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Zusammenfassung

Der Verlust der Tiefeninformation einer dreidimensionalen Szene durch die Projektion
auf zweidimensionale Bilddaten stellt ein prinzipielles Problem der Bildverarbeitung
dar. Die Rekonstruktion ist anhand der mit dem Abstand von der Fokusebene zuneh-
menden Unschdrfe im Bild méglich. In diesem Beitrag werden zwei neuartige Depth-
from-Focus Verfahren vorgestellt, die die Tiefenrekonstruktion anhand eines einzigen
Bildes erlauben. Dies wird durch die Kenntnis sowohl der Punktantwortfunktion der
abbildenden Optik als auch der Eigenschaften der abgebildeten Objekte ermdglicht.

Das erste Verfahren wurde zur Untersuchung einer ozeanographischen Fragestellung
entwickelt: Um den Einflul von durch brechende Wellen in den Ozean eingetragenen
Gasblasen auf den Gasaustausch zwischen Ozean und Atmosphére abzuschdtzen, ist es
notwendig, deren GroBenverteilung und Konzentration zu messen. Mittels eines schnel-
len Algorithmus werden sowohl die absolute GroBe als auch die Entfernung der Objekte
von der Fokalebene aus Parametern wie der scheinbaren Grofe und der mittleren Hell-
igkeit bestimmt. Durch ein Unschérfekriterium wird ein virtuelles Mevolumen festge-
legt. Damit kann die Konzentration und GroBenverteilung der untersuchten Teilchen
bestimmt werden.

In Zusammenarbeit mit ABB Heidelberg wurde ein weiteres Depth-from-Focus
Verfahren entwickelt. Es wird zur Bestimmung der Zellkonzentration in Bioreakto-
ren anhand mikroskopischer in-Situ Aufnahmen eingesetzt. Die durch zunehmende
Unschirfe verursachte Abnahme hoher Ortsfrequenzen im Fourierspektrum wird durch
eine rdumliche Bandpasszerlegung detektiert. Sie wird mittels einer Laplacepyramide
durchgefiihrt und liefert ein mehrdimensionales Unschérfemal, anhand dessen Mefivo-
lumen und Zellkonzentration ermittelt werden.
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1 Konzentrationsmessung mittels Depth-from-Focus

1.1 Der Depth-from-Focus Ansatz

Ein prinzipielles Problem der Bildverarbeitung ist der Verlust der Tiefeninformation bei der
optischen Abbildung. Durch die Projektion der 3D-Szene auf den zweidimensionalen Sen-
sor geht zwangsldufig Information verloren, so daBl die Rekonstruktion der urspriingliche
aufgenommen Szene nicht moglich erscheint. Durch die Zuhilfenahme zusétzlicher Informa-
tion wird dies in vielen Féllen dennoch moglich. Erstes und prominentestes Beispiel ist die
Tiefenrekonstruktion durch Stereoaufnahmen. Die Zusatzinformation aus dem zweiten Bild
erlaubt innerhalb gewisser Grenzen die Rekonstruktion der Entfernung der aufgenommenen
Objekte.

Wenig Aufmerksamkeit wurde bisher der Moglichkeit der Tiefenrekonstruktion aufgrund
der Abbildungsunschirfe gewidmet. An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dall unter Tiefe
hier der Objektabstand von einem geeigneten Punkt, i.a. von der Ebene der scharfen Ab-
bildung, verstanden wird. Wiahrend eine Lochkamera jeden Gegenstand "scharf” abbildet,
ist dies bei einer realen Abbildung mit dem Linsensystem eines Kameraobjektivs nicht der
Fall. Nur Punkte aufder zur Bildebene optisch konjugierten Gegenstandsebene werden noch
scharf abgebildet. Mit zunehmender Entfernung von dieser Ebene wichst die Unschérfe der
Abbildung an. Daher 146t sich die Entfernung eines Objekts von der Gegenstandsebene aus
seiner Unschirfe errechnen. Solche Rekonstruktionsverfahren werden daher iiblicherweise als
Depth-from-Focus oder genauer Depth-from-Defocus Verfahren bezeichnet. Die dabei er-
reichbare Genauigkeit wird von der Stirke der Zunahme der Unschérfe mit der Entfernung
und der Auflosung des Sensors bestimmt. Verfiigt die verwendete Optik beispielsweise liber
eine sehr groe Tiefenschirfe, so ist eine Entfernungsbestimmung aufgrund der Unschirfe
nur schwer moglich. Daher sind Depth-from-Focus Verfahren insbesondere im Bereich mikro-
skopischer Problemstellungen geeignet, da Mikroskopoptiken typischerweise duBBerst geringe
Tiefenschirfen aufweisen.

1.2 Depth-from-Focus mit einem und mehreren Bildern

Die meisten bisher entwickelten Depth-from-Focus Verfahren bestimmen die Entfernung an-
hand mehrerer, mit unterschiedlichen Kameraparametern aufgenommenen, Bildern derselben
Szene. Zwei solcher Ansédtze sollen hier kurz vorgestellt werden. Das von [Darell und W ohn,1990]
entwickelte Verfahren basiert auf der zunehmenden Unterdriickung hoher Ortsfrequenzen
durch wachsende Unschirfe. Durch Auffinden der maximalen Filterantwort in einem begrenz-
ten Ortsfrequenzband in der Serie wird die Entfernung bestimmt. [Ens und Lawrence,1991]
und [Pentland,1987] benutzten mehrere mit unterschiedlichen Blendenzahlen aufgenommen
Bilder. Aus dem Vergleich der Unschérfe in den einzelnen Bilder kann die Tiefe direkt re-
konstruiert werden.

Warum gerne mehrere Bilder zur Tiefenrekonstruktion herangezogen werden 146t sich aus
einem einfachen Modell der defokussierten Abbildung verstehen. Bei defokussierter opti-
scher Abbildung ist das Bild eines Punktes nicht wieder ein Punkt, sondern eine ausge-
dehnte Helligkeitsverteilung um den ideal fokussierten Bildpunkt. Diese Helligkeitsverteilung
wird als Punktantwortfunktion (engl, point-spread-function, PSF) bezeichnet. Ist das System
rauminvariant, so kann die Eingangspunktquelle auf der Objektebene bewegt werden, ohne
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Abbildung 1: Defokussierte optische Abbildung. Der Objektpunkt bei u0 wird in einen Punkt
auf der konjugierte Bildebene bei v0 abgebildet. Ein bei u # u0 befindlicher Objektpunkt
wird in einen Punkt bei v = v0 abgebildet und erzeugt eine Helligkeitsverteilung der Breite
o aufder Bildebene.

daB sich - bis auf den Bildort - etwas dndert. Das bedeutet, dal die PSF ortsunabhingig
ist. Die Helligkeitsverteilung auf der Bildebene ergibt sich nun als Uberlagerung der Punk-
tantworten aller Objektpunkte. Bei inkohédrenter Beleuchtung handelt es sich dabei direkt
um eine Addition der Intensitdten. Insgesamt 148t sich bei defokussierter Abbildung daher
die Bildfunktion G als Faltung der Objektfunktion O mit der PSF beschreiben. Unter der
Objektfunktion versteht man dabei die ideal scharfe Abbildung des Objekts.

(1)

Im Fourierraum stellt sich die Defokussierung als Multiplikation der Fouriertransformier-
ten mit der der PSF, der Optischen Transferfunktion (OTF) dar. Aufgrund der Kommuta-
tivitdt dieses Prozesses ist es prinzipiell unmdglich im defokussierten Bild zwischen Eigen-
schaften des Objekts und Eigenschaften der PSF zu unterscheiden. Unscharfe im Bild kann
daher sowohl von der Defokussierung als auch vom Objekt selbst, wie z.B. langsamen Hellig-
keitsinderung an den Objektkanten, bewirkt werden. Die Messung der Entfernung aus der
Unscharfe ist aber gleichbedeutend mit der Messung der Ausdehnung der PSF. Daher darf
die aus Objekteigenschaften resultierende scheinbare Unschérfe in die Messung nicht einge-
hen. Prinzipiell sind zwei Losungsweg moglich. Bei mehrmaliger Aufnahme der selben Szene
mit unterschiedlichen Kameraeinstellungen wie z.B. Blendenzahl erhélt man eine Bildserie
mit konstanter scheinbarer und variierender aus der Defokussierung resultierender Unschiérfe.
Im einfachsten Fall kann man sich vorstellen daf das Bild einmal mit einer Lochkamera und
einmal mit endlicher Blende aufgenommen wird. Das Bild der Lochkamera enthilt keine De-
fokussierungsunschérfe und liefert die Information iiber die Objekteigenschaften. Aus dem
zweiten Bild kann damit die Tiefeninformation gewonnen werden. In der Praxis benutzt man
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Abbildung 2: Prinzip der Konzentrationsmessung mittels Depth-from-Focus. Mit Hilfe der
Abbildungsunschdrfe wird die 3D-Position jedes Partikels bestimmt.

Anordnungen mit zwei oder mehr Kameras unterschiedlicher Blendenzahl. Dieser Ansatz ver-
sagt jedoch bei der Vermessung schnell bewegter Objekte. Die gleichzeitige Aufnahme aller
Bilder wiirde dann einen hohen apparativen Aufwand mittels Strahlteilern verlangen. Fiir
diese Anwendungen ist ein Depth-from-Focus Verfahren, das nur ein einziges Bild benétigt,
von groflem Vorteil.

In vielen Applikationen ist die Art der zu untersuchenden Objekte bekannt. Damit steht
eine weitere Informationsquelle zur Verfiigung, die zur Bestimmung der Defokussierung her-
angezogen werden kann: die a priori bekannten Objekteigenschaften. Dieses Zusatzwissen
erlaubt die Messung der Defokussierung aus der Messung der Abbildungsunschirfe in ei-
nem einzigen Bild. Ist beispielsweise die Form der PSF zusitzlich bekannt (oft wird ein
gauBformiger Verlauf angenommen) so kann an idealen Kanten direkt die Halbwertsbreite
der PSF geschitzt werden ([Pentland,1987],[Lai et al.,1992]).

Im vorliegenden Beitrag werden zwei unterschiedliche Verfahren beschrieben, die objekt-
globale Merkmale zur Tiefenschédtzung benutzen. Sie basierten auf der konsequenten Aus-
nutzung der Eigenschaften der zu untersuchenden Objekte und erfordert deshalb nur eine
Aufnahme jeder Szene zur Auswertung. Es ist dabei nicht notig, die Form der PSF zu kennen.

1.3 Konzentrationsmessung

Beide in diesem Beitrag vorgestellte MeBverfahren beschiftigen sich mit der Bestimmung
der Konzentration von Partikeln in fliissigen Medien. Die Grundidee bei der Anwendung von
Depth-from-Focus auf Konzentrationsmessungen liegt in der Moglichkeit der Verwendung ei-
nes virtuellen MeBvolumens. Das Bildaufnahmesystem blickt dabei frei in das Medium hinein,
wobei auch weit auBerhalb des MeBbereiches befindliche Partikel beobachtet werden. Durch
geringe Tiefenschirfe der aufnehmenden Optik erreicht man eine unscharfe Abbildung. Die
Grenzen des Volumens werden dann durch einen Minimalwert eines geeigneten und den Ei-
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genschaften der Partikel angepaBten UnschirfemaBes definiert. Dadurch werden mechanische
Komponenten zur Begrenzung des MeBbereiches unnétig. Wichtig bei solchen Verfahren ist
die Benutzung einer addquaten und dem jeweiligen Problem gut angepalite Visualisierungs-
technik, die das Depth-from-Focus erst moglich macht. Beispiele fiir solche Verfahren sind die
von [Johnson und Cooke,1979] benutzte Visualisierung sowie das in Kapitel 2 beschriebene
Verfahren zur Untersuchung von Gasblasen. Der Einsatz eines solchen MefBverfahrens zur
Messung von Zellkonzentrationen in Fermentern wurde von [Suhr et al.,1990] vorgeschlagen
und wird in Kapitel 3 ausfiihrlich beschrieben.

Die Messung der Partikelkonzentration erfordert die unabhéngige Messung zweier Para-
meter:

* Teilchenanzahl und GroBe der einzelnen Teilchen
* Mefvolumen

Die Messung der Teilchengrofe ist i.a. nicht direkt mdoglich, da sie durch die Unschérfe
verdndert sein kann. Dariiber hinaus ist bei unscharf abgebildeten Objekten die Definition
des Randes und damit der GroBe nicht mehr von vorneherein klar. Man definiert daher ein
geeignetes Mal3 als scheinbare Grofle des Objekts. In den hier vorgestellten Verfahren wurden
diejenigen Objektpunkte, bei denen der Grauwert auf 1/2 bzw. 1/e des maximalen Grau-
werts abgesunken war, als Randpunkte definiert. Die so gemessenen Objektgrolen werden
im folgenden als Halbwerts- bzw. e-Wertsflichen bezeichnet. Aus der Unschéarfeinformation
wird dann die Entfernung von der Fokusebene fiir jedes Objekt berechnet. Aufgrund dieser
Information kann aus der scheinbaren Grofle die wahre Grofe errechnet werden.

Zur Bestimmung des Mefvolumens wird ebenfalls die Unschérfeinformation benétigt. Da
der MeBbereich nicht durch Winde begrenzt wird, ist er viel groBer als die Tiefenschérfe der
verwendeten Optik. So blickt z.B. der in Kapitel 3 beschriebene Biomassensensor direkt in
den mehrere Liter fassenden Innenraum eines Fermenters. Die Tiefenschirfe des benutzten
Mikroskopobjektivs umfalt dagegen nur etwa 10 um. Durch die Messung der Tiefe aufgrund
der Unschirfe kennt man fiir jedes beobachtete Teilchen seine genaue 3D-Position. Aus den
3D-Positionen aller in einer Messung beobachteten Teilchen kann man dann das MeBvolumen
berechnen. Dieses wird i.a. von der GroBe der Teilchen abhéngen, da ein groferes Objekt bei
gleicher Entfernung von der Fokusebene weniger unscharf wirkt als ein Kleines.

Durch die Vorgabe einer maximalen erlaubten Unschirfe wird das MeBvolumen auf einen
sinnvollen Bereich begrenzt. Das so definierte ”virtuelle Mevolumen” stellt einen groen Vor-
teil der Konzentrationsmessung durch Depth-from-Focus dar. Da das Volumen nicht durch
mechanische Elemente begrenzt wird, tritt keine Storung der Stromung im Medium auf. Die
zu untersuchenden Prozesse werden durch das Mefigerdt daher sehr wenig beeinfluf3t.
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2 Applikation 1: Messung der GroBlenverteilung von
Gasblasen unter brechenden Wellen

Diese Applikation wurde zur Untersuchung einer ozeanographischen Fragestellung entwickelt:
der Untersuchung der Mechanismen und Eigenschaften des Gasaustausches zwischen Ozean
und Atmosphére. Dieser wird bei niedrigen Windgeschwindigkeiten durch Diffusionsprozesse
kontrolliert. Bei hohen Windgeschwindigkeiten werden durch brechende Wellen Gasblasen
in den Wasserkorper eingetragen. Diese verstirken die Nettotransfergeschwindigkeit fiir kli-
marelevante Gase wie Kohlendioxid und Sauerstoff. Die genaue Art des Einflusses auf den
Gasaustausch ist jedoch physikalisch noch nicht gekldrt. Daher sind genaue und schnelle
Messungen der GroBenverteilung von Gasblasen in Abhédngigkeit von Parametern wie der
Windgeschwindkeit und der Tiefe unterhalb der Wasseroberfliche erforderlich. An ein dafiir
geeignetes MeBverfahren werden die folgenden Anforderungen gestellt:

* Messung der GroBe einzelner Gasblasen
» Beriihrungsfreiheit
» geringe Storung der umgebenden Stromung

Diese Anforderungen werden von einem Depth-from-Focus basierten optischen System her-
vorragend erfiillt. Dariiber hinaus ergibt sich aus dem mit dem Blasenradius anwachsenden
MeBvolumen eine gute Statistik auch bei den seltener auftretenden groBen Blasen.

2.1 MebBgerit

Zur Visualisierung der Luftblasen wird eine kurzzeitgepulste Durchlichtanordung verwendet.
Aufgrund der Lichtstreuung an der Blasenoberfldche werden die Luftblasen als dunkle Objek-
te vor hellem Hintergrund sichtbar (Abb. 3). Das Mefigerit besteht aus zwei unabhéngigen
Teilen, von denen das eine das Beleuchtungssystem und das andere die Kamera enthilt.
Durch die geringe Tiefenschirfe der bildauthehmenden Optik werden nur Blasen in der Ndhe
der Schirfenebene, die sich genau zwischen den beiden Geridteteilen befindet, scharf abge-
bildet. Daher kann die Position entlang der optischen Achse aus der Unschérfe bestimmt

Abbildung 3: Prinzip der Hellfeldvisualisierung: das von den Luftblasen gestreute Licht ge-
langt nicht ins Objektiv.
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werden. Die Entfernung zwischen den Gerdten betrdgt etwa 50 cm, die Tiefe des MeBvolu-
mens auch fiir groBe Blasen nur einige cm. Aufgrund der hohen Stromungsgeschwindkeiten
ist eine Belichtungszeit von nur 20 ps notwendig um zusitzliche Bewegungsunschirfe zu ver-
hindern. Der gesamte MeBaufbau wird in wasserdichten Gehdusen unter Wasser angebracht.
Er ist in [Geifler und Jéhne, 1995b] ausfiihrlich beschrieben.

Abbildung 4: links: Schemazeichnung des Mefigerits, rechts: Typische Bilder die mit der
beschriebenen Anordnung aufgenommen wurden. Man erkennt scharfabgebildete und defo-
kussierte Blasen.

2.2 Punktantwortfunktion

Entscheidend fiir das Depth-from-Focus Verfahren ist das Verstdndnis und die genaue Model-
lierung der Bildentstehung. Eine Luftblase kann durch ihre Lichtabsorptionsfunktion t(X ) in
der Objektebene beschrieben werden. Eine kugelférmige Blase mit Radius R an der Stelle X0
entspricht dann einer Kastenfunktion t(X ) = II(JX —XO0|/2R). II(x) ist dabei die eindimen-
sionale Kastenfunktion. Die Z-Achse moge der optischen Achse des Systems entsprechen.
Bei ideal scharfer Abbildung ist das Bild (d.h. die Intensitdtsverteilung auf der CCD-Ebene)
durch die geometrische Vergroferung Vg(Z) gegeben:

2
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Grofibuchstaben bezeichnen dabei Weltkoordinaten, Kleinbuchstaben Koordinaten auf der
CCD-Ebene. Die Abbildungsunschirfe wird jetzt durch Faltung mit der Pointspreadfunction
beschrieben.

()

Mit wachsender Entfernung Z von der Fokusebene dndert die PSF nur ihre Ausdehnung,
behilt aber die gleich Form bei. Daher gilt

@

Der Faktor VP(Z) verschwindet bei der Fokusebene Z = 0. Die PSF entartet dort zu einer
5-Funktion. Die Blendenfunktion B (x) beschreibt hier die Form der PSF. Sie wird durch die
Intensitdtsverteilung in der Ebene der wirksamen Blende des optischen Aufbaus bestimmt
und héngt empfindlich von der Beleuchtung ab. Daher ist daraufzu achten, daB die wirksame
Blende fiir alle Punkte des gewiinschten MeBvolumens dieselbe ist.

UngleichmiéBige Ausleuchtung, Vignettierung und Einfliisse des Framegrabbers werden
durch die Normierung auf ein Nullbild gz(x) (ohne Blasen im MefBvolumen) und ein Dunkel-
bild gh(x) (bei ausgeschalteter Beleuchtung) korrigiert:

®

Dabei ist g(x) = aI(x) + b der Grauwert, /(x) die Intensitdt und n(x) der normierte
Grauwert. Im folgenden wird unter Grauwert immer der normierte Grauwert verstanden.

2.3 Quantifizierung der Defokussierung

Ein gutes integrales Maf fiir die Unschérfe des Bildes einer Blase ist der mittlere (normier-
te) Grauwert iiber der Halbwerts- bzw. e-Wertsfliche. Er ist maximal fiir ideal fokussierte
Blasen und nimmt mit zunehmender Defokussierung ab. Abbildung 5 zeigt den Verlauf des
UnschérfemaBes fiir unterschiedliche Blasenradien.

Abbildung 5: Abhdngigkeit des mittleren Grauwerts itiber der Halbwertsfliche und des e-
Wertsfliche (nicht-telezentrische Anordnung) von der Entfernung Z zur Fokusebene.
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Aufgrund der Abhingigkeit des Unschiarfemales von der Blasengrof3e ist eine Aussage iiber

die Entfernung zur Fokusebene nur bei gleichzeitiger Messung der Groe moglich. Den Verlauf
der als e-Wertsfliche gemessenen GrofBe zeigt Abbildung 5 rechts. Dabei wurde eine nicht-
telezentrische Optik verwendet, bei der (wie bei den meisten Objektiven) die Blende in der
Nihe der Hauptebenen des Linsensystems liegt. Benutzt man dagegen einen telezentrischen
Strahlengang, so wird die Halbwertsfliche weitgehend unabhingig von der Defokussierung
und ermdglicht die direkte Messung der GroBe. Bei dieser Anordnung befindet sich die wirk-
same Blende in der bildseitigen Brennebene des Objektivs. Das Depth-from-Focus Verfahren
beruht nun auf folgendem Prinzip:
Der Verlauf des GroBen- und des UnschiarfemaBes mit der Entfernung wird fiir eine Reihe
von Blasen verschiedener Radien bestimmt. Diese Daten werden in Look-Up-Tabellen zu-
sammengefalt, deren Eingangsdaten die beiden Kenngréfen und deren Ausgangsdaten die
Entfernung bzw. die wahre GroBe sind. Die dafiir notwendigen Eichdaten werden aus Fo-
kusserien geeigneter Eichtargets bestimmt oder konnen auch aus den genauen Daten des
optischen Aufbaus berechnet werden ([Geiller und Jéhne,1995a]).

Hier wird ein weiter Vorteil der telezentrischen Strahlfithrung deutlich. Sie fiihrt zu einer
Symmetrisierung der Eichdaten beziiglich positiven und negativen Werten von Z, was bei
der Standardoptik nicht der Fall ist. Da prinzipiell nicht entschieden werden kann ob sich
ein Objekt vor oder hinter der Fokusebene befindet, kann diese Tatsache zu einer Zweideu-
tigkeit der Radius- und Entfernungsmessung fiithren. Diese stellt jedoch keine wesentliche

Einschrinkung dar, da Luftblasen gleichwahrscheinlich vor oder hinter der Fokusebene auf-
treten.

2.4 Groflenverteilungen

Das MeBvolumen wird nun durch die Vorga-
be einer unteren Schranke fiir den Defokus-
sierungsparameter definiert. Sinnvoll ist ei-
ne Begrenzung auf den Bereich in dem die
Ausdehnung der PSF nicht groBer als die des
Objekts ist. Jenseits dieses Bereichs ist ei-
ne zuverldssige Bestimmung der Objektgrofe
kaum mehr moéglich. Da der mittlere Grau-
wert fiir groe Blasen nicht so schnell mit der
Entfernung abnimmt als fiir kleinere Blasen
fithrt diese Art der Volumendefinition zu ei-
nem mit dem Blasenradius anwachsend MeB-
volumen. Damit wird gleichzeitig eine gute
Statistik fiir die viel seltener auftretenden
groflen Blasen erzielt. Abbildung 6 zeigt bei-
spielhaft die Abhédngigkeit des Blasenspek-
trums von der Windgeschwindigkeit. Der Ab- Abb. 6: Grofenverteilung von Gasblasen in Siiffwasser. Die

bruch bei Radien um 25 gm wird durch die Messungen wurden am grofien Wind/Wellenkanal von Delft
Auflosungsgrenze des CCD verursacht. Hydraulics, Niederlande, durchgefiihrt.
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3 Applikation 2: In-Situ Messung der Biomasse in
industriellen Fermentationen

Viele biotechnische Verfahren werden heute industriell genutzt. Hauptaufgabe der Biotechno-
logie ist dabei die Produktion von Stoffen sowie die Nutzung enzymatischer Leistungen durch
Mikroorganismen und Zellkulturen. Héufig werden dabei Fermenter eingesetzt: Gefdlle, die
der planméBigen Kultivierung von Mikroorganismen unter kontrollierten Bedingungen die-
nen. Die meisten benutzten Kultivierungsverfahren sind duBlerst empfindlich und benétigen
stindige Kontrolle und Steuerung der relevanten ProzeBparameter wie z.B. pH-Wert, Tem-
peratur und Sauerstoffgehalt der Ndhrlosung. Eine der bedeutendsten GroBen ist die Masse
der Mikroorganismen (Biomasse) oder dquivalent die Zellkonzentration. Mittels eines Depth-
from-Focus basierten bildgebenden Verfahrens ist die zuverldssige On-Line Bestimmung der
Biomasse moglich. Dabei liefert ein an den Fermenter angebrachtes Fluoreszenzmikroskop
stindig Bilder aus dem Reaktorinneren. Im Gegensatz zu Off-Line Verfahren entfillt bei
diesem Verfahren die aufwendige und problematische Probennahme aus der Kulturbriihe.
Durch die direkte Visualisierung einzelner Zellen entféllt die z.B. bei Triibungssensoren ty-
pische Fehleranfilligkeit aufgrund der Unmoglichkeit zwischen Eigenschaften des Ndahrmedi-
ums und der Zellen zu unterscheiden. Die Entwicklung dieses In-Situ Mikroskops wurde von
ABB Heidelberg initiiert und in Zusammenarbeit mit der Technischen Universitit Hannover
durchgefiihrt.

3.1 In-Situ Mikroskop

Das In-Situ Mikroskop (IMS) wird in einer duBeren Edelstahlhiille an einem 25 mm Stan-
dardstutzen in den Fermenter eingefithrt. Zum Reaktorinnern hin ist es durch ein Quarz-
glasfenster abgedichtet. Der gesamte Aufbau ist heiBdampfsterilisierbar. An der Spitze des
Sensors befindet sich ein 100-fach vergroBerndes Mikroskopobjektiv. Die Beleuchtung er-

Abbildung 7: links: Schemazeichnung eines typischen Bioreaktors, rechts: Schemazeichnung
des In-Situ Mikroskops.
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folgt mittels eines Stickstofflasers mit einer Wellenldnge von 337 nm durch das Objektiv.
Der Laser wird mittels eines dichroitischen Strahlteilers in den Abbildungsstrahlengang ein-
gekoppelt. NADP(H)-Molekiile im Zellinneren absorbieren diese Wellenldnge und fluoreszie-
ren dann im sichtbaren Bereich bei 460 nm. Das schwache Fluoreszenzlicht wird mit einer
Bildverstiarkerkamera beobachtet. Die Bildaufnahme erfolgt synchronisiert mit dem Laser-
puls mit einer Wiederholfrequenz von 50 Halbbildern pro Sekunde. Aufgrund der hohen
Stromungsgeschwindigkeit im Reaktor ist eine duBerst kurze Belichtungszeit Voraussetzung
fir die Aufnahme geeigneter Bilder. Die Pulsdauer von 3 ns des Stickstofflasers ist dafiir
gut geeignet. Aufgrund der Tatsache, daB NADP(H) nur in lebenden Zellen produziert wird,
werden tote Zellen nicht beobachtet und verfilschen daher das MeBergebnis nicht. Die et-
wa 4 - 6 Bm grofBen Zellen werden als kreisformige Objekte mit ndherungsweise gauflscher
Helligkeitsverteilung abgebildet. Die geringe Tiefenschérfe des Mikroskopobjektivs begrenzt
die Tiefe des MeBBvolumens auf einige pm. Eine genaue Beschreibung des ISM findet sich in
[Suhr et al.,1995]

Abbildung 8: Momentaufnahmen von Hefezellen bei Konzentrationen von 5 106 Zellen/ml
(links) und 5 108 Zellen/m! (rechts).

Vor Anwendung des Depth-from-Focus Verfahrens miissen die Bilder zunéchst einigen Vor-
verarbeitungsschritten unterworfen werden. Stark defokussierte Zellen auBlerhalb des MeBvo-
lumens verursachen einen konzentrationsabhdngigen Untergrund. Dieser wird als gleitendes
Mittel aus den zuletzt ausgewerteten Bildern berechnet und vom jeweils aktuellen Bild sub-
trahiert. Zur Verbesserung des schlechten Signal/Rausch-Abstands der Bildverstirkerkamera
wird eine Glattung durchgefiihrt. Da globale Glattungsfilter die Kantensteilheit beeinflus-
sen, sind sie fiir das Depth-from-Focus Verfahren ungeeignet. Daher wurde ein adaptiver
Glattungsfilter entwickelt der die Kantensteilheit nicht verdndert. Die Zellen werden dann
segmentiert und voneinander separiert, d.h. jede Zelle auf ein eigenes Bild transferiert. Auf
diese Bilder wird dann das Depth-from-Focus Verfahren angewendet.
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3.2 Depth-from-Focus mittels Laplacepyramide

Bei dem fiir diese Applikation entwickelten Depth-from-Focus Verfahren wird ausgenutzt,
dall Defokussierung im wesentlichen die zunehmende Unterdriickung hoher Ortsfrequenzen
bedeutet. Abbildung 9 veranschaulicht dies an einem einfachen Beispiel. Sie zeigt ein mit
gaullformigen Punktantwortfunktionen unterschiedlicher Breite defokussiertes kleines Objekt
sowohl im Orts- als auch im Fourierraum. Die Faltung mit der PSF entspricht gerade der
Anwendung eines Tiefpasstilters, wodurch die niedrigen Ortsfrequenzen erhalten bleiben und
die feinen Strukturen verschwinden.

Abbildung 9: Unterschiedlich stark defokussierte Objekte im Orts- und Fourierraum. Das
Frequenzspektrum des unscharf abgebildeten Objekts zeigt einen geringeren Anteil hoher
Ortsfrequenzen im Vergleich zu dem des besser fokussierten Objekts (durchgezogene Linie).

Diese Anderung des Ortsfrequenzspektrums wird durch eine Bandpasszerlegung parame-
trisiert ([Scholz et al.,1995]). Die Laplacepyramide stellt ein effektive Methode der Bandpas-
szerlegung eines Bildes im Oktavabstand dar. Das Konzept der Pyramiden geht von dem
Grundgedanken aus, dal man, wenn ein Bild einer Glittungsoperation unterzogen wird die
so beschaffen ist, dafl alle Wellenzahlen unterhalb der halben Nyquist-Grenzwellenzahl k,,
bleiben, das Bild unter Ausnutzung des Abtasttheorems ohne jeglichen Informationsverlust
auch auf einem doppelt so groben Gitter darstellen kann. Wird nun die Kombination aus
Gldttungsoperation und Unterabtasten iterativ fortgesetzt, so erhdlt man eine Folge von
Bildern deren Flache sich jeweils um den Faktor vier verringert. Man bezeichnet sie als die
GauBlpyramide des Ursprungsbilds. Jede Stufe der GauBpyramide enthilt die gesamte Bildin-
formation unterhalb einer bestimmten Ortsfrequenz. Subtrahiert man nun je zwei aufeinan-
derfolgende Stufen der GauBpyramide voneinander, so erhdlt man eine Bandpasszerlegung:
die Laplacepyramide. Die k-te Stufe der Laplacepyramide ist daher:

(6)

Der hochgestellte Index eines Operators (z.B. R(l)) bedeutend dabei dall der Operator auf
der l-ten Pyramidenstufe wirkt. Jede Stufe der Pyramide repridsentiert einen bestimmten
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Abbildung 10: links: Transferfunktionen der Laplacepyramide (entnommen [Jihne, 1993]).
rechts: Abhdngigkeit der Orientierung des Merkmalsvektors von der Entfernung z von der
Fokusebene.

Wellenzahlbereich. Die Transferfunktionen der unteren drei Stufen der Laplacepyramide zeigt
Abb. 10 links.

Im folgenden wird mit

™

die Impulsantwort auf der fe-ten Stufe der Laplacepyramide bezeichnet. Sie errechnet sich
als Summe der quadrierten Grauwerte. Der Vektor der \L ~\2 stellt einen Merkmalsvektor
der Defokussierung dar, dessen Komponenten sich mit der Unscharfe &dndern. Nimmt die
Unschérfe im Bild zu, so nehmen die Werte der ersten Komponenten im Vektor monoton
ab im Vergleich zu den anwachsenden hoheren Komponenten. Insbesondere die Orientierung
des Vektors im Rn hidngt von der Defokussierung ab. Sie ergibt sich aus den Verhiltnissen
der einzelnen Komponenten zueinander

)

und ist unabhéngig von der absoluten Helligkeit des Objekts. Das ist deshalb von Bedeu-
tung, da die Zellhelligkeit nur vom metabolischen Zustand und nicht von der Defokussierung
bestimmt wird. Abbildung 10 rechts zeigt den Verlauf der Komponenten OO0, und O0_2 fiir
ein Eichobjekt von 4.5 pm Durchmesser. Als Eichobjekte wurden in Gel eingebettete Latex-
Kugeln verwendet, die einen sehr gut definierten Durchmesser besitzen und deren Form der
der untersuchten Zellen sehr gut entspricht. Deutlich ist der nahezu symmetrische Verlauf
zu erkennen, das Minimum liegt bei der Fokusebene der Optik. Da die Kurven mit zuneh-
mender Distanz monoton ansteigen ist eine eindeutige Zuordnung moglich. Zwischen Zellen
die sich vor, und solchen, die sich hinter der Fokusebene befinden, kann nicht unterschieden
werden. Dies ist zur Bestimmung des MeBBvolumens auch nicht notwendig, da aufgrund der
Symmetrie bei entsprechender Beachtung des Abstands zwischen Quarzglas und Fokusebene
zu seiner Berechnung das Doppelte einer Grenzdistanz, innerhalb derer Zellen sichtbar sind,
herangezogen werden kann.
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3.3 Zellanzahl-Distanz Diagramme

In aller Regel ist der Orientierungsvektor O eindeutig fiir eine Zelle bestimmter Grofle und
Entfernung von der Fokusebene. Die einzige Ausnahme ist bei Vorliegen sowohl gauB3férmiger
Objekte als auch gauBférmiger PSF gegeben. Dann ergibt die Faltung von Objektfunktion
und PSF wieder eine Gaullkurve. Daher ist es nicht mehr moglich, zwischen einer kleinen
unscharfen und einer groBeren und besser fokussierten Zelle zu unterscheiden. Diese Proble-
matik tritt bei den in Testfermentationen verwendeten Hefezellen auf. Man weil} jedoch, daf3
sich zwar die ZellgroBe im Verlaufder Fermentation verdndert, die Variation der GroBe iiber
die Zellpopulation jedoch zu jedem Zeitpunkt nur gering ist. Daher kann die momentane
ZellgroBe durch Auswahl der entsprechenden Eichkurve aufgrund folgender Nebenbedingung
bestimmt werden:

Dazu trigt man die Anzahl der unterhalb einer bestimmten Entfernung gefundener Zellen
in einem Anzahl/Distanzdiagramm (s. Abb. 11) auf. Parameter dieser Kurvenschar ist die
ZellgroBe. Die Zellgrofe kann dann aus der durch den Koordinatenursprung gehenden Kurve
bestimmt werden.

Abbildung 11: Zellanzahl-Distanz Diagramm. Die Abflachung ist auf die endliche Ausdeh-
nung des Mefivolumens zuriickzufiihren.

3.4 Messung der Biomasse

Das beschriebene Verfahren wurde erfolgreich an einigen Standardfermentationen mit Hefe-
zellen eingesetzt. Gleichzeitig wurde eine unabhdngige oft-line Messung der Zellkonzentration
zu Vergleichszwecken durchgefiihrt. Im Verlauf einer solchen 24 h dauernden Fermentation
werden ca. 25,000 Bilder aufgenommen und ausgewertet. Zu Beginn der Kultivierung wird
alle 2 Sekunden ein Bild aufgenommen, spiter geniigt aufgrund der steigenden Zellkonzentra-
tion ein Intervall von 10 Sekunden. Abbildung 12 zeigt den Verlauf der Zellkonzentration in
einer Fed-Batch Fermentation, bei der den Zellen stindig Nahrung zugefiihrt wird, und einer
Batch-Fermentation mit einmaliger Nahrungsgabe zu Beginn der Fermentation. Die Daten
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zeigen eine gute Korrespondenz zur Vergleichsmessung, die ihrerseits mit etwa 10 Prozent
Ungenauigkeit behaftet ist.

Abbildung 12: Zellkonzentrationen wdihrend der Fermentation von Hefezellen. Die Fed-Batch
Fermentation zeigt einen exponentiellen Verlauf, wdhren bei der Batch-Fermentation der ty-
pische Wechsel von exponentiellem Wachstum und stationdren Phasen zu beobachten ist.
Das starke Schwanken der Mef3werte zum Ende der Batch-Fermentation ist aufein Kamera-
problem zuriickzufiihren.
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