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Digit!Al: Digitale, automatisierte Bewertung des
Zellzustandes von Mikroalgen

Netzwerk Algen, 16.10.2023 Wien

"= Bundesministerium
Klimaschutz, Umwelt,
Energie, Mobilitat,

Innovation und Technologie

BDI-BioLife Science

Das beste aus der Natur: Astaxanthin — Wir sind Produzent vom starksten
Antioxidans der Welt

State-of-the-art Produktion: Regional, ressourcenschonend, unabhangig und
ganzjahrig am Okopark Hartberg

Astaxanthin Kompetenzzentrum: Hochstes Know-how in Bereich
Nahrungserganzungsmittel und Kosmetik
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Astaxanthin Kompetenzzentrum — Produktionsstandort

= Hochste Qualitatsstandards und Unterstutzung durch
lokale Teams

= Hochwertige Wirkstoffe als eingetragene Marken:
ASTAFIT® & ASTACOS® (Co-branding-Option)

= Made in Austria
. Produktlonskapa2|tat (365 Tage/Jahr)

Nominale Kapazitat/Jahr:

Algenbiomasse mit = 5% Astaxanthin: = 15 Tonnen

= Nominale Kapazitat/Jahr:
Rein Astaxanthin: = 750kg
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Astaxanthin und die innere Gesundheit

Mehr als 30 Jahre Forschung — die positive Wirkung von naturlichem Astaxanthin auf den

Menschen ist durch >400 wissenschaftliche Studien belegt.

» Gehirngesundheit

» Augengesundheit

» Hautgesundheit & UV-Schutz

* Herz-Kreislauf-Unterstitzung

* Immunmodulation

» Anti-Ageing & zelluldre Gesundheit

» Sportliche Leistungsfahigkeit &
Regeneration

* Gelenk-, Sehnen- & Muskel-Support
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Astaxanthin Bildung im Haematococcus pluvialis -
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Astaxanthin — Produktformen und Anwendungen
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DER ROTE DIAMANT in fertigen Produkten ™
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Digit!Al — Die Projektidee
Automatische Erfassung vom Zell-Zustand Haematococcus pluvialis

Cell division Green mobile Green immobile Transition

(\%) BiOLiFESCIENCE

Olive motile Aplanospore immature Aplanospore mature Cell lysis
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Digit!Al — Das automatische Mikroskop
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Fluid Flow

Quelle: https://www.fluidimaging.com

Pro: Contra:
» Digitale Bilderfassung hunderter Zellen » Mitgelieferte Software klassifiziert Parameter-basiert
* Relativ kleines Probenvolumen 0,1 bis 1ml + Agglomerate werden als ein Partikel erkannt

» Kann auch mit grofReren Partikeln umgehen « Fir HP war keine zuverlassige Klassifizierung moéglich
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partner BOKU Mikroskopie
» Zwei unterschiedliche bildgebende Verfahren wurden getestet
» Auswertung der Bilder Uber Kl-gestutzter Spezial-Software (machine learning)
» Vergleich der Ergebnisse mit manueller Mikroskopie
* Auswertung Uber Statistik-Software JMP
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Digit!Al — KI gestutzte Bilderkennung 2
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* Erstellen von Bildern mit Kamerasystem i+
Daten | ° Zuordnung Einzelzellen zu Klassen 3
J =
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* Anlernen der Software (extern) 9

Lemen | ° Ubertrag der Annotation auf lokales System )

~

+ Paralleler Einsatz Maschine und Mensch
Validieren | * Validierung der Ergebnisse )

11
Digit!Al — Beispielbild Software g
R = o o
[ ] = E
=
>
. AN@‘F&
12



19.10.2023

G-E-rg.m E.@gnm-;
B" .-@B-EE@-.JM}]“"I“E

0% Gogc0ostoe

—__—@ &l d@f!ﬂ@!‘!l
T g [OEEOmOR0 0 & o
W | e e il © © 6]
s g .--IE!I-

(&) BIOLIFESCIENCE

v "'-"'IE"GIJ
i 0@ Gt 0gotoey
0EcaRol 00050 0 el

i clototaobaiiog et

)T |V \[]IEJII@IEJIIII‘@I'BIE

| EDEENE " SEEEEEEEn
mmllm@ml@ﬂ@ﬂﬂ.m
ChoeeE=EnEEEaer )

Elapsed Time 00,0006 kY
Manmum Remaining Time 00.00.54 A
Cameralmages 65
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Digit!Al - Ergebnis Validierung 2
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2
« Parallel-Messung aus selber Probe mit Flowcam + Kl und o
Lichtmikroskop g
= Uber 200 Messungen mit unterschiedlichem Ursprung und Status m
fur Diffenzialanalyse N
» Zusatzlich Analyse von:
= Optische Dichte (Griinphase)
= Trockenmasse (g/L)
= Astaxanthin-Gehalt (g/m?)
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Digit!Al - Differenz Analyse je Klasse

Matched Pairs.

Difference: CD K1 %-CD [%] Difference: GM KI %-GM [ Diffarence: GI KI %-GI [%] Differsnce; T K1 %-T %] Difference: AM KI %-AM %] Difference: Al K1 %-A1 [¥%] Difference: CL KI %-CL [%]
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+ Differenz Analyse Zuordnung Mensch — Maschine je Klasse
» Je ,ahnlicher* die Zellen, umso mehr Streuung
* Auswertung mit JMP Software
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Digit!Al - Klassifizierung vs. Verdinnung

(\t) BiOLiFESCIENCE

TMgh/L &7 . Verdii —GM [%])
ST T , |=°= « B-fach Messung der selben Probe
. ——OM[%] . e
ﬁo T/J'_’// 1 fur 3 Verdinnungen
. —CL[%]
v + Grundsatzlich gute
Lo Wiederholbarkeit
22 « Leichte Anderung Klassen-
7 T i verteilung uber Verdunnung
——
’ « Starke Ausreisen sind mdglich
o1 02 03 o8 03 -> Probenahme kritisch

Verdnnung
Where(3 rows excluded)
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Digit!Al - Zell-Zahl und TM bei Verdinnung &2
T Zelizahl #/mlvs. TM gh/L L?Huc: :ﬂ B Zellzahl #/ml vs. Verdiinnung 3 Zellzahl #/ml E
. s i o
500000 . 500000 /'E E
400000 400000 ’ -o_.l
= 300000 = 300000

200000 A 200000 ‘I ’

100000 100000 E/

0+~
01 02 03 04 05
Verdannung

0
0.1 02 03 04

T TMghtt
Where(3 luded]
Where(3 rows excluded) ere(3 rows excluded)

* Verdinnung der selben Probe -> TM manuell, Zellzahl Maschine
» Zellzahl und Trockenmasse korrelieren

;7 Wiederholbarkeit verschlechtert sich mit der ,Dichte”
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Digit!Al — Erweitere Datenauswertung

Zuordnung zu Klassen ausreichend gut und man erhalt:
= Gesamte Zellzahl in #/ml
* Anteil je Klasse in %
= Anzahl der Zellen je Klasse in #/ml

= Bildflache je Klasse in ym?/ml

(\%) BiOLiFESCIENCE

Kann noch mehr berechnet werden?
= Trockenmasse in g/L ?
= Astaxanthingehalt in g/m?®?
= Status und ,Gesundheit* ?

-> Statistische Modellierung in JMP

18
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Digit!Al — Schatzwert Trockenmasse g/L

LAB TM (g/L) Beobachtet
LAB TM (g/L) Beobachtet

0 0.2 04 0:6 0:8 05 1 15 2 2,5 3 35

LAB TM (g/L) Vorhergesagt RMSE=0,0267 r2 LAB TM (g/L) Vorhergesagt RMSE=0,2754 r2
=0,98062 P-Wert=<,0001 =0,85 P-Wert=<,0001

» FUr Grlnphase sehr gute Vorhersage

* FUr Rotphase bei héherer Dichte +/-0,5g/L Abweichung mdglich
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Digit!Al — Schatzwert Astaxanthingehalt g/m?

150

. Basis Anteil AM-Zellen

* Punktuell starke Abweichungen

100 méglich

- Schatzwert, kein Ersatz
fiir eine Labormessung

LAB AX g/m® Beobachtet

100 150

LAB AX g/m’ Vorhergesagt RMSE=16,874 r2
=0,82 P-Wert=<,0001

20

% » Vorhersage grundsatzlich moglich auf

» Streuung Vorhersage ca. +/-40 g/m?

(\%) BiOLiFESCIENCE
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Digit!Al — Zusammenfassung

+ Ein lauffahiges System konnte erstellt werden
+ Die Zuordnung zu Klassen funktioniert ausreichend gut
+ Es werden auch bekannte Kontaminanten erkannt

+ Eine Abschatzung von Trockenmasse und AX-Gehalt ist mdglich
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- Ausreil3er sind moglich - kein vollstandiger Ersatz fir manuelle Analysen
- Unbekannte Zellen werden nicht erfasst

- Aktuell noch keine direkte Anlernung und Korrektur am Gerat
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Dr. Peter PUCHER
Head of R&D BDI-Biolife Science GmbH
peter.pucher@bdi-biolifescience.com

Dieses Projekt wurde aus Mitteln der FFG gefordert.
FFG 891424 — Digit!Al
www.ffg.at

FFG

Forschung wirkt,
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