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®Resumen

La técnica analitica de cromatografia de capa fina es una de las mas utilizadas actualmente para
el analisis de sustancias. Este trabajo se enfoca en el anélisis automatico de las imagenes de dichas placas
mediante métodos de procesamiento de iméagenes y reconocimiento de patrones. EI método propuesto
consta de varias etapas como la captura, deteccion, recorte y rotacion automatica de las imagenes de la
placa. Luego, se aplican algunos filtros para su mejoramiento y para poder detectar correctamente las
manchas de las sustancias de interés. Por tltimo, a partir de esaimagen se realiza laextraccion automatica
de los descriptores de forma 'y color, y la determinacion del valor del Rf para identificar la sustancia
mediante el calculo de la similitud con las sustancias patrones previamente almacenadas. El método
presentado es evaluado mediante su aplicacion en la identificacion de drogas, obteniéndose resultados
satisfactorios en la identificacion de 44 drogas de abuso.

Palabras clave: cromatografia, TLC, automatico.
® Abstract

The Thin-layer chromatographic analytical technique is one of the most currently used for the
analysis of substances. Thiswork is focused on the automatic analysis of such plate’s images using image
processing methods and pattern recognition methods. The proposed method consists of several steps as
capture, detection, automatic cropping and automatic rotation of the mentioned images. Afterwards, a
number of filters are applied to improve the image such that the stains of the substances of interest be
correctly detected. Finally, from that image automatically extracting descriptors of shape and color, and
Rfvalue determination is performed to identify the substance by calculating the similarity with the patterns
substances previously stored. The presented method is evaluated inadrugs identification problem. Good
results were obtained for identifying 44 abuse drugs.

Keywords: Chromatography, Thin Layer Chromatography, automatic.

® Introduccion

La cromatografia de capa fina (TLC, traducido
del inglés Thin-layer chromatography) es uno de los
métodos mas ampliamente usado para el analisis
quimico cualitativo/9/. Mediante el mismo es posible
identificar sustancias o0 componentes de sustancias
que se encuentren mezclados. A diferencia de otros

métodos como el HPTLC (High performance Thin-
layer chromatography) /16/ el cual requiere de
equipamientos de alto costo, lacromatografia de capa
fina resulta mucho menos costosa /1/.

La utilizacion del procesamiento digital de las
imégenes de TLC /17/ permite aumentar la precision
y velocidad del andlisis cualitativo y cuantitativo de
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las sustancias, ya que permite la cuantificacion de los
resultados del proceso y su analisis automatico,
mediante las técnicas de segmentacion, descripciony
clasificacion de las imagenes de TLC capturadas por
un escaner o una camara digital /4,13/. Se brindan,
ademads, nuevas posibilidades relacionadas con el
mejoramiento de las imagenes afectadas por ruidos
originados por el propio proceso fisicoquimico, la
evaluacion de la calidad del mismoy lacomparacion
con resultados previamente almacenados.

Esta investigacion ha tenido como objetivo la
obtencién de las herramientas matematicas y
computacionales necesarias parael analisisautomatico
de las imégenes de TLC, utilizando como ejemplos
experimentales, placas resultantes de andlisis de
drogas y medicamentos. En el presente articulo se
presentan los métodos propuestos para la alineacion
y recorte automatico de la imagen de la placa, asi
como el mejoramiento de las iméagenes, la
segmentacion de las manchas propias de procesoy su
descripcion.

Resultaimportante el calculo automatico del Rf
(factor de retardo) /2/. Se proponen, ademas,
diferentes medidas de similitud con el objetivo de

cristal plano

ayudar a identificar los componentes quimicos.
Por ultimo, se presenta una propuesta de un método
de la evaluacion automética aproximada de la
calidad del proceso de TLC basada en el andlisis
estadistico de la imagen /4/. Los resultados
obtenidos son ejemplificados en las figurasy tablas
presentadas en el documento.

Fundamentacion teorica

La cromatografia de capa fina /5, 9/ tiene
una fase estacionaria (un sélido o liquido
depositado sobre un s6lido) y una fase movil
(un liquido o gas). La fase mévil viaja a través
de la fase estacionaria y junto con ellas se
desplazan los componentes quimicos mezclados
a diferentes velocidades. La fase estacionaria
es comunmente un gel de silica (o alimina)
depositado sobre un papel o cristal. La fase
movil es un disolvente o una mezcla de
disolventes /9/. Las figuras 1 y 2 muestran
basicamente el proceso y los resultados.

Cuando el disolvente alcanza la altura méaxima de
la placa, la misma es extraida del beaker. Luego se
miden las distancias recorridas por el disolvente y por

- -
placa con gel de 2
silica - Deaker
linea trazada
con léapiz [~
e

&
punts de aplicaclidn de la

mueastra

.
digolvents

Fig. 1 Diagramarepresentativode unprocesode TLC.

altura
alcanzado por
el frente del
disolvente

I\f

altura alcanzada por uno de
los componentes

Fig. 2 Diagrama representativo de los resultados
deunprocesode TLC.
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las diferentes manchas correspondientes a los
diferentes compuestos quimicos mezclados. Para la
identificacion de los compuestos quimicos se calcula
magnitud del Rf (factor de retardo) a partir de las
distancias medidas /2/ segun la formula 1. La Fig. 3
muestra esquematicamente las diferentes distancias
necesarias para el célculo de Rf.

Aunque el valor del Rf aporta informacidon basica
para la identificacion de cada compuesto quimico de
interés, no esel Uinico elemento atener en cuenta para
la identificacion final de las sustancias de interés.
Estainformacion se complementacon ladeterminacion
del colory laformade cada mancha. Todo el proceso
se realiza originalmente de forma manual/1/.

distancia recorrida por el componente

f

distancia recorrida por el disolvente

distancia recorrida por
al solvente

Nuestroenfoque radicaen lautilizacion de técnicas
avanzadas de procesamiento de imagen /4,8/ y
reconocimiento de patrones con el objetivo de
automatizar el proceso de identificacion de sustancias,
evitando al unisono los errores que se cometen en la
determinacion manual de los centroides de lasmanchas
y las mediciones, asi como automatizando el proceso
de comparacion con los patrones previamente
almacenados o conocidos/5/. Por otra parte, mediante
estos métodos laevaluaciénde laformay el color que
serealizabajo el criterio del especialista es sustituida
por una evaluacion cuantitativa, lo que permite una
mayor precision y estandarizacion del método de
identificacion.

M¢étodos utilizados y condiciones
experimentales

A continuacion se describen los métodos utilizados
para la realizacion de este trabajo para el cual se
cont6 con un conjunto de 44 drogas de abuso y los
reactivos necesarios para la realizacion de los
experimentos de cromatografia de capa fina.

Procesamiento de las imigenes de TLC

Parael procesamiento automatico de lasimagenes
de las placas de TLC se han propuesto los siguientes

i

| distancia recorrida
i por cada compuesto

TrYy

pasosdescritosen lafigura4, los cuales sonexplicados
en detalle posteriormente.

Descripcion detallada de cada paso
del procesamiento de la imagen

Captura de la imagen mediante esciner o
camara digital

Lacapturade laimagen puede realizarse mediante
una camara digital o un escaner, mediante WIA
(Windows Image Adquisition) /3/, lo cual permite la
utilizacién directa de una interfaz de Windows,
evitando de estaformael uso de lainterfaz Twain que
normalmente es propietaria. WIA permite las
operaciones de visualizacion previa, seleccion del
area de interés, y almacenamiento en los formatos
necesarios parael trabajo mediante cualquiera de los
equipos de captura utilizados, cdmaras digitales,
escaneres, camaras de video, etcétera. /3/.

Deteccion automatica de la placa y recorte

El proceso de deteccion automatica de la placa, se
realiza mediante la aplicacion de la transformada de
Hough de la recta /1,10/. De esta forma se detectan
las lineas rectas que constituyen los bordes de la placa
asi comoel &ngulo (cita) de las mismas que se obtiene
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de forma directa de la propia transformada. Este
angulo sirve posteriormente para aplicar el paso 3y
lograr rotar automaticamente laimagen paraalinearla
correctamente.

Rotacién automatica

Segunelangulo obtenido mediante el paso anterior
serealizalarotacionde laimagen de formaautomatica
sin laintervencion del operador.

Deteccién de 1a linea base

Enelprocesode TLC, lalineabase es considerada
aquella sobre la cual es depositada la muestra o
patron para ser analizada. La misma es trazada con
un lapiz de grafito y se encuentra en la parte inferior
de la placa de silica /9/. La Gnica linea recta interior
que es detectada en la placa, es la linea base y, por
tanto, también es detectada mediante laaplicacion de
la transformada de Hough de la recta.

Como puede ocurrir que al realizar este proceso
se obtenga mas de una recta, se tomard como la
coordenada y de esta linea, el valor medio de los
valoresde Ro obtenidos de latransformada de Hough.
La linea base es fundamental porque a partir de ella
se realizan las mediciones de distancias necesarias
para el célculo de los factores de retardo /2/.

Deteccion y segmentacion de las manchas

La deteccion de las manchas se realiza
basicamente mediante lasiguiente secuencia de pasos
/10/.

1. Conversion de la imagen a tonos de grises.

2. Determinacion del umbral para la binarizacion de
laimagen.

3. Deteccion de los bordes de cada mancha.

4. Marcado de los bordes y almacenamiento de la
secuencia de pixeles de los mismos.

En el 99 % de las manchas obtenidas en los
experimentos, las mismas se produjeron con
coloraciones que una vez transformadas en tonos de
grises son méas oscuras que el fondo de laimagen. Sin
embargo el problema de obtener el mejor umbral
aunque hasido enfocado mediante diferentes métodos
abordadosen laliteratura/12/ depende muchas veces
del contexto y de los intereses del usuario.

Esta situacion ocurre en nuestro caso, en el
cual los algoritmos de umbralizacion que
normalmente son recomendados en la literatura
no arrojaron buenos resultados, produciéndose
errores de umbralizacion /12/. Con vista a la
solucion de este problemay teniendo en cuenta
las particularidades del histograma promedio de
los tonos de grises de estas imagenes, se propuso
la siguiente solucién que permitié la
segmentacion exitosa del 99 % de las manchas
analizadas, en los casos de iméagenes con buena
calidad.

A partir del histograma de tonos de grises de la
imagen, se busca iterativamente el valor de la
pendiente de laevolvente del mismo, en lazona de
mayor probabilidad de ocurrencia del umbral que
separa las manchas oscuras del fondo de laimagen.
Mediante un proceso de aprendizaje se obtuvo el
valor de esta pendiente que se obtiene mediante el
calculode laderivadade laevolvente del histograma,
de forma que el valor inicial del umbral serd
obtenido mediante este criterio. No obstante, si el
resultado obtenido mediante el proceso de
segmentacioén no es el adecuado se le da la
posibilidad al usuario de ajustarlo mediante un
control. En lafigura 5 se muestra la determinacion
del umbral inicial a partir del histograma de tonos
de grises de la imagen de TLC.

Sucede que en los casos donde la calidad de la
imagen no es buena, las manchas se presentan con
tonalidades débiles comparablesalastonalidades del
fondo /12/. Estos casos de manchas débiles fueron
resueltos mediante unasecuenciade pasos diferentes:

1. Aplicacion de un algoritmo de segmentacion
piramidal.

2. Binarizacion de la imagen.
3. Deteccion de los bordes de cada mancha.

4. Marcado de los bordes y almacenamiento de la
secuencia de pixeles de los mismos.

La segmentacion piramidal se basa en la
construccion de pirdmides hasta determinados
niveles, de forma que el enlace entre pixeles en el
mismo nivel, se produce si los pixeles adyacentes
cumplen determinadas relaciones.
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Filtraje y mejoramiento

Como resultado del proceso quimico de las placas
de TLC se producen ruidos que pueden afectar el
proceso de deteccion y segmentacion de las manchas

Histograma de la imagen.

derivada de la
wvclventes

walor de

pendients

inicial

aprandido |I

umbral inlcial
Fig.5Determinaciéndelumbralinicial.

de interés /11,15/. En tal caso, se aplican filtros de
suavizamiento que disminuyen el efecto negativo de
estos ruidos. Como ejemplo se puede ver en la
siguiente imagen de TLC (figura 6) el ruido presente
antesy después de laaplicacion de un filtro gaussiano.

El resto de las operaciones de mejoramiento y
filtrado consiste en laeliminacion de aquellas manchas
que por sus caracteristicas, especificamente por sus
dimensiones no pueden ser manchas correspondientes
a sustancias. La forma de eliminarlas es sumamente
simple ya que son suprimidas cuando superan un
umbral de tamafio (&rea de lamancha) mayor que los
valores maximos previamente acordados.

Determinacion de la calidad mediante
analisis del histograma

Conel objetivo de medir lacalidad del proceso
quimico y de la imagen obtenida se realiz6 el
estudio de diferentes medidas estadisticas. Como
resultado de este estudio y mediante la
realizacion de experimentos comprobatorios se
demostro que en el 98 % de los casos estudiados,
las medidas estadisticas conocidas como

Esbeltez (Kurtosis) y Excentricidad (Skewdness)

/18/, pueden ser muy utiles para evaluar la
calidad de las im&genes tomadas de las placas.
Esa calidad puede evaluarse de forma

»

|
|
|

Fig. 6 Presencia de ruido antes y su disminucion
despuésde laoperacion de filtrado mediante
suavizado gaussiano.

aproximada si se conoce laforma del histograma
de la imagen, en particular las caracteristicas
mencionadas anteriormente.

En la imagen de la placa de la izquierda puede
observarse la presencia de ruido que afecta la calidad
de la imagen, lo que se expresa en los valores
relativamente bajos de la esbeltez y la excentricidad

Fig.7 Eliminacion de lasmanchas
guesuperanel tamafio permitido.
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acordes a su histograma de tonos de grises. En
la imagen de la placa de la derecha pueden
observarse los altos valores de estas medidas y
su correspondiente histograma que corresponde
a una alta calidad de la imagen.

Determinacion de los centroides y
calculo del Rf

La determinacion de los centroides y la
correspondiente medida de las distancias para el

Fig. 8 Iméagenesy sus histogramas con los valores correspondientes de estas
dosmedidasestadisticas.

calculo del Rf se realiza de forma automaética. Esto
supone unaventajanotable respecto al método manual
de medicion donde la determinacion del centro de la
mancha se realizaba por apreciacion del usuario. En
la figura 9 se observa el resultado del proceso,
mediante una visualizacion de las manchas y sus
respectivos centroides.

Extracciéon de rasgos (descriptores de
forma)

Una vez segmentadas las manchas se procede
a la extraccion de los descriptores de forma,
correspondientes a la ROI (region de interés). El
vector que describe cada mancha esta conformado
por variables que caracterizan la forma de cada
mancha, mostrados en la tabla 1

Extraccién de rasgos (descriptores de
color)

El color de las manchas en la cromatografia de
capa fina brinda informacién valiosa para la
identificacion final de las sustancias analizadas /14/.
Una vez determinada la ROI (region de interés
de la mancha) se procede a extraer los
histogramas de color de cada uno de los planos
de color R(rojo), G(verde) y B(azul), esta
informacion es guardada y asociada a lamancha
de donde fue extraida.

Fig.9 Obtencionde loscentroidesy medida
parael calculo del Rf.

Cilculo de similaridad de Rf, forma, color y
similaridad conjunta

Para la identificacion del componente quimico
asociado a cada mancha, es necesario determinar el
gradode similitud de los valores del factor de retardo,
laformay el color respectoalos patrones de sustancia
almacenados previamente. Aunque no se ha
encontrado una cuantificacion exacta del aporte de
cadaunade estas similitudes en latomade ladecision
sobre la identidad del componente, se cuenta con
valores internacionalmente reconocidos del Rf para
cada sustancia en cada uno de los sistemas. Estos
valores aparecen reflejados en la literatura
especializada. No obstante, la experiencia de los
experimentos efectuados demuestra que los valores
de Rf absolutos son dificiles de obtener, debido a
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TABLA1.DESCRIPTORES DE FORMA QUE SON EXTRAIDOS
AUTOMATICAMENTE DE CADA MANCHA

0. Alto Mazimo { Altura méazima de la mancha)
1. Ancho Masimo (Ancho maximo de la mancha)
24 Area (Total de pizeles de la mancha)
3. Perimetro (Total de pixeles que contiene el contorno de la mancha)
4. Felacidn Area-Ferimetro (Felacidn entre los dos anteriores)
3. Area Complementaria (Diferencia entre el area de la mancha ¥ la caja
contenedora)
6. Angulofcita) (Angulo de inclinacion del gje principal de la mancha)
7. Area Caja { Total de pizeles de la caja contenedora)
(MWlomentos de Hu)
5. Hul
9. Hul
10. Hu3
11. Hud
12 Huj
13. Huf
14. Hu7
15 Momentos de legendre

todos los requerimientos y condiciones para la
realizacién de los experimentos similares a los
reportados por la literatura /7/.

Los especialistas en analisis quimico han
recomendado el calculo del Rf relativo, que no es

mas que la relacion entre el Rf absoluto de la
sustanciaanalizaday el Rf absoluto de unasustancia
patron o estandar interno. El resultado de la
identificacion de la sustancia bajo analisis, de
acuerdo al Rf, dependera de la relacién o cociente
entre los Rf relativos, el almacenado previamente

TABLA2.DESCRIPTORES DE COLOR QUE SON EXTRAIDOS
AUTOMATICAMENTE DE CADA MANCHA

T

83,

Histn:ng F. Histograma de 256 bins de componente rojo

26,

B4,

Histog G Histograma de 2536 bins de componente verde

95,

103,

Histog B Histograma de 256 bing de componente azul

paracadasustanciay el obtenido durante el anélisis
de la imagen.

La importancia de la similitud del Rf es crucial
para la identificacién de la sustancia, no obstante
también se tienen en cuenta las similitudes de
forma, basadoenel calculo de ladistanciaeuclidiana

entre los valores de los vectores que describen la
sustancia bajo analisis y el vector que describe la
sustancia patrony de color, calculando ladistancia
entre los histogramas de color obtenidos y
almacenados mediante la formula de distancia de
histogramas /10/.
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La decision final sobre la identidad del
compuesto, recae sobre el usuario, pero él mismo
cuentacon lostres valores de similitud mencionados
y ademas con un valor de similitud conjunta que
retune el aporte de los tres valores de similitud.
Inicialmente esta similitud contendra el promedio
de las tres anteriormente mencionadas, y
posteriormente se va asignando a cada una un peso
mediante un proceso de aprendizaje supervisado.

Almacenamiento y visualizacion de
los resultados

Como resultado del proceso de identificacion
de las manchas se obtiene una tabla de las
sustancias méas similares y una imagen auxiliar
con las manchas segmentadas en blanco con el
fondo negroy el centroide enrojo, como Sse muestra
en la figura 10.

Enelejemplo de lafigura 10, los carriles 1y
3arrojaron el resultado de laidentificacion de la
Carbamazepinacon més de un 99 % de similitud

Fircalimdy dal Pmcec oulde sl Soaid - o s S dran-ise
lidwls A= ardwn: s n-benidsc o =o csl reoren de ids=nl §-ac-
Snastan-m -
M Canl et % Sl
Ll Cabrmamemoa Alng  SMdE:
Cantld Diagan EETE
[T I = lemrtl |t|:e-'ald!'li::bi&'| |",.? Carecsly

respecto al patron almacenado de esta sustancia.
Como resultado complementario puede verse
en la figura 11 la tabla con las cinco sustancias
mas similares respecto a los patrones
almacenados.

Resultados

Se realiz6 mediante cromatografia de capa
fina laidentificacion de 44 sustancias incluidas
dentro del grupo de drogas de abuso. En estos
experimentos se evalu6 el comportamiento del
método teniendo en cuenta solamente el valor
del Rx.

El Rx se calculé en cada placa como el
cociente entre los Rf de la sustancia y el Rf del
estandar interno respectivamente. Para todos
los experimentos se utiliz6 como estandar interno
laclorpromazina. Se utilizaron como fase movil
acetato de etilo: metanol: amoniaco, metanol:
amoniaco, cloroformo n-butanol y tolueno:
metanol: dietilamina.

Bindliis aulomatios para C:Adrchives de programatdicrosefil Yisual Sdudio 9_.0WCISCSharpP rojecislaltimes)5 de abrili3. 1 _1.jirg

e o Tenads

Fig. 10 Respuesta que se obtiene paracadamanchay el por ciento de similitud con
el patronalmacenado de lamisma.

Vol. XXV, N° 3, septiembre-diciembre, 2013 m



Revista Cubana de Quimica, pags. 295-306

Como reveladores se usaron, basicamente,
yodoplatinato, dragendorff, vainillin, ninhidrin
difenilcarbazona y azul répido B. Para evaluar los

{bviroma 1, ¥ il Sl WG G E s o i e s s e r 3

resultados del proceso puede dividirse el mismo en
tres etapas bésicas: segmentacion, anlisis de la
calidad e identificacion.
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Fig. 11 Tabla con las cinco sustancias mas similares a la mancha del carril 1.

Resultados de la segmentacion

Tomando como referencialasegmentacion manual
realizada por los especialistas, el proceso de
segmentacion arroj los siguientes resultados:

El 98 % de las manchas verdaderas fueron
detectadas y segmentadas. De estas, un 10 % fueron
correctamente detectadas, sin embargo no fueron
segmentadas de forma similar a la segmentacion
realizada de forma manual por los especialistas.
Debe sefialarse que este error no determiné en la
identificacion, pues los errores de segmentacion no
variaron significativamente la posicion de los
centroides a partir de los cuales se calcula el Rf.

Segun laevaluacion de la calidad de las placas de
TLC en tres categorias buena, regular y mala, el
proceso de evaluacién automatica de la calidad
proyectd losiguiente:

En el 95 % de las placas la evaluacion propuesta
por los especialistas coincidio con la realizada de
forma automatica.

Como resultado final del experimento se llevé a
cabo el analisis de 44 drogas diferentes de forma

manual y automatica, obteniéndose los resultados
siguientes:

De 44 sustancias se identificaron perfectamente
40 sustancias (95 %) con mas del 90 % de
similitud. Las sustancias identificadas siempre se
encontraron entre las tres mas similares.

Las sustancias que fueron mal identificadas o
mayormente no identificadas entre las cinco méas
similares fueron: metilfenidato, flufenazina,
amitriptilinay efedrina.

Como razones de los errores de identificacion se
encontraron fundamentalmente lamalacalidad de los
patrones y la presencia de ruidos ocasionados por
defectosen lasplacas desilicaodebidoaladistribucion
no homogénea de algunos reveladores por defectos
en el trabajo con el atomizador.

Conclusiones

Los resultados obtenidos demostraron la
efectividad de los métodos propuestos. Sin embargo
la experiencia durante la realizacién de los
experimentos aportd elementos que pueden
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mejorar los resultados obtenidos hasta el
momento. Las principales causas de error
tienen su origen en las deficiencias en el
proceso quimico. En algunos casos, el efecto
borde provoco la deformacién de las manchas
de los carriles mas externos; en otros, la
existencia de ruidos provocados por errores
de iluminacion durante la captura de la placa
0 por el comportamiento no homogéneo del
proceso.

No obstante, se demostré la factibilidad de
automatizacion del proceso de andlisis de las
placas de TLC, con las correspondientes
ventajas, relacionada con la eliminacion de
los errores de medicion que introducen los
especialistas y el incremento de la eficiencia
general del proceso de identificacion de
sustancias.

El trabajo futuro debe estar dirigido al
perfeccionamiento de la disciplina
tecnolégica del proceso, asi como al
mejoramiento de los patrones, lo que requiere
un mayor conjunto de experimentos que
garanticen la repetitividad del proceso.
Ademés, debe evaluarse con un mayor
numero de ejemplos la validez de la similitud
de forma y color, cuyos resultados no se
reportan en el presente trabajo, ya que solo
se realizaron los experimentos basicos que
demostraron la factibilidad del proceso de
extraccion de los descriptores de estas
caracteristicas.
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