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Abstract

Mikroorganismische Konvektion entsteht durch Bewegung eines Mikroorganismus in einem
ihn umgebenden flieRfahigen Milieu. Der vorliegende Beitrag befasst sich mit oberflachenge-
bundenen Mikroorganismen (Wimperntierchen). Der dabei entstehende konvektive Stoff-
transport dient den Wimperntierchen zum Transport von Nahrung und Stoffwechselproduk-
ten.

Dieser Beitrag stellt in der Hauptsache die Entwicklung eines bildgebenden, biokompatiblen
Mess- und Auswerteverfahrens zur Klarung von Mikro-Biokonvektionsvorgangen am Beispiel
der Peritrichen Ciliaten vor.

Die entwickelten und eingesetzten Methoden reichen von klassischer Mikroskopie Uber Bild-
aufbereitung bzw. Bildaufnahme mittels eines Neuigkeitsfilters bis hin zur Auswertung der
Aufnahmen durch auf Graphik-Karten implementierte Algorithmen. Letztere basieren auf vol-
lig neuartigen neuronumerischen und neuroanalytischen Ansatzen. Die Experimente zeigen
die Eignung der biotischen Partikel als Tracer. Die PIV-Analysen der Stromungsfelder doku-
mentieren das Potential dieser neuartigen MelRmethode und bieten damit erstmalig einen
Zugang zur strdmungsmechanischen Analyse der Mikro-Biokonvektion.

Einleitung
Bei Peritrichen Ciliaten (Wimperntierchen) han-
delt es sich um auf Biofiimen wachsende, sess-
hafte Mikroorganismen. Diese Mikroorganismen
bilden z. B. einen wesentlichen Bestandteil der
Biozénose in Abwasserreinigungsanlagen und in
der Tiefsee. Sie induzieren laminare, instationare
und wirbelbehaftete Bewegungen, welche den
Stofftransport zum und vom Biofilm sowie dessen
Biodiversivitat erheblich beeinflussen (vgl. Abbil-
dung 1). Der Koérper des Mikroorganismus sitzt
auf einem axial und rotatorisch beweglichen
Stengel. Die Axialbewegung ermoglicht es den
Ciliaten, ihre Entfernung zum Biofilm zu veran-
dern. Nach Vopel et al 2002 nehmen die hier
mit geometrischem System zur Aus- auftretenden Geschwindigkeiten bei einer mari-
wertung der Eigenbewegung). timen Vorticellenkolonie sehr groRe Geschwin-
digkeiten von 71 bis 520 mm/s an. Offensichtlich
verfligen diese Mikroorganismen hiermit Uber
sehr effektive Methoden der Stromungssteuerung. Darlber hinaus verandern sie ihre Win-

Abb. 1.: An einem Biofilm fixierter Ciliat



kelposition relativ zu ihrem Fixierungspunkt am Biofilm durch vereinzelte Nickbewegungen
des Stengels. Zu der Bedeutung dieses rotatorischen Anteils liegen in der Literatur bisher
keine gesicherten Aussagen vor.

Der Wimperkranz der Ciliaten liefert indessen eine weitere Moglichkeit zur Steuerung des
Impuls- und Stofftransportes. Sie induzieren mit ihm Wirbel um ihre eigene Achse und
transportieren somit Beutemikroorganismen (z. B. Bakterien) zur Sicherstellung der eigenen
Erndhung heran. Einen Uberblick zum aktuellen Stand der Forschung geben Riisgard und
Larsen 2000. Die biologischen Aspekte werden z. B. von Fried et al 2000 geschildert.

Die durchgefuhrten Studien bilden einen Arbeitsschwerpunkt im DFG-Paketvorhaben ,Bild-
gebende Diagnosesysteme flr mikroskopische Untersuchungen®. Die spezifischen Beitrage
der Mitglieder der Arbeitsgruppe bei der vorgestellten Entwicklung eines bildgebenden Mef-
und Auswerteverfahrens illustriert Abbildung
2 in stark vereinfachter Form. Im Zentrum
steht das Diagnosesystem fir mikroskopi-
sche Untersuchungen (uPIV), das mit Me-

St - thoden der Strémungsmechanik und der
romungs- dynamische numerischen Simulation in Kombination mit
mechanik Filterung .. .

Verfahren der Kunstlichen Neuronalen Net-

) ze (KNN) und der Mustererkennung reali-

sert wird. Unterstitzend wird in der Bildauf-

numerische KNN,Muster- nahme eine dynamische Filterung mit einem
Simulation L | erkennung optischen Neuigkeitsfilter eingesetzt.

Die durchgefuhrten Untersuchungen basie-

LFP LuF ren auf folgender Arbeitshypothese: Die von

(Delgado) (Westermann) den lokal fixierten Mikroorganismen indu-

Zierten Fluidbewegungen ermdéglichen einen
Abb. 2: Spezifische Beitrage bei der Entwick- Sehr effizienten Stofftransport. Dies erfor-
lung eines bildgebenden Mess- und Auswerte-  dert die Erzeugung von starken Homogeni-
verfahrens. sierungseffekten mit mdglichst geringem
energetischen Einsatz seitens der Mikroor-
ganismen. Um dieser Arbeitshypothese nachzugehen, bedarf es zunachst der Entwicklung
eines bisher fehlenden biokompatiblen Mikro-PIV-Verfahrens zur Diagnose von Mikro-
Biokonvektion. Biokompatibilitat besitzt entscheidende Bedeutung, da sich biologische Sys-
teme als sehr sensibel gegenuber duReren Einflissen erweisen. Demgemal besitzt auch die
Frage nach geeigneten Tracer-Partikeln hohe Bedeutung. Hierflir bedarf es biotischer Tra-
cer-Partikel (z. B. Hefezellen), die einerseits keine toxische oder pathogene Wirkung auf die
Mikroorganismen ausliben, andererseits von diesen als Nahrung aufgenommen werden
kdénnen.
Die durchzufiihrenden Untersuchungen zielen darauf ab, aus der Analyse der von den sess-
haften Mikroorganismen erzeugten Geschwindigkeitsfelder auf den Impuls- und Energieein-
trag durch die Mikroorganismen zu schlie3en. Letztlich ergibt sich hieraus die Moglichkeit,
den energetischen Aufwand zur Nahrungsbeschaffung der Mikroorganismen zu bestimmen.
Dies besitzt grof’e Bedeutung nicht nur fir ein besseres Verstandnis der Physiologie der
Mikroorganismen, sondern auch hinsichtlich der Fragestellung, ob sich die zu erwartende
Transporteffizienz auf biotechnologische Produktionsprozesse Ubertragen Iasst.
Analytische Losungsansatze zur Beschreibung der Stromung finden sich etwa bei Lighthill
1975 sowie Blake und Otto 1998. Diese bieten einen Ansatzpunkt zur Anwendung der neuar-
tigen, sich gegenwartig rasch entwickelnden neuronumerischen bzw. —analytischen Hybrid-
methoden (Delgado et al 1996, Benning et al 2001, Delgado 2002, Petermeier et al 2002,
Fellner et al 2003). Letztere ermdglichen es, stromungsmechanisches Wissen in Form von



analytischen oder numerischen Lésungen in die Auswerteverfahren der bildgebenden Ver-
fahren zur Identifikation und Beseitigung von bildtechnischen Artefakten einzubinden.

Material und Methoden
Die in der Literatur vorgeschlagenen uPIV-Experimentaufbauten (Santiago et al 1998), bei
denen u. a. gepulste Laser zur Ausleuchtung des Beobachtungsbereiches verwendet wer-
den, erweisen sich wegen der Beeinflussung des mikrobiellen Milieus als ungeelgnet Dem-
gemal erfolgen die vorliegenden Arbeiten mit Hilfe ei-

nes hinsichtlich der Biokompatibilitit geeigneteren Mikroskop | Tracer,
Durchlichtmikroskops (Invert-Mikroskop Axiovert, Carl Substrat _____
Zeiss). v v

Ein FlieRschema der einzelnen Arbeitsschritte zeigt Ab- ccb — ONF

bildung 2. Als biotische Tracerpartikel dienen (mit Farb- h

stoffen dotierte) Hefezellen oder Bakterien, deren o x

Durchmesser etwa 1-5 um betragt. Zusatzlich werden
die Stromungsfelder durch abiotische Tracerpartikel
sichtbar gemacht. Hierbei handelt es sich um handels-
Ubliche Polystyrolkligelchen von 4.8 um Durchmesser.
Die Beobachtung der"Blokonvektllon geschlgh.t unmittel-  \ 0 3. Schematische Darstel-
bar in dem O__bjekttrager des_ mit einer [?|g|talkamera lung der Arbeitsschritte. (ONF:
(CCD) ausgeriisteten Invert-Mikroskops. Die Aufnahme  gptisches Neuigkeitsfilter).

der Bildfolgen erfolgt mit unterschiedlichen VergroRe-

rungen (200-, 400-, 630-fach). Die Auswertung der Bewegungsfelder geschieht zunachst mit
klassischen Korrelationsverfahren (P1V). Uberdies kommt ein dynamisches, nichtlineares
optisches Neuigkeitsfilter (ONF, Krishnamachari und Denz 2003), basierend auf dem photo-
refraktiven Effekt, zum Einsatz. Das ONF erlaubt es, kontrastarme Aufnahmen aufzuwerten,
Stérungen durch optische Imperfektionen und das mikrobiologische Milieu zu beseitigen,
sowie die Eigenbewegung der Ciliaten zu bestimmen.

Ein Neuigkeitsfilter erkennt neue, sich bewegende oder sich zeitlich andernde Anteile in
zweidimensionalen Bildern und filtert diese aus einem stérenden, stationaren Hintergrund
heraus. Bisher wurden Neuigkeitsfilter hauptsachlich durch elektronische Detektoren reali-
siert, die jedoch seriell ein gespeichertes Bild von dem aktuell zu bearbeitenden bildpunkt-
weise subtrahieren. Sie erweisen sich demgemal als entsprechend speicherintensiv. Sie
konnen zudem nur Amplitudenobjekte differenzieren, so dass sie sich zur Bewegungs- und
Stromungsdetektion in der Biologie und Medizin nur bedingt eignen. Ein ONF stellt ein voll-
standig parallel arbeitendes System dar, das keine elektronischen Komponenten benétigt.
Damit lassen sich - ganzlich ohne Pixelierung - kontinuierlich Bilder subtrahieren und damit
Szenen filtern. Die grof3en Vorteile liegen in seiner hohen Empfindlichkeit nicht nur fur Ampli-
tuden-, sondern auch Phasenanderungen und seiner instantanen Antwort, die einen Betrieb
in Echtzeit ermdglicht. Da die photorefraktive Strahlkopplung auf destruktiver und konstrukti-
ver Interferenz bei der Beugung am geschriebenen Brechungsindexgitter basiert, lassen sich
daher auch sonst nur mit besonderen Verfahren sichtbare Phasenobjekte wie Zellen und
Bakterien in ihrer Bewegung analysieren. Dies erlaubt Uberdies die Visualisierung und Un-
tersuchung von Dichtednderungen in Strémungen. Die Darstellung der gefilterten Objekte
erfolgt indessen instantan. Dabei bildet das ONF jeden Teil des Objektes mit verstarkter In-
tensitat ab, der sich schneller als die Antwortzeit andert. Im Gegensatz hierzu erfahrt der
stationdre Rest des Bildes eine Abschwachung. Dies kommt einer sofortigen Hervorhebung
jeder Anderung oder Bewegung eines Bildes im Objektstrahl gegenliber dem dunklen, stati-
onaren Hintergrund gleich.

Fir die Anwendung des ONF stehen entsprechend Abbildung 2 zwei Moglichkeiten zur Ver-
fugung. Gegenwartig findet eine Nachbearbeitung der auf herkdbmmlichen Weg aufgezeich-
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neten Bildfolgen und dann die Weiterverarbeitung durch PIV (durchgezogene Linien) statt.
Kunftig soll die zweite Mdglichkeit der direkten Aufzeichnung der Bildsequenzen Uber das
ONF (gepunktete Linien) Verwendung finden.

Vorstellung und Diskussion der bisherigen Ergebnisse

Die hier vorgestellten Studien befinden sich in der Anfangsphase. Demgemal} konzentrieren
sich die nachfolgenden Erdrterungen auf die Entwicklung der Methoden und die Klarung der
Frage nach der prinzipiellen Machbarkeit eines biokompatibeln Mikro-PIV. Die durchgefihr-
ten Untersuchungen haben aber auch bereits zu grundlegend neuen Erkenntnissen bezlig-
lich der mikroorganismischen Konvektion gefuhrt. Ihre Vorstellung in diesem Beitrag dient
der Anregung weiterer Diskussionen.

Biokompatible Tracerpartikel. Die erarbeiteten Untersuchungsergebnisse belegen erstma-
lig die Eignung von Mikroorganismen als Strémungstracer. Ubliche kinstliche Polystyroltra-
cer werden indessen von den Ciliaten detektiert und bei der Nahrungsaufnahme abgewie-
sen, so dass sie sich als eine Storquelle hinsichtlich der nattrlichen Biokonvektionsvorgange
erweisen. Diese Beobachtung stimmt sehr gut mit den Ergebnissen mikrobiologischer Unter-
suchungen (Hausmann et al 2003) Uberein, nach welchen die Ciliaten die Inkorporation un-
verdaulicher Stoffe vermeiden oder diese rasch wieder ausstof3en.

Diese Beobachtung lasst die Vermutung aufkommen, dass sich das Verhalten der Ciliaten
hinsichtlich der durch die Wimpernbewegung induzierten Stromung andert, sobald unverdau-
liche Partikel Gberwiegen. Zugleich wirft sie die Frage auf, ob die Ciliaten fir die Strdmungs-
steuerung in Abhangigkeit vom Nahrungsangebot im umgebenden Fluid unterschiedliche
Strategien besitzen.

Mikro-PIV. Die durchgefuhrten Untersuchungen dokumentieren, dass sich der Einfluss der
Brownschen Bewegung (siehe z. B. San-
tiago et al 1998) auf die Partikelbewe-
gung fir die auftretenden Partikelgréfien
vernachlassigen lasst. Ahnliches gilt hin-
sichtlich der Partikelsedimentation. Dies
legt den Schluss nahe, dass die verwen-
deten biotischen Tracerpartikel mit sehr
hoher Wahrscheinlichkeit zwischen zwei
zu korrelierenden Aufnahmen im Tiefen-
scharfebereich verbleiben. Die VergroRe-
rung und damit das Bildfeld wird so ge-
wahlt, dass die biotischen Tracerpartikel
den Empfehlungswert von 3 Pixel pro
Partikel fur eine erfolgreiche Auswertung
durch Korrelationsverfahren erreichen.
Dabei ergibt sich zugleich die Beobach-
tung eines ausreichend grol’en Gebietes
zur Untersuchung des Einflussbereiches
der sich ergebenden Wirbelfelder. Dies
v ermdglicht die Validierung der Daten mit-
Abb. 4. Oben ohne, unten mit Neuigkeitsfilter. Die ~ tels Vergleichs verschiedener PIV-Aus-
dunklen Stellen in der unteren Abbildung zeigen  Wwerteverfahren, wie sie die Gruppen Le-
die Stellen mit Neuigkeiten auf. der und Delgado (vgl. Abb. 2) einsetzen.
Zusatzlich dient diese Vorgehensweise




der Bewertung der zu entwickelnden Neuro-Hybrid-Ansatze hinsichtlich ihrer Eignung und

Leistungsfahigkeit.

Neuigkeitsfilter. Die Wirkung des Neuigkeitsfilters illustriert Abbildung 3. Die obere Aufnah-
me zeigt Bilddaten ohne, die untere eine Aufnahme mit Anwendung des Neuigkeitsfilters. Die
Position des Wimperntierchens ist jeweils durch eine konturapproximierende Ellipse, seine
Ausrichtung durch die gestrichelte Linie dargestellt. Der besseren Sichtbarkeit wegen wurden
die Grauwerte des gefilterten Bildes invertiert, so dass die dunklen Stellen auf eine ,Neuig-
keit, also eine Anderung der Grauwerte als Folge von Konvektion hinweisen.

Offensichtlich filtert das ONF den stationaren Hintergrund (etwa ruhendes Ciliat und Imper-
fektionen im Objektrager) vollstandig heraus. Indessen schafft die bedeutsame Kontraster-
héhung durch das ONF auch fur die Auswertung mittels der PIV-Algorithmen grof3e Vorteile.

Eigenbewegung der Ciliaten. Wie oben erwahnt, verkurzen die Ciliaten nach Beobachtun-
gen in der Literatur ihren Stengel sporadisch durch eine ruckartige Bewegung. Ein derartiges
Verkurzen konnte in diesem Fall nicht beobachtet werden. Abbildung 4 demonstriert, dass
die Nickbewegungen azyklisch mit ZeitmalRen erfolgen, welche sich von denjenigen der Axi-
al- und Wimpernbewegung unterscheiden. Allerdings scheinen die beobachteten Ciliaten
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Abb. 4: Zur Nickbewegung (Winkelverschiebung
relativ zur Stengelachse) der Ciliaten
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Abb. 5: Stromungsfeld um zwei Ciliaten. Die
Symmetrieachsen der Ciliaten sind gestri-
chelt eingetragen.

wahrend eines durch Wimpernwegung in-
duzierten ,Forderzyklus“ die Ausrichtung
beizubehalten, eine schlagartige Anderung
findet zumeist am Ende des Foérderzyklus
statt.

Induzierte Stréomungsfelder. Einen Ein-
druck der von den Ciliaten erzeugten Stré-
mungsfelder vermittelt Abb. 5. Mittels Stan-
dard-PIV-Verfahren (Korrelations-Algorith-
mus beschleunigt mit FFT, Auswertefenster
32x32 Pixel bei einem Auswertegitter von
14x14 Pixel) wurden die Geschwindigkeits-
vektoren der Stromungsfelder ermittelt.

Die eingetragenen Symmetrieachsen der
konturapproximierenden Ellipsen illustrieren
die von zwei Ciliaten im Objektfeld ange-
nommene Anordnung. Dabei flhrt die Be-
wegung der Ciliaten zu diesbezlglich sym-
metrisch angeordneten Wirbelsystemen.
Deren Wellenlange stimmt gut mit dem Ab-
stand der immobilisierten Ciliaten Uberein.
Diese Wirbelsysteme zeigen ausgepragte
Scher- und Dehnfelder. Die Dehnfelder
dienen offensichtlich dem optimierten Stoff-
transport bzw. der optimierten Homogeni-
sierung des Milieus in Biofilmnahe.

Dies fuhrt zur Hypothese, dass die Anord-
nung der Ciliaten innerhalb einer Kolonie
den Stofftransport des einzelnen Indivi-
duums beglnstigt. Unter dem strémungs-

mechanischen Gesichtspunkt des Impuls- und Energieeintrags weist dies auf Synergieeffek-
te zwischen den von den einzelnen Ciliaten erzeugten Stromungsfeldern hin.



Die mit dem biokompatiblen Mikro-PIV-Verfahren gemessenen Daten (Bahnkurven) stimmen
gut Uberein mit der von Blake und Otto 1998 angegebenen Lésung der Stokes-Gleichungen.
Fur die Zielsetzung der Entwicklung eines biokompatiblen Mess- und Auswerteverfahrens
erhalt dies in zweierlei Hinsicht hohe Bedeutung. Einerseits liegt damit eine gute Grundlage
vor, um die in der Zukunft angestrebte Stltzung der digitalen Bildauswertung mit Hilfe eines
neuronumerischen bzw. neuroanalytischen Hybrids zwecks Detektion und Ausschaltung von
bildtechnischen Artefakten zu realisieren. Zum anderen liefert dies offensichtlich einen An-
haltspunkt daflr, dass die biotischen Tracerpartikel das geforderte Folgeverhalten besitzen.

Eine Zusammenstellung der mit dem hier beschriebenen Verfahren ermittelten Stromungs-
geschwindigkeiten fur die Situation ohne

Tracer Tracerzugabe, sowie mit biotischen und

v(um/s) | ohne | biotisch | kinstlich kiinstlichen Tracerpartikeln gibt Tabelle 1
min 0.3 2(1.5) 1 wieder. Die angegeben Geschwindigkeits-
max 5 30(25) 17 daten fur den Fall der biotischen Tracerpar-
Tab. 1: Zusammenstellung der durch die PIV- tikel gelten fur 200- bzw. in Klammern
Auswertung gewonnenen Geschwindigkeiten. 400fache VergroBerung. Diese Gegenuber-

stellung veranschaulicht eindrucksvoll, dass
sich die Ergebnisse der Geschwindigkeitsmessungen sowohl bei fehlender Tracerbeigabe
als auch mit kiinstlichen Tracerpartikeln erheblich voneinander unterscheiden. Uberdies wei-
chen die Resultate beider Verfahren von denjenigen des biokompatiblen PIV-Verfahrens ab.
Lassen sich die Diskrepanzen bei fehlender Tracerbeigabe durch eine zu geringe Partikel-
dichte fir das Auswerteverfahren begriinden, so deuten die Abweichungen bei Einsatz
kiinstlicher Partikel auf die Modifikation des Stromungsfeldes durch die von den Mikroorga-
nismen bei der Nahrungsinkorporation ausgetbte Selektion hin. Dies unterstreicht die Not-
wendigkeit des Einsatzes biotischer Tracerpartikel.

Zusammenfassung, Ausblick

Die durchgeflihrten Studien belegen, dass sich mikroorganismische Konvektion nur mit Hilfe
eines biokompatiblen Mikro-PIV-Verfahrens sachgemal untersuchen lasst. Eine solche Me-
thode fehlt aber bisher in der Literatur ganzlich.

Die erhaltenen Ergebnisse belegen indessen die grundlegende Eignung des hier gewahlten
experimentellen Ansatzes (Hefezellen als Biotracer, Objekttrager eines Invertmikroskops als
Untersuchungszelle, Mikro-PIV auf der Grundlage gangiger Korrelationsalgorithmen). Uber-
dies erweist sich ein optisches Neuigkeitsfilter als Uberaus leistungsfahiges Werkzeug zur
Auswertung kontrastschwacher Bilddaten und zur Bestimmung der axialen und rotatorischen
Eigenbewegungen der Ciliaten.

Die durch die Mikroorganismen im fluidischen Milieu erzeugten Bewegungen weisen auf ent-
scheidende Charakteristika fiir einen effizienten Impuls- und Stofftransport hin. Fur die Wel-
lenlange der durch die Wimpernbewegungen erzeugten Wirbel ergeben sich Werte, welche
gut mit dem Abstand zwischen zwei Ciliaten Ubereinstimmen. Hieraus lasst sich auf eine
synergetische Wirkung beim Stofftransport bei Mikroorganismenkolonien schlieRen. Des
Weiteren lassen sich in den mikroorganismischen Strémungen ausgedehnte Dehnfelder
ausmachen. Dies deutet auf die gezielte Nutzung von Dehneffekten durch Ciliaten hin, wel-
che im Vergleich zu Scherstromungen bekanntlich fur eine deutliche bessere Homogenisie-
rung sorgen. Im Sinne der Bionik erhebt sich in diesem Zusammenhang die Frage, inwieweit
sich diese im Rahmen der natirlichen Evolution hinsichtlich des Energieaufwandes optimier-
ten Konvektionsprozesse auf biotechnologische Prozesse Ubertragen lassen.



Zusatzliche Validierungen* der gewonnenen Geschwindigkeitsfelder mit unterschiedlichen
Verfahren an den Instituten der am oben erwahnten Paketvorhaben beteiligten Partner sollen
die Eignung des hier vorgestellten Ansatzes noch untermauern.

Des Weiteren sollen die noch im Detail zu studierenden neuro-hybriden Auswerteverfahren
durch eine effiziente Implementierung der stlitzenden Bewegungsgleichungen in eine schnel-
le Graphikkarte (zusammen mit Gruppe Westermann, siehe Abb. 2) die in-situ Diagnose der
Stromungsfelder in die Richtung einer Echtzeitauswertung ermdglichen.
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