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Introducere

Bioprocese

Bioingineria este o stiinta care implica procese biologice, procese in care se dezvolta
culturi de microorganisme. Acestea sunt numite procese biotehnologice sau bioprocese.
Dintre procesele biotehnologice pot fi enumerate procese de biosinteza (biodegradare) cum
sunt cele pentru producerea enzimelor, medicamentelor (antibiotice, vitamine etc.), acizilor
organici, biocarburantilor, pigmentilor etc. Trebuie amintite si procesele de obtinere a
biomasei (de ex. cresterea ciupercilor) si, nu mai putin importante, procesele de tratare
biologica a apelor uzate. Specific bioproceselor este faptul ca acestea presupun dezvoltarea
de organisme vii care produc, pe cale naturala diferite produse de interes pentru
comunitatile umane. Evident ca dezvoltarea culturilor de microorganisme presupune
asigurarea unor conditii specifice de mediu in care acestea sa creasca si sa aiba o
productivitate inaltd si un randament crescut. De aici a izvorat necesitatea abordarii
proceselor biotehnologice 1intr-o maniera interdisciplinara, intelegand ca, pe langa
biotehnologii, la cresterea in bune conditi a microorganismelor, contribuie in mod
semnificativ si alte stiinte precum automatica (modelarea si controlul bioproceselor)
informatica (programarea sistemelor de calcul pentru implementarea algoritmilor de
conducere automata), chimie, fizica, matematica etc.

In general, bioprocesele se desfasoara in instalatii specializate, numite bioreactoare.
Acestea sunt prevazute cu echipamentele necesare dezvoltarii culturilor de celule, incluzand
si elementele de automatizare (diferite traductoare si elemente de executie specifice).
Structural, un bioproces implicad doua tipuri de subsisteme: subsistemul fizico-chimic si cel
de cineticd moleculara, care, in ansamblu, concurda la dezvoltarea culturilor de
microorganisme. Daca pentru parametrii subsistemelor fizico-chimice (pH, temperatura,
turatie de agitare etc.) nu se pune problema masurarii lor on-line in scopul dezvoltarii si
implementarii unui algoritm de conducere (exista traductoare specifice la un pret de cost
acceptabil), in cazul subsistemelor de cineticda moleculara problema achizitiei on-line a
informatiilor este mult mai dificila, in sensul ca marimile de interes (concentratii de biomasa,
substrat, diversi metaboliti etc.) nu pot fi masurate on-line. Motivul este legat de inexistenta
unor senzori suficient de precisi, fiabili si la un pret de cost acceptabil care sa furnizeze in
timp real informatii despre aceste marimi, informatii utilizabile in algoritmii de conducere
automata. O alta posibilitate de achizitie a datelor din proces este utilizarea de observere de
stare si parametri (estimatori de stare si parametri). Este o abordare frecventa de catre
automatisti, cu rezutate, in general, bune, dar care are ca principal inconvenient necesitatea
determinarii unui model matematic cat mai precis pentru implementarea estimatorului si, nu
in utimul rénd, faptul ca procesele biotehnologice sunt neliniare, puternic afectate de
incertitudini parametrice sau de model (dinamici ascunse) si de zgomote de masura si de
proces. Rezutd, deci, c& o problema foarte importantd a analizei si controlului cu
performante bune a unui proces biotehnologic constd in masurarea on-line a marimilor de
interes.

In cercetarea realizata in cadrul prezentei teze de doctorat s-au urmarit dous obiective
principale, concretizate in doua directii de cercetare: primul obiectiv este realizarea unui
sistem de masura a marimilor de interes din bioprocese in scopul automatizarii acestuia.
Sunt vizati atat parametrii subsistemului fizico-chimic, cat si, in mod special, cei din
subsistemul de cinetica moleculara. Cu alte cuvinte, se doreste inchiderea buclelor de
reglare automata aferente unui bioproces care se desfasoara intr-un bioreactor cu ajutorul
unor sisteme de masura realizate pe baza tehnicilor de prelucrare a imaginilor. S-a ales, ca
studiu de caz, procesul de crestere a celulelor de drojdie din specia Sacharomices
cerevisiae. ldeea dezvoltata in lucrare este de a determina concentratia de celule din specia
amintita (concentratia de biomasa) pentru a furniza marimea masurata necesara functionarii
unui algorim de control a bioprocesului, prin tehnici de prelucrare de imagini.
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A doua directie de cercetare a constat in utilizarea tehnicilor de prelucrare a imaginilor
in diagnoza proceselor biotehnologice. In acest scop, au fost capturate imagini la anumite
intervale de timp, folosind o camera de microscop, de catre un operator uman, imagini care
au fost apoi folosite in cadrul unor algoritmi de prelucrare de imagini pentru numararea
celulelor si apoi clasificarea acestora in clase, cum ar fi: celule tinere, celule in diviziune
(capabile de a se inmulti), celule mature, celule batrane, celule moarte.

Cercetarile din aceasta lucrare au un caracter interdisciplinar fiind realizate in cadrul
platformei de cercetare Bioaliment a Universitatii “Dunarea de Jos” din Galati, in colaborare
cu personalul din laboratoarele platformei.

Teza este structuratd dupa cum urmeaza: o introducere, patru capitole, concluzii si
contributii originale ale tezei de doctorat precum si doua anexe.

Introducerea prezinta motivatia alegerii temei de cercetare abordata in lucrarea de
doctorat si structura acesteia.

n capitolul 1 este prezentat stadiul actual al cercetarilor privind aplicatii ale procesarii
de imagini Tn conducerea bioproceselor. Capitolul cuprinde metodele utilizate in prezent in
microscopie, prelucrarea de imagini, precum si sisteme folosite in cercetarea culturilor de
celule. De asemenea, se prezinta o serie de tipuri de observere de stare sSi parametrii
utilizate in masurarea marimilor de interes in bioprocese.

In capitolul 2 sunt prezentate contributii privind aplicarea tehnicilor de prelucrare a
imaginilor in controlul bioproceselor. A fost realizat un stand experimental compus dintr-un
bioreactor si echipamentele aferente (mantaua de incalzire, agitatorul, senzori de
temperatura, pH, turbiditate), sisteme auxiliare precum: pompele peristaltice, bypassul
pentru preluarea de egantioane din cultura, microscopul, controllerul de turbiditate, sistemul
computerizat de masura si control format dintr-un calculator dotat cu placa de achizitie,
interfatad de legatura intre placa de achizitie si subansamblele bioreactorului si, nu in ultimul
rand, camera color pentru achizitia imaginilor in timp real. Ca sa se poata realiza legatura
dintre subsistemele bioreactorului si calculator a fost necesara realizarea unei interfete
specifice care sa permita achizitionarea semnalelelor de intrare provenite de la senzori, sa le
transmita placii de achizitie, precum si de a primi semnalele de iesire de la placa de achizitie
si de a le trasmite elementelor de executie.

Capturarea de imagini in-situ ale culturii de celule in timp real a necesitat proiectarea
si realizarea unui nou element specific senzorului pentru determinarea concentratiei de
biomasa (celula de curgere si observare, numita si bypass). In acest scop, au fost realizate
mai multe cercetari si testari pentru determinarea celei mai bune variante constructive care
sa raspunda la toate cerintele necesare. in final, s-a pus la punct o metoda de determinare a
concentratiei de biomasa, care poate fi folositd in cadrul unui algoritm de control automat.
Astfel, a fost elaboratd o metoda originald de determinare a concentratiei de biomasa prin
calcularea individualda a volumului fiecarei celule, insumarea volumelor celulelor si
raportarea la volumul de observare (marimea imaginii, grosimea canalului de curgere a
bypassului).

In capitolul 3, s-a validat algoritmul de determinare a concentratiei de biomasa prin
tehnici de prelucrare a imaginilor. Pentru reglarea concentratiei de biomasa, astfel incét
sistemul sa poata functiona complet automatizat, a fost necesara elaborarea unui software
original in mediul Matlab care sa poata prelua datele de intrare de la placa de achizitie, sa le
prelucreze si sa determine comenzi in timp real pe care sa le transmita catre elementele de
executie ale bioreactorului. Parametrii optimi ai acestui software au fost determinati pe baza
mai multor testari si experimente. In mod practic, algoritmul de determinare a concentratiei
de biomasa prin tehnici de prelucrare a imaginilor a fost aplicat in cazul unui bioproces de
crestere a celulelor de drojdie din specia Sacharomices cerevisiae. Algoritmul de
determinare a concentratiei de biomasa prin tehnici de prelucrare a imaginilor a fost inclus
intr-o bucla de reglare a concentratiei de biomasa.

Capitolul 4 se refera la diagnoza bioproceselor (in sensul de a putea aprecia starea de
dezvoltare a culturii de celule) folosind tehnici de prelucrare a imaginilor. Diagnoza consta in
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analiza evolutiei bioproceselor pe baza starii fiziologice a culturii de celule. In acest scop a
fost introdus un nou concept care sa caracterizeze starea fiziologica a microorganismelor,
gradul de viabilitate a celulelor, care a fost determinat folosind imagini alb-negru fara a utiliza
tehnicile clasice invazive (colorare cu albastru de metilen etc.). O contributie originala o
reprezinta elaborarea unui algoritm capabil sa determine gradul de viabilitate al celulei (vie,
moarta), numarul de celule, precum si concentratia de biomasa cu o precizie mai buna de
80%, pe baza analizei luminozitatii acestora. Validarea a fost realizata folosind un microscop
Olympus BX41 cu contrast de faza.

De asemenea, a fost evaluat stadiul de dezvoltare precum si clasificarea celulelor pe
baza informatiilor obtinute din analiza imaginilor color. S-a efectuat un experiment pentru a
determina diferite stadii de dezvoltare a culturii pe procesul de crestere a drojdiilor din specia
Saccharomyces cerevisiae pe un mediu de cultura standardizat MEA (malt extract agar), din
colectia de microorganisme a Platformei de Cercetare BIOALIMENT din Universitatea
“Dunarea de Jos” din Galati.

Au fost realizate doua variante experimentale: una pe mediul YEG (Yeast Extract
Glucose) cu un continut optim de nutrienti necesari cresterii si multiplicarii drojdiei, iar cea de
a doua, pe un mediu auxotrof - G, fara sursa de azot, deci sarac in nutrienti. In urma acestui
experiment, s-au identificat cele cinci stari ale celulelor, mentionate anterior. S-au analizat
parametrii determinati de textura interioara a celulelor si s-a constatat ca celulele
neviabile/neproductive contin in interior zone intunecate (numite incluziuni ergastice).
Experimentul a avut o durata de cinci zile.

A fost elaborat un algoritm original pentru clasificarea celulelor in cinci categorii:
tanara, matura, in diviziune, batrana, moarta, utilizadnd tehnici de prelucrare a imaginilor cum
este tehnica k-means clustering pentru identificarea nucleotidelor din interiorul fiecarei
celule. Validarea a fost efectuata prin mai multe analize de laborator, precum: masurarea
densitatii optice (DO600) folosind spectrofotometrul Hach Lange DR3900, numararea
celulelor in vase Petri cu mediu agar (SPC - Standard Plate Count), masurarea concentratiei
azotului, glucozei etc. Acest algoritm poate fi adaptat si la alte tipuri de celule asemanatoare
ca geometrie.

Ultimul capitol este dedicat concluziilor, contributiilor originale si directiilor viitoare de
cercetare. Cele doua anexe completeaza lucrerea de doctorat cu o serie de elemente privind
echipamentele utilizate in cercetarile experimentale din cadrul tezei si cu programele
proiectate si implementate in cadrul acesteia.
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Capitolul 1

Stadiul actual privind procesarea imaginilor in monitorizarea,
conducerea si diagnoza bioproceselor

1.1 Generalitati privind procesele biotehnologice

Procesele biotehnologice sunt procese in care se cultiva microorganisme (populatii de
celule) in scopul de a obtine diverse produse pe cale biologica. Ele au evoluat ca metode de
obtinere a diverse produse alimentare, produse si compusi farmaceutici, pigmenti, enzime,
biocarburanti, biopolimeri etc., dar si pentru regenerarea si protectia mediului, folosind in
acest scop celule vii. Este vorba de procese de tratare a apelor uzate (aerobe sau
anaerobe) care folosesc asa numitele namoluri active pentru tratarea reziduurilor din ape in
scopul deversarii acestora in receptorii naturali din mediul inconjurator. Bioprocesele aduc o
serie de avantaje datorita vitezei relativ mari de inmultire a microorganismelor, avantajele
fiind de natura economica la scara industriala si, nu in ultimul rand, prin faptul ca produsele
sunt obtinute pe cale biologica (naturala).

Un proces biotehnologic cuprinde un set reactii chimice si biochimice care au loc in
echipamente specific numite bioreactoare. Bioreactorul este un echipament care trebuie sa
asigure conditii propice pentru dezvoltarea culturii de microorganisme, adica trebuie sa
garanteze un transfer nelimitativ de nutrienti din mediul de cultura catre celule, indiferent de
modul cum au fost proiectate aceste echipamente. S-a dezvoltat, astfel, o stiintd, numita
ingineria bioproceselor, care se ocupd, in mod special, de studiul si operarea bioproceselor.
Ulterior, s-a simtit nevoia gasirii unor metode pentru eficientizarea proceselor biotehnologice
si, Tn acest sens, au intervenit specialisti din automatica, informatica, matematica, domeniul
devenind interdisciplinar. Se poate afirma ca metodele de modelare matematica si control
automat au revolutionat domeniul biotehnologiilor fiind dezvoltat in continuare de echipe
mixte de specialisti. De altfel, domeniul biotehnologiilor a devenit o adevarata provocare
pentru specialistii din automatica, provocarile constédnd in proiectarea si aplicarea unor
algoritmi din ce in ce mai evoluati pentru bioprocese, acestea fiind caracterizate de
neliniaritati, incertitudini si zgomote de proces si de masura.

In literatura de specialitate se gdsesc mai multe criterii de clasificare a proceselor
biotehnologice, in continuare fiind date doua dintre acestea:

- dupa prezenta sau absenta oxigenului in mediul de cultura [1], [2]:

e procese aerobe - Tn care microorganismele consuma oxigen, acesta facilitand
transferul de electroni;

e procese facultativ anaerobe - in care transferul de electroni poate fi realizat atat prin
intermediul oxigenului, cat si prin transformari intermoleculare;

e procese strict anaerobe — in care oxigenul lipseste din mediul de cultura, iar
transferul de electroni se realizeaza prin intermediul compusilor anorganici.

- dupa modul de desfasurare a bioprocesului:
e procese discontinue (de tip sarja sau lot — batch);

e procese semicontinue (sau fed-batch) — procesul incepe Th modul batch, dupa care
trece in modul continuu de alimentare;

e procese continue.

In cadrul acestei lucrari a fost abordat procesul de crestere a drojdiilor din specia S.
Cerevisae in modul batch si apoi, in modurile semicontinuu si continuu. La inceput, procesul
a fost dezvoltat in modul discontinuu prin introducerea unei culturi de drojdii intr-un mediu
steril, continand toti nutrientii necesari fiind urmarita evolutia ei pana in faza de declin a
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populatiei de celule. Modul batch este caracterizat de mai multe faze intermediare de
dezvoltare dupa cum urmeaza:

a. faza de lag: in care are loc adaptarea culturii de celule la conditiile de mediu, cresterea
populatiei fiind practice zero;

b. faza intermediara (de inceput a cresterii): in care dimensiunea celulelelor creste si
ncepe multiplicarea (inmultirea) lor;

c. faza de multiplicare exponentiala in care numarul de celule creste in progresie
geometrica, astfel ca populatia se dubleaza la intervale regulate de timp. Acest interval
se numeste timp de dublare al biomasei;

d. faza de incetinire a multiplicarii in care, pe masura epuizarii nutrientilor si formarii de
compusi inhibitori, viteza de inmuliire scade;

e. faza stationara, in care se atinge un maxim al culturii de celule;

f. faza de declin, in care moartea celulelor determina scaderea populatiei pana la
extinctie.

In figura 1.1 se prezinta succesiunea fazelor unei culturi de microorganisme, in modul
batch de dezvoltare. Trebuie mentionat faptul ca aceste faze se gasesc si la celelalte tipuri
de bioprocese.

n

e

a b ¢ d e f

Fig. 1.1 - Reprezentarea numarului de celule in functie de fazele tipice de evolutie a
culturii in sisteme discontinue

Procesele semicontinue au fost realizate prin introducerea intr-un bioreactor a unei
culturi de drojdii intr-un mediu contindnd nutrient. Tn timpul evolutiei, sistemul automat
mentine concentratia nutrientilor la valoarea prestabilitd prin intermediul unui sistem de
pompare exterior precum si nivelul pH-ului si al concentrafiei de oxigen si azot la valori
prestabilite. Procesele continue pot mentine cultura de celule intr-o anumita faza de
dezvoltare pe un timp nedefinit atat timp cat cultura este alimentata cu mediu cu nutrientj si
se elimina, Tn acelasi timp, o cantitate echivalentd de mediu uzat. In acelasi timp, se mentin
constante conditiile de mediu (temperatura, pH, concentratie oxigen, azot etc.).

1.2 Probleme privind masurarea marimilor de interes din bioprocese

Bioprocesele implica dezvoltarea culturilor celulare in scopuri de productie. Este bine
cunoscut faptul ca metabolismul celular, care depinde de starea lor intracelulara si de
interactiunile cu mediul, influenteaza direct productivitatea bioproceselor. In functionarea
acestor procese se urmareste o productivitate Tnalta, fiind foarte importantd utilizarea
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eficientd a materialelor si a resurselor energetice, ceea ce face ca tehnicile de automatica
(modelare si de control) sa fie foarte utile si, in acelasi timp, foarte necesare.

Asa cum s-a amintit, din cauza complexitatii acestor procese, a neliniaritatilor
puternice, incertitudinilor parametrice sau de model care afecteaza aceste procese, precum
si a zgomotului de masura sau de proces care insoteste variabilele de interes, problemele
de modelare si de control reprezinta o adevarata provocare pentru specialisti. Este suficient
sa se aminteasca ca o usoara modificare a conditiilor de cultura celulara sau contaminarea
culturii poate determina modificari ale metabolismului si, prin urmare, un esec al bioprocesul
cu consecinte nedorite in pierderea de importante resurse energetice si materiale [3], [4].

O problema importanta a bioproceselor este data de dificultatea masurarii on-line a
variabilelor de interes din cauza lipsei de senzori specifici dedicati, suficient de fiabili si la un
pret de cost acceptabil, ceea ce face de multe ori imposibila punerea in aplicare a
algoritmilor de control pentru cresterea eficientei bioproceselor [5]. Utilizarea senzorilor
software (de stare si parametrii, de exemplu pentru masurarea concentratiilor de substrat si
de biomasa, a vitezei specifice de crestere a biomasei etc.), este o solutie realista in acest
caz, acestia fiind utilizati in mod frecvent in aplicatile de control ale bioproceselor [6].
Principala dificultate care poate aparea in acest caz este lipsa unui model matematic
suficient de precis al procesului biotehnologic.

O alta problema care poate fi mentionata in cazul bioproceselor este diagnoza
procesului, in vederea stabilirii potentialului productiv al culturii celulelor. Este foarte
important ca operatorul sa aprecieze in fiecare moment starea fiziologica a culturii si modul
in care va evolua acesta in ceea ce priveste productivitatea si eficienta. De exemplu, ar fi
extrem de utila informatia cu privire la contaminarea culturii (in cele din urma, de detectare
in stadiu incipient a gradului de contaminare) si a starii fiziologice a culturii (in cazul in care
cultura are un potential ridicat de crestere sau regreseaza) etc.

In cazul bioproceselor, analiza on-line a celulelor si obtinerea unor date despre
cinetica biomasei au ca rezultat o mai buna intelegere si, evident, o mai buna functionare a
bioprocesului. Tn laborator, viteza conventionald de crestere a biomasei este evaluata prin
determinarea masei uscate din cultura sau prin determinarea densitatii celulare acestea fiind
metode de masurare off-line, consumatoare de timp si efort, necesitand prelevarea de
probe, filtrare sau centrifugare, uscare si cantdrire pana la masa constantd. In timp ce
determinarea masei uscate este relativ simpla, testarea densitatii celulare necesita un
microscop cu camera de numarare si un ochi antrenat pentru a identifica celulele din campul
de vizualizare al microscopului. Aceste determinari nu pot fi facute on-line, limitdnd astfel
posibilitatile de automatizare a procesului. Ca alternative la aceste metode pot fi mentionate
determinarea optica a densitatii (utilizarea unui spectrofotometru de masa) si determinarea
turbiditatii. Cu toate acestea, determinarea densitatii celulare este unica metoda care poate
face diferenta intre celule si materialul non-biologic, in timp ce celelalte metode nu sunt in
masura sa discrimineze intre ele [2].
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Capitolul 2

Contributii privind masurarea automata a concentratiei de biomasa
dintr-un bioproces

2.1 Introducere

Utilizarea proceselor biotehnologice pentru producerea de alimente, pigmenti, enzime,
produse farmaceutice etc. este o practica binecunoscuta, ingineria acestei categorii de
procese presupune mai multe seturi de cunostinte, din sfera biologica, tehnologica (chimica,
electrica, stiinta materialelor, hidraulica si electronica) precum si de automatica si
informatica.

Scopul acestui capitol este de a prezenta o metoda de masurare a concentratiei de
biomasa, care reduce timpul de masurare, reduce incertitudinea indusa de corpii straini
(contaminarea culturilor) si furnizeaza rezultatul fara interventia operatorului, deci eliminand
subiectivismul acestuia. Validarea metodei si a algoritmului de calcul a concentratiei a fost
efectuata prin comparare cu metodele clasice.

Pentru masurarea concentratiei de biomasa, metodele clasice folosite curent se
grupeaza in:

- numararea celulelor in camera Thoma;

- determinarea masei substantei uscate (cantarire);
- utilizarea senzorilor de turbiditate;

- masurarea densitatii optice.

Primele doua categorii necesita interventia unui operator si sunt puternic afectate de
subiectivismul sau. Mai mult decat atat, durata masurarii este mare, uneori comparabila cu
constantele de timp ale procesului condus, deci este costisitoare si nepotrivitd pentru
conducerea automata. Ultimele doua categorii se pot aplica on-line, deci reduc influenta
omului si sunt mai rapide, deci sunt mai potrivite unui proces automatizat.

Din pacate, ele nu pot face diferenta intre celule ale populatiei crescute in bioreactor
si corpi straini, cum ar fi: alte celule invadatoare, impurita{i organice sau anorganice,
materiale depuse pe peretele bioreactorului, substantele introduse in timpul procesului in
mod automat sau de catre operator. Ca urmare, gradul lor de certitudine depinde de
procesul condus si se poate altera fard ca operatorul sa fie avertizat. In continuare, se
prezinta, mai detaliat, metodele clasice, intrucat una dintre ele va fi folosita pentru validarea
algoritmului de masurare.

Din cele de mai sus, se poate trage concluzia ca este nevoie de o metoda de
masurare care sa poata fi aplicata on-line, cu un pret rezonabil, dar care sa poata face
diferenta dintre celulele culturii de interes din bioreactor si alte celule (eventuale impuritati).
Metoda propusa in acest capitol se bazeaza pe analiza imaginilor celulelor, recunoasterea si
numararea lor facandu-se asemanator cu felul in care ar proceda un operator uman.
Ulterior, pe baza acestei metode se va proiecta si construi un traductor de concentratie de
biomasa, adecvat conducerii proceselor biotehnologice (capitolul 3). Examinarea imaginilor
preluate de la microscop are avantajul ca mai permite analiza starii biologice a celulelor si
detectarea elementelor straine, asa cum se poate vedea in capitolul 4.

2.3 Principii generale de masurare automata a concentratiei de biomasa

Asa cum s-a anticipat, metoda propusa consta in:

- extragerea automata a unui esantion din continutul bioreactorului si expunerea
suspensiei lichide la microscop;

- achizitia imaginii, sub forma unei variabile cu format impus;
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- analiza imaginii, prin detectarea celulelor populatiei, separarea imaginilor celulelor de
alte obiecte si masurarea dimensiunilor lor geometrice;

- calculul concentratiei pe baza dimensiunilor geometrice si transmiterea valorii acesteia
catre alte subprograme.

Partea esentiala a metodei de masurare propuse consta in analiza imaginii, similar cu
felul Tn care ar face-o un operator uman, cu mentiunea ca este evitat subiectivismul
acestuia. In cadrul analizei imaginii au loc urmatoarele etape:

- captura unei imagini a esantionului;

- aducerea parametrilor acestei imagini la valori care dau cele mai bune rezultate in urma
prelucrarii;

- separarea sub-imaginilor celulelor populatiei urmarite din imaginea capturata de
camera, neglijand (rejectand) totodata obiectele care nu prezinta interes (impuritati etc.);

- masurarea ariilor celulelor, prin analiza automata a imaginilor;
- calculul volumelor celulelor (acesta depinde de forma celulei);

- calculul concentratiei biomasei, folosind volumul insumat al celulelor, volumul in care a
fost prelevata imaginea (volumul observat) si densitatea cunoscuta a speciei celulelor.

2.4 Algoritmul de masurare a concentratiei de biomasa prin procesare de
imagini
Pentru a aplica metoda de masurarea a concentratiei, prezentata in subcapitolul
precedent, este necesar un algoritm de prelucrare a imaginilor. In cele ce urmeaza, este

prezentat algoritmul dezvoltat pentru clasa de populatii de celule mentionata anterior. Acest
algoritm a fost publicat in lucrarea [72].

Exemplificarea aplicarii algoritmului se face tot pe specia Saccharomyces cerevisiae,
care se incadreaza in aceasta clasa de populatii. Se presupune ca a fost deja achizitionata
o imagine de la microscop si ca rezolutia oferitd de camera este rezonabila (arii de ordinul a
o mie de pixeli, pentru o celuld). Asa cum a fost prezentat in cadrul metodei de masurare, se
pune problema de a separa imaginile celulelor de alte impuritati, de a masura ariile lor, apoi
de a determina volumul celulelor si concentratia. Organigrama algoritmului este prezentata
n Fig. 2.9.

In prima etapa, dup& achizitia imaginii, are loc o modificare a parametrilor globali ai
imaginii (luminozitate, contrast) astfel incat valorile acestor parametri sa fie cat mai apropiate
pentru intreg setul de imagini. Aceasta modificare este necesara deoarece caracteristicile
globale ale imaginii pot varia destul de mult, in functie de continut, focalizare etc., astfel incat
rezultatele prelucrarii sa devina imprecise si sa influenteze negativ detectia celulelor.

in esenta, au loc urmatoarele transformari de scara:

- luminanta este modificata astfel incat media globala a luminantei sa fie apropiata de o
valoare impusa;

- contrastul global este adus la o valoare care permite discernerea celulelor (partile
luminoase din celula se apropie de alb, membrana si organitele intunecate din celula se
apropie de negru, iar mediul are o luminanta intermediara).

Operatiile de prelucrare difera intre varianta monocroma si cea color. In cazul imaginilor
monocrome, a fost conceputd o metoda specifica de eliminare a zgomotului din imagine,
precum si a reflexiilor nedorite si a impuritatilor. in cazul imaginilor color, a fost conceputa o
metoda diferita, avand in vedere problemele care apar la aceste imagini: o variatie
pronuntata de luminozitate de la centru catre periferia imaginilor si de focalizare a
contururilor celulelor. Aceste metode reprezinta o contributie personala importanta si sunt
prezentate detaliat mai departe, in capitolul 4.
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Pasul 12: Determinarea
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Pasul 13. Afisarea
rezultatelor
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Fig. 2.9 - Organigrama algoritmului pentru masurarea concentratiei de biomasa

2.5 Implementarea algoritmului de masurare a concentratiei de biomasa

Partea din algoritm care se desfagoara in calculator poate fi programata in orice limbaj
de nivel Tnalt, dar s-a preferat utilizarea mediului Matlab, care are tot setul de operatori
pentru lucrul cu scalari si matrici, plus functii deja implementate .

2.6 Validarea algoritmului de masurare a concentratiei de biomasa

In Figurile 2.16 - 2.17 si in tabelul 2.2 este prezentat un exemplu de calcul al
concentratiei de biomasa folosind algoritmul prezentat anterior. Fig. 2.16 reprezinta
imaginea capturata de camera color de 1,3 mpx. Fig. 2.17 reprezinta imaginea prelucrata de
algoritm n care sunt identificate si numerotate celulele. In tabelul 2.2 sunt prezentate
marimile de interes calculate de algoritm pentru fiecare celuld in parte, precum si
concentratia de biomasa totala, umeda si uscata.
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Fig. 2.16 - Imaginea originala capturata Fig. 2.17 - Imaginea prelucrata cu

identificarea celulelor

Tabelul 2.2 Marimile de interes calculate cu ajutorul algoritmului

Nr. celula 1 2 3 4 5
Aria [pixeli] 4951 6321 5996 4666 6875
Aria [micron”2] 17.824 | 22.756 | 21.586 | 16.798 | 24.750
Diametrul [microni] 4.764 | 5.383 | 5.242 | 4.6246 | 5.614
Volumul [micron”3] | 56.605 | 81.657 | 75.441 | 51.789 | 92.625
Volumul total al celulelor [micron cubi] 358.1176
Concentratia biomasei [gr/l] 0.4174
Concentratia biomasei uscate [gr/l] 0.0379
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Capitolul 3

Contributii privind realizarea unui sistem automat de reglare a
concentratiei de biomasa folosind tehnici de prelucrare a imaginilor

3.1 Introducere

Aplicarea acestor tehnici s-a realizat pentru determinarea concentratiei de biomasa,
dar, cu o serie de modificari ale algoritmilor proiectati in lucrare, se pot aplica si pentru alte
marimi (concentratii de substrat, concentratji ale unor metaboliti etc. Din categoria metodelor
de masurare on-line se pot enumera:

o determinarea substantei uscate, care este o operatie consumatoare de timp si efort,
aceasta metoda necesitand achizitia de esantioane, filtrarea sau centrifugarea acestora,
uscarea si cantarirea pana la masa constanta;

e determinarea densitatii celulare, care necesita un microscop dotat cu camera de
numarare si un ochi bine antrenat (al unui specialist) pentru a identifica celulele din
campul de vizualizare al microscopului.

Practic, s-a dezvoltat o tehnica bazata pe un microscop conventional cu camp luminos
si metode de prelucrare de imagini pentru determinarea concentratiei de biomasa si a altor
parametrii din cadrul proceselor biotehnologice. Aceasta tehnica serveste la implementarea
unui sistem automat in timp real care poate fi utilizat pentru reglarea automata a unor marimi
de interes dintr-un bioproces.

3.2 Sistemul de reglare a concentratiei de biomasa folosind tehnici de
procesare de imagini

Au fost evidentiate cele doua subsisteme care alcatuiesc sistemul de dezvoltare a
drojdiilor:

1. subsistemul aferent cineticii microorganismelor si
2. subsistemul aferent parametrilor fizico-chimici ai culturii de drojdii.

Pe baza acestei descompuneri, sistemul de reglare cuprinde trei bucle reglare, dupa
cum urmeaza: bucla principald este pentru reglarea concentratiei de biomasa, 2 bucle
secundare, prima pentru reglarea temperaturii si a doua, pentru reglarea pH-ului culturii de
drojdii. Pentru agitare s-a considerat comanda directa a turbinei. Cele trei bucle de reglare
sunt considerate independente, buclele de temperatura si pH avand rolul de a asigura un
punct de functionare adecvat (un mediu propice) pentru dezvoltarea culturii de drojdii din
specia Saccharomyces cerevisiae. Fig. 3.2 prezinta sistemul de reglare, in care s-a utilizat
un traductor bazat pe tehnici de prelucrare a imaginilor prelevate de la un microscop, prin
intermediul unei camere fotodigitale color de microscop si prelucrate cu un calculator PC cu
performante medii, echipat cu o placa de achizitie.

| e Bucla de reglare a blomasel 1
: E B Proces dezvoltare I
| . drojd?i :
X |
| Xrer ¥ &€x |Regulator |p Cineti
: -S—ln’@ de biomasa — dr:jedI::I:r P > :
S R D S T SN [ e < RSP |
T — T I N
| | eratura
| ere! _(-) 89 ; i _cm"'“ 1 Ie :
| oH o ai culturii de ?. |
: rel‘c- P! o drojdll‘ oH :
| Traductor |
| PH |
| oman: |
T e
Fig. 3.2 - Sistem de reglare a conc. Fig. 3.3 - Schema bioreactorului automatizat
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3.2.2. Senzorul pentru masurarea concentratiei de biomasa bazat pe tehnici de
procesare aimaginilor

Senzorul pentru masurarea concentratiei de biomasa este alcatuit din urmatoarele
elemente: un microscop cu un obiectiv de 60x, o camera color foto-digitala pentru microscop
de 1,3 mpx, un sistem de bypass (o celuld de curgere si observare) si o pompa peristaltica
care realizeaza recircularea mediului de cultura prin celula de curgere si observare.

1. Microscopul: are rolul de a facilita achizitia de imagini ale suspensiei din mediul de
cultura cu un grad de marire adecvat pentru a putea identifica celulele in mod individual.
Microscopul folosit este un unul standard cu doua oculare si iluminare folosind un bec
cu halogen. Obiectivul folosit a fost unul de 60x.

2. Camera foto-digitala: a fost utilizatda o camera foto-digitala color pentru microscop de
1,3 mpx. Camera preia imagini cu periodicitate de aproximativ 10 minute (a se vedea
sectiunea 3.5). Caracteristicile camerei foto-digitale sunt prezentate in Anexa 1 (Figurile
A1.17- A1.18, Anexa 1). Factorul de marire al camerei este echivalent cu cel al unui
ocular de 10x si, deci, luand in calcul si obiectivul de 60x al microscopului, rezulta ca
imaginile au fost capturate cu un factor de marire de 600x.

3. Celula_de observare: permite recircularea periodica a suspensiei aflata in vasul
bioreactorului in vedera achizitiei de imagini. Aceasta este prezentatd detaliat in
sectiunea 3.3).

4. Pompa peristaltica: este destinata recircularii mediului de cultura prin celula de
observare. Este o pompa de tip SR25S300, prezentata in sectiunea 3.2.1.

iIn Figurile A1.19 - A1.22 (Anexa 1) se poate observa sistemul de tip bioreactor cu placile
de interfatare intre placa de achizitie si restul de subansamble.

3.3 Celula de curgere si observare

Celula de curgere este special proiectata pentru a se putea achizitiona imagini in timp
real, prelevate din mediul de cultura, imagini avand o calitate suficient de buna pentru o
interpretare corectd a imaginii. Celula de curgere si observare, impreuna cu camera color
foto-digitala, furnizeaza informatii sistemului de calcul pe care ruleaza algoritmul care
analizeaza imaginile provenite de la microscop si care, in final, determind valoarea
concentratiei de biomasa. Pe acest sistem de calcul este implementat si regulatorul din
bucla de reglare a concentratiei de biomasa. Marimea de comanda furnizata de regulator
este rata de dilutie, marime care depinde de debitul pompei dozatoare de substrat cu care
se alimenteaza bioreactorul.

"
- ==

Fig. 3.4 - Schema de principiu a celulei de curgere (bypass): 1 - lamela inferioara, 2 -
lamela superioara, 3 - pereti despartitori ai canalului de curgere, 4 - tuburi intrare/iesire, 5 -
canal curgere, 6 - elemente de legatura canal de curgere — tuburi

intregul traseu de curgere este complet etans, pentru a elimina posibilitatea unei
contaminari a mediului de cultura. Camera de curgere si observare se amplaseaza pe masa
microscopului si se poate fixa similar cu o lamela normal& de microscop. In locul unuia dintre
oculare se monteaza camera color si se conecteaza tuburile flexibile necesare traseului de
recirculare a suspensiei.

In cadrul algoritmului de reglare a concentratiei de biomasa, calculatorul comanda
pompa pentru recircularea suspensiei din vasul bioreactorului la un anumit interval de timp
prestabilit, apoi va captura imagini cu ajutorul camerei foto-digitale color montata pe
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microscop, le va analiza, si, in functie de evolutia culturii, va genera comenzile necesare
reglarii concentratiei de biomasa.

3.4 Implementarea software-ului de timp real aferent sistemului de control a
bioreactorului

Aceasta s-a realizat in mediul Matlab (Toolbox-ul RealTimeControl - RTC) si utilizeaza
drivere pentru comunicatia cu placa de interfatd Advantech. Intreaga structura software
lucreaza cu o perioada de esantionare de 1 secunda, fiind prevazuta cu o fereastra grafica
de vizualizare a evolutiei parametrilor principali, precum si salvarea automata sub forma unui
fisier a tuturor parametrilor de intrare si iesire in vederea unor prelucrari ulterioare.

Daca se tasteaza comanda de oprire, intreg procesul de achizifie de date si prelucrare de
imagini se opreste si se reseteaza toate comenzile de iesire ale elementelor de executie ale
bioreactorului, astfel ca acesta intra intr-o stare de asteptare. Practic nu exista o valoare
limita maxima a duratei experimentului, acesta fiind limitat numai de capacitatea rezervorului
de substrat care alimenteaza bioreactorul cu nutrietj.

3.5 Analiza dinamicii traductorului

Pentru evaluarea intarzierilor de pe lantul elementelor care compun traductorul, au fost
realizate urmatoarele determinari experimentale:

1. timpul necesar suspensiei de celule sa ajunga din bioreactor in celula de curgere
(determinat experimental folosind un agent colorant);

2. timpul de sedimentare a celulelor in bypass pentru capturarea imaginii (determinat
experimental folosind imagini succesive);

3. timpul de calcul al concentratiei de biomasa.

O operatie preliminara, necesara analizei dinamicii traductorului de concentratie de
biomasa utilizand tehnici de prelucrare a imaginilor, a fost determinarea caracteristicii reale a
pompei peristaltice de recirculare a mediului de cultura din bioreactor si calibrarea acesteia.

1. Determinarea timpului necesar suspensiei de celule ca sa ajunga din bioreactor in
celula de curgere la pornirea automata a pompei.

Experiment nr. 1:

Pentru inceput a fost amorsata pompa peristaltica care recircula suspensia prin
bypass folosind apa, pompa a fost oprita iar in recipientul cu apa s-a turnat un colorant
alimentar pentru a masura intervalul de timp Tn care colorantul ajunge din recipient in bypass
(Fig. 3.10), acesta fiind de aproximativ 1.5 minute pentru o tensiune de comanda a pompei
de 2V, corespunzatoare debitului de 7ml/min, si s-a ales o valoare acoperitoare, de
aproximativ 2 minute.

2. Determinarea timpului de sedimentare a celulelor in bypass pentru capturarea imaginilor

Experiment nr. 2:

A fost activata timp de doua minute pompa peristaltica de recirculare a biomasei prin
bypass, dupa care au fost prelevate imagini la intervale de 25 sec. in urma analizei acestor
imagini, s-a constatat ca sedimentarea biomasei se termina dupa un interval de aproximativ
7 minute. In ultima imagine realizata prin urmarirea in timp real a fluxului suspensiei, celulele
aflate in cdmpul de focalizare se opresc din miscare si raman stationare.

3. Determinarea timpului de calcul al concentratiei de biomasa

Acest timp depinde direct de sistemul de calcul utilizat in cadrul aplicatiei de
conducere a procesului si se poate afirma, chiar si in cazul unui sistem de putere medie, ca
timpul este nesemnificativ in comparatie cu celelalte doua intarzieri mentionate la punctele 1
si 2. Practic, 2 minute au fost alocate pentru "spalarea” circuitului de bypass si patrunderea
in acesta a unor noi celule provenite din recipientul bioreactorului si 8 minute pentru oprirea
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circulatiei celulelor si decantarea acestora, in total rezultdnd o perioada de esantionare de
10 minute pentru prelevarea esantioanelor in vederea capturii de imagini.

3.6 Validarea utilizarii traductorului de masurare a concentratiei de biomasa
bazat pe tehnici de prelucrare a imaginilor in cadrul sistemului de crestere
a drojdiilor

Aceasta s-a realizat in cadrul unui sistem de reglare, unde traductorul “clasic” (in cazul
bioproceselor acesta poate fi un turbidimetru) a fost inlocuit cu sistemul de bypass
prezentat in sectiunea anterioara, impreuna cu algoritmul de procesare a imaginilor.
Accentul a fost pus, Tn mod special, pe performantele obtinute prin inlocuirea unui traductor
clasic sau a unui observer cu un traductor bazat pe tehnici de prelucrare a imaginilor, cu
avantajele si dezavantajele folosirii acestuia intr-o bucla de reglare automata (adica pe
principiul de masurare inclus in bucla de reglare), si nu pe metoda de reglare in sine.
Proiectarea regulatorului Pl s-a realizat experimental. Scopul proiectarii nu a fost
realizarea celui mai bun regulator posibil, ci a unuia suficient de performant pentru un
sistem de reglare automata, in scopul validarii metodei de reglare folosind traductorul
propus in aceasta lucrare de doctorat, bazat pe tehnici de procesare de imagini. in
prima faza, s-a realizat identificarea procesului de crestere a drojdiilor pe baza raspunsului
indiceal al procesului.

S.
l — Biomasa(X)
Proces -

D
Xref & Regulator

h 4

Subs'trat(S)

Xr

Traductor bazat pe
algoritm prelucrare a
imaginilor + bypass

Fig. 3.33 - Schema bloc a buclei de reglare a concentratiei de biomasa

Experimentul nr. 3:

Experimentul a fost realizat in regim continuu. S-a inoculat bioreactorul cu 0,074 gr/l
drojdie din specia S. Cerevisiae. S-a alimentat bioreactorul cu un debit de substrat de
Iml/minut, ceea ce corespunde unei tensiuni alimentare a pompei de substrat de 1V,
substratul avand o concentratie de 25 gr/l (zahar, azot si potasiu), la o temperatura
constanta de 27-28°C, timp de aproximativ 4 ore. La momentul t = 250 minute s-a aplicat o
treapta pe tensiunea de alimentare a pompei cu substrat de 0.4V (de la 1V la 1.4V), ceea ce
corespunde la o variatie a debitului de intrare de la 1ml/minut la 5ml/minut (Fig. 3.34 —
graficul trasat cu culoare verde), in conditiile folosirii unui tub de 4 x 3,5 mm.

In tabelul 3.2 sunt prezentate valorile numerice ale concentratiei de biomasa si ale
tensiunii de alimentare a pompei de substrat cu o periodicitate de 10 minute, asa cum s-a
aratat in sectiunea 3.5 a acestui capitol. Imaginile au fost capturate folosind camera foto-
digitala color de 1.3 mpx, montata pe microscop. . Acestea au fost procesate cu algoritmul
de identificare a celulelor de drojdie si determinare a concentratiei de biomaséa prezentat in
sectiunea 2.3 - capitolul 2.
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concentratie biomasa [g]
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Fig. 3.34 - Evolutia concentratiei de biomasa (gr/l)

in tabelul mentionat sunt marcate cu culoare galbena cele doua regimuri stationare:
primul intre momentele 150 si 250 minute, dupa care s-a aplicat treapta de tensiune pompei
peristaltice de alimentare cu substrat si cel de-al doilea regim stationar obtinut dupa
aplicarea treptei de tensiune, intre momentele 550 si 730 minute. Din tabel se observa ca
valoarea de regim stationar a concentratiei de biomasa este 0.5233 gr/l.

Tabel 3.2: Valoarea concentratiei de biomasa determinata pentru fiecare imagine
1lv=~2ml/min si 1.4v=~5ml/min

Nr. Val. Cm | Nr. Val. Cm | Nr. Val. Cm
Im. | Conc. | d.p. | Im. | Conc. | d.p. | Im. Conc. d. p.
[gr/] [ml/ [gr/] [ml/ [gr/l] [ml/
min] min] min]
1 |0.0747 2 26 | 0.3030| 5 51 | 0.4591 5
2 101235 2 27 103120 | 5 52 | 0.4613 5
3 101476 | 2 28 102991 | 5 53 | 0.4767 5
4 ] 0.1932 2 29 103283 | 5 54 | 0.4870 5
5 101943 | 2 30 103379 | 5 55 | 0.4919 5
6 01926 | 2 31 | 0.3455| 5 56 | 0.5220 5
7 |0.2037 2 32 103617 | 5 57 | 0.5164 5
8 102078 2 33 103578 | 5 58 | 0.5307 5
9 | 0.2077 2 34 | 0.3649 | 5 59 | 0.5292 5
10 | 0.2212 2 35 | 0.3527| 5 60 | 0.5142 5
11 | 0.2400| 2 36 {03587 | 5 61 | 0.5203 5
12 | 0.2661 | 2 37 | 0.3552 | 5 62 | 0.5258 5
13 | 0.2637 2 38 103764 | 5 63 | 0.5178 5
14 | 0.2671 | 2 39 103676 | 5 64 | 0.5268 5
15 1 0.2783 | 2 40 | 0.3843| 5 65 | 0.5292 5
16 | 0.3064 | 2 41 1 0.3937| 5 66 | 0.5260 5
17 1 0.3013 | 2 42 103924 | 5 67 | 0.5234 5
18 | 0.3073 | 2 43 104088 | 5 68 | 0.5270 5
19 | 0.2971 | 2 44 1 04255 | 5 69 | 0.5175 5
20 | 0.3000| 2 45 1 04390 | 5 70 | 0.5189 5
21 | 0.3016 | 2 46 | 0.4368 | 5 71 | 0.5290 5
22 103069 | 2 47 104471 | 5 72 | 0.5184 5
23 103195 | 2 48 104431 | 5 73 | 0.5194 5
24 103103 | 2 49 104591 | 5 74 | 0.5298 5
25 1 0.3206 | 2 50 | 04575| 5 75
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Pe baza datelor din Tabelul 3.2 si a Figurii 3.34, s-a reprezentat in Fig. 3.41 evolutia
biomasei, considerand ca origine a axelor de coordinate punctul: t, = 260 min, X, = 0.3030
g/l. Raspunsul la semnal treapta al procesului, astfel reprezentat, conduce la urmatoarele
constatari:

1. efectul zgomotului de masura este important, fapt care nu este surprinzator, avand in
vedere tehnica utilizatd de evaluare a biomasei. In general, nivelul zgomotului care
afecteaza masurarea biomasei in procesele biotehnologice este ridicat;

2. cresterea concentratiei de biomasa este aproximativ liniara, ceea ce contravine - intr-o
oarecare masura - considerentelor tehnologice mentionate de literatura de specialitate.
In mod uzual, daca experimentul evolueaza normal, evolutia in timp a concentratiei are
un punct de inflexiune, corespunzator dezvoltarii exponentiale a celulelor;

3. dupa epuizarea regimului de variatie aproximativ liniara a concentratjei, intrarea in faza
stationara are loc destul de brusc, cu o usoara urma de suprareglare, ceea ce nu este
uzual si poate fi o urmare a efectului zgomotului de masurare.

0.25

0.2

X[g/
°
&

? T
o
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

timp [min]

Fig. 3.41 - Evolutia biomasei Tn raport cu originea to = 260 min, X, = 0.3030 g/l

Utilizand datele experimentale disponibile, procedurile clasice de identificare, adica:
metoda celor mai mici patrate (functia matlab arx) si metoda variabilelor instrumentale
(functia matlab iv4) nu permit obtinerea de rezultate satisfacatoare. in aceste conditii, au fost
testate doua solutii euristice, in scopul obtinerii unui model liniar al carui raspuns la semnal
treapta sa aproximeze satisfacator raspunsul obtinut experimental (Anexa 2- Programul 2.1).

Prima solutie urmareste obtinerea unui model liniar care realizeaza aproximarea
raspunsului la semnal treapta din Fig. 3.41, fara a impune cerinta ca acest model sa fie in
concordanta cu procesele uzuale relevate in modelarea bioproceselor. Un asemenea model
are functia de transfer

Ky —rs)_Kp
Hy(s) =—2(1-e7"%) 2 3.1
19 =" Tys+1 1)
in care Ky = 0.2/30; K, = 1.1; t = 5 [h]; T, = 30 [min] — (Anexa 2 — programul 2.2). in Fig. 3.42
este ilustrata calitatea aproximarii raspunsului experimental cu cel al modelului (3.1). Chiar
daca se obtine o calitate buna a aproximarii, functia de transfer (3.1) nu are un suport in
domeniul modelarii bioproceselor.
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Fig. 3.42 - Raspunsul modelului (3.1), cu rosu, si raspunsul experimental din Fig. 3.41

in consecinta, este de preferat sa se caute un model care reflecta fazele uzuale din
dinamica bioproceselor, chiar si in conditile cAnd zgomotul poate masca — intr-o oarecare
masura — aceste faze.

Un raspuns tipic este cel cu punct de inflexiune, care corespunde fazei exponentiale.
Partea specifica reflectata de datele experimentale constd in existenta unei zone cu
extindere larga, care corespunde vecinatatii punctului de inflexiune. Un model care poate
oferi o zona de variatie apropiata de cea liniara in apropierea punctului de inflexiune din
raspunsul la semnal treapta este cel cu un pol multiplu, utilizat frecvent in metoda Strejc de
identificare a proceselor [76].

Daca s-ar utiliza functia de transfer
0.3

Ho(s) = — 2
203 (1005 +1)2

(3.2)

pentru modelarea procesului, atunci raspunsul acestui sistem, y»(t), impreuna cu raspunsul
experimental, yy(t), au formele din Fig. 3.43. In zona median& a raspunsului y,(t) variatia
este apropiata de cea liniara, insa stabilizarea are loc la o valoare superioara regimului
stationar experimental.

0.0

//"’ 00 / dif ?asplilns I—Q(s)
0.25 raspun;
raspuns H, (s) / )‘( x)(“ o 0.0
02 3/ 0.0
0.0 -
0.15 w ¥
ols 0.0 pai
0.1 - 0.0 A
0.0 -~ Tl
0.05—4 /1
&
ﬂf T
0 ° 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 0 5 10 5 2 timl2)5 %0 % @ * 0
timp [min]
Fig. 3.43 - Raspunsul Fig. 3.44 - Diferenta dif si
experimental si al sistemului Hy(s) raspunsul sistemului Hx(s)

Evolutia in timp a diferentei (Anexa 2 — programul 2.3)

dif(t) = ya(t) — yp(t) (3-3)

afisata in Fig. 3.44 prin instructiunea Matlab stem, este aproximata prin raspunsul la semnal
treapta al elementului aperiodic:

0.08

Ha(s) = ——2
3= g0s 11

(3.4)
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J
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timp [min]

Fig. 3.45 - Raspunsul experimental si al sistemului Hy(s)

in aceste conditii, aproximarea yp(t) a raspunsului experimental este data de relatia

Yp(®) = y2(t) - y3(t) (3.5

unde Ys(t) este raspunsul elementului cu functia de transfer H3(s) . in consecinta, functia
de transfer care aproximeaza dinamica procesului (la scara timpului in minute) este

0.3 0.08 —8005s2 + 685 +0.22

(100s+1)> 280s+1 2.8e6s® +66000s? +480s +1

(3.6)

Din Fig. 3.45 se constata ca aceasta functie de transfer aproximeaza satisfacator
dinamica bioprocesului si conduce la o evolutie a concentratiei de biomasa cu punct de
inflexiune (Anexa 2 — programul 2.3).

3.7 Proiectarea regulatorului aferent buclei de reglare a concentratiei de
biomasa si validarea experimentala a acestuia

Proiectarea regulatorului s-a realizat prin proceduri frecventiale. Caracteristicile
Nyquist ale procesului, la utilizarea modelelor (3.1) si (3.6), sunt reprezentate in Fig. 3.46 cu
culorile negru, respectiv albastru. Daca pentru aceste modele ale procesului se utilizeaza
acelasi regulator PI, cu functia de transfer

1
Hro(s)=Kp|1l+—— 3.7
r(S) R( Tist (3.7)
in care Kg = 1.8 si Tr = 50 [min], caracteristicile Nyquist ale buclelor in circuit deschis sunt

date in Fig. 3.47. Marginile de amplificare si de faza sunt mgg = 2.44, y = 38°, la utilizarea
modelului (3.1), respectiv mgs = 6.1, y = 40.7°, la utilizarea modelului (3.6).

In Fig. 3.48 se prezinta raspunsul sistemului in bucld inchisa cu regulatorul Pl avand
valorile parametrilor mentionate anterior si functia de transfer a procesului Hu(s) — relatia
(3.6), obtinut cu schema simulink din Anexa 2 — Fig. A2.1.

0.02 I
S | |
{ / :
e g /

. \ /J .

A / /

70—01 -0.05 0 ni] 0.15 0.2 0.25 -1 /4.78 -0.6 -0.4 0.2 0 0.2
Fig. 3.46 - Caracteristicile Fig. 3.47 - Caracteristicile Nyquist
Nyquist ale procesului modelat ale buclelor 1n circuit deschis la
cu functiile de transfer (3.1) utilizarea modelelor (3.1) (negru)
(negru) si (3.6) (albastru) si (3.6) (albastru)
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s b i o s -

Fig. 3.48 — Raspunsul sistemului in bucla inchisa

Din punct de vedere informatic, implementarea sistemului de reglare automata a
procesului de crestere a drojdiilor foloseste doua functii: prima functie realizeaza achizitia
imaginilor si calculeazé concentratia de biomasa (practic implementeaza traductorul de
concentratie de biomasa), iar a doua functie implementeaza regulatorul PI.

Cele doua functii comunica intre ele prin intermediul unui fisier de tip txt. Trebuie
mentionat faptul ca au fost rezolvate problemele de sincronizare dintre cele doua functii
astfel incéat algoritmul de reglare sa functioneze corect.

De asemenea, s-a realizat citirea referintei dintr-un fisier txt pentru a putea fi
modificata in timp real pe parcursul unui experiment. Tindnd cont de o serie de experimente
realizate anterior s-a observat un detaliu important, si anume ca directia de evolutie a
biomasei (de crestere sau scadere) depinde foarte mult de volumul initial de la care se
ncepe experimentul.

a. Daca se utilizeaza un volum mic (0.5 litri) al bioreactorului, si debitul de substrat care
intra Tn bioreactor este mare, atunci biomasa tinde sa scada datorita faptului ca influxul
tinde sa dilueze biomasa din bioreactor. Aici intervin insa foarte multi factori care duc la
aparitia unor cazuri de exceptie, in care biomasa, avand la dispozitie o cantitate mare
de hrana si avand restul parametrilor la valori “optime”, poate creste

b. Daca se utilizeaza un bioreactor cu volum relativ mare (ex. 5 litri), in cazul Tn care
debitul de substrat care intra in bioreactor este mare, atunci concentratia de biomasa
tinde sa creasca deoarece aceasta va avea multa hrana iar debitul de lichid de la intrare
in bioreactor va fi mic comparativ cu volumul initial de biomasa, ceea ce il face aproape
neglijabil. Atunci cand debitul de intrare este unul mic tendinta este tot una de crestere,
dar intr-un timp foarte indelungat, mai degraba o stabilizare la o0 anumita valoare
deoarece cantitatea de hrana este mica in raport cu numarul celulelor care o consuma,
iar debitul lichidului care intra impreuna cu substratul este neglijabil.

Experimentul nr. 4:

Validarea sistemului de reglare automata a procesului de crestere a drojdiilor din
specia S. Cerevisiae, s-a realizat in cadrul experimentului nr. 4. Acesta a fost realizat Tn
buclad Tnchisa, parametrii Kg si Tir, fiind cei determinati la inceputul acestei sectiuni. S-a
pornit initial cu un volum de 5 litri, si 0 concentratie de biomasa de 0.5 gr/l, dupa care au fost
aplicate doua trepte pe referinta, de 0.4 si, respectiv, 0.6 gr/l (curba reprezentata cu culoare
verde n Fig. 3.49a). In tabelul 3.3 sunt prezentate valorile concentratiei de biomasa [gr/I] si
ale comenzii pompei de alimentare cu substrat [V], substratul avand concentratia de 125 gr/l,
determinata pentru fiecare imagine, valori obtinute in cursul experimentului.
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Nr. Val. Cmd. Nr. Val. Cmd. Nr. Val. Cmd.
Im. | Conc. | pompa | Im. | Conc. | pompa | Im. | Conc. | pompa

[0/ | [ml/min] [0/ | [ml/min] [0/1] [ml/
min]
1 | 0.5038 0 26 | 0.3854 0 51 | 0.5231 | 2.720
2 | 0.4953 0 27 | 0.4060 0 52 | 0.5368 | 2.774
3 | 0.5063 | 2.024 | 28 | 0.3837 0 53 | 0.5283 | 2.732
4 | 0.4930 0 29 | 0.3821 0 54 | 0.5374 | 2.792
5 | 0.5091 2.03 30 | 0.4117 0 55 | 0.5434 | 2.768
6 | 0.5097 0 31 | 0.3863 0 56 | 0.5518 | 2.762
7 | 0,5012 0 32 | 0.3938 0 57 | 0.5429 | 2.738
8 | 0,4901 0 33 | 0.4154 0 58 | 0.5567 | 2.798
9 05023 | 2.042 | 34 | 0.4208 | 2.612 | 59 | 0.5489 | 2.744
10 | 0,5064 0 35 | 0.4244 | 2.642 | 60 | 0.5527 | 2.798
11 | 0,4890 0 36 | 0.4470 | 2.684 | 61 | 0.5672 | 2.792
12 | 0,4851 0 37 | 0.4484 | 2.624 | 62 | 0.5528 | 2.738
13 | 0,4904 0 38 | 0.4570 | 2.666 | 63 | 0.5682 | 2.822
14 | 0,4815 0 39 | 0.4621 | 2.672 | 64 | 0.5794 | 2.756
15 | 0.4771 0 40 | 0.4667 | 2.690 | 65 | 0.5859 | 2.708
16 | 0.4692 0 41 | 0.4765 | 2.708 | 66 | 0.5930 | 2.684
17 | 0.4716 0 42 | 0.4632 | 2.702 | 67 | 0.6067 | 2.648
18 | 0.4615 0 43 | 0.4759 | 2.810 | 68 | 0.6139 | 2.582
19 | 0.4581 0 44 | 0.4879 | 2.792 | 69 | 0.5991 | 2.546
20 | 0.4498 0 45 | 0.5058 | 2.768 | 70 | 0.6033 | 2.612
21 | 0.4521 0 46 | 0.5189 | 2.714 | 71 | 0.5970 | 2.594
22 | 0.4350 0 47 | 0.5240 | 2.672 | 72 | 0.6030 | 2.624
23 | 0.4246 0 48 | 0.5180 | 2.672 | 73 | 0.5972 | 2.594
24 | 0.4174 0 49 | 0.5237 | 2.732 74 | 0.6032 | 2.624
25 | 0.4018 0 50 | 0.5301 | 2.726

Tabelul 3.3: Valorile concentratiei de biomasa [gr/l] si ale comenzii de iesire catre pompa de
alimentare cu substrat [ml/min] determinata pentru fiecare imagine

In Fig. 3.49a se observa c& sistemul urméreste referinta, ceea ce inseamnéa c& atéat
traductorul de concentratie de biomasa realizat pe baza prelucrarii de imagini, cat si
regulatorul functioneaza corect. In Fig. 3.49b se poate observa variatia comenzii in unitati de

debit.
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Fig. 3.49. Evolutia concentratiei de biomasa (a) si evolutia comenzii (debitul pompei de
alimentare cu substrat - b)
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Capitolul 4

Clasificarea starii fiziologice a celulelor utilizand tehnici de
procesare a imaginilor

4.1 Introducere

Echipamentele in care au loc reacfiiile biologice sau transformari intense, cum sunt
bioreactoarele, trebuie sa garanteze un transfer nelimitativ de nutrienti din mediul de cultura
catre celule, precum si conditii favorabile pentru dezvoltarea acestora.

Lucrarea de fata are ca obiectiv diagnoza bioproceselor, cu un studiu de caz dezvoltat
pe culturi de drojdii din specia S. Cerevisiae, avand ca si o contributie personala importanta
introducerea notiunii de viabilitatea celulara sau gradul de viabilitate al celulelor.

Aceasta este 0 caracteristica fiziologica a culturii de celule care constituie o
preocupare majora atunci cand se face referire la bioprocese, aceasta caracteristica fiind
asociata in mod direct cu productivitatea.. in mod frecvent, gradul de viabilitate al celulelor
este evaluat la microscop prin amestecarea suspensiilor cu reactivi specifici care coloreaza
intreaga celula sau parti ale acesteia. Astfel, celulele moarte vor deveni colorate deoarece
membrana este deteriorata si permite absorbtia colorantului in interior, pe cand cele vii vor
ramane necolorate, permitand discriminarea vizuala intre celulele vii si moarte. De exemplu,
pentru evaluarea integritatii membranei celulare se utilizeaza coloranti, cum ar fi albastru de
metilen, albastru evans, albastru tripan, propidium iodat, rosu neural, phenosafranine [79],
[80], [81]. Altfel, o serie de coloranti specifici cum ar fi fluoresceina, oxonolul,
carboxifluoresceina diacetat etc., [82] si [83] au fost folosifi pentru a evalua activitatea
metabolica a celulelor. Aceste metode sunt invazive si, uneori, numarul redus de celule din
esantion, este mai degraba considerat nereprezentativ pentru intreaga populatie.

Recent, determinarea viabilitatii celulelor prin tehnici non-invazive de prelucrare a
imaginilor a fost posibila cu ajutorul microscoapelor “in situ” cu camp intunecat (dark field
microscopy). In [84] s-a folosit 0 masina vectoriala care utilizeaza tehnici de invatare pentru
discriminarea celulelor vii de cele moarte. Pentru aceasta s-au utilizat doua culturi de drojdii
Saccharomyces cerevisiae, prima formata numai din celule vii, cealalta numai din celule
moarte.

In capitlul 4 al tezei de doctorat s-a realizat o prima analiza a bioproceselor folosind
imaginile capturate cu o camera Olympus alb-negru de 1,3 mpx in cadrul unui experiment in
care s-a urmarit un prim nivel de diagnoza care consta in identificarea si clasificarea
celulelor in doud categorii: vii si, respectiv, moarte. Validarea rezultatelor a fost realizata
folosind un microscop cu contrast de faza (contrast phase microscopy). Cum acest prim
nivel de diagnoza nu este suficient pentru a diagnostica evolutia populatiei de celule, s-a
elaborat un algoritm de clasificare a celulelor de drojdie folosind imagini capturate cu o
camera color de 1,3 mpx in cadrul unui al doilea experiment care a durat 6 zile. Deoarece
cantitatea de informatii cuprinsa in imaginile color este superioara imaginilor alb-negru,
aceasta a permis o mai buna clasificare a starii fiziologice a celulelor (o rafinare a starii
acestora), putand fi deosebite 5 categorii de celule: tanara, matura, in diviziune (celule in
faza de inmultire), batrane, moarte. Validarea rezultatelor experimentului a fost realizata prin
numeroase analize de laborator efectuate concomitent cu prelevarea imaginilor.

4.2 Elemente privind diagnoza bioproceselor. Analiza evolutiei bioproceselor
pe baza starii fiziologice a culturii de celule folosind tehnici de prelucrare a
imaginilor alb-negru

in aceasta sectiune au fost testate posibilititile de a determina concentratia de

biomasa si viabilitatea celulelor in culturi de drojdii fara a folosi tehnicile clasice invazive. in
aceasta etapa, a fost dezvoltat un algoritm cu urmatoarele capabilitati:
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- sa evidentieze trasaturile celulelor viabile in imaginile provenite de la un microscop
conventional (bright-field microscopy). Acesta este utilizat pentru a asista operatorul
atunci cand clasifica imaginile celulelor viabile si neviabile.

- sa numere celulele din imagine si sa evalueze concentratia de biomasa.

4.2.1 Materiale si metode

Agentul biologic folosit pentru acest studiu a fost o tulpina de cultura de tip
Saccharomyces cerevisiae MIUG D9 din colectia Facultatii de $tiinta si Ingineria Alimentelor,
Universitatea "Dunarea de Jos" din Galati. Celulele au fost cultivate pentru inceput pe
extract de malt agar Scharlau (extract de malt - 30 gr/l, peptona de soia - 3 gr/l, agar - 15
gr/l) si prelevate in solutie salina atunci cand a fost necesar. Imaginile au fost achizitionate
cu un microscop cu contrast de faza (phase contrast) Olympus BX41 prevazut cu o camera
monocrom Olympus TV1X-2 de 1,3 mpx. Achizitia imaginililor a fost realizatd cu un obiectiv
40x si ocular 10x, folosind atat microscop cu contrast de faza cat si microscop cu camp
luminos (bright field). Intensitatea luminii intre cele doua tipuri de imagini a necesitat o
ajustare: in timp ce in domeniul luminos un nivel de 2,5 (pe o scara de la 0 la 6) este
suficient, imaginile cu contrast de faza necesita un nivel egal cu 4 pentru a fi vizibile.
Imaginile au fost achizitionate in scara de gri si procesate pe un computer PC obisnuit.

Studiul contine mai multe seturi de imagini luate de pe diferite culturi din specia
Saccharomyces cerevisiae. Primele imagini au fost luate pe culturi proaspete, hranite in mod
corespunzator cu nutrienti, urmata de studiul pe vechile culturi lasate fara nutrienti pentru o
anumitd perioada de timp. In toate cazurile, imaginile au fost luate in doua variante: cu
ajutorul filtrului cu contrast de faza al microscopului si fara a utiliza filtrul (microscopie in
camp luminos - bright field microscopy).

Fig. 4.1 prezinta imaginea marita 400x a unei celule vii si a unei celule moarte luate in
varianta cu contrast de faza. Diferenta dintre o celuld vie si una moarta poate fi usor de
observat. Celula vie are o membrana bine conturata si interiorul este luminos, in timp ce
celula moarta este mai inchisa la interior si este neclara/difuza. Unele dintre celulele moarte
au, de asemenea, prezente fracturi in membrana si materia lor intracelulara este dispersata
in suspensie. Celulele din Fig. 4.2 sunt aceleasi cu cele din Fig. 4.1, singura diferenta fiind
lipsa filtrului cu contrast de faza. Cele doua celule se pot distinge, dar diferentele sunt mult
mai mici, comparativ cu situatia in care filtrul cu contrast de faza a fost aplicat pe microscop.
Aceasta nu este o sarcina simpla pentru un operator sa discrimineze in imagini, cum ar fi
cea din Fig. 4.2, intre celulele viabile si cele moarte.

DEAD CELL ) f
DEAD CELL

ALIVE CELL ALIVE CELL

Fig. 4.1-Comparatie intre o celula Fig. 4.2 - Comparatie intre o
vie si una moarta in miscroscopie celula vie si una moarta in
cu contrast de faza microscopie cu camp luminos

Algoritmul care imbunatateste caracteristicile celulelor a fost dezvoltat pe imagini cu
camp microscopic luminos. Acest lucru extinde aplicabilitatea algoritmului in laboratoare
care nu detin un microscop cu contrast de faza si poate ajuta operatorul la evaluarea
viabilitatji celulelor si evaluarea concentratiei de biomasa. In  scopul de a exploata
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proprietatile imaginilor care contin celule, imbunatatirea metodei consta in urmatoarele
operatii: ajustarea contrastului imaginii, reducerea zgomotului, segmentarea imaginii,
recunoasterea celulelor si etichetarea acestora, recunoasterea si numararea celulelor vii,
determinarea concentratiei de biomasa.

4.2.2 Algoritmul de prelucrare a imaginii

In metoda clasicd cu albastru de
COMNTRAST metilen, se adauga acesta ca un colorant
si apoi imaginea este analizata optic la
microscop. Celulele viabile sanatoase vor
ramane necolorate in timp ce celulele
moarte vor fi colorate in albastru datorita
fracturilor de membrana. Din contra, fata
de metoda clasica, algoritmul propus
imbunatateste imaginile celulelor de
drojdie viabile fara a folosi albastru de
metilen. Acesta a fost dezvoltat folosind o
serie de functii de procesare a imaginii gi
se executa ca un program Matlab care
efectueaza urmatorii pasi:

Pasul 1: Ajustarea contrastului imaginii

Pasul 2: Reducerea zgomotului

Pasul 3: Segmentarea imaginilor

Pasul 4: Afisarea celulelor etichetate

MUNARAREA C

Pasul 5: Extragerea imaginilor individuale
ale celulelor

Pasul 6: Recunoasterea celulelor vii

Pasul 7: Numararea celulelor vii
Fig. 4.3 - Schema bloc a algoritmului de prelucrare a imaginilor alb-negru

in functie de rezultatul returnat de functia de recunoastere, algoritmul calculeaza si
afiseaza numarul de celule considerate vii in fereastra de comanda Matlab.

4.2.3 Rezultate experimentale ale algoritmului de recunoastere a celulelor
(experimentul nr. 5)

Fig. 4.4 prezintd imaginea initiala care este afisatd nemodificatd. Dupa rularea
algoritmului a fost generat un set de imagini care ilustreaza pasii algoritmului si rezultatele
obtinute.

in Fig. 4.5 se prezinta aceleasi celule (din Fig. 4.4) in microscopia cu contrast de faza,
pentru comparatie. Urmatorul pas este ajustarea de contrast, care ofera o imagine cu un
contrast mult mai bun (Fig. 4.6). Fig. 4.7 prezinta etapa de segmentare. Rezultatul este o
imagine binarizata. In Fig. 4.8 celulele din imaginea Tn nuante de gri filtratd sunt incadrate in
chenare rosii, asa cum sunt determinate pe imaginea segmentata la pasul 5. Concentratia
biomasei (in procente) este, de asemenea, afisatd. Din imaginea prezentata in Fig. 4.8 se
poate observa ca fiecare celula este extrasa si salvata separat ca imagine de sine
statatoare, pentru o analiza suplimentara, in scopul de a determina daca este vie sau
moarta.
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Fig. 4.4 - Imagine cu celule de drojdie Fig. 4.5 - Imagine cu celule de drojdie in
in camp luminos (bright field microscopy) microscopie cu contrast de faza

Fig. 4.6 - Imagine cu contrast ajustat

Analizand aceste imagini, fiecare celula in parte poate fi comparata cu imaginea luata
cu microscopul cu filtru cu contrast de faza si, astfel, acuratetea algoritmului este validata.
Prin repetarea acestor experimente pe mai multe imagini, ambele cu si fara filtru de contrast
de faza, poate fi estimata rata medie de eroare de identificare a viabilitatii celulelor.

Fig. 4.7 - Imagine segmentata Fig. 4.8 - Celule identificate (numarul
total de celule = 6, concentratie = 0.32%)

Fig. 4.9 contine celulele individuale marcate, care sunt clasificate ca viabile sau
moarte. Algoritmul a gasit o celuld moarta (a doua) si, in comparatie cu imaginea initiald cu
filtrul cu contrast de faza, se poate concluziona ca acest rezultat este corect. Algoritmul a
rulat pe un set de imagini in tonuri de gri preluate cu un microscop Olympus. Ca o
consecinta a incercarilor, s-au obtinut mai multe seturi de rezultate. Rezultatul pasului 7 al
algoritmului a dat o eroare in jur de 20%. Validarea a fost realizata de catre un operator
uman, care a recunoscut celulele vii si celulele moarte, pe acelasi set de imagini, dar
folosind un filtru de contrast.
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C1-ALIVE-L=31.41% C2-DEAD-L=28.02% C3-ALIVE-L=52.08%

C4-ALIVE-L=46.13% C5-ALIVE-L=40.60% C6-ALIVE-L=48.62%

Fig. 4.9 - Celule individuale etichetate si clasificate

4.2.4 Studiul erorilor de identificare

Principalele cauze ale erorilor sunt diferentele mari de luminozitate si contrast al
imaginilor luate la microscop. Aceste diferente se datoreazéd mai multor motive, cum ar fi
densitatea suspensiei de pe lameld, focalizarea microscopului, gradul de iluminare,
caracteristicile lamelei (zone care permit trecerea unei cantitati mai mari sau mai mici de
lumin&). Tn consecinta, pasul 1 contine o corectie a luminozitatii/contrastului iar pragurile
utilizate in pasii 3, 5 si 6 sunt determinate experimental, sub rezerva unor modificari pentru
alte specii de microorganisme.

O altd cauza a erorilor este reprezentata de impuritati, cum ar fi: puncte de praf pe
obiectiv, zgarieturi si alte impuritati ale suspensiei sau posibile imperfectiuni optice ale
lamelei. Acestea pot genera erori in detectarea celulelor si diferentierea lor de fundal. Un
exemplu este imaginea prezentatd in Fig. 4.10 care contine 5 celule iar algoritmul
detecteaza doar patru.

UNRECOGNIZED CELL UNRECOGNIZED CELL

Fig. 4.10 - Imagine obtinuta in microscopia Fig. 4.11 - Imagine cu filtru cu contrast de
cu camp luminos a unei culturi de drojdie faza a celulelor din Fig. 4.10

Fig. 4.12 - Rezultatul obtinut in urma rularii algoritmului cu celule recunoscute si
nerecunoscute
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Daca se considera aceeasi imagine, dar preluata folosind filtrul cu contrast de faza al
microscopului (Fig. 4.11), pot fi vazute trei celule viabile, o celula “mai putin viabila” si o
celula posibil moarta. Celula moarta nu a fost detectata de algoritm din cauza pragurilor de
eliminare a impuritatilor din imagine. Aceste praguri sunt ghidate de marimea impuritatilor si
luminozitatea lor. Impuritatile din Fig. 4.10 au fost eliminate cu succes, dar cu costul unei
celule ramasa nerecunoscuta. Se poate, de asemenea, observa ca, dupa filtrare, impuritatile
existente in imagine sunt mai putin vizibile decat in cea originald. Tn Fig. 4.12 se poate
observa o imagine cu 5 celule. In medie, doar o singura celuld a fost etichetata gresit, prin
urmare, rata de eroare este estimata la 20%. Algoritmul a rulat pe un set de opt imagini, care
contin un numar diferit de celule de drojdie si, de asemenea, au o alta luminozitate si un alt
contrast.

4.2 .5 Validarea rezultatelor

Tn realizarea acestui studiu s-au folosit tot celule de drojdie, din specia Saccharomyces
Cerevisiae, din culturi crescute in laborator. Pentru realizarea seturilor de imagini s-au
analizat diverse esantioane, la anumite intervale de timp. Pentru validarea recunoasterii
vizuale a caracteristicilor si deosebirilor dintre celulele vii si celulele moarte s-a utilizat o
cultura de celule "imbatranite” (Fig. 4.14) in care s-au identificat atat celule vii, cat si celule
moarte.

Fig. 4.14 - Celule de drojdie vii (incadrate in chenare) din cultura initiala

In aceasta figura, obtinutd prin metoda microscopiei cu contrast de faz&, celulele vii au
fost indicate prin chenare. Cultura din imaginea initiala (Fig. 4.14) a fost lasata in aceeasi
pozitie pe lamela microscopului timp de 5 minute. Datorita caldurii degajate de iluminarea
microscopului (iluminare cu bec halogen) temperatura suspensiei a crescut generand
conditii nefavorabile pentru culturd care, Tn acest rastimp, au provocat moartea si
descompunerea unor celule. Ca urmare a fost prelevata o noua imagine (Fig. 4.15) in care
se pot observa caracteristicile acelorasi celule din imaginea initiala.

S-a constatat ca o mare parte dintre celulele initial vii au murit in acest interval de timp,
prezentand aceleasi caracteristici vizuale ca si cele care erau iniial moarte. Totodata, unele
celule moarte au intrat in faza de descompunere, parte din continutul lor intern (este vorba
de nucleotide) imprastindu-se in exterior, impreund cu citoplasma, datoritd ruperii
membranei celulare. In figura initiala au fost identificate 8 celule vii, iar ulterior, dupa stresul
termic, au fost identificate numai doua celule vii, restul de 6 celule au murit, unele intrand si
in faza de descompunere. Astfel, s-au validat caracteristicile vizuale specifice celulelor
moarte (culoare, lipsa aurei exterioare de pe contur), precum si a celor trecute in faza de
descompunere (imprastierea continutului celulei in exterior).
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Fig. 4.15 - Celule de drojdie supuse stresului termic (in chenar rosu sunt celule iniial vii -
acum moarte, in chenar galben sunt celule ramase vii Tn urma stresului termic)

4.2.6 Prezentarea setului de imagini prelucrate

- Primaimagine:

Fig. 4.16 - Imaginea initiala prelevata folosind tehnica bright field microscopy
Fig 4.16 reprezinta imaginea initiala prelevata folosind tehnica bright field microscopy.

Fig. 4.17 este folositad pentru validarea rezultatelor algoritmului. Se poate observa ca toate
celulele de drojdie din aceasta imagine sunt vii datoritd prezentei aurei albe in jurul
marginilor celulelor si a interiorului bine definit al acestora.

Fig. 4.17 - Imaginea initjala prelevata Fig. 4.18 - Imagine cu contrast ajustat
folosind tehnica contrast phase microscopy

Fig. 4.18 este rezultata in urma primei etape de prelucrare a algoritmului pentru a ajuta in
identificarea corecta a celulelor si pentru a deosebi fundalul si impuritatile de acestea.

Fig. 4.19 rezulta in urma segmentarii cu prag.

Fig. 4.20 este rezultatul aplicarii functiei bwlabel si prezinta celulele identificate si etichetate.
Fig. 4.21 prezinta o serie de celule identificate si clasificate din imaginea prelucratd precum
si coeficientii de culoare calculati de algoritm.
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Fig. 4.19 - Imagine rezultata in urma Fig. 4.20 - Celule identificate (numarul
segmentarii total de celule = 6, concentratie = 0.254%)

C1-VIE-L=34,33%  C2-VIE-33,26% C3-MOARTA-30,16%

C4-MOARTA-L=22,93% C5-VIE-49,60%  C6-VIE-42,83%

Fig. 4.21 - Celule individuale identificate si clasificate

Pentru calculul erorii se poate observa ca, din 6 celule identificate, doua sunt
clasificate gresit ca fiind moarte, deci coeficientul de eroare este de 33%.
- Adoua imagine:

Fig. 4.22 - Imaginea initiala prelevata Fig. 4.23 - Imaginea initiala prelevata
folosind tehnica bright field microscop folosind tehnica contrast phase microscopy.

Fig. 4.24 - Imagine cu contrast ajustat Fig. 4.25 - Imagine rezultata in urma segmentarii
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Fig. 4.26 - Celule identificate (numarul total de celule = 5, concentratie = 0.324%)

Tn acest caz este prezenta si o eroare de detectie. Se pot observa 6 celule de drojdie
in imagine, iar algoritmul recunoaste doar 5 dintre acestea, cea de-a sasea fiind considerata
impuritate si, deci, exclusa. Din 5 celule detectate doar 4 au fost clasificate corect.

C1-MOARTA-L=28,39% C2-VIE-35,96% C3-VIE-38,19%

C4-VIE-L=33.53% C5-VIE-46,41%

Fig. 4.27 - Celule individuale identificate si clasificate

4.3 Algoritm de evaluare a stadiului de dezvoltare si clasificare a
celulelor pe baza informatiilor obtinute din analiza imaginilor color

S-a efectuat un experiment (experimentul nr. 5) avand scopul principal de a
determina diferitele stadii de evolutie a culturii de drojdie analizadnd imaginile color. Pentru
studiu s-au utilizat tot drojdii din specia Saccharomyces Cerevisiae, aflata in cultura pura pe
mediul standardizat MEA (malt extract agar) din colectia de microorganisme a Platformei de
Cercetare Bioaliment, Universitatea “Dunarea de Jos” din Galati [90].

4.3.1 Materiale si metode

S-au realizat doua variante experimentale: una pe mediul YEG (yeast extract glucose)
cu un continut favorabil de nutrien{i necesari cresterii si multiplicarii celulelor de drojdie, iar
cea de-a doua pe un mediu auxotrof - G, fara sursa de azot (extractul de drojdie), avand
doar sursa glucidica (glucoza) necesara metabolismului energetic celular de baza. Pentru
ambele medii a fost folosit un inocul de 1.76+106 ufc/ml (ufc — unitati formatoare de colonii).

Au fost determinate cinci stari in care se pot gasi celulele: celule tinere, celule mature,
celule in diviziune, celule batrane si celule moarte. Pentru descrierea acestor stari, au fost
folosite doua seturi de parametri: marimea celulei (mica, mare, foarte mare - ce corespunde
celulelor in diviziune). Al doilea set de parametri este determinat de textura interioara a
celulelor. S-a constatat ca celulele in interiorul carora exista zone intunecate (datorate unor
elemente numite incluziuni ergastice) sunt celule supuse stresului sau, cu alte cuvinte, sunt
celule neviabile, neproductive.

Criteriile de clasificare a celulelor au fost dezvoltate pe baza mai multor analize de
laborator realizate, cum ar fi:

- masurarea densitatii optice (DO600) folosind spectrofotometrul Hach Lange DR3900
(Fig. A1.23, Anexa 1);
- numararea celulelor in vase Petri cu mediu agar (SPC - standard plate count);
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- masurarea concentratiei azotului si a glucozei.

Toate analizele de laborator au fost efectuate zilnic, in acelasi timp cu prelevarea
imaginilor culturilor de celule.

Pentru reducerea erorilor statistice s-a folosit metoda inocularii in paralel a doua placi
Petri din fiecare dilutie zecimala si s-a calculat media aritmetica la perchea de placi
apartinand celei mai mari dilutii in care, per placa, numarul coloniilor nu a depasit 300.
Rezultatul, reprezentdnd numarul de celule viabile din specia S. cerevisiae (N), a fost
exprimat in ufc/ml conform formulei:

_ (n1+n2)

N(ufc/ml) - 2ed (45)

unde n; si n, reprezinta numarul de colonii din cele doua placi in care s-a facut numararea,
iar d este coeficientul de dilutie.

Pentru achizitia de imagini a fost folosit un microscop echipat cu camera digitala color
cu rezolutia de 1,3 mpx. Imaginile au fost achiziionate folosind un obiectiv de 60X si o
camera color care prezinta un factor de marire echivalent cu al unui ocular de 10X.
Intensitatea luminoasa a microscopului a fost setatd la valoarea maxima si a ramas
neschimbata pe timpul experimentului. Imaginile au fost achizitionate in modul RGB si
procesate cu un calculator obisnuit. Imaginile au fost capturate folosind drojdii
Saccharomices Cerevisiae.

Primul mediu a fost un mediu favorabil cresterii, continand toti nutrientii necesari (YEG
- yeast extrect glucose). Cel de-al doilea a fost un mediu sarac in nutrienti (G - glucose
medium) fara azot si confindnd o concentratie mai mare de glucoza pentru a vedea cum
reactioneaza drojdia intr-un mediu nefavorabil. Ambele medii au fost inoculate in aceleasi
conditii sterile (inocularea standardizata a fost realizata folosind un citometru Thoma).
Pentru cultivare a fost folosit un agitator Medline SI - 300R (Fig. Al1.24, Anexa 1) cu o
temperatura setata la 25°C si o turatie de 150 rpm. Experimentul a durat 6 zile, timp in care
imaginile au fost prelevate zilnic utilizadnd cele doua medii (Fig. A1.25, Anexa 1). Pe fiecare
lamela de microscop obiectivul a fost mutat in 30 pana la 50 puncte pentru ca imaginile
achizitionate sa fie reprezentative pentru intreaga suprafata a lamelei.

Fig. 4.29 prezinta o comparatie intre diferite stadii de evolutie ale aceleiasi culturi.
Imaginile au fost obfinute in zile diferite si au fost capturate cu un factor de marire de 600X.
Diferentele intre celule pot fi observate usor. Se poate vedea ca celulele aflate aproape de
sfarsitul vietii sau supuse stresului, cum ar fi lipsa nutrientilor, dezvolta o structura intunecata
in interior g, rareori, membrana devine neregulata, nefiind bine conturata.

Celulele aflate in aceasta stare nu mai sunt productive, apropiindu-se de sfarsitul vietii,
o parte dintre acestea fiind deja moarte, ceea ce se poate vedea in Fig. 4.29 si Fig. 4.30.
Aceasta stare de latenta a fost confirmata de toate testele de laborator efectuate in acelasi
timp cu capturarea imaginilor.

#7\ young/ viable dead cell
(‘_r cell ’ ; W
\\/ " L - ‘,

divided cell ~ -y -
[‘ A\ f\ mature cell
€. G ) &
v Vs

aged/ unviable cell

Fig. 4.29. Comparatie intre diferite stadii de evolutie a celulelor de drojdie
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Fig. 4.30 - Celule batrane/moarte si aceleasi celule colorate cu albastru de metil

Fig. 4.31. A — Celula moarta (normal + albastru de metil), B — Celula batrana (normal +
albastru de metil). Doua celule moarte colorate cu albastru de metil

In prima linie a Fig. 4.31 se gasesc doud tipuri de celule: una (A) ce prezintd o
membrana neregulata, care in acest caz s-a dovedit a fi moarta in urma folosirii metodei cu
albastru de metil si cealaltd, (B) - celuld batrana care s-a dovedit a nu fi incd moart4. in cea
de-a doua linie sunt doua celule diferite avand modificari ale structurii membranei de acelasi
tip cu celula (A) din prima linie, care s-au dovedit a fi moarte folosind metoda colorarii cu
albastru de metil.

Atat experimentele realizate, cat si algoritmul de prelucrare de imagini folosind imagini
color, au fost expuse si in lucrarea [92], indexata I1S| Proceedings si IEEE-Xplore.

4.3.2 Algoritm de prelucrare a imaginii

Algoritmul de clasificare este bazat pe cercetarile noastre si utilizeaza imaginile
obtinute cu un microscop obisnuit si 0 camera color. Scopul principal este de a putea
recunoaste celulele viabile Tn comparatie cu cele batrane (neproductive) si, secundar, de a
putea clasifica fazele de evolutie ale celulelor, cum ar fi: tinere, in diviziune, mature, batrane,
moarte. Pentru a realiza scopurile propuse, algoritmul are urmatoarele obiective:

- ajustarea luminantei si crominantei imaginii color;

- reducerea zgomotului;

- segmentarea imaginii;

- afisarea celulelor etichetate;

- extragerea imaginilor individuale ale celulelor;

- recunoasterea caracterisicilor fiecarei celule.
Obiectivele algoritmului propus sunt:

1. sa analizeze o serie de imagini microscopice pentru a extrage imagini ale celulelor
individuale;

2. imbunatatirea proprietatilor grafice relevante ale imaginilor celulelor, in scopul de a ajuta
operatorul sa recunoasca starea fiecarei celule;

3. extragerea caracteristicilor celulelor, care sunt ulterior utile pentru clasificarea automata
a viabilitatii celulare.
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Acest algoritm a fost dezvoltat pornind de la versiunea prezentata anterior si utilizeaza noi
metode de procesare a imaginii, in conformitate cu noile obiective finale. Acesta a fost testat
folosind mediul Matlab si funciiile sale corespunzatoare. Algoritmul este prezentat in Fig.
4.32.

Pasul 1: Ajustarea contrastului si
crominantei imaginii

Pasul 2: Reducerea zgomotului

Pasul 3: Segmentarea si filtrarea
imaginilor

Pasul 4: Afisarea celulelor etichetate
Pasul 5: Se extrag imagini individuale ale
celulelor

Pasul 6: Recunoasterea caracteristicilor
individuale ale celulelor

AJUSTARE CONTRAST Sl
ROMNANTA

n cadrul acestei etape, celulele sunt
clasificate. Tn acest scop, imaginile
individuale ale celulelor salvate anterior
sunt transformate n imagini in tonuri de
gri. Folosind metoda k-means clustering,
se obtin noi imagini ale celulelor
individuale. Ele sunt supuse unei ajustari
de contrast. Imaginile celulelor sunt mai
’ intdi segmentate si se obtin noi imagini,
din care se extrag conturul, aria si

AFISANE HEZULIAT

Fig. 4.32 - Schema bloc a algoritmului de prelucrare a imaginilor color

luminozitatea. Pragul a fost stabilit experimental la valoarea 0,3 si suprafata minima a 30000
de pixeli. Raportul dintre suprafata cumulata a nucleotidelor detectate si suprafata intregii
celule reprezinta caracteristica finala, raportul numit ratio:

Y patterns area (4'14)

ratio =
cell area

Aceasta caracteristica este utila pentru clasificarea celulelor ca tinere, mature, béatrane
si moarte. Conditiile de clasificare sunt urmatoarele: daca suprafata celulara este mai mica
de 8500 de pixeli, atunci celula este tanara, altfel este clasificata ca fiind ori celula in
diviziune (mai mult de 10000 de pixeli) sau matura (intre cele 2 valori).

Experimental prin analiza vizuala a mai multor imagini de celule, s-a constatat ca daca
raportul este mai mic de 5%, celula este moarta, in cazul in care acesta este mai mare de
15%, celula este batrana, iar intre 5% si 15%, poate fi tdnara sau matura, in funciie de aria
celulei.

Urmatoarele grafice prezinta analizele de laborator efectuate pe parcursul
experimentului si anume: densitatea optica (Fig. 4.67) in cele doua medii, numararea
coloniilor de celule in cele doua medii (Fig. 4.68), concentratia glucozei in cele doua medii si
concentratia de azot. Se poate observa intrarea in starea stationara a celulelor din mediul
YEG in a treia zi, respectiv a celor din mediul G in zilele 3 - 4, mai lent, datorita adaptarii la
mediul nefavorabil.

Se poate observa in Fig. 4.69 ca in ziua 4 concentratia de glucoza creste in mediul
YEG deoarece, dupa atingerea punctului maxim de crestere a biomasei in ziua 3, urmeaza o
faza de descrestere a concentratiei de biomasa (celulele mor si se descompun) eliberand
inapoi in solutie o parte dintre nutrienti.
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Se poate observa in Fig. 4.69 ca in ziua 4 concentratia de glucoza creste in mediul
YEG deoarece, dupd atingerea punctului maxim de crestere a biomasei in ziua 3, urmeaza o
faza de descrestere a concentratiei de biomasa (celulele mor si se descompun) eliberand
inapoi in solutie o parte dintre nutrienti.

In Fig. 4.70 se prezintd evolutia concentratiei de glucozd din mediul G (s&rac in
nutrienti). Se observa o scadere a concentratiei in ziua 3 datoritd consumarii glucozei de
catre populatia aflata in crestere, urmand ca in ziua 4 sa fie atins punctul maxim de crestere.

In Fig. 4.71 este prezentata evolutia concentratiei de azot din mediul prielnic (YEG).
Se remarca faptul ca celulele din acest mediu au consumat mai mult azot si mai putina
glucoza spre deosebire de celulele din mediul G care au consumat nutrientul cu concentratia
cea mai mare, glucoza. Drept urmare, in ziua atingerii punctului maxim de crestere (ziua 3),
se poate observa ca valoarea concentratiei de azot scade la punctul minim, urméand apoi sa
creasca datoritd descompunerii celulelor.

4.3.3 Rezultate obtinute cu algoritmul de prelucrare a imaginilor

Dupa rularea algoritmului pe o imagine, pentru fiecare celula individuala sunt afisati
urmatorii parametri: aria celulei, numarul de zone intunecate, raportul intre aria zonelor
intunecate si aria celulei. In continuare, se prezintd un exemplu de detectie pentru fiecare tip
de celula (Figurile 4.72 — 4.76).
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5,91)

Fig. 4.76 - Recunoasterea unei celule moarte (patterns = 2, area = 12352, ratio = 1,82)

Prima coloana contine imaginile celulelor color cum sunt prezente si in imaginea
initiala si avand nucleotidele interne detectate, a doua prezinta imaginile rezultate in urma
segmentarii si cea de-a treia prezinta imaginile rezultate dupa rularea metodei clustering si a
detectiei paternurilor interioare ale celulelor din algoritmul de prelucrare a imaginii. Studiind
imaginile rezultate, se poate vedea ca acestea favorizeaza recunoasterea de catre
operatorul uman, dar, in acelasi timp, caracteristicile extrase de catre algoritm sunt suficient
de relevante intr-o procedura de clasificare automatizata.
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Fig. 4.77 - Imaginea originala preluata Fig. 4.78 - Imaginea cea mai buna cu
camera microscopului rezultata in urma prelucrarii

Un exemplu de rulare a algoritmului pe o imagine prelevata de camera color in ziua a
treia a experimentului, precum si imaginile rezultate in urma prelucrarii, sunt prezentate in
cele ce urmeaza. In Fig. 4.77 se prezintd imaginea prelevatd iar in Fig. 4.78 se gaseste
imaginea cu calitatile cele mai bune, rezultata in urma prelucrarii (Pasul 1), segmentarii gi
etichetarii celulelor identificate (Pasul 2 - Pasul 4).

In Figurile 4.79 — 4.83 sunt prezentate cele cinci celule identificate in serii de cate trei
imagini. In prima imagine din stanga se poate observa recunoasterea nucleotidelor interne
ale celulei, imaginea din mijloc prezinta celula decupata din imagine pe baza careia se
calculeaza si aria iar in imaginea din dreapta se prezinta celula rezultata in urma aplicarii
metodei K-means Clustering. Au fost testate mai multe tehnici de detectie a conturului
celulei:

e metoda canny;,

¢ metoda hough;

e metoda entropiei;

e metoda watershed;

¢ metoda segmentarii cu prag (matlab);
e metoda K-means clustering.

In urma testelor efectuate pe numeroase imagini ale celulelor s-a constatat
experimental ca metoda K-means oferd cele mai bune rezultate in detectia contururilor
celulelor individuale.

Se poate observa din Fig. 4.79 - 4.83 ca au fost recunoscute o celula moarta si patru
celule mature determinate in functie de parametrii care sunt afisafi pentru fiecare celula in
parte.

Fig. 4.80 - Celula 2 (moarta, patterns = 2, area = 12352, ratio = 1,8%)
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Fig. 4.83 - Celula 5 (matura, patterns =6, area =10382, ratio =10,1%)
4.3.4 Studiul erorilor algoritmului

Pe parcursul testarii algoritmului au fost observate o serie de erori de identificare si
clasificare. Tn Fig. 4.84 se poate observa ca si eroare de identificare faptul c& puiul celulei nr.
2 nu este identificat datorita faptului ca are o dimensiune foarte mica si este clasificat de
algoritm ca si impuritate si de aceea este exclus.

In Fig. 4.85 se poate deosebi aceeasi eroare prezentd si in cazul anterior cand o
celula aflata in diviziune nu este recunoscuta datoritd marimii foarte mici a puiului.

Un alt tip de eroare prezenta se poate observa in imaginea din Fig. 4.86 unde celula
nr. 2 nu este recunoascuta ca si celuld aflata in diviziune, ci sunt recunoscute doua celule
diferite. Aceasta eroare este datorata focalizarii microscopului si a camerei prin producerea
unui blur de culoare alba intre cele doua celule. Acest blur este catalogat de algoritm ca si
fundal si, ca urmare, deosebeste doua celule independente.

e
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Fig. 4.84 Eroare de identificare a celulelor  Fig. 4.85 - Eroare de identificare a celulelor
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Fig. 4.86 - Eroare de identificare a celulelor  Fig. 4.87 - Imagine fara erori de identificare

In Fig. 4.87 nu s-au intalnit erori de identificare a celulelor de drojdie, deci se poate
spune ca, pentru aceasta imagine, eroarea este de 0%.

In urmatoarea figurd, (Fig. 4.88) se poate intalni o eroare de clasificare. Celula
numarul 7 este o celula moarta, lipsita de continut intracelular, dar, datorita unei recunoasteri
partiale a acesteia, este clasificatd ca si recunoastere incompleta (fara membrana din
stanga).

Un alt tip de eroare de clasificare 1l reprezinta clasificarea unei celule ca fiind celula
batrana cand, de fapt, aceasta este matura. Acest tip de eroare apare in cazul imaginilor
neclare/blurate unde interiorul celular nu este bine evidentiat. Algoritmul a fost rulat pe un
set de zece imagini, care contin un numar diferit de celule de drojdie aflate in diferite stadii
de evolutie. Tabelul 4.1 si Fig. 4.89 prezinta rezultatele sintetice.

.
&
@)

Q)|
Fig. 4.88 - Imagine fara erori de identificare
In Fig. 4.87 - celula numarul 1, precum si in Figura 4.88 - celula numarul 4, se afla la
marginea campului de observare, astfel ca sunt vizualizate partial. In aceste cazuri,
algoritmii compara aria acestor celule partiale cu aria minima (pragul de recunoastere intre o
impuritate si o celuld), iar daca aria este mai mare decét acest prag, obiectul este considerat

celula si folosita in urmatorii pasi. Aria celulei este, de asemenea, luata in calcul la
determinarea concentratiei de biomasa.

Tabel 4.1 Eroarea medie introdusa de algoritmul de recunoastere a celulelor

Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Imag.

Eroare | 30% | 30% | 20% | 0% | 15% | 7% | 20% | 0% | 25% | 15%
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Concluzii finale

Bioprocesele sunt procese care implica dezvoltarea unor culturi de microorganisme in
scopul producerii pe cale naturala a unor produse de interes pentru comunitatile umane,
cum ar fi. medicamente, pigmenti, biocombustibili, enzime etc. Trebuiesc mentionate si
procesele de epurare a apelor reziduale, unde biotehnologiile constituie fundamentul acestor
procese. Daca la inceput biotehnologia s-a dezvoltat ca stiintd de sine statatoare, cu
rezultate mai mult sau mai putin semnificative, dupa 1980 specialistii biotehnologi s-au
orientat cu precadere spre utilizarea tehnicilor de automatizare pentru eficientizarea acestor
procese. Practic, putem vorbi de o interdisciplinaritate a domeniilor, biotehnologia si
automatica, la care s-au adaugat informatica, matematica si alte stiinte (fizica, chimia etc.).
Putem afirma ca domeniul proceselor biotehnologice a devenit o provocare pentru
automatisti, care au gasit o “nisa tehnologica” pentru care sa dezvolte si sa aplice tehnici de
modelare si algoritmi de control din ce in ce mai evoluati pentru eficientizarea bioproceselor.

O problema delicata in controlul bioproceselor este cea legata de masurarea
principalelor marimi de interes, pentru inchiderea buclelor de control sau pentru diagnoza
bioproceselor. Sunt marimi (de ex. concentratia de biomasa, de substrat, a produselor de
metabolism etc.) care nu pot fi masurate on-line pentru simplul motiv ca nu exista senzori
suficient de precisi, fiabili si la un pret de cost acceptabil care sa permita utilizarea lor directa
in echipamentele de automatizare. Utilizarea estimatorilor de stare (observerelor de stare)
poate fi o solutie pentru surmontarea acestei dificultati, cu conditia sa se dispuna de un
model matematic cat mai exact al bioprocesului.

in esenta, prezenta teza de doctorat propune o metoda noua pentru masurarea
marimilor de interes din bioprocese, in scopul implementarii unor algoritmi de control sau
pentru diagnoza acestora. Metoda se bazeaza pe tehnici de prelucrare a imaginilor, pentru
aceasta fiind propusa o solutie tehnica de masurare a unor marimi din bioprocese, aplicata
in cadrul unui studiu de caz, cresterea drojdiilor din specia S. Cerevisiae. Astfel, folosind
tehnica prelucrarii imaginilor, s-a realizat o metoda de masurare a concentratiei de biomasa.
Procedeul consta in numararea automata a celulelor dintr-o imagine obtinuta cu ajutorul unui
microscop clasic si a unei camere color de 1,3 mpx.

De asemenea, a fost dezvoltat un algoritm de masurare a concentratiei de biomasa,
care analizeaza imagini color sau alb-negru, uniformizeaza marimile fotometrice din imagine,
identifica si separa celulele de fundal si impuritati, apoi numara, masoara celulele si
calculeaza concentratia de biomasa. Validarea metodei a fost realizata prin comparatie cu
masuratori efectuate folosind o metoda clasica, determinarea substantei uscate din cultura.

A fost proiectatd si realizatd o interfatd de comunicare intre echipamentul de
automatizare al unui bioreactor clasic si o placa de achizitii conectata la un PC. Prin aceasta
interfata, care cuprinde atat o parte hardware, cat si una software, s-a realizat automatizarea
unui bioreactor clasic si s-a validat experimental functionarea “traductorului” bazat pe tehnici
de prelucrare a imaginilor. Cei doi algoritmi aferenti partii software, mentionata anterior, sunt
pentru controlul procesului crestere a drojdiilor din specia S. Cerevisiae si pentru analiza
imaginilor. Tn acest scop, bioreactorul a fost prevazut cu un senzor care permite prelevarea
imaginilor in timp real, astfel realizandu-se inchiderea unei bucle de reglare a concentratiei
de biomasa. Senzorul proiectat este compus dintr-o celula de curgere (bypass), microscop
clasic dotat cu camera color de 1,3 mpx si un calculator PC, dotat cu software-ul adecvat, in
cazul de fata fiind folosit mediul Matlab. Circulatia suspensiei din camera de curgere s-a
realizat cu ajutorul unor pompe peristaltice, utilizate ca elemente de executie. Asa cum s-a
mentionat anterior, sistemul automat dezvoltat in lucrarea de doctorat a fost conceput si
validat in cazul cresterii culturilor de drojdii din specia Saccharomyces cerevisiae, dar el
poate fi usor adaptat si folosit si pentru alte culturi de celule, similare celulelor de drojdie.

Deoarece acest sistem automat nu necesita supraveghere sau control din partea
factorului uman, el poate fi folosit pentru experimente de lunga durata.
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Pe partea de diagnoza au fost realizati o serie de algoritmi de prelucrare a imaginilor
pentru recunoasterea celulelor de drojdii si care pot fi folositi de catre un operator in vedere
analizei culturilor de celule. Acest lucru este de un real folos operatorului biotehnolog care
poate fi avertizat in legatura cu starea de viabilitate a culturii de microorganisme (daca
cultura a fost contaminata, daca biomasa se dezvoltad in conditii bune, se poate aprecia
calitativ varsta medie a culturii etc.) pentru a decide continuarea sau oprirea procesului in
ideea salvarii de resurse materiale si energetice care ar fi consumate inutil daca procesul ar
evolua spre o stare de esec. Primul algoritm este capabil sa recunoasca daca o celula de
drojdie este vie sau moarta folosind un microscop obisnuit cu camp luminos si o camera alb-
negru avand o precizie de peste 80%.

Metoda de clasificare a celulelor a fost validata folosind un microscop cu contrast de
faza. Al doilea algoritm permite recunoasterea caracteristicilor individuale intracelulare pe
baza carora celulele sunt clasificate in cinci categorii: tanara, matura, in diviziune, batrana si
moarta. Algoritmul foloseste imagini color si metoda k-Means Clustering pentru a determina
constitutia intracelulara a fiecarei celule detectate. Validarea metodei a fost realizata cu
ajutorul unui experiment efectuat pe o culturad de drojdii avand o durata de 6 zile. In cadrul
experimentului au fost masurate urmatoarele marimi: concentratia de biomasa prin metoda
clasica (numararea celulelor in vase Petri — SPC), densitatea optica, masurarea
concentratiei azotului si a glucozei. Pentru a putea compara rezultatele obtinute cu algoritmii
mentionati, au fost efectuate zilnic analize de laborator in paralel cu realizarea capturii de
imagini.

Contributii originale ale tezei de doctorat

In sinteza, in cadrul tezei de doctorat trebuie mentionate urmétoarele contributii
originale:

1. Dezvoltarea si implementarea unui traductor bazat pe tehnici de procesare de imagini
pentru masurarea marimilor de interes din bioprocese cu cele doua componente:
hardware si software (in cazul prezentei teze de doctorat — concentratia de biomasa).

2. Validarea experimentala a functionarii traductorului pentru masurarea concentratiei de
biomasa prin tehnici de procesare a imaginilor in cazul unui proces de crestere a
drojdiilor din specia Saccharomyces cerevisiae.

3. Realizarea unei celule de curgere si observare (bypass), componenta a traductorului
mentionat anterior, cu rolul de a prelua esantioane de cultura pentru masurare; trebuie
mentionat faptul c& aceasta celula de curgere este una dintre contributiile cele mai
importante ale tezei, fiind elementul esential al traductorului, determinand precizia de
masurare a concentratiei de biomasa. In cadrul tezei, celula de curgere a fost
imbunatatitd prin versiuni succesive, pana la atingerea performantelor necesare
functionarii in regim automat, precum si a caracteristicilor optice care influenteaza
precizia de identificare si clasificare a celulelor.

4. Determinarea caracteristicilor dinamice ale traductorului pentru masurarea
concentratiei de biomasa prin tehnici de procesare a imaginilor, in vederea stabilirii
perioadei minime de esantionare.

5. Realizarea unui algoritm de detectie a celulelor si de calcul a concentratiei de biomasa
in timp real prin tehnici de analiza a imaginilor.

6. Realizarea unui algoritm care uniformizeaza marimile fotometrice din imagini si care se
bazeaza pe transformarea cosinus discretd 2D. Deoarece luminanta si crominanta
imaginilor depind de mai multi factori cum ar fi: densitatea de suspensie,
caracteristicile optice ale obiectivului, focalizarea camerei, luminozitatea lampii si
pozitia obiectivului pe zona de expunere, acest algoritm realizeaza ajustarea automata
a luminantei si crominantei imaginilor color astfel incat aceste diferente sa fie reduse si
proprietatile imaginilor sa fie uniformizate.

36



Baicu Laurentiu Marius Concluzii

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Realizarea unei metode de determinare automata a pragului de segmentare a unei
imagini care obtine cele mai mici erori pe un numar mare de imagini.

Identificarea procesului de crestere a drojdiilor din specia Saccharomyces cerevisiae,
in doua variante, cea de a doua varianta (bazata pe modele de tip Strejc) avand
corespondent tehnologic.

Proiectarea unui regulator liniar pentru reglarea concentratiei de biomasa si, in felul
acesta, s-a validat traductorul bazat pe tehnicile de prelucrare de imagini, dezvoltat in
lucrarea de doctorat.

Dezvoltarea si implementarea unui sistem de reglare automata care include
traductorul pentru masurarea concentratiei de biomasa prin tehnici de procesare a
imaginilor.

Realizarea unei interfete intre echipamentul bioreactorului si un calculator PC de
conducere unde sunt implementati atat algoritmii de procesare a imaginilor, cat si
algoritmul de control automat al bioreactorului.

Validarea experimentala a sistemului automat, care include traductorul pentru
masurarea concentratiei de biomasa prin tehnici de procesare a imaginilor, pe un
bioproces de crestere a drojdiilor din specia Saccharomyces cerevisiae.

Studiul elementelor fiziologice caracteristice celulelor de drojdii (din perspectiva
biotehnologica), in vederea extragerii trasaturilor acestora, care ulterior au fost utilizate
n clasificarea celulelor.

Realizarea unui algoritm de clasificare a starii celulelor dintr-o cultura in doua clase (vii
sau moarte) prin analiza de imagini alb-negru si validarea experimentala a algoritmului
folosind microscopia cu contrasta de faza.

Realizarea unui algoritm de clasificare a celulelor in 5 categorii (tdnara, matura, in
diviziune, batrana, moarta) in functie de anumiti parametri determinati prin analiza
constitutiei intracelulare, prin tehnici de analiza a imaginilor color, in vederea diagnozei
bioprocesului.

Directii viitoare de cercetare

Pornind de la rezultatele obtinute in cadrul tezei de doctorat, cercetarile realizate pot fi

continuate pe urmatoarele directii:

Extinderea metodei de determinare a concentratiei de biomasa si la alte specii de celule
asemanatoare cu cele din specia Saccharomyces Cerevisiae (a caror forma este
cvasisferica) prin modificarea unor parametri cum ar fi: dimensiunea celulelor, pragurile
de detectie etc.

n cazul algoritmului de clasificare a celulelor, acesta poate fi extins, de asemenea, si la
alte specii care prezintd caracteristici intracelulare asemanatoare prin observarea
transformarilor interne ale celulelor pe parcursul dezvoltarii lor.

Interfata propusa in aceasta lucrare poate fi usor adaptata pentru un alt echipament de
camp si control aferent unui bioreactor, avand caracateristici diferite (volum, inertie
termica, debite diferite ale pompelor peristaltice etc).

Investigarea utilizarii unei camere color avand rezolutia senzorului mai mare de 1,3
mpXx, aceasta ducand la o precizie de detectie mai mare si la erori mai mici.
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