.3.1. Posteriormente justo a 90° [24; 25, Nikon Instruments Inc.] respecto al 

haz de incidencia de la longitud de onda de excitación proveniente del sistema óptico, se sitúa una fibra 

óptica (UV/SR-VIS High OH content, Ocean Optics, Inc.) para la detección de fluorescencia tal y como 

se observa en la Fig. 2.12, donde finalmente dicha fibra estará conectada al espectrómetro para 

detectar al espectro de fluorescencia. 
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Fig.  2.12 Detección de fluorescencia de las muestras por medio de la fibra óptica (UV/SR-VIS High OH content, Ocean Optics, 
Inc.). 

 

2.3.3.1 Suavizado de espectros 

Una vez que se han capturado los archivos de los espectros de emisión de fluorescencia para cada 

sustancia, éstos serán leídos y procesados en el script de MATLAB que se encuentra en el anexo 5 y 

anexo 6 del apéndice, para el ácido carmínico y clorofila respectivamente, con el objetivo de detectar 

el pico máximo de emisión de fluorescencia de dichas sustancias y suavizar los espectros utilizando la 

función de Matlab® smooth [26, The MathWorks Inc.], la cual reducirá el ruido del espectro a través de 

un filtro de media realizando promedios de la señal. En esta función se coloca un valor de suavizado 

que debe ser tal que permita distinguir aún la forma del espectro original, evitando que se elimine 

información no deseada tal y como se muestra en la Fig. 2.13, la cual fue elaborada con el script de 

MATLAB mostrado en el anexo 7 del apéndice. 
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Fig.  2.13 Prueba de diferentes valores de suavizado en el espectro de absorción de la clorofila [20] con ruido, con el objetivo 
de considerar un valor óptimo para la disminución de ruido sin que exista pérdida de la información del espectro. 

 

2.4. Resultados y discusiones 

A continuación se presentan los resultados obtenidos en la detección y medición de los picos 

sobresalientes a partir del espectro de emisión de la fuente de iluminación, los cuales servirán para 

excitar fluorescencia en las sustancias elaboradas. 

 

2.4.1 Detección de los picos de emisión de la fuente luminosa Fiber-Lite MH100 para excitar fluorescencia 

En la Fig. 2.14 se muestra el espectro de emisión de la fuente luminosa Fiber-Lite, cuyos picos de 

emisión se encuentran en las siguientes longitudes de onda medidas en nm: 405 nm, 409 nm, 413 nm, 

425 nm, 432 nm, 436 nm, 454 nm, 474 nm, 478 nm, 484 nm, 499 nm, 509 nm, 521 nm, 536 nm, 546 

nm, 552 nm, 569 nm, 571 nm, 577 nm, 579 nm, 588 nm, 592 nm, 621 nm, 624 nm, 626 nm y 631 nm.  
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Fig.  2.14 Espectro de emisión de la fuente Fiber-Lite MH100, en el cual se puede observar el rango espectral de dicha fuente 
así como sus picos de intensidad. 

 

Las líneas espectrales idóneas de excitación resultaron tener sus longitudes de onda pico centradas 

en 509, 536 y 546 nm, destacados en la Fig. 2.14 con círculos en color rojo (•), las cuales se encuentran 

contenidas en la banda de absorción del ácido carmínico y tienen una intensidad superior a las demás 

líneas espectrales. Además se han incorporado dos longitudes de onda de excitación de fluorescencia 

para la clorofila en 448 nm tomada del artículo de M. S. Rusli et al [1] y para el ácido carmínico en 552 

nm del artículo de J. P. Rasimas y G. J. Blanchard [2]. 

 

2.4.1.1 Análisis de los espectros de absorción de las sustancias de ácido carmínico y de clorofila 

A continuación en la Fig.2.15 se presenta el espectro de absorción escalado del ácido carmínico 

tomado del artículo de J. P. Rasimas y G. J. Blanchard [2], el cual ha sido graficado desde MATLAB a 

partir de las mediciones en la hoja impresa de este mismo gráfico. En dicha imagen se puede observar 

que existe una amplia banda de absorción cuyo pico máximo se encuentra situado alrededor de los 500 

nm. 
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Fig.  2.15 Espectro de absorción del ácido carmínico escalado en relación a la imagen original del artículo de J.P. Rasimas y G. 
J. Blanchard [2].  

En la Fig. 2.16 se muestra la comparación del espectro de intensidad de la fuente Fiber-Lite MH100 

en relación a los espectros de absorción del ácido carmínico y de la clorofila. Como se puede observar, 

los tres picos de mayor intensidad de la fuente luminosa, son adecuados para excitar fluorescencia en 

el ácido carmínico ya que se encuentran en la banda de absorción del mismo. 

 

Fig.  2.16 Comparación del espectro de la fuente Fiber-Lite respecto a los espectros de absorción de las sustancias. 
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2.4.1.2 Medición de la potencia de los picos de emisión de la Fuente Fiber-Lite para excitar fluorescencia 

El estudio de la potencia en los 3 picos más altos de la fuente luminosa, se llevó acabo con 3 

aperturas diferentes del iris de dicha fuente, lo cual influyó en la medición ya que el tamaño del haz de 

luz que llegaba al detector del medidor de potencia no fue el mismo para todos los casos. Esto se 

observa en la Fig. 2.17. 

 

Fig.  2.17 Iluminación detectada por el sensor del medidor de potencia en relación a los diferentes diámetros de apertura de 
la fuente de iluminación. 

El registro de la medición de la potencia para las longitudes de onda de excitación en comparación 

con las distintas aperturas del diafragma de la fuente luminosa, se encuentra en la Tabla 2.3. 

Tabla 2.3 Medición de la potencia de las longitudes de onda de excitación que corresponden a los picos más sobresalientes 
de la fuente de iluminación. 

𝝀𝒆𝒙 Apertura del iris de la fuente 

Mínima 
(~1 mm) 

Intermedia 
(~5 mm) 

Máxima 
(~10 mm) 

509 nm 42.7 µW 0.88 mW 1.62 mW 

536 nm 91.2 µW 1.83 mW 3.15 mW 

546 nm 79.3 µW 1.50 mW 2.51 mW 

 

Como se puede observar, la potencia para cada longitud de onda seleccionada corresponde con la 

intensidad del espectro de los picos de emisión de la fuente luminosa. Dado que el ancho de la cubeta 

es de 1 cm, se ha seleccionado trabajar usando el iris de la fuente en su máxima apertura, con el 

objetivo de tener una mayor iluminación sobre la sustancia. 

2.4.2 Medición de fluorescencia en sustancias 

En esta sección se presenta la emisión de la fluorescencia en las diferentes sustancias elaboradas, 

cuyos espectros han sido suavizados previamente a un valor de 0.01. En la Fig. 2.18 y 2.19 se observa 

la emisión de la fluorescencia del ácido carmínico y de la clorofila, respectivamente. 
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Fig.  2.18 Fluorescencia en la sustancias del ácido carmínico. a), b), c) Iluminación de los picos más pronunciados de la fuente 
Fiber-Lite en 509 nm, 536 nm y 546 nm respectivamente. d) Iluminación con la longitud de onda reportada en el artículo de 
J. P. Rasimas y G. J. Blanchard [2] a 552 nm. 

 

 

Fig.  2.19 Emisión de fluorescencia en la sustancia de clorofila. a) Iluminación reportada en el artículo de M. S. Rusli et al. [1] 
a 448 nm. b), c), d) Iluminación de los picos más pronunciados de la fuente Fiber-Lite en 509 nm, 536 nm y 546 nm 
respectivamente. 

Los espectros de emisión de fluorescencia del ácido carmínico detectados por el mini-

espectrómetro USB4000® en las longitudes de onda seleccionadas para excitar fluorescencia, se 

muestran en la Fig. 2.20, en el cual se obtiene una longitud de onda de emisión alrededor de los 627 

nm. 
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Fig.  2.20 Espectros de emisión de fluorescencia del ácido carmínico previamente suavizados. 

En la Tabla 2.4 se presenta el registro de las longitudes de onda de emisión de fluorescencia del 

ácido carmínico de acuerdo a la longitud de onda con que se excitó a la sustancia. 

 

Tabla 2.4 Registro de las longitudes de onda de emisión de fluorescencia en la sustancia del ácido carmínico. 

Longitud de onda de 
excitación 

Longitud de onda de emisión 
de fluorescencia 

509 nm 627.71 nm 

536 nm 627.90 nm 

546 nm 627.71 nm 

552 nm 627.71 nm 

 

Se puede observar que el pico de emisión de fluorescencia se encuentra alrededor de los 627 nm, 

para las cuatro longitudes de onda de excitación de fluorescencia para el ácido carmínico. 

Particularmente para la longitud de onda 552 nm reportada en el artículo de J. P. Rasimas y G. J. 

Blanchard [2], el pico de emisión de fluorescencia se encuentra dentro del rango de emisión reportado 

en ese artículo. 

En la Fig. 2.21 se muestran los espectros de fluorescencia de la clorofila detectados por el mini-

espectrómetro USB4000®. 
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Fig.  2.21 Espectros de emisión de fluorescencia de la clorofila previamente suavizados. 

El registro de las longitudes de onda de excitación así como de las longitudes de onda de emisión 

de fluorescencia en la clorofila se muestran en la Tabla 2.5. 

 

Tabla 2.5 Registro de las longitudes de onda de emisión de fluorescencia de la clorofila. 

Longitud de onda de 
excitación 

Longitud de onda de emisión 
de fluorescencia 

448 nm 658.72 nm 

509 nm 676.05 nm 

536 nm 676.05 nm 

546 nm 676.05 nm 

 

De acuerdo al artículo de Rusli et al. [1] para la longitud de onda de excitación de 448 nm se reporta 

que existe emisión de fluorescencia en la zona roja en un rango de 632 nm a 730 nm, por lo que nuestro 

resultado coincide con ese rango.  

Como un estudio comparativo entre las longitudes de onda de excitación comunes del ácido 

carmínico y de la clorofila, es decir a 509 nm, 536 nm y 546 nm, en la Fig. 2.22 se presentan los 

espectros de emisión de fluorescencia de ambas sustancias. 
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Fig.  2.22 Comparación de los espectros de emisión de fluorescencia del ácido carmínico y de la clorofila, previamente 
suavizados e iluminados a las longitudes de onda de a) 509 nm, b) 536 nm y c) 546 nm, correspondientes a los tres picos de 
mayor intensidad de la fuente luminosa. 

Como se puede observar, las bandas de emisión de fluorescencia detectadas para cada sustancia se 

sobreponen, sin embargo los picos de emisión son distinguidos perfectamente. En la Tabla 2.6 se 

presenta el desplazamiento de Stokes de cada sustancia considerando la longitud de onda de absorción 

así como la longitud de onda de emisión de cada una de ellas. 
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Tabla 2.6 Desplazamiento de Stokes de las sustancias de ácido carmínico y de clorofila en función a las longitudes de onda de 
excitación.  

Sustancia 
Longitud de onda 

de excitación 
Longitud de onda de 

emisión 
Desplazamiento de 

Stokes 

Ácido carmínico 𝝀𝒂𝒃𝒔 =
𝟓𝟎𝟎 𝒏𝒎  

509 nm 627.71 nm 127.71 nm 

536 nm 627.90 nm 127.90 nm 

546 nm 627.71 nm 127.71 nm 

Clorofila 
𝝀𝒂𝒃𝒔 = 𝟒𝟏𝟕 𝒏𝒎 

509 nm 676.05 nm 259.05 nm 

536 nm 676.05 nm 259.05 nm 

546 nm 676.05 nm 259.05 nm 

 

En los resultados obtenidos se puede deducir que la fluorescencia del ácido carmínico se encuentra 

a los 627 nm con un desplazamiento de Stokes de 127 nm aproximadamente, mientras que la 

fluorescencia de la clorofila presenta un pico máximo alrededor de los 676 nm con un desplazamiento 

de Stokes de 259 nm. Ambas sustancias presentan fluorescencia con tendencia hacia las longitudes de 

onda rojas. Estas mediciones de fluorescencia se realizaron aproximadamente 6 veces para ambas 

sustancias, con el objetivo de tener cierta repetibilidad en las mediciones y para disponer de un valor 

promedio de la longitud de onda de emisión de fluorescencia, y que las condiciones en que se 

encontraban los extractos no siempre fueron los mismos, ya que al estar preparados con alcohol éste 

se volatiliza y se debía agregar más para que la sustancia no se perdiera. 

 

2.5. Conclusiones 

Se presentó un procedimiento propio para elaborar la sustancia de ácido carmínico a partir de 

extracto de grana cochinilla y se aprendió a obtener la clorofila a base de fragmentos de nopal sano. 

Fueron llevados a cabo estudios de fluorescencia del ácido carmínico y de la clorofila, presentando 

su espectro de absorción el cual sirvió de herramienta para definir los picos de emisión de la fuente 

luminosa que serán utilizados para excitar fluorescencia mediante el filtro de cristal líquido 

sintonizable. 

Los picos de mayor intensidad seleccionados fueron: 509 nm, 536 nm y 546 nm, asegurando mayor 

iluminación en las mediciones de fluorescencia. Se incluyó además para cada sustancia una longitud de 

onda de excitación en 552 nm para el ácido carmínico y 448 nm para la clorofila. Cabe resaltar que esta 

fuente de iluminación no es propiamente elaborada para experimentos de fluorescencia. 

Se comprobó que la emisión de fluorescencia en ambas sustancias se encuentra generalmente en 

las longitudes de onda rojas: 627 nm para el ácido carmínico y 676 nm para la clorofila.  

Finalmente fueron suavizados los espectros de fluorescencia usando una función de MATLAB® a 

través de filtros móviles para reducir el ruido en la señal, a un valor de 0.01 para que la forma del 

espectro se mantuviera similar al del espectro original. 
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Capítulo 3 

Estudio microscópico in-vivo de la 
fluorescencia de la grana cochinilla 

 
 

En este capítulo se presenta una investigación con el propósito de comprobar la 
existencia de fluorescencia in-vivo de la grana cochinilla debido a la influencia del 
ácido carmínico cuyo pico máximo de emisión de fluorescencia se encuentra 
aproximadamente a los 627 nm. Para este estudio se seleccionaron distintos tamaños 
de granas cochinillas hembras en etapa de ninfas, mismas que fueron inmovilizadas 
durante las mediciones de fluorescencia. 

Bajo el modelo de un microscopio de fluorescencia, se propusieron e 
implementaron dos arreglos ópticos experimentales para realizar la adquisición de 
imágenes microscópicas de la fluorescencia de la grana cochinilla. Finalmente 
resultados y discusiones son presentados. 
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3.1 Introducción 

El microscopio es un instrumento óptico que ayuda a formar una imagen aumentada de un objeto. 

Un microscopio simple se compone principalmente de una lente objetivo, que colecta la luz 

especularmente reflejada por la muestra y forma una imagen real intermedia dentro del microscopio, 

y una lente ocular la cual forma la imagen fuera del microscopio hacia la retina del ojo. Dichas lentes 

trabajan en conjunto para obtener imágenes amplificadas. 

 

3.1.1 Microscopía de fluorescencia 

Existen microscopios de fluorescencia los cuales contienen filtros especiales, mismos que están 

diseñados para aislar y manipular dos conjuntos distintos de longitudes de onda de excitación y de 

emisión de fluorescencia [1, 2013, Douglas B. Murphy y Michael W. Davidson]. A través de la 

microscopía de fluorescencia es posible la visualización de zonas específicas de la muestra que 

fluorescen en presencia de luz excitadora. Algunos autores utilizan esta técnica para observar la 

interacción de los tejidos con longitudes de onda de excitación haciendo uso de colorantes 

fluorescentes [2, 1987, J. G. White et al.; 3, 1996, Chris Xu et al.]. La fluorescencia de imágenes, aunque 

es convencionalmente utilizada en el área de la biología para estudios a nivel celular y de tejidos, está 

emergiendo como una valiosa herramienta para investigar los procesos fisiológicos en los sistemas 

vivos [4, 2016, Mingfeng Bai]. 

En la literatura se han reportado diversos usos y aplicaciones no invasivas de la fluorescencia in-

vivo, desde la detección temprana de tumores [5, 2005, Byron Ballou et al.; 6, 2016, Jie Cao y Mingzhou 

Zhou], como investigaciones basadas en el estudio de la fluorescencia de la clorofila in-vivo para 

monitorear la salud a través de los procesos fotosintéticos en los tejidos vegetales tales como plantas 

y algas [7, 2008, Neil R. Baker; 8, 2011, Lucia Guidi y Elena Degl’Innocenti], así como de estudios de 

fluorescencia en animales que reaccionan a la luz UV emitiendo fluorescencia como por ejemplo en 

arácnidos como los escorpiones [9, 1999, Shawn J Stachel et al.; 10, 2005, Erich S. Volschenk; 11, 2011, 

Douglas D. Gaffin et al.], en anfibios como las ranas [12, 2017, Carlos Taboada et al.] y en insectos como 

las abejas [13, 2005, André Nemésio]. 

En este capítulo se llevará a cabo un estudio con el objetivo de comprobar nuestra hipótesis de la 

existencia de emisión de fluorescencia in-vivo de la grana cochinilla. Esto debido a que el ácido 

carmínico fluoresce tal como se demostró en el capítulo 2, cuya emisión se registró  alrededor de los 

627 nm. Se presentan además los fundamentos teóricos, así como la propuesta de los arreglos ópticos  

basados en la microscopía de fluorescencia. Es de importancia destacar que esta investigación se puede 

tomar en cuenta como un método para la detección temprana de la grana cochinilla, auxiliado por el 

contraste que brinda la presencia de fluorescencia in-vivo de este insecto. Esto sirve de base para el 

desarrollo de instrumentos de campo que ayuden a determinar la presencia de este tipo de plaga en 

etapa temprana de crecimiento. 
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3.2 Fundamentos teóricos 

3.2.1 Detección de la fluorescencia 

En la literatura [14-16] se propone del uso de un microscopio de fluorescencia para la detección de 

imágenes fluorescentes usando filtros de excitación y de emisión, así como un espejo dicroico, tal y 

como se muestra en la Fig. 3.1, en donde se observa que la luz excitadora (línea amarilla) pasa a través 

del filtro de excitación y este es reflejado 90° por el espejo dicroico y dirigido a la muestra de estudio 

(línea azul), posteriormente el rayo reflejado por la muestra (línea color roja) regresa por el mismo 

camino y se transmite a través del espejo dicroico y del filtro de emisión hacía el sensor. Las múltiples 

reflexiones generadas por la luz excitadora son bloqueadas por el filtro de emisión, dejando observar 

únicamente la fluorescencia emitida por la muestra. 

 

Fig.  3.1 Representación esquemática del arreglo de filtros en un microscopio de fluorescencia, para la detección y registro de 
imágenes fluorescentes. 

 

3.2.2 Filtros pasa-bandas 

Los filtros pasa-bandas permiten pasar solamente un determinado rango de frecuencias de una 

señal, bloqueando la señal que no es permitida. En óptica un filtro es un dispositivo que sólo permite 

el paso a través de él de la luz con ciertas propiedades, suprimiendo o atenuando la luz restante [17], 

como se muestra en la Fig. 3.2. 
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Fig.  3.2 Funcionamiento de un filtro pasa-bandas con longitud central en 660 nm. Como se observa solamente deja pasar 
aquellas longitudes de onda que se encuentren dentro del rango admitido por el filtro. 

 

3.3 Materiales y métodos 

Este apartado está dirigido a investigar a la grana cochinilla a nivel microscópico con el objetivo de 

obtener información de su morfología, contando con la posibilidad de documentar la emisión de la 

fluorescencia in-vivo de este insecto mediante un arreglo óptico basado en el principio de 

funcionamiento de un microscopio de fluorescencia. A continuación se describen los detalles de este 

estudio. 

3.3.1 Preparación de la muestra 

Para este estudio, de la maceta del nopal con plaga, se seleccionaron 8 granas cochinillas hembras 

vivas  de diferentes tamaños de color rojizo que aún se encontraran en movimiento y por tanto aún sin 

su algodoncillo. Posteriormente sobre un portaobjetos de vidrio al cual se le ha pegado un pedazo de 

cinta adhesiva, donde el lado con pegamento se dejó hacia arriba, se colocaron sobre ella las granas 

cochinillas igualmente distribuidas, tal como se observa en el esquema de la Fig. 3.3. 

 

Fig.  3.3 Colocación de las granas cochinillas vivas sobre el portaobjetos con cinta adhesiva para realizar el estudio de 
fluorescencia. 

Como se puede observar, de esta manera se asegura la inmovilidad de las granas cochinillas durante 

las mediciones de fluorescencia a través del microscopio. 
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3.3.2 Documentación de la emisión de la fluorescencia 

A continuación se presentan los dos arreglos ópticos experimentales propuestos para llevar acabo 

la detección de emisión de la fluorescencia de la grana cochinilla a través de imágenes microscópicas. 

3.3.2.1 Arreglo óptico microscópico #1. 

La primer propuesta de arreglo óptico microscópico experimental se muestra en la Fig. 3.4, en la 

cual se observa que la fuente de excitación usada es un láser semiconductor que tiene su emisión a la 

longitud de onda de 532 nm (Laser pointer kg-303-6 1000mW), el cual es dirigido hacia la zona del 

porta muestras en donde se encuentran fijadas las granas cochinillas de acuerdo a como se explicó en 

la sección anterior. La luz de excitación al interactuar con el volumen de la grana cochinilla es reflejada 

especularmente, refractada parcialmente hacia el interior de su volumen donde es absorbida y 

reemitida por los centros de absorción (ácido carmínico) y de esparcimiento, respectivamente. Una 

fracción de radiación fluorescente ingresará a través del objetivo con aumento de 2x al microscopio 

óptico (PST-24-10L, Parco Scientific [18]) y viajará por el interior de dicho instrumento. Como se puede 

apreciar el ocular de uno de los dos canales de observación del microscopio ha sido sustituido por un 

filtro pasa bandas (10BPF10-660, Newport Corporation, [19]) con longitud de onda central en los 660 

nm, la cual se aproxima al pico máximo de emisión de fluorescencia del ácido carmínico alrededor de 

los 627 nm y por lo tanto se filtrará únicamente a la luz de fluorescencia que emita la grana cochinilla 

al ser excitada con el puntero láser verde. Finalmente se ha colocado una cámara CMOS a color sin 

lente (FL3-U3-13S2C-CS, FLIR Integrated Imaging Solutions, Inc., [20]) para formar la imagen de 

fluorescencia vista a través del microscopio, en donde a través del script de MATLAB® mostrado en el 

anexo 8 del apéndice se realizó la adquisición de imágenes microscópicas a color. 

 

Fig.  3.4 Arreglo óptico experimental para observar fluorescencia microscópicamente, se compone principalmente de (1) una 
fuente de luz láser (532 nm), (2) muestras de grana cochinilla de diferentes tamaños, (3) un microscopio simple sin ocular, (4) 
un filtro pasa bandas (660 nm) y (5) una cámara CMOS a color sin lente.  
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El filtro pasa bandas fue acondicionado dentro de una tapadera de plástico blanca de 2.5 cm de 

diámetro, como se observa en la Fig. 3.5. Dicho diámetro se ajusta adecuadamente en la entrada de la 

cámara a color propiciando un acoplamiento mecánico óptico aceptable para el experimento.  

 

 

Fig.  3.5 Colocación del filtro pasa bandas en el soporte de plástico para ser colocado en la entrada de la cámara CMOS. a) 
frontal del filtro y b) vista posterior del filtro. 

En el esquema de la Fig. 3.6 se muestra un esquema de trazo de rayos para esta primer propuesta 

de arreglo óptico microscópico mostrado anteriormente en la Fig. 3.4. 

 

Fig.  3.6 Esquema del trazo de rayos para la primer propuesta de arreglo óptico experimental para la detección de 
fluorescencia in-vivo, en donde al filtro pasa bandas se le sitúa justo enfrente de la cámara CMOS a color. 
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3.3.2.2 Arreglo óptico microscópico #2. 

La segunda propuesta de arreglo óptico experimental para la detección de fluorescencia  in-vivo de 

la grana cochinilla se observa en la Fig. 3.7, basándose en el arreglo óptico experimental #1, en donde 

se puede observar que la fuente de luz láser es suministrada mediante una fuente de alimentación 

(M30-TP305E, Shanghai MCP Corp., [21]), la cual se ha ajustado para no sobrepasar el límite de voltaje 

de 3.7 V permitido por el láser, por tanto se ha considerado usar un voltaje por debajo del permitido 

de 3.5 V por cuestiones de seguridad. Posteriormente la luz de excitación es dirigida hacia la zona del 

porta muestras, en donde se inmovilizará a la grana cochinilla sobre el portaobjetos previamente 

descrito en la sección 3.3.1. Una porción de la luz reflejada por el volumen de la grana cochinilla ingresa 

al objetivo de microscopio y viaja en el interior de dicho instrumento, hasta ser transmitida por el filtro 

pasa bandas el cual se ha colocado dentro de uno de los canales de observación sin la lente ocular, ver 

Fig. 3.8. 

 

 

Fig.  3.7 Arreglo óptico experimental mejorado el cual se conforma de: una fuente de alimentación (1), un puntero láser (532 
nm) (2), granas cochinillas de diferentes tamaños sobre el portaobjetos (3), un microscopio simple (4), un filtro pasa bandas 
(660 nm) (5) y finalmente una cámara a color CMOS sin lente (6). 

 

Cabe resaltar que el microscopio utilizado a lo largo de estas mediciones se trata de un  microscopio 

de los modelos más básicos de la firma comercial PARCO®, el cual no es un microscopio de 

fluorescencia como tal, sino que ha sido adaptado por el equipo de trabajo del laboratorio de Óptica 

Biomédica para que realice las funciones como si se tratara de uno, para que finalmente la imagen de 

fluorescencia de la grana cochinilla se forme directamente en el sensor de la cámara a color CMOS sin 

lente, en donde a través del script de MATLAB® mostrado en el anexo 8 del apéndice se realizó la 

adquisición de imágenes microscópicas a color. 
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Fig.  3.8 Ubicación del filtro pasa bandas dentro del canal de observación del microscopio sin ocular, para que la imagen de 
fluorescencia se forme en el sensor de la cámara a color. 

El esquema del trazo de rayos del segundo arreglo óptico propuesto para la detección de 

fluorescencia in-vivo de la grana cochinilla se muestra en la Fig. 3.9, el cual, con la adaptación del filtro 

pasa bandas, muestra una configuración semejante a la de un microscopio de fluorescencia. 

 

Fig.  3.9 Esquema de trazo de rayos para el arreglo óptico en donde el filtro pasa bandas es situado dentro de uno de los 
canales de observación del microscopio, logrando tener la función de un microscopio de fluorescencia. 



Capítulo 3. Estudio microscópico in-vivo de la fluorescencia de la grana cochinilla. 

 
 

61 
 

Como se observa este arreglo permite optimizar tiempo durante las mediciones de fluorescencia, 

ya que no es necesario mover y quitar al filtro para observar en donde se encuentra la grana cochinilla, 

como es el caso del primer arreglo óptico propuesto, además de que permite usar de forma más segura 

este arreglo durante las mediciones de fluorescencia. 

 

3.4 Resultados y discusiones 

A continuación se presenta el alcance que tuvo esta investigación en el estudio de la fluorescencia 

in-vivo de la grana cochinilla aislada de su hábitat natural. Los resultados obtenidos serán mostrados y 

finalmente discutidos. 

 

3.4.1 Preparación de la muestra 

En la Fig. 3.10 se muestra la distribución que tuvieron las granas cochinillas vivas sobre el 

portaobjetos previamente descrito en la sección 3.3.1. En dicha imagen se puede observar que las tres 

primeras granas resultan ser en promedio más grandes que el resto de las granas (4-8). En la Tabla 3.1 

se muestran las imágenes adquiridas con el arreglo de microscopio de cada una de las granas cochinillas 

enumeradas anteriormente. En dichas imágenes se puede observar en detalle la estructura y algunas 

partes del cuerpo de la grana cochinilla, así mismo se puede apreciar que la posición en la que fueron 

colocadas no fue la misma para todas ellas, puesto que la imagen de la grana (1) se encuentran boca 

arriba y el resto en su posición normal es decir boca abajo. En estas últimas debido a que lo primero 

que se pegó en la cinta adhesiva fueron sus patas, el cuerpo de ellas quedaba aún en movimiento.  

 

 

Fig.  3.10 Distribución de las granas cochinillas sobre el portaobjetos con cinta adhesiva para inmovilizarlas durante las 
mediciones del estudio microscópico de fluorescencia. 
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Tabla 3.1 Imágenes microscópicas de cada una de las granas cochinillas hembras vivas colocadas sobre el portaobjetos para 
las mediciones de fluorescencia in-vivo. 

 
(1) 

 
(2) 

 
(3) 

 
(4) 

 
(5) 

 
(6) 

 
(7) 

 
(8) 
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Se puede observar que las tres primeras granas cochinillas presentan un tamaño más grande y una 

coloración rojiza más intensa que el resto de ellas, ya que se encuentran en su etapa de ninfas lo cual 

las caracteriza. Se observa además que el sistema óptico presenta buena resolución ya que los detalles 

de cada una de las granas estudiadas son capaces de ser distingos a través de este tipo de imágenes. 

 

3.4.2 Documentación de la emisión de la fluorescencia  

En la Tabla 3.2 se presentan las imágenes capturadas con la cámara a color ubicada en los diferentes 

arreglos ópticos descritos en la sección Materiales y Métodos. Como se puede apreciar de la 

descripción de la tabla, se demuestra la existencia de emisión de fluorescencia en la grana cochinilla 

in-vivo observada a través del arreglo del microscopio de fluorescencia cuando se excita lateralmente 

con el puntero láser hacia este objeto de estudio. 

Tabla 3.2 Estudio microscópico de emisión de fluorescencia de la grana cochinilla in-vivo; a) muestra al insecto de la grana 
cochinilla a color, b) se observa una imagen saturada de la iluminación láser (sin filtro) sobre la grana y c) emisión de 
fluorescencia a través del filtro pasa bandas. 

 
 
a) Imagen a color donde se aprecia 
el color rojizo intenso de la grana 
cochinilla. 

 
 
b) Imagen a color donde se aprecia 
la zona iluminada por el haz del 
láser de excitación usado. 

 
 
c) Imagen a color que muestra la 
fluorescencia in-vivo de la grana 
cochinilla en un color rojizo. 

 

A continuación se describe cada una de las imágenes adquiridas con el sistema de adquisición de 

imágenes microscópicas para la detección de fluorescencia in-vivo de la grana cochinilla. 

La imagen a color:  esta imagen se capturó usando el arreglo óptico mencionado en la sección 

3.3.2.1 cambiando a la fuente de excitación por una fuente de luz blanca y omitiendo la existencia del 

filtro pasa bandas, esto con la finalidad de tener una imagen de la grana cochinilla en sus tonalidades 

naturales y para contar con una imagen en la cual se apreciaran con detalle ciertas partes del cuerpo 

tal como antenas, patas, tórax y abdomen, de las cuales se puede observar que gran parte de ellas se 

muestran en color rojizo intenso, color típico del ácido carmínico. 

La imagen de excitación: esta imagen se obtuvo usando el arreglo óptico descrito en la sección 

3.3.2.1 con la excepción de que el filtro pasa bandas fue excluido del arreglo óptico con el fin de que 

esta imagen sirviera para observar qué zonas del cuerpo de la grana cochinilla serán excitadas con la 

luz láser. Dichas zonas en la imagen se muestran saturadas en color blanco y verde que es el color típico 
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de láser que hemos usado para la excitación de fluorescencia en este objeto biológico. Esta imagen 

servirá de imagen de referencia para cuando se coloque el filtro pasa bandas. 

La imagen fluorescente: esta imagen se logró usando el arreglo óptico de la sección 3.3.2.1, 

observándose que las zonas excitadas por el láser, es decir las zonas más saturadas en la imagen 

anterior, son las que muestran la fluorescencia predominante en la imagen. Se puede apreciar que la 

fluorescencia no es muy intensa y podríamos más bien decir que es débil. Lo anterior se puede explicar 

debido a que el espectro de absorción del ácido carmínico presenta un pico máximo alrededor de los 

500 nm, floreciendo en las longitudes de onda rojas aproximadamente a los 627 nm, por otra parte la 

banda de transmisión del filtro pasa bandas presenta un pico máximo en 660 nm y como se puede 

observar en la Fig. 3.11 dicha banda de transmisión deja pasar solamente una pequeña parte del 

espectro de fluorescencia del ácido carmínico. 

 

 

Fig.  3.11 Explicación de los resultados obtenidos para la fluorescencia in-vivo de la grana cochinilla, se puede observar en la 
imagen al espectro de absorción del ácido carmínico (línea azul), el espectro de fluorescencia del ácido carmínico en metanol 
(línea roja) y la transmisión del filtro pasa bandas (línea verde). 

A pesar de que la longitud de onda y la intensidad del puntero láser es la adecuada para excitar 

fluorescencia, ya que se encuentra dentro de la banda de absorción del ácido carmínico, la 

transmitancia del filtro pasa bandas no es la más adecuada para observar una imagen de fluorescencia 

con mayor intensidad y por lo tanto mejor contraste. Es por ello que se propone utilizar un filtro pasa 

bandas en donde su banda de transmisión coincida exactamente con el pico máximo de emisión de 

fluorescencia del ácido carmínico alrededor de los 627 nm, tal es el caso del filtro pasa bandas con una 

longitud de onda central de 620 ± 2 nm y un ancho total medio máximo (FWHM) de 10 ± 2 nm  

(10BPF10-620, Newport Corporation, [22]), el cual cumple con estos requisitos. 
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3.5 Conclusiones 

Se ha implementado un arreglo óptico experimental para detectar la fluorescencia in-vivo de la 

grana cochinilla debido al ácido carmínico que se encuentra presente en la hemolinfa (homólogo a la 

sangre). El experimento realizado con este arreglo óptico nos permitió corroborar la hipótesis de que 

el ácido carmínico contenido en la grana cochinilla presenta un nivel de intensidad de fluorescencia tal 

que es posible observarse mediante las imágenes fluorescentes adquiridas con la cámara a color CMOS. 

Este arreglo resulta ser de fácil implementación, aunque no se cuenta con los componentes ópticos 

ideales ni las partes mecánicas adecuadas para la adquisición de imágenes fluorescentes que conserven 

exactamente la misma zona de estudio y el nivel de fluorescencia sea el óptimo, por tanto se sugiere 

el uso de un filtro con una longitud de onda central o un filtro de banda ancha amplia que transmita a 

la longitud de onda de emisión de fluorescencia del ácido carmínico, y por tanto la imagen de 

fluorescencia se espera que tenga un mejor contraste.  

Hasta este momento de la investigación, no se ha encontrado literatura que proporcione 

información referente al estudio de la fluorescencia in-vivo de la grana cochinilla, ya que las 

investigaciones se centran más en el estudio del ácido carmínico como colorante, por lo que este 

trabajo se encuentra aún en investigación por los integrantes de nuestro equipo de trabajo pues se 

trata de un estudio puede ser tomado en cuenta como un método novedoso de detección temprana 

de la grana cochinilla en los cultivos del nopal al implementar técnicas de fluorescencia. 
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Detección y caracterización de la grana 
cochinilla mediante imágenes ópticas 
macroscópicas 

 
 

En este capítulo se presenta el desarrollo de algoritmos computacionales para la 
detección y conteo, a través de imágenes macroscópicas adquiridas por muestreo en 
diferentes zonas del nopal con inicios de crecimiento de la plaga grana cochinilla 
haciendo uso del reconocimiento de patrones. De igual manera se presenta un 
programa que servirá de herramienta para determinar el tamaño de una grana 
cochinilla. 

Como parte de esta investigación, se ha evaluado la resolución del sistema de 
adquisición de imágenes usando el patrón de resolución USAF-1951. 

Finalmente es presentado un estudio preliminar acerca de la detección de 
fluorescencia de la grana cochinilla  in-vivo a través de imágenes macroscópicas, al 
iluminar con una longitud de onda ultravioleta de 392.6 nm. 
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4.1 Introducción 

Un área de la tecnología muy usada y aplicada actualmente es el reconocimiento de patrones el 

cual consiste en la identificación y clasificación de objetos a través de descriptores cuantitativos como 

la longitud, el área, la textura, el color y la forma del objeto [1, 2004, Rafael C. González et al.].  Los 

patrones de estudio se obtienen mediante procesos de segmentación y extracción de características 

por medio de descriptores, en donde cada uno posee descripciones únicas que lo diferencian de los 

demás [2, 2001, Richard O. Duda et al.]. En la literatura se han reportado algunas aplicaciones de este 

tipo de técnicas, desde la implementación en sistemas biométricos principalmente en el 

reconocimiento facial y en la detección del iris [3, 1994, David J. Beymer; 4, 2006, Qiong Wang y Jingyu 

Yang] respectivamente, así como en la detección de objetos en movimiento [5, 2002, Janne Heikkilä y 

Olli Silvén] y en la clasificación de frutas en base a su color [6, 2012, Luciano Cássio Lulio et al.; 7, 2013, 

Y. Song et al.; 8, 2016, Inkyu Sa], de los cuales se puede observar que usan diferentes procesos de 

segmentación y de extracción de descriptores. En recientes investigaciones se ha aplicado este método 

al área de la agricultura, específicamente en un estudio de reconocimiento y detección de 

enfermedades y plagas en diferentes hábitats utilizando el algoritmo de k-means [9, 2013, Faithpraise 

Fina  et al.] y de manera particular en la planta de tomate en tiempo real [10, 2017, Alvaro Fuentes  et 

al.]. 

De igual manera y en relación a este último aspecto, investigadores han realizado la estimación de 

tamaños de la muestra con el objetivo de estimar la población de la plaga de la chinche en sus cultivos 

de soja [11, 2014, Glauber Renato Stürmer et al.]. Finalmente para algunos investigadores les resulta 

por demás útil conocer el tamaño de los insectos que dañan a sus cultivos para poder detectarlos en 

etapas tempranas de crecimiento [12, 2010, Paul Boissard et al.; 13, 2015, Muhammad Danish Gondal 

y Yasir Niaz Khan], a través de un sistema de clasificación y el uso de procesamiento de imágenes 

digitales, respectivamente. 

En este capítulo se presenta el desarrollo de algoritmos computacionales, uno basado en el 

reconocimiento de patrones para la detección y cuantificación de las granas cochinillas a través de 

imágenes macroscópicas adquiridas por muestreo en diferentes zonas de un nopal con inicios de 

crecimiento de esta plaga; así mismo el segundo algoritmo se enfoca en el cálculo del tamaño de una 

grana cochinilla considerando estas mismas imágenes. Finalmente y partiendo de la investigación 

presentada en el capítulo 3 acerca del estudio de fluorescencia microscópica de la grana cochinilla in-

vivo, se presenta un estudio preliminar de la fluorescencia in-vivo a través de imágenes macroscópicas 

con el objetivo de servir como método para la detección temprana de este insecto en su etapa inicial 

de crecimiento, excitando con una longitud de onda de 392.6 nm. 

 

 

 



Capítulo 4. Detección y caracterización de la grana cochinilla mediante imágenes ópticas 
macroscópicas. 

 
 

69 
 

4.2 Materiales y métodos 

La adquisición de imágenes macroscópicas se llevó a cabo bajo la estructura del esquema de arreglo 

óptico mostrado en la Fig. 4.1, el cual se compone de una muestra biológica que en este caso se trata 

de un cladodio de nopal que presenta inicios de crecimiento de la plaga grana cochinilla en su etapa de 

ninfa I [14, 2000, Aldo Tovar Puente]. Dicha muestra es iluminada con la misma luz del laboratorio (luz 

blanca) y es colocada justo a la distancia de trabajo (10 cm) de la lente Edmund Optics (16mm C Series 

VIS-NIR, Edmund Optics Inc.) [15], para formar así la imagen sobre el sensor de la cámara a color CMOS 

(FL3-U3-13S2C-CS, FLIR Integrated Imaging Solutions Inc.) [16]. 

 

Fig.  4.1 Esquema del arreglo óptico utilizado para la adquisición de imágenes macroscópicas compuesto por: un cladodio de 
nopal con inicios de plaga de la grana cochinilla (1), una lente Edmund Optics (2) y una cámara a color CMOS (3). 

 

La adquisición de imágenes macroscópicas se llevó a cabo mediante el script que se encuentra en 

el anexo 9 del apéndice, en el cual las imágenes fueron capturadas a un tamaño de 1328x1048 con una 

profundidad de 16 bits. En la Fig. 4.2 se observa el cladodio de nopal utilizado para estas mediciones 

de fluorescencia, el cual exhibe zonas con plaga de la grana cochinilla de las cuales algunas aún no 

desarrollan su recubrimiento blanco. Para estas mediciones se seleccionaron 3 zonas ubicadas 

principalmente en el centro del cladodio, las cuales se encuentran marcadas por un circulo de color 

rojo para indicar a la zona 1, un circulo de color azul para indicar a la zona 2 y finalmente un circulo de 

color amarillo para indicar a la zona 3.  Así mismo se ilustran las dimensiones aproximadas de este 

cladodio, el cual debido a  su tamaño se trata de un nopal adulto. 



Capítulo 4. Detección y caracterización de la grana cochinilla mediante imágenes ópticas 
macroscópicas. 

 
 

70 
 

 

Fig.  4.2 Cladodio de nopal que presenta inicio del crecimiento de la plaga grana cochinilla y que fue usada como objeto 
biológico en este estudio. 

 

4.2.1 Resolución del sistema de adquisición de imágenes macroscópicas 

Como parte de esta investigación se evaluó la resolución del sistema de adquisición de imágenes 

macroscópicas, para el cual se utilizó como patrón de resolución la parte de una tarjeta laminada de 

vinilo donde se muestra una réplica de una tarjeta de pruebas de resolución USAF-1951 (USAF 

Resolution Target Pocket Size, Edmund Optics Inc.) , [17] la cual se muestra en la Fig. 4.3 enmarcada 

en color rojo. Una tarjeta USAF-1951 se encuentra organizada en elementos y grupos. Cada elemento 

se compone por dos conjuntos de líneas negras y blancas, tres horizontales y tres verticales igualmente 

espaciadas. Los grupos se constituyen se seis elementos marcados por números en orden de frecuencia 

creciente [18].  Normalmente los números situados en la parte superior representa a los grupos, 

mientras que los elementos se encuentran ordenados de forma ascendente de arriba hacia abajo. La 

tarjeta usada en este estudio tiene una resolución mínima en el grupo 0 elemento 1 y máxima en el 

grupo 3 elemento 6. 
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Fig.  4.3 Patrón de resolución USAF-1951 usado para evaluar la resolución del sistema de adquisición de imágenes ópticas de 
este estudio. 

 

En la Fig. 4.4 se presenta el arreglo óptico que permitirá evaluar la resolución del sistema de 

adquisición de las imágenes el cual se compone principalmente de (1) la cámara a color CMOS (FL3-

U3-13S2C-CS, FLIR Integrated Imaging Solutions Inc.), (2) la lente Edmund Optics (16mm C Series VIS-

NIR, Edmund Optics Inc.) y (3) el patrón de resolución USAF-1951 (USAF Resolution Target Pocket Size, 

Edmund Optics Inc.) situado a la distancia de trabajo de la lente, es decir a 10 cm. 

 

 

Fig.  4.4 Arreglo óptico para realizar la captura de las imágenes macroscópicas del patrón USAF-1951. El arreglo está 
compuesto por: el conjunto (1) cámara a color CMOS y (2) la lente Edmund Optics, (3) y el patrón de resolución USAF-1951. 

 

Para determinar la resolución de un sistema se debe localizar el grupo y el elemento en donde a 

partir de la imagen adquirida con ese sistema se puedan distinguir claramente las líneas negras [19, 

2014, Alicia Montserrat Godínez Jarillo]. Posteriormente el elemento y el grupo localizados serán 

ingresados en la ecuación 4.1 para calcular a la resolución [20]. 
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𝑅

(
𝑙𝑝

𝑚𝑚
)

= 2G+
E−1

6  
(4.1) 

 

Donde, R es la resolución expresada en términos de pares de líneas por milímetro, G es el número 

del grupo y E es el número de elemento. El valor de resolución obtenido puede ser convertido a 

unidades de micras por medio de la ecuación 4.2. 

 
𝑅(𝜇𝑚) =

1000

𝑅
(

𝑙𝑝
𝑚𝑚

)

 

(4.2) 
 

Dichas fórmulas fueron programas en un script de MATLAB®, mostrado en el anexo 10 del apéndice 

de esta tesis. 

 

4.2.2 Desarrollo de software para la detección y conteo de las granas cochinillas 

Como parte de esta investigación se ha desarrollado un programa bajo el ambiente de 

programación en MATLAB®, el cual se encuentra en el anexo 11 del apéndice, con el objetivo de 

detectar aquellas granas que aún no tengan algodoncillo en su exterior y así mismo poder contar 

cuantas de ellas existen por unidad de campo visual o cm2 a través de la adquisición de imágenes por 

muestreo en diferentes zonas del nopal.  

Para ejecutar este programa el usuario debe seleccionar una imagen de la zona del nopal con plaga. 

Dicha imagen se debe transformar al espacio de color CIE L*a*b* (L, luminosidad; a y b son los ejes del 

espacio de color) para que posteriormente se lleve a cabo el proceso de segmentación, implementando 

como método de segmentación el algoritmo de K-means el cual ha sido tomado de la documentación 

de ayuda que MATLAB® proporciona, el cual permite dividir por regiones conectadas y agrupar pixeles 

vecinos de niveles de intensidad similares de la imagen de interés. Para esta investigación resulta ser 

conveniente el uso de este método de agrupación, ya que existen tres elementos principales que 

intervienen en las imágenes por muestreo: la superficie del nopal, las granas cochinillas con 

algodoncillo y granas sin algodoncillo, los cuales se pueden distinguir fácilmente debido a la coloración 

de cada elemento. Posteriormente el usuario seleccionará un número de clústeres para que el 

programa muestre a la imagen agrupada y finalmente a cada una de las particiones sobre la imagen 

original, esto con la finalidad de que el usuario seleccione el clúster en donde sean visualizadas a las 

granas cochinillas del resto de la imagen. El clúster seleccionado será considerado para ser incluido a 

un proceso de binarización, considerando como nivel de umbral a un promedio global de niveles de 

intensidad de la imagen, la cual será mostrada al usuario. Considerando a esta imagen binaria, es 

posible realizar un conteo por componentes conectados en vecindad 8 donde cada componente son 

las granas cochinillas de la imagen y de la misma forma delimitar el borde de cada una de las granas 

cochinillas detectadas por este algoritmo. Por último sobre la imagen original se mostrarán los bordes 

en color rojo para cada una de las granas detectadas así como el número total de ellas. El programa 

desarrollado se encuentra representado por el diagrama de flujo de datos mostrado en la Fig. 4.5.
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Fig.  4.5   Diagrama de flujo de datos del programa elaborado en MATLAB® para  detectar y cuantificar por muestreo en diferentes zonas del nopal a la plaga de la grana cochinilla.
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4.2.3 Algoritmo para calcular del tamaño de la grana 

Para este estudio se ha desarrollado por iniciativa propia un software gráfico, mostrado en el 

anexo 12 del apéndice de esta tesis, el cual ha sido programado a través de la GUI (Graphical User 

Interface) de MATLAB®, permitiendo así que el usuario pueda interactuar de una manera más grafica 

con el programa. Al ejecutarse se muestra la ventana principal de dicho programa, en donde el 

usuario seleccionará a la imagen adquirida con el sistema óptico 4.2.1 de la zona del nopal en donde 

se encuentren las granas cochinillas. De dicha imagen se deberá recortar un objeto de referencia y 

seleccionar dos puntos extremos como se muestra en el esquema de la Fig. 4.6, con la finalidad de 

implementar la distancia euclidiana [21] expresada en la ecuación 4.3 en términos de pixeles. 

 

Fig.  4.6 Representación de la distancia euclidiana entre dos puntos seleccionados en una imagen implementado en el 
programa para calcular el tamaño de la grana cochinilla. 

 

 

Donde dE es la distancia euclidiana entre los puntos P1 y P2 seleccionados en la imagen, (x1, y1) 

son las coordenadas en X y Y del punto P1 y (x2, y2) son las coordenadas del punto P2. 

De este objeto de referencia el usuario deberá conocer su tamaño real y las unidades de medida 

de ese objeto. Para este estudio se han realizado pruebas en donde se ha elegido usar como objeto 

de referencia al campo de visión horizontal (HFOV, por sus siglas en inglés) [22] de la lente Edmund 

Optics representado en el esquema de la Fig. 4.7, ya que es la lente que forma la imagen en el sensor 

del arreglo óptico anteriormente mencionado. De acuerdo a las especificaciones de la hoja de datos 

de la lente, el tamaño del campo de visión es de 33.3 mm para un sensor de 1/3’’ y por lo tanto la 

distancia euclidiana entre los pixeles del objeto de referencia será de 1328 pixeles. 

 

 𝑑𝐸(𝑃1, 𝑃2 ) = √(𝑥2 − 𝑥1)2 + (𝑦2 − 𝑦1)2 (4.3) 
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Fig.  4.7 Representación del campo de visión horizontal de la lente Edmund Optics®, usado como medida real del objeto de 
referencia para calcular el tamaño de la grana cochinilla. 

Finalmente el usuario recortará de la imagen original al objeto de interés de este estudio, es decir, 

a la grana cochinilla y seleccionará nuevamente los dos puntos extremos correspondientes a la 

longitud para aplicar nuevamente a la ecuación 4.3 de la distancia euclidiana en unidades de pixeles. 

Con estos datos es posible realizar la regla de 3 mostrada en la Fig. 4.8 descrita en la ecuación 4.4. 

 

Fig.  4.8 Regla de 3 propuesta como solución para calcular el tamaño de la grana cochinilla considerando los tamaños del 
objeto de referencia tanto en pixeles como en unidades de medida conocidos así como del tamaño en pixeles de la grana 
cochinilla calculado aplicando la distancia euclidiana entre dos puntos extremos. 

 

 

Donde TamañoGRANAunidades corresponde al tamaño de la grana cochinilla en unidades de micras, 

TamañoGRANApixeles es el tamaño calculado por la ecuación 4.1 entre los puntos extremos de la 

imagen recortada de la grana cochinilla, TamañoOBJunidades corresponde al tamaño del objeto de 

referencia es decir el tamaño de campo de visión de la lente igual a 33.3 mm y finalmente 

TamañoOBJpixeles es el tamaño de este objeto de referencia en pixeles es decir de 1328 (tamaño 

horizontal de la imagen formada en el sensor). En la Fig. 4.9 se presenta el diagrama de flujo de datos 

el cual describe el algoritmo que realiza este programa para realizar el cálculo del tamaño de la grana 

cochinilla. 

 
𝑇𝑎𝑚𝑎ñ𝑜𝐺𝑅𝐴𝑁𝐴𝜇𝑚 =

(𝑇𝑎𝑚𝑎ñ𝑜𝐺𝑅𝐴𝑁𝐴𝑝𝑖𝑥𝑒𝑙𝑒𝑠) ∗ (𝑇𝑎𝑚𝑎ñ𝑜𝑂𝐵𝐽𝑢𝑛𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑠)

(𝑇𝑎𝑚𝑎ñ𝑜𝑂𝐵𝐽𝑝𝑖𝑥𝑒𝑙𝑒𝑠)
 

(4.4) 
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Fig.  4.9 Diagrama de flujo de datos del programa que calcula el tamaño de la grana cochinilla a partir de un objeto de referencia considerando el tamaño real del objeto y la distancia 
euclidiana entre puntos extremos de la subimagen tanto del objeto como de la grana cochinilla. 

ecuación 4.3 

ecuación 4.3 

ecuación 4.4 
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4.2.4 Adquisición de imágenes ópticas fluorescentes 

Para este estudio se trabajó bajo el mismo arreglo óptico implementado para la adquisición de 

imágenes macroscópicas, sin embargo para esta ocasión se utiliza como fuente de iluminación a un 

arreglo lineal de LEDs que emite radiación electromagnética en la zona del ultravioleta del espectro 

(𝜆 = 392.6 𝑛𝑚) [23], la cual ilumina directamente en el nopal como se observa en el esquema de la 

Fig. 4.10. 

 

Fig.  4.10 Vista superior del esquema de arreglo óptico para la adquisición de imágenes macroscópicas de fluorescencia, el 
cual se encuentra compuesto por un arreglo lineal de LEDs ultravioleta (λ=392.6 nm) (1), el cladodio con plaga de la grana 
cochinilla en sus primeros inicios de desarrollo (2), la lente Edmund Optics (3) y la cámara a color CMOS (4). 

Este arreglo lineal de LEDs mide aproximadamente 50 cm de longitud y se encuentra conectada a 

un interruptor (IN475  Lummi, Importaciones Mustri S. A. de C. V.) [24], conectado a su vez a un 

eliminador de corriente eléctrica (Technicolor, HKA01212010-2G) [25] el cual suministra el voltaje 

necesario para que funcione adecuadamente. 

 

Fig.  4.11 Arreglo lineal de LEDs UV (1) utilizado como fuente de iluminación para excitar fluorescencia in-vivo en el cladodio 
con grana cochinilla, la cual se encuentra conectada a un interruptor (2) y finalmente a un eliminador de corriente eléctrica 
(3). 
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4.3 Resultados y discusiones 

A continuación en la Tabla 4.1 se presentan las imágenes de las tres zonas muestreadas sobre el 

cladodio con plaga, obtenidas con el sistema de adquisición de imágenes macroscópicas. 

Tabla 4.1 Imágenes macroscópicas de las zonas del nopal con plaga de la grana cochinilla en sus inicios de crecimiento. 

 

 
Zona 1 

 

 
Zona 2 

 

 
Zona 3 

 

4.3.1 Prueba de resolución del sistema de adquisición de imágenes macroscópicas 

En la Fig. 4.12 se muestra la imagen del patrón de resolución USAF-1951, obtenida con el sistema 

formador de imágenes de la sección 4.3.1. 
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Fig.  4.12 Imagen adquirida del patrón de resolución USAF-1951 con el sistema de adquisición de imágenes de la sección 4.3.1 
de este capítulo. 

Como se puede observar las líneas son visualizadas definidamente hasta el elemento 3 del grupo 4, 

por lo que en el script elaborado para determinar la resolución del sistema se ingresarán estos valores, 

tal y como se muestra en la Fig. 4.13, en donde el resultado será mostrado en dos unidades diferentes, 

el primero en pares de líneas por milímetro (lp/mm) y el segundo en micras (μm). 

 

 

Fig.  4.13 Ejecución del script para determinar la resolución del sistema, en donde el usuario ingresará los valores 
correspondientes al grupo y elemento distinguidos a simple vista de la imagen adquirida con dicho sistema. Se mostrarán dos 
resultados uno en unidades de pares de líneas por milímetro (lp/mm) y el otro en micras (μm). 

 

El resultado de la resolución de este sistema es de 11.31 lp/mm u 88.89 𝜇𝑚, lo que significa que 

dicho sistema es capaz de resolver objetos a partir de este tamaño. 

De acuerdo al ciclo de vida de la grana cochinilla en la literatura se han reportado diferentes 

tamaños que este insecto presenta durante su desarrollo, comenzando desde que son huevecillos con 

un tamaño de 0.22 x 0.33 mm, pasando por la etapa de ninfa I o ninfa en primer instar con tamaño de 

1.06 por 0.52 mm, posteriormente a la etapa de ninfa II o ninfa segundo instar 2.67 x 2.0 mm y 

finalmente a su etapa adulta con tamaño de 6.0 por 4.7 mm [14]. 
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Particularmente para este trabajo de investigación es necesario detectar a las granas cochinillas en 

la etapa de ninfa I, y dadas sus dimensiones, el sistema de adquisición de imágenes puede resolver 

correctamente a la plaga de la grana cochinilla. 

 

4.3.2 Reconocimiento de patrones 

En la Fig. 4.14 se presentan las imágenes que el programa muestra durante su ejecución, es decir,  

la imagen con las granas cochinillas, la imagen agrupada por el algoritmo de K-means y posteriormente 

cada clúster en imagen original.  

 

 

Fig.  4.14 Imágenes mostradas durante la ejecución del programa, las cuales corresponden a la imagen original de la zona del 
nopal con plaga, la imagen agrupada como resultado del algoritmo de K-means y finalmente se muestra cada clúster obtenido 
de esta agrupación en la imagen original, para que el usuario seleccione el número de clúster donde se encuentran 
segmentadas a las granas cochinillas sin algodoncillo blanco. 

Imagen original Imagen agrupada Clúster #1

Clúster #2 Clúster #3 Clúster #4

Clúster #5 Clúster #6 Clúster #7
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Como se puede observar, este estudio se llevó acabo con 7 clústeres los cuales permitieron separar 

de manera adecuada a los elementos que se encuentran en la imagen: superficie del nopal, granas 

cochinillas con algodoncillo y sin algodoncillo. 

Debido a que las imágenes mostradas son pequeñas para distinguir a simple vista, el usuario podrá 

disponer de la herramienta de Zoom de MATLAB para observar apropiadamente los detalles de cada 

uno de los clústeres e identificar correctamente en que número se encuentran segmentadas a las 

granas cochinillas sin su algodoncillo. Después de este proceso el programa mostrará la imagen binaria 

del clúster seleccionado así como la detección y cuantificación de las granas cochinillas, tal y como se 

muestra en la Fig. 4.15. 

 

Fig.  4.15 El programa muestra la imagen binaria del clúster con las granas sin algodoncillo. Por último muestra la detección 
de las mismas enmarcando el borde de detección en color rojo, y se muestra además el número aproximando de granas 
detectadas especificando del número de la zona del nopal de la que se ha estudiado. 

 

Este mismo proceso se realizó con cada imagen de las zonas del cladodio con inicios de la plaga de 

la grana cochinilla, obtenidas mediante el arreglo óptico de la Fig.  4.16 utilizado para la adquisición de 

imágenes macroscópicas de la sección 4.2 de esta tesis. 

En la Tabla 4.2 se muestran los resultados de la detección y conteo a través de las imágenes de las 

zonas del nopal con plaga. 

 

 

 

 

 

 

Imagen binarizada del

clúster #7

Detección y cuantificación de la plaga

grana cochinilla

Zona #2

Número aproximado de granas: 191
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Tabla 4.2 Detección y cuantificación de las granas cochinillas en las diferentes zonas del nopal con plaga. 

Zona del nopal Detección y cuantificación 

Zona #1 
Número de granas: 110 

 

Zona #2 
Número de granas: 187 

 

Zona #3 
Número de granas: 108 
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En la Fig. 4.16 se presentan algunos inconvenientes que presenta este programa. En la Fig. 4.16 a) 

se muestran problemas en la detección de las granas cochinillas, ya que como se puede observar dicho 

programa ignora algunas granas y en otros casos confunde a la areola de la espina como granas. En la 

Fig. 4.16 b) se observa que existe un problema en el conteo de las granas cochinillas, ya que de 9 granas 

que se encuentran en la imagen el programa cuantificó 7. 

 

Fig.  4.17 Inconvenientes del programa de reconocimiento de patrones en: a) la detección y b) cuantificación de las granas 
cochinillas. 

 

4.3.3 Cálculo del tamaño de la grana 

A continuación se presentarán algunas impresiones de pantalla de las ventanas con las que el 

usuario puede interactuar con el programa para calcular el tamaño de la grana cochinilla. En la Fig. 4.17 

se muestra la ventana principal de este programa. 

 

Fig.  4.18 Ventana principal del programa para calcular el tamaño de la grana cochinilla. Como se observa dicha ventana se 
encuentra desarrollada en interfaz gráfica para comodidad del usuario. 
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Primeramente se realizó la comprobación del programa siguiendo la metodología descrita en la 

sección 4.3.3 de materiales y métodos, utilizando como objetos de estudios a dos puntillas de grafito: 

una de 0.5mm de grosor y otra de 0.7 mm [26], tal como se muestran en la Fig. 4.18 y Fig. 4.19 

respectivamente. 

 
Fig.  4.19 Comprobación del programa para calcular el tamaño de la grana cochinilla, usando como objeto de estudio a una 
puntilla de grafito de 0.5 mm. 

 
Fig.  4.20 Comprobación del programa para calcular el tamaño de la grana cochinilla, usando como objeto de estudio a una 
puntilla de grafito de 0.7 mm. 
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Como se pudo observar en la interfaz de usuario se muestra el tamaño horizontal de la imagen 

original de 1328 pixeles definido por la distancia euclidiana entre los dos puntos extremos 

seleccionados por el usuario, se muestra también el tamaño en unidades reales de este objeto que 

corresponde a 33.3 mm; seleccionado dos puntos extremos de las puntillas se muestra la distancia 

euclidiana entre estos puntos en pixeles, para que posteriormente se muestre el tamaño real de este 

objeto calculado por el programa. Como se observa el tamaño real del objeto de interés que muestra 

este programa es de ~529 𝜇𝑚 para la puntilla de 0.5 mm presentando un error de ~7.28% y de 700 𝜇𝑚 

para la puntilla de 0.7 mm con un erro de aproximadamente igual a 0.25%. 

Considerando los resultados obtenidos anteriormente, se realizó este mismo procedimiento para 

conocer el tamaño de una grana cochinilla adquirida a través una imagen de la zona de nopal con este 

tipo de plaga. En la Fig. 4.20 se presenta la interfaz que muestra los resultados de esta medición. 

 

Fig.  4.21 Ventana de selección de la imagen referente a la zona del nopal con plaga de la grana cochinilla que se desea conocer 
su tamaño. 

Aplicando el procedimiento anteriormente mencionado, en la Fig. 4.17 se puede observar el tamaño 

real de una grana cochinilla calculado por el programa la cual mide aproximadamente 512 𝜇𝑚. 

 

4.3.4 Documentación de la emisión de fluorescencia 

En la Tabla 4.3 se presenta el registro de las imágenes macroscópicas de fluorescencia in-vivo con 

el sistema de adquisición de imágenes mencionado en la sección 4.2.4, de las tres zonas del nopal con 

plaga de la grana cochinilla. 
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Tabla 4.3 Imágenes macroscópicas de fluorescencia in-vivo de las tres zonas del nopal con plaga de la grana cochinilla. 

Zona del 
nopal 

Imagen iluminada con luz blanca 
Imagen iluminada con el arreglo lineal de LEDs 

ultravioleta 

Zona 1 

  

Zona 2 

  

Zona 3 

  

 

Como se puede observar en las imágenes de fluorescencia, existen sitios que presentan una 

reacción a la luz ultravioleta del arreglo lineal de LEDs manifestándose en tonos de color azul verdoso. 

Realizando un zoom a la zona número 3 en la Fig. 4.21 se puede observar qué elementos son los que 

producen este tipo de coloración. 
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Fig.  4.22 Ampliación de la imagen de la zona número 3 del nopal con plaga de la grana cochinilla, a) iluminación con luz blanca 
y b) iluminación con el arreglo lineal de LEDs ultravioleta, con la finalidad de observar qué elementos de la imagen reaccionan 
a la luz UV. 

En la imagen anterior las granas cochinillas que se observan en la Fig. 4.21 a) en comparación a la 

Fig. 4.21 b), no son las que reaccionan a la iluminación ultravioleta sino que se trata de secreciones 

filamentosas cerosas [14, 2000, Aldo Tovar Puente; 27, 2012, Juan M. Vanegas-Rico] que ellas 

producen, las cuales al ser de color blanco en presencia de luz UV presentan fluorescencia. 

 

4.4 Conclusiones 

En este trabajo se ha realizado la implementación de un sistema de adquisición de imágenes 

macroscópicas cuya resolución fue de 11.31 lp/mm u 88.3 μm, usando un patrón USAF-1951. La 

adquisición de imágenes macroscópicas se llevó acabo muestreando diferentes zonas del nopal con 

inicios de la plaga de la grana cochinilla en su etapa de ninfa I. 

Se elaboró un programa de reconocimiento de patrones el cual se basa principalmente en la 

segmentación bajo el algoritmo de k-means, la cual permite crear particiones de la misma imagen 

agrupando entre niveles de intensidad similares. Resulta ser de por más conveniente el uso de este 

método de segmentación, ya que incluso a simple vista es posible distinguir tanto a la superficie del 

nopal, como a las granas cochinillas con y sin algodoncillo. Cabe mencionar que aunque existen ciertos 

inconvenientes en el conteo y detección de la grana, este programa se encuentra abierto a mejoras 

que puedan servir para que pueda realizar sus funciones de manera certera.  

Se presentó el desarrollo de un programa elaborado en MATLAB mediante interfaz gráfica de 

usuario (GUI) para calcular el tamaño de la grana cochinilla, comprobando inicialmente con objetos de 

tamaño estándar como lo son las puntillas de grafito de 0.5 mm y 0.7 mm, dando como resultado 

valores de la medición con error de 7.28% y 0.25% respectivamente. 

Finalmente esta investigación cierra con un estudio preliminar de la fluorescencia macroscópica in-

vivo excitando con una fuente de luz ultravioleta con el propósito de servir como herramienta de 

detección a temprana edad de la grana cochinilla. De dichas mediciones se pudo observar que 

efectivamente existe fluorescencia de algunos sitios del nopal con plaga, sin embargo se pudo observar 

que no es el cuerpo de la grana cochinilla la que emite fluorescencia, sino que se trata de las 

secreciones cerosas de color blanco que ella misma produce y se encuentran cerca de ella. 
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En este capítulo se abordará el estudio realizado acerca del seguimiento temporal 
del efecto causado por la presencia de Ozono tópico en la superficie de nopal, 
mediante la obtención de espectros de reflexión difusa a partir de imágenes 
multiespectrales en el rango visible del espectro electromagnético (400 nm – 720 nm, 
con paso de 10 nm), usando algoritmos computacionales en Matlab®. 
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5.1. Introducción 

Debido a que el nopal es mundialmente conocido por sus propiedades biofísicas, químicas y 

medicinales [1,2], se ha motivado el interés en la comunidad científica a incorporar técnicas 

innovadoras, como la espectroscopia óptica que resultan ser herramientas eficaces y bastante exactas 

para la obtención de información relevante del estado de salud de la planta de manera no- invasiva.  

 

5.1.1 Espectroscopia de reflexión difusa 

Las propiedades ópticas de los tejidos biológicos determinan la manera en que la luz interactúa con 

la materia [3, 2011, B. Morales Cruzado y S. Vázquez y Montiel]. Para un medio turbio típico las 

propiedades ópticas son el coeficiente de absorción (𝜇𝑎), el coeficiente de esparcimiento (𝜇𝑠) y el 

factor de anisotropía (𝑔). La reflectancia difusa se encuentra directamente relacionado con el 

esparcimiento múltiple en tejidos turbios donde la trayectoria de los fotones son desviados, 

permitiendo a la luz regresar a la superficie para escapar y ser detectada [4, 1989, Steven L. Jacques]. 

La reflectancia, la cual es la cantidad base que caracteriza el proceso de reflexión, se define como la 

razón del flujo radiante reflejado y el flujo radiante incidente. Generalmente la reflectancia a cualquier 

longitud de onda puede ser considerada como la suma de dos componentes: la reflexión especular y la 

reflexión difusa. Usualmente ambas contribuyen a la reflectancia total de la muestra, sin embargo en 

mediciones de laboratorio las áreas al ser <10 cm2 la reflexión difusa predomina [5, 2008, April L. Ulery 

e l. Richard Drees, Chaper 13]. 

La espectroscopía de reflectancia difusa ha sido considerada una herramienta óptica no invasiva y 

efectiva en numerosas áreas de investigación para distintas aplicaciones como en el análisis fisiológico 

y bioquímico de los pigmentos en plantas a través del espectro de reflectancia [6, 2002, M. N. Merzlyak 

et al.], en la medición de las propiedades ópticas de frutas y vegetales [7, 2008, Jianwei Qina y Renfu 

Lub] y en el estudio de tejidos biológicos [8, 2013, De la Cadena A. et al.]. 

La medición de la reflectancia difusa se puede llevar a cabo usando una esfera integradora o a través 

de fibras ópticas, siendo ésta una de las técnicas de medición más usadas debido a su flexibilidad [9, J. 

A. Delgado Atencio et al.], donde normalmente una cara de una fibra óptica se dirige a la muestra de 

estudio mientras que el otro extremo es colocado en la entrada de un  espectrómetro con la finalidad 

de obtener su espectro correspondiente y una segunda fibra óptica es usada para iluminar al tejido 

estando en contacto directo con su superficie y una distancia relativamente cercana de la primera fibra. 

 

5.1.2 Ozono 

El ozono (O3) es una sustancia cuya molécula está compuesta por tres átomos de oxígeno, la cual es 

formada al disociarse los dos átomos que componen al oxígeno [10]. Es un compuesto de la 

estratosfera, capa que recubre nuestro planeta, la cual presenta mayor absorción en el rango del 

ultravioleta (UV) [11, 2010, Alexandre Paprocki et al.; 12, 2012, Fumio Okada y Kazunari Naya; 13, 2015, 

A. V. Levanov et al.]. Las propiedades del ozono hacen de él un gas con gran capacidad oxidante, lo que 
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lo convierte en un agente germicida para la eliminación de microbios y microorganismos patógenos 

como virus, bacterias y hongos [14]. Esta sustancia tiene muchas aplicaciones hoy en día en distintas 

áreas de investigación como en la industria, la medicina y la agricultura. 

 

5.1.2.1 Ozono en la agricultura 

El uso del ozono resulta por demás muy útil en la agricultura para diversas actividades, entre las 

cuales se destaca el riego con agua ozonizada y los tratamientos foliares por pulverización sustituyendo 

al fumigado para eliminar virus, bacterias, hongos, algas, esporas y cualquier otro microorganismo del 

suelo y las raíces [15, 1999, Logan Raub et al.; 16]. El ozono es efectivo para evitar la propagación y 

reproducción de hongos y bacterias causantes de la degradación de los tejidos vegetales dado su efecto 

germicida, evitando enfermedades y por tanto pérdidas a los agricultores [17, 1999, Jin-Gab Kim et al.; 

18; 19]. 

Diversos autores han presentado trabajos relacionados con la influencia que presenta el ozono en 

vegetales tales como en el maíz como es el trabajo de Solano et al. [20, 2016, Yohan Solano et al.] 

donde evaluaron la eficacia del ozono para el control de la plaga del gorgojo del cigarrillo Lasioderma 

serricorne en silos de maíz, así como en el tomate en el trabajo de Sudhakar et al.  [21, 2011, N. 

Sudhakar et al.] en donde se estudian diferentes concentraciones de ozono a fin de emplearse como 

tratamiento en la germinación de las semillas de tomate Lycopersicon esculentum.  Sin embargo, en el 

campo de la óptica, pocos autores han tomado interés por este tema. 

En este capítulo se emplea la espectroscopia de reflexión difusa implementada mediante un arreglo 

óptico que permite la obtención de imágenes multiespectrales (IMEs) en el rango de 400 nm a 720 nm 

en intervalos de 10 nm, con el objetivo de analizar la influencia del aceite ozonizado (OLEOZON®) sobre 

la modificación local del espectro de reflexión difusa en cladodios de nopal tunero no infectados por 

plagas y aparentemente sano en otros aspectos.  El análisis mencionado se basa en dar seguimiento al 

efecto que produce la aplicación del  (OLEOZON®) en la superficie del cladodio de nopal, y además se 

realiza la comparación con el aceite vegetal comestible. De igual manera y como parte de este trabajo 

de investigación, se realizó el seguimiento del efecto de dichas sustancias en hojas de árbol de manzana 

para identificar posibles diferencias del efecto debido al tipo de plantas y a la estructura y composición 

del tipo de sus hojas. 

 

5.2. Materiales y métodos 

5.2.1 Arreglo óptico 

El estudio anterior se llevó a cabo mediante la arquitectura de un arreglo óptico experimental 

empleado para capturar imágenes multiespectrales, el cual está constituido esencialmente de dos 

módulos: 1) el sistema de iluminación y 2) sistema de adquisición de imágenes, que tienen una zona 

espacial de interrelación la cual coincide con el lugar destinado para colocar la muestra de estudio (el 
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porta muestras). A continuación se describe cada módulo del sistema de adquisición de imágenes 

multiespectrales. 

5.3.1.1 Módulo 1: Sistema de iluminación 

Este sistema está compuesto por una fuente de iluminación de halógeno (Fiber-Lite DC950,  Dolan-

Jenner Industries) [22] usada al nivel 90 de su escala de potencia (procedimiento descrito con mayor 

detalle en la sección 2.4.1), a la cual se le ha acoplado una lente constituida por dos lupas, elaborada 

por el Ing. Juan Estrada Berni, (Lupa de Cristal, ALIAMEX) [23], de distancia focal igual a 8.5 cm la cual 

colimará los rayos provenientes de dicha fuente, para posteriormente hacerlos incidir en la apertura 

de entrada del filtro de cristal líquido sintonizable (VariSpec™,  Cambridge Research & Instrumentation, 

Inc.)  [24]. Este elemento brinda la posibilidad de sintonizar una longitud de onda especifica del haz 

luminoso en la región espectral de 400 a 720 nm mediante el programa que se muestra en el anexo 13 

del apéndice el cual fue desarrollado bajo el ambiente de programación de MATLAB® para ser usado 

en este trabajo de tesis. Posteriormente la luz que proviene del filtro será transmitida hacía una lente 

convergente, de las mismas características que la primera, para que finalmente sea enfocada sobre la 

región activa de una de las caras de una fibra óptica multifibras (Flexible Fiber Optic Light Guide, 

Edmund Optics Inc.)  [25]. En la Fig. 5.1 se muestra la configuración óptica descrita anteriormente.  

 

 

Fig.  5.1 Vista lateral del arreglo óptico experimental del sistema de iluminación multiespectral. (1) Fuente de iluminación de 
halógeno Fiber-Lite DC950, (2) lente colimadora, (3) filtro de cristal líquido sintonizable VariSpec, (4) lente convergente y (5) 
primera cara de la fibra óptica. 

5.3.1.2 Módulo 2: Sistema de adquisición de imágenes 

La configuración óptica de este sistema se muestra en la Fig. 5.2, el cual inicia a partir de la segunda 

cara de la fibra óptica, la cual contiene la iluminación proveniente del sistema de iluminación 

comentado anteriormente, en donde se sitúa enseguida un polarizador de pantalla de TV y 

continuando en esta trayectoria se encuentra el plano objeto en donde se colocará a la muestra 

biológica, al estándar de referencia (WS-1 Reflectance Standard, Ocean Optics, Inc.) [26] o a la barra 

de politetrafluoroetileno (PTFE) (mejor conocido por el nombre comercial de teflón®), [27] de tamaño 

6.16 cm de diámetro y 3.68 cm de altura y de color blanco, la cual se muestra en la Fig. 5.3, según sea 

el caso. La orientación de esta fibra y su distancia debe ser tal que la superficie de la muestra se 

5              4      3      2                               1 
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encuentre iluminada completamente, ver Fig. 5.4. Posteriormente la reflexión por la muestra será 

emitida hacia un segundo polarizador (20LP-VIS-B Precision Linear Polarizer, Newport Corporation) 

[28], el cual en conjunto con el primero eliminarán la reflexión especular proveniente de la muestra 

transmitiendo solamente la reflexión difusa, que finalmente será detectada por una cámara CMOS 

monocromática PointGrey (FL3-U3-13S2M-CS, FLIR Integrated Imaging Solutions Inc.) [29], la cual 

incorpora una lente Computar® (M2514-MP2, CBC AMERICAS Corp.) [30] situada a 11.5 cm de la 

muestra, respetando así su distancia de trabajo. 

 

 

Fig.  5.2 Vista superior del sistema óptico de adquisición de imágenes multiespectrales, el cual se encuentra compuesto por 
los siguientes elementos: (1) segunda cara de la fibra óptica, (2) polarizador de pantalla de TV, (3) muestra biológica, (4) 
polarizador (analizador),  (5) la lente Computar® y (6) una cámara CMOS PointGrey monocromática. 

 

 

Fig.  5.3 Barra de teflón® utilizada como estándar de reflectancia además del estándar WS-1 (Ocean Optics™). 
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Fig.  5.4 Orientación y distancia de iluminación óptima entre la fibra óptica y la muestra. La orientación debe ser tal que la 
superficie de la muestra se ilumine completamente. La distancia óptima es de aproximadamente 6 cm. 

 

5.2.2 Muestras biológicas 

En detalle se explica a continuación las muestras biológicas utilizadas como objeto de estudio para 

esta investigación. 

 

5.2.2.1 Nopal 

Las muestras de nopal fueron obtenidas de una casa situada en la comunidad de Huapalcalco, 

Tulancingo de Bravo, Hidalgo, donde el propietario usa esa penca para su consumo propio. De ella se 

seleccionaron cladodios frescos y sanos, es decir, que estuvieran en buenas condiciones y sin plaga 

alguna; estos fueron cortados por la noche. Para el caso del primer nopal, pasado un período de no 

más de 20 horas  y con ayuda de un tubo oscuro el cual servirá de soporte para la medición de la 

muestra, se recortó una zona del nopal para ser estudiada como se observa en la Fig. 5.5. 

 

Fig.  5.5 Corte circular de la zona de interés del primer nopal con ayuda de un tubo oscuro, para realizar mediciones del 
espectro de reflectancia difusa. En la imagen se observa la zona de corte de donde se obtuvo la muestra de nopal para este 
estudio. 
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Para el caso del segundo nopal, se cortó una fracción del mismo la cual se colocó en un envase de 

plástico tal y como se observa en la Fig. 5.6, esto con el propósito de que el mucílago no escurriera 

sobre el equipo y provocara daños al mismo. 

 

Fig.  5.6 Muestra de estudio a partir de un fragmento de nopal maduro para realizar mediciones del espectro de reflectancia 
difusa. En la imagen superior se observa la zona de la cual se cortó la porción de nopal, el cual se colocó en un envase de 
plástico para evitar que el mucílago cayera sobre el equipo de trabajo. 

 

5.2.2.2 Hojas de árbol de manzana 

Las muestras de hoja de árbol de manzana se obtuvieron de un manzano situado dentro de las 

instalaciones de la Universidad Politécnica de Tulancingo, del cual se seleccionaron 3 hojas sanas de 

maduraciones diferentes provenientes de la misma rama, como se muestra a continuación en la Fig. 

5.7: 

  
#

1 

#

2 
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Fig.  5.7 Hojas seleccionadas de la misma rama del árbol de manzana a diferentes estados de maduración. 

Para su estudio se elaboraron porta-muestras a partir de envases de medicina (4.3 cm de alto x 2.7 

cm de diámetro), a los cuales se les recortó muy cuidadosamente la cara inferior con un cúter a fin de 

asemejar un cilindro, teniendo así la posibilidad de cubrir el interior con papel negro para evitar eventos 

de reflexión en su interior, logrando mejores resultados durante la medición. Esta herramienta 

permitirá colocar de forma plana a la hoja a estudiar, como se observa en la Fig. 5.8, dejando que el 

otro lado se quede abierto. 

 

Fig.  5.8 Porta-muestras elaborados a partir de envases de medicamento. 

A un período máximo de 1 hora después que se arrancó del árbol, las muestras fueron cortadas y 

pegadas con cinta doble cara sobre los soportes de plástico para ser medidas, en todos los casos se 

considera como centro de referencia el tallo principal de cada hoja como se observa en la Fig. 5.9. 

 

 

Fig.  5.9 Hojas cortadas y pegadas sobre el soporte listas para medir. 

Es importante tomar en cuenta la diferencia de las temperaturas del ambiente exterior y del 

laboratorio, puesto que desde que las hojas son cortadas del árbol comienzan a perder humedad de 

forma continua, provocando cambios en los resultados de las mediciones debido a sus propiedades 

físicas y ópticas, por lo que la colocación de las hojas sobre los soportes debe ser lo más pronto posible. 

Normalmente la temperatura del ambiente exterior se encuentra alrededor de los 21 °C, en un clima 

soleado a las 12:00 pm, mientras que la temperatura promedio del laboratorio oscila alrededor de los 

23°C. 

 



Capítulo 5. Efecto de la aplicación tópica del aceite ozonizado (OLEOZON®) y de aceite comestible 
sobre el espectro de reflexión difusa de los cladodios de nopal. 

 
 

98 
 

5.2.3 Sustancias 

Este estudio se centra en el uso de dos aceites principales: aceite ozonizado (OLEOZON® Tópico, 

Laboratorios DALMER S.A.) [31] y aceite vegetal comestible (Bakers & Chefs 20l) [32] los cuales se 

observan en la Fig. 5.10, a fin de comparar el efecto que surge en su aplicación sobre las muestras a 

estudiar. 

  

Fig.  5.10 Sustancias utilizadas en esta investigación: a) aceite ozonizando (OLEOZON®) y b) aceite vegetal comestible. 

Ya que el OLEOZON® debe estar bajo refrigeración, se tomó un poco del aceite y se depositó en un 

recipiente para su uso, así mismo con el aceite comestible. Con ayuda de la punta de un palillo de 

madera se aplicaron 2 gotas de cada uno de los aceites en ambas muestras, tal y como se muestra en 

la Fig. 5.11. 

 

Fig.  5.11 Recipiente con a) aceite ozonizado y b) con aceite vegetal, listos para ser aplicados con ayuda de palillos de madera. 

 

5.2.4 Metodología de adquisición de IMEs 

Se usará el script de MATLAB, mostrado en el anexo 14 de esta tesis, el cual permite controlar al 

filtro de cristal líquido sintonizable y la cámara monocromática PointGrey. Cada set de IMEs se 

compone de 33 imágenes dentro del rango de 400 a 720 nm con paso de 10 nm entre ellas. La técnica 

de adquisición de IMEs es descrita a continuación. 

a. El primer set corresponde a la muestra sin ningún tipo de aceite. 

b. En esa misma posición y al mismo tiempo, se colocará una gota de cada aceite quedando 

localizadas en la muestra de nopal como se ilustra en la Fig. 5.12. 

a)                b) 

a)                    b) 
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Fig.  5.12 Aplicación de la gota de aceite de girasol y de aceite ozonizado, con ayuda de los palillos, sobre la muestra de nopal. 

c. A los primeros 5 minutos inmediatos a la aplicación de las gotas, se adquieren 5 pilas de IMEs. 

d. Posteriormente a un lapso de 5 minutos se capturaron 4 pilas más, dando un total de 10 sets 

de imágenes multiespectrales de la muestra de nopal. 

e. Finalmente se capturó un set de IMEs del estándar de referencia en lugar de la muestra. 

 

5.3.4.1 Medición de la potencia de los niveles de iluminación de la fuente Fiber-Lite 

Dada la necesidad que existe de que las imágenes capturadas tengan la cantidad de iluminación 

suficiente para ser observadas con claridad en longitudes de onda alrededor de los 400 a los 500 nm, 

se realizó una investigación enfocada a determinar el nivel de iluminación más óptimo, estudiando 

todos los niveles de potencia de la fuente luminosa, ver Fig. 5.13. 

 

 

Fig.  5.13 Numeración de los niveles de iluminación de la fuente Fiber-Lite DC950. 
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Para su medición se utilizó el siguiente arreglo óptico experimental ilustrado en la Fig. 5.14.  

 

Fig.  5.14 Arreglo óptico usado para determinar la cantidad de potencia emitida por la fuente Fiber-Lite en sus diferentes 
niveles de iluminación. (1) Sistema de iluminación descrito en el apartado 4.2.1.1 de este capítulo, (2) medidor de potencia y 
(3) detector del medidor de potencia. 

Esta configuración incluye el módulo de iluminación mencionado en la sección 4.2.1.1. La 

iluminación se transmite por medio de la fibra óptica, mencionada en la sección 4.2.1, hasta iluminar 

al detector del medidor de potencia (Model 1830-R, Newport Corporation) [33] como se observa en la 

Fig. 5.15, el cual mostrará en ésta la cantidad de señal luminosa a la longitud de onda de 550 nm, ya 

que el ojo humano presenta un pico de sensibilidad alto, sintonizado a través del filtro VariSpec usando 

el script que se muestra en el anexo 15 del apéndice de esta tesis. 

 

Fig.  5.15 a) Iluminación del detector del medidor de potencia para registrar la señal; b) medidor calculando la potencia del 
haz luminoso a través del detector.  

 

5.3.4.2 Monitoreo de la temperatura del filtro de cristal líquido sintonizable 

Debido a las propiedades de la fuente de iluminación y considerando además que la temperatura 

del filtro de cristal líquido no debe sobrepasar los 40 °C recomendados por el fabricante, se ha 

establecido un control de su temperatura mediante el registro de las mismas en archivos de texto plano 

(.txt), por cada aumento en el nivel de iluminación. La Fig. 5.16 muestra el esquema de un archivo que 

contiene las temperaturas en relación al incremento del nivel de intensidad de la fuente. 

(2) 

a

) 

b

) 

(1) Sistema de iluminación 

(3) 
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Fig.  5.16 Estructura del archivo txt que almacena las temperaturas registradas por el LCTF respecto al aumento en la 
iluminación de la fuente Fiber-Lite®. 

Para este estudio se han considerado los niveles más altos de iluminación a partir del nivel 7 hasta 

el nivel 12, sin llegar al máximo, nombrándolos como se muestra en la Tabla 5.1. 

Tabla 5.1 Nomenclatura y selección de los niveles de iluminación de la fuente para este estudio 

 
Potencia 50 

 
Potencia 60 

 
Potencia 70 

 
Potencia 80 

 
Potencia 90 

 
Potencia 100 

Encabezado 

Datos procesados 

Tiempo de ejecución 
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5.2.5 Software desarrollado 

A continuación se presentan dos programas elaborados bajo el ambiente de programación de 

MATLAB® en su versión R2014a, los cuales servirán de herramienta para obtener espectros de reflexión 

difusa a partir de las imágenes multiespectrales seleccionando un punto de coordenadas (x, y) de 

interés, tal como se observa en la Fig. 5.17 para el punto rojo que se destaca. Dicho punto será utilizado 

de referencia para el set de imágenes de donde corresponda dicha muestra. 

 

Fig.  5.17 Esquema gráfico de la técnica en la que se basan los programas desarrollado, donde a) a partir de un set de IMEs se 
puede obtener b) el espectro de reflectancia difusa. 

Como se observa en esta figura, cada longitud de onda se encuentra relacionada con cada una de 

las imágenes adquiridas, y la intensidad del espectro se relaciona directamente con el nivel de 

intensidad que contiene cada imagen en ese punto seleccionado. 

En la Fig. 5.18 presenta un esquema de los elementos que participan en el cálculo del espectro de 

reflexión difusa. 

 

Fig.  5.18 Representación gráfica de los elementos principales que influyen directamente en los resultados de los espectros 
de reflexión difusa aplicando el cociente. 
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5.3.5.1 Software 1: Espectro de reflexión difusa a partir de IMEs (Cociente) 

A continuación se muestra el desarrollo analítico que incluye el script de MATLAB® que se encuentra 

en el anexo 16 del apéndice de esta tesis. Dicho desarrollo sirve para realizar el cociente a partir del 

espectro de intensidades de las imágenes de la muestra con respecto al del estándar de referencia. 

En la ecuación 5.1 se representa el producto de los elementos que influyen en los resultados de la señal 

de la muestra en función de la longitud de onda. 

 𝑠𝑒ñ𝑎𝑙𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎(𝜆) =  𝜂(𝜆) ∗ 𝜏𝑙(𝜆) ∗ 𝜏𝑝(𝜆) ∗  𝜙𝑓(𝜆) ∗ 𝑅𝑑𝑖𝑓𝑀(𝜆) (5.1) 
 

Donde: 𝜂(𝜆) es eficiencia cuántica del sensor de la cámara, 𝜏𝑙(𝜆) es la transmitancia de la lente de 

la cámara, 𝜏𝑝(𝜆) es la transmitancia del polarizador, 𝜙𝑓(𝜆) es la potencia de la fuente Fiber-Lite y 

𝑅𝑑𝑖𝑓𝑀(𝜆) es la reflectancia difusa de la muestra. De la misma forma, la ecuación 5.2 representa el 

producto de los elementos que influyen en los resultados de la señal del estándar de referencia en 

función de la longitud de onda. 

 𝑠𝑒ñ𝑎𝑙𝑠𝑡𝑑(𝜆) =  𝜂(𝜆) ∗ 𝜏𝑙(𝜆) ∗ 𝜏𝑝(𝜆) ∗  𝜙𝑓(𝜆) ∗ 𝑅𝑑𝑖𝑓𝑆𝑡𝑑(𝜆) (5.2) 
 

Donde: 𝜂(𝜆) es eficiencia cuántica del sensor de la cámara, 𝜏𝑙(𝜆) es la transmitancia de la lente de 

la cámara, 𝜏𝑝(𝜆) es la transmitancia del polarizador, 𝜙𝑓(𝜆) es la potencia de la fuente Fiber-Lite y 

𝑅𝑑𝑖𝑓𝑆𝑡𝑑(𝜆) es la reflectancia difusa del estándar de referencia. Realizando el cociente entre la ecuación 

5.1 y la ecuación 5.2, se obtiene la ecuación 5.3: 

 𝑠𝑒ñ𝑎𝑙𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎(𝜆)

𝑠𝑒ñ𝑎𝑙𝑠𝑡𝑑(𝜆)
=

𝜂(𝜆) ∗ 𝜏𝑙(𝜆) ∗ 𝜏𝑝(𝜆) ∗  𝜙𝑓(𝜆) ∗ 𝑅𝑑𝑖𝑓𝑀(𝜆)

𝜂(𝜆) ∗ 𝜏𝑙(𝜆) ∗ 𝜏𝑝(𝜆) ∗  𝜙𝑓(𝜆) ∗ 𝑅𝑑𝑖𝑓𝑆𝑡𝑑(𝜆)
 

 
(5.3) 

 

Cuyo resultado es el siguiente:  

 𝑠𝑒ñ𝑎𝑙𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎(𝜆)

𝑠𝑒ñ𝑎𝑙𝑠𝑡𝑑(𝜆)
=

𝑅𝑑𝑖𝑓𝑀(𝜆)

𝑅𝑑𝑖𝑓𝑆𝑡𝑑(𝜆)
 

 
(5.4) 

 

Considerando que la reflexión difusa del estándar de referencia es aproximadamente igual a 1, es 

decir un 100% de reflexión difusa, la ecuación 5.4 queda expresada de la siguiente manera: 

 
𝑅𝑑𝑖𝑓𝑀(𝜆) =

𝑠𝑒ñ𝑎𝑙𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎(𝜆)

𝑠𝑒ñ𝑎𝑙𝑠𝑡𝑑(𝜆)
 

 
(5.5) 

 

Esta ecuación nos permitirá obtener el valor de la reflexión difusa de la muestra en función de la 

longitud de onda con la que se está iluminando, donde tanto la señal de la muestra como la del 

estándar, serán interpretados en las IMEs como los niveles de intensidad en el punto de interés 

seleccionado. 
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En el diagrama de la Fig. 5.19 se describe el algoritmo que sigue este script. 

 

Fig.  5.19 Algoritmo del primer script de Matlab® que grafica espectros de reflectancia difusa a partir de IMEs. 

 

Finalmente este programa realizará la lectura y graficará los archivos que contengan a los espectros 

de referencia de los elementos principales que intervienen en estas mediciones, los cuales se listan a 

continuación: 

a. Potencia de la fuente Fiber-Lite DC950, 𝜙𝑓(𝜆). 

b. Reflectancia del patrón estándar, %𝑅𝑑𝑖𝑓𝑆𝑡𝑑(𝜆). 

c. Absorción de la clorofila, 𝜇𝑎(𝜆). 

d. Eficiencia quántica de la cámara CMOS, 𝜂(𝜆). 

 

5.3.5.2 Software 2: Espectro de reflexión difusa a partir de IMEs (Cociente y Resta) 

El segundo script implementado para la obtención de los espectros de reflectancia difusa a partir 

de IMEs se muestra en el anexo 17 del apéndice de esta tesis, el cual incorpora el mismo algoritmo que 

el script de la sección 4.2.5.1 con la diferencia de que se considerará en lugar de la ecuación 5.5 a la 

ecuación 5.6 [34, 2016, Román Díaz Reyes], donde el cociente se realizará con una resta en el 

numerador de la señal de la muestra siendo iluminada menos la señal de la muestra sin luz y en el 

denominador de la señal del estándar de referencia con luz menos la señal del estándar de referencia 

sin luz. 

 
𝑅𝑑𝑖𝑓𝑀(𝜆) =

𝑠𝑒ñ𝑎𝑙𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎𝑙𝑢𝑧
(𝜆) − 𝑠𝑒ñ𝑎𝑙𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎𝑜𝑠𝑐

𝑠𝑒ñ𝑎𝑙𝑠𝑡𝑑𝑙𝑢𝑧
(𝜆) − 𝑠𝑒ñ𝑎𝑙𝑠𝑡𝑑𝑜𝑠𝑐

 
 

(5.6) 

 

 

Mostrar imagen de 
referencia (550 nm) y 

seleccionar un punto de 
interés.

Lectura de la intensidad 
de todas los set de IMEs 
en ese punto, incluyendo 
al estándar de referencia.

Por cada set leído, se 
mostrará un espectro de 

intensidad 
correspondiente.

Al finalizar, se realizará el 
cociente, Ec. 5, de cada 

espectro entre el estándar 
de referencia.

Los valores del cociente, 
serán graficados como el:

ESPECTRO DE REFLEXIÓN 
DIFUSA.
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Donde: 𝑠𝑒ñ𝑎𝑙𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎𝑙𝑢𝑧
(𝜆) es la intensidad de la muestra en función a la longitud de onda con que 

se ilumina, 𝑠𝑒ñ𝑎𝑙𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎𝑜𝑠𝑐
 es la intensidad de la muestra sin luz, 𝑠𝑒ñ𝑎𝑙𝑠𝑡𝑑𝑙𝑢𝑧

(𝜆) es la intensidad del 

estándar de referencia en función a la longitud de onda con que se ilumina y 𝑠𝑒ñ𝑎𝑙𝑠𝑡𝑑𝑜𝑠𝑐
 es la 

intensidad del estándar de referencia sin luz. 

El algoritmo que deriva de este script se puede observar en la Fig. 5.20. 

 

Fig.  5.20 Algoritmo del segundo script de Matlab® que grafica espectros de reflectancia difusa a partir de IMEs. 

 

5.3. Resultados y discusiones 

A continuación se presentarán los resultados obtenidos de esta investigación referente al estudio 

por medio de espectros de reflexión difusa del efecto local de aceite ozonizado en muestras de nopal 

sano. 

 

5.3.1 Metodología de adquisición de IMEs 

A continuación se presentan los resultados obtenidos de la adquisición de imágenes 

multiespectrales en el rango de 400 nm a 720 nm con paso de 10 nm. En la Tabla 5.2 se muestran las 

imágenes adquiridas a una longitud de onda de 550 nm en la muestra de nopal con corte circular, 

obtenidas de cada set de IMEs correspondiente. Dichos set de IMEs serán utilizados en el primer 

programa que grafique espectros de reflexión difusa. 

 

Mostrar imagen de referencia 
(550 nm) y seleccionar un punto 

de interés.

De acuerdo a las coordenadas de 
ese punto, se leerá la intensidad 

de las imágenes.

En base a las intensidades 
registradas de ambas imágenes, 

se implementa la ecuación 6.

Dichos resultados serán 
graficados como el:

ESPECTRO DE REFLEXIÓN 
DIFUSA.
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Tabla 5.2 Imágenes del patrón de referencia (WS-1) y del nopal en corte circular obtenidas de sus diferentes sets de IMEs, 
iluminadas a una longitud de onda de 550 nm. 

 

Estándar de referencia 
(WS-1) 

 

 

 
 

Set #0 

 

 

 
 

Set #1 

 

 

 
 

Set #2 

       

 

 
 

Set #3 

 

 

 
 

Set #4 

 

 

 
 

Set #5 

 

 

 
 

Set #6 

       

 

 
 

Set #7 

 

 

 
 

Set #8 

 

 

 
 

Set #9 

 

 

 
 

Set #10 

 

Donde:  corresponde al set de IMEs del estándar de referencia (WS-1),  es el set #0 de IMEs del 

nopal sin la presencia de aceites,  comprende desde el set #1 hasta el set #5 de IMEs del nopal, a los 

5 minutos inmediatos a su aplicación,  engloba desde el set #6 hasta el set #9 de IMEs del nopal en 

intervalos de 5 minutos y  corresponde al set #10 de IMEs del nopal al siguiente día de su aplicación. 

 

Para el caso de la última medición correspondiente al set #10, existió un blanqueamiento en la zona 

donde se colocó la gota con aceite ozonizado sobre la muestra de nopal, al transcurrir 

aproximadamente 20 horas desde su aplicación, tal y como se observa en la Fig. 5.21. 
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Fig.  5.21 Blanqueamiento en la zona de aplicación de la gota de aceite ozonizado (OLEOZÓN®) sobre la muestra de nopal 
respecto de la gota de aceite comestible. 

 

Este mismo proceso se realizó para capturar IMEs del fragmento de nopal cortado a partir de un 

nopal adulto y del estándar de referencia, el cual para este caso se seleccionó al teflón en lugar del 

estándar WS-1. En la Tabla 5.3 se muestran las imágenes adquiridas a una longitud de onda de 550 nm 

de cada una de ellas. Dichos set de IMEs serán utilizados en el segundo programa que grafique 

espectros de reflexión difusa. 

 

Tabla 5.3 Imágenes obtenidas de sus diferentes sets de IMEs del patrón de referencia (teflón) y del fragmento de nopal a 
partir de un nopal adulto iluminadas a una longitud de onda de 550 nm. 

 

 
 

Estándar de referencia 
(teflón) 

  

 
 

Fragmento de nopal adulto 
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5.3.1.1 Medición de los niveles de potencia de la fuente Fiber-Lite 

En la Tabla 5.4 se presentan los distintos niveles de potencia registrados en unidades de μW, en 

relación al aumento de nivel de iluminación a una longitud de onda de 550 nm. Dicho niveles de 

potencia fueron graficados tan y como se muestra en la Fig. 5.22. 

Tabla 5.4 Mediciones de la potencia emitida por la fuente Fiber-Lite DC950 en relación al aumento del nivel de intensidad 
para una longitud de onda de 550 nm 

Nivel Potencia 
(𝝁𝑾) 

 Nivel Potencia 
(𝝁𝑾) 

 1 0.0002114  8 63.34  

2 0.003772  9 113.64  

3 0.00189  10 187.89  

4 0.1704  11 289.9  

5 1.2701  12 387.1  

6 9.222  13 392.7  

7 29.70  

 

 
Fig.  5.22 Gráfica de las mediciones de la potencia emitida por la fuente Fiber-Lite DC950 en relación al aumento del nivel de 
intensidad para una longitud de onda de 550 nm. 

 

5.3.1.2 Monitoreo de la temperatura del filtro de cristal líquido sintonizable 

En la Fig. 5.23 se ilustra la gráfica de las temperaturas registradas por el filtro de cristal líquido 

sintonizable según aumenta la potencia, desde del nivel 50 hasta el nivel 100. Se puede comprobar que 

la temperatura registrada por el filtro aumenta en dependencia al aumento de la potencia emitida por 

la fuente de iluminación. 
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Fig.  5.23 Gráfico que muestra el aumento de la temperatura del filtro por cada aumento del nivel de la fuente de iluminación. 

 

5.3.2 Software desarrollado 

5.3.2.1 Software 1: Espectro de reflexión difusa a partir de IMEs (Cociente) 

En la Fig. 5.24 se muestra la primer ventana que se ejecuta al iniciar el primer programa de 

MATLAB®, en donde se visualiza una herramienta de zoom sobre la imagen de referencia la cual 

ayudará a seleccionar un punto de interés con mayor confiabilidad. Obsérvese que la imagen de 

referencia contiene etiquetas para conocer la ubicación de las gotas de aceite. 

 

Fig.  5.24 Ventana de zoom y de selección del punto de interés del primer programa, en donde se observa que existen 
etiquetas que ayudan a diferenciar que tipo de aceite se encuentra en la imagen de referencia. 
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En la Fig. 5.25 se muestra de lado izquierdo el número de set de IMEs procesado así como la imagen 

leída y las coordenadas del punto seleccionado. Por cada set procesado se mostrará un espectro de 

intensidad correspondiente de lado derecho. 

 

Fig.  5.25 Ventana de análisis de resultados: a) se muestra la imagen que es procesada, el número de set a la que corresponde, 
la longitud de onda en que fue adquirida y las coordenadas del punto de interés, b) espectros de intensidad en la gota de 
aceite ozonizado de cada set procesado. 

En la Fig. 5.26 se presentan los espectros de reflexión difusa para cada set de IMEs en la gota de 

aceite ozonizado. 

 

Fig.  5.26 Espectro de reflexión difusa calculado a partir de los espectros de intensidad de cada set de imágenes 
multiespectrales. 
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En las Fig. 5.25 y 5.26 se observa un cambio en los espectros para la medición del set #10, debido 

al cambio manifestado en la coloración en la muestra de nopal por efecto del ozono. Como parte de la 

interpretación de los espectros resultantes, en la Fig. 5.27 se presentan los espectros de referencia de 

los elementos que intervienen directamente en los resultados. 

 

Fig.  5.27 Espectros de referencia de los elementos que influyen directamente en los resultados obtenidos de los espectros 
de reflexión difusa: espectro de eficiencia cuántica del sensor de la cámara, espectro de potencia de la fuente de iluminación, 
el espectro de reflectancia del estándar y el espectro de absorción de la clorofila-a. 

 

5.3.2.2 Software 2: Espectro de reflexión difusa a partir de IMEs (Cociente y Resta) 

En la Fig. 5.28 se muestra la ventana de selección que surge al ejecutar el segundo programa, en 

donde se ha elegido un punto de interés marcado en color rojo. 
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Fig.  5.28 Ventana de selección para el segundo programa, en donde se ha implementado en el cociente la resta de las 
imágenes oscuras, tal y como se describe en la ecuación 6. 

 

En la Fig. 5.29 se puede observar el espectro de reflectancia difusa del punto seleccionado 

anteriormente. 

 

Fig.  5.29 Espectro de reflexión difusa del fragmento de nopal de la Fig. 5.6, mediante la adquisición de imágenes 
multiespectrales (IMEs). 

En esta última figura es posible observar que, en comparación con los espectros de reflexión difusa 

resultantes del primer programa mostrados en la Fig. 5.26, la curva que existe en el rango de los 400 a 

los 500 nm aproximadamente, baja considerablemente y muestra un comportamiento mejor definido 

ya que puede observar incluso un pequeño pico en 450 nm. 
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5.5. Conclusiones 

La técnica de espectroscopia de reflexión difusa a través de imágenes multiespectrales ha sido 

utilizada en el estudio del efecto causado por el aceite ozonizado en la muestra de nopal. Debido a que 

la zona donde se aplicó el aceite ozonizado fue blanqueada, el espectro de reflexión difusa en el set 

#10 presentó mayor reflectancia, manifestándose en un espectro más alto que el de las demás 

mediciones. 

Se ha desarrollado e implementado un algoritmo computacional para permitir analizar los espectros 

obtenidos de las imágenes adquiridas a longitudes de onda de 400 – 720 nm con paso de 10 nm entre 

ellas. 

Se realizaron mediciones de potencia por cada nivel de intensidad definido en la fuente, a fin de 

determinar el nivel de iluminación óptimo para observar detalles en longitudes de onda cortas. Debido 

a que la fuente de iluminación, por su propia naturaleza, irradia energía calorífica y considerando que 

el nivel más adecuado para adquirir IMEs es el nivel 90, se realizó un estudio encaminado a obtener la 

temperatura del filtro dentro de los niveles más altos de iluminación, registrando dichos datos en 

archivos de texto plano para una mejor lectura. 

Por último se ha realizado una comparación de los espectros de los elementos que influyen 

directamente en los resultados obtenidos, mostrándose en el mismo rango de longitud de onda en que 

fueron capturadas las IMEs. 
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Capítulo 6 

Conclusiones generales 
 
 

El agricultor no se percata de la existencia plaga de la grana cochinilla en sus cultivos, sino hasta que 

les son perceptibles a simple vista o hasta que la coloración del nopal empieza a cambiar. En este punto 

la grana cochinilla se encuentra en su edad adulta, y en la mayoría de las ocasiones ya ha ovipositado, 

dejando huevecillos en los cultivos y propagando la plaga, por lo que es importante una detección 

temprana para evitar que la plaga se continúe expandiendo. 

 

En este trabajo de tesis de maestría se concluyen los siguientes puntos: 

1. Se aprendieron técnicas de cultivo y de reproducción de la grana cochinilla a partir de las 

muestras obtenidas en la visita a los huertos de la Sociedad Cooperativa Productora 

Agropecuaria de Nopal Tlanalapa, Estado de Hidalgo. 

 

2. Se realizaron estudios de fluorescencia a partir de los extractos del conjunto biológico nopal 

- grana cochinilla, presentando el procedimiento en que fueron elaboradas las sustancias 

de ácido carmínico, a partir de extracto de grana cochinilla, así como de la clorofila a base 

de fragmentos de nopal sano. Para excitar fluorescencia en las sustancias, se seleccionaron 

los picos de mayor intensidad de la fuente luminosa situados en 509 nm, 536 nm y 546 nm, 

asegurando mayor iluminación en las mediciones de fluorescencia. Se incluyó además para 

cada sustancia una longitud de excitación adicional en 552 nm para el ácido carmínico y 448 

nm para la clorofila. Cabe resaltar que resulta novedoso utilizar a la fuente Fiber-Lite, puesto 

que no es una fuente de iluminación propiamente para excitar fluorescencia. La emisión de 
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fluorescencia para ambas sustancias se encuentra generalmente hacia las longitudes de 

onda rojas. El ácido carmínico presentó un pico de emisión alrededor de los 627 nm y 

mientras que la clorofila tuvo un máximo de emisión de fluorescencia de aproximadamente 

en 676 nm. 

 

3. Hemos adaptado a un microscopio simple con un filtro pasa bandas de longitud de onda 

central en 660 nm basado en el principio de un microscopio de fluorescencia, proponiendo 

así un arreglo para la detección de la fluorescencia in-vivo de la grana cochinilla debido a la 

presencia de ácido carmínico en la hemolinfa. El experimento realizado con este arreglo 

óptico nos permitió corroborar la hipótesis de que el ácido carmínico contenido en la grana 

cochinilla presenta un nivel de intensidad de fluorescencia tal que es posible observarse 

mediante las imágenes fluorescentes adquiridas con la cámara a color. A pesar de que los 

componentes ópticos implementados no son los más adecuados para este estudio, las 

imágenes adquiridas muestran la presencia de fluorescencia in-vivo de la grana cochinilla, 

por lo que puede considerar como idea para el desarrollo de prototipos de detección 

mediante métodos de fluorescencia. Se propone el uso de un filtro pasa bandas con una 

longitud de onda central de 620 nm la cual coincide con la longitud de onda de emisión de 

fluorescencia del ácido carmínico y por tanto la imagen de fluorescencia se espera que 

tenga un mejor contraste. 

 

4. Se ha implementado un sistema de adquisición de imágenes macroscópicas, para el cual la 

resolución fue determinada mediante un patrón USAF-1951, dando como resultado una 

resolución de 11.31lp/mm u 88.3 μm, es decir que el sistema de adquisición puede resolver 

objetos a partir de este tamaño. La adquisición de imágenes macroscópicas se llevó acabo 

muestreando diferentes zonas del nopal con inicios de la plaga de la grana cochinilla en la 

etapa de ninfa I y ninfa II. Se elaboró un programa de reconocimiento de patrones el cual 

se basa en la segmentación bajo el algoritmo de k-means, agrupando a cada clúster en 

niveles de intensidad similares. Resulta ser de por más conveniente el uso de este método 

de segmentación, ya que incluso a simple vista es posible distinguir tanto a la superficie del 

nopal, como a las granas cochinillas con y sin algodoncillo. Así mismo se presentó el 

desarrollo de un programa elaborado en MATLAB mediante interfaz gráfica de usuario (GUI) 

para calcular el tamaño de la grana cochinilla, comprobando inicialmente con una moneda 

mexicana de 50 centavos. Dichos resultados fueron corroborados con un software de 

diseño de gráficos profesionales CorelDRAW x5, en el cual se obtuvieron resultados 

semejantes en la medición. La investigación del capítulo cierra con un estudio preliminar 

que puede de servir como herramienta de detección temprana de la grana cochinilla a 

través de la fluorescencia macroscópica in-vivo excitando con una fuente de luz ultravioleta. 

De dichas mediciones se pudo observar que efectivamente existe fluorescencia de algunos 

sitios del nopal con plaga, sin embargo se observó que no es el cuerpo de la grana cochinilla 

la que emite fluorescencia, sino que se trata de las secreciones cerosas de color blanco que 

ella misma produce y se encuentran cerca de ella. 
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5. Por medio de la técnica de espectroscopia difusa, se desarrollaron dos algoritmos 

computacionales para el análisis de espectros de reflectancia difusa con el objetivo de 

conocer el efecto que presenta la aplicación de aceite ozonizado en el nopal, donde se 

observó que la zona donde se aplicó el ozono fue blanqueada tras un periodo de 20 horas. 

Para el primer algoritmo se ha considerado únicamente el cociente entre la señal de la 

muestra y la señal del estándar de referencia y en el segundo se realiza una resta del 

espectro oscuro para cada señal y posteriormente se realiza el cociente. Con el objetivo de 

determinar un nivel de iluminación óptimo en donde las imágenes multiespectrales al ser 

iluminadas con longitudes de onda cortas, alrededor de los 400 – 500 nm, logren ser 

visualizadas, realizaron mediciones de potencia para cada nivel de intensidad definido en la 

fuente, acordando usar el nivel 11 debido a la suficiente iluminación que genera sobre las 

muestras. De la mano, se realizó un estudio con el propósito de obtener la temperatura del 

filtro dentro de los niveles más altos de iluminación, registrando dichos datos en archivos 

de texto plano para una mejor lectura y procesamiento de la información. Por último se ha 

realizado una comparación de los espectros de los elementos que influyen directamente en 

los resultados obtenidos, mostrándose en el mismo rango de longitud de onda en que 

fueron capturadas las IMEs. 
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6.1 Trabajo a futuro 

Mejorar el arreglo óptico de microscopio para el estudio de fluorescencia in-vivo de la grana 

cochinilla logrando iluminar la mayor parte del insecto e incorporando un filtro que permita obtener 

mejor resultados. 

Se debe mejorar el algoritmo de reconocimiento de patrones para que el número de conteo de las 

granas cochinillas detectadas sea el correcto y para que pueda discriminar a la grana cochinilla de la 

aréola de la espina del nopal, proponiendo la aplicación de nuevos algoritmos de procesamiento de 

imágenes digitales. 

Es necesario continuar con el estudio previo de la fluorescencia macroscópica in-vivo de la grana 

cochinilla iluminando con una fuente ultravioleta, con el objetivo de ser considerado como método de 

detección temprana en los cultivos de nopal. 
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Apéndice 

A continuación se presentan los códigos fuente desarrollados a lo largo de este 
trabajo de tesis para su implementación en las diferentes investigaciones llevadas a 
cabo. Algunos de ellos son de autoría propia por parte del equipo de trabajo del 
laboratorio de Óptica Biomédica de la Universidad Politécnica de Tulancingo. 

Finalmente se muestra el registro del crecimiento de la muestra de grana 
cochinilla, proveniente de un cultivo de nopal de uno de los miembros de la Sociedad 
Cooperativa Productora Agropecuaria de Nopal Tlanalapa, S. C. en el municipio de 
Tlanalapa, Estado de Hidalgo. 
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Anexo 1 

Script que grafica el espectro de la fuente Fiber-Lite a partir del archivo de texto y detecta los picos 

sobresalientes de la misma. 

close all 
clear all 
clc 

  
color=[0 102 255]./255; 

  
% Lee archivo del espectro de la fuente Fiber-Lite 
name = sprintf ('3_Spectra_FiberLite.txt'); 
archivo1 = importdata ( name ); 
datos1 = archivo1.data; 
nm = datos1 (: , 1); 
i = datos1 (: , 2); 

  
figure (1) 
plot (nm, i, 'Color',color, 'LineWidth',2) 
title ({'Picos de intensidad' ; 'Fuente Fiber-Lite MH100'}); 
xlabel ('Longitud de Onda [nm]', 'fontsize', 10); 
ylabel ('Intensidad [u.a.]', 'fontsize', 10); 
axis ([ 350 700 0 max(i)+800 ]); 
hold on 
grid off 

  
% Reducimos el rango de búsqueda 
x=nm(1000:2000); 
PeakSig=i(1000:2000); 
[pks,locs] = findpeaks(PeakSig); 

  
% Localizamos picos máximos y marcamos con un círculo 

  
for i=1:length(pks) 
    if pks(i)>4e+04 
        Loc=locs(i); 
        Pico=pks(i) 
        plot(x(Loc),Pico+0.05,'kO','markerfacecolor',[1 0 0]) 
    end 
end 

  
  

 

Anexo 2 

Script que grafica el espectro del ácido carmínico en Metanol del artículo de J. P. Rasimas and G. J. 

Blanchard (1995), el cual detecta el pico de emisión de fluorescencia. 

close all 
clear all 
clc 
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% Paleta de colores 

color=[0, 102, 255;255, 51, 0;0, 128, 0];  
color=color'; 
color=color./255; 

  
% Rango de longitud de onda que abarcan las mediciones 
nm=325:12.5:650;  
% Mediciones hechas a mano en mm 

iAC=[103 90 71 56 36 25 22 23 28 34 42 52 61 71 73 71 72 56 43 39 25 13 

7 4 2 1 0]; 
iAC=iAC.*(10^2.7); 
figure (1) 
plot (nm, iAC,'Color',color(4:6), 'LineWidth',1.5) 
title({'Absorption Spectrum of Carminic Acid in Methanol','(Rasimas & 

Blanchard, 1995)'}) 
xlabel ('Wavelength [nm]', 'fontsize', 10); 
ylabel ('Normalized Absorption [a.u.]', 'fontsize', 10); 

  
% Detección del pico de emisión de fluorescencia 
P=iAC(10:20);  
pico = max (P); 
i_pico = find (iAC==pico); 
EmisionAC= nm (i_pico) 

 

Anexo 3 

Este script permite leer archivos de texto plano (.txt) con información en dos columnas, para que 

posteriormente estos datos sean graficados. 

clear all 
close all 
clc 

  
% Lectura del archivo de clorofila a descargado la página (OMLC)  

name = sprintf ('Ref2_Chlorophyll_Abs_OMLC.txt'); 
archivo1 = importdata ( name ); 
datos1 = archivo1.data; 
nm = datos1 (: , 1); 
i = datos1 (: , 2); 

  
figure (1) 
verde=[0 153 0]./255; 
plot (nm, i,'Color',verde,'LineWidth',2); 
title('Clorofila a','fontsize', 12) 
xlabel ('Longitud de onda [nm]', 'fontsize', 12); 
ylabel ('Absorbancia', 'fontsize', 12); 
axis ([380 740 0 max(i)]) 
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Anexo 4 

Control del filtro VariSpec para el paso de las longitudes de onda correspondientes a los picos de 

emisión de la fuente Fiber-Lite 

clear all 
close all 
clc 

  
% Vector con los picos de emisión de la fuente Fiber-Lite 
lambda=[405 409 413 425 432 436 454 474 478 484 499 509 521 536 546 552 

569 571 577 579 588 592 621 624 626 631]; 

  
% Abrir comunicación por el puerto COM con el filtro 
VsOpen ('COM5') 
pause (1) 

  
% Lectura de cada longitud de onda 
for i = 1:length(lambda) 
    w=lambda(i); 

     
    % Pasar cada longitud de onda al filtro 
    VsSetWavelength (w); 
    [err, wl] = VsMex(10); 

     
    msgbox ('Siguiente longitud de onda...') 
    pause 

  
    % Mostrar longitud de onda en curso 
    sprintf ('Wavelenght: %d nm', w)  
end 

  
VsGetTemperature; 
[err, temp] = VsMex (30); 
temp = num2str (temp); 
% Mostrar la temperatura del filtro 
sprintf ('Temperature: %s °C', temp) 

  
% Cerrar la comunicación con el filtro 
VsClose 

 

Anexo 5 

Suavizado y detección de fluorescencia de los espectros de emisión del ácido carmínico, excitados 

a diferentes longitudes de onda. 

close all 
clear all 
clc 

  
wavelength=[509 536 546 552]; 
color='rbgmbgrm'; 
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leyenda={'\lambda_e_x = 509 nm','\lambda_e_x = 536 nm','\lambda_e_x = 546 

nm','\lambda_e_x = 552 nm'}; 
titulo={'Ácido carmínico'}; 

  
for j = 1:length(wavelength) 

     
    lambda=wavelength(j); 

     
    name = sprintf ('M1_AcidoCarminico_%dnm.txt', lambda); 
    archivo1 = importdata ( name ); 
    datos1 = archivo1.data; 
    nm = datos1 (: , 1);  
    i = datos1 (: , 2);   

     
    P=i(2000:3648); 
    pico = max (P); 
    i_pico = find (i==pico); 
    Fluorescencia(j,:) = nm (i_pico); 

    
    figure (1) 

  
    leyCA{j}=leyenda{j}; 

         
    i_Smooth=smooth(i,0.01); 
    plot (nm, i_Smooth,'Color',color(j),'LineWidth',1.5); 
    title (titulo, 'FontWeight', 'normal', 'FontSize', 12); 
    xlabel ('Longitud de onda [nm]', 'fontsize', 12); 
    ylabel ('Emisión de fluorescencia [a.u.]', 'fontsize', 12); 
    axis ([ 200 800 0 6*10^4 ]); 

         
    P=i_Smooth(2000:3648); 
    pico = max (P); 
    i_pico = find (i_Smooth==pico); 
    Fluorescencia2(j,:) = nm (i_pico); 

     
end 

 
legend (leyCA,'Location','Northwest') 
fprintf('Emisión de fluorescencia del ácido carmínico\n'); 
fprintf('\nFluorescencia (Sin suavizado)\n'); 
fprintf('%0.2f nm\t\n',Fluorescencia); 
fprintf('\nFluorescencia (Con suavizado)\n'); 
fprintf('%0.2f nm\t\n',Fluorescencia2); 
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Anexo 6 

Suavizado y detección de fluorescencia de los espectros de emisión de la clorofila 

close all 
clear all 
clc 

  
wavelength=[448 509 536 546]; 
color='rbgmbgrm'; 

  
leyenda={'\lambda_e_x = 448 nm','\lambda_e_x = 509 nm','\lambda_e_x = 536 

nm','\lambda_e_x = 546 nm'}; 
titulo={'Clorofila'}; 

  
for j = 1:length(wavelength) 

       
    lambda=wavelength(j); 

  
    name = sprintf ('M1_Clorofila_%dnm.txt', lambda); 
    archivo1 = importdata ( name ); 
    datos1 = archivo1.data; 
    nm = datos1 (: , 1);  
    i = datos1 (: , 2);   

     
    P=i(2000:3648); 
    pico = max (P); 
    i_pico = find (i==pico); 
    Fluorescencia(:,j) = nm (i_pico); 

    
    figure (1) 

     
    leyCA{j}=leyenda{j}; 

     
    i_Smooth=smooth(i,0.01); 
    B=plot (nm, i_Smooth,'Color',color(j),'LineWidth',1.5); 
    title (titulo, 'FontWeight', 'normal', 'FontSize', 12); 
    xlabel ('Longitud de onda [nm]', 'fontsize', 12); 
    ylabel ('Emisión de fluorescencia [a.u.]', 'fontsize', 12); 
    axis ([ 200 800 0 6*10^4 ]); 

     
    P=i_Smooth(2000:3648); 
    pico = max (P); 
    i_pico = find (i_Smooth==pico); 
    Fluorescencia2(:,j) = nm (i_pico); 
    hold on 
end 

  
legend (leyCA,'Location','Northwest') 
fprintf('Emisión de fluorescencia de la clorofila\n'); 
fprintf('\nFluorescencia (Sin suavizado)\n'); 
fprintf('%0.2f nm\t\n',Fluorescencia); 
fprintf('\nFluorescencia (Con suavizado)\n'); 
fprintf('%0.2f nm\t\n',Fluorescencia2); 
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Anexo 7 

Comparación de la aplicación de diferentes niveles de suavizado a una señal con ruido Gaussiano. 

close all 
clear all 
clc 

  
verde=[0 153 0]./255; 

  
% Lectura del archivo 
name = sprintf ('Ref2_Chlorophyll_Abs_OMLC.txt'); 
archivo1 = importdata ( name ); 
datos1 = archivo1.data; 
nm = datos1 (: , 1); 
i = datos1 (: , 2); 

  
% Aplicamos ruido Gaussiano 
i=awgn(i,30); 

  
figure (1) 

  
subplot(3,2,[1,2]) 
plot (nm, i,'Color',verde,'LineWidth',2); 
xlabel('Longitud de Onda [nm]'); ylabel('Absorbancia'); 
title('Clorofila \ita','FontWeight','bold','FontSize',11) 
ley1=legend('Espectro original con ruido'); 
set(ley1,'FontWeight','bold'); 
axis([200 700 0 2]) 

  
% Niveles de suavizado 
suavizado=[0.01, 0.05, 0.1, 0.5]; 

  
x=3; 
for j = 1:length(suavizado) 

     
    figure (1) 

     
    subplot(3,2,x) 
    hold on 
    i_Smooth=smooth(i,suavizado(j)); 
    plot (nm, i_Smooth,'r','LineWidth',2); 
    xlabel('Wavelength [nm]'); ylabel('Absorbance'); 
    axis([200 700 0 2]) 

     
    ley=strcat('Valor de suavizado=',num2str(suavizado(j))); 
    ley1=legend(ley); 
    set(ley1,'FontWeight','bold'); 

         
    x=x+1; 
end 
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Anexo 8 

Captura de imágenes microscópicas a color de la grana cochinilla in-vivo. 

clear all 

close all 

clc 

  

% Comunicación con la cámara y formato de la imagen 

vid = videoinput ('pointgrey', 1, 'F7_RGB_1328x1048_Mode7'); 

A=imaqhwinfo(vid); 

  

% Ajuste de los parámetros de la cámara para eliminar el color verde que 

% mostraba la cámara al iniciar 

B=vid.Source; 

B.Saturation=130; 

B.WhiteBalanceRB=[524 750]; 

B.WhiteBalanceRBMode = 'Manual'; 

  

% Video en vivo 

preview (vid) 

  

% Ciclo para capturar 15 imágenes 

for x=1:15 

     

    pause 

     

    % Captura y guarda la imagen 

    sample = getsnapshot(vid); 

    imshow(sample) 

    imwrite(sample,[num2str(x),'_Pointgrey_Filtro660_2x.png']); 

     

    % Muestra qué imagen ha sido guardada 

    sprintf('Guardando imagen #%d ',x) 

end 

  

% Elimina el objeto del video 

delete(vid) 

 

Anexo 9 

Captura de imágenes macroscópicas a color 

clear all 

close all 

clc 

  

% Se pregunta por la zona del nopal al usuario 

z=input('Zona del nopal: '); 

color=input('¿Es imagen de fluorescencia? s/n: ','s'); 

  

% Establece comunicación con la cámara a color 

vid = videoinput ('pointgrey',1,'F7_RGB_1328x1048_Mode7'); 

A=imaqhwinfo(vid); 
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% Ajuste del color para evitar la saturación del video en color verde 

B=vid.Source; 

B.Saturation=130; 

B.WhiteBalanceRB=[524 750]; 

B.WhiteBalanceRBMode = 'Manual'; 

  

% Video en vivo 

preview (vid) 

  

if color == 's' 

     

    % Ciclo para adquirir 10 imágenes con fluorescencia UV 

    for x=1:10 

         

        pause 

        sample = getsnapshot(vid); 

        imagesc(sample) 

        xlabel(formatos{x}) 

        imwrite(sample,['Nopal_',num2str(z),'_UV.png']); 

         

    end 

     

else 

     

    % Ciclo para adquirir 10 imágenes en RGB 

    for x=1:10 

         

        pause 

        sample = getsnapshot(vid); 

        imagesc(sample) 

        xlabel(formatos{x}) 

        imwrite(sample,['Nopal_',num2str(z),'_RGB.png']); 

         

    end 

end 

  

% Eliminar el objeto de video 

delete (vid); 

 

Anexo 10 

Calcula la resolución del sistema de adquisición de imágenes macroscópicas. 

clear all 
close all 
clc 

  
fprintf('Resolution Testing: USAF-1951 Test Target\n\n'); 

  
grupo=input('Enter the group: '); 
elemento=input('Enter the element: '); 

  
Res=2^(grupo+((elemento-1)/6)); 
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R = ['Resolution = ',num2str(Res),' [lp/mm]']; 
disp(R) 

  
Resol=1*1000/Res; 
fprintf('Resolution = %f [um]\n\n',Resol); 

 

 

Anexo 11 

Programa de detección y conteo de la grana cochinilla mediante imágenes macroscópicas. 

close all 

clear all 

clc 

warning('off','all') 

  

%% Lectura de la imagen 

  

A=imread('Nopal_2_RGB.png'); 

  

fig=figure(2); 

set (fig, 'Units', 'normalized', 'Position', [0 0 .5 .9]); 

subplot(3,3,1) 

imshow(A); 

title('Imagen original') 

  

pause(1) 

disp('Agrupando imágenes por clúster...') 

  

%% Segementación usando K-means 

  

% Crear una transformación en el espacio de color CIE (L*, a*, b*) 

lab = makecform('srgb2lab'); 

  

% Aplicar la transformación a la imagen 

labA = applycform(A,lab); 

subA = double(labA(:,:,2:3)); 

nrows = size(subA,1); 

ncols = size(subA,2); 

subA = reshape(subA,nrows*ncols,size(subA,3)); 

  

% Numero de clusters 

nClusters = 7; 

[clusterP] = kmeans(subA,nClusters); 

imageP = reshape(clusterP,nrows,ncols); 

  

subplot(3,3,2) 

imshow(imageP,[]); 

title('Imagen agrupada') 

  

imagePclusters = cell(1,nClusters); 

rgbCluster = repmat(imageP,[1 1 3]); 
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kk=3; 

  

for k = 1:nClusters 

    originalA = A; 

    originalA(rgbCluster ~= k) = 0; 

    imagePclusters{k} = originalA; 

     

    subplot(3,3,kk) 

    imshow(imagePclusters{k}); 

    title(['Clúster #',num2str(k)]) 

    kk=kk+1; 

end 

  

%% Conteo de las granas 

  

% Ingresamos el cluster en donde se encuentren las granas 

pause(1) 

n=input('Ingrese el número de clúster con granas: '); 

  

figure(3) 

subplot(1,2,1) 

A2=imagePclusters{n}; 

  

% Binarización del cluster seleccionado basado en un umbral promedio de la 

% imagen 

A2bin = im2bw(A2,graythresh(A2)); 

A2bin = bwareaopen(A2bin, 70); 

  

A2bin = bwlabel(A2bin); 

imshow(A2bin) 

title('Imagen binarizada') 

  

% Cuantificación de las granas encontradas en la imagen binaria 

numGranas = bwconncomp(A2bin,4); 

  

subplot(1,2,2) 

  

% Delimita el borde de las granas en la imagen binaria 

borderA2bin = bwperim(A2bin,4); 

lineA2bin = A;  

lineA2bin(borderA2bin) = 255; 

  

imshow(lineA2bin); 

title('Detección de granas en la zona del nopal') 

S2=sprintf('Número aproximado de granas: %d\n',numGranas.NumObjects); 

xlabel({S2}) 

fprintf('\n') 

 

Anexo 12 

Programa de autoría propia para calcular el tamaño de la grana cochinilla mediante imágenes 

macroscópicas. 
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function varargout = CalculaCALCULATAMANOGRANA (varargin) 

% CALCULATAMANOGRANA  MATLAB code for CALCULACALCULATAMANOGRANA  .fig 

%      CALCULACALCULATAMANOGRANA  , by itself, creates a new 

CALCULACALCULATAMANOGRANA   or raises the existing 

%      singleton*. 

% 

%      H = CALCULATAMANOGRANA  returns the handle to a new 

CALCULATAMANOGRANA  or the handle to 

%      the existing singleton*. 

% 

%      CALCULATAMANOGRANA ('CALLBACK',hObject,eventData,handles,...) calls 

the local 

%      function named CALLBACK in CALCULATAMANOGRANA .M with the given 

input arguments. 

% 

%      CALCULATAMANOGRANA ('Property','Value',...) creates a new 

CALCULATAMANOGRANA  or raises the 

%      existing singleton*.  Starting from the left, property value pairs 

are 

%      applied to the GUI before CALCULATAMANOGRANA _OpeningFcn gets 

called.  An 

%      unrecognized property name or invalid value makes property 

application 

%      stop.  All inputs are passed to CALCULATAMANOGRANA _OpeningFcn via 

varargin. 

% 

%      *See GUI Options on GUIDE's Tools menu.  Choose "GUI allows only 

one 

%      instance to run (singleton)". 

% 

% See also: GUIDE, GUIDATA, GUIHANDLES 

 

% Edit the above text to modify the response to help CALCULATAMANOGRANA  

 

% Last Modified by GUIDE v2.5 06-Oct-2017 13:57:10 

 

% Begin initialization code - DO NOT EDIT 

gui_Singleton = 1; 

gui_State = struct('gui_Name',       mfilename, ... 

                   'gui_Singleton',  gui_Singleton, ... 

                   'gui_OpeningFcn', @CALCULATAMANOGRANA _OpeningFcn, ... 

                   'gui_OutputFcn',  @CALCULATAMANOGRANA _OutputFcn, ... 

                   'gui_LayoutFcn',  [] , ... 

                   'gui_Callback',   []); 

if nargin && ischar(varargin{1}) 

    gui_State.gui_Callback = str2func(varargin{1}); 

end 

 

if nargout 

    [varargout{1:nargout}] = gui_mainfcn(gui_State, varargin{:}); 

else 

    gui_mainfcn(gui_State, varargin{:}); 

end 

% End initialization code - DO NOT EDIT 
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% --- Executes just before CALCULATAMANOGRANA  is made visible. 

function CALCULATAMANOGRANA _OpeningFcn(hObject, eventdata, handles, 

varargin) 

% This function has no output args, see OutputFcn. 

% hObject    handle to figure 

% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 

% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 

% varargin   command line arguments to CALCULATAMANOGRANA  (see VARARGIN) 

 

ah = axes('unit', 'normalized', 'position', [0 0 1 1]);  

bg = imread('example.jpg'); imagesc(bg); 

set(ah,'handlevisibility','off','visible','off') 

uistack(ah, 'bottom'); 

 

% Choose default command line output for CALCULATAMANOGRANA  

handles.output = hObject; 

 

% Update handles structure 

guidata(hObject, handles); 

axis off; 

 

clear all 

% close all 

clc 

fprintf('Programa para calcular el tamaño de\nla grana cochinilla.\nEn 

ejecución...\n\n'); 

 

% UIWAIT makes CALCULATAMANOGRANA  wait for user response (see UIRESUME) 

% uiwait(handles.figure1); 

 

 

% --- Outputs from this function are returned to the command line. 

function varargout = CALCULATAMANOGRANA _OutputFcn(hObject, eventdata, 

handles)  

% varargout  cell array for returning output args (see VARARGOUT); 

% hObject    handle to figure 

% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 

% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 

 

% Get default command line output from handles structure 

varargout{1} = handles.output; 

 

 

% --- Executes on button press in btnSelectImage. 

function btnSelectImage_Callback(hObject, eventdata, handles) 

 

% LEER IMAGEN DESDE FICHERO 

[filename, pathname] = 

uigetfile({'*.jpg';'*.png';'*.tif';'*.jpeg'},'Seleccione Una Imagen'); 

fprintf('Nombre del archivo: %s\nRuta del archivo: %s\n',filename, 

pathname); 

 

% IMAGEN ORIGINAL 

A=imread(filename); 

handles.A=A; 

guidata(hObject, handles) 
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figure ('Name','Recorte El Objeto de Referencia') 

h = imshow(A); 

 

icon = imread('Icon.jpg'); 

waitfor(msgbox('Recorte El Objeto de 

Referencia','RECORTAR','custom',icon)) 

 

hText = impixelinfoval(gcf,h); 

set(hText,'FontWeight','bold') 

set(hText,'FontSize',10) 

rect = getrect; 

 

% IMAGEN REFERENCIA 

 

axes(handles.PlotObjRef); 

imgRef=imcrop(A,[rect]); 

imshow(imgRef) 

 

for i=1:2 

    [x,y]=ginput(1); 

    text(x,y,'*','Color','r') 

    P(i,:)=[x,y]; 

end 

 

% P1=[P(1),P(3)]; 

% P2=[P(2),P(4)]; 

%  

% dEuclRef = pdist2(P1(1:2),P2(1:2)); 

[M,N,O]=size(A); 

dEuclRef = N; 

DistanciaObjRef=sprintf('%0.0f',dEuclRef); 

set(handles.txtPixelsObjRef, 'String', DistanciaObjRef); 

 

 

% --- Executes on selection change in listboxUnidades. 

function listboxUnidades_Callback(hObject, eventdata, handles) 

% hObject    handle to listboxUnidades (see GCBO) 

% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 

% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 

 

% Hints: contents = cellstr(get(hObject,'String')) returns listboxUnidades 

contents as cell array 

%        contents{get(hObject,'Value')} returns selected item from 

listboxUnidades 

 

 

% --- Executes during object creation, after setting all properties. 

function listboxUnidades_CreateFcn(hObject, eventdata, handles) 

% hObject    handle to listboxUnidades (see GCBO) 

% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 

% handles    empty - handles not created until after all CreateFcns called 

 

% Hint: listbox controls usually have a white background on Windows. 

%       See ISPC and COMPUTER. 
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if ispc && isequal(get(hObject,'BackgroundColor'), 

get(0,'defaultUicontrolBackgroundColor')) 

    set(hObject,'BackgroundColor','white'); 

end 

 

 

function editTamanoReal_Callback(hObject, eventdata, handles) 

% hObject    handle to editTamanoReal (see GCBO) 

% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 

% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 

 

% Hints: get(hObject,'String') returns contents of editTamanoReal as text 

%        str2double(get(hObject,'String')) returns contents of 

editTamanoReal as a double 

 

 

% --- Executes during object creation, after setting all properties. 

function editTamanoReal_CreateFcn(hObject, eventdata, handles) 

% hObject    handle to editTamanoReal (see GCBO) 

% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 

% handles    empty - handles not created until after all CreateFcns called 

 

 

% Hint: edit controls usually have a white background on Windows. 

%       See ISPC and COMPUTER. 

if ispc && isequal(get(hObject,'BackgroundColor'), 

get(0,'defaultUicontrolBackgroundColor')) 

    set(hObject,'BackgroundColor','white'); 

end 

 

 

% --- Executes on button press in btnSalir. 

function btnSalir_Callback(hObject, eventdata, handles) 

% hObject    handle to btnSalir (see GCBO) 

% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 

% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 

clf 

close all 

fprintf('\nFin del programa\n\n'); 

 

 

% --- Executes on selection change in menuUnidades. 

function menuUnidades_Callback(hObject, eventdata, handles) 

% hObject    handle to menuUnidades (see GCBO) 

% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 

% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 

 

% Hints: contents = cellstr(get(hObject,'String')) returns menuUnidades 

contents as cell array 

%        contents{get(hObject,'Value')} returns selected item from 

menuUnidades 

%menuUnidades 

 

 

% --- Executes during object creation, after setting all properties. 

function menuUnidades_CreateFcn(hObject, eventdata, handles) 
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% hObject    handle to menuUnidades (see GCBO) 

% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 

% handles    empty - handles not created until after all CreateFcns called 

 

 

% Hint: popupmenu controls usually have a white background on Windows. 

%       See ISPC and COMPUTER. 

if ispc && isequal(get(hObject,'BackgroundColor'), 

get(0,'defaultUicontrolBackgroundColor')) 

    set(hObject,'BackgroundColor','white'); 

end 

S{:,1}='Seleccione una unidad'; 

S{:,2}='milímetros (mm)'; 

S{:,3}='centímetros (cm)'; 

set(hObject, 'String', S); 

 

 

% --- Executes on key press with focus on editTamanoReal and none of its 

controls. 

function editTamanoReal_KeyPressFcn(hObject, eventdata, handles) 

% hObject    handle to editTamanoReal (see GCBO) 

% eventdata  structure with the following fields (see UICONTROL) 

% Key: name of the key that was pressed, in lower case 

% Character: character interpretation of the key(s) that was pressed 

% Modifier: name(s) of the modifier key(s) (i.e., control, shift) 

pressed 

% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 

 

 

% --- Executes on button press in btnOk. 

function btnOk_Callback(hObject, eventdata, handles) 

% hObject    handle to btnOk (see GCBO) 

% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 

% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 

 

fprintf('\nDatos del objeto de referencia:\n') 

 

A=handles.A; 

contents = get(handles.menuUnidades,'String');  

Value = contents{get(handles.menuUnidades,'Value')}; 

 

dEuclRef=get(handles.txtPixelsObjRef, 'String'); 

dEuclRef=str2num(dEuclRef); 

tamOBJref=fprintf('Tamaño del objeto: %0.0f (pxl)\n',dEuclRef); 

 

TamanoReal=get(handles.editTamanoReal,'String'); 

TamanoReal=str2num(TamanoReal); 

tamREALOBJref=fprintf('Tamaño del objeto: %0.3f [%s]\n',TamanoReal,Value); 

 

icon = imread('Icon.jpg'); 

waitfor(msgbox('Recorte El Objeto de Interés','RECORTAR','custom',icon)) 

 

figure ('Name','Recorte El Objeto de Interés') 

h = imshow(A); 

hText = impixelinfoval(gcf,h); 

set(hText,'FontWeight','bold') 



Apéndice. 

 
 

136 
 

set(hText,'FontSize',10) 

rect = getrect; 

 

% IMAGEN DEL OBJETO DE INTERES 

 

axes(handles.PlotObjDesc); 

imgRef=imcrop(A,[rect]); 

imshow(imgRef) 

 

for i=1:2 

    [x,y]=ginput(1); 

    text(x,y,'*','Color','r') 

    P(i,:)=[x,y]; 

end 

 

P1=[P(1),P(3)]; 

P2=[P(2),P(4)]; 

 

fprintf('\nDatos del objeto de estudio:\n') 

 

dEuclGrana = pdist2(P1(1:2),P2(1:2)); 

DistanciaObjDesc=sprintf('%0.0f',dEuclGrana); 

tamGRANref=fprintf('Tamaño de la grana: %0.0f (pxl)\n',dEuclGrana); 

 

set(handles.txtTamanoPixeles, 'String', DistanciaObjDesc); 

 

tamGRANA=(dEuclGrana*TamanoReal)/(dEuclRef); 

% tamGRANA=tamGRANA*dEuclGrana; 

 

% Conversión de las unidades 

UnidadTamanoReal = get(handles.menuUnidades, 'Value'); 

Value='micras (um)'; 

 

switch UnidadTamanoReal 

    case 1 

         

         

    case 2 % Unidades en mm seleccionado por el usuario 

         

        tamGRANA=tamGRANA*(10^3); 

         

    case 3 % Unidades en cm seleccionado por el usuario 

         

        tamGRANA=tamGRANA*(10^4); 

end 

 

tamREALGRANA=fprintf('Tamaño de la grana: %f [%s]\n',tamGRANA,Value); 

set(handles.txtTamanoReal, 'String', tamGRANA); set(handles.txtUnidad, 

'String', Value); 

 

Anexo 13 

Control del filtro de cristal líquido sintonizable VariSpec para sintonizar longitudes de onda desde 

los 400 hasta los 720 nm con paso de 10 nm entre ellas. 
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clear all 
close all 
clc 
 

% Abrir comunicación por el puerto COM con el filtro 
VsOpen ('COM5') 

pause (1) 

  
% Fijar rango de longitud de onda de 400 a 700 con un paso de 100 nm 
for w = 400:100:700 

 
    % Pasar cada longitud de onda al filtro 
    VsSetWavelength (w); 
    [err, wl] = VsMex(10); 
    pause (1) 

 
    % Mostrar longitud de onda en ejecución 
    sprintf ('Wavelenght: %d nm', w)  
end 

 
 % Mostrar la temperatura del filtro 
VsGetTemperature; 
[err, temp] = VsMex (30); 
temp = num2str (temp); 
sprintf ('Temperature: %s °C', temp)  

 
% Cerrar la comunicación 
VsClose  

 

Anexo 14 

Programa de MATLAB® que permite controlar al filtro de cristal líquido sintonizable y a la cámara 

monocromática Pointgrey®, para la adquisición de imágenes multiespectrales. 

clear all 
close all 
clc 

  
% Nombre de la muestra:  
% - Titulo del archivo txt 
% - Hora actual 
% - Permite sobreescribir el txt 
% - Encabezado: fecha, hora, nombre de la muestra. 

  
nMuestra='Teflon_Sample10'; 

  
filename=strcat('Temperatura 

LCTF_',date,'_Muestra',num2str(nMuestra),'.txt') 
A=fix(clock); 
fid=fopen(filename,'a'); 
fprintf(fid, 'Fecha: %s\n',date); 
fprintf(fid, 'Hora: %s:%s:%s 

pm\n',num2str(A(4)),num2str(A(5)),num2str(A(6))); 
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fprintf(fid, 'Muestra #%s',num2str(nMuestra)); 
fprintf(fid,'\nRegistro de Temperaturas: Filtro de Cristal Líquido 

Sintonizable\n>>>>>Datos Procesados<<<<<\n\n'); 

  
% Abrir comunicación con el puerto del filtro 
VsOpen ('COM16') 
% Pasar la longitud de onda de referencia al filtro  
VsSetWavelength (560); 
[err, wl] = VsMex(10); 
% Selección del adaptador de video y resolución de las imágenes 
vid = videoinput ('pointgrey', 1, 'F7_Mono16_1328x1048_Mode0'); 
% Muestra información del driver de video seleccionado 
imaqhwinfo (vid)  
% Video en tiempo real 
preview (vid)  
disp ('Puede enfocar...') 
pause 

  
tic 

  
for w = 400:10:720 
    VsSetWavelength (w); 
    [err, wl] = VsMex(10); 
    pause (0.5) 
    % Captura una imagen 
    sample = getsnapshot(vid); 

     
    figure (1) 
    % Muestra a la imagen capturada 
    imshow(uint16(sample)); 
    pause(1) 
    % Guarda la imagen 
    imwrite (uint16(sample),['FOTO_HojaManzana#3_',num2str(5),'nm.png']); 
    % Muestra la longitud de onda actual 
    sprintf ('Wavelenght: %d nm', w) 

     
end 

  
% Temperatura del filtro 
VsGetTemperature; 
[err, temp] = VsMex(30); 
sprintf ('Temperature = %3.2f °C', temp) 

  
% Termina el conteo del tiempo de ejecución del programa 
toc 

  
fclose(fid); 
% Detiene el video 
stoppreview (vid); 
% Cierra el video 
closepreview (vid); 
% Borra y libera la memoria utilizada por el objeto creado 
delete (vid); 
% Cierra sesión con el filtro 
VsClose 
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Anexo 15 

Sintonización de las longitudes de onda para realizar la medición de los niveles de potencia de la 

fuente luminosa. Durante la ejecución se crea un archivo con el registro de las temperaturas del filtro 

de cristal líquido sintonizable. 

clear all 
close all 
clc 

  
% Se creará un archivo txt con la fecha de ejecución, el cual contendrá un 
% registro de las temperaturas del filtro detectadas durante la medición 

  
filename=strcat('Temperatura LCTF_',date,'_NivelesPotencia.txt') 
A=fix(clock); 
fid=fopen(filename,'a'); 
fprintf(fid, 'Fecha: %s\n',date); 
fprintf(fid, 'Hora: %s:%s:%s 

am\n',num2str(A(4)),num2str(A(5)),num2str(A(6))); 
fprintf(fid,'\nRegistro de Temperaturas: Filtro de Cristal Líquido 

Sintonizable\nrespecto al cambio de nivel de iluminación de la Fuente 

Fiber-Lite DC950\n>>>>>Datos Procesados<<<<<\n\n'); 

  
% Iniciar comunicación con el puerto del filtro 
VsOpen ('COM16') 

  
% Longitud de onda de referencia 
VsSetWavelength (550);   
[err, wl] = VsMex(10); 

  
disp('Presione Una Tecla Para Continuar. . .') 
pause 

  
% Niveles de la fuente 1-13 
for i=1:13 
    for w=550 

         
        VsSetWavelength (w); 
        [err, wl] = VsMex(10); 

         
        VsGetTemperature; 
        [err, temp] = VsMex(30); 

         
        % Muestra la longitud de onda actual y temperatura del filtro así 
        % como el nivel 
        sprintf ('Wavelenght: %d nm \t Temperature = %3.2f °C', w, temp) 
        sprintf ('Nivel: %d', i) 
    end 

     
    Celcius = fprintf(fid,'Nivel %d\t Temperatura %3.2f °C\n',i,temp); 
    disp('Siguiente nivel de potencia') 
    pause 
end 
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% Cierra sesión con el filtro 
VsClose                      

  
%% Una vez medidas las potencias, se comenta el código de arriba y 
% se descomenta el que a continuación se presenta agregando los niveles de 
% potencia regitrados durante la medición para graficar los resultados 

  

  
% Vector de niveles 1-13 (W) 
% Potencias registradas (P) 
% figure(1) 
% W=1:13; 
% P=[-0.002114 0.0003772 0.00189 0.1704  1.2701 9.222 29.70 63.34 113.64 

187.89... 
%     289.9 387.1 392.7]; 
%  
% plot(W,P,'Linewidth',1.5) 
% axis([1 13 min(P) 400]) 
% xlabel('Power Level [Scale]'); ylabel('Power [\mum]') 
% title({'Potencia de la F.I. FiberLite DC950';'\lambda = 550 nm'}) 

 

Anexo 16 

Script que realizará la lectura de los sets de imágenes multiespectrales para calcular el espectro de 

reflectancia difusa de un punto de interés. 

clear all 
close all 
clc 

  
%% Selección de las coordenadas para todas las imágenes en Zoom 

  
% Deshabilita todos los WARNING 
warning('off','all') 

  
% Menú principal 
fprintf('Seleccione un rango de imágenes a procesar\n(1)\t\tNopal Sin 

O3\n') 
fprintf('(2-6)\tNopal Con O3 (Primeros 5 min)\n') 
fprintf('(7-10)\tNopal Con O3 (Cada 5 min)\n(11)\tNopal Con O3 (Con 

cambio)\n\n') 
nnn=input('Desde: '); 
n=input('Hasta: '); 
nn=input('Paso entre imágenes: '); 

  
% Imagen de referencia con gotas de aceite 
file=strcat('1_Nopal_560nm.png'); 

  
% Figura con las propiedades para realizar el Zoom 
hFig = figure('Name',file,'Toolbar','none','Menubar','none'); 
hIm = imshow(file); 
Aceite={'Aceite con Ozono','Aceite Comestible'}; 
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text(480,560,Aceite{2},'Color','white','FontSize',13) 
text(800,560,Aceite{1},'Color','white','FontSize',13) 
titulo=strcat('Imagen de referencia a: ',file(9:13)); 
title(titulo) 

  
% Panel de desplazamiento. 
hSP = imscrollpanel(hFig,hIm); 
set(hSP,'Units','normalized','Position',[0 0.1 1 .9]) 
% Añadir un cuadro de ampliación y una herramienta de resumen. 
hMagBox = immagbox(hFig,hIm); 
pos = get(hMagBox,'Position'); 
set(hMagBox,'Position',[0 1 pos(3) pos(4)]) 
imoverview(hIm) 
% Obtener la API (Application Programmer Interface (API)) del panel de 
% desplazamiento para controlar la vista. 
api = iptgetapi(hSP); 
mag = api.getMagnification(); 
r = api.getVisibleImageRect(); 

  
% Celda para 10 colores 
C = {[0 102/255 1],'r','g','b','c','m','y','k',[.8 .2 .6],... 
    [231/255 92/255 39/255],[102/255 51/255 0],[1 0 102/255]}; 
j=400:10:720; 
% Seleccionar 1 único punto de interés 
[x,y]=ginput(1); 
h1 = text(x,y,'*', 'HorizontalAlignment','center', 'Color', C{1}, 

'FontSize',10); 

  
%% Lectura de las imágenes y almacenamiento de intensidades en matriz A 

  
tic 
for aa=0 

     
    for i=400:10:720; 
        % Concatenar nombre de cada imagen dentro del ciclo 
        file=strcat(num2str(aa),'_Teflón_',... 
            num2str(i),'nm.png'); 
        % Lectura de cada set de imagenes multiespectrales 
        Im=imread(file); 

         
        fig=figure(3); 
        set (fig, 'Units', 'normalized', 'Position', [0,0,1,1]); 

         
        subplot(1,2,1) 
        % Mostrar imagen procesada 
        imshow(Im) 
        xlabel(strcat('[X:',num2str(x),', Y:',num2str(y),']')); 
        % Titulo concatenado para cada longitud de onda 
        titulo=strcat('Longitud de Onda:',' ', num2str(i), ' nm'); 
        leyenda=strcat('Estándar'); 
        title({leyenda;titulo}) 
        % Marca * en cada imagen 
        h1 = text(x,y,'*', 'HorizontalAlignment','center',... 
            'Color', C{aa+1}, 'FontSize',10); 
        pause(0.1) 
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        % Rendondeo de las coordenadas 
        x=round(x); y=round(y); 
        % Intensidad de cada imagen en la misma posición 
        Intensity(i) = Im(y,x); 
    end 

     
    In=nonzeros(Intensity); 
    A(:,aa+1)=[In]; 

     
    fig=figure(3); 
    subplot(1,2,2) 
    In=nonzeros(Intensity); 

     
    plot(j,A(:,aa+1),'Color',C{aa+1},'Linewidth',2) 
    axis([380 740 0 65535]) 
    xlabel('Longitud de Onda [nm]'); ylabel('Intensidad'); 
    title({'Espectro de intensidad'; 'a partir de imágenes 

multiespectrales (IMEs)'})  
    ley{aa+1}=strcat('Estándar'); 
    legend(ley,'Location','Northwest') 
    hold on 

     
    cont=2; 
    for a=nnn:nn:n 

         
        for i=400:10:720; 
            % Concatenar nombre de cada imagen dentro del ciclo 
            file=strcat(num2str(a-1),'_Nopal_',... 
                num2str(i),'nm.png'); 
            % Lectura del set de imagenes multiespectrales 
            Im=imread(file); 

             
            fig=figure(3); 
            set (fig, 'Units', 'normalized', 'Position', [0,0,1,1]); 
            subplot(1,2,1) 

             
            imshow(Im) 
            xlabel(strcat('[X:',num2str(x),', Y:',num2str(y),']')); 
            titulo=strcat('Longitud de Onda:',' ', num2str(i), ' nm'); 
            leyenda=strcat('Set #',num2str(a-1)); 
            title({leyenda;titulo}) 
            h1 = text(x,y,'*', 'HorizontalAlignment','center',... 
                'Color', C{a+1}, 'FontSize',10); 
            pause(0.1) 
            x=round(x); y=round(y); 
            Intensity(i) = Im(y,x); 
        end 

         
        In=nonzeros(Intensity); 
        A(:,a+1)=[In]; 

         
        fig=figure(3); 
        subplot(1,2,2) 
        In=nonzeros(Intensity); 
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        plot(j,A(:,a+1),'Color',C{a+1},'Linewidth',2) 
        axis([380 740 0 65535]) 
        xlabel('Longitud de Onda [nm]'); ylabel('Intensidad'); 
        title({'Espectro de intensidad'; 'a partir de imágenes 

multiespectrales (IMEs)'}) 
        ley{cont}=strcat('Set #',num2str(a-1)); 
        legend(ley,'Location','Northwest') 
        hold on 
        cont=cont+1; 
    end 
end 
toc 

  
%% Cociente mostrado en la Fig 4 de todas las imágenes procesadas 

  
fig=figure(4); 
K=2; 
ley{1}=strcat('Std/Std'); 
for N=nnn:nn:n+1 
    % Cociente de cada espectro entre el Standard 
    Coc(:,N)=double(A(:,N))./double(A(:,1)); 
    plot(j,Coc(:,N),'Color',C{N},'Linewidth',2) 
    axis([300 740 0 1.5]) 
    hold on 
    xlabel('Longitud de Onda [nm]'); ylabel('Reflectancia [%]'); 
    title({'Espectro de reflectancia difusa del nopal'; 'a partir de 

imágenes multiespectrales (IMEs)'}) 
    ley{K}=strcat('Set #',num2str(N-1),'/Std'); 
    K=K+1; 
end 
legend(ley,'Location','Northwest') 

  
pause(1) 
fig=figure(5); 
cd('Script_GraficarPuntosImagen\') 
F1=importdata('Ref0_QE_PointGreyMonocromatica_Pixeles_CORRECTED.txt'); 
F2=importdata('Ref3_Potencia_FiberLite_DC950.txt'); 
F3=importdata('Ref1_WS_1.Standard.txt'); 
F4=importdata('Ref2_Chlorophyll_Abs_OMLC.txt'); 

  

  
subplot(2,1,1) 

  
[hAx,hLine1,hLine2]=plotyy(F1.data(:,1),F1.data(:,2),F2.data(:,1),F2.data(

:,2)); 
ylabel(hAx(1),'Quantum Efficiency [%]'); 
ylabel(hAx(2),'Power [a.u.]'); 
set(hAx(1),'XLim',[300 740]); 
set(hAx(2),'XLim',[300 740]); 
title({'','Spectra References'}) 
legend('QE CMOS','FiberLite','Location','Northwest') 
xlabel('Wavelength [nm]'); 

  
subplot(2,1,2) 
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[hAx,hLine1,hLine2]=plotyy(F3.data(:,1),F3.data(:,2),F4.data(:,1),F4.data(

:,2)); 
ylabel(hAx(1),'Reflectance [%]'); 
ylabel(hAx(2),'Absorption [a.u.]'); 
set(hAx(1),'XLim',[300 740]); 
set(hAx(2),'XLim',[300 740]); 
legend('Standard','Chlorophyll','Location','Northwest') 
xlabel('Wavelength [nm]'); 

  
%% Relación de temperaruras del LCTF durante la adquisición de IMEs 
cd('..\') 

  
Archivos={'0_SinO3','1-5_ConO3','6-9_ConO3'}; 

  
for h=1:3 
    % Nombre del archivo txt 
    filename=strcat('Temperatura LCTF_19-Jun-2017_Muestra',... 
        Archivos{h},'.txt'); 
    % Lectura del archivo 
    F=textread(filename,'%s'); 
    % Palabra #14 -> Con la primer temperatura 
    v=19; 
    w=1; 
    k=1; 

     
    if h==1 
        % Celda de temperaturas extraidas del archivo 
        Data(k)=F(v); 
        % Convertir celdas a numeros 
        B=cell2mat(Data); 
        % Temperaturas en decimales 
        Temp1(k,:)=str2num(B(w:w+4)); 

         
    else if h==2 
            for k=1:5 
                % Celda de temperaturas extraidas del archivo 
                Data(k)=F(v); 
                % Convertir celdas a numeros 
                B=cell2mat(Data); 
                % Temperaturas en decimales 
                Temp2(k,:)=str2num(B(w:w+4)); 
                v=v+3; 
                w=w+5; 
            end 

             
        else 

             
            for k=1:4 
                % Celda de temperaturas extraidas del archivo 
                Data(k)=F(v); 
                % Convertir celdas a numeros 
                B=cell2mat(Data); 
                % Temperaturas en decimales 
                Temp3(k,:)=str2num(B(w:w+4)); 
                v=v+3; 
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                w=w+5; 
            end 
        end 
    end 

     

     
end 
Temp=cat(1,Temp1,Temp2,Temp3); 
k=0:length(Temp)-1; 
figure(6) 
plot(k,Temp,'b-*') 
xlabel('Número de Pila');ylabel('Temperatura Filtro [°C]'); 
hold on 
title({'Relación de temperaturas para todas las mediciones','',''}) 
leg=legend({['Temperatura del Laboratorio: 24°C' char(10) 'Clima 

Parcialmente Soleado']}); 
set(leg,'FontSize',8,'FontAngle','italic','Position',[.72,.84,.09,.2],'Box

', 'off', 'Color', 'none') 

 

 

Anexo 17 

Script con la capacidad de graficar hasta 7 puntos de interés sobre un mismo set de imágenes 

multiespectrales, para determinar el espectro de reflectancia difusa correspondiente. 

clear all 
close all 
clc 

  
% Número de puntos a graficar 
P=input('¿Cuántos puntos desea graficar?: '); 
warning('off','all') 

  
% Detección de saturación en la imagen 
sat=input('Nivel de Saturación: '); 
level=sat/65535; 
file=strcat('Nopal_Luz_550nm.png'); 
I=imread(file); 
iBin = im2bw(I, level); 
border = bwperim(iBin,8); 
lineaB = I; 
lineaB(border) = 0; 

  
% Imagen de referencia 
figure(1) 
hIm = imshow(lineaB); 
title('Imagen de referencia a 550 nm') 
 

% Paleta de colores para 7 puntos de interés 

C = {'r','g','b','c','m','y','k'}; 
S = strcat('-',C,'o'); 

  
j=400:10:720; 
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fprintf('\n') 

  
% Ciclo para leer por cada punto seleccionado por el usuario 
for k=1:P 
    figure(1) 
    [x,y]=ginput(1); 

     
    text(x,y,'*', 'HorizontalAlignment','center',... 
        'Color', C{k}, 'FontSize',12); 
    hold on 
    x=round(x);y=round(y); 

     
    Teflon = {'Teflón_Luz_', 'Teflón_Osc.png'}; 
    Muestra = {'Nopal_Luz_', 'Nopal_Osc.png'}; 

     
    TeflonOsc=imread(Teflon{2}); 
    MuestraOsc = imread(Muestra{2}); 

     
    % Lectura de las imágenes 
    for i=400:10:720 

         
        TeflonLuz=imread(strcat(Teflon{1},num2str(i),'nm.png')); 
        MuestraLuz=imread(strcat(Muestra{1},num2str(i),'nm.png')); 

         
        Ref(i) = double(MuestraLuz(y,x) - MuestraOsc(y,x))... 
            /double(TeflonLuz(y,x) - TeflonOsc(y,x)); 

         
    end 

     
    R=nonzeros(Ref); 

         
    figure(2) 
    plot(j,R,S{k},'Linewidth',2) 
    xlabel('Longitud de onda [nm]'); ylabel('Reflectancia [%]'); 
    title('Espectro de reflectancia difusa a partir de IMEs') 
    ley{k}=strcat('Punto #',num2str(k)); 
    legend(ley,'Location','SouthEast') 
    hold on 

  
    fprintf('Punto #%d: (x = %d, y = %d)\n',k,y,x); 
end 
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Anexo 18 
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Anexo 19 

Bitácora del crecimiento de la muestra de grana cochinilla. 

[Distancia de adquisición de imágenes: ± 20 cm] 

Por: Alejandra Cárdenas Rosales 

Se han considerado 3 zonas principales para seguir su crecimiento. 
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Observaciones 
En esta fecha, se pudo observar a través de un objetivo que un insecto (podría ser macho, debido a la forma de su cuerpo y 
a que tiene alas) salía de su algodoncillo, situado en la Zona 2, como se muestra a continuación: 
 

  
 
Debido a complicaciones y eventos por parte de la Universidad, las mediciones en los días posteriores (después del puente 
de Día de Muertos) no se llevaron a cabo. 
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Tamaño: 5 mm 

 
Tamaño: 9 mm 

 
Tamaño: 10 mm 

Observaciones 
 
Este día en particular, se notó la presencia de un insecto muy parecido al picudo 
barrenador, del cual se ha investigado que es también conocido como una de las 
tantas plagas que daña al nopal. Como se muestra en la imagen, este insecto se 
encontraba en la cara posterior del cladodio del nopal. Dado que existen insectos 
que pueden dañar el bienestar de la grana cochinilla, se recomienda tener más 
cuidado así como una inspección más frecuente a lo largo del crecimiento de la 
misma. 
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Observaciones 
 
En este caso, se ha propuesto medir el otro lado de la grana 
cochinilla, a fin de conocer las demás dimensiones que tiene 
debido al tamaño considerable que posee ya para estos días 
presenta.  
De igual manera se pudo observar un daño importante, que 
anteriormente no presentaba, en una de las granas que se 
encuentran en el cladodio, la cual se muestra en la imagen 
de la derecha. A diferencia de las demás granas, ésta se 
encontraba abierta de la parte superior permitiendo ver en 
su interior, por lo que se puede asociar a un daño directo 
provocado por algún insecto. 
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Tamaño: 6 mm 

 
Tamaño: 11 mm 

 
Tamaño: ~11 mm 

 
Tamaño: 4 mm 

 
Tamaño: 11 mm 

 

Observaciones 
En esta ocasión, se observaron algunas puntas que 
sobresalian de los algodoncillo en donde se encuentra la 
grana cochinilla. Debido a esto, se dificultó la toma de 
imágenes de la Zona 3. 
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Vista frontal 

 
Tamaño: 7 mm 

 
Tamaño: 12 mm 

 
Tamaño: 11.5 mm 

Vista posterior 

   
Tamaño: ~4 mm 

Observaciones 
Como indicaciones de la Dra. Margarita, se ha sugerido fotografiar también la parte trasera del cladodio, ya que existe grana 

por ese lado, pudiendo dar seguimiento a su crecimiento a ese lado también. 
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Tamaño: 7 mm 

 
Tamaño: 12 mm 

 
Tamaño: 12 mm 

Observaciones 

Cuando se llevó a cabo la captura de imágenes para el 
registro del desarrollo de la grana, se pudo ver distintos 
puntos negros en diferentes sitios del cladodio, tal y como se 
observa en la siguiente figura: 

 

Dada la inquietud, se optó por tocarlos a lo cual pude 
observar que de ellos salía una especie de líquido marrón, 

por lo que se decidió observarlos a través de una lente 
objetivo, dando la imagen que a continuación se presenta: 

 

Fecha Zona 1 Zona 2 Zona 3 
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Como se puede apreciar, dichos puntos negros corresponden a crías de grana cochinilla, en donde algunas ya presentaban 
algodoncillo blanco. A continuación se presentan algunas fotografías, adquiridas en diferentes zonas del cladodio, en donde se 
muestra la distribución que adquiere este insecto. 

 

Cerca de espinas o 
sobre la hoja de 
nopal 

  

Sobre las granas 
“madre” 

  
 
Este es un periodo muy importante a tomar en cuenta, ya que se deberá estudiar a la grana siendo cría todavía. 
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Tamaño: 7 mm 

 
Tamaño: 12.5 mm 

 
Tamaño: 12 mm 

Observaciones: 

En esta medición ha sido más notoria la población de crías de granas sobre el cladodio, como se observa a continuación: 
 

  
Vista frontal del nopal Vista posterior del nopal 

 
Se observó que algunas de ellas aún se encuentran en movimiento, a lo contrario de la mayoría que ya se han situado en 

una zona fija del nopal, éstas ultimas con recubrimiento de algodoncillo blanco en la superficie de sus cuerpos. 
 
Como se observa a continuación, el crecimiento de la cochinilla es notorio de igual forma en el grosor de éstas: 
 

 

 

 

Vista frontal del nopal Vista posterior del nopal 

NOTA: 
Cabe mencionar que dada la ubicación de las crías, las mediciones realizadas para determinar su tamaño, son cada vez más 

dificiles, ya que la regla con la que se mide puede dañar alguna de ellas. En asesorías se ha recomendado emplear algun método 
que se base en la cuantificación del tamaño de los objetos respecto al número de pixeles que abarca en la imagen capturada. 
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Vista frontal del 

cladodio 
Vista posterior del 

cladodio 
 

En días anteriores las mediciones de la grana no fueron 
posibles de hacer, debido a que se prestó mayor atención a las 
mediciones de fluorescencia en sustancias (ácido carminico y 
clorofila) y sobre el cladodio. De igual forma, el registro del 
crecimiento de la grana ya no fue posible dado que las zonas 
de medición de la hoja se encontraban cubiertas a su alrededor 
como se muestra. 

Dada esta situación, es que se ha propuesto implementar 
cuanto antes un modelo para reproducir la muestra de grana 
con la que se cuenta. 
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A continuación se presenta la propuesta #2 para llevar acabo la reproducción de la grana 
cochinilla, siguiendo el modelo que se muestra en la Fig. 1. Los cladodios de nopal que 
servirán para la reproducción de la cochinilla, fueron cortadas en la comunidad de 
Huapalcalco, Tulancingo de Bravo, el día 17 de Diciembre. 
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 El material a utilizar se muestra en la siguiente ilustración. Dicha propuesta, como se observa, será instalada en la misma 

maceta en donde se encuentra actualmente el nopal que contiene la plaga. 
 

 
 

Implementación de la propuesta de 
reproducción de la muestra de grana 

cochinilla. 

Zona de medición 
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El procedimiento a seguir fue el siguiente: 
1. Con ayuda de una cuchara se escarbó la tierra primero por un lado del cladodio con la cochinilla, procurando que ésta 

no cayera. 

2. Con mucho cuidado, se dispuso a colocar un cladodio “sano”, lo más cerca posible al cladodio con la plaga, 

considerando que las espinas no afectaran a la cochinilla ya existente, veáse Fig. 2. 

3. Con ayuda de la misma cuchara, se cubre nuevamente los huecos entre los cladodios y con la maceta con la tierra 

escarbada. 

4. Por ultimo, se repiten los pasos 1-3, ahora por el otro lado del cladodio. 

 
Resultados de la propuesta: 
 

  
Separación entre los 

cladodios. Vista lateral                    Vista Superior 

 
Escarbando en la tierra se pudo observar que el nopal con la plaga ha enraizado por ambos lados como se muestra a 

continuación: 
 

 
Esto es bueno, ya que una planta cuando genera raíz se 

puede mantener por más tiempo en su forma natural, 
dandónos más tiempo para que se pueda reproducir la 
grana a otros cladodios para su conservación. 

 
 

  
Vista frontal del cladodio Vista posterior del cladodio 
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Se ha observado en días posteriores a la implementación de la propuesta, que algunas crías, así como machos de grana 
cochinilla, han mudado a las hojas nuevas casi de forma inmediata. Esto debido a que las espinas entre las diferentes hojas, 

permiten el acceso entre ellas. 

          
 

Macho de grana cochinilla encontrado en una de los cladodios sanos. 

Observaciones: 
Dada esta situación, y debido a que los machos vuelan para reproducirse con las hembras, se debe implementar algún tipo 

de invernadero como una caja y/o incubadora, la cual permita tener encerrado y controlado el hábitat que actualmente se 
tiene. Evitando así que los machos se escapen. 
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Se puede notar con mayor frecuencia que granas hembras han mudado a los cladodios nuevos, ya que las granas se 
encuentran aún en movimiento buscando algún sitio de la misma para establecerse. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para el desarrollo de la propuesta, durante el período de vacaciones, se colocó la maceta cerca de una ventana en donde 

estuviera expuesta al Sol constantemente. En muy ocasiones, fue ésta fue abierta para que el nopal se refrescara un poco. Cabe 

mencionar que nunca se sacó a la intemperie, ya que existen diversos insectos que pudieron haber causado daño a la grana 

cochinilla. El miércoles 21 de Diciembre de 2016, se regó la maceta con muy poca agua, a fin de mojar ligeramente la tierra de la 

maceta en donde se encuentra. 
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En esta ocasión se ha observado que varias granas cochinillas han mudado y otras ya se han establecido en diferentes 
zonas, de las hojas nuevas, incluso se ha podido observar, diferentes grupos de las mismas como se muestra a continuación: 

 

  
Crecimiendo de la población de grana cochinilla en los nuevos cladodios. 

 
 

Observaciones: 
Se propone usar malla o tela para mosquitero, para evitar la salida de los machos al volar, como se observa a 

continuación, permitiendo dejar pasar el aire y la luz ambiental como de costumbre. 
 

 
 
 

 

 



. 
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