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Development of a biomass sensor prototype based in image processing algorithms
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Resumen

Este trabajo muestra las evaluaciones iniciales para el desarrollo de un prototipo de sensor portatil de biomasa,
basado en el procesamiento de imagenes digitales. Fundamentado en la variacion del color que se observa durante
el desarrollo del cultivo de microalgas. Esta diferenciacion del color se debe principalmente a la variacion en la
composicion del cultivo, a medida que las microalgas van creciendo y capturando la energia solar, esto se relaciona
directamente con el crecimiento y la produccién de biomasa microalgal. La variacion del color es evaluada usando
tres colores (rojo, verde y azul), utilizando un algoritmo basado en el modelo de color RGB. Este algoritmo busca
extraer las variables que determinan las caracteristicas del cultivo. Lo que permite fundamentar las bases y el
desarrollo de un prototipo de sensor de biomasa que permita estimar la produccion de biomasa y las distintas
fases de cultivo basado en vision.
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Abstract

The initial concerns of a new biomass prototype portable sensor, using digital image processing are shown in this
paper. It is based on the color variation that is observed during the cultivation of the microalgae culture. This color
differentiation is mainly due to the variation in the composition of the culture, as microalgae grow and capture solar
energy; this is directly related to the growth and production of microalgae biomass. The color variation is evaluated
using three primary colors (red, green and blue) using an algorithm based on the RGB model. This algorithm seeks
to extract the variables which determine the characteristics of the culture. This allows establishing the basis and
the development of a biomass sensor prototype that allows estimating the production of biomass and the different

phases of culture based on vision.

Keywords: Microalgae; Image Processing, RGB model; Biomass.

Introduccion

Dentro de este equipo de trabajo una de la linea de
investigacion prioritaria que se viene desarrollando es el
cultivo de microalagas en condiciones no estériles para cul-
tivos abiertos, donde la variable principal que determina la
productividad del proceso es la biomasa [1]. En el mercado
actual existen sensores que permiten medir esta variable,
pero en su mayoria estan pensados para caracteristicas de
biorreactores cerrados, con todas sus variables externas e
internas controladas y dentro de un rango especifico, que
ademas son de alto valor econémico y en su mayoria no
son portables [2].

Con este objetivo global en mente se analizaron las
distintas alternativas para el desarrollo inicial del sensor
que entregara una medida cualitativa del cultivo en forma
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rapida y eficaz, y el estado del mismo, crecimiento, decre-
cimiento, punto optimo de la curva, momento de repique
o de inicio de cultivo continuo. Basdndonos en el color
que es una de las caracteristicas principales que otorga
informacion del estado del cultivo, se busco mediante
procesamiento de imagenes cuantificar con una medida
esta caracteristica, establecer una relacion con la fase de
crecimiento y etapa del cultivo.

Las microalgas y particularmente la chlorella sp, son
organismos que capturan eficientemente la luz solar, al
ocurrir esto la composicion, principalmente de clorofila,
va cambiando y el cultivo se torna de un color verde mas
intenso. Como ya es bien sabido la eficiencia fotosintética
esta relacionada con el crecimiento celular y la biomasa
microalgal obtenida como se fundamenta en las referencias
bibliograficas [3]; [4]; [S] y [6] entre otros.
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En este trabajo se presenta un método basado en el pro-
cesamiento de imagenes para extraer un valor en relacion
a la intensidad de los tres colores primarios presentes en
cada muestra para un cultivo de chlorella sp. Esta especie
de microalga es conocida para la produccion de biodiesel
dado su alto coeficiente fotosintético y acumulacion de
lipidos [7]. La variacion del color ha sido estudiada e
investigada previamente [8]; [9]; debido a la variacién en
la composicion bioquimica del cultivo [10], esta variacion
se puede medir utilizando colorimetria [11], [12], [13].

Metodologia

La metodologia usada es la extraccion de muestras foto-
graficas en las diferentes fases de cultivos para aislarla de
las condiciones luminicas externas e internas se construye
un dispositivo tipo camara oscura [14]. El método consiste
en una caja oscura de dimensiones 35¢cmx20cmx20cm,
pintado su interior de color negro para evitar reflejos, se
coloca una fuente constante de 12 Volts para alimentar la
fuente de luz incandescente de 60Watts con, con un cir-
cuito estabilizador de tension. Se coloca ademas un filtro
para que la luz sea homogénea y difusa. Las muestras se
colocan en un vaso de precipitado de marca BT®GC-17, se
colocan en envases idénticos todas las muestras para que
tengan las mismas caracteristicas de vidrio, grosor y por
lo tanto de imagen reflejada. La camara utilizada es una
camara digital Cannon Power Shot 610® de 14,7 Mpixels,
esta es colocada dentro de la camara oscura a una distancia
focal de 0,28 cm de la muestra (Figura 1).

Camara Muestra
Filt

Figura 1: Esquema del dispositivo desarrollado.

Luego de varias pruebas las condiciones seleccionadas
para tomar la imagen de cada muestra son las siguientes:
Modo P: Programable, ISO = 400, Punto Focal = 2,8
mm, Tiempo de Exposicion = 1/50 segundos, AF modo
evolutiva continuo, Flash apagado.

Se realizan pruebas con las imagenes teniendo en
cuenta los distintos modelos de color. Para este prototipo
luego de ensayos se utiliza el modelo RGB que se basa se
en las componentes de los tres colores primarios ROJO,
VERDE y AZUL para formar cada color. La imagen RGB
se representa como un grupo de tres matrices para el soft-
ware de procesamiento de imagen utilizado MATLAB®,
cada matriz representa un plano con las componentes
para cada color RED, GREEN y BLUE. En este modelo
de color cada pixel de la imagen es representado por una
composicion aditiva de los tres colores primarios rojo,
verde y azul, el nimero de colores que puede representar
cada pixel estd determinado por el nimero de bits usados

para representar cada elemento RGB. En este caso se usan
8 bits por cada color primario esto se denomina el tipo de
dato unit8.

Teniendo en cuenta la representacion de una imagen
en MATLAB® [11], son tres planos, uno para cada color
primario, segun el esquema mostrado a continuacion en
de la Figura 2.

-
I (m.m,1)=|

Figura 2: Representacion de una imagen RGB en MATLAB®.

Se procesan las imagenes siguiendo el diagrama de
flujo del algoritmo desarrollado mostrado en el siguiente
esquema para imagenes en RGB (Figura 3).

Lee imgen
[ 2
Imagen RGB
I

Selecciona ROI
]

Separo plano Red _ Separo plano Blue
s i
e

Figura 3: Diagrama de flujo procesamiento imagen.

Se lee la imagen obtenida para cada muestra, la imagen
del tipo RGB es representada cada plano RED GREEN y
BLUE por una matriz de mxn elementos para este caso
es el tamafo de la region de interés o ROI se define de
150x75 pixeles. Se separan los tres planos y se trabaja con
el plano GREEN una vez que la imagen ha sido homoge-
neizada. A este plano se le aplican filtros morfologicos y de
mediana que entrega como resultado una matriz de valores.
Luego procesando esta matriz se obtiene un valor que sera
proporcional a la biomasa obtenida.
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Figura 4: Imégenes tomadas para las diferentes muestras.

Resultados y Discusion

Se realizaron pruebas experimentales con muestras
diluidas de un inoculo cultivado de Chlorrella sp a lo
largo de 12 dias, parti6 con el 20% Inoculo, 10% BBM
(Bold Basal Medium), 70% Agua. Se tomaron 5 muestras
diluidas 1/5, 2/5, 3/5, 4/5, 5/5, mas una con agua pura para
establecer como referencia.

Las imagenes procesadas se muestran en la Figura 4
y los resultados obtenidos para cada muestra se observan
en la Tabla 1.

Tabla 1: Tabla de resultados

Green Red Blue Bs (mg/L) Cond.
0 34,7010 41,0980 26,4527 0 Cl-100%
1 116,6551 108,2507 34,8099 80 CI-80%
1] 119,5015 89,3071 11,6478 156 Cl-60%
1 133,1827 92,5052 3,2038 182 Cl-40%
v 152,9956 93,6316 1,8380 230 Cl-20%
v 155,5276 81,2516 1,7785 294 Cl

Los valores mostrados de biomasa en la Tabla 1 son
obtenidos mediante centrifugado, secado y pesado de
las muestras. Graficando los resultados se muestran las
siguientes lineas de tendencias en las Figuras 5 y 6 para
este ensayo:
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Figura 5: Grafica Biomasa vs RED, GREEN y BLUE.
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Figura 5: Gréfica valor GREEN vs biomasa.

Segun la ecuacidn obtenida y teniendo en cuenta los
valores de GREEN y biomasa que, como se observa, tienen
un alto coeficiente de relacion cercano a uno, de donde se
infiere que lo componente de mayor peso para el desarrollo
del algoritmo es la variable GREEN.

Se desarrolla ensayo cultivando chlorella durante 24
dias en condiciones no estériles en frascos de volumen
final 4 litros. Se parte de una concentracion inicial de 20%
inoculo, 10% BBM, 70% agua. Fotoperiodos de ilumina-
cion 12 hs. — 12 hs., inyeccion de CO2 a demanda seglin
variacion de pH. Los resultados obtenidos se muestran en
la Tabla 3.

Tabla 2: Ensayo curva de crecimiento.

Dia pH c°"d(”n°‘g;’ idad | g, e RED | GREEN (mBg/s'L)
0 73 1 5114 | 11839 | 12412 76

3 6,9 15 33,83 92,27 | 101,13 9%

7 67 17 5,85 9217 | 13472 | 191
10 6.6 2 1,44 90,15 | 168,45 | 330
14 7 17 4,43 4991 | 127,65 | 492
17 6,9 21 3,11 5027 | 132,18 | 641
24 7,1 25 12,48 1501 | 1574 550

Se grafican los resultados obtenidos y se muestran en
las figuras 6 y 7. Como se puede observar la relacion entre
la biomasa contenida en el cultivo y el valor GREEN se
mantiene directamente proporcional hasta el dia diez de
cultivo, a partir de ahi el algoritmo utilizara las compo-
nentes de los valores RED y BLUE haciendo un analisis
multivariable basado en el historial de ensayos del grupo
para estimar el valor aproximado de biomasa. Se puede
observar que cuando los valores GREEN, RED y BLUE
convergen a un valor bajo menor de 50, se considera que
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el cultivo ha entrado en fase de decrecimiento y muerte.
Observando los valores de RGB el algoritmo permite
estimar en qué fase de la curva de crecimiento esta el
cultivo, exponencial, lineal o de decrecimiento y muerte.
Lo que permite tomar decisiones de repique o cosecha en
el momento 6ptimo.
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Figura 5: Biomasa y valores RGB en funcion de dias de cultivo.
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Figura 6: Valores RGB en funcion de dias de cultivo.

Conclusiones

En las pruebas realizadas, observando las graficas y los
resultados obtenidos, se puede establecer la relacion entre
el color y la biomasa contenida en el cultivo. Esto permite
definir y actuar segun las fases principales de crecimiento
de las microalgas, debido a la variacion de las caracteris-
ticas del cultivo a medida que van desarrollandose. Los
resultados alcanzados en las primeras pruebas experimen-
tales muestran una relacion directa: entre el valor obtenido
al procesar la imagen y la biomasa contenida en el cultivo,
comparada con el procedimiento de peso seco. El espectro
de colores en las distintas fases de desarrollo del cultivo
se puede diferenciar detectar y cuantificar. Los valores de
RED GREEN y BLUE, como se observa en la Figura 5
y 6, convergen a cero cuando las microalgas alcanzan su
maximo valor de saturacion, brillo e intensidad de color y
comienza la fase de muerte. En las fases de crecimiento
exponencial el valor de GREEN aumenta proporcional-
mente. Determinar estos puntos para cada cultivo es de alta
importancia, ya que permite trabajar en la zona de maximo
rendimiento, evitando la fase de muerte para obtener mayor
productividad. Este desarrollo resulta muy atractivo para
implementar en la industria del biodiesel, dado su bajo
coste econdmico, portabilidad, y que permite obtener una

caracteristica cualitativa del cultivo en sus diferentes fases,
proporcionando mayor rentabilidad a todo el proceso.
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