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1. INTRODUCCION

En el presente proyecto se pretende estimar el drea ocupada por microorganismos
(bacterias) mediante procesado digital de imagenes (procesamiento morfoldgico y colorimétrico),
para la evaluacion de la eficacia microbioldgica del biocida BIOTIN R encapsulado con
nanoparticulas y aplicado sobre probetas de cemento y yeso [1].

El estudio se realizé en dos procesos: la inoculacién microbiolégica de todas las probetas y
el control fotografico semanal de las probetas a lo largo de todo el tiempo de duraciéon de los
ensayos de laboratorio, en el laboratorio de Microbiologia Ambientale e Biorestauro (MicroLAB) del
Dept. di Bioscienze e Territorio (DIiBT) de la Universita degli Studi del Molise, sede de Pesche
(Isernia) ltalia. Por lo que para la estimacion del area ocupada, se dispone de diferentes imagenes
fotograficas a lo largo del tiempo con distintas caracteristicas de tamafio, forma, etc...

El proyecto se plantea en dos fases:

e Fase 1, adecuacién de las imagenes para su correcto procesamiento posterior:
Considerando procesado morfolégico para la deteccién de la ubicacidn de las probetas
dentro de las diferentes imagenes tomas a lo largo del ensayo.

e Fase 2, deteccion de las dreas de los microorganismos en las diferentes etapas temporales
del experimento. En el caso de Bacterias, la evolucidn temporal implica un amarilleamiento
de la superficie de la probeta.



2. OBJETIVOS

El principal objetivo de este Trabajo Final de Grado es desarrollar una metodologia que
permita realizar un analisis cuantitativo de la evolucion del color en las probetas de cemento, para
asi poder concluir de forma empirica la eficacia del biocida Biotin R. Para ello, se desarrolla una
herramienta capaz de procesar los datos de partida (imagenes tomadas en el control semanal de los
ensayos) para organizarlos y corregirlos de forma simétrica, y que permita calcular el tanto por
ciento de drea ocupada a lo largo de las diferentes tomas. El entorno de programacion elegido es
“Matlab”.

Por tanto, los objetivos a cumplir por este proyecto son los siguientes:

e Realizar un estudio de los principales algoritmos y métodos de procesado de imagen y asi
elaborar un primer esquema de trabajo.

e Realizacion de codigos individuales que ejecuten los diferentes pasos del esquema para
poder estimar por separado la utilidad de los diferentes pasos que se habian establecido
en un primer lugar.

e Estudio de los diferentes tipos de algoritmos de corregistro y técnicas de transformaciones
geométricas de las imagenes.

e Estudio de los diferentes modos de representacién de imagenes.

o Disefio e implementacion de una interfaz de usuario que permita organizar los datos de
partida y realizar las transformaciones y analisis pertinentes, para asi estimar el tanto por
ciento de drea ocupada por el microorganismo, de una forma clara y sencilla para el
usuario final.

Ademds, la herramienta debe reunir ciertos requisitos para ser completamente funcional y util.

- Los resultados obtenidos deben ser fiables para que la conclusién de efectividad del
biocida se realice con la mayor confianza posible.

- La herramienta debe ser sencilla de utilizar para el usuario final, de manera que no le
requiera tiempo familiarizarse con el entorno de trabajo.

- Los resultados deben mostrarse de manera clara para su rdpida y correcta
interpretacion.

- Enla medida de lo posible, se debe intentar realizar una aplicacidn lo mas eficiente y
rapida que permita el entorno “Matlab”.



3. PLAN DE TRABAJO

El equipo compuesto por: Prof. Giancarlo Ranalli y la Dra. Pilar Bosch, trabajaron con 24
probetas, 12 en yeso y 12 en cemento. La composicién de las probetas consistio en bloques de 4x4
c¢m de yeso o cemento con la adicion de PC462 (1:4): matriz ibersil (silice precipitada de 0.5 gr) con
o sin biocida Biotin R (2 gr) [1].

El biocida Biotin R estd constituido por dos moléculas: n-octil-isotiazonona (OIT) vy
iodopropinilbutilcarbamato (IPBC: sal de amonio cuaternario) disueltos en etanol debido a su baja
solubilidad en agua. Estable en un amplio intervalo de Ph (4 A 11) y temperatura (-202C a +802C).
Amplio espectro de actividad contra algas, hongos, bacterias (gram-positivas y gram-negativas),
actinomicetos y liquenes. Se utiliza para exterior o interior en piedra o pintura mural, madera, etc.

Una vez recibidas las muestras en el laboratorio de Microbiologia Ambientale e Biorestauro
(MicroLAB) del Dept. di Biocienze e Territorio(DiBT) de la Universita degli Studi del Molise, sede de
Pesche (Isernia), Italia, se procedid al estudio y evaluacion de la eficacia inhibitoria del crecimiento
microbioldgico del biocida Biotin R encapsulado con nanoparticulas.

Para llevar a cabo esta evaluacion, las pruebas se realizaron en ambiente interior
controlado, con la intencidon de acelerar tiempos y disminuir las variables que puedan afectar la
eficacia del biocida.



4, MATERIALES Y METODO

Se llevé a cabo un control fotografico semanal de las probetas a lo largo de todo el tiempo
de duracidén de los ensayos de laboratorio mediante una camara fotografica réflex NIKON D90. La
camara fue mantenida inmovil durante todos los ensayos, fijdndola con un tripode para mantener
las condiciones fotograficas lo mas estables posibles (Figura 1). Asi mismo se mantuvieron estables
las condiciones de las fotografias utilizando siempre la funcion manual pre-fijada con: resolucidn de
imdagenes: 300ppp, velocidad de obturacién: 1/20 y apertura del diafragma: F=3.5. Ademas, se
realizdé un control de la temperatura y humedad durante todo el periodo de duracién de los ensayos
mediante la utilizacion de instrumentos portatiles que permiten el registro de las variaciones diarias
(datalogger).

Figura 1. Toma de imagenes en condiciones estables

Las probetas de cemento y yeso con biocida (test) y sin biocida (control) fueron colocadas
por triplicado en placas Petri de cristal de 150x15 mm conteniendo 70 ml de medio de cultivo
“Potato Broth médium™. Las probetas, sumergidas hasta la mitad de su altura, se dejaron durante
24 h en el medio de cultivo para que lo absorbieran hasta saturacion.

Figura 2. Estado de los ensayos tras la saturacion



Tras el periodo de absorcion, se procedid a inocular mediante pulverizacion la superficie de
las probetas con esporas de un cultivo mixto de hongos, aislados de la naturaleza (obtenidos de una
muestra de suelo). Los ensayos fueron mantenidos durante todo el tiempo a una temperatura de
23.19Cy una HR del 93.8%.

Figura 3. Indculo de las esporas de cultivo mediante pulverizacion

El cultivo mixto inoculado estuvo formado por cinco especies fungicas obtenidas de una
muestra de suelo. Los indculos utilizados fueron identificados mediante observacién microscépica
correspondiente a las especies Aspergillus sp., Paecilomcyes sp. Y Penicillium sp.

Figura 4. Especies flingicas obtenidas de la muestra de suelo

ANALISIS FOTOGRAFICO DEL CRECIMIENTO MICROBIOLOGICO EN LA SUPERFICIE

Se observa un crecimiento microbioldgico en las probetas de yeso, en las que el inicio del
mismo se detecta a los 15 dias del inicio del ensayo, crecimiento que se hace evidente sobre la
superficie de las probetas a los 60 dias del inicio del mismo. Como se observa en la figura, existe una



mayor cobertura por el biofilm de la superficie de las probetas control respecto a las probetas con
el biocida. Esta diferencia es evidente y significativa solo en una de las tres réplicas, mientras que en
las otras dos la diferencia con los controles es mucho menor y no significativa estadisticamente.

Figura 5. Progresion temporal del crecimiento del microorganismo en la probeta 1.

Control 1

Test 1

Control 1

Test 1

T:60

Figura 6. Toma en la que el efecto del biocida
comienza a ser claramente visible

METODOLOGIA UTILIZADA

Los pasos seguidos para el analisis de las probetas han fueron los siguientes:

e Organizar los resultados del control fotografico para facilitar el procesado en “Matlab”.
e Binarizar las imagenes para poder procesarlas.

e Segmentar las probetas utilizando las operaciones morfoldgicas pertinentes, obteniendo
las méscaras de cada una de ellas.

o Realizar el corregistro de cada una de las tomas temporales en funcion a la posicién inicial
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de las probetas. Para intentar seguir y corregir el movimiento de las probetas.

e Una vez corregida la posicién de todas las imagenes, almacenar Unicamente los pixeles que
componen cada una de las probetas en una estructura de resultados.

e Analizar y cuantificar el nivel de ocupacién del microorganismo en funcién del color de los
pixeles.

e Representar los resultados obtenidos.

e Generar una interfaz de usuario que facilite la tarea al usuario final del programa.

Organizacion de datos

El primer paso sera preparar los resultados del control fotografico semanal para facilitar el
procesado en MATLAB. Teniendo en cuenta que se realizan dos fotografias por cada fecha de
control, una por cada ensayo, se puede proceder a clasificar la informacidn cogiendo los archivos
pares por un lado (test) y los impares (control) por otro. Todo ello se guardara en una estructura
llamada file que contiene varios campos:

controlname/testname: en el que se distingue si el archivo pertenece al ensayo de control o test.
controlname/testname: el nombre del archivo.

controldate/testdate: contiene la fecha del archivo, que se utilizard posteriormente para las graficas
temporales.

controlimage/testimage: contiene |la matriz de 3 dimensiones.

Con el siguiente cddigo se consigue ordenar la informacién de la forma deseada:

lee_archivos=dir('C:\Users\josan23\Desktop'\Bacterias');
n=1;

m=1;

for k=3:length(lee_archivos)

if rem(k,2)==0 %pares
file(m) .testname=lee_archivos (k) .name;
file(m) .testdate=lee_archivos (k) .date;

archivo=lee_archivos (k) .name;
nombre='C:\UsersYjosan23\Desktop\Bacterias\';

file (m) .testimage=imread (strcat (nombre,archivo));

m=m+1;

else Fimpares
file(n) .controlname=lee_archivos (k) .name;
file(n) .controldate=lee archivos (k) .date;
archivo=lee_archivos (k) .name;

nombre="'C:\UsersYjosan23\Desktop\Bacterias\"';

file(n) .controlimage=imread (strcat (nombre,archivo)):

n=n+l;
end
end

Figura 7. Cédigo MATLAB para organizar la toma de datos en una estructura

Y los archivos quedan ordenados de la siguiente forma, de manera que con la posicion 1
podemos acceder tanto a la primera toma del ensayo de test como a la de control:
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1x13 struct with 6 fields

Fields controlname controldate @ controlimage testname testdate @ testimage
1 '2014-07-03 Bacterias Control JPG'  '03-jul.-201413:5418" 205645023 wint8  |'2014-07-03 Bacterias TestJPG' '03-jul.-2014 13:56:04" 305645023 wintd
2 '2014-07-04 Bacterias ControlJPG'  '04-jul.-2014 13:31:50' '2014-07-04 Bacterias TestJPG' '04-jul.-2014 13:32:44'

3 '2014-07-08 Bacterias Control JPG'  |'08-jul.-2014 14:15:56' '2014-07-08 Bacterias Test.JPG' |'08-jul.-2014 14:20:58'

4 '2014-07-10 Bacterias ControlJPG'  '09-jul.-2014 17:22:50' '2014-07-10 Bacterias TestJPG' '09-jul.-2014 17:23:20"

5 '2014-07-12 Bacterias Control JPG'  |'11-jul.-2014 19:27:48' '2014-07-12 Bacterias TestJPG' |'11-jul.-2014 19:28:30'

6 '2014-07-14 Bacterias ControlJPG'  "14-jul.-2014 14:20:50' '2014-07-14 Bacterias TestJPG' '14-jul.-2014 14:21:36'

7 '2014-07-15 Bacterias ControlJPG'  '15-jul.-2014 12:38:08' '2014-07-13 Bacterias TestJPG' '15-jul.-2014 12:38:44'

8 '2014-07-17 Bacterias ControlJPG'  "16-jul.-2014 17:40:20' '2014-07-17 Bacterias TestJPG' '16-jul.-2014 17:41:14'

9 '2014-07-21 Bacterias ControlJPG'  '21-jul.-2014 13:34:46' uint8 '2014-07-21 Bacterias TestJPG' '21-jul.-2014 13:55:534'

10 '2014-07-22 Bacterias ControlJPG'  '22-jul.-2014 14:47:22' uints '2014-07-22 Bacterias TestJPG' '22-jul.-2014 14:48:34'

11 '2014-07-25 Bacterias ControlJPG'  '25-jul.-2014 13:01:44' '2014-07-23 Bacterias TestJPG' '25-jul.-2014 13:02:06'

12 '2014-08-03 Bacterias Control /PG '02-sep.-2014 22:23:02 '2014-08-03 Bacterias Test.JPG' '02-sep.-2014 22:23:28' 2

13 '2014-08-16 Bacterias ControlJPG'  '16-sep.-2014 13:5%:14" | 3056x458, '2014-09-16 Bacterias Test.JPG' '16-sep.-2014 13:3%:48'
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Figura 8. Resultado de la toma de datos organizada.

Binarizacién de imagenes

Una vez obtenida esta estructura se puede proceder a procesar las imagenes. El segundo
paso consistird en pasar la imagen a binario para poder identificar mas facilmente donde se
encuentran las probetas. La funcion elegida es img2bw, pero para ello es necesario pasar la imagen
a escala de grises en primer lugar. Con rgb2gray se puede seleccionar el valor de un pardmetro por
debajo del cual todo se pone a 0, para intentar eliminar informacidn innecesaria y por encima del
mismo, todo se queda a 1.

Saturacion en B/N

Figura 9. Binarizacion de la imagen con valor del pardmetro = 0.2
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Como se puede observar, a primera vista los cuadrados que dibujan las probetas son
claramente identificables, sin embargo, lo que se necesita es obtener una imagen en la que solo
queden los cuadrados y el resto aparezca en blanco, para reducir tiempo de procesado. Ademas, si
se amplia la imagen, se observa que el interior de los cuadrados no es macizo, sino que existen
pixels vacios, lo que provocara problemas a la hora de identificar los tres objetos.

Segmentacidn de probetas

Las técnicas elegidas para solucionar este problema son la dilatacién y la erosion. Estas
operaciones son fundamentales en el procesamiento morfoldgico. De hecho, la mayoria de los
algoritmos estdn basados en estas dos operaciones. Basicamente, la dilatacién suma pixeles a las
fronteras de los objetos en una imagen, mientras que la erosién elimina los pixeles sobre las
fronteras de los objetos [2].

Dilatacion binaria:

Dada una imagen A, y un elemento estructural B, (ambos imagenes binarias con fondo
blanco), la dilatacién de A por B se define como:

A DB=x taque (B) Na# 0

El primer elemento de la dilatacion, A, esta asociado con la imagen que se esta procesando
y el segundo recibe el nombre de elemento estructural, la forma que actua sobre A en la dilatacién
para producir dicha operacion. Al realizar una dilatacién con un elemento estructural que no
contiene el cero, lo que se realiza es una expansion de la imagen [3].

i B

A AEB
Figura 10. Ejemplo de dilatacion
Es decir que, en la dilatacidn, el valor del pixel de salida es el valor maximo de todos los

pixeles en la vecindad del pixel de entrada. Si alguno de los pixeles es igual a uno, el de salida se
coloca a uno.

Erosion binaria:

La erosion es la operaciéon morfolédgica dual de la dilatacién. Es la transformacion que
combina dos conjuntos usando el concepto de inclusion:

Dada una imagen A, y un elemento estructural B, (ambos imdgenes binarias con fondo

13



blanco), la erosidn de una imagen A por un elemento estructural B, es el conjunto de todos los
elementos x para los cuales B trasladado por x estd contenido en A:

A!B:{xtalqueﬂx < a

Mientras que la dilatacion puede representarse como la unidn de los traslados, la erosién
puede representarse como la interseccion de los traslados negativos, que se concibe usualmente
como una reduccién de la imagen original.

B

wiem B

A ASB

Figura 11. Ejemplo de erosion

Es decir que, en la erosion, el valor del pixel de salida es el valor minimo de todos los
pixeles en la vecindad del pixel de entrada. Si alguno de los pixeles es igual a cero, el pixel de salida
se coloca a cero.

Tanto para eliminar todos los pixeles sobrantes alrededor de los tres objetos como para
rellenar el interior de los mismos, se modifica el area de los mismos. Por ello, si se realiza el mismo
numero de dilataciones que de erosiones, y viceversa, se puede mantener la mascara inicial de los
objetos.

Las posibilidades de orden de las distintas operaciones son diversas, pero en este caso, las
principales son las siguientes: se elige una primera serie de erosiones con un elemento estructural
de 3x3 y a continuacidn de 12x12, para eliminar la mayor parte de los pixeles sueltos de alrededor;
una segunda serie, con un elemento estructural de 9x9 y a continuacién de 43x43, para rellenar el
interior de los tres objetos; y una ultima serie de 3x3 de nuevo para dejar Unicamente las 3
probetas sobre el fondo blanco.

erosion, dilatacion

om
ok .-r*r

..,« -8

-

Figura 12. Resultado de la primera serie: erosion, SE=3x3 y 12x12
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Figura 13. Resultado de la segunda serie: dilatacion, SE=9x9 y 43x43

Figura 14. Resultado de la tercera serie: erosion, SE= 3X3.

Una vez se obtiene una imagen binaria donde Unicamente se encuentran los tres objetos,
llega el momento de localizarlos. Para ello se recurre a la funcién regionprops que proporcionard
tanto la localizacién de las probetas, como el centro de las mismas y su area.

Figura 15. Resultado de la funcién “regionprops™

15



Con la localizacidon de las probetas se puede realizar un recorte de las imagenes para
obtener cada objeto por separado. Para ello se recurre a la funcién “imcrop”, a la cual se le pasa la
coordenada x, la coordenaday, lo que abarca en horizontal y lo que abarca en vertical.

C1ABAJO IZQ C2 ARRIBA 1ZQ C3 DERECHA

Figura 16. Probetas segmentadas en diferentes subplots

Si a lo largo de las diferentes tomas temporales, las probetas se mantuvieran en la misma
posicion, se podria aplicar el resultado obtenido de la funcidn anterior para obtener directamente la
estructura de resultados. Puesto que si existe dicho desplazamiento, seria necesario aplicar todo
este procesamiento a cada una de las imagenes independientemente, lo cual aumenta
enormemente el tiempo de procesado.

Intentando aplicar estas operaciones morfoldgicas al resto de imagenes, se observa que
conforme se avanza en el tiempo, y el crecimiento del microorganismo comienza a ser visible, se
complica la localizacién de los objetos de interés, siendo necesario un procesado independiente y
personalizado de cada imagen, siendo para las ultimas tomas indiferenciables. Esto ultimo debido
no solo al desplazamiento de las probetas, sino al medio de cultivo, cuyo color deja de diferenciarse
claramente del de la superficie de los objetos de interés. Llegado a este punto, es necesario pensar
en una alternativa para localizar los objetos en el resto de tomas que no suponga un procesado
morfoldgico [4].

Una opciodn viable consiste en realizar una transformacién de las imagenes que coloque las
probetas de cada una de las tomas en la misma posicidn, para asi poder utilizar la posicidn obtenida
en el primer procesado morfolégico. Sin embargo, esto tampoco es tan sencillo, ya que también se
observa que cada uno de los tres objetos no se desplaza (y/o rota) de forma simétrica, por lo que la
transformacion debera realizarse, no de cada imagen, sino de cada probeta por separado.

Para realizar este proceso, se debe obtener en primer lugar, la mascara correspondiente a
la localizacién de los objetos en el primer procesado (realizado con regionprops). Con la funcién
bwlabel se pueden etiquetar todos los pixeles de un mismo objeto con un numero
automaticamente. Asi pues, el primer objeto tendrd todos los pixeles que lo compongan a uno, el
segundo a dos y el tercero a tres [5].
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500
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2500
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500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

Figura 17. Mascara de las tres probetas, cado uno etiquetado con un niimero

Ahora se debe generar una mascara independiente para cada objeto. Para ello se copia la
madscara original en una nueva variable, se localizan los pixeles que contienen los otros dos objetos
que no se necesitan y se ponen a cero. Este proceso se realiza para cada una de las tres probetas.

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

Figura 18. Mascaras independientes para cada uno de los objetos de interés
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La funcién de transformacidon debe trabajar con imdgenes en las que Unicamente se
desplace el objeto de interés, pero éste debe tener cierto margen alrededor, ya que, si se trabajara
con la mascara tal cudl para cada una de las tomas, las probetas saldrian cortadas. Con el fin de
abarcar un espacio razonable dentro del cual se pueda observar la probeta en cada una de las
tomas temporales, se procede a dilatar cada una de las tres mascaras obtenidas. Se elige un
elemento estructural de 400x400 para el ensayo de control, y de 500x500 para el ensayo de test.
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Figura 19. Comparacion de la mascara original (amarilla) y la mascara con el margen de localizacion (verde)

Co-registro automatico:

Una vez las imdgenes han sido procesadas, y se han segmentado las regiones de interés, se
pueden someter a las diferentes transformaciones espaciales. Este proceso es el mas trascendental
de todo el proyecto ya que de la calidad de la transformacion aplicada depende la fiabilidad de los
resultados de los pardmetros que se van a analizar. Por tanto, el objetivo es conseguir reducir
significativamente el error de corregistro, es decir, el programa ha de aplicar la transformacion
necesaria a las imagenes recibidas para obtener una correspondencia pixel a pixel. Este proceso
debe realizarse, al igual que la segmentacion, sin ningun tipo de asistencia por parte del usuario del
programa.

Para enfatizar la importancia de aplicar este concepto y comprender mejor su
funcionamiento de forma visual, a continuacion, se presentan dos zonas con zoom de MIP
pertenecientes a un caso de estenosis arterial, antes de la intervencidon (imagen izquierda) y
después de la misma (imagen de la derecha). En la de la izquierda se ha seleccionado una regién de
interés (ROI) sobre una arteria. Trasladando las coordenadas de esa ROl sobre la imagen del POST
se puede observar claramente como no coincide en el lugar exacto. Estos desplazamientos en las
imagenes son debidos a limitaciones de la propia intervencion (tensidon arterial, respiracion y
movimientos del paciente, etc.) ya que, durante toda la intervencion, el paciente permanece
despierto. Si se tratara con estas imagenes sin realizar el corregistro, generaria unos resultados
anormales sin informacidn relevante. Por tanto, el objetivo de realizar el corregistro no es otro sino
hacer que este tipo de casos coincidan tras aplicar la correccidn pertinente [6].
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Figura 20. Comparacion de la traslacion en coordenadas de la misma ROI, sin corregistrar

Estos algoritmos de registro pueden ser clasificados de acuerdo con los modelos de
transformacion que utilizan para relacionar el espacio de la imagen objetivo al espacio de la imagen
referencia. La primera categoria de modelos de transformacion incluye las transformaciones
lineales, que son la de traslacion, rotacion escalamiento y otras transformaciones afines. Las
transformaciones lineales son de naturaleza global, por lo tanto, no pueden modelar diferencias
geométricas locales entre las imagenes. La segunda categoria de transformaciones, es capaz de
deformar localmente la imagen objetivo para alinearla con la imagen de referencia. Las
transformaciones que se han empleado en este proyecto son lineales ya que el tipo de movimiento
que sufren los objetos de interés implica Unicamente desplazamiento o rotacidn; en ningun
momento la imagen necesita ser deformada para conseguir correspondencia con la de referencia.

ESTUDIO DE LOS ALGORITMOS DE CO-REGISTRO

Como ya se ha dicho, el modelo de transformacidn a utilizar es el lineal.
Las transformaciones geométricas modifican la relacion espacial entre pixeles, y eso en términos del
procesamiento digital de imagenes consiste en dos operaciones basicas:

1. Una transformacion espacial que define la reubicacidn de los pixeles en el plano imagen.
2. Unainterpolacidn de los niveles de grises, los cuales tienen que ver con la asignacion de los
valores de intensidad de los pixeles en la imagen transformada.

Para ello, usando el “Image Processing Toolbox” de “Matlab”, se encontrd la funcién
“imregister” y la funcion “imregtform”. Mediante estas funciones se obtiene una matriz de 3x3,
denominada matriz de transferencia, la cual indica la transformacién rigida que sufre la imagen
movida respecto a la de referencia; en el caso de que no exista desplazamiento, la matriz resultante
sera la matriz identidad. Para evidenciar su significado, se muestran en primer lugar unos ejemplos
visuales y a continuacidn se explica el significado de cada celda de la matriz.
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Figura 21. Matriz de transformacion del algoritmo de corregistro

Al no ser una matriz identidad, significa que existe algln tipo o conjunto de
transformaciones geométricas. Se puede observar que la Gltima columna es (0 0 1), esto significa
que es una transformacion afin, ya que por definicién, todas las transformaciones afines deben
tener en la dltima columna de la matriz0 0 1 ([zeros(n,1);1]).

La transformacion afin es aquella en la que las coordenadas (x’, y’) del punto imagen son
expresadas linealmente en términos de las del punto original (x,y). Es decir, la transformacion viene
dada por las ecuaciones:

x'=ax+by+m

y =cx+dy+n

Cuando m=n=0 las ecuaciones anteriores se convierten en el prototipo de una
transformacion lineal. En resumen, una transformacion afin del plano es el resultado de combinar
una transformacién lineal con una traslacién. A continuacién, se pueden ver los tipos de
transformaciones afines que existen:

Figura 22. Tipos de transformaciones afines



En la siguiente tabla se puede observar la matriz de transformacion (MT) asociada a cada
tipo de transformacién afin:

Transformacion afin Ejemplo Matriz de fransformacion (MT)

Traslacidn _I 0 o L, especifics el desplazamiento e lo largo del ge x
L, especifica el desplazamiento a lo lango del je y
o 1 0
t, ‘tjr 1
Escalado _5 0 0 3, especifice el factor de escalado a lo largo del eje x
* 3, especifice el factor de escalado a lo largo del gje )
0 s, 0
0 0 1
Inclinade B 1 sh y 0 3h,, especifica el factor de inclinaciin a lo largo del eje x
33‘.!. especifica el factor de inclinacidn a lo largo del eje y
sh, 1 0
0 o 1
y 5 ~ . ) .
Rotacion P cos(q) sinig) 0 q especifica el angulo de roteciin
4 >
By’ -sin{q) cos(g) O
A4 9 9
0 0 ]

Tabla 1.Matrices de transformacion asociadas a cada transformacion afin

En este caso, la funcidon que se probard en primer lugar es “imregister”, que tiene la
siguiente morfologia:

moving reg = imregister(moving,fixed,transformType,optimizer,metric)

Donde:
Moving: imagen que se debe corregir en escala de grises.
Fixed: imagen de referencia en escala de grises.
TransformType: tipo de transformacion que debe realizar la funcion.

Optimizer/metric: configuracion deseada para las imagenes a registrar.

Para el tipo de transformacion geométrica se debe elegir uno de los siguientes cuatro tipos:
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Transform Type Description

'translation’ (¥ ) translation.

‘rigid’ Rigid transformation consisting of translation and rotation.

‘similarity’ Monreflective similarity fransformation consisting of translation, rotation, and scale.
‘affine’ Affine transformation consisting of franslation, rotation, scale, and shear.

Tabla 2. Tipos de transformaciones para el corregistro y su correspondiente nomenclatura MATLAB

Se escoge el tipo ‘rigid’ ya que en las tomas se producen variaciones tanto de posicion
como de rotacién. En cuanto a los parametros optimizer y metric se utiliza el siguiente comando,
que los generara automaticamente (monomodal simboliza que las imdgenes han sido capturadas en
el mismo dispositivo):

[optimizer,metric]=imregconfig('monomodal') ;

El resultado tras aplicar la funcién, comparado con la imagen sin la correccidn aplicada, es
el siguiente:

Figura 23. Resultado del corregistro automatico aplicado a la segunda toma

Una vez se obtiene la imagen corregida, seria oportuno dejar Unicamente los pixeles que
abarcan la probeta en cuestion, y el resto dejarlos a 0 para facilitar el analisis de color. Para ello lo
mas sencillo serd generar una mascara con el BoundingBox obtenido de la segmentacion:
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Figura 24. Mascara usada para obtener Gnicamente los pixeles
que abarcan la probeta objetivo

Ahora solo queda multiplicar esta mascara por la imagen corregida y se obtendrd la
informacion deseada para proceder al analisis de color:

Figura 25. Resultado de multiplicar la mascara por la imagen
corregistrada

Sin embargo, llegado a este punto se plantea un leve problema, la imagen obtenida es en
escala de grises y la informacion que se precisa debe ser en formato rgb para poder realizar un
analisis completo del color. La funcidn inversa a la utilizada, rgh2gray, no existe, por lo que es
necesario profundizar en la funcién “IMREGISTER” para poder realizar la transformacion a la imagen
a color.

Tras mucho investigar, se da con las funciones “IMREGTFORM” e “IMWARP” cuyo

funcionamiento es similar al de la funcién “IMREGISTER”, con la diferencia de que se puede utilizar
la matriz de transformacidn de la manera que se desee.
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La funcion “imregtform” utiliza también las imagenes a registrar en escala de grises para
calcular la matriz de transformacion, con la diferencia de que mientras que la funcién “imregister”
aplicaba directamente esta matriz a la imagen en escala de grises, esta funcidn permite almacenar
esta misma en una variable. La morfologia es la misma que para la funcién “imregister”.

tform = imregtform(moving, fixed, 'rigid', optimizer, metric);

La funcion “imwarp” utiliza la matriz de transformacién calculada para aplicarla a la imagen
que se elija. Esto permite pasarle la imagen en formato rgb y realizar la correccidn correcta. La
morfologia de esta nueva funcidn es la siguiente:

imagenout=imwarp (moving, tform, 'OutputView', ..
..imref2d(size (moving)) ;

Donde:

‘OutputView’: genera el tamarfio y la localizacidon de la imagen de salida en funcién del sistema
mundial de coordenadas.

Imref2d: crea un objeto imref2d dado un tamafio de imagen concreto. Esta sintaxis construye un
espacio de referenciapara el caso por defectoen el cual el sistema mundial de coordenadas esta co-

alineado con el sistema intrinseco de coordenadas.

El resultado de aplicar esta funcién es el siguiente:

Figura 26. Resultado del corregistro usando la nueva funcién
“imwarp” que permite obtener un resultado RGB

Lo Unico que queda es multiplicar la mdascara anteriormente calculada, por cada una de las
componentes (R, G y B) de la matriz. Ahora si que se obtiene el resultado preciso para ser
almacenado en la estructura de resultados.
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Figura 27. Resultado de aplicar la mascara a la nueva imagen
corregistrada a color

Para obtener la bateria de resultados, se realiza un bucle que recorra todas las posiciones
de la estructura inicial y vaya generando y guardando todos los resultados en dos estructuras
diferentes, una para el ensayo de control y otra para el de test.

En un primer momento, para evitar grandes diferencias entre las imagenes que se van a
corregistrar (ya que el entorno de las probetas se va ensuciando conforme pasa el tiempo, lo que
dificulta la correccién directa con la primera toma) se decide realizar el corregistro siguiendo el
siguiente patron: La segunda imagen se corregistra con respecto a la primera, la tercera con
respecto a la segunda corregida, la cuarta con respecto a la tercera corregida, y asi sucesivamente.
Para ello, no solo se debe almacenar en la estructura el resultado de cada iteracion, sino también
guardar de una iteracion a la siguiente, la imagen anterior corregida (ya que el resultado se guarda
con la mascara aplicada, y se pierde informacidn.
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El resultado obtenido para el ensayo de control es el siguiente:

Figura 28. Resultado del corregistro automatico para todas las tomas de la probeta 1 del ensayo CONTROL

Figura 29. Resultado del corregistro automatico para todas las tomas de la probeta 2 del ensayo CONTROL
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Figura 30. Resultado del corregistro automatico para todas las tomas de la probeta 3 del ensayo CONTROL

El resultado obtenido para el ensayo de test es el siguiente:

Figura 31. Resultado del corregistro automatico para todas las tomas de la probeta 1 del ensayo TEST
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OO0
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Figura 32. Resultado del corregistro automatico para todas las tomas de la probeta 2 del ensayo TEST

Ooon
OO0
Ooono
OO0

Figura 33. Resultado del corregistro automatico para todas las tomas de la probeta 3 del ensayo TEST

Como se puede observar, la correccién ha sido parcialmente correcta ya que ha funcionado
perfectamente para la primera probeta del control y para la segunda y tercera del test, sin
embargo, para las restantes ha fallado en la mitad de las tomas temporales.
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Para solucionarlo, se piensa en una segunda opcion. Es posible, a pesar de comparar con las
imagenes corregidas para evitar cambios bruscos en el entorno de las probetas, que esto continte
siendo insuficiente. Por ello, se intenta ejecutar de nuevo el bucle, pero esta vez utilizando las
imagenes corregidas con la mdscara aplicada para eliminar ese fondo que puede resultar confuso
para la funcién, aplicando la correccidn con respecto a una imagen donde Unicamente se encuentra
la probeta en cuestion.

Esto genera un resultado practicamente idéntico, por lo que se puede deducir que el
entorno de las probetas no es algo que entorpezca la accion del corregistro.

En la tercera opcion, se piensa que el problema no es el entorno que rodea a la probeta,
sino la gran variacion de desplazamiento y rotacion de las probetas. Asi que, para evitar
correcciones bruscas (ya que se comprueba que las variaciones de la primera imagen con respecto a
la ultima siempre son mas evidentes que las de cada una con su correlativa) se decide realizar el
corregistro guardando las matrices de transformacion de cada iteracidn y siguiendo el siguiente
patron: la segunda con respecto a la primera, la tercera con respecto a la segunda y después se le
aplica la matriz de la correccion de la segunda, la cuarta con respecto a la tercera y después se le
aplican las matrices de correccidn de la tercera y de la segunda, y asi sucesivamente.

El resultado obtenido siguiendo esta opcién es totalmente erréneo, siendo el peor de los
tres hasta el momento ya que para ninguno de los dos ensayos consigue realizar la correccion
correcta de todas las tomas de alguna de las probetas. Ademas, cabe mencionar el gran coste
computacional que supone almacenar y aplicar todas las transformaciones sucesivas en cada
iteracion, lo cual hace esta opcion directamente inviable. De esta prueba también se deduce que el
problema no reside en la complejidad de las correcciones de las Gltimas tomas.

Se plantea por tanto una ultima opcidn, realizar el corregistro directamente de todas las
tomas con respecto al primer caso. El patréon a seguir en este caso es el mas sencillo hasta ahora:
la segunda imagen se corregistra con respecto a la primera, la tercera con respecto a la primera, y
asi sucesivamente.

El resultado obtenido para el ensayo de control es el siguiente:

oooo
ooo
OO0
OO0

Figura 34. Resultado de la probeta 1 del ensayo de CONTROL
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Figura 35. Resultado de la probeta 2 del ensayo CONTROL
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Figura 36. Resultado de la probeta 3 del ensayo CONTROL

Como se puede observar, el resultado es similar a la primera opcidn; pese a que se reduce
el nimero de tomas corregidas de forma errdnea, el algoritmo sigue sin proporcionar el resultado
esperado. Es necesario que todas las tomas de todas las probetas de cada ensayo se encuentren
corregidas perfectamente, se lo contrario, el calculo del drea de ocupaciéon del microorganismo sera
totalmente erréneo. Ademas, es curioso comprobar que en todas las opciones, existen casos
temporalmente posteriores, correctamente corregidos, a casos erroneamente corregidos, lo que
significa que el problema tampoco reside en que el algoritmo tenga limitaciones por exceso de
desplazamiento o rotacion.

A pesar de que no existe una opcidn que dé una solucion perfecta al problema, y que ésta
Ultima presenta un resultado similar a la primera, se elige la Ultima por tener un menor coste
computacional y una sintaxis mas sencilla. Por todo esto, llegado a este punto, se plantea una
alternativa complementaria al corregistro automatico. Se trata del corregistro manual.
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CORREGISTRO MANUAL

Esta opcidn surge porque hay ocasiones en las que las imagenes no funcionan bien con el
corregistro automatico. La Unica razon posible restante de esta situacién es que, en las imagenes,
no exista un patrén determinado de variacion. Es decir, en la imagen original, existen tres objetos
que a lo largo del tiempo se mueven de forma totalmente independiente. Esto ocasiona que en las
imagenes no exista una variacién comun a todas ellas (en mayor o menor grado), con lo cual, a
pesar de haber segmentado los objetos por separado, en algunas aparecen trozos de otro objeto, o
variaciones externas al objeto del cual se pretende corregir la posicién. Esto significa que seria
necesaria una segmentacion individual para cada toma, lo cual llevaria al punto de partida ya que
no se podria automatizar ninguna parte del proceso. Es por ello que se valora la necesidad de un
complemento para solucionar los casos en los que la correccion automdtica no funcione
correctamente: el corregistro manual.

Para la realizacion del corregistro manual, se utiliza la funcidn “cpselect” de la toolbox de
“Matlab”. Con esta opcidn, el usuario final del programa podra seleccionar los puntos principales de
las imagenes que quiera hacer coincidir. A continuacién se muestra un ejemplo en el cual, el
corregistro automatico no funciona correctamente:

Figura 37. Ejemplo del mal funcionamiento del corregistro automatico
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Figura 38. Resultado de la superposicion de las imagenes corregistradas y las originales

En este caso, se puede observar el problema comentado anteriormente. Aparte de la
variacion de posicion de la probeta, existe una diferencia notable entre las dos imdgenes. En la de la
derecha aparece una parte de otra de las probetas, y por supuesto la suciedad del entorno. Esto
genera que no exista un Unico patron de desplazamiento entre las dos imagenes ya que las
probetas se mueven de forma independiente, y en ningin momento se le da al corregistro
automatico informacion de cudl es el objeto que debe corregir. Aqui es donde cobra sentido la
opcidn de corregistro manual.

Para estos casos, se debe generar un algoritmo que permita realizar una correccién
manual, indicando cual es el objeto de interés. La sintaxis utilizada para ello es la siguiente:

[movingPoints, fixedPoints]=cpselect (moving, fixed, 'Wait', true);

tform = cp2tform(movingPoints, fixedPoints, 'nonreflective
..Similarity');

[registered, xx, yyl=imtransform (moving, tform, 'xyscale',1);

registeredfinal=imtranslate (registered, [round (xx (1)), round(yy (1
..)],'Fillvalues',0);

La funcién “cpselect” abre la siguiente interfaz y se pone en pausa hasta que se realice la
funcidn pertinente. En ella se deben seleccionar una serie de puntos (cuatro en este caso), y hasta
que no se realice esta accion, la ejecucion se queda pausada para no generar error, gracias a los
parametros: ...‘Wait’, true).
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Figura 39. Pantalla de ejecucidon del corregistro manual

En la pantalla se muestra las dos imagenes que se desea corregistrar, y al terminar de
realizar la seleccidn, se genera la matriz de transformacién con la funcion “cp2tform” usando esos
puntos.

La aplicacién de la matriz de transformacion se realiza en dos pasos:

1. Se ejecuta la funcién “imtransform” para aplicar la matriz
2. Se ejecuta la funcién “imtranslate” para corregir la traslacion

Este segundo paso es necesario ya que la funcidn realiza la correccidn en funcidn al Sistema
Mundial de Coordenadas. Es por ello que en las variables xx e yy se guarda la diferencia de pixeles

en ambos ejes.

Una vez realizados estos dos pasos, el resultado obtenido es el siguiente:
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Figura 40. Resultado del corregistro manual (imagenes superpuestas)

Como se puede observar el ajuste es correcto, por lo que este proceso se puede aplicar a
aquellos casos en los que el corregistro automatico no funcione como es debido.

Al intentar realizar una comparacion pixel a pixel, se observa un ultimo problema antes de
poder ejecutar este proceso para todos los casos necesarios. La funcidn, al realizar la correccion,
modifica el tamafio de imagen por lo que saltard un error al intentar aplicarle la mascara de
resultados. Para solucionar este inconveniente, se crean unas condiciones después del corregistro
gue modifique el tamafio de la imagen al de la imagen original:

Si la imagen arreglada es de menor tamafio que la de referencia, se completa con
ceros.

- Silaimagen arreglada es de mayor tamafio que la de referencia, se recorta.

- Ysi es una mezcla de los casos anteriores, se recorta en eje x y se completa con ceros
en el eje y, o viceversa.

El codigo para realizar esta correccion en funcidn del tamafio de la imagen es el siguiente:
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$%%casol La imagen arreglada de mayor tamafio que la fija. Rellenamos
if (size(fixed,l)>size(registeredfinal2,l)) &
size(fixed,2)>size(registeredfinal2, 2))

—~ - oe

registeredfinal2 (size (registeredfinal2,l) :size(fixed,1l),size(registere
dfinal2,?2) :size(fixed,2),:)=0;

reg=registeredfinal?2;

figure, imshowpair (fixed, reqg) ;

end

$%%caso2 La imagen arreglada de menor tamafio que la fija. Recortamos
if (size(fixed,1l)<size(registeredfinal2,1l)) &

(s

ize (fixed,2)<size(registeredfinal2,?2))

reg=registeredfinal2 (l:size(fixed,1l),1l:size(fixed,2));
figure, imshowpair (fixed, reqg) ;

end
$%$%caso3

if (size(fixed,l)>size(registeredfinal2,l)) &
(size(fixed, 2)<size(registeredfinal2,2))

registeredfinal?2 (size (registeredfinal2,1) :size(fixed, 1), l:size(fixed, 2
),:)z2;=registeredfina12(l:size(fixed,l),l:size(fixed,Z));
figure, imshowpair (fixed, req) ;
end
$%5%5casod

if (size(fixed,l)<size(registeredfinal2,l)) &
(size(fixed,2)>size(registeredfinal2, 2))

registeredfinal2 (l:size(fixed,1l),size(registeredfinal2,2) :size(fixed,?2
), :)=0;
reg=registeredfinal2 (l:size(fixed,1),1l:size(fixed,2));

figure, imshowpair (fixed, req) ;

end
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Figura 41. Ajuste del tamaio de la imagen resultado al de la imagen original

Ahora si que se obtiene un resultado totalmente correcto y se puede aplicar a las imagenes
para las que no ha funcionado el corregistro automatico. Llegado este punto se pueden preparar las
estructuras de resultados para proceder con el andlisis del grado de ocupacion del microorganismo.

Analisis de ocupacidn del microorganismo

Una vez se preparan y organizan correctamente los datos, se puede proceder al propodsito
de este proyecto: realizar un analisis del color de la superficie de las probetas y estimar el grado de
ocupacion del microorganismo para los dos ensayos, con el objetivo de determinar la diferencia
entre ambos y asi concluir la efectividad del biocida Biotin R.

Para realizar este analisis de color existen varios métodos basados en diferentes modos. En
primer lugar, se realiza un estudio de los diferentes modos de representacidon de imagenes para
elegir el éptimo.
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MODOS DE COLOR

Se llama modo de color al sistema de coordenadas que permite describir el color de cada
pixel utilizando valores numéricos [7].

Los modos mas utilizados son los siguientes:

Modo monocromatico: se corresponde con una profundidad de color de 1 bit. La imagen
esta formada por pixeles blancos o pixeles negros puros.

Figura 42. Modo monocromatico

Modo Escala de Grises: maneja el color negro y permite 256 tonos de gris entre el blanco y
el negro puros.

Figura 43. Modo escala de grises

Modo Color indexado: utiliza un canal de color indexado de 8 bits pudiendo obtener con
ello, hasta un maximo de 256 colores.
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Figura 44. Modo indexado

Modo RGB: Cada color se forma por combinaciéon de tres canales. Cada canal se
corresponde con un color primario: Red (rojo), Green (verde), y Blue (azul). Asigna un valor de
intensidad a cada color que oscila entre 0 y 255. De la combinacidn surgen hasta 16,7 millones de
colores. Ejemplo: El valor R:255, G:0, B:0 representa al color rojo puro.

Figura 45. Modo RGB

Modo HSB/HSV: cada color surge de los valores de estos tres parametros: Hue (Tono) que
es el valor del color: rojo, azul, verde, etc. En GIMP se expresa en grados y oscila entre 0 y
360. Saturation (Saturacidn) que se refiere a la pureza del color y va del 0% al 100%. Brightness
(Brillo) referencia la intensidad de luz del color, es decir, la cantidad de negro o blanco que contiene
estando su valor entre 0 (negro) y 100 (blanco). Ejemplo: El color rojo puro tiene un cédigo RGB
como (255,0,0) y también un cddigo HSB (0,100,100). En la mayoria de programas de tratamiento
de imagenes se puede elegir un color introduciendo su cddigo RGB (opcion mas frecuente) o
alternativamente su codigo HSB. En ambos casos la imagen maneja una paleta de colores de 24 bits.
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Figura 46. Modo HSV

Modo CMY: cada color se forma por combinacidn de cuatro canales. Cada canal se
corresponde con un color primario de impresion: Cyan (Cian), Magent (Magenta), Yellow (Amarillo).
Cada canal puede tener como valor entre 0 y 255. Se trata de imagenes con una profundidad de
color de 32 bits.

De todos los modos que se acaban de nombrar, en primer lugar se obvian los que no
contemplan los planos de color, es decir, ni el binario, ni el de escala de grises ni el indexado. En
cuanto a los restantes, el modo RGB es el modo del cual se parte, y no resulta cdmodo trabajar con
él teniendo en cuenta que el color que buscamos identificar correctamente es el amarillo, el cual
depende de varios de estos canales. En cuanto a los otros dos, parece interesante comprobar si el
modo CMY proporciona una representacion comoda para el analisis, ya que uno de sus canales es el
amarillo.

MODO CMY

Tras investigar en la Toolbox, no existe ninguna funcion de “Matlab” que realice la
transformacion directa de RGB a CMY, por tanto se crea un pequefio cédigo que realiza esta
conversion:

function[C,M,Y] = rgb2cmy(R,G,B)
=1.0 - (double(R)./double (255.0));
.0 - (double(G)./double (255.0));
0 - (double(B)./double (255.0)):;

< Q
e e

M=uint8 (255.0*M) ;
C=uint8(255.0*C) ;
Y=uint8 (255.0*Y) ;

end

Tras realizar la conversion se obtienen tres planos equivalentes a los RGB que representan
la imagen:

39



Figura 47. Desglose de las matrices C, M, Y

Para poder observar mejor si el resultado obtenido facilita el andlisis que se pretende
realizar, a continuacion, se compara una de las tomas mas avanzadas de una de las probetas (en la
que el color amarillo es claramente visible) y el plano, y de este modo:

Imagen RGB Plano Y

Figura 48. Comparacion de la imagen original y el plano Y (amarillo)

Aqui se puede observar claramente que transformar la matriz con este modo no facilita la
tarea, ya que, de hacerlo, el plano “Y” deberia coincidir en buena medida con la zona amarilla dela
superficie de la probeta. Para terminar de comprobar que este modo no es el correcto, se procede a
transformar a CMY la primera toma de una de las probetas (que deberia traducirse en valores
minimos ya que la probeta estd limpia) y la ultima toma de la misma (en los que los valores
deberian ser elevados en las zonas correctas). Una vez hecho esto, se restan los planos Y de ambas
imagenes y se observa que la media de la diferencia de valor de la comparacidn pixel a pixel es
inferior a 10 unidades. Por tanto no merece la pena seguir con este modo; se pasa ahora a
comprobar la utilidad del modo HSV.
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MODO HSV

Se ha visto como los modelos RGB y CMY estan relacionados con el hardware (es decir,
orientados a dispositivos como monitores o impresoras) o a alguna aplicacion donde el objetivo es
la manipulacidn de color. Sin embargo, éstos no son Utiles para describir los colores en términos
practicos para la interpretacion humana. Por ejemplo, uno no se refiere al color de un automovil
dando porcentajes del contenido de cada uno de los colores primarios. En cambio, el modelo HSV
corresponde al modelo mas cercano a la manera en que los humanos percibimos el color. Cuando
los humanos ven un color lo describen en términos de su tono (H), saturacion (S) y su brillo/valor

(I/V) [8].

El tono es un atributo cromatico que describe un color puro (amarillo, naranja, etc),
mientras que la saturacion proporciona una medida del grado en que el color puro estd diluido en
luz blanca. Este modelo debe su utilidad a dos hechos:

1. Lacomponente de intensidad () esta desacoplada de la informacion cromatica.
2. Las componentes de tono (H) y saturacidn (S) estan intimamente relacionadas con la forma
en que los humanos perciben el color.

Por ello resulta la herramienta éptima para el procesamiento de imagenes a color.

Es comun que se desee elegir un color concreto (como este es el caso del amarillo), cuando es
asi, resulta util usar la ruleta de color HSV. En ella el matiz se representa por una region circular; una
region triangular separada puede servir para representar la saturacion y el valor de color deseados
de la regidn triangular [9, 10].

Figura 49. Esquema del modo HSV

El matiz se representa como un grado de angulo cuyos valores posibles van de 0 a 360 (aunque
en algunas aplicaciones se representa de 0% A 100%) Cada valor corresponde a un color.

41



Angulo Color

0° Rojo

30° Naranja

60 ° Amarillo

ag e Verde Chartreuse
120°  |Verde

150 ¢ |Verde Primaveral
180 ¢ |Cian

210 °  |Azul claro (azur)
240 °  |Azul

270 ¢ |violeta

300° |Magenta

330° |Rosa

Tabla 3. Equivalencia de angulos y tonos para el modo HSV

La saturacién se representa como la distancia al eje de brillo negro-blanco. Los valores
posibles van de 0 a 100%. Cuanto menor sea la saturacion de un color, mayor tonalidad grisacea
habra y mas decolorado estard [11].

100% = Matiz puro
0% - Grisaceo

El valor representa la altura en el eje blanco-negro. Los valores posibles van del 0 al 100%. 0
siempre es negro. Dependiendo de la saturacion, 100 podria ser blanco o un color mas o menos
saturado.

En este caso si que existe una funcion en “Matlab” para realizar la conversidn: “rgb2hsv”.
Asi que el primer paso es aplicarla a la imagen y visualizar los diferentes planos.

Figura 50. Desglose de panlos H, Sy V, y la imagen original
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Como se puede observar, donde realmente reside la informacion interesante es en el tono
(H) vy, sobre todo, en la saturacion (S). Es posible que, de primeras, la H no parezca informacion
relevante, pero si se recuerda bien, la H viene a representar qué matiz se desea visualizar, y en este
caso es el amarillo, es decir 602. Cuando se trabaja en “Matlab”, los limites van de cero a uno, por lo
que si se tiene en cuenta que 302 es naranja y 902 es verde, se elige un rango razonable (de 409 a
809), es decir de 0,1111 a 0,2222. Esto se puede visualizar también en el histograma del tono, en el
cual se comprueba que este es el camino a seguir.

%10*

] 01 0.2 0.3 0.4 0.5 06 0.7 0.8 0.9 1

Figura 51. Histograma del tono (H)

En cuanto a la saturacion, esto se complica algo mas. Cabe recordar que la saturacion va
desde un tono muy grisaceo hasta el matiz puro de color, en este caso amarillo puro. Ya que las
probetas no son blancas puras, algo que seria practicamente imposible, seria recomendable filtrar
la saturacién y eliminar la pequefia parte de saturacidon que representa la probeta origen. Para
poder estimar mejor el cual es el punto de inflexidn, se procede a representar las imagenes tanto de
la primera toma de una de las probetas como de la Ultima, y sus correspondientes histogramas:
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Primera toma Ultima toma

o 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1

Figura 52. Comparacion de los histogramas de tono de la primera toma y la ultima

Como se puede observar, en ambos histogramas de saturacidn hay zonas comunes, algo
que no interesa, ya que la Unica variaciéon que existe en las imagenes es el paso de blanco a
amarillo. Todo lo que se repita se debe eliminar para no falsear la medida. Es por ello que,
observando los histogramas, el umbral minimo para la saturacion se coloca alrededor de 0,15.

El siguiente paso consiste en realizar una mascara para poder contar los pixeles que, segun
el criterio elegido, coinciden con lo que se denomina un pixel "ocupado™. Cabe decir que el objetivo
de este anadlisis no es determinar el grado de saturacidon de la ocupacién, sino determinar la
ocupacion en funcién de la saturacion. Dicho de otra manera, no importa lo saturado que esta el
pixel de amarillo, simplemente importa que se pueda considerar amarillo.

Los pixeles que se dejardn a uno en la madscara seran los que cumplan estas dos
condiciones al mismo tiempo:

1. Elvalor de tono (H) debe estar por encima de 0,1111 y por debajo de 0,2222.
2. Elvalor de saturacion (S) debe superar el valor de 0,15.
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Probeta Mascara

Figura 53. Mascara obtenida con los parametros: 0,1111<H<0,2222 y $>0,15

Una vez se obtiene la mascara equivalente, Unicamente queda realizar un recuento de los
pixeles que se encuentran a uno. Para ello se recurre a la funcién “numel”. Para obtener el tanto
por ciento de ocupacidn, que es el dato final que se desea como resultado, se divide este nimero
de pixeles a uno por el nimero de pixeles total y se multiplica por 100.

Este proceso puede aplicarse a todas las probetas y obtener una matriz con los resultados final
que, posteriormente se representaran en graficas y se exportardn a Excel. Una vez se obtienen
todos los algoritmos y se comprueba que funcionan correctamente, llega el momento de realizar
una interfaz para facilitar el trabajo al usuario final.
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FLUIOGRAMA

A continuacion, se presenta un diagrama de blogues en el cudl se pretende reflejar el
sistema de funcionamiento del programa realizado, para comprender mejor todo lo explicado
anteriormente.

LOAD DATA LOAD RESULTS -]

AUTO-REG. —_— SAVE AUTO.R.

MANUAL REG. —> § SAVE MANUAL R.

v
(/

¢ N

A |
PARAM. SELECT. e —
PARAM. SELECT.

EXPORT EXCEL EXPORT GRAPHS
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Diseino de la interfaz de usuario

Las interfaces de usuario, también conocidas como GUI, permiten un control sencillo (con
uso de raton) de las aplicaciones de software, lo cual elimina la necesidad de aprender un lenguaje
y escribir comandos a fin de ejecutar una aplicacion. Las apps de “Matlab” son programas
autéonomos de “Matlab” con un frontal grafico de usuario GUI que automatizan una tarea o un
calculo. Por lo general, la GUI incluye controles tales como menus, barras de herramientas, botones
y controles deslizantes.

Para realizar esta interfaz, se van creando las diferentes partes de la misma siguiendo el orden
de programacion de los algoritmos. En primer lugar, la clasificacidn de los datos de partida. Se opta
por un disefio en el que la pantalla de inicio incluya acceso directo a todas las acciones: tanto a la
carga de directorio, la carga de resultados obtenidos en sesiones anteriores, ambos corregistros y el
analisis final de los datos. El aspecto inicial es el que se muestra a continuacion:

Load Data Segmentation Load

ontrol ~

300712014 ~ ¢l v

View Preview Save S. Results

0.9
08 Auto-Register
0.7
06
Wanual Register
0.5
0.4
0.3

0.2

0.1
Analizer

Figura 54. Pantalla de inicio de la interfaz de usuario

Inicialmente sélo se podran realizar dos opciones:

1. Con el boton “Load Data”, se selecciona el directorio en el cual se encuentran las imagenes
de las diferentes tomas y se organizan todas las tomas.

2. Con el botén “Load” situado a la derecha, se pueden cargar los resultados obtenidos de

sesiones anteriores (ya que los procesos de corregistro conllevan un tiempo considerable).
En primer lugar, se pediran los resultados de control y, acto seguido, los de test.
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El resto de opciones no se encontraran disponibles hasta que no exista, al menos, cualquiera de
las dos cargas de datos.

Corpem Bactenas

Figura 55. Carga del directorio donde se encuentran las imagenes base

Nombew |

Figura 56. Carga de los diferentes estados de los archivos ya procesados

Tanto para las acciones de carga de datos o resultados, como para las de procesado de los
datos, existe un indicador que nos avisa en qué momento el proceso estd en ejecucién y cuando lo
ha finalizado. Entre tanto, no sera posible realizar ninguna otra opcién.

Wait

Load Data

Control ~
Control v |

03/07/2014 ~
03/07/2014 v

View
View

Figura 57. Cambio de estado del indicador de carga de datos
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Una vez realizado la primera de las dos opciones, se puede realizar cualquiera de las
acciones de procesado de imagen. Asimismo, también se puede visualizar cualquiera de las tomas
gue acaban de ser organizadas seguin fecha, probeta y ensayo. Para ello se selecciona en los menus
desplegables qué probeta, qué ensayo y qué probeta, y que qué fecha, y se pulsa el botdn “View”.

Load Data

Test v

1200772014 v

Figura 58. Ejemplo de visualizacion de una de las imagenes base una vez organizadas en la estructura

A partir de este punto, la siguiente opcion que se encuentra disponible es la de realizar la
segmentacién de las imagenes, cargadas mediante la opcion “Load Data”.

Finalizado este proceso, ya existen unas estructuras de resultados generadas que se

pueden visualizar con la opcion “Preview”, utilizando los mismos menus desplegables del paso
anterior:
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Segmentation Load

Preview Save S Resuls

Auto-Register

Manual Regster

Analzer

Figura 59. Visualizacion del resultado de la segmentacion de imagenes

Si el usuario encuentra correcto el resultado obtenido, tiene la opcién de guardar el
resultado con el botén “Save S. Results” y también proceder directamente con el andlisis del area
de ocupacién.

En caso de que la segmentacidn no consiga arreglar completamente los datos, una nueva
opcidn aparece disponible en la interfaz. Se trata del corregistro automatico. Al pulsar sobre “Auto-
Register”, se abre una nueva ventana en la que se debe pulsar el botén para que comience el
registro. Una vez finalizado, existe la posibilidad de visualizar el resultado, en funcion de la probeta
y el ensayo, obteniéndose una figura con todas las tomas ordenadas por fecha.

Si el resultado obtenido es correcto, se podra guardar el resultado con el boton “Save Auto-

Reg Results”, por si se desea continuar con el andlisis en otro momento, y pasar directamente al
analisis de area de ocupacion con el botdn “Proceed to Analyze”.
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Control v cz ~ View Result

Auto_Register

Save Auto-Reg. Results

Manual Register

Proceed to Analyze

Figura 60. Pantalla donde se puede realizar el corregistro automatico

En el caso de que los resultados continlen parcialmente incorrectos, existe la posibilidad
tanto en el mismo momento (con el botdn “Manual Register” de la pantalla que se observa en la
figura 56 como en una sesidn posterior cargando los resultados del registro automatico en la
pantalla de inicio, de realizar la correccion manual de las tomas que contindien mal ajustadas.
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Este proceso permite, en primer lugar, previsualizar los casos en los que se observd un
error en la correccién automatica, con la contraposicién de la primera toma de cada probeta de

cada ensayo, y la toma seleccionada de la misma con los menus desplegables.

Control v 03/09/2014 N c2 i

Manual Register

Save Changes

Save Manual-Reg. Results

Proceed to Analyze

Figura 61. Pantalla de corregistro manual. Visualizacion de las imagenes que se desean corregir

Al pulsar el botén “Manual Register”, se abre la pantalla de seleccion de puntos para que el
usuario marque los cuatro que considere mas relevantes, tanto en la que se pretende corregir como
en la de referencia. Para este proyecto se recomienda marcar con precisién las cuatro esquinas de

las probetas para facilitar la tarea al algoritmo.
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Fie Edt View Tools Window Help ~
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Moving Detail: moving 3% v | O tockrato ||38% v Fixed Detal: fxed

Control

Figura 62. Seleccion de puntos de interés para el corregistro manual

Una vez terminado este proceso, el usuario podra visualizar directamente el resultado del
registro manual donde antes se visualizaba la comparacién de tomas. La figura representara ambas
tomas (la de referencia y la corregida) superpuestas, para comprobar que ambas coinciden en el
espacio. Si el resultado es correcto, se debe guardar el caso concreto pulsando el botén “Save
Changes”, antes de pasar a una nueva toma incorrecta.

Una vez corregidos todos los casos deseados, se podra pulsar el botén “Proceed to
Analyze” para pasar directamente al analisis de drea de ocupacidn, y también guardar los resultados
de la correccién manual para continuar con el analisis en una sesién posterior (ya que los procesos
de correccidén son computacionalmente costosos).

Cabe decir que, al existir la posibilidad de guardar los resultados después de aplicar cada
uno de los procesos de segmentacidn y corregistro, se puede proceder directamente al andlisis de
color siempre y cuando no se parta del resultado de la carga del directorio (sin haberse realizado, al
menos, la segmentacion).

Una vez se procede con el andlisis, desde cualquier de las pantallas vistas anterior mente,
se abre una nueva en la que se presentan dos opciones de andlisis:

1. Andlisis Completo
2. Analisis Individual
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Full Anahlyzer

Dizcret Analyzer

Figura 63. Pantalla de seleccidn del tipo de analisis colorimétrico

ANALISIS COMPLETO

Este modo se encarga de realizar un andlisis completo del area de ocupacion del
microorganismo, en todas las probetas de ambos ensayos, y organizar los resultados en graficas que
faciliten la interpretacidn de los mismos. Asi mismo dar la posibilidad de exportar los datos finales
(tanto las graficas en formato “.png” como los valores en formato de tabla Excel) para que el
usuario pueda realizar un informe sin preocuparse de organizar y generar de nuevo los datos
obtenidos.

Para poder estimar el drea de ocupacidn, seria necesario comprobar primero de qué punto
se parte, es decir, sabiendo cdmo se encontraba la probeta en la primera toma (en cuanto a color se
refiere), se podran establecer unas pautas de actuaciéon. Es por ello que la interfaz permite
seleccionar dos imagenes para comparar los histogramas de las mismas. Estos histogramas seran,
tanto los de tono (H) para encontrar el color buscado, como los de saturacidn (S) del tono en
cuestion.

Llegado a este punto, el usuario podra seleccionar el valor del umbral maximo y minimo
para el tono y el valor del umbral minimo para la saturacion.

Se decidio realizar la interfaz de esta manera ya que esto otorgaria versatilidad al analisis.

Si por ejemplo, se quisiera realizar el andlisis en funcién a otro color, modificar los umbrales minimo
y maximo del tono permitiria hacerlo.
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Check Parameters
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Figura 64. Analisis completo. Seleccion de parametros umbral para tono y saturacion

Para que el usuario tenga una guia del rango en el que se puede encontrar los valores
Optimos de los pardmetros, se establecen unos valores iniciales que previamente se han

considerado correctos.

Pulsando el botén “Check Parameters” se puede observar, a la izquierda, las imagenes de
las probetas seleccionadas y, a la derecha, las mismas imagenes multiplicadas por la mdascara que se
obtendria con esos parametros, es decir, los pixeles resaltados en verde serian los que se tomarian

como “ocupados”.
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Stand Out

Done

Figura 65. Previsualizacion de la aplicacion de los parametros seleccionados

Realizando este proceso, se observa que, en algunos casos, no resulta tan obvia la
veracidad del resultado como en la figura anterior. Esto es debido a que el drea de ocupacion no se
hace claramente visible para el ojo humano hasta las ultimas tomas. Es por ello que se afiade una
nueva funcién para poder resaltar la saturacion de los pixeles de la imagen. A continuacidn se
puede observar un ejemplo del resultado obtenido al pulsar el botén “Stand Out”.



Stand Out Done

Figura 66. Funcion del botén “Stand Out™

Pulsando este botdn podemos alternar entre ambos modos de visualizacidn de las probetas
ya que no en todas se visualizard mejor realizando esta accion.

Una vez se encuentren los valores que se consideren éptimos para el andlisis, se podrd

pulsar el botdn “Done” para que el programa comience a aplicar el proceso de estimacion de area
en funcion del valor de los parametros seleccionados.
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COMPARACION DE RESULTADOS

Llegado a este punto, se puede proceder a la comparacién de los resultados calculados.
Estos resultados consisten basicamente en el recuento del nimero de pixeles que se encontraban a
uno en las mdscaras generadas en funcion de los parametros de saturacién y tono. Esto
proporcionara el resultado en nimero de pixeles, por lo que, ademas, se pasara a tanto por ciento

ya que lo que interesa es los pixeles ocupados en funcidn del total de ellos.

La comparacion se realiza en tres graficas, una para cada probeta, donde se encuentran los
datos organizados por fecha de la toma y representados en forma de barras verticales; se considerd
que éste era el tipo de grafico en el que se podria concluir con mayor claridad. Pese a que la
diferencia temporal no es simétrica entre los diferentes datos de cada serie, se decide colocarlos de

forma equidistante para favorecer la interpretacién.

Pulsando el botdon “Compare” se obtiene lo siguiente:

4| guided -
Compare Export to excel Export Graphs
Probeta C1
80 I I I I [ [
I Control
60 | T JTest
g 0
o
2 o
20 | | | | | | | | | | | | |
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n\? 50—
o
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03 Jul 04 Jul 08 Jul 09 Jul 11 Jul 14 Jul 15 Jul 16 Jul 21 Jul 22 Jul 25 Jul 02 Sep 16 Sep
Fecha
Probeta C3
ey \ \ \ |
I Control
80 [ 1Test
$ e
o
S ok
<
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Figura 67. Visualizacion grafica de los resultados obtenidos
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Ademas, existe la posibilidad de exportar los resultados obtenidos en formato de hoja Excel
pulsando el boton “Export to Excel”. Asi el usuario tendrd acceso a los valores exactos, tanto de las
areas de ocupacion en cada uno de los ensayos, como la diferencia de ocupacion entre el ensayo de
control y el del test del biocida Biotin R.

Cuando el indicador pase a color verde, se guardara un archivo Excel llamado "Resultados™
que se localizara en la misma carpeta del programa.

Resultados - Excel Jose Sanchez Garcia g3 - a

Insertar  Disefio de pagina Férmulas Datos Revisar  Vista  Q ;Oué desea hacer? 8 Compartir
= X, e ol== =, _ Einsertar ~ | 2 - A
Calibri 1 KA == > B Ajustartedo General - = ] ’] 4 p
PDE@' Py = jal F D fE t Et\‘d GrEm - [ 05 B
egar N K 5§ - |- . s === e Combinary centrar ~ = = 95 000 %) &9 ormato arformato Estilosde ., rdenar y uscary
. 4 Y * > condicional - comotabla~ celda~ %) Formato~ " filtrar~  seleccionar~
Portapapeles = Fuente F] Alineacién F] Nimero ] Estilos Celdas Editar ~
1| A13 = f || Dif.(%) v
A B C D E F G H 1 J K L M N o -
1 AreaCtrl(%) 03/09/2016 04/09/2016 08/07/2014 10/07/2014 12/07/2014 14/07/2014 15/07/2014 17/07/2014 21/07/2014 22/07/2014 25/07/2014 03/09/2014 16/09/2014
2 ProbetaCl 0 0,60845021 7,81880297 0,75531751 6,84694528 21,2925905 8,6623992 0,65872554 16,1846965 22,6595252 32,4612346 78,4485113  78,494828
3 Probetac2 0 -0,21373975 5,27844249 1,06018013 4,49744054 4,79404317 10,782241 -0,31944799 7,36821318 6,71653927 10,6618188 86,7756275 81,7349317
4 ProbetaC3 0 0,14630635 6,60608384 12666844 6,97850001 7,83756083 13,5701097 0,35755082 18,3051152 22,3359726 38,3146604 84,1437558 78,5320857
5
6
7 |AreaTest(%) 03/09/2016 04/09/2016 08/07/2014 10/07/2014 12/07/2014 14/07/2014 15/07/2014 17/07/2014 21/07/2014 22/07/2014 25/07/2014 03/09/2014 16/09/2014
8 ProbetaCl 0 -0,10611821 3,60801918 0,13322034 2,3639931 2,96901959 3,96645443 0,94590262 9,71287008 6,20333471 5,56128136 12,0157879 9,84494526
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15 |Probeta c2 0 0,41887988 2,22023554 -0,86029039 -1,54897309 0,48672129 -4,01036659 1,33127262 32,1026978 24,8090357 30,9133724 -20,2220942 -24,0733042
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17

18

10 A
Hojal @ ] ¥

Listo Promedio: 1043546082 Recuento: 56 Suma: 5453999627 | B m - 1 + 100%

Figura 68. Hoja excel generada a partir de los resultados obtenidos

Ademas de los datos, es posible que el usuario desee exportar las imagenes de las gréficas
para incluirlas en un informe de conclusiones del proyecto. Para ello se afiade un botdn llamado
“Export Graphs™ el cual, al pulsarlo, permite seleccionar el nombre del archivo que se va a guardar,
que sera uno por grafica.

Observando los resultados obtenidos, se plantea la posibilidad de que el andlisis completo
no obtenga los resultados esperados para todas las tomas. Esto puede ser debido a las condiciones

de captura de las fotografias, las cudles pueden haber sido tomadas con diferente luz.

Para ello existe otro tipo de andlisis, que permite modificar los pardmetros de las tomas
individuales elegidas para obtener el porcentaje de area ocupada.
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ANALISIS DISCRETO

Para obtener el drea de ocupacién de una Unica probeta en una fecha concreta, existe el
tipo de analisis discreto. En él se puede seleccionar el ensayo, la fecha y la probeta en cuestién
utilizando los menus desplegables, y pulsando el botén “View Selected”, se puede visualizar la
probeta elegida.

Control v
Select Threshold 0.15 Preview

16/09/2014 v

2 v 10+ 8

View Selected

Area (%)

60.3193

Figura 69. Analisis discreto. Seleccion del parametro umbral de saturacion

Pulsando el boton “Select Threshold”, aparece el histograma de saturacién del tono v,
cliqueando sobre el mismo, se puede seleccionar el umbral minimo de saturacion, visualizandose la
mascara resultado que se obtendria en comparacion con la imagen original.

Si la estimacion sigue sin ser la deseada, basandose en el valor del indicador, el usuario
puede introducir el valor a mano después de cinco intentos.

Una vez seleccionado el valor considerado como 6ptimo, se pulsa sobre el botén “Area (%)”
para que el algoritmo aplique los pardmetros a la imagen en cuestion. Asi se obtiene el valor del
area de ocupacidn, en tanto por ciento, para la probeta en concreto seleccionada. El usuario podra
introducir este nuevo valor, modificando la tabla Excel anteriormente generada por el anélisis
completo.
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5. CONCLUSIONES

El presente Proyecto Final de Grado nace de la necesidad detectada, por de la Dra. Pilar
Bosh y del grupo de trabajo del laboratorio de Microbiologia Ambientale e Biorestauro (MicroLAB)
del Dept. di Biocienze e Territorio (DiBT) de la Universita degli Studi del Molise, sede de Pesche
(Isernia) Italia, de estimar el drea ocupada por microorganismos (bacterias) mediante procesado
digital de imagenes (procesado morfoldgico y colorimétrico) de forma automatica.

El desarrollo del trabajo estd centrado en la obtencidn de datos fiables y lo mdas exactos en
la medida de lo posible a la hora de estimar el porcentaje de drea ocupada por bacterias, de cada
una de las probetas y en cada una de las fechas en las que se realiza el control fotografico de los
ensayos. Para ello se requeria un estudio de los conceptos mds importantes del tratamiento de
imagen y de las diferentes técnicas de procesado.

Debido a la variacion asimétrica de la posicién para cada una de las probetas, en un primer
lugar se pretende realizar la deteccion de las mismas de forma independiente en cada una de las
imagenes, sin embargo, aparecen dos problemas importantes: por un lado, la modificacion del
entorno de los objetos del interés, lo que practicamente imposibilita la deteccion de las probetas en
la mayoria de las Ultimas tomas, y el gran coste computacional que supondria este proceso. Es por
ello que se observo la necesidad del uso de técnicas de corregistro, para conseguir hacer coincidir
de forma automatica las imagenes de cada serie, y asi, poder realizar sobre las mismas un estudio
considerado fiable.

Una vez que el procesado de imagen hace su trabajo correctamente, la aplicacion permite
un analisis colorimétrico comodo para el usuario, simplificando las diferentes opciones que existen
para llevarlo a cabo vy, a su vez, dotandolo de versatilidad para no limitarlo Unicamente a un color ni
a un grado de saturacion concreto.

El programa se ha realizado pensado en facilitar el trabajo al usuario, de manera que, pese
a que el programa esté disefiado de forma que sea versatil, existen unos valores predefinidos en
todas las decisiones y parametros, asi como para la carpeta donde se guardaran los resultados y el
nombre de los mismos.

Ademas de todo lo anterior, la muestra de los resultados obtenidos se realizé pensando en
la claridad visual, de forma que la persona pudiera detectar rapidamente la eficacia del biocida sin
tener que comprobar los valores numéricos uno a uno. Como complemento se realizd una
herramienta que permitiera organizar y exportar los resultados obtenidos de forma que fuese util
para la persona que fuera a realizar el posterior informe y no obligarla pues a realizarlos de forma
manual.

Finalmente, a partir de lo obtenido, se puede concluir que el funcionamiento de este
programa responde perfectamente a las necesidades planteadas en los objetivos de este proyecto.
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6. LINEAS FUTURAS

Los objetivos de este proyecto han sido cubiertos con éxito con el desarrollo del mismo y la
aplicacién responde correctamente a la primera de las premisas demandadas: el analisis del area de
ocupacion. Sin embargo, resulta inevitable que durante el proceso de desarrollo existan
posibilidades complementarias que hubieran ayudado a mejorar esta herramienta y que, por falta
de tiempo y la necesidad de cefiirse a unas pautas determinadas se han tenido que dejar a un lado.
Esto abre las puertas a retomar este trabajo con el fin de transformarlo en una herramienta mas
eficiente y versatil.

Por ello, a continuacion, se exponen algunas de las mejoras que se podrian explorar en
futuras versiones o ampliaciones de la aplicacion realizada:

e Optimizar el coste computacional de los procesos de tratamiento de imagen vy
corregistro, los cuales suponen el 80% del tiempo de obtencidon de resultados
correctos.

o Trasladar el cddigo a otro lenguaje mas potente como podria ser Java o C para
optimizar los recursos hardware del ordenador.

e Profundizar mds en el corregistro automatico de imagen para intentar prescindir de la
herramienta de corregistro manual y dejarlo Unicamente como herramienta opcional
para cualquiera de los casos.

e Para otorgarle mayor versatilidad, ampliar la aplicacién de forma que admita distintos
objetos de interés, como podria ser el nimero de objetos a identificar, el tipo de
analisis dependiendo de si son bacterias, hongos o algas, u otorgarle la posibilidad de
realizar un analisis tanto de porcentaje de ocupacion de pixeles ocupados, como del
grado de saturacion de los mismos.

e Como propuesta de mejora para la toma de datos iniciales, es decir, del control
fotografico, se plantea que las imdagenes se realicen simplificando la variacion de los
elementos de interés de una toma a otra. Esto puede ser: reducir el nimero de
probetas, eliminar las modificaciones del entorno de las mismas o incluso fijar las
probetas a la placa de Petri para evitar desplazamientos.
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