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Zusammenfassung

Der Rückgang der biologischen Vielfalt, insbesondere bei Insekten, stellt eine erhebliche Be-
drohung dar. Die Artenvielfalt ist essenziell für Ökosysteme, beeinflusst die Landwirtschaft
und hat direkte Auswirkungen auf den Menschen. Trotzdem sind viele Insektenarten unbe-
kannt und es fehlt an Expert:innen für deren Erforschung. Zur Untersuchung der Biodiversität
und Identifizierung neuer Arten werden Insekten mit Fallen gefangen und in Ethanol konser-
viert. Diese Massenproben können mehrere 10.000 Insekten beinhalten. Durch eine genaue
Auswertung dieser Proben können neue Arten beschrieben, Veränderungen der Biodiversi-
tät, bspw. aufgrund des Klimawandels, festgestellt und dementsprechend Gegenmaßnahmen
ergriffen werden.Momentan wird die Auswertungmeist manuell durchgeführt, was sehr lang-
sam ist und die Einbeziehung mehrerer Expert:innen erfordert. Ein weiterer Lösungsansatz
bietet die Klassifizierung der Insekten anhand ihrer DNA, genauer gesagt des sogenannten
DNA-Barcodes. Dazu werden die Insekten vereinzelt und jeweils individuell anhand des
DNA-Barcodes bestimmt. Dies ist aufgrund der Vereinzelung zeitintensiv. Zudem sind die
Kosten mit etwa 0,10 $ pro Insekt nicht zu vernachlässigen. Das Ziel dieser Dissertation
ist es, Methoden zur Automatisierung der Biodiversitätsforschung unter Insekten zu entwi-
ckeln. Hierbei sollen potenzielle Bereiche für die Automatisierung identifiziert werden, um
Arbeitsabläufe zu beschleunigen und neue Möglichkeiten zur Erforschung der Biodiversi-
tät zu schaffen. Die Forschungsfragen konzentrieren sich auf die Eignung kostengünstiger
Hochdurchsatzmethoden und darauf, Implementierungsmöglichkeiten für gefundene Anwen-
dungsbereiche aufzuzeigen. Die Arbeit identifiziert drei Bereiche, die für die Automatisierung
in der Biodiversitätsforschung geeignet sind: Bildgebung, Handhabung und Klassifizierung
der Insekten. Der Hauptteil gliedert sich in mehrere Teile. Im ersten Teil, Probenvorberei-
tung, wird ein System zur Vorsortierung der Insekten-Massenproben vorgestellt. Das System
nutzt eine lineare Bewegung und verschiedene Siebgrößen, um die Proben in unterschiedli-
che Größenfraktionen zu untergliedern. Diese Vorsortierung ist notwendig, um nachgelagerte
Prozessschritte zu vereinfachen. Anschließend wird ein Konzept zur teilautomatisierten Bild-
gebung vorgestellt. Das Open Source Mikroskop, das ’Entomoscope’, wird entwickelt, um
schnell und mit minimalen Kosten einheitliche Bilder von Insekten in Ethanol aufnehmen zu
können. Es werden zwei Versionen des Entomoscopes vorgestellt: das ’Standalone Entomos-
cope’, ein Mikroskop, das außer einem externen Netzteil keine weitere Hardware benötigt,
sowie das ’Plug-In Entomoscope’, das zum Betrieb einen PC oder Laptop benötigt, dafür
aber mit geringerem Aufwand und kostengünstiger aufgebaut werden kann. Weiterhin wird
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Zusammenfassung

im zweiten Teil ein teilautomatisiertes System zur multiperspektivischen Bildgebung vor-
gestellt. Der ’DiversityScanner-360°’ dient der Digitalisierung von Insekten bis 3 mm und
fertigt automatisiert Bilder aus einer frei wählbaren Anzahl an Perspektiven an. Dazu wird das
Insekt in eine Bildgebungszelle gepumpt und mit einer um die Zelle rotierenden Kamera auf-
genommen. Im dritten Teil der Arbeit werden Methoden zur vollautomatisierten Bildgebung
und Handhabung entwickelt. Der ’DiversityScanner’ kombiniert Methoden zur Handhabung
und Bildgebung und eignet sich damit zum vollautomatisierten Fotografieren und Sortieren
von Insekten mit einer maximalen Größe von 3 mm. Das System erkennt in einer Petrischale
ausgebreitete Insekten in Ethanol, markiert sortierbare Insekten, nimmt ein Detailbild auf
und sortiert diese anschließend mit einer automatisierten Pipette in eine 96er Mikrotiterplat-
te. Weiterhin werden Handhabungswerkzeuge untersucht und verglichen, um auch größere
Insekten automatisiert sortieren zu können. Der vierte Teil der Dissertation untersucht Me-
thoden, mit denen die angefertigten Bilder zur Klassifizierung der Insekten genutzt werden
können. Dazu werden verschiedene Modelle des maschinellen Lernens genutzt und es wird
untersucht, welcheweiterenmorphometrischenMerkmale anhand der Bilder ermittelt werden
können. Zusammenfassend bildet diese Dissertation eine Grundlage zur Automatisierung der
Biodiversitätsforschung unter Insekten mit kostengünstigen und verfügbaren Methoden, die
dazu beitragen können, Wissenslücken zu schließen und somit den Schutz der Biodiversität
effektiv zu gestalten.
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Abstract

The decline of biodiversity, particularly among insects, poses a significant threat. Species di-
versity is essential for ecosystems, influences agriculture, and has direct impacts on humans.
However, many insect species remain unknown, and there is a lack of experts to study them.
Insects are captured with traps and preserved in ethanol to examine biodiversity and identify
new species. These bulk samples can contain tens of thousands of insects. Through careful
analysis of these samples, new species can be described, changes in biodiversity due to, e.g.,
climate change can be identified, and appropriate countermeasures can be taken. Currently,
evaluation is mostly manual, which is very slow and requires the involvement of multiple
experts. Another approach offers the classification of insects based on theirDeoxyribonucleic
acid (DNA), specifically using DNA barcoding. Insects are individually separated and identi-
fied based on their DNA barcode. However, this process is time-consuming due to the manual
separation required. Additionally, costs, at around $0.10 per insect, cannot be ignored. The aim
of this dissertation is to develop methods for automating biodiversity research among insects.
The focus is on identifying potential areas for automation to accelerate workflows and on
creating new possibilities. Research questions concentrate on the suitability of cost-effective,
high-throughput methods and demonstrating implementation possibilities for identified app-
lication areas. The dissertation identifies three areas suitable for automation in biodiversity
research: imaging, handling, and classification of insects. The main part is divided into se-
veral sections. In the first part, sample preparation, a system for pre-sorting mass samples is
introduced. The system uses linear motion and various sieve sizes to divide the samples into
different size fractions, simplifying downstream processes. Subsequently, a concept for semi-
automated imaging is presented. The open-source photomicroscope, the ’Entomoscope,’ is
developed to capture uniform images of insects in ethanol quickly and at a minimal cost. Two
versions of the Entomoscope are presented: the ’Standalone Entomoscope,’ a photomicrosco-
pe that requires only an external power supply, and the ’Plug-In Entomoscope,’ which requires
a PC or laptop for operation but can be set up more easily and inexpensively. Furthermore,
in the second part, a semi-automated system for multiperspective imaging is presented. The
’DiversityScanner-360°’ digitizes insects up to 3 mm and automatically captures images from
a user-selected number of perspectives. The insect is pumped into an imaging chamber, and
a camera moves around the chamber. In the third part of the dissertation, methods for fully
automated imaging and handling are developed. The ’DiversityScanner’ combines handling
and imaging methods, suitable for fully automated photography and sorting of insects up to a
maximum size of 3 mm. The system detects insects spread in ethanol on a Petri dish, marks
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Abstract

sortable insects, captures a detailed image, and then individually sorts them into a 96-well
microplate using an automated pipette. Additionally, handling tools are examined and com-
pared to automate the sorting of larger insects. The fourth part of the dissertation investigates
methods for using the captured images for insect classification. Machine learning models are
utilized, and additional morphometric features that can be determined from the images are
examined. In summary, this dissertation provides a foundation for automating biodiversity
research among insects with cost-efficient and available methods that contribute to closing
knowledge gaps and thus making biodiversity protection more effective.
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1 Einleitung

In diesem Einleitungskapitel wird, nach der Motivation und der Zielsetzung, welche auch die
Forschungsfragen umfasst, die Gliederung der Arbeit dargelegt.

1.1 Motivation

Der Rückgang der biologischen Vielfalt, die sogenannte Biodiversität, stellt unsere Gesell-
schaft vor große Herausforderungen. Daher wird dieser auch im globalen Risikobericht
2023 [1] desWorld Economic Forum (WEF) als einer der größten Bedrohungen der nächsten
zehn Jahre eingestuft. Insgesamt wird geschätzt, dass rund 80 % aller Tierarten der Wissen-
schaft noch unbekannt sind [2]. Wird die Fauna, also die Summe aller Tiere auf der Erde
betrachtet, zeigt sich, dass Arthropoden (Gliederfüßler, zu denen auch die Insekten gehö-
ren) einen Großteil der Biomasse ausmachen [3]. Gleichzeitig sind nach dem Catalogue of
Life (CoL) im Reich der Tiere (Animalia) mehr als dreiviertel der beschriebenen Tierarten
Arthropoden (rund 1.172.200 Arten). Davon sind rund eine Millionen der beschriebenen
Arten Insekten [4]. Dies stellt jedoch bei den Insekten nur einen Bruchteil der tatsächlichen
Artenvielfalt dar [5]. Diese Zahlen zeigen deutlich, dass ein effektiver Schutz der gesam-
ten Biodiversität auch einen effektiven Schutz der Biodiversität unter Insekten nicht außer
Acht lassen kann. Dazu müssen wirksame Maßnahmen getroffen werden, um die biologische
Vielfalt zu schützen. Dies erfordert auch Methoden, um die Wirksamkeit dieser Maßnahmen
beurteilen zu können [6]. Zudem spielen Insekten eine wichtige Rolle in vielen Ökosyste-
men. Dabei sind sie beispielsweise für die Bestäubung [7–9] und die Kompostierung [10, 11]
ein wichtiger Bestandteil von Ökosystemen oder dienen als Nahrungsquelle [12] für andere
Tiere. Damit haben sie auch einen immensen Einfluss auf den Menschen, beispielsweise als
wichtiger Bestandteil landwirtschaftlicher Nutzflächen [13, 14]. Um Insekten jedoch effektiv
schützen zu können und um beispielsweise Effekte des Klimawandels, wie die Einwanderung
invasiver Arten nachvollziehen zu können, ist eine genaue Artenkunde notwendig. Für charis-
matische Taxa, wie Schmetterlinge oder Libellen, ist diese bereits zum Großteil vorhanden.
Bei sogenannten ’dark taxa’ ist das nicht der Fall. Dabei handelt es sich um Gruppen von
Arthropoden mit kleiner Körpergröße, von denen weniger als 10 % der Arten beschrieben
sind und deren Diversität 1.000 Arten überschreitet [15]. Die Erforschung dieser Gruppen
ist aufgrund ihres enormen Artenreichtums und der geringen Größe sehr aufwendig und da-
her langsam. Aus diesem Grund werden sie derzeit häufig ignoriert oder nur einige Spezies
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1 Einleitung

werden für Studienzwecke ausgewählt [15, 16]. Ein Überblick über alle Arten ist in dieser
Gruppe so jedoch nicht möglich. Hinzukommt ein zunehmender Mangel an Expert:innen.

Dringend notwendig sind demnach Methoden, mit denen Insekten, insbesondere solche aus
dark taxa, schnell, einfach und kostengünstig bestimmt werden können. Unbekannte Arten
können so beschrieben und die Wissenslücke verkleinert werden. Hierzu bietet sich die inter-
disziplinäre Zusammenarbeit zwischen Biologie, Ingenieurwesen und Informatik an. Durch
die interdisziplinäre Kombination vonMethoden aller Fachrichtungen lässt sich bislang unge-
nutztes Potenzial ausschöpfen. Im Feld der Biologie bietet die Ermittlung desDNA1-Barcodes
die Möglichkeit, Arten eindeutig zu bestimmen. Dieser ursprünglich sehr teure Prozess wird
durch Verwendung neuer Technologien immer kosteneffizienter [17] und eignet sich inzwi-
schen auch zur Prozessierung von Massenproben, wie sie zur Untersuchung der Biodiversität
unter Insekten geläufig sind. Im Ingenieurwesen können Methoden der Automatisierung
Verwendung finden, um bislang manuell ausgeführte und sich wiederholende Prozesse zu
beschleunigen. Zudem schafft die Informatik mit Methoden der Bildverarbeitung und insbe-
sondere mit Methoden des maschinellen Lernens neueMöglichkeiten für die Erforschung der
Biodiversität unter Insekten.

1.1.1 Biodiversitätsforschung unter Insekten

Ein weitgreifendes Verständnis der Biodiversität, also bspw. welche Arten zu welcher Zeit
an welchem Ort vorkommen und wie häufig diese anzutreffen sind, welche bekannten Arten
zurückgehen oder welche neuen, invasiven Arten vorkommen, ist für ihren Erhalt essenziell.
So werden schon seit langem Insekten gesammelt und konserviert. Grundsätzlich wird dabei
auf zwei Konservierungsmethoden zurückgegriffen: Nass- und Trockenkonservierung [18].
Während zur Trockenkonservierung die Insekten einzeln präpariert werden müssen, eignet
sich die Nasskonservierung auch für Massenproben, bei denen oft mehrere tausend Indivi-
duen in einem Behältnis vorzufinden sind (vgl. Abbildung 1.1). Als Konservierungsmittel
wird dabei häufig Ethanol mit einer Konzentration von 80 % verwendet [18–20]. Eine Kon-
zentration von 80 % Ethanol ist dabei ein Kompromiss. Zum besseren Erhalt der DNA sind
höhere Konzentrationen zu bevorzugen, während zum Erhalt der Formbarkeit der Proben für
morphologische Untersuchungen eine geringere Konzentration besser geeignet ist. Zudem
bietet Ethanol mit einer Konzentration von 80 % den Vorteil, dass es im Vergleich zu höheren
Konzentrationen langsamer verdunstet [20]. Zur Identifizierung der Proben war lange das ma-
nuelle Vereinzeln und die morphologische Untersuchung der Insekten die einzige Methode.
Problematisch hierbei zeigt sich, dass die enorm große Anzahl beschriebener Spezies unmög-
lich von einer Person unterschieden werden kann. Daher spezialisieren sich Taxonom:innen

1 Im deutschen Sprachgebrauch korrekter ist Desoxyribonukleinsäure (DNS). Da jedoch bestimmte Verfah-
ren, wie das DNA-Barcoding, ausschließlich im englischsprachigen geprägt sind, wird in der vorliegenden
Arbeit zur Konsistenz ausschließlich DNA als Abkürzung verwendet.
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Abbildung 1.1: Insekten-Massenprobe. Mehrere tausend Insekten verschiedenster Größen werden in Ethanol
konserviert. Die Vereinzelung und Klassifizierung stellen einen sehr aufwendigen und momen-
tan fast ausschließlich manuell durchgeführten Prozess dar.

häufig auf eine bestimmte Ordnung oder Familie. Zur vollständigen Auswertung solcher
Massenproben werden daher viele Expert:innen benötigt. Anfang der 2000er Jahre wurde
mit dem DNA-Barcoding eine neue Methode gefunden, um Lebewesen anhand einer kurzen,
standardisierten DNA-Sequenz aus einem bestimmten Gen eindeutig zu identifizieren [21].
Bis heute hat sich diese Methode zu einer kostengünstigen Möglichkeit entwickelt, Tiere und
insbesondere Insekten eindeutig zu identifizieren [17].

Die Untergliederung von Lebewesen wird häufig in der von Carl von Linné ursprünglich
beschriebenen taxonomischen Klassifizierung vorgenommen. Dabei werden sie hierarchisch
in taxonomoische Niveaus untergliedert (vgl. Abbildung 1.2). Von Lebewesen bis Art, findet
so eine immer feinere Untergliederung statt. Für die jeweiligen Niveaus existieren zudem
noch Unterstufen [22].

1.1.2 Gängige Fangmethoden für Insekten

Zum Fangen fliegender Insekten werden verschiedene Fallen genutzt. Beispielsweise Netz-
fallen, Schalenfallen, Lichtfallen, Pheromonfallen und Klebefallen [18]. Die im Umfang der
vorliegenden Arbeiten entwickeltenMethoden beziehen sich auf Proben, die entweder mittels
Netzfallen, im Speziellen Malaise Fallen oder Schalenfallen, gesammelt werden. Auch wenn
die Methoden teilweise oder mit Anpassungen auf mit anderen Fallen gesammelte Massen-
proben übertragbar sind, wird im Folgenden darauf verzichtet, alle Arten von Fallen im Detail
vorzustellen. Der Fokus wird daher auf Malaise Fallen und Schalenfallen gelegt. Der Ansatz,
Insekten zu fangen und zu töten, scheint zu Beginn kontraproduktiv, um die Erhaltung und
den Schutz von Insekten voranzutreiben. Durch ihre geringe Größe, die vielen Arten und
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Abbildung 1.2: Taxonomische Systematik der Lebewesen. Von Domäne zu Art wird immer feiner unterglie-
dert [22]. Rechts ist beispielhaft die Systematik zur westlichen Honigbiene (Apis mellifera)
dargestellt [4].

der hohen Quantität, ist eine Untersuchung im Feld jedoch kaum oder nur mit sehr großem
Aufwand realisierbar.

Malaise Falle

Eine der gängigsten Fallen zum Fangen fliegender Insekten ist die Malaise Falle. Erstmals
beschriebenwurde die Falle von RenéMalaise im Jahr 1937 [23].Mittlerweile existieren viele
verschiedene Varianten der Malaise Falle (bspw. [24–27]). Heute genutzte Fallen basieren
häufig auf dem Entwurf von Townes (1962, [24]), den er 1972 [26] weiterentwickelt hat [28].
Sie besteht aus einem Zelt aus Netz, das an den Seiten geöffnet ist (vgl. Abbildung 1.3).
Insekten treffen im Flug auf die in der Mitte der Falle vertikal verlaufende Trennwand (1).
Diese, sowie die Stirnnetze der Falle (2) sind aus einem dunklen, sehr feinmaschigen Netz
(< 200 µm [20]) gefertigt. Das Dach des Zeltes (3) hingegen wird häufig aus einem helleren
Netz gleicher Maschenweite gefertigt. Die Verwendung eines weißen Netzes für das Dach
der Falle soll die positive Phototaxis der Insekten nutzen und so verhindern, dass sie die
Falle an den Seiten verlassen und ihre Tendenz nach oben zu wandern verstärken [20].
Allerdings besteht die Gefahr, dass die weiße Farbe Taxa anzieht, die für gewöhnlich Blüten
anfliegen. Dieser Effekt kann die Fangmengen erhöhen, aber auch einen Einfluss auf die
Verteilung der gefangenen Taxa haben [28]. Der hell-dunkel-Unterschied sowie die Tendenz
fliegender Insekten Hindernissen nach oben auszuweichen [29] führen dazu, dass sie entlang
der Trennwand nach oben geleitet werden. Am oberen Ende des Giebels der Falle ist ein
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1.1 Motivation

mit Ethanol gefüllter Sammelbehälter (4) befestigt. In diesem Behälter werden die Insekten
getötet und konserviert. Der Sammelbehälter besteht häufig aus zwei an der Gewindeseite
miteinander verbundenen Polypropylen (PP) Flaschen, wie sie in der Biologie häufig zur
Aufbewahrung von Proben verwendet werden. Die obere Flasche ist dabei fest mit der Falle
verbunden. Die untere wird mit Ethanol befüllt und meist zusätzlich verdunkelt an die obere
Flasche geschraubt. Dies ermöglicht ein schnelles Auswechseln des Probenbehälters. Die
Verdunklung dient zum Schutz der Proben vor direkter Sonneneinstrahlung und somit dem
Schutz der DNA [20].

1

2
2

3

4

Abbildung 1.3: Malaise Falle nach Townes [26] mit (1) Trennwand (dunkel), (2) Stirnnetze (dunkel),
(3) Dachnetz (hell), (4) Ethanol gefüllter Sammelbehälter, modifiziert nach [18]. Insekten
treffen im Flug auf die Trennwand und fliegen nach oben. Durch das schräg angestellte Dach
werden sie in Richtung des Fangbehälters geleitet. Dort werden sie in Ethanol konserviert.

Die Anzahl gefangener Insekten, sowie die zugehörige Biomasse hängen stark vom Standort
der Falle, der Art der Falle, der Jahreszeit und dem Wetter ab [20, 29]. In Tabelle 1.1
sind verschiedene Studien und die Anzahl gefangener Insekten pro Tag bzw. die gefangene
Masse pro Tag aufgeführt. Aufgrund der ausschließlich manuell ausgeführten Evaluation sind
trotz der Vielzahl an Malaise Fallen Studien, nur wenige Studien verfügbar, in denen die
Auswertung vollständiger Fallen vorgenommen wird. Häufig wird die Effizienz von Malaise
Fallen ausschließlich für einzelne Taxa untersucht [30–33]. Die größte Datengrundlage nutzt
die Studie von Karlsson et al. (2019) [20], die insgesamt 38 vollständig ausgewertete Malaise
Fallen Massenproben umfasst. Den größten Durchschnittswert von gefangenen Insekten pro
Tag beschreiben ebenfalls Karlsson et al. (2019) [20] mit 477 Insekten pro Tag. Gleichzeitig
beobachtet er jedoch auch den kleinsten Minimalwert von nur zwei Insekten pro Tag. Den
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größten Maximalwert weist die Studie von Steinke et al. (2017) [34] mit 3.214 Insekten pro
Tag auf. Auch wenn die geringe Anzahl verfügbarer Studien schlecht eine Mittelwertbildung
zulassen, zeigt sich bereits, dass starke Unterschiede beobachtet werden können. Außerdem
zeigt sich, dass es möglich ist, dass eine einzige Massenprobe bereits nach zwei Wochen
nahezu 45.000 Insekten beinhalten kann.

Tabelle 1.1: Durchschnittliche Fangzahlen von Malaise Fallen verschiedener Quellen in ’Insekten pro Tag’ (ge-
rundet auf ganzzahlige Werte) bzw. ’Masse pro Tag’. Soweit bekannt wird zudem der Maximalwert
und Minimalwert mit angegeben. NaN (Not a Number) - Wert wird in der Studie nicht genannt.

Quelle ∅ Insekten pro Tag
Max

∅Masse pro Tag [g]
Max [g]

Min Min [g]

Karlsson et al., 2019 [20] 477 3.025 NaN -
2 -

Uhler et al., 2022 [28] NaN - 3,05 -
- -

Matthews and Matthews, 1971 [29] 259 749 NaN -
36 -

Steinke et al., 2017 [34] 75 3.214 NaN -
3 -

Malaise Fallen sind durch ihren Aufbau für den Fang fliegender Insekten konzipiert, weshalb
ein Großteil der gefangenen Taxa auch diesen zuzuordnen ist. Größere fliegende Insekten,
wie Libellen und Schmetterlinge, sind in Malaise Fallen Proben jedoch eher selten. Dies ist
darauf zurückzuführen, dass diese aufgrund ihrer guten visuellen Wahrnehmung die Falle
als Hindernis erkennen und umfliegen. Zusätzlich zu fliegenden Insekten sind in Proben aus
Malaise Fallen auch flügellose Taxa zu finden. Dabei handelt es sich einerseits um am Boden
lebende Insekten, welche das Netz nach oben krabbeln, und andererseits um Insekten, die
andere Insekten als Wirt für den Transport nutzen, sogenannte phoretische Arten [20].

Zusätzlich zu den klassischen Malaise Fallen, existieren mittlerweile auch erste Forschungs-
ergebnisse zu technifizierten Fallen. Dabei gibt es den Ansatz, die Falle um Sensorik zu
ergänzen, um Wetter- und Umgebungsdaten zu sammeln und zusätzlich den Fangbehälter
automatisiert nach Zeitintervallen zu wechseln [35]. Dieses System bietet zwar eine zeitlich
genauereAuflösung der gefangenen Insekten, hält jedochweiter daran fest, die Insekten für die
Studie zu konservieren. Weiterhin existieren aber auch erste Versuche zur Implementierung
von Lebendfallen, bei denen die Insekten nicht getötet, sondern nur fotografiert werden [36].
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Schalenfalle

Eine weitere häufig verwendete Fangmethode ist die Verwendung von Schalenfallen [37–
40]. Dabei werden farbige Schalen am Probenahmestandort aufgestellt (vgl. Abbildung 1.4)
und mit Wasser gefüllt. Zusätzlich werden einige Tropfen Spülmittel hinzugefügt, um die
Oberflächenspannung zu reduzieren. Die Form der Schalen ist dabei weniger entscheidend

1
2

Abbildung 1.4: Schalenfalle mit (1) Fangschale, (2) Seifenwasser. Insekten werden durch die meist farbigen,
oft gelben Fallen angezogen. Durch die, durch Seife reduzierte Oberflächenspannung, ertrinken
die Insekten in der Flüssigkeit und können später in Ethanol konserviert werden.

als die Farbe. Als Schalen können beispielsweise lackierte Pflanzenuntersetzer [33] oder
einfache Kunststoffbehälter [37, 38] verwendet werden. Es werden sowohl runde [37, 38]
als auch eckige [33] Formen mit unterschiedlichen Größen (0,04 m2 [37] - 0,15 m2 [33])
beschrieben. Die Farben werden so gewählt, dass sie im visuellen Spektrum der Insekten
liegen und geläufige Blütenfarben repräsentieren. Im Gegensatz zur Malaise Falle handelt es
sich daher um eine aktive Falle, die Insekten gezielt anlockt. Durch die Farbwahl kann so
auch in bestimmten Rahmen selektiert werden, was gefangen wird. Grundsätzlich handelt es
sich dabei meist aber um blütenbesuchende Insekten [38].

1.1.3 Konventionelle Bestimmungsmethoden für Insekten

Die Bestimmung von Insekten ist die essenzielle Grundlage, anhand derer die Biodiversität
ermittelt werden kann. Dabei stellt die Bestimmung auf Artniveau die größte Herausfor-
derung dar. Die morphologischen Merkmale, anhand derer sich Arten unterscheiden, sind
häufig nur unter dem Mikroskop und nach Sezierung erkennbar [16]. Hinzu kommt, dass
sich unterschiedliche Entwicklungsstufen sowie männliche und weibliche Tiere einer Art
morphologisch stark unterscheiden können [41]. Sämtliche hier beschriebenen Methoden
haben den entscheidenden Nachteil, dass die zu bestimmenden Insekten zur Klassifizierung
gefangen und getötet werden müssen. Dies stellt insbesondere dann ein Problem dar, wenn
beispielsweise in Naturschutzgebieten geforscht werden soll, da nicht ausgeschlossen werden
kann, dass auch besonders bedrohte Arten in den Fallen landen [6].
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Bestimmung durch Expert:innen anhand der Morphologie

Die klassische Bestimmung von Insekten erfolgt für gewöhnlich durch Expert:innen. Diese
Taxonominnen und Taxonomen können anhand von morphologischen Merkmalen wie Grö-
ße, Farbe, Form, Flügeln, Fühlern und anderen anatomischen Strukturen eine Klassifizierung
vornehmen. Dieses Vorgehen erfordert viel Erfahrung, Fachwissen und auch, dass sich En-
tomolog:innen auf bestimmte Ordnungen oder sogar Familien spezialisieren. Eine genaue
Artenkenntnis über mehrere Ordnungen hinweg scheitert an der hohen Anzahl an Insektenar-
ten. Stand 2024 (8. Januar) sind im CoL rund 971.600 Insektenarten beschrieben [4]. Diese
rund eine Million beschriebener Arten stellen dabei (wie in Kapitel 1.1 beschrieben) aller-
dings nur einen kleinen Teil der tatsächlich vorkommenden Biodiversität unter Insekten dar.
Zur Auswertung von Massenproben sind demnach mehrere Expert:innen notwendig. Dies
verlangsamt die ohnehin schon mühsame und dadurch langsame Arbeit noch weiter. Bei der
Auswertung von Massenproben ist daher die Sortierung auf Artenebene eher die Ausnahme
und häufig auf einige wenige Taxamit moderater Anzahl an Arten beschränkt. Häufigwird ein
zweistufiger Prozess genutzt, um auf Artniveau zu sortieren. Im ersten Schritt werden die Pro-
ben in einfach zu unterscheidende Taxa vorsortiert. Dies erfolgt meist durch Para-Taxonomen
mit grundlegendem Fachwissen, wie Studierende. Im zweiten Schritt, der deutlich komplexer
ist, werden die vorsortierten Proben auf Artniveau sortiert. Diese Methode ist jedoch nur für
Taxa geeignet, die wenige Exemplare undwenige Arten beinhalten [16] und hat entscheidende
Nachteile. Zum einen werden für die Vorsortierung viele Personen benötigt, um die Aufgabe
in angemessener Zeit durchzuführen. Zum anderen ist das Vorsortieren oft ungenau, da diese
zeitaufwendige und arbeitsintensive Aufgabe schnell ermüdend ist. [6, 16]. Hinzu kommt,
dass beschädigte Insekten und unterschiedliche Entwicklungsstadien dazu führen können,
dass es zu Fehlern bei der Klassifizierung kommt oder diese nicht möglich ist [6].

Bestimmung mittels DNA

Zur eindeutigen Klassifizierung von Insekten kann alternativ oder zusätzlich zur Klassifizie-
rung anhand der Morphologie auch deren DNA genutzt werden [6]. Dazu wird der sogenann-
te DNA-Barcode genutzt [21]. Dabei handelt es sich häufig um eine 658 Basenpaare (bp)
lange DNA Sequenz im mitochondrialen Gen, der Cytochrom-Oxidase I (COI). Der grund-
legende Prozess ist in Abbildung 1.5 dargestellt. Die zuvor extrahierte DNA-Sequenz wird
mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)-Amplifikation vermehrt und anschließend sequen-
ziert. Die Barcodes können dann mit Datenbanken abgeglichen werden, um Arten, deren
DNA-Barcode bekannt ist, zu identifizieren. Das DNA-Barcoding ist eine schnelle, kos-
teneffiziente Methode, die zudem skalierbar ist, sodass sie sich zur Identifizierung tausender
Insekten eignet [6].
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mtDNA

Cytochrom-Oxidase I
(COI) 658 bp

Extraktion

Barcode PCR-Amplifikation

Sequenzierung

Identifizierung
der Arten

Abbildung 1.5: DNA-Barcoding Prozess. Die 658 bp lange DNA-Sequenz im mitochondrialen Gen der COI
wird zur Identifizierung von Arten genutzt. Dazu wird mittels PCR die Sequenz vervielfältigt.
Anschließend kann eine Artenbestimmung stattfinden. Modifiziert nach [6].

Zur Auswertung von Massenproben werden meist zwei verschiedene Arten der DNA Be-
stimmung unterschieden. Das DNA-Barcoding einzelner Tiere, sowie das Metabarcoding
vollständiger Massenproben.

DNA-Barcoding einzelner Insekten: Durch das DNA-Barcoding einzelner Insekten kann
der Barcode eindeutig einem Insekt zugeordnet werden. Dafür ist zunächst eine Vereinzelung
der Tiere notwendig. Durch die Auswertung vollständiger Massenproben können somit ge-
naue Aussagen über die Abundanz und das Vorkommen einzelner Arten getroffen werden.
Zudem können unbekannte Barcodes einem bestimmten Insekt zugeordnet werden, was die
Beschreibung neuer Arten ermöglicht. Der von Wang et al. (2018) [42] beschriebene ’um-
gekehrte Arbeitsablauf’, schlägt vor, die Insekten zunächst zu vereinzeln und anschließend
deren DNA-Barcode zu bestimmen. Der Prozess der DNA-Extraktion hinterlässt keinen oder
nur minimalen Schaden an den Insekten, was eine anschließende morphologische Untersu-
chung ermöglicht. Die Sortierung auf Artniveau erfolgt schließlich anhand der DNA, was eine
höhere Genauigkeit als das manuelle Sortieren ermöglicht. Zudem ist der Prozess zumindest
teilweise automatisierbar. Der Nachteil dieser Methode sind die hohen Kosten, die anfallen,
wenn die klassische Sanger-Sequenzierung genutzt wird. Neue Hochdurchsatzmethoden zur
Sequenzierung können dieKosten aber stark reduzieren [42]. Heute können einzelne Barcodes
mithilfe von Oxford Nanopore Technologies (ONT) MinION Sequenzierern bereits für unter
0,10 $ gewonnen werden, die Kosten um ein vollständiges DNA-Labor aufzubauen belaufen
sich auf ca. 10.000 $ [17]. Die Genauigkeit beim Sequenzieren mittels ONTMinION hat sich
in den vergangenen Jahren stetig verbessert und ist bei der neuesten Version mit 99 % sehr
hoch [43].

DNA-Metabarcoding: Beim DNA-Metabarcoding findet keine Vereinzelung der Individuen
statt. Stattdessen werden die Massenproben direkt ausgewertet. Die DNA-Extraktion erfolgt
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direkt aus der vollständigen Probe [44]. Das Wegfallen der Vereinzelung stellt eine immense
Zeitersparnis gegenüber dem DNA-Barcoding einzelner Insekten dar, bringt aber auch Nach-
teile mit sich. So kann nur festgestellt werden, welche Barcodes in einer Probe vorhanden sind.
Eine Zuordnung des Barcodes zu einzelnen Individuen ist nicht möglich. Die Beschreibung
unbekannter Arten kann somit ausschließlich anhand des Barcodes, nicht aber anhand der
Morphologie erfolgen. Zudem sind auch keine Aussagen über Abundanzen möglich. Wei-
terhin wird die Massenprobe zur DNA-Extraktion häufig homogenisiert, die Probe somit
zerstört [45, 46]. Folgestudien unter Einbeziehung gegebenenfalls zukünftig zur Verfügung
stehenden Technologien sind somit nicht möglich. Es bestehen jedoch auch zerstörungsfreie
Methoden zur DNA-Extraktion [47, 48]. Die zuvor genannten Limitationen bleiben jedoch
bestehen.

1.2 Zielsetzung und Forschungsfragen

Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung von Methoden zur Automatisierung der Biodiversi-
tätsforschung unter wirbellosen Tieren, insbesondere unter Insekten. Dazu soll zunächst das
Potenzial zur Automatisierung untersucht und Arbeitsschritte, welche sich in der momentan
manuell durchgeführten Arbeit zur Automation eignen, identifiziert werden. Anschließend
werden diese untergliedert und individuell betrachtet. Für alle identifizierten Teilgebiete sollen
Methoden vorgestellt werden, welche der Automatisierung des Gesamtprozesses zuträglich
sind. Zur Evaluierung der Methoden sollen Funktionsmuster aufgebaut werden, die anhand
zuvor definierter Anforderungen evaluiert werden. Der Fokus soll dabei auf der Auswertung
von Massenproben, welche mittels Malaise Fallen gefangen wurden, liegen. Diese Proben
sind häufig vertreten und deren Auswertung stellt aktuell eine große Herausforderung dar, da
sie mehrere zehntausend Insekten beinhalten können.

Aus der Zielsetzung ergeben sich drei Forschungsfragen (F1 - F3), welche im Umfang der
vorliegenden Dissertation beantwortet werden:

F1: Wie kann Automatisierung die Biodiversitätsforschung bei
wirbellosen Tieren unterstützen, welche Methoden eignen sich

dafür und welche Voraussetzungen müssen erfüllt sein?

F2: Wie können teilautomatisierte Systeme die
Biodiversitätsforschung bei wirbellosen Tieren unterstützen?

F3: Welche Vor- und Nachteile bieten automatisierte Systeme
und welche Möglichkeiten zur Implementierung bestehen?
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1.3 Gliederung der Arbeit

Zur Beantwortung von F1 sollen Bereiche identifiziert werden, die von einer Automatisie-
rung generell profitieren würden, das heißt, welche durch eine Automatisierung beschleunigt
werden könnten und wo durch die Automatisierung Möglichkeiten geschaffen werden, die
mit manuellen Methoden bislang nicht vorhanden sind. Weiterhin sollen durch Beantwortung
von F1 Methoden identifiziert werden, welche sich zur Automatisierung der Biodiversitäts-
forschung eignen. Der Fokus dabei liegt auf der Reduktion der Kosten dieser Methoden
und einer auch mit beschränkten Mitteln realisierbaren Reproduktion. Diese Fokussierung
ist notwendig, um entwickelte Methoden weltweit und ohne finanzielle Hürden verfügbar zu
machen. In Bezug auf die Untersuchung der Biodiversität von Insekten hat dies besondere
Relevanz, da ein Großteil dieser in tropischen Regionen des globalen Südens anzutreffen
ist. Gerade in diesen Regionen sind die finanziellen Mittel zur Erforschung der Biodiversität
häufig stark eingeschränkt.
Durch Beantwortung von F2 soll aufgezeigt werden, wie bereits teilautomatisierte Systeme
genutzt werden können, um die Biodiversitätsforschung bei wirbellosen Tieren zu unterstüt-
zen. Eine vollständige Automatisierung stellt nicht immer die optimale Lösung dar. Diese
Forschungsfrage ist essenziell, um festzulegen, wo genau diese Grenze liegt und um zu beant-
worten, wo eine vollständige Automatisierung sinnvoll ist und wo (noch) nicht. Dazu sollen
die einzelnen Anwendungsbereiche separat betrachtet und die Literatur auf bereits implemen-
tierte Methoden hin untersucht werden. Für den Fall, dass keine geeignete Methode existiert
oder für den vorgesehenen Anwendungsfall Anpassungen notwendig sind, sollen diese im-
plementiert, beziehungsweise angepasst werden. Zudem soll aufgezeigt werden, welche Vor-
und Nachteile teilautomatisierte Systeme haben.
Zuletzt soll F3 beantworten, welche Vor- und Nachteile automatisierte Systeme bieten. Dazu
soll untersucht werden, wie ein automatisiertes System implementiert werden kann, welche
Komponenten dafür benötigt werden und was für Entomolog:innen relevante Funktionen
eines solchen Systems sind.

1.3 Gliederung der Arbeit

Kapitel 1 fokussiert sich auf eine Einleitung der Thematik. Diese beinhaltet die Motivation,
die zudem die biologischen Grundlagen darlegt. Daraus ergibt sich die Zielsetzung, die die
Forschungsfragen umfasst.

Kapitel 2 untersucht mögliche Anwendungsbereiche, in denen Automatisierung in der Biodi-
versitätsforschung unterstützendwirken kann, bzw. neueMöglichkeiten eröffnet. Dazuwerden
verschiedene derzeit manuell durchgeführte Prozessschritte betrachtet, wie die Bildgebung,
die Handhabung und die Klassifizierung und untersucht, in welchem Rahmen eine Automati-
sierung möglich ist. Zudem wird das Potenzial von Open Science und Open Source dargelegt
und aufgezeigt, warum genau diese Herangehensweise für die Biodiversitätsforschung ideal
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1 Einleitung

erscheint. Zuletzt wird eine Prozesskette zur automatisierten, systematischen Erforschung der
Biodiversität unter Insekten vorgeschlagen.

Kapitel 3 erläutert die für das Verständnis der Dissertation notwendigen technischen Grund-
lagen und umfasst Grundlagen zu Robotik, Handhabung, der Bildgebung kleiner Objekte und
zur Klassifizierung mit maschinellem Lernen.

Anschließend ist die vorliegende Dissertation in vier Abschnitte untergliedert (I-IV). Diese
Abschnitte befassen sich jeweils mit einzelnen Prozessschritten der vorgeschlagenen Prozess-
kette.

Teil I (Probenvorbereitung: Größenfraktionierung von Insekten in Ethanol) befasst sich mit
der Vorbereitung der Insekten-Massenproben für die weitere Untersuchung. Dabei steht die
Fraktionierung der Massenproben nach Größe der Insekten im Vordergrund (Kapitel 4),
da dieser Schritt für viele folgende Prozessschritte eine Spezialisierung der Methoden auf
verschiedene Größenklassen erlaubt.

Teil II (Teilautomatisierte Bildgebung von Insekten in Ethanol) beschreibt neue Entwicklun-
gen zur teilautomatisierten Bildgebung von Insekten in Ethanol. Dieser Zwischenschritt hin
zur vollständig automatisierten Bildgebung ermöglicht eine schnelle Reproduktion der Syste-
me und ist aufgrund der wenigen notwendigen Komponenten kostengünstig zu implementie-
ren. InKapitel 5werden zwei Versionen des ’Entomoscopes’ vorgestellt und evaluiert. Zudem
wird im folgenden Kapitel,Kapitel 6, die multiperspektivische Bildgebung untersucht. Auch
hierfür wird eine neue Methode vorgestellt und implementiert. Der ’DiversityScanner-360°’
ist ein System, welches Insekten aus Ethanol aus einer unbegrenzten Anzahl von Perspektiven
abbilden kann.

Teil III (Automatisierte Bildgebung und Handhabung von Insekten in Ethanol) umfasst zwei
Kapitel (Kapitel 7 und Kapitel 8). Beide Kapitel befassen sich mit der Methodenentwicklung
zur vollautomatisierten Bildgebung. Kapitel 7 legt dabei den Fokus auf die automatisierte
Handhabung und Bildgebung mit einem neuen System, dem ’DiversityScanner’. Es wird der
Stand der Technik untersucht und anschließend der DiversityScanner vorgestellt. Kapitel 8
umfasst zudem neue Methoden zur Handhabung, die sich zur Integration in den Diversity-
Scanner eignen.

Teil IV (Potenzial der Bildanalyse zur Klassifizierung und Untersuchung von Insekten) be-
schreibt in zwei Kapiteln, wie die generierten Bilder zur Klassifizierung mittels neuronaler
Netze eingesetzt werden können (Kapitel 9) und wie eine Bestimmung morphometrischer
Merkmale anhand der Bilder erfolgen kann (Kapitel 10).

Kapitel 11 schließt die Arbeit mit einer Zusammenfassung der Ergebnisse der vorangegange-
nen Teile und legt das Potenzial der entwickelten Methoden für die Biodiversitätsforschung
unter Insekten dar. Dazu werden die Forschungsfragen anhand der gewonnenen Erkenntnisse
beantwortet. Zuletzt wird ein Ausblick gegeben.
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2 Untersuchung zum Potenzial der
Automatisierung

Um geeignete Strategien zur Unterstützung der Biodiversitätsforschung unter Insekten durch
Automatisierung zu entwickeln, bedarf es zunächst einer Analyse, an welchen Stellen genau
diese eingesetzt werden kann. Dazu wird zunächst die Vision der automatisierten Biodi-
versitätsforschung betrachtet. Daraus resultieren die Bereiche, welche das größte Potenzial
bieten. Zuletzt wird eine Prozesskette zur Erforschung von Insekten vorgestellt. Diese umfasst
verschiedene Aspekte der Automatisierung und legt dar, wo genau diese eingesetzt werden
können, um einen effizienten Ablauf zur Untersuchung von Massenproben zu gewährleisten.

2.1 Vision der automatisierten
Biodiversitätsforschung

Zur Erarbeitung potenziell geeigneter Prozessschritte zur Automation wird die Vision eines
automatischen Systems zur Auswertung von Insekten-Massenproben (vgl. Abbildung 2.1)
betrachtet. Die mittels Fallen gefangenen Insekten werden ohne Vorsortieren in eine Aus-
wertungseinheit gegeben und vollständig automatisiert verarbeitet. Die Auswertungseinheit
liefert alle Daten zur Probe. Diese beinhalten wichtige Faktoren, wie die gefangenen Arten,
deren Häufigkeit (Abundanz) und Informationen beispielsweise zur Körperlänge oder Bio-
masse. Weiterhin umfassen diese Daten Bilder der einzelnen Insekten. Zusätzlich von Vorteil,
aber nicht immer notwendig, ist eine Vereinzelung der Massenproben. Die gewonnenen Da-
ten können digital ausgewertet werden und in Datenbanken für alle zugänglich gespeichert
werden.

2.2 Handhabung, Vereinzelung und Sortierung

Als erster Schritt lässt sich hierbei die automatisierte Handhabung der Massenproben identi-
fizieren. Für viele Prozesse stellt das Vereinzeln der Proben einen notwendigen Schritt in der
Vorbereitung dar. Insbesondere für das Deoxyribonucleic acid (DNA)-Barcoding einzelner
Insekten (vgl. Kapitel 1.1.3) ist es ein unerlässlicher Schritt. Die manuelle Durchführung ist
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2 Untersuchung zum Potenzial der Automatisierung

Probennahme

Massenprobe

Automatisierte
Verarbeitung (Vereinzelte Insekten)

Daten zur Probe

Abbildung 2.1: Vision der automatisierten Insekten-Biodiversitätsforschung. Gesammelte Proben werden auto-
matisiert verarbeitet. Dabei werden möglichst viele Daten zu den einzelnen Tieren gesammelt.
Es werden unter anderem die Art, Biomasse, Größe und Bilder des Insekts erfasst. Anschlie-
ßend liegen die Daten zur analysierten Probe vor. Weiterhin ist eine Vereinzelung der Proben
anzustreben. Dies ist allerdings nicht für alle Anwendungsfälle notwendig.

zeitaufwendig und monoton. Demnach werden Methoden benötigt, um Insekten aus Mas-
senproben automatisiert handhaben zu können. Dies erlaubt Parallelisierung und damit eine
Reduktion der notwendigen Verarbeitungszeit pro Probe, ohne den Einsatz von mehr Per-
sonal. Die automatisierte Handhabung von Objekten, welche sich in Größe und Form stark
voneinander unterscheiden, wie es bei Insektenproben der Fall ist, stellt jedoch eine große
Herausforderung dar. Die Form und die Varianz der Insekten sind vorgegeben und lässt sich
nicht beeinflussen. Die Größenunterschiede können jedoch eingeschränkt werden, wenn der
Handhabung eine Größensortierung vorgelagert wird.

DieKategorisierung der Insekten inGrößenklassen ermöglicht eine anwendungsfallorientierte
Entwicklung. Hierzu werden vier Größenklassen definiert, welche die gesamten in Malaise
Fallen Proben vorkommenden Insektengrößen abdecken.

1. Insekten < 3 mm: Insekten dieser Größenkategorie machen einen Großteil der in
Malaise Fallen Proben vorkommenden Insekten aus [49]. Durch die geringe Größe und
hohe Anzahl stellen Insekten dieser Größenkategorie eine besondere Herausforderung
dar. Die manuelle Sortierung findet häufig mit Pipetten unter Vergrößerung statt.

2. Insekten von 3 mm - 8 mm: Die manuelle Pipettierung von Insekten dieser Größen-
klasse ist nur eingeschränkt möglich. Häufig werden stattdessen Pinzetten verwendet.
In der Entomologie werden dazu Federstahlpinzetten mit eng zulaufender Spitze ge-
nutzt [18].

3. Insekten von 8 mm - 15 mm: Die manuelle Sortierung ist für Insekten dieser Größen-
klasse nicht mit Pipetten möglich und wird daher mit Federstahlpinzetten durchgeführt.
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2.3 Bildgebung

4. Insekten > 15 mm: Insekten dieser Größenkategorie sind in Malaise Fallen Proben
seltener vertreten. Aufgrund der Größe ist eine manuelle Sortierung mit Federstahlpin-
zetten relativ einfach [18]. Problematisch zeigt sich jedoch, dass sich in den Beinen der
Insekten häufig kleinere Insekten verfangen.

2.3 Bildgebung

Die Bildgebung von Insekten ist bislang kein fester Bestandteil der Prozessierung von Mas-
senproben, findet aber zur Beschreibung neuer Arten Verwendung. Sie bietet für die Automa-
tisierung jedoch enorme Vorteile. Automatisierte Systeme müssen über geeignete Sensorik
verfügen, um die zu automatisierende Aufgabe zufriedenstellend leisten zu können. Zur
Erfüllung der häufig komplexen Aufgabenstellungen im Bereich der automatisierten Biodi-
versitätsforschung bieten sich dazu Kameras als Sensorik an. Diese liefern Daten, aus denen
viele Informationen extrahiert werden können. Diese Informationen bieten wiederum viele
Möglichkeiten zur Automatisierung der Prozesse. Zudem bieten Bilddaten den Vorteil, dass
sie durch den Menschen meist leicht interpretiert werden können.

Unter Betrachtung der klassischen Vorgehensweise zur Untersuchung von Massenproben las-
sen sich zwei Bereiche identifizieren, welche sich unter Zuhilfenahme einer bildgestützten
Sensorik potenziell zur Automatisierung eignen. Dabei handelt es sich um die Objekterken-
nung zur Vereinzelung der Insekten sowie die Klassifizierung der Insekten anhand von mor-
phologischenMerkmalen. Die Anforderungen an die Bildgebung unterscheiden sich für beide
Anwendungsfälle. Die Bildgebung zur Klassifizierung erfordert hochauflösende Detailauf-
nahmen der Insekten, um alle wichtigen, zur Klassifizierung notwendigen morphologischen
Strukturen abzubilden. Zur automatisierten Klassifizierung anhand von Bildern ist es wichtig,
dass die Detailaufnahmen nur ein Insekt abbilden. Auch hierfür ist die im vorangegangenen
Kapitel (Kapitel 2.2) vorgenommene Unterteilung in Größenklassen von Nutzen. Die Optik
zur Aufnahme der Detailbilder kann damit für jede Größenklasse festgelegt werden. Kleine
Insekten der ersten Größenkategorie (< 3 mm) können dadurch ebenso abgebildet werden
wie diejenigen der größten Größenklasse (> 15 mm), ohne dass entweder ein Großteil des
Bildes nur Hintergrund darstellt, die Insekten sehr weit auseinander liegen müssen oder das
Insekt im Bild abgeschnitten wird. Zudem muss auf eine geeignete Belichtung geachtet wer-
den, um sowohl helle als auch dunkle Strukturen gut abbilden zu können. Weiterhin müssen
Reflexionen vermieden werden. Die Bildgebung zur Objekterkennung stellt andere An-
forderungen an die Bildgebungseinheit. Um einzelne Insekten sicher voneinander und vom
Hintergrund unterscheiden zu können, ist ein möglichst hoher Kontrast notwendig. Zudem
muss ein Bereich abgebildet werden können, in dem möglichst viele Insekten ausgebreitet
werden können.
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2 Untersuchung zum Potenzial der Automatisierung

2.4 Klassifizierung

Die Klassifizierung der Insekten kann grundsätzlich auf zwei Arten automatisiert werden.
Entweder durch eineAutomatisierung derKlassifizierung anhandmorphologischerMerkmale
oder durch Automatisierung des DNA-Barcoding Prozesses. Die vollständige Automatisie-
rung des DNA-Barcodings ist aus biologischer Sicht jedoch nicht notwendig, da viele Prozesse
parallelisiert werden können, wodurch mit geringem zeitlichem und personellem Aufwand
schnell große Proben verarbeitet werden können. Dies gilt jedoch nicht für die Vereinzelung
der Insekten in Vorbereitung für das DNA-Barcoding einzelner Tiere. Diese stellt bislang
einen Engpass dar und kann durch die automatisierte Handhabung (vgl. Kapitel 2.2) unter-
stütztwerden.Gegenteilig dazuwürde dieKlassifizierung anhandmorphologischerMerkmale
stark vonAutomatisierung profitieren. DieNotwendigkeit, viele Expert:innen zu konsultieren,
um eine vollständige Massenprobe zu klassifizieren, würde wegfallen. Voraussetzung dafür
ist jedoch eine Digitalisierung der Insekten (vgl. Kapitel 2.3). Anhand der Bilddaten kann
dann eine Klassifizierung vorgenommen werden. Erste Studien hierzu (bspw. [50]) zeigen,
dass sich die Verwendung von Methoden des maschinellen Lernens dazu eignen könnten.

2.5 Potenzial von Open Science und Open Source

Die Erforschung der Artenvielfalt unter Insekten ist weltweit ungleich verteilt. Eine Publi-
kation von Sánchez-Bayo et al. (2019) [51] untersucht den Rückgang von Insekten. Dabei
wurden Studien zum Rückgang von Insekten gesammelt und unter anderem grafisch auf einer
Weltkarte verzeichnet. Es fällt auf, dass ein Großteil der durchgeführten Studien in Europa
oder Nordamerika angesiedelt sind. Tropische Regionen mit sehr hoher Biodiversität sind
kaum vertreten. Diese ungleiche Verteilung lässt sich nicht nur bei Studien zum Rückgang
der Biodiversität feststellen, sondern betrifft auch die Anzahl beschriebener Arten. Obwohl
in tropischen Regionen eine deutlich höhere Biodiversität geschätzt wird, ist ein Großteil der
Arten für gemäßigte Regionen wie große Teile von Europa und der USA beschrieben [5]. Die
Gründe dafür sind vielschichtig, ein Grund ist jedoch mit Sicherheit auch die Verfügbarkeit
von Forschungsmitteln und somit der Zugang zu Methoden zur Erforschung der Biodiversi-
tät nach Stand der Technik. Der Zugang zu Forschungsmitteln ist in Ländern mit geringem
Einkommen oft schwierig [52].

EinenmöglichenLösungsansatz bietetOpen Science. DieOffenlegung sämtlicher Forschungs-
ergebnisse zuMethoden der Erforschung der Biodiversität und die Publikation der Ergebnisse
in wissenschaftlichen Open Access Zeitschriften reduzieren finanzielle Hürden im Zugang zu
neuen wissenschaftlichen Erkenntnissen. Dies allein ist jedoch noch nicht zielführend, da bei
der Entwicklung der Methoden auch in Betracht gezogen werden muss, dass die Verwendung
teurer Soft- und Hardware in ressourcenschwachen Institutionen nicht immer möglich ist.
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2.6 Prozesskette zur Erforschung von Insekten

Daher sollte die Entwicklung neuer Methoden zur Erforschung der Biodiversität auf Ele-
mente von Open Source Software (OSS) und Open Source Hardware (OSH) zurückgreifen.
Während OSS schon weit verbreitet ist, folgt in den vergangenen Jahren auch immer mehr
OSH [53]. Die Konzeption und Realisierung von selbstgebautem Labor-Equipment ist keine
neue Idee. Fortschrittliche Technologien wie der 3D-Druck sowieMikrocontroller wie Ardui-
no und Einplatinencomputer wie der Raspberry Pi eröffnen jedoch neue, vielversprechende
Möglichkeiten [52, 54]. Das beginnt bei einfachen Bedarfsgegenständen wie Trichtern und
Probenhaltern, kann aber auch kostenintensives Equipment wie beispielsweise Zentrifugen
ersetzen. Auch wenn selbst entwickelte Soft- und Hardware Nachteile mit sich bringt, wie
z. B. fehlende Garantie und technischer Support, überwiegen die Vorteile. Insbesondere der
Preis ist dabei ausschlaggebend. Selbst entwickelte Hardware kostet häufig nur 1 % - 10 %
von kommerziell verfügbaren Systemen und ist daher viel leichter zugänglich. Aber auch die
bessere Anpassbarkeit von Systemen auf spezifische Anwendungsfälle ist deutlich einfacher,
wenn beispielsweise alle notwendigenComputer AidedDesign (CAD)-Dateien vorliegen [52].

2.6 Prozesskette zur Erforschung von Insekten

Teile dieses Kapitels basieren auf:
• L. Wührl, L. Keller, N. Klug, H. Shirali, R. Meier, und C. Pylatiuk, „Automated
handling of biological objectswith a flexible gripper for biodiversity research,” at
- Automatisierungstechnik, Vol. 72, Nr. 7, S. 672–678, 2024. doi: 10.1515/auto-
2023-0238.

Die in den vorangegangenen Abschnitten (Kapitel 2.2 bis Kapitel 2.5) als potenziell hilfreich
vorgestellten Methoden zur automatisierten Biodiversitätsforschung werden im Folgenden
in einer Prozesskette zusammengefasst (vgl. Abbildung 2.2). Diese nutzt alle beschriebenen
Komponenten, um einen möglichst hochautomatisierten Ablauf zur Bearbeitung vonMassen-
proben zu gewährleisten. Die gesamte Prozesskette steht unter dem Aspekt von Open Science
und soll ausschließlich Komponenten bestehend aus OSS undOSH beinhalten (ausgenommen
sind Komponenten für das DNA-Barcoding).

Insekten-Massenproben in Ethanol werden entweder durch Fangen gewonnen oder aus natur-
historischen Sammlungen genutzt. Diese werden anschließend zur Weiterverarbeitung vor-
bereitet. Insbesondere die Fraktionierung nach Größe wird dabei vorgenommen. Die Proben
werden dann mittels automatisierten (DiversityScanner vgl. Kapitel 7) oder mittels teilauto-
matisierten Systemen (Entomoscope vgl. Kapitel 5) weiterverarbeitet. Beide Prozesse liefern
fotografierte und klassifizierte Proben. Der DiversityScanner sortiert die Proben zusätzlich
noch automatisiert und bietet die Möglichkeit zur Volumenabschätzung. Unbekannte Insek-
ten können mittels DNA-Barcoding eindeutig bestimmt werden. Zusammen mit den Bildern
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2 Untersuchung zum Potenzial der Automatisierung

Open Science
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Abbildung 2.2: Vorgeschlagene Prozesskette zur automatisierten Erforschung der Biodiversität unter Insekten,
modifiziert nach [55]. Insekten-Massenproben in Ethanol werden mittels automatisierter oder
teilautomatisierter Bildgebung digitalisiert und anhand der Bilder klassifiziert. Ist dies nicht
möglich, werden sie mittels DNA-Barcoding eindeutig identifiziert und dem Bild die Art
zugeordnet. Auf dieseWeise kann der Datensatz erweitert werden. Neue Arten und Insekten aus
naturhistorischen Sammlungen können mittels multiperspektivischer Bildgebung digitalisiert
werden.
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2.6 Prozesskette zur Erforschung von Insekten

können neue Datensätze generiert werden, die sich zum Training neuronaler Netze eignen.
Durch die Erweiterung der Datensätze und ein erneutes Training der neuronalen Netze kann
die Anzahl an Insekten, die mittels DNA-Barcoding klassifiziert werden müssen, über die
Zeit reduziert werden. Zusätzlich ist zu erwarten, dass durch die automatisierte und dadurch
schnellere Auswertung neue Arten entdeckt werden. Diese können durch multiperspektivi-
sche Bildgebung (DiversityScanner-360° - vgl. Kapitel 6) automatisiert digitalisiert werden.
Die Digitalisierung kann ebenfalls direkt aus naturhistorischen Sammlungen erfolgen.
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3 Grundlagen

Dieses Kapitel liefert die zum Verständnis der vorliegenden Arbeit notwendigen technischen
Grundlagen und umfasst Grundlagen der Robotik und der Handhabung sowie zur Bildgebung
kleiner Objekte.

3.1 Grundlagen der Robotik

Roboter eignen sich zur Automatisierung manuell ausgeführter Aufgaben und lassen sich
anhand verschiedener Merkmale untergliedern. So kann beispielsweise eine Untergliederung
in stationäre und mobile Robotersysteme vorgenommen werden [56]. Da im Umfang der
vorliegenden Dissertation ausschließlich stationäre Robotersysteme relevant sind, wird im
Folgenden nur darauf eingegangen. Insbesondere liegt dabei der Fokus auf Handhabungsge-
räten. Diese haben die Aufgabe, einen Effektor (z. B. Handhabungswerkzeug, Sensor, Bear-
beitungswerkzeug) im Raum zu bewegen. Dabei ist der Effektor die Komponente, welche mit
der Umgebung interagiert [56, 57]. Ein definierter Punkt auf dem Effektor, bspw. die Spitze
einer Pipette, wird dabei als Tool Center Point (TCP) bezeichnet und dient als Referenzpunkt
für die Positionierung [57]. Zur Bewegung der Achsen können verschiedene Antriebsarten
Verwendung finden. Diese können je nach Anwendungsfall Vor- oder Nachteile haben. Eine
Untergliederung der Antriebsarten kann in elektrisch, hydraulisch und pneumatisch erfol-
gen [56]. Ein weiteres wichtiges Merkmal zur Unterscheidung von robotischen Systemen ist
die verwendete Kinematik. Die Kinematik beschäftigt sich mit der Geometrie und den zeit-
abhängigen Aspekten der Bewegung, ohne die dabei auftretenden Kräfte zu berücksichtigen.
Sie definiert die Position des Effektors relativ zur Roboterbasis sowie die Einstellung der Ge-
lenkparameter, einschließlich Drehwinkeln und Translationen [56]. Hierbei kann zwischen
der seriellen und parallelen Kinematik unterschieden werden. Die serielle Kinematik besteht
aus einer Verbindung von Komponenten, welche über Gelenke bzw. Achsen hintereinander
geschaltet sind. Die Bewegung des TCP wird durch die aufeinanderfolgende Bewegung der
Gelenke erreicht. Bei der parallelen Kinematik hingegen resultiert die Bewegung des TCP
aus der gleichzeitigen Bewegung parallel angeordneter Gelenke [57, 58]. Durch die parallele
Anordnung sind parallele Kinematiken deutlich steifer als serielle [58].

Häufig verwendete Kinematiken sind in Abbildung 3.1 dargestellt. Knickarmroboter, wie
in Abbildung 3.1a dargestellt, finden Verwendung in der Industrieautomatisierung. Mit in
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der Regel sechs Drehachsen wird ein nahezu kugelförmiger Arbeitsraum um die Roboter-
basis erreicht. Es handelt sich um eine serielle Kinematik, die sich durch eine sehr hohe
Beweglichkeit auszeichnet. In Abbildung 3.1b ist ein Selective Compliance Assembly Robot
Arm (SCARA) Roboter dargestellt. Dieser Manipulator kombiniert meist mehrere Drehach-
sen mit einer Linearachse. Somit ergibt sich ein im Idealfall zylinderförmiger Arbeitsraum,
der jedoch durch bspw. notwendige Kabelführungen eingeschränkt werden kann. SCARA-
Manipulatoren zeichnen sich durchmögliche hohe Geschwindigkeiten und Beschleunigungen
aus, sind in ihrer Beweglichkeit jedoch eingeschränkter als Knickarmroboter.

(a) Knickarmroboter mit nahezu kugelförmigem Arbeitsraum. (b) SCARA Roboter mit zylindrischem Arbeitsraum.

(c) Portalroboter mit quaderförmigem Arbeitsraum.

Abbildung 3.1: Verschiedene Roboterbauformen: (a) Knickarmroboter mit serieller Kinematik, der sich er-
gebende Arbeitsraum ist nahezu kugelförmig. Der Roboter verfügt ausschließlich über Ro-
tationsachsen; (b) Selective Compliance Assembly Robot Arm (SCARA)-Roboter mit serieller
Kinematik und horizontaler Gelenkarmstruktur, der sich ergebendeArbeitsraum ist zylindrisch.
Der Roboter verfügt über eine Linearachse und mehrere Rotationsachsen; (c) Portalroboter mit
Kombination aus paralleler und serieller Kinematik, der sich ergebene Arbeitsraum ist quader-
förmig. Der Roboter verfügt ausschließlich über Linearachsen. Modifiziert nach [58, 59].

Zuletzt ist in Abbildung 3.1c das Funktionsprinzip eines Portalroboters dargestellt. Der Por-
talroboter kombiniert eine parallele mit einer seriellen Kinematik und stellt eine Variante
der kartesischen Manipulatoren dar, die in der Regel für jede Achse nur eine Linearführung
nutzen. Durch die Parallelisierung mehrerer Achsen kann die Steifigkeit erhöht werden. Der

22



3.2 Grundlagen der Handhabung

sich ergebende Arbeitsraum ist quaderförmig. Der Portalroboter zeichnet sich dadurch aus,
dass die kartesischen Koordinaten des TCP jeweils durch eine einzige Linearachse bestimmt
werden. Dies ermöglicht eine einfache und intuitive Steuerung [58, 59].

Die Bewegung der verschiedenen Achsen eines Roboters kann entweder synchron oder asyn-
chron erfolgen. Bei der synchronen Bewegung werden alle Achsen des Roboters gleichzeitig
und in einem koordinierten Tempo bewegt, während bei der asynchronen Bewegung die Ach-
sen unabhängig voneinander und zu unterschiedlichen Zeiten bewegt werden. Die Positionie-
rung desEndeffektors kann dabei auf zweiArten realisiertwerden. EntwedermittelsVorwärts-
oder Rückwärtskinematik. Die Vorwärtskinematik berechnet die Position und Orientierung
des Endeffektors basierend auf den Gelenkstellungen, während die Rückwärtskinematik die
Gelenkstellungen berechnet, die erforderlich sind, um eine bestimmte Position und Orientie-
rung des Endeffektors zu erreichen. Die Rückwärtskinematik ist dabei nicht immer eindeutig
lösbar und kann, insbesondere bei vielen Achsen, auch viele Lösungen besitzen [57, 59].

In Bezug auf die Steuerung von Robotern gibt es verschiedene Ansätze, darunter Punkt-zu-
Punkt-Steuerung und Bahnsteuerung. Bei der Punkt-zu-Punkt-Steuerung wird der Roboter
direkt zu vordefinierten Punkten geleitet, der Weg ist nicht entscheidend und wird häufig so
gewählt, dass die notwendige Zeit für die Bewegung minimiert wird. Bei der Bahnsteuerung
hingegen wird der Roboter entlang einer definierten Bahn oder Trajektorie bewegt [57, 59].

3.2 Grundlagen der Handhabung

Handhabungswerkzeuge und insbesondere Greifer stellen einen häufig verwendeten Effektor
robotischer Systeme dar und bilden die Schnittstelle zwischen Handhabungsobjekt und Hand-
habungsgerät [59]. Bei der Entwicklung und Auswahl eines geeigneten Endeffektors spielen
zahlreiche Faktoren eine Rolle, darunter das handzuhabende Objekt, die Handhabungsein-
richtung und die spezifische Handhabungsaufgabe [60].

Die Kategorisierung von Handhabungswerkzeugen kann grundsätzlich auf der Grundlage ei-
ner Vielzahl von Merkmalen erfolgen. Eine mögliche Herangehensweise ist die Betrachtung
desWirkprinzips. Hierbei können verschiedeneWirkprinzipien identifiziert werden, darunter
mechanische, fluidische, elektrostatische, adhäsive und magnetische Prinzipien. Zusätzlich
kann zwischen verschiedenen Arten des Griffs unterschieden werden, nämlich kraftschlüssi-
gem, formschlüssigem und stoffschlüssigem Griff. Bei formschlüssigen Greifern erfolgt die
Erfassung des zu handhabenden Objekts durch ein Umschließen desselben. Das Objekt wird
dabei zwischen den Greifbacken positioniert, wobei nur minimale Kontaktkräfte wirken, die
hauptsächlich auf die Gewichtskraft zurückzuführen sind. Im Gegensatz dazu beruht der
Kraftschluss darauf, dass Reibkräfte genutzt werden, um Objekte zu halten. Hierbei erfolgt
der Kontakt punktuell, linear oder flächig. Zuletzt nutzen stoffschlüssige Greifer molekulare
oder atomare Kräfte, bspw. durch die Bildung von Flüssigkeitsbrücken oder den Einsatz von

23
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Klebstoffen [60, 61]. Die verschiedenen Greiferprinzipien sind in Abbildung 3.2 dargestellt.
Bei allen Greiferprinzipien muss darauf geachtet werden, dass die Handhabung zu keiner
Beschädigung des Handhabungsobjekts führt. Insbesondere bei kraftschlüssiger Handhabung
ist es daher wichtig, sicherzustellen, dass das Handhabungsobjekt den aufgebrachten Kräften
standhalten kann und diese entsprechend reguliert werden können.

(a) Formschlüssiges Greifen eines run-
den Objekts.

(b) Kraftschlüssiges Greifen eines run-
den Objekts.

(c) Stoffschlüssiges Greifen eines runden
Objekts.

Abbildung 3.2: Verschiedene Greiferprinzipien nach Wirkprinzip. (a) Formschlüssiges Greifen eines runden
Objekts. Außer der Gewichtskraft und den Beschleunigungskräften wirken keine weiteren
Kräfte auf das Handhabungsobjekt; (b) Kraftschlüssiges Greifen eines runden Objekts. Die
Haltekraft wird durch Reibkräfte zwischen dem Handhabungswerkzeug und Handhabungsob-
jekt aufgebracht, im Fall eines runden Objekts und bei geraden Greifbacken, ist der Kontakt
punktförmig; (c) Stoffschlüssiges Greifen eines runden Objekts. Die Haltekraft wird durch mo-
lekulare oder atomare Kräfte aufgebracht. Modifiziert nach [61].

Ein Greifer besteht aus verschiedenen Grundelementen. Diese beinhalten einen Flansch, der
zur Verbindung mit dem Handhabungssystem dient, einem Greifergehäuse, welches verschie-
dene Funktionen erfüllen kann, wie die Integration des Antriebs, oder die Aufnahme von
Sensoren und das Haltesystem, welches in Kontakt mit dem Handhabungsobjekt steht [59].

3.3 Grundlagen zur Bildgebung kleiner Objekte

Wie inKapitel 2.3 dargelegt, bietet dieBildgebung großes Potenzial zur automatisiertenBiodi-
versitätsforschung. Insbesondere die Aufnahme von Detailfotos kleiner Objekte bringt dabei
einige Herausforderungen mit sich. Im Folgenden werden die Grundlagen zur Bildgebung
kleiner Objekte erläutert. Diese umfassen Grundlagen zu Kamerasensoren und Objektiven,
erläutern die Begriffe der Schärfentiefe und Einflussfaktoren auf diese sowie die Idee hinter
dem Focus Stacking. Zuletzt werden noch verschiedene Beleuchtungsarten vorgestellt.

3.3.1 Optische Sensoren

Optische Sensoren werden verwendet, um optische Signale und die darin enthaltenen Infor-
mationen in elektrische Signale umzuwandeln [62, 63]. Dazu wandeln sie die von einem
Objekt reflektierten oder abgegebenen Photonen in ein elektrisches Signal um [64]. Optische
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3.3 Grundlagen zur Bildgebung kleiner Objekte

Quellen können ultraviolettes Licht, sichtbares Licht oder Infrarotlicht sein [62]. Da für die
vorliegende Arbeit nur sichtbares Licht relevant ist, wird im Folgenden nur auf Sensoren für
sichtbares Licht eingegangen. Optische Sensoren bieten den großen Vorteil, dass die Messung
berührungslos und schnell erfolgen kann. Zusätzlich haben sie eine große Reichweite und
eine geringe Störanfälligkeit [62].

Der Aufbau digitaler optischer Sensoren basiert auf Pixeln, einzelnen Bildelementen, wel-
che die Photonen möglichst unabhängig von den daneben gelegenen Pixeln erfassen sollen.
Dabei ist eine Anordnung in einer Linie oder als Array möglich [64, 65]. Sensoren für
sichtbares Licht basieren meist auf Silizium-Halbleitern [65] und können Wellenlängen von
350 nm - 1100 nm detektieren, während sie ein Maximum bei 800 nm aufweisen [63, 65]. In
Kameras finden als digitale optische Sensoren zwei Bauarten Anwendung: Charge-Coupled
Device (CCD) und Complementary Metal-Oxide-Semiconductor (CMOS) Sensoren, wobei
CCD Sensoren mittlerweile fast vollständig durch CMOS Sensoren abgelöst sind und nur
noch selten Verwendung in Spezialanwendungen finden, für die ihre Eigenschaften, wie das
tendenziell niedrigere Rauschen [63], unbedingt notwendig sind [65].

Zunächst werden, bei beiden Sensortypen identisch, Photonen durch das Halbleitermaterial
absorbiert und in Elektronen umgewandelt. Dies erfolgt während der sogenannten Integrati-
onszeit. Die Anzahl erzeugter Elektronen pro Pixel ist dabei proportional zu den auf das Pixel
auftreffenden Photonen [62–65]. CCD und CMOS Sensoren unterscheiden sich in der Wei-
se, wie die durch das Halbleitermaterial erzeugte elektrische Ladung ausgelesen wird. CCD
Sensoren nutzen dazu eine analoge Schaltlogik. Die während der Integrationszeit erzeug-
ten Elektronen werden zunächst im Pixel gespeichert. In der anschließenden Auslesephase
findet ein Ladungstransport über die Pixel hinweg statt. Dazu werden sie sequenziell über
die Transfergates hin zum Ausleseverstärker transportiert und durchlaufen anschließend al-
le denselben Ausleseverstärker. Dies führt zu einer sehr hohen Signalhomogenität [63, 65].
CMOS Sensoren hingegen besitzen für jedes Fotoelement (Pixel) einen eigenen Steuer- und
Auslesekanal mit Ausleseverstärker, der direkt adressiert werden kann [62]. Abbildung 3.3
zeigt den Aufbau eines CMOS Sensors im Schnitt.

Die Ladungsspannungswandlung erfolgt somit direkt am Pixel, wodurch kein aufwendiger
Ladungstransfer mehr notwendig ist. Dies ermöglicht auch ein schnelleres Auslesen und eine
höhere Bildwiederholrate [65].

Zur Beschreibung von optischen Sensoren finden verschiedene Parameter Anwendung, unter
anderem:

• Spektraler Detektionsbereich: Beschreibt, welche Wellenlängen ein Sensor detektieren
kann. Dieser ist abhängig vom verwendeten Halbleitermaterial. Bspw. Silizium ca.
350 nm - 1100 nm, Germanium 800 nm - 1800 nm [63, 65].
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Aktive Pixelfläche

Vorverstärker
Zeilensteuerung

Spaltensteuerung
Treiber- & Torschaltungen

Uhr, Zeitmarix, Ein- & Ausgänge
Sockel & Anschlüsse

Abbildung 3.3: Aufbau eines CMOS Sensors. Der Sensor umfasst eine aktive Pixelfläche, die das einfallen-
de Licht einfängt und in elektrische Signale umwandelt. Diese Signale werden durch einen
Vorverstärker verstärkt, um eine verbesserte Bildqualität zu gewährleisten. Die Zeilen- und
Spaltensteuerung synchronisiert den Lesevorgang über den Sensor und wählt die entsprechen-
den Zeilen und Spalten aus, um die Daten zu erfassen. Die Treiber- und Torschaltung steuert
den Datenfluss und die Pixelaktivität, einschließlich des Taktgebers, der Zeitmatrix und der
Ein- und Ausgänge. Schließlich erfolgt die Verbindung des Sensors mit dem Hauptsystem über
einen Sockel und entsprechende Anschlüsse, die die Kommunikation mit anderen Geräten er-
möglichen. Modifiziert nach [62]. Zudem zeigt die Sensoroberfläche im hinteren Bereich das
Bayer-Schema zur Ermöglichung der Aufnahme von Farbbildern [63].

• Quanteneffizienz: Gibt an, wie viel elektrischer Strom aus einem Watt optischer Leis-
tung, die auf den Sensor trifft, erzeugt wird [63].

• Dynamikbereich: Der maximale optische Signalpegel, den ein Detektor erfassen kann,
definiert den Punkt, an demderDetektor gesättigt ist und sein elektrischerAusgangswert
nicht weiter ansteigt. Ein erweiterter dynamischer Bereich kann durch die Erhöhung
des maximalen Signalpegels erreicht werden [63, 65].

• Format: Beschreibt den physischen Aufbau des Sensors. Sensoren können entweder als
Liniensensor aufgebaut sein, der eine einzelne Zeile von Sensorelementen verwendet,
oder als Matrixsensor, der ein Array von Sensorelementen nutzt [63].

• Geschwindigkeit: Definiert, wie schnell einzelne Bilder hintereinander ausgelesen wer-
den können. Sie hängt unter anderem von der verwendeten Sensortechnologie, der
Integrationszeit und der Auflösung ab [63, 65].

• Belichtungstechnologie: Unter der Belichtungstechnologie kann verstanden werden,
wie die Belichtung der einzelnen Pixel erfolgt. Es werden zwei Technologien un-
terschieden: Global Shutter und Rolling Shutter. CCD Sensoren sind bauartbedingt
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immer Global Shutter Sensoren, das bedeutet der Beginn und das Ende der Belichtung
aller Pixel des Sensors erfolgt gleichzeitig. Bei CMOS Sensoren kann die Belichtung
ebenso erfolgen, zusätzlich kann jedoch auch das Prinzip eines Rolling Shutters rea-
lisiert werden. Die Belichtung aller Pixel ist gleich lang, sie findet jedoch zeilenweise
nacheinander statt.Global Shutter Sensoren eignen sich demzufolge für die Bildgebung
von sich bewegenden Objekten. Die Bewegung kann bei Rolling Shutter Sensoren zu
einer Verschiebung im Bild führen. Der Schaltungsaufwand pro Pixel ist bei CMOS
Sensoren mit Global Shutter Technologie jedoch höher, was zu einer Verringerung der
lichtempfindlichen Fläche und damit zu einer Verringerung der Empfindlichkeit pro
Pixel führt [65].

• Pixelgröße: Gibt die Größe eines einzelnen Pixels an und stellt einen Kompromiss aus
der maximalen aktiven Sensorgröße und der gewünschten Ortsauflösung dar. Große
Pixel haben eine höhere Full Well Capacity (FWC), können demnach mehr Elektronen
speichern, bevor sie überlaufen. Dies resultiert in einem höheren Dynamikbereich bei
größeren Pixeln. Zudem tendieren Sensoren mit größeren Pixeln zu einem besseren
Flächennutzungsgrad (Fill Factor), also einem höheren Verhältnis an photoaktiver
Fläche zu nicht photoaktiven Bereichen. Kleinere Pixel hingegen bieten eine höhere
Ortsauflösung bei gleicher Sensorfläche [65]. Für CMOS Sensoren liegt die Pixelgröße
zwischen < 3 µm - 8 µm [62], für CCD Sensoren zwischen 2 µm und 30 µm [65].

• Auflösung: Gibt die Anzahl an Pixel in x- und y-Richtung des Sensors an. Für Linien-
sensoren besteht sie nur aus einem Wert [65].

Weiterhin spielen für viele Bauelemente zutreffende Parameter wie Größe, Gewicht und Preis
zur Beschreibung und insbesondere beim Vergleich verschiedener Sensoren eine wichtige
Rolle [63].

Alle beschriebenen Technologien liefern jedoch nur monochrome Bilder. Zur Erzeugung
von Farbbildern muss eine spektrale Aufspaltung des Lichts entsprechend der verschiedenen
Farben erfolgen. Hierzu kann entweder vor jedem Pixel ein Farbfilter angebracht werden oder
es findet eine prismatische Aufspaltung des Bildes statt. Die einzelnen Farbanteile werden
dann von verschiedenen Sensoren erfasst. Da sich so jedoch die Brennweite ändert, sind
solche Sensoren nicht mit Objektiven, welche für monochrome Sensoren entwickelt sind,
kompatibel. Zudem ist der notwendige Bauraum größer und es werden mehrere Sensoren
benötigt. Aus diesem Grund haben sich Sensoren mit einzelnen Farbfiltern vor den Pixeln
weitgehend durchgesetzt. Da einzelne Pixel so jedoch nur für einzelne Farben zuständig sind,
reduziert sich die räumliche Auflösung. Ein gängiges Schema zur Anordnung der Farbfilter ist
das Bayer-Schema (vgl. Abbildung 3.3). Dabei werden immer vier Pixel zur Darstellung eines
Rot-Grün-Blau (RGB) Farbwerts herangezogen. Der sich so ergebende Farbwert setzt sich
aus einem roten, zwei grünen und einem blauen Wert zusammen. Die Verwendung von zwei
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Grünwerten ist der höheren spektralen Empfindlichkeit des menschlichen Auges für grünes
Licht nachempfunden [63, 65].

3.3.2 Objektive

Um mit digitalen Sensoren Bilder aufnehmen zu können, wird eine vorgelagerte Optik benö-
tigt. Diese verfolgt das Ziel, das zu fotografierende Objekt auf dem Sensor abzubilden. Diese
Optik kann im einfachsten Fall aus nur einer Linse bestehen, kann je nach Anwendungsfall
aber auch viele optische Komponenten beinhalten. Zunächst muss eine Verbindung zwischen
der Optik und dem Sensorgehäuse hergestellt werden. Hierzu bieten verschiedene Hersteller
viele verschiedene Systeme, die meist auf Bajonettverschlüssen basieren. Im Bereich von
Machine Vision Anwendungen haben sich jedoch einige standardisierte Schraubanschlüs-
se durchgesetzt. Von klein nach groß sind das beispielsweise das M12x0.5 Gewinde, der
C-/Cs-Mount oder der F-Mount [65].

ZurUnterscheidung vonObjektiven finden verschiedene Parameter Verwendung, einige dieser
Parameter werden im Folgenden kurz erläutert.

• Brennweite: Die Brennweite eines Objektivs ergibt sich aus der kollektiven Wirkung
aller optischen Elemente und kann sowohl negative als auch positive Werte anneh-
men [63]. Wird nur eine Linse betrachtet, ist die Brennweite der Abstand der optischen
Hauptebene der Linse zu dem Punkt (Brennpunkt) auf der optischen Achse, auf dem
sich parallel auf die Linse auftreffende Strahlen hinter dieser bündeln [62, 63]. Der
Abbildungsmaßstab eines Objektivs steigt mit seiner Brennweite, Teleobjektive haben
daher große, Weitwinkelobjektive kleine Brennweiten [62]. Besitzt ein Objektiv eine
feste Brennweite, kann der Abbildungsmaßstab nicht angepasst werden. Demzufolge
kann nicht an das Objekt herangezoomt werden. Objektive mit verstellbarer Brennweite
hingegen, ermöglichen das Heranzoomen an Objekte und verändert die Bildgröße bei
festgelegtem Objektabstand [63].

• Vergrößerung: Die Vergrößerung eines Objektivs wird durch das Verhältnis zwischen
Bildgröße und Objektgröße definiert und ist von der Objektentfernung abhängig. Die
Definition dieses Parameters ist demnach nur dann sinnvoll, wenn dieObjektentfernung,
bei der ein Objekt scharf abgebildet wird, für ein Objektiv nicht verändert werden kann,
demnach keine Fokussierung am Objektiv möglich ist [63].

• Aperturblende: Die Blende eines Objektivs beschränkt den maximalen Winkel des
Strahlenbündels, welches durch die Optik in den Bildraum geführt werden kann und
beschränkt somit die Lichtmenge, welche in den Bildraum geführt wird. Zudem nimmt
sie Einfluss auf die Schärfentiefe (vgl. Kapitel 3.3.3) und Aberrationen, hat jedoch
keinen Einfluss auf die Bildgröße [65].
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• Sichtfeld: Das Sichtfeld, welches mit einer definierten Kombination aus Objektiv und
Sensor abgebildet werden kann, beschreibt den abgebildeten Objektbereich für einen
definierten Objektabstand [63].

• Telezentrie: Durch die Verwendung von Optiken zur Abbildung von Objekten in der
Objektebene auf der Bildebene, kann es zu Abbildungsfehlern kommen. Häufig ist da-
bei die Verzeichnung, insbesondere bei kurzen Brennweiten. Objektive können jedoch
telezentrisch ausgelegt werden und entweder bildseitig, objektseitig oder beidseitig te-
lezentrisch sein. Die Strahlengänge beidseitig telezentrischer Optiken, verlaufen sowohl
auf der Objektseite als auch auf der Bildseite parallel. Sowohl die Eintrittspupille (EP)
als auch die Austrittspupille (AP) liegen demnach im Unendlichen. Objektseitige Tele-
zentrie führt zu einer Minimierung der Verzeichnung und zu einem konstanten Abbil-
dungsmaßstab, auch wenn das abzubildende Objekt aus der Fokusebene (FE) heraus
bewegt wird, sich aber noch im Bereich der Schärfentiefe (vgl. Kapitel 3.3.3) befin-
det [62, 65]. Der abbildbare Durchmesser eines objektseitig telezentrischen Objektivs
ist immer kleiner als der freie Durchmesser des Objektivs, was bei größeren Objekten
hohe Objektivdurchmesser erfordert [65].

3.3.3 Schärfentiefe

Beim Fokussieren kann der Fokus nur auf eine FE eingestellt werden. Trotzdem ist esmöglich,
einen scharfen, bzw. scharf erscheinenden Bereich auf Bildern abzubilden. Dies ist darauf
zurückzuführen, dass das Auflösungsvermögen desmenschlichenAuges beschränkt ist. Daher
ist die Schärfentiefe als die Objektentfernung zu verstehen, die im Bild zu einer akzeptablen
Schärfe führt [63, 66, 67].

Abbildung 3.4 zeigt den Strahlengang von drei auf der optischen Achse eines optischen
Systems liegenden Punkten. Einer der Punkte liegt genau auf der FE (roter Strahlengang),
einer mit dem Abstand n davor (blauer Strahlengang) und einer mit dem Abstand f dahinter
(grüner Strahlengang). Das optische System wird durch die EP und AP sowie durch die
Hauptebenen H und H ′ dargestellt. Die Hauptebenen stellen die Wirkung aller optischen
Elemente des Systems dar und kombinieren die Wirkung mehrerer Linsen oder anderer
Elemente [67].

Der Punkt des roten Strahlengangs wird als scharfer Punkt durch das optische System auf der
Sensorebene (SE) abgebildet. Die Punkte des grünen sowie blauen Strahlengangs werden auf
der SE als ’unscharfe’ Kreise mit dem Durchmesser c abgebildet. Dieser wird als Unschär-
fekreis oder Circle of Confusion (CoC) bezeichnet. Ist der Unschärfekreis klein genug, wird
er weiterhin als scharfer Punkt wahrgenommen. Die maximale Größe des Unschärfekreises,
bevor ein Bildbereich als unscharf empfunden wird, ist abhängig von den Bedingungen, unter
denen das Bild betrachtet wird. Einflussfaktoren dabei sind die Vergrößerung des Bildes von
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Abbildung 3.4: Strahlengang von drei auf der optischen Achse eines optischen Systems mit einer Vergrößerung
m > 1 liegenden Punkten. Rot: Strahlengang eines auf der FE liegenden Punktes; grün: Strah-
lengang eines hinter der FE liegenden Punktes; blau: Strahlengang eines vor der FE liegenden
Punktes. Modifiziert nach [65] und [67].

der Sensorgröße auf die Größe des betrachteten Bildes, der Abstand, aus dem das Bild be-
trachtet wird, sowie das Auflösungsvermögen des Betrachters oder der Betrachterin. Letzteres
wird in Linienpaaren pro Millimeter gemessen. Das menschliche Wahrnehmungsvermögen
kann fünf Linienpaare (abwechselnd schwarze und weiße Linien) nicht mehr unterscheiden
und nimmt nur noch eine graue Fläche wahr. Werte für den maximalen Durchmesser des Un-
schärfekreises in Abhängigkeit von der Sensorgröße können der Literatur entnommenwerden.
Bei bekanntemWert für den maximalen Unschärfekreis c kann anhand der Vergrößerung des
optischen Systems m, dem Durchmesser der EP, D, der Entfernung zwischen der vorderen
Hauptebene H und der FE, s, sowie dem Abstand zwischen der vorderen Hauptebene H

und der EP das Depth of Field (DoF) bestehend aus den Distanzen f und c anhand der
Gleichungen 3.2 und 3.1 ermittelt werden [65, 67].

n =
c(s− sEP )

|m|D + c
(3.1)

f =
c(s− sEP )

|m|D − c
(3.2)

Damit haben der Durchmesser der EP, welcher sich aus Blendenzahl und Brennweite ermit-
teln lässt, die Sensorgröße (fließt in den maximalen Wert für den Unschärfekreis ein) und
die Aufnahmeentfernung direkten Einfluss auf die Schärfentiefe. Auch die Pixelgröße beein-
flusst die Wahrnehmung der Schärfentiefe. Ist der Unschärfekreis kleiner als die Pixelgröße,
kann, obwohl Unterschiede in der Schärfe auf der SE vorliegen, auf dem digitalen Bild kein
Unterschied wahrgenommen werden [63]. Zuletzt kann der Aufbau des Sensors Einfluss auf
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3.3 Grundlagen zur Bildgebung kleiner Objekte

die Schärfentiefe nehmen. Werden Mikrolinsen vor den Pixeln verwendet, um den Flächen-
nutzungsgrad zu erhöhen, kann das in Kombination mit dem verwendeten Objektiv in eine
Reduktion der Schärfentiefe resultieren [65].

3.3.4 Focus Stacking

Genügt die Schärfentiefe eines optischen Systems nicht, um alle notwendigen Bereiche in
einer Aufnahme abzubilden, können Bilder mit unterschiedlicher FE aufgenommen werden
und anschließend zu einem Bild kombiniert werden. In diesem kombinierten Bild geht die
Schärfentiefe über das hinaus, was mit nur einem Bild möglich gewesen wäre (vgl. Abbil-
dung 3.5) [65]. Focus Stacking findet in der Makrofotografie und auch bereits zur Aufnahme
biologischer Proben,wie z. B. Insekten,Verwendung [68–70].Während desAufnahmeprozes-
ses wird eine Reihe von Bildern aufgenommen, in denen sich die FE über das abzubildende
Objekt hinwegbewegt. Die notwendige Anzahl an Bildern hängt dabei von der Höhe des
Objekts und der Schärfentiefe des optischen Systems ab. Wichtig ist, dass die Aufnahmen
alle mit denselben Bildparametern (Weißabgleich, Blende, Belichtungszeit) aufgenommen
werden. Änderungen dieser Parameter können zu Fehlern bei der Bildverarbeitung und un-
sauberen Ergebnissen führen [71].

FE n

f

1

2

i

ii

iii

iv

3

Abbildung 3.5: Visualisierung des Ablaufs beim Aufnehmen der Bilder für das Focus Stacking. Die Kame-
ra (1), in diesem Fall mit fester Brennweite, wird vom aufzunehmenden Objekt weg bzw. zum
aufzunehmenden Objekt hinbewegt. Dabei werden mehrere Fokusebenen (FE) aufgenommen.
Das Depth of Field (DoF) der einzelnen Bilder (i-iv) deckt damit die gesamte Tiefe des Ob-
jektraums (2) ab. Anschließend kann daraus ein in allen Bereichen scharfes Bild (3) erstellt
werden.

Zur Erzeugung des Gesamtbilds aus Bildern mit verschiedenen FE sind unterschiedliche
Lösungen verfügbar. Neben der manuellen Verarbeitung in Bildbearbeitungsprogrammen
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3 Grundlagen

wie Gimp oder Photoshop gibt es unter anderem spezialisierte Software wie Picolay [72]
(Freeware) oder kommerzielle Lösungen wie Helicon Focus [73] oder Zerene Stacker [74].

Dabei werden verschiedene Operationen der digitalen Bildverarbeitung genutzt. In einigen
Vorverarbeitungsschritten müssen die einzelnen Aufnahmen verschiedener FE zunächst ska-
liert werden. Je nach verwendetem Objektiv ändert sich beim Fokussieren der Abbildungs-
maßstab. Zudem kann eine minimale Verschiebung des Objekts oder der Aufnahmeposition
dazu führen, dass die Bilder nicht ideal aufeinanderliegen, weshalb eine Ausrichtung der
Bilder notwendig sein kann [71]. Zuletzt müssen scharf abgebildete Regionen im Bild von
unscharfen unterschieden werden. Dazu können verschiedene Methoden, bspw. gradienten-
oder kontrastbasiert, verwendet werden. Detaillierte Informationen, wie dies erfolgen kann,
sind der Literatur zu entnehmen [75–79].

3.3.5 Beleuchtung

Die Beleuchtung stellt einen elementaren Bestandteil bei der Bildaufnahme mit Kameras dar.
Insbesondere bei der Makrofotografie von Insekten, bei der kleinste Strukturen abgebildet
werdenmüssen, ist eine geeignete Beleuchtung entscheidend für die Qualität der angefertigten
Bilder [80].

Wichtige lichttechnische Größen sind der Lichtstrom, also die Intensität, sowie das Spektrum
des Lichtes. Weiterhin stellt die Diffusität einen wichtigen Aspekt der Beleuchtung dar und
beschreibt, wie gerichtet das Licht auf das zu fotografierende Objekt trifft. Gerichtetes, bzw.
hartes Licht eines punktförmigen Strahlers erzeugt starke Kontraste und wirft harte Schatten.
Diffuses Licht hingegen verhindert starke Schatten und Reflexionen auf Oberflächen und kann
durch die Vergrößerung der Oberfläche der Lichtquelle erzielt werden. Dafür werden zwei
Verfahren genutzt, entweder die Reflexion an einer streuenden Oberfläche oder die Trans-
mission durch einen Diffusor [81]. Die Reflexion an der Oberfläche wird bei Lichtkuppeln
(engl. Light Domes) genutzt. Um eine möglichst diffuse Beleuchtung zu realisieren, wird
Licht von unten in die Kuppel gestrahlt und an der Oberfläche gestreut. Dieses Verfahren
wird beispielsweise bei der Fotografie trocken konservierter Insekten eingesetzt [80, 82].

3.4 Grundlagen zur Bildklassifizierung mit
maschinellem Lernen

Im Kontext der vorliegenden Dissertation beschränkt sich die Klassifikation auf Bilddaten
und ist somit Teil der Bildverarbeitung. Das maschinelle Lernen ermöglicht es dabei Com-
putern aus Bildern zu lernen und darin Muster zu erkennen, die bspw. zur Klassifikation
der in den Bildern sichtbaren Objekten genutzt werden können. Maschinelles Lernen ist
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3.4 Grundlagen zur Bildklassifizierung mit maschinellem Lernen

dabei ein Teilgebiet der künstlichen Intelligenz und umfasst das tiefe Lernen (deep lear-
ning). Grundsätzlich kann eine Untergliederung in überwachtes (supervised), unüberwachtes
(unsupervised) und bestärkendes (reinforcement) Lernen vorgenommenwerden. Dabei unter-
scheiden sich die Eingangsdaten und Anwendungsfälle und es existieren Zwischenstufen. Zur
Klassifizierung von Objekten in Bildern findet häufig das überwachte Lernen Verwendung.
Bei der Objektklassifikation ordnet ein Klassifikator ein Bild einer bestimmten KlasseML

1

zu. Für das Training müssen dazu annotierte Datensätze vorliegen. Das bedeutet, für jede
mögliche KlasseML liegt eine Anzahl an Bildern vor, mit der das Netzwerk trainiert, validiert
und getestet werden kann [83].

Faltungsneuronale Netze (Convolutional Neural Networks (CNNs)) sind leistungsstarke Mo-
delle für die Bildklassifikation. Dabei werden Eigenschaften, wie bspw. Ecken und Kanten
genutzt, um Objekte im Bild zu klassifizieren. Sie bestehen aus mehreren Faltungsschichten,
gefolgt von jeweils einer Poolingschicht. In den Faltungsschichten werden Filter (Kernel) über
das Bild hinweg bewegt, um die Merkmale im Bild zu extrahieren. In einer Faltungsschicht
kommen dabei mehrere Kernel zum Einsatz, um verschiedene Merkmale zu erkennen. Hinter
den Faltungsschichten befinden sich Poolingschichten, die die Merkmalswerte reduzieren.
So werden unter anderem die notwendige Rechenleistung und der Speicherbedarf reduziert.
Im letzten Schritt wird in einem Fully-connected Layer die Klassifikation anhand der extra-
hierten Merkmale vorgenommen und die Vorhersage ausgegeben [83, 84]. Zur Bewertung
der Qualität eines Klassifikators finden verschiedene Metriken und Visualisierungsformen
Verwendung. Eine gängige Methode zur Visualisierung der Ergebnisse von Klassifizierungs-
problemenmitmehrerenKlassenML ist dieVerwendung einerConfusionMatrix. Darinwerden
die vorhergesagten KlassenML über den wahren KlassenML aufgetragen. In Abbildung 3.1 ist
exemplarisch eine Confusion Matrix für ein Klassifizierungsproblem mit acht KlassenML A -
H dargestellt. Die Genauigkeit kann auf der Diagonalen für jede KlasseML abgelesen werden.
Falsch zugeordnete Ergebnisse weichen von der Diagonalen ab. Für die KlasseML D werden
beispielsweise 95 % richtigerweise der KlasseML D zugeordnet, während fälschlicherweise
3 % der KlasseML B und 2 % der KlasseML F zugeordnet werden. Diese Darstellungsform
bietet die Möglichkeit schnell zu sehen, wo die Fehler passieren und ermöglicht so eine
detaillierte Analyse des Klassifikators. Zudem können daraus weitere Metriken für die ein-
zelnen KlassenML abgeleitet werden, wie die Precision (vgl. Gleichung 3.3), der Recall (vgl.
Gleichung 3.4) oder der F1-Score (vgl. Gleichung 3.5) [85].

1 Im Kontext des maschinellen Lernens, wird der Begriff ’Klasse’ für eine Gruppe gewählt, die als möglicher
Ausgabewert definiert ist. Für die vorliegende Dissertation muss darauf geachtet werden, dass keine Ver-
wechslung mit der taxonomischen Ebene ’Klasse’ nach Linné auftritt. Aus diesem Grund wird der Begriff
Klasse im Kontext des maschinellen Lernens mit dem Index ’ML’ versehen.
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3 Grundlagen

Tabelle 3.1: Exemplarische Confusion Matrix zur Visualisierung eines Klassifizierungsproblems mit acht
KlassenML.

Vorhergesagte KlasseML

K
la
ss
e M

L
A

K
la
ss
e M

L
B

K
la
ss
e M

L
C

K
la
ss
e M

L
D

K
la
ss
e M

L
E

K
la
ss
e M

L
F

K
la
ss
e M

L
G

K
la
ss
e M

L
H

W
ah

re
K
la
ss
e M

L

KlasseML A 0,80 0,00 0,10 0,00 0,05 0,04 0,01 0,00
KlasseML B 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
KlasseML C 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
KlasseML D 0,00 0,03 0,00 0,95 0,00 0,02 0,00 0,00
KlasseML E 0,00 0,01 0,00 0,00 0,99 0,00 0,00 0,00
KlasseML F 0,03 0,00 0,02 0,00 0,02 0,93 0,00 0,00
KlasseML G 0,00 0,00 0,05 0,00 0,00 0,0 0,95 0,00
KlasseML H 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00

Die Precision lässt sich durch folgende Gleichung ermitteln und muss für jede KlasseML

separat bestimmt werden:

Precision =
richtig positiv

richtig positiv + falsch positiv
(3.3)

Anschließend kann daraus die Precision für den Klassifikator bestimmt werden. Das gleiche
gilt für den Recall:

Recall =
richtig positiv

richtig positiv + falsch negativ
(3.4)

und den F1-Score, der sich wiederum aus Precision und Recall berechnen lässt:

F1 =
2 ∗Recall ∗ Precision

Precision+Recall
(3.5)
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Teil I

Probenvorbereitung:
Größenfraktionierung von Insekten

in Ethanol
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Übersicht Teil I

Die automatisierte Bearbeitung von Insekten-Massenproben, wie sie beispielsweise bei der
Verwendung von Malaise Fallen zum Fang fliegender Insekten gewonnen werden, stellt eine
große Herausforderung dar. Dies liegt vor allem an der beträchtlichen Vielfalt der in den Pro-
ben enthaltenen Insekten. Die Proben umfassen Insekten verschiedenster Arten, Gattungen,
Familien undOrdnungenmit stark variierenden Phänotypen undGrößen (vgl. Abbildung 3.6).
Besonders die Unterschiede in der Größe erschweren die Automatisierung der Auswertung
solcher Proben. Die Entwicklung von Systemen zur Auswertung von Proben mit definierten
Größen reduziert die Komplexität erheblich. Darüber hinaus ist für bestimmte Forschungs-
fragen bereits vor der Auswertung der Massenproben bekannt, welcher Größenkategorie die
Insekten zuzuordnen sind. Die Vorsortierung nach Größe kann somit die Anzahl der zu
untersuchenden Insekten erheblich verringern.

10 mm

Abbildung 3.6: Insekten unterschiedlicher Arten, Gattungen, Familien und Ordnungen mit variierender Größe
aus einer Malaise Fallen Probe.

Im folgenden ersten Teil der vorliegenden Dissertation wird ein System zur Größenvorsor-
tierung von nass konservierten Insekten-Massenproben entwickelt. Dazu wird zunächst der
Stand der Forschung betrachtet und basierend darauf ein einfaches und leicht reproduzierba-
res Konzept entwickelt und implementiert. Das System nutzt 3D-gedruckte Siebrahmen mit
Aluminiumlochblechen mit unterschiedlich großen Löchern, um die Massenproben in die
zuvor definierten Größenkategorien < 3 mm, 3 mm - 8 mm, 8 mm - 15 mm und > 15 mm
zu fraktionieren. Das Sieben erfolgt aus Sicherheitsgründen in Wasser, nicht in Ethanol. Aus
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diesem Grund muss eine vertikale Bewegung implementiert werden, da die in Ethanol ge-
lagerten Insekten in Wasser nicht zuverlässig absinken. Dazu werden die Siebe an eine mit
einem Schrittmotor angetriebene Linearachse montiert. Diese wird genutzt, um die Siebe in
Wasser einzutauchen und wieder herauszuheben, um dabei Insekten, welche durch die Perfo-
rierungen der Siebe passen auszuspülen. Während eine quantitative Analyse der Ergebnisse
noch aussteht, zeigen Versuche bereits, dass eine klare Fraktionierung in unterschiedliche
Größenkategorien mit dem System vorgenommen werden kann. Zudem zeigen die Ergeb-
nisse, dass eine automatisierte Auswertung von Insekten-Massenproben bei den kleinen und
sehr abundanten Insekten der Größenklasse < 3 mm beginnen muss, da diese einen Großteil
der in der Falle vertretenen Insekten ausmachen [49]. Die vorgeschlagene Methode zur Frak-
tionierung von Insekten-Massenproben schafft die Grundlage für Systeme zur Erforschung
der Biodiversität unter Insekten, welche für bestimmte Größenkategorien spezialisiert sind,
und ermöglicht somit eine Einschränkung der Anforderungen und damit eine vereinfachte
Implementierung dieser Systeme.
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4 Fraktionierung von
Insektenproben

Teile dieses Kapitels basieren auf:
• A. Ascenzi, L. Wührl, V. Feng, N. Klug, C. Pylatiuk, P. Cerretti,
und R. Meier, „EntoSieve: automated size-sorting of insect bulk samp-
les to aid accurate megabarcoding and metabarcoding,” preprint, doi:
10.22541/au.172769814.48739807/v1, 2024, Zugriff am 04.02.2025.

Die Vorbereitung der Massenproben kann nachfolgende Prozessschritte, wie die Bildgebung
und die automatisierte Handhabung, stark vereinfachen. Insbesondere die Größenvorsortie-
rung kann viele Prozesse erleichtern, da die Systeme auf definierte Größenkategorien spe-
zialisiert werden können. Deshalb soll diese im Folgenden genauer betrachtet werden. Dazu
werden die Anforderungen an ein System zur Größenvorsortierung in Tabelle 4.1 aufgeführt
und in Anhang A.1 detailliert dargelegt. Dabei sind die zu erreichenden Größenklassen, ne-
ben der Effizienz und der Unversehrtheit der Proben, als die wichtigsten Anforderungen zu
nennen. Zudem ist die Entwicklung eines eigenständigen Systems anzustreben, um die An-
passbarkeit an verschiedene Anwendungen zu gewährleisten. Die Größenklassen sollen den
in Kapitel 2.2 definierten Größenklassen von < 3 mm, 3 mm - 8 mm, 8 mm - 15 mm und
> 15 mm entsprechen, jedoch auch weiter angepasst werden können. Weiterhin soll eine hohe
Effizienz von mehr als 90 % erreicht werden, d.h. dass mindestens 90 % der Insekten, die
einer Größenklasse zugehörig sind, auch in dieser vorzufinden sind. Zudem ist ein System
zur Größenfraktionierung nur dann nutzbar, wenn die Insekten während des Prozesses nicht
beschädigt werden, da ansonsten anschließend keine morphologischen Untersuchungen mehr
vorgenommen werden können. Diese Anforderung beinhaltet ebenfalls, dass die Insekten für
die Größenvorsortierung nicht getrocknet werden dürfen. Um die Verfügbarkeit des Systems
für alle interessierten Forschenden zu ermöglichen, soll das System leicht reproduzierbar sein
und ohne besondere Vorkenntnisse nachgebaut werden können. Dazu ist das System alsOpen
Source Projekt zu publizieren. Weiterhin soll es eine Gesamtgröße von 500 mm x 500 mm x
500 mm (b x t x h) nicht überschreiten und nicht teuer als 500 =C sein, um auch in Institutionen
mit wenig Platz und eingeschränkten finanziellen Mitteln verwendet werden zu können.
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4 Fraktionierung von Insektenproben

Tabelle 4.1: Übersicht über die wichtigsten Anforderungen an ein System zur Fraktionierung von nass konser-
vierten Insekten-Massenproben. Detaillierte Anforderungen sind Anhang A.1 zu entnehmen.

Parameter Anforderung
Reproduzierbarkeit Das System soll ohne besondere (technische) Vorkenntnisse auf-

gebaut werden können.
Größe des Systems Das Gesamtsystem soll eine Gesamtgröße von 500 mm x

500 mm x 500 mm (b x t x h) nicht überschreiten.
Größenklassen Das System soll Insekten-Massenproben in alle definierten Grö-

ßenklassen (vgl.Kapitel 2.2) fraktionieren können.
Effizienz Das System soll möglichst effizient sein. Es sollen mindestens

90 % aller Insekten einer Größenfraktion auch in dieser vorzu-
finden sein.

Zeit Die Verarbeitungszeit pro Probe soll möglichst kurz sein, 2 h
aber nicht überschreiten.

Unversehrtheit der Proben Das System muss so gestaltet werden, dass die Proben durch
das System nicht beschädigt werden. Zudem muss sichergestellt
werden, dass die Probe durchgängig in Flüssigkeit verbleibt, um
ein Austrocknen zu verhindern.

Kosten Die Kosten für das System sollen minimal sein und 500 =C nicht
übersteigen.

Open Source Alle Komponenten des Systems sollen Open Source sein, das
beinhaltet sowohl die Hardware als auch die Software.

4.1 Stand der Technik zur Fraktionierung von
Insektenproben

Publizierte Methoden zur Größenfraktionierung von Insekten-Massenproben, wie sie bspw.
mit Malaise Fallen gefangen werden, sind in der Literatur kaum vertreten. Ein als ’Fraktionie-
rer’ bezeichnetes System dient bspw. dem Aufteilen von Massenproben in zwei einheitliche
Teilmengen, jedoch nicht der Größensortierung [87]. Eine weitere Methode wird für die
Größenfraktionierung von getrockneten Insekten beschrieben. Elbrecht et al. (2020) [88]
nutzen gestapelte Lochsiebe mit 2 mm, 4 mm und 8 mm großen Löchern, um die zuvor
bei 50 °C für fünf Tage getrockneten Insekten in vier Fraktionen zu unterteilen. Durch das
Trocknen werden die Insekten jedoch beschädigt und eignen sich anschließend nicht mehr
zur morphologischen Untersuchung. Elbrecht et al. (2020) [88] nutzen sie jedoch anschlie-
ßend für das Metabarcoding, weshalb darauf in diesem Fall nicht geachtet werden muss. Die
Fraktionierung nass konservierter Insekten, die nicht beschädigt werden sollen, um deren
Morphologie anschließend noch untersuchen zu können, stellt eine größere Herausforderung
dar. Der Fractionator von Buffington und Gates (2008) [89] eignet sich zum Fraktionieren
nass konservierter Massenproben in zwei Größenkategorien und wird auch aktuell noch bspw.
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zur Abtrennung von Hymenoptera-Familien aus Massenproben eingesetzt. [90]. Buffington
und Gates nutzen dazu eine Kunststoffbox mit einem passenden Küchensieb. Das Sieb passt
in die Box, ohne sich zu bewegen und hat Abstandshalter an der Unterseite, um einen Abstand
zwischen dem Boden der Wanne und dem Sieb zu erzeugen. Zur Fraktionierung wird die
Box ca. 5 cm - 6 cm hoch mit Seifenwasser gefüllt und die Massenprobe in das Sieb gegeben.
Anschließend wird die Probe auf einemOrbitalschüttler für etwa zwei Stunden bewegt. Dabei
soll die Geschwindigkeit so gewählt werden, dass leichte Wellenbewegungen entstehen. Nach
der Fraktionierung wird die kleine Fraktion durch einen Filter abgegossen und gut gespült,
um die Seife vollständig zu entfernen. Zuletzt wird sie in Ethanol gegeben. Die im Sieb ver-
bleibende, große Fraktion wird zunächst aus dem Sieb geklopft und anschließend mit Wasser
vermengt, um damit genau so zu verfahren wie mit der kleinen. Die Effizienz des Systems
wird für verschiedene Familien der Ordnung Hymenoptera evaluiert und erreicht 93,53 %,
d.h. weniger als 7 % der Insekten der untersuchten Familien sind in der großen Fraktion
verblieben. Ob die Insekten während des Sortierprozesses beschädigt werden, untersuchen
Buffington und Gates (2008) [89] nicht.

4.2 Konzept und Methoden

Das von Buffington und Gates (2008) [89] vorgeschlagene System liefert gute Ergebnisse
zur Fraktionierung in zwei Größenkategorien. Die Verwendung des Küchensiebs zur Frak-
tionierung bestimmt jedoch die Größen der Insekten in den beiden Fraktionen und ist nicht
anpassbar. Die von Elbrecht et al. (2020) [88] verwendeten Lochsiebe sind mit verschieden
großen Löchern verfügbar, haben im Vergleich zum verwendeten Küchensieb jedoch den
Nachteil, dass das Sieb nur an der Unterseite Perforierungen aufweist. Vorversuche unter
Verwendung von Lochsieben, in Kombination mit einem Orbitalschüttler, wie ihn Buffington
und Gates verwenden, zeigen, dass die Insekten nicht zuverlässig absinken und somit ein
effizientes Fraktionieren nicht möglich ist, wenn Wasser als Medium verwendet wird. Bei
Verwendung des Küchensiebs findet die Sortierung hauptsächlich durch die Wellenbewe-
gung an der Oberfläche und die seitlichen Öffnungen des Siebs statt, wie in Abbildung 4.1
dargestellt.

Die Verwendung von Ethanol als Siebmediumwird aufgrund der notwendigenMenge und des
damit einhergehenden Sicherheitsrisikos ausgeschlossen, auchwenn die Insekten darin, insbe-
sondere wenn die Konzentration höher ist als die, in der die Insekten gelagert werden (80 %),
zuverlässig absinken. Zur Implementierung einer Methode mit Lochsieben unterschiedlicher
Perforierungsgrößen muss demnach entweder eine andere Bewegung für das Sieben als durch
einen Orbitalschüttler gegeben realisiert werden oder Lochsiebe unterschiedlicher Lochgröße
mit seitlichen Öffnungen gefunden werden. Lochsiebe mit Perforierungen ausschließlich auf
der Unterseite sind weiter verbreitet und einfach selbst herzustellen. Selbst hergestellte Siebe
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4 Fraktionierung von Insektenproben

Abbildung 4.1: Fractionator nach Buffington und Gates (2008) [89]. Die Fraktionierung findet aufgrund der im
Wasser nicht zuverlässig absinkenden Insekten primär über die Seitenwände des verwendeten
Küchensiebs statt.

bieten den Vorteil, dass ggf. notwendige Aufnahmen für die Siebbewegung direkt an das Ge-
häuse des Siebes selbst implementiert werden können und keine Bearbeitung gekaufter Siebe
stattfinden muss. Zusätzlich steigert es die Verfügbarkeit, wenn das System nicht auf spezielle
zugekaufte Teile angewiesen ist. Die Verwendung eines Lochsiebs, mit Perforierungen auf der
Unterseite und geschlossenen Seitenwänden, erfordert eine vertikale Bewegung. Die Insekten
sollen beim Abfließen der Flüssigkeit aus dem Sieb getrennt werden. Kleine Insekten fließen
mit ab, während Insekten, die zu groß für die Löcher sind, im Sieb verbleiben.

Das Gesamtsystem zur Fraktionierung von Insekten aus Massenproben in definierte Grö-
ßenklassen kann in verschiedene Teilsysteme untergliedert werden (vgl. Abbildung 4.2).
Hardwareseitig müssen Siebe mit einer geeigneten Siebbewegung kombiniert werden. Für
den Anwendungsfall sollen selbst hergestellte Lochsiebe verwendet werden, die ausschließ-
lich auf der Unterseite Perforierungen aufweisen und mit einer vertikalen linearen Bewegung
kombiniert werden. Diese Bewegung soll automatisiert erfolgen und über einenMikrocontrol-
ler gesteuert werden. Auf dem Mikrocontroller muss eine geeignete Software implementiert
werden, um die Hardware anzubinden.
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Hardware

Software

Gesamtsystem

Siebe Siebbewegung

Fraktionierung

Mikrocontroller

Steuerung

Hardwareanbindung

Backend

Abbildung 4.2: Das Gesamtsystem zur Fraktionierung der Insekten nach Größe umfasst mehrere Teilsysteme.
Hardwareseitig muss zunächst ein geeignetes Sieb mit einer passenden Bewegung kombiniert
werden. Zudem soll ein mit einem Mikrocontroller die Steuerung realisiert werden. Die Bewe-
gung muss über die Software gesteuert werden.

4.3 Aufbau der vorgeschlagenen Methode zur
Fraktionierung von Insektenproben

Der Aufbau des Systems zur Fraktionierung von Insektenproben in definierte Größenklassen
erfolgt entsprechend der vorgeschlagenen Methode. Das System ist in Abbildung 4.3a darge-
stellt. Die Siebbewegung wird über einen Arduino Nano in einer Elektronikbox (1) durch zwei
Drehregler gesteuert. Diese bieten die Möglichkeit, die Geschwindigkeit und den Hub des
Systems einzustellen. Nach Programmstart wird der durch einen Schrittmotor (2) über eine
Steilgewindespindel (Ds 8 mm x 10 mm, dryspin, Igus GmbH, Köln, Deutschland) mit pas-
sender Flanschgewindemutter (dryspin JFRM, Igus GmbH, Köln, Deutschland) angetriebene
und gleitgelagerte Schlitten (drylin W Komplettschlitten WWQ, Igus GmbH, Köln, Deutsch-
land) entlang einer hartanodisierten Aluminiumschiene (drylin W Doppelschiene WSQ, Igus
GmbH, Köln, Deutschland) bewegt (3). Zunächst wird über einen unteren Referenzschalter
der tiefste Punkt bestimmt, anschließend über den oberen der höchste. Je nach eingestellten
Parametern beginnt das System dann mit einer kontinuierlichen Hub- und Senkbewegung
des 3D-gedruckten Siebbehälters (4). Als Siebe werden 1 mm starke Aluminiumlochbleche
mit unterschiedlichen Perforierungsdurchmessern für die verschiedenen Größenklassen ge-
wählt, da diese günstig (ca. 50 =C/m2) und weit verbreitet sind. Diese werden rund, mit einem
Durchmesser von 138 mm, zugeschnitten und können dann in den Siebbehälter gelegt wer-
den (5). Während des Siebens verbleiben Insekten, die zu groß für die Perforierungen sind im
Siebbehälter. Kleinere Insekten werden aus dem Siebbehälter in den inneren Behälter gespült
(vgl. Abbildung 4.3b). Dieser verfügt über ein Filter auf der Unterseite, sodass das Wasser,
welches sich darin befindet, in den äußeren Behälter (7) abfließen kann, wenn der innere
Behälter nach dem Sieben entnommen wird. Die kleine Fraktion verbleibt dann im Filter des
inneren Behälters. Der mit Aluminiumstrebenprofilen (30 mm x 30 mm und 20 mm x 20 mm,
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Abbildung 4.3: System zur Fraktionierung von Insekten-Massenproben in definierte Größenklassen. Mit
(1) Elektronikbox mit Mikrocontroller und Drehreglern zur Einstellung der Geschwindig-
keit und des Hubs, (2) Schrittmotor, (3) Linearführung mit Spindelantrieb, (4) Siebbehälter,
(5) Lochsieb, (6) innerer Behälter mit Filter zur Trennung der Insekten vomWasser, (7) äußerer
Behälter. Das System ist am (8) Tisch montiert, um maximale Stabilität zu gewährleisten. Der
innere und äußere Behälter stehen auf einem (9) höhenverstellbaren Tisch. Um die Insekten
für die nächste Größenkategorie schnell in einen zweiten Siebbehälter überführen zu können,
sind die (10) Siebbehälter stapelbar und können mithilfe von (11) Klammern temporär fixiert
werden. Modifiziert nach [86].

Bosch Rexroth AG, Lohr am Main, Deutschland) aufgebaute Siebaufbau wird mit Schraub-
zwingen (8) an einem Tisch befestigt, um maximale Stabilität zu gewährleisten. Die Behälter
werden während des Siebens auf einem in der Höhe verstellbaren Tisch (9) platziert. Damit
ist das System für unterschiedliche Montagehöhen anpassbar.
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Ist die Fraktionierung mit einer Siebgröße abgeschlossen, werden die Insekten aus dem in-
neren Behälter entfernt und dieser anschließend wieder in den äußeren Behälter gestellt.
Die im Siebbehälter verbleibende Fraktion wird anschließend in einen Siebbehälter mit ei-
nem Aluminiumlochblech mit größeren Perforierungen überführt. Dazu wird dieser zweite
Siebbehälter auf den mit den Insekten gefüllten gestellt und über die in Abbildung 4.3c zu
sehenden Klammern (11) fixiert. Anschließend können die Siebbehälter um 180° gedreht
werden und die Insekten in den zweiten Siebbehälter gespült werden. Daraufhin kann wieder
mit dem Siebprozess begonnen werden.

Der elektronische Aufbau des Systems ist sehr einfach gehalten, um die Anforderung an die
Reproduzierbarkeit bestmöglich zu erfüllen. Eine Übersicht aller elektronischen Komponen-
ten ist in Abbildung 4.4 dargestellt.

Elektronikbox

Daten
Strom

12 V-24 V Strom-
versorgung

Hauptschalter Lüfter

DC-DC Wandler
Arduino
Nano

Potentiometer
Amplitude

Potentiometer
Geschwindigkeit

Schalter
Pause Status-LED

Schrittmotor-
treiber

SchrittmotorEndstopschalter Endstopschalter

Abbildung 4.4: Schematischer Aufbau aller elektronischer Komponenten des Systems zur Größenvorsortierung
von Insekten-Massenproben. Ein Arduino Nano steuert alle Vorgänge. Das System wird mit
12 V - 24 V DC mit Strom versorgt und kann über einen Hauptschalter ein- und ausgeschaltet
werden. Ein DC-DC Wandler reduziert die Eingangsspannung auf die nötigen 5 V für den
Arduino Nano. Über zwei Potentiometer können Amplitude und Geschwindigkeit eingestellt
werden. Über einen Schalter kann das System pausiert werden. Der für die Hubbewegung not-
wendige Schrittmotor wird über einen Schrittmotortreiber mit dem Arduino Nano verbunden.
Die Achse kann mittels Endstopschaltern referenziert werden. Datenkabel sind als durchgezo-
gene Linien visualisiert, Kabel zur Energieversorgung sind gepunktet dargestellt.

Das System verfügt über einen Arduino Nano, der zur Steuerung genutzt wird. Zudem besitzt
es einenDC-DC-Spannungswandler, welcher die Eingangsspannung, welche in einemBereich
von 12 V - 24 V liegen kann, auf die notwendige 5 V Versorgungsspannung des Arduino
Nanos reduziert. Weiterhin ist der Schrittmotor (Nema 17-1, SIMAC Electronics GmbH,
Neukirchen-Vluyn, Deutschland) über einen Schrittmotortreiber vom Typ A4988 (Pololu
Corporation, Las Vegas, USA) mit dem Arduino verbunden. Zwei Endstopschalter dienen
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demReferenzieren der Achsen. Zudemwerden über zwei analoge Eingänge desArduinos zwei
Potentiometer ausgelesen, die zur Steuerung der Geschwindigkeit und Amplitude des Systems
genutzt werden. Eine Rot-Grün-Blau (RGB)-Light Emitting Diode (LED) wird verwendet,
um den Status des Systems anzuzeigen.

4.4 Evaluierung des Systems zur Fraktionierung von
Insektenproben

Das imUmfang der vorliegenden Promotion entwickelte Systemwird in Kooperation mit dem
Museum für Naturkunde Berlin, Leibniz-Institut für Evolutions- und Biodiversitätsforschung
und der Sapienza University of Rome, Department of Environmental Biology evaluiert [86].
Bereits durchgeführte Versuche zeigen, dass eine klare Fraktionierung stattfindet (vgl. Abbil-
dung 4.5), eine quantitative Auswertung steht jedoch noch aus. Pro Siebgröße wurde jeweils
zehn Minuten gesiebt. Die Zeit zum Entfernen der kleinen Fraktion aus dem inneren Behälter
und die Überführung in Ethanol nahm pro Fraktion weitere fünf Minuten in Anspruch, das
Wechseln der Siebgröße erfolgte ebenfalls in rund fünf Minuten.

4.5 Diskussion und Ausblick

Die vorgestellte Methode zur Fraktionierung von Insekten aus Massenproben, wie sie bei
der Verwendung von Malaise Fallen oder Schalenfallen gewonnen werden, eignet sich zur
Unterteilung der Proben in verschiedene Größenklassen. Dabei können die Größenklassen
durch dieWahl unterschiedlicher Lochbleche, welche zur Fraktionierung genutzt werden, frei
eingestellt werden. Auch ohne quantitative Analyse ist anhand der vorliegenden Ergebnisse
ersichtlich, dass eine Fraktionierung stattfindet. Die Ergebnisse zeigen jedoch auch, dass
Insekten anderer Größenkategorien als der Zielkategorie in den Fraktionen vorliegen. Dies
kann für die beidenmöglichen Fehler K1 undK2 auf unterschiedlicheUrsachen zurückgeführt
werden.

K1 - Kleinere Insekten als die Zielgröße befinden sich in der Fraktion.

K2 - Größere Insekten als die Zielgröße befinden sich in der Fraktion.

Für Fehler der Kategorie K1, kann ein Verhaken der kleinen Insekten in den großen dazu
führen, dass diese nicht ausgespült werden. Außerdem kommt hinzu, dass der Siebbehälter
immer wieder in die Flüssigkeit getaucht wird, in dem sich die kleine, auszuspülende Fraktion
befindet. Dabei kommt es auch dazu, dass eigentlich schon ausgespülte Insekten wieder in den
Siebbehälter gespült werden. Die durch das Sieben in der Flüssigkeit erzeugte Bewegung führt
dazu, dass die Insekten tendenziell im inneren Behälter nach außen treiben. Zudem besitzt
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(a) Ergebnis des Siebprozesses, Insekten der Größenkategorie
> 15 mm.

(b) Ergebnis des Siebprozesses, Insekten der Größenkategorie
8 mm - 15 mm.

(c) Ergebnis des Siebprozesses, Insekten der Größenkategorie
3 mm - 8 mm.

(d) Ergebnis des Siebprozesses, Insekten der Größenkategorie
< 3 mm.

Abbildung 4.5: Verschiedene Fraktionen gesiebt mit dem vorgeschlagenen Aufbau. Es sind vier Fraktionen
dargestellt: > 15 mm, 8 mm - 15 mm, 3 mm - 8 mm und < 3 mm entsprechen den definierten
Größenkategorien.

der Siebbehälter einen 10 mm hohen Rand unterhalb des Siebs, um die Anzahl der zurück-
gespülten Insekten zu reduzieren. Vollständig verhindern lässt es sich jedoch nicht. Es ist zu
erwarten, dass wiederholtes Sieben, mit zwischenzeitlichem Entfernen der kleinen Fraktion
aus dem inneren Behälter dazu führt, dass weniger Fehler der Kategorie K1 auftreten. Für
Fehler der Kategorie K2 kann die Form der Proben verantwortlich gemacht werden. Ziel ist es,
die Proben nach ihrer Körperlänge zu sortieren. Lange, aber schmale Insekten passen jedoch
richtungsabhängig durch Löcher, welche deutlich kleiner als deren Länge sind. Um Fehler
der Kategorie K2 möglichst gering zu halten, sollte die Siebzeit möglichst kurz gewählt wer-
den. Die optimalen Parameter zum Sieben mit der vorgestellten Methode müssen zukünftig
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anhand von Versuchsreihen ermittelt werden und hängen von den gewünschten Größenka-
tegorien und der Toleranz gegenüber Fehlern der Kategorien K1 und K2 ab. Während eine
kürzere Siebzeit voraussichtlich zu weniger Fehlern der Kategorie K2 führt, ist zu erwarten,
dass sich die Anzahl von Fehlern der Kategorie K1 durch längere Siebzeiten reduzieren lässt.
Lange Siebzeiten erhöhen jedoch auch die Wahrscheinlichkeit, dass die Insekten beschädigt
werden. Ähnliche Einschränkungen sind für die gewählte Geschwindigkeit gegeben.Während
bei höheren Bewegungsgeschwindigkeiten, aufgrund der erhöhten Strömungsgeschwindigkeit
am Sieb, zu erwarten ist, dass die Insekten zuverlässiger ausgespült werden, können zu hohe
Geschwindigkeiten dazu führen, dass die Insekten beschädigt werden.

Die an das System gestellten Anforderungen werden nur teilweise erfüllt oder verlangen
tiefergehende Analysen der Ergebnisse. Durch den Aufbau aus kommerziell verfügbaren
Komponenten und der Verwendung von 3D-gedruckten Teilen ist die Reproduzierbarkeit
des Systems gewährleistet. Die Gesamtgröße (200 mm x 425 mm x 670 mm, b x t x h,
ohne höhenverstellbaren Tisch und inneren und äußeren Behälter) überschreitet die definierte
Gesamtgröße, ist aufgrund der Montage an der Tischkante jedoch nicht kritisch, da das
System unabhängig von der Tischgröße ist. Effizienz und Unversehrtheit der Probe erfordern
eine quantitative Analyse. Die Verarbeitungszeit von maximal zwei Stunden kann eingehalten
werden. Für die Fraktionierung der Probe zur Evaluation wurden insgesamt eine Stunde
und 20 Minuten benötigt. Je nach Siebzeit kann sich diese Zeit jedoch noch ändern. Der
Gesamtpreis des Systems beläuft sich auf ca. 420 =C, die Anforderung an die Kosten wird
demnach erfüllt. Die Publikation erfolgtOpen Access, die Teile werden über dasOpen Science
Framework (OSF) bereitgestellt: https://osf.io/6t25n/.

Zukünftig wird in Kooperation mit dem Museum für Naturkunde Berlin, Leibniz-Institut für
Evolutions- und Biodiversitätsforschung und der Sapienza University of Rome, Department
of Environmental Biology eine quantitative Evaluierung des Systems vorgenommen. Dazu
wird eine Malaise Falle mit dem vorgestellten System fraktioniert und die Ergebnisse werden
systematisch ausgewertet.
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Teil II

Teilautomatisierte Bildgebung von
Insekten in Ethanol
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Übersicht Teil II

Von einer Teilautomatisierung der bislang in vielen Fällen ausschließlich manuell durchge-
führten Bildgebung von Arthropoden und insbesondere von Insekten in Ethanol kann die
Biodiversitätsforschung bereits enorm profitieren. Um die Abgrenzung eines teilautomatisier-
ten Systems von einem manuellen oder automatisierten System eindeutig zu ermöglichen,
wird im Folgenden die Definition für ein teilautomatisiertes System gegeben:

Ein System wird als teilautomatisiertes System zur Bildgebung definiert, wenn die ab-
zubildenden Objekte zwar manuell und einzeln zur Bildgebung vor der Kamera platziert
werden müssen, die Bildaufnahme und das Datenmanagement, sowie die Bildverarbeitung
anschließend jedoch automatisiert ablaufen.

Mit einem standardisierten, einfach und günstig zu reproduzierenden teilautomatisierten Auf-
bau zur Bildgebung können Datensätze einheitlich, vergleichbar und kostengünstig erstellt
werden. Der Fokus bei der Entwicklung eines solchen Systems liegt dabei auf der Reprodu-
zierbarkeit und der Bildqualität. Teil II der vorliegendenDissertation umfasst die Entwicklung
solcher teilautomatisierter Systeme. Es werden zwei verschiedene Versionen des ’Entomos-
copes’ vorgestellt. Die Standalone Version, sowie die Plug-In Version. Beide eignen sich zur
Aufnahme von Arthropoden in Ethanol, erfüllen jedoch leicht unterschiedliche Anforderun-
gen. Das Standalone Entomoscope nutzt einen Raspberry Pi als zentrales Steuerelement, der
in das System integriert ist. Somit wird ein alleinstehendes System realisiert, jedoch mit der
Einschränkung auf die begrenzte Leistung des Raspberry Pi. Die Plug-In Version muss für
den Betrieb an einen externen Personal Computer (PC) oder Laptop angeschlossen werden.
Es bietet jedoch den Vorteil, dass es günstiger nachgebaut werden kann und die Bildverar-
beitung auf dem angeschlossenen Computer stattfindet. Im Rahmen des Forschungsprojekts
wurden bislang vier Standalone Entomoscopes und 15 Plug-In Entomoscopes an verschiede-
ne, internationale Forschungseinrichtungen in Europa und Australien verteilt.
Zusätzlich zur Bildgebung aus einer Perspektive, kann die Aufnahme mehrerer Perspektiven
große Vorteile für die Biodiversitätsforschung bringen. Der größte Vorteil liegt darin, dass
morphologischeMerkmale, welche in einer Perspektive verdeckt sein können, in einer anderen
sichtbar werden. Aus diesem Grund umfasst Teil II ebenfalls die Entwicklung einer Methode
zur multiperspektivischen Bildgebung. Das System, der ’DiversityScanner-360°’ rotiert zur
Bildgebung um ein Glasröhrchen, in welchem sich die zu fotografierende Probe befindet. Zur
Reduktion der Brechung an der runden Oberfläche des Glases wird eine Bildgebungszelle,
gefüllt mit Flüssigkeit, implementiert.
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Bildgebung: Entomoscope

Teile dieses Kapitels basieren auf:
• L. Wührl, L. Rettenberger, R. Meier, E. Hartop, J. Graf, und C. Pylatiuk, „Ento-
moscope: An Open-Source Photomicroscope for Biodiversity Discovery,” IEEE
Access, Vol. 12, S. 11 785–11 794, 2024. doi: 10.1109/ACCESS.2024.3355272.

In diesem Kapitel wird zunächst der aktuelle Stand der Technik zur Bildgebung von Insekten
vorgestellt. Dabei werden nicht nur teilautomatisierte Systeme betrachtet, sondern auch die
konventionelle Herangehensweise zur Bildgebung von Insekten mit einbezogen. Eine einge-
hende Literaturrecherche zeigt, dass bisher kein einfach reproduzierbares, teilautomatisiertes
System existiert, das alle in Tabelle 5.1 zusammengefasstenAnforderungen vollständig erfüllt.

Im Weiteren werden das Konzept und Methoden für das teilautomatisierte Bildgebungssys-
tem erläutert. Grundlegendes Forschungsziel ist die Entwicklung eines kostengünstigenOpen
Source Systems zur standardisierten Bildgebung von Invertebraten in Ethanol mit gleichmä-
ßiger Beleuchtung. Die generierten Bilder sollen zur Klassifizierung der abgebildeten Inver-
tebraten verwendet werden (vgl. Teil IV) und das System damit zu einem smarten Instrument
zur Erforschung der Biodiversität unter Insekten machen. Es werden zwei verschiedene Ver-
sionen beschrieben. Die erste Version ist ein eigenständiges System, das lediglich ein externes
Netzteil für den Betrieb erfordert. Das zweite System hingegen benötigt zusätzlich einen PC
oder Laptop für den Betrieb. Detaillierte Anforderungen können Anhang A.2 entnommen
werden.

Eine der zentralen Anforderungen an die Systeme ist die Reproduzierbarkeit, damit sie ohne
besondere Vorkenntnisse nachgebaut werden können. Dies ist insbesondere wichtig, da die
Zielgruppe des Systems Entomolog:innen sind, die häufig wenig oder keine Erfahrung im
Aufbau technischer Systeme haben. Zusätzlich sollen alle Komponenten kommerziell ver-
fügbar sein oder mittels 3D-Druck herstellbar. Eine weitere wichtige Anforderung ist die
Gesamtgröße des Systems, diese sollte 500 x 300 x 300 mm (h x b x t) nicht überschreiten.
Des Weiteren muss das System in der Lage sein, alle in Malaise Fallen gefangenen Insekten
abzubilden. Hierbei müssen die in Kapitel 2.2 definierten Größenklassen (< 3 mm, 3 mm -
8 mm, 8 mm - 15 mm und > 15 mm) abgedeckt werden und eine ausreichende Schärfentiefe
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Tabelle 5.1: Übersicht über die wichtigsten Anforderungen an ein teilautomatisiertes System zur Bildgebung
von Insekten in Ethanol. Detaillierte Anforderungen sind Anhang A.2 zu entnehmen.

Parameter Anforderung
Reproduzierbarkeit Das System soll ohne besondere (technische) Vorkenntnisse aufgebaut

werden können.
Größe und Gewicht Das Gesamtsystem soll eine Gesamtgröße von 300 mm x 300 mm x

600 mm (b x t x h) nicht überschreiten und nicht schwerer als 5 kg sein,
um die Transportierbarkeit zu gewährleisten.

Probengröße Es sollen alle in Kapitel 2.2 definierten Größenklassen (< 3mm, 3mm -
8 mm, 8 mm - 15 mm und > 15 mm) fotografiert werden können. Für
die letzte Größenkategorie (> 15 mm) wird eine Beschränkung auf
maximal 40 mm festgelegt. Größere Insekten sind in Malaise Fallen
Proben nur sehr selten vertreten [20].

Schärfentiefe Die Schärfentiefe des Bildgebungssystems muss ausreichen, um Insek-
ten aller Größenklassen (vgl. Probengröße) vollständig und in allen
Bereichen scharf abbilden zu können.

Beleuchtung Das Bildgebungssystem muss über eine geeignete Beleuchtung verfü-
gen, um Insekten in Ethanol abbilden zu können. Dabei erzeugt die
Beleuchtung idealerweise keine Reflexionen, ist demnach möglichst
diffus. Zusätzlich dürfen helle Strukturen nicht zu stark beleuchtet und
dunkle nicht zu wenig beleuchtet werden.

Auflösung Die Auflösung des Systems soll möglichst hoch sein, mindestens aber
12 MP (4K) betragen, um feine Strukturen sicher abbilden zu können.

Kosten Die Kosten für das System sollen minimal sein und 1500 =C nicht
übersteigen.

Anpassbarkeit Das System soll für verschiedene Anwendungsfälle anpassbar sein.
Dies beinhaltet die Anpassbarkeit der Funktionalität, als auch die An-
passbarkeit an äußere Rahmenbedingungen.

Software Das System muss über eine geeignete Software verfügen, um eine
einfache Bedienung zu gewährleisten.

Open Source Alle Komponenten des Systems sollenOpen Source sein, das beinhaltet
sowohl die Hardware als auch die Software.

ist erforderlich, um alle charakteristischen Merkmale der Insekten darzustellen. Die Qualität
eines Bildes ist stark von der Beleuchtung abhängig, daher muss diese geeignet sein, Insekten
in Ethanol abzubilden und keine Reflexionen auf dem Ethanol oder den Insekten zu erzeugen.
Ein weiterer wichtiger Parameter ist die Auflösung des Sensors, die nicht unter 12 MP liegen
sollte. Die Kosten für den Aufbau des Bildgebungssystems sollen minimal sein und dürfen
1500 =C nicht übersteigen, um sicherzustellen, dass es auch in ressourcenschwächeren Insti-
tutionen verwendet werden kann und somit weitläufig zur Verfügung steht. Das System muss
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anpassbar sein, da möglicherweise nicht immer alle notwendigen Komponenten verfügbar
sind. Es sollte so konzipiert werden, dass fehlende Komponenten durch andere ersetzbar sind.
Zusätzlich muss das System über eine geeignete Software verfügen, die einfach zu installieren
und zu bedienen ist. Sowohl die Software als auch die Hardware sollen Open Source sein
und unter dem Aspekt von Open Science publiziert werden, um eine breite Verfügbarkeit zu
gewährleisten.

5.1 Stand der Technik zur manuellen und
teilautomatisierten Bildgebung von Insekten in
Ethanol

Die Bildgebung von Insekten ist selten Bestandteil von Projekten zur Untersuchung der Biodi-
versität. Dies liegt unter anderem daran, dass es bislang keine standardisierte Lösung zur Bild-
gebung von Insekten in Ethanol gibt. Zur Bildgebung werden deshalb häufig kommerzielle
Mikroskope genutzt, die im Labor zur morphologischen Untersuchung bereits vorhanden sind
und mit Kameras ausgestattet werden [92–95]. Carrington-Hoekstra et al. (2023) [95] nut-
zen bspw. ein Leica M205 C Stereomikroskop mit 5 MP Leica DFC 425 Mikroskopkamera.
Auch kommerzielle digitaleMikroskope finden dafür Verwendung und nahezu alleMikrosko-
phersteller bieten passende Lösungen [96]. Beispielsweise Mikroskope von Keyence (Osaka,
Japan) der VHX-Serie werden häufig verwendet [95, 97, 98]. Aufgrund des Preises eignen sich
diese Geräte jedoch nicht für die kostengünstige Bildgebung und sind somit Institutionen mit
ausreichend finanziellen Mitteln vorbehalten. Das VHX-7000 (Keyence, Osaka, Japan) liegt
beispielsweise im oberen fünfstelligenDollarbereich. Kostengünstiger ist die Verwendung von
Digitalkameras mit Makroobjektiven, weswegen diese auch häufig in personalisierten Auf-
bauten Verwendung finden [68, 69, 96, 99–104]. Diese Aufbauten bestehen meist aus einem
Stativ, an dem die Kamera befestigt wird. Insekten werden dann zur Bildgebung unter dem
Objektiv platziert. Zur Beleuchtung finden individuelle Konstruktionen oder Kamerablitze
Verwendung. Um die notwendige Schärfentiefe zu erreichen, werden die Aufbauten meist
um eine motorisierte Linearführung ergänzt, die dazu genutzt wird den Abstand zwischen
Kamera und Objekt zu verändern und so Bilder mit unterschiedlicher Fokusebene (FE) für
das Focus Stacking aufzunehmen [69, 96]. Verschiedene Kameras bieten diese Funktion be-
reits, weswegen auch sie zur Aufnahme von Insekten genutzt werden [68, 103]. Zusätzlich zu
Kameras werden auch Flachbettscanner zur Bildgebung von Insekten verwendet [105–108].
Diese bieten den Vorteil, dass mehrere Insekten gleichzeitig aufgenommen werden, erfordern
jedoch ein Ausschneiden der einzelnen Insekten aus dem Gesamtbild. Zudem ist keine Per-
sonalisierung des Aufbaus möglich, Belichtung und Bildgebungsparameter sind durch den
Scanner vorgegeben.
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Zusätzlich zur Verwendung von kommerziellen Mikroskopen, Kameras und Flachbetts-
cannern, gibt es auch erste Open Source Ansätze [109]. Der Aufbau von Raitoharju et
al. (2018) [109] nutzt zwei Kameras, um Insekten in einer Küvette zu fotografieren. Dazu
müssen sie manuell in die Küvette gegeben werden, Bilder werden dann automatisch beim
Absinken der Insekten in der Küvette angefertigt. Später wurde der Aufbau von Ärje et al.
(2020) [110] weiterentwickelt. Der Aufbau von Ärje et al. nutzt dasselbe Grundprinzip, erfor-
dert aber nicht das Leeren der Küvetten, da die Insekten in einen Auffangbehälter unter dem
System absinken. Auch in anderen Bereichen wird derOpen Source undDo It Yourself (DIY)
Ansatz genutzt, um kostengünstige und verfügbare Mikroskope zu realisieren [52, 111–114].
Häufig werden diese für einen sehr speziellen Anwendungsfall entwickelt. Beispielsweise
Mikroskope zur Untersuchung von Bakterienkulturen [113, 114], ein Mikroskop zur Unter-
suchung von C. elegans, ein in der Biologie häufig genutzter Modellorganismus [111] oder
ein Fluoreszenzmikroskop zur Bildgebung von Zellkulturen [112]. Bei den meisten DIY
Mikroskopen handelt es sich jedoch um Durchlichtmikroskope, während DIY Auflichtmi-
kroskope, welche zur Bildgebung von Insekten benötigt werden, bislang kaum entwickelt
wurden [115–117].

5.2 Konzept und Methoden

Anhand der definierten Anforderungen soll ein Konzept für ein teilautomatisiertes Bild-
gebungssystem für Insekten in Ethanol entwickelt werden. Die Entwicklung des Systems
orientiert sich an VDI 2206 (2021) [118]. Dazu wird das Gesamtsystem in Teilsysteme
untergliedert, siehe Abbildung 5.1.

Grundlegend kann der Gesamtaufbau in Hardware und Software unterteilt werden. Die Hard-
ware umfasst dabei elektronische und mechanische Komponenten. Im Detail wird eine Ka-
mera mit geeigneter Optik benötigt, die über eine Möglichkeit zum Focus Stacking verfügen
muss. Zur Bildgebung ist eine konsistente Belichtung entscheidend, daher muss das System
über eine geeignete Belichtung verfügen. Zur Steuerung der Bildaufnahme wird ein zentrales
Steuerelement benötigt. Dieses kann entweder als Bestandteil des Systems, also intern, oder
als gesondertes System (extern) realisiert werden. Die Software muss eine Schnittstelle zum/-
zur Anwender:in bereitstellen. Dies erfolgt am besten über eine grafische Benutzeroberfläche
(Graphical User Interface (GUI)), im als Frontend bezeichneten Teil der Software. Der als
Backend bezeichnete Teil der Software umfasst die Bildverarbeitung sowie die Hardwarean-
bindung.

Zur Fertigung soll auf kostengünstige und einfache Methoden zurückgegriffen werden. Alle
Gehäuseteile werden im Fused Deposition Modeling (FDM) 3D-Druck Verfahren hergestellt.
Alle weiteren Komponenten werden so ausgewählt, dass sie direkt verbaut werden können.
Somit sind zum Aufbau des Systems nur grundlegende Kenntnisse im Aufbau von Hardware
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Hardware Software

Gesamtsystem

Kamera Focus Stacking

Beleuchtung
Bildgebung

Grafische Benutzeroberfläche

Frontend

Bildverarbeitung

Hardwareanbindung

Backend

Zentrales Steuerelement
intern extern

Steuerung

Abbildung 5.1: Das Gesamtsystem zur teilautomatisierten Bildgebung von Insekten in Ethanol kann in zwei
Teilsysteme untergliedert werden. Die Hardware umfasst dabei eine Kamera, ein System zum
Focus Stacking, eine geeignete Belichtung sowie ein zentrales Steuerelement. Das Steuerele-
ment kann entweder intern oder extern realisiert werden. Die Software bietet eine Schnittstelle
zum/zur Nutzer:in sowie die Hardwareanbindung und eine Bildverarbeitung.

notwendig und beschränken sich auf das Verschrauben von Komponenten und Verbinden von
Kabeln durch Löten.

Beide in Abbildung 5.1 dargestellten Wege zur Realisierung des zentralen Steuerelements
bieten verschiedene Vorteile. Während ein internes Steuerelement ein alleinstehendes System
ermöglicht, erfordert es auch weitere Komponenten wie einen Monitor und Speicherkapazi-
tät. Als externes Steuerelement kann beispielsweise ein PC oder Laptop genutzt werden. Dies
reduziert die für das System notwendigen Komponenten, erfordert aber Zugang zu zusätzli-
cher Hardware. Für welches System die Vorteile überwiegen, entscheidet das Arbeitsumfeld
und kann nicht allgemeingültig festgelegt werden. Aus diesem Grund werden für beide Kon-
zepte Systeme entwickelt. Im Folgenden wird das System mit integriertem Steuerelement
’Standalone Entomoscope’ und das System mit externem Steuerelement als ’Plug-In Ento-
moscope’ bezeichnet. Die Bezeichnung setzt sich dabei aus den Begriffen ’Entomologie’ und
’Mikroskop’ zusammen.

5.3 Aufbau der Entomoscope Versionen

Im Folgenden wird zunächst der Aufbau des Standalone Entomoscopes und anschließend
der des Plug-In Entomoscopes beschrieben. Dabei werden die Unterschiede beider Versionen
detailliert aufgezeigt.
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5.3.1 Standalone Entomoscope: Teilautomatisiertes
Bildgebungssystem mit integriertem Steuerelement

Das Standalone Entomoscope ist inAbbildung 5.2 links dargestellt. DieHardware des Systems

1
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5

6

7

8

I

II

III

IV

VI

V

Abbildung 5.2: Standalone Entomoscope (links), mit (1) Basis, (2)Universal Serial Bus (USB)- und Netzwerk-
Hub, (3) Beleuchtung, (4) 12-MP-Kamera mit (5) telezentrischem Objektiv, (6) 10-Zoll-HD-
Touchscreen, (7) grafischer Benutzeroberfläche und (8) Fokussierrad. Weiterhin dargestellt ist
die 3D-Ansicht der Focus Stacking Einheit (rechts), mit (I) Schrittmotor, (II) Fokussierrad,
(III) Kupplungsadapter, (IV) Lineartisch, (V) Kameraeinheit mit Raspberry Pi HQ-Kamera
und HDMI-Adapter, (VI) Objektiv. Modifiziert nach [91].
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setzt sich aus dem mechanischen, sowie dem elektronischen Aufbau zusammen und wird im
Folgenden im Detail beschrieben.

Mechanischer Aufbau: Das Standalone Entomoscope setzt sich aus drei Hauptkomponen-
ten zusammen: der Basis, dem oberen Hauptrahmen und der Focus Stacking Einheit. Die
Basis fungiert als Gehäuse für Elektronik und Beleuchtung, während sie gleichzeitig als
Plattform für eine 60 mm Petrischale zur Platzierung von in Ethanol konservierten Insek-
ten dient. Die Abmessungen der Basis betragen 200 mm x 200 mm x 80 mm (l x b x h).
Die Objektbeleuchtung besteht aus einem Light Emitting Diode (LED)-Streifen mit wei-
ßen LEDs, die den Umfang der Petrischale beleuchten. Der obere Hauptrahmen ist mithilfe
von zwei 20 mm x 20 mm großen Aluminiumstrebenprofilen (Bosch Rexroth AG, Lohr am
Main, Deutschland) mit der Basis verbunden. Diese Profile sind mit 3D-gedruckten Teilen
verkleidet, um die Kabelführung zum oberen Hauptrahmen zu ermöglichen. Das Standalone
Entomoscope kann nahezu an jedes Objektiv mit C-/CS-Verbindung angepasst werden, indem
die Länge der Aluminiumstrebenprofile entsprechend dem Objektabstand des Objektivs und
dessen Länge ausgewählt wird. Ein 10-Zoll-Touchscreen (Modell 10BS7 Beetronics, Düs-
seldorf, Deutschland) ist am oberen Hauptrahmen befestigt und zeigt im Betrieb die GUI.
Ebenfalls am oberen Hauptrahmen befestigt ist die Focus Stacking Einheit, die die Kamera
mit Objektiv trägt. In Abbildung 5.2 rechts ist eine 3D-Darstellung der Focus Stacking Einheit
des Standalone Entomoscopes zu sehen. Um die 12,3-MP-Kamera mit Sony IMX477-Sensor
(Raspberry Pi HQ-Kamera, Raspberry Pi Ltd, Cambridge, UK) und dem Objektiv (z. B.
Lensagon TC10M0565i von Lensation, Karlsruhe, Deutschland) zu fokussieren und das Fo-
cus Stacking zu ermöglichen, kann die Kamera in der z-Achse um 45 mm bewegt werden.
Dies erfolgt mithilfe eines motorisierten Lineartisches, der aus einem Schrittmotor (NEMA
1702 von Joy-It, SIMAC Electronics GmbH, Neukirchen-Vluyn, Deutschland) und einem
Präzisions-Lineartisch (VT 45N von Owis GmbH, Staufen im Breisgau, Deutschland) be-
steht und durch eine flexible Wellenkupplung aus Aluminium miteinander verbunden ist.
Zusätzlich ermöglicht ein Fokussierrad am oberen Ende der Antriebswelle eine manuelle
Fokussierung. Die Strecke d, um die sich der Lineartisch bewegt, ist definiert als das Produkt
aus der Steigung p der Spindel und der Anzahl der Umdrehungen rev (vgl. Gleichung 5.1).

d = p ∗ rev (5.1)

Die Spindel des für dasEntomoscope verwendetenLineartisches hat eine Steigung pS =0,5mm.
Der NEMA 17-2 Schrittmotor hat einen Schrittwinkel von α = 1,8° und damit 200 Vollschrit-
te pro Umdrehung. Um den Schrittmotor zu bewegen, wird ein Schrittmotortreiber benötigt
(vgl. elektronischer Aufbau). Der im Entomoscope verwendete Motortreiber ermöglicht Mi-
kroschritte mit einer Auflösung von bis zu 256 Mikroschritten pro Vollschritt. Im Standalone
Entomoscope werden 16 Mikroschritte pro Vollschritt gewählt, da dies einen guten Kompro-
miss zwischen Geschwindigkeit, Drehmoment und Positioniergenauigkeit darstellt. Bei 16
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Mikroschritten pro Vollschritt und 200 Vollschritten pro Umdrehung ergibt sich ein minima-
ler Verfahrweg des Lineartisches von ds = 0,16 µm pro Mikroschritt. Zur Referenzierung des
Systems befindet sich ein Endstopschalter am tiefsten Punkt der Linearführung. Dieser muss
nach Systemstart oder nach dem Wechsel vom manuellen Fokussieren zum automatisierten
Modus angefahren werden, um die Achse zu referenzieren.

Elektronischer Aufbau: Wie beim mechanischen Aufbau wird für den elektronischen Auf-
bau darauf geachtet, möglichst viele kommerziell verfügbare Komponenten zu nutzen, um
den Aufwand zum Aufbau eines Standalone Entomoscopes zu minimieren. Der Aufbau aller
elektronischen Komponenten des Standalone Entomoscope ist schematisch in Abbildung 5.3
dargestellt. Als zentrales Steuerelement findet ein Raspberry Pi 4 Modell B 8 GB (Raspberry
Pi Ltd., Cambridge, UK) Verwendung. Neuere Modelle können ebenfalls verwendet werden,
dies kann allerdings Anpassungen der Software erfordern. Die Energieversorgung erfolgt über
ein externes 12 V DC, 60 W Steckernetzteil (EA10731J1201 von EDAC Power Electronics,
New Taipei City, Taiwan), welches beim Standalone Entomoscope die einzige zusätzlich not-
wendige Hardware darstellt. Die 12 V Eingangsspannung, welche für den Schrittmotor als
auch für die Beleuchtungseinheit notwendig ist, wird intern zusätzlich mit einem 12 V - 5 V
DC-DC Spannungswandler (SD-30G-5 von MeanWell, New Taipei City, Taiwan) auf 5 V zur
Versorgung des Raspberry Pis reduziert. Zur Steuerung des Schrittmotors wird ein Schrittmo-
tortreiber (SilentStepStick TMC2209V2 vonWatterott Electronic GmbH, Leinefelde-Worbis,
Deutschland) verwendet. Um diesen mit dem Raspberry Pi zu verbinden, wird ein einfaches
Mainboard aufgebaut. Das Mainboard dient weiterhin dem Schalten der Belichtungseinheit,
sowie des Lüfters. Dazu wird jeweils ein Metal Oxide Semiconductor Field-Effect Transis-
tor (MOSFET) (FQP20N06L von Fairchild Semiconductors Inc., San José, USA) verwendet.
Der Aufbau des Mainboards ist entweder auf einer Lochrasterplatine möglich oder kann
als einlagige Platine gefräst werden. Um Daten vom Entomoscope zu übertragen und zum
Verbinden mit einem Netzwerk, verfügt es über einen USB- und Ethernet Hub. Die drei
USB-Buchsen, sowie der Ethernet Anschluss sind von außen erreichbar. Zum Speichern der
Bilder verfügt das Standalone Entomoscope zusätzlich zu der SD-Karte des Raspberry Pis
über eine Solid State Drive (SSD). Ein von außen zugänglicher HDMI-Anschluss ermöglicht
die Verbindung eines zweiten Monitors. Dieser wird für den Betrieb jedoch nicht benötigt.

Steuerungssoftware: Zur Steuerung des Entomoscopes verfügt es über eine GUI. Diese
ermöglicht es, Bildgebungsparameter einzustellen und die Daten zu verwalten. Die Softwa-
re (Entomoscope Imaging Software (ENIMAS)) ist in Python 3 geschrieben und nutzt das
Python-Paket Qt für die GUI. Nach dem Start des Standalone Entomoscopes, startet der
Raspberry Pi ENIMAS automatisch. Die GUI verfügt über zwei Tabs. Diese sind in Abbil-
dung 5.4 (a) und (b) dargestellt. Das Standalone Entomoscope kann entweder im manuellen
Modus genutzt werden oder ermöglicht eine automatisierte Fokussierung. Dazu muss der
Schrittmotor aktiviert werden ((i) in Abbildung 5.4a). Die Lineareinheit referenziert dann
automatisch, indem sie bis zum Auslösen des Endschalters nach unten gefahren wird. Nach
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Endstopschalter

Schrittmotor Kamera
Touchscreen

Oberer
Hauptrahmen

Beleuchtungseinheit
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Abbildung 5.3: Schematischer Aufbau aller elektronischen Komponenten des Standalone Entomoscopes. Die
Hauptkomponenten zur Steuerung des Entomoscopes sind in der Basis des Systems unter-
gebracht. Als zentrales Steuerelement dient ein Raspberry Pi 4B. Der Touchscreen, sowie die
Focus Stacking Einheit mit Schrittmotor befinden sich im oberen Hauptrahmen. Zur Belichtung
der Objekte wird eine Belichtungseinheit mit LEDs verwendet. Datenkabel sind als durchgezo-
gene Linien visualisiert, Kabel zur Energieversorgung sind gepunktet dargestellt. Modifiziert
nach [91].
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(a) Imaging Tab von ENIMAS des Standalone Entomoscopes, modifiziert nach [91]. Mit (i) Schrittmotor aktivieren, (ii) Be-
leuchtung aktivieren, (iii) Autofokus, (iv) Bild aufnehmen, (v) Abstand zwischen Fokusebenen (FE), (vi) Anzahl an FE,
(vii) Fokussieren, (viii) gewählte Anzahl an FE aufnehmen, (ix) Bildverarbeitung aktivieren, (x) klassifizieren. Modifi-
ziert nach [91].
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(b) Viewer Tab von ENIMAS des Standalone Entomoscopes. Mit (I) Ordnerauswahl, (II) Bildauswahl, (III) Detailansicht,
(IV) Vorschau der FE, (V) Bilder auf Wechseldatenträger übertragen, (VI) Bilder löschen.

Abbildung 5.4: Screenshots aus Entomoscope Imaging Software (ENIMAS) für das Standalone Entomoscope:
(a) Imaging Tab und (b) Viewer Tab.

Aktivieren der Belichtungseinheit (ii), kann durch Betätigen der Schaltfläche (iii) der Au-
tofokus gestartet werden. Anschließend kann ein einzelnes Bild (iv) aufgenommen werden.
Ist die Schärfentiefe des Objektivs nicht ausreichend, um alle Bereiche des Insektes scharf
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abzubilden, besteht die Möglichkeit mehrere FE automatisiert aufzunehmen. Dazu kann der
Abstand zwischen den Bildern (v), sowie deren Anzahl (vi), eingestellt werden. Um die Para-
meter zu überprüfen, entspricht der Abstand, der durch Betätigen der Schaltflächen (vii) mit
der Kamera verfahren wird, der eingestellten Distanz für das Focus Stacking. Anschließend
kann der automatisierte Bildaufnahmeprozess gestartet werden (viii). Umdie aufgenommenen
Einzelbilder zu einem, in allen Bereichen scharfen, Bild zusammenzufügen, ist in ENIMAS
ein Bildverarbeitungsalgorithmus implementiert. Dieser kann durch Aktivieren der ’Fuse
Stack’ (ix) Funktion gestartet werden. Zur Klassifizierung der Insekten unter dem Entomos-
cope, können neuronale Netze in ENIMAS hinterlegt werden (vgl. Kapitel 9). Die Auswertung
erfolgt dann durch Starten des Klassifizierungsprozesses (x). Zur Inspektion der Bilder und
zur Datenübertragung kann der Viewer Tab genutzt werden. Nach Öffnen des Tabs, kann
der Ordner gewählt werden, in den die Bilder gespeichert wurden ((I) in Abbildung 5.4b).
Anschließend wird eine Vorschau aller im Ordner vorhandenen Bilder angezeigt (II). Wurde
das Stacking im Imaging Tab aktiviert und wurden die Bilder bereits verarbeitet, wird wie
dargestellt das verarbeitete Bild als Vorschau angezeigt. Ist dies nicht der Fall oder wurde nur
eine FE aufgenommen, zeigt ENIMAS das Bild mit der niedrigsten FE bzw. das Einzelbild.
Durch Anklicken eines Bilds unter (II) wird die Detailansicht (III) geladen, welches durch
erneutes Anklicken im Vollbild dargestellt wird. In dieser Ansicht kann es auch vergrößert
werden, um Details genauer zu betrachten. Unter (IV) sind die einzelnen FE dargestellt,
welche wiederum durch Anklicken im Detailfenster (III) angezeigt werden können. Wurden
die Bilder auf dem Entomoscope gespeichert und wird ein Wechseldatenträger eingesteckt,
können die Bilder durch Klicken auf die Schaltfläche zur Übertragung der Daten (V) auf
diesen übertragen werden. Zuletzt können durch Klicken auf die Schaltfläche (VI) die auf
dem Gerät gespeicherten Bilder gelöscht werden.

Bildgebung: Aufgrund des relativ geringen Hubs der Lineareinheit von 45 mm, muss im
Vorfeld festgelegt werden, für welche Größenklasse das Standalone Entomoscope verwendet
werden soll. Dementsprechend ist die Länge der Aluminiumprofile zu wählen, um mit der
Länge des Objektivs und dem notwendigen Objektabstand kompatibel zu sein. Optimal zum
Focus Stacking geeignet sind telezentrische Objektive, da sich die Größe des Objekts im Bild
nicht mit dem Abstand ändert. Um alle in Kapitel 2.2 definierten Größenklassen abzudecken,
bieten sich drei verschiedene Vergrößerungen an: 1x, 0.5x und 0.3x. Zusätzlich zu den drei
Varianten mit fester Höhe (vgl. Abbildung 5.5), die für die folgenden Objektive entwickelt
sind (alle von Lensation GmbH, Karlsruhe, Deutschland):

• Lensagon TC5M-10-65: 1x Vergrößerung, Objektabstand 65 mm

• Lensagon TC10M-05-65: 0.5x Vergrößerung, Objektabstand 65 mm

• Lensagon TC5M-03-110: 0.3x Vergrößerung, Objektabstand 110 mm
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kann auch ein Standalone Entomoscope mit flexibler Höhe aufgebaut werden. Die Alumi-
niumprofile werden bei dieser Version durch den oberen Hauptrahmen und die Abdeckung
geführt. Durch die Verschraubung mit T-Nut Muttern kann der gesamte obere Hauptrahmen
nach oben und unten verschoben werden. Dies bietet die Möglichkeit verschiedene Objek-
tive auf einem Gerät zu verwenden, erfordert jedoch eine genaue Ausrichtung des oberen
Hauptrahmens für den Wechsel der Objektive.

Abbildung 5.5: Drei verschiedene Versionen des Standalone Entomoscopes für Insekten unterschiedlicher
Größenkategorien, < 6 mm (links), 6 mm - 12 mm (rechts) und 12 mm - 25 mm (mitte).
Die Versionen unterscheiden sich in der Höhe der verwendeten Aluminiumprofile, um die
unterschiedliche Länge der Objektive, sowie unterschiedlicheObjektabstände zu kompensieren.
Zur Versteifung besitzt das Standalone Entomoscope für große Insekten (mitte) Winkel, die die
Aluminiumprofile abstützen.

5.3.2 Plug-In Entomoscope: Teilautomatisiertes
Bildgebungssystem mit externem Steuerelement

Das Plug-In Entomoscope verzichtet im Vergleich zum Standalone Entomoscope auf ein
internes Steuerelement und einen eigenen Monitor. Dies ermöglicht einen vereinfachten und
kostengünstigeren Aufbau. Zum Betrieb wird jedoch ein Laptop oder PC benötigt.
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Abbildung 5.6: Plug-In Entomoscope (links), mit (1) Basis, (2) Beleuchtung, (3) 12-MP-Kamera mit (4) te-
lezentrischem Objektiv und (5) Lineareinheit, sowie 3D-Ansicht der Focus Stacking Einheit
(rechts), mit (I) Schrittmotor, (II) Kupplungsadapter, (III) Linearschiene, (IV) Kameraein-
heit mit Raspberry Pi HQ-Kamera und USB-Adapterboard, (V) telezentrischem Objektiv und
(VI) Lagerung für Gewindetrieb. Modifiziert nach [91].

Mechanischer Aufbau: Die Plug-In-Version des Entomoscopes behält im Wesentlichen den
gleichen mechanischen Aufbau wie die Standalone-Version bei, jedoch mit einigen Verände-
rungen. Zum einen entfällt der obere Hauptrahmen vollständig, da keinMonitor benötigt wird.
Der Schrittmotor (NEMA 17-01 von Joy-It, SIMAC Electronics GmbH, Neukirchen-Vluyn,
Deutschland) wird infolgedessen in die Basis integriert. Dadurch wird der Sockel minimal
größer und misst 200 mm x 205 mm x 95 mm. Die Beleuchtung ist in beiden Versionen
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identisch. Aufgrund der größeren Basis im Vergleich zum Standalone Entomoscope, steht
die Beleuchtungseinheit nicht mehr über. Durch Verlagerung des Schrittmotors in die Basis
ist eine längere Linearführung notwendig. Diese konstruktive Änderung bietet jedoch den
Vorteil, dass das Plug-In Entomoscope mit einer Vielzahl von Objektiven kompatibel ist, da
der Abstand zwischen Kamera und Basis automatisch im Bereich von 25 mm bis 365 mm
eingestellt werden kann. Die Lineareinheit ist mit drei 20 mm x 20mm x 410mmAluminium-
Strebenprofilen (Bosch Rexroth AG, Lohr amMain, Deutschland) an der Basis befestigt. Eine
detaillierte dreidimensionale Darstellung der Focus Stacking Einheit des Plug-In Entomos-
copes ist in Abbildung 5.6 (rechts) zu sehen. Die Lineareinheit ist aus Einzelkomponenten
aufgebaut. Zur Führung des Schlittens findet eine hartanodisierte Aluminiumschiene (drylin
W Doppelschiene WSQ, Igus GmbH, Köln, Deutschland) Verwendung. Der gleitgelagerte
Schlitten (drylin W Komplettschlitten WWQ, Igus GmbH, Köln, Deutschland) trägt die Ka-
meraeinheit. Zur Transformation der rotierenden Bewegung des Schrittmotors in eine lineare
Bewegung, wird eine Edelstahl Steilgewindespindel (Ds 8 mm x 10mm, dryspin, Igus GmbH,
Köln, Deutschland) mit passender Flanschgewindemutter (dryspin JFRM, Igus GmbH, Köln,
Deutschland) verwendet. Die Steilgewindespindel ist durch eine Aluminiumkupplung mit
dem Schrittmotor verbunden und oben mit einem gedichteten Kugellager (608 2RS) gelagert.
Das axiale Spiel kann durch Einbringen von Einstellscheiben in den Deckel der Lagerung
eingestellt werden und sollte minimal sein. Das Plug-In Entomoscope kann nicht manuell
fokussiert werden. Auf diese Funktion wurde aus mehreren Gründen bewusst verzichtet.
Aufgrund der hohen Steigung der Gewindespindel (pP = 10 mm/U ), wäre bei direktem
Fokussieren eine sehr geringe Verdrehung notwendig, um kleine linear Wege zu verfahren,
dies würde zudem ein großes Drehmoment erfordern. Eine Gewindespindel, mit geringerer
Steigung, würde jedoch hohe Drehzahlen des Schrittmotors erfordern, um ein schnelles Re-
ferenzieren und Verfahren der Achse zu gewährleisten. Der Schrittmotor besitzt den gleichen
Schrittwinkel wie im Standalone Entomoscope, zudem wird der gleiche Schrittmotortreiber
mit gleicher Mikroschrittauflösung von 16 Mikroschritten pro Vollschritt gewählt. Der mi-
nimale Verfahrweg des Linearschlittens für das Plug-In Entomoscope ergibt sich somit zu
dP = 3,13 µm pro Mikroschritt.

Elektronischer Aufbau:Das Plug-In Entomoscope verzichtet auf eine interne Steuereinheit.
Der schematische Aufbau der elektronischen Komponenten ist in Abbildung 5.7 dargestellt.
Als Steuerelement dient ein via USB angeschlossener PC oder Laptop. Zur Verwendung
der für den Raspberry Pi entwickelten Kamera (Raspberry Pi HQ-Camera) wird eine USB-
Adapter Platine benötigt (USB3.0 Camera Shield Plus, Arducam, Nanjing, China). Diese
wird mit einem im Plug-In Entomoscope verbauten USB-Hub (USB Hub 3.0 mini 4-Port,
StarTech Ltd., Hoofddorp, Niederlande) verbunden. Die Steuerung des Schrittmotors erfolgt
über einen ebenfalls am USB-Hub angeschlossenen Arduino Uno mit CNC-Platine (Joy-It,
SIMAC Electronics GmbH, Neukirchen-Vluyn, Deutschland). Die eigentlich für drei Achsen
entwickelte Platine wird verwendet, da sie direkt auf den Arduino Uno gesteckt werden kann.
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Endstopschalter

Schrittmotor

Kamera

Kamera
USB-Adapter

Kameraeinheit

Beleuchtungseinheit

LEDs

12 V Strom-
versorgung

Arduino Uno

CNC - Schrittmotor
Adapterboard

Lüfter

USB-Hub

USB-Buchse

LED-DimmerHauptschalter

Daten
Strom

Basis

Abbildung 5.7: SchematischerAufbau aller elektronischerKomponenten des Plug-InEntomoscopes. Zur Steue-
rung des Schrittmotors ist in der Basis ein Arduino Uno mit Motortreiber vorgesehen. Der
Arduino sowie die Kamera mit USB-Adapter sind mit einem USB-Hub verbunden. Dieser
USB-Hub wird mit einem externen PC oder Laptop verbunden. Zur Beleuchtung der Objek-
te wird eine Beleuchtungseinheit mit LEDs verwendet, deren Helligkeit über einen Dimmer
reguliert werden kann. Datenkabel sind als durchgezogene Linien visualisiert, Kabel zur Ener-
gieversorgung sind gepunktet dargestellt. Modifiziert nach [91].

So entfällt die Notwendigkeit, ein Mainboard zu löten. Der Schrittmotor (Nema 17-1, SI-
MACElectronics GmbH,Neukirchen-Vluyn, Deutschland) kann einfachmit der CNC-Platine
verbunden und der Schrittmotortreiber (SilentStepStick TMC2209 V2, Watterott electronic
GmbH, Leinefelde-Worbis, Deutschland) aufgesteckt werden. Die Steckplätze für die übrigen
Achsen bleiben offen. Zur Regulierung der Helligkeit der LEDs verfügt das Plug-In Ento-
moscope über einen analogen Dimmer. Dieser ist optional und kann, wenn er nicht benötigt
wird weggelassen werden. Die LEDs leuchten dann durchgehend mit voller Helligkeit. Der
Aufbau kann entweder auf einer zweilagig gefrästen Platine oder einer Lochrasterplatine
vorgenommen werden.
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5 Konzept zur teilautomatisierten Bildgebung: Entomoscope

Software: Die Software für das Plug-In Entomoscope muss auf dem zum Betrieb ange-
schlossenen PC oder Laptop installiert werden. Sie ist in Python 3.10 geschrieben und für die
Microsoft Betriebssysteme Windows 10 und Windows 11 optimiert. Die Installation erfolgt
über ein Batch-Skript, welches die Installation von Python, sowie der notwendigen Pakte
und den Download des Codes von GitLab automatisiert. Nach erfolgreicher Installation kann
ENIMAS (vgl. Abbildung 5.8a) über ein Desktop Icon per Doppelklick gestartet werden.

1 2

i

ii

iii

iii
iv

v

vi

viiviii

(a) Hauptfenster der Windows Version der Entomoscope Imaging Software (ENIMAS). Durch Klicken der Schaltflächen (1) und (2)
können die Fenster zur Einstellung der Objektive (b), respektive Kamera Parameter (c) geöffnet werden. Funktionen weiterer Schalt-
flächen sind: (i) Referenzieren der Achse für das Focus Stacking, (ii) Autofokus, (iii) Fokussieren, (iv) Aufnahme eines Einzelbilds,
(v) Aufnahme eines Stacks, (vi) Focus Stacking Parameter. Unter (vii) wird durchgehend ein Livebild der Kamera angezeigt, Bilder
können über den Explorer (viii) geöffnet werden.

(b) Einstellungen zur Definition der Parameter der verwende-
ten Objektive. Um eine Kollision mit der Petrischale zu
verhindern, muss das verwendete Objektiv mit Länge und
Objektabstand hinterlegt werden.

(c) Einstellungen zur Definition der Bildgebungsparameter. In
dem Fenster kann zudem ein automatischer Weißabgleich
vorgenommen werden sowie automatisch eine geeignete
Belichtungszeit ermittelt werden.

Abbildung 5.8: Screenshots aus der Entomoscope Imaging Software (ENIMAS) für das Plug-In Entomoscope:
(a) Hauptfenster, (b) Objektiveinstellungen und (c) Bildgebungseinstellungen.
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5.3 Aufbau der Entomoscope Versionen

Da das Plug-In Entomoscope keine manuelle Fokussierung zulässt, muss der Schrittmotor
nach dem Programmstart von ENIMAS nicht explizit aktiviert werden. Trotzdem ist eine
Referenzierung der Achse notwendig. Dies findet am höchsten Punkt statt. Das Referenzieren
kann nach Programmstart durch Klicken auf die Schaltfläche (i) (Abbildung 5.8a) gestartet
werden. Erst danach sind die Schaltflächen für den Autofokus (ii) sowie zum manuelle
Verfahren der Achse zum Fokussieren (iii) freigegeben. Nach Fokussierung kann dann ein
Einzelbild (iv) oder ein Stack (v) aufgenommenwerden.Die Parameter zurAufnahmemehrere
FE (vi) können vorher wie beim Standalone Entomoscope eingestellt werden. Zusätzlich
kann die Geschwindigkeit, mit der die Kamera zwischen den Aufnahmen verfahren wird,
reguliert werden. Dies hat sich als notwendig herausgestellt, da zu schnelle Bewegungen der
Kamera zu Bewegungen des abzubildenden Objekts führen können. Für kleine und leichte
Insekten ist daher die Geschwindigkeit niedriger zu wählen als für große. Während ENIMAS
läuft, wird permanent das Livebild der Kamera bei voller Auflösung angezeigt (vii). Dies
erlaubt ein genaues Einstellen der Bildgebungsparameter und ein einfaches Platzieren des
Objekts unter dem Objektiv. Auf einen Viewer wird in der Windows Version von ENIMAS
bewusst verzichtet. Die Betrachtung der Bilder erfolgt über den Standardbildbetrachter, der
unter Windows hinterlegt ist. Die Dateien der aufgenommenen Bilder werden in ENIMAS
angezeigt (viii) und können direkt geöffnet werden.

Da das Plug-In Entomoscope nicht für ein spezielles Objektiv ausgelegt ist und verschiedene
Objektive verschiedener Länge und mit unterschiedlichem Objektabstand verwendet werden
können, müssen diese Eigenschaften in der Software hinterlegt werden (vgl. Abbildung 5.8c).
Dies verhindert, dass das Objektiv beim Verfahren der Achse unten aufschlägt und verkürzt
zudem die für den Autofokus notwendige Zeit, da bei bekanntem Objektabstand der Bereich
bekannt ist, in dem das Objekt scharf abgebildet wird. Zur Eingabe dieser Parameter können
in ENIMAS über die Schaltfläche (1) neue Objektive gespeichert oder bereits hinterlegte Ob-
jektive ausgewählt werden. Die Einstellungen Schaltfläche (2) öffnet ein weiteres Fenster (vgl.
Abbildung 5.8), in dem die Bildgebungsparameter (Belichtungszeit, Gain und Weißabgleich)
eingestellt werden können.

Bildgebung: Die Bildgebung unterscheidet sich nicht vom Standalone Entomoscope (vgl.
Kapitel 5.3.1). Dieses Entwicklungsziel ist Voraussetzung für die Entwicklung der beiden
Versionen. So wird gewährleistet, dass Bilder, welche mit verschiedenen Systemen aufge-
nommen werden, austauschbar sind. Zur Bildverarbeitung in Python zur Generierung des
gestackten Bilds findet in der Windows Version von ENIMAS der gleiche Algorithmus Ver-
wendung. Zusätzlich besteht die Möglichkeit, das Stacking mit der kommerziell verfügbaren
Software Helicon Focus (HeliconSoft, Kharkiv, Ukraine, [73]) durchzuführen. Hierfür ist
eine Lizenz notwendig.
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5 Konzept zur teilautomatisierten Bildgebung: Entomoscope

5.4 Evaluierung des Standalone und Plug-In
Entomoscopes

Die Evaluation der Systeme erfolgt anhand der zu Beginn von Kapitel 5 zusammengefassten
und in Anhang A.2 detaillierten Anforderungen. Beide Entomoscope Versionen sind leicht
reproduzierbar. Alle Gehäuseteile können 3D-gedruckt werden. Nahezu alle weiteren Teile
können kommerziell erworben werden. Für das Standalone Entomoscope ist der Aufbau eines
Mainboards notwendig, was grundlegende Kenntnisse über das Verlöten von Bauteilen auf
Platinen erfordert. Für den Aufbau des Plug-In Entomoscopes, ist dies nicht notwendig. Soll
jedoch der Dimmer integriert werden, wird auch hier der Aufbau einer Platine notwendig.
Grundsätzlich verfügt das Plug-In Entomoscope über weniger Teile und ist daher schneller
aufzubauen. Beide Systeme erfüllen die Anforderung an die Größe des Systems und unter-
schreiten diese. Das Plug-In Entomoscope ist insgesamt 205 mm x 200 mm x 550 mm groß.
Die Größe des Standalone Entomoscopes ist abhängig vom verwendeten Objektiv. Die größte
Version misst 210 mm x 242 mm x 550 mm.

Durch Verwendung von Objektiven mit unterschiedlichen Vergrößerungen können alle de-
finierten Größenklassen mit beiden Systemen abgebildet werden. Da beide Systeme über
eine Focus Stacking-Einheit verfügen, kann auch unabhängig vom gewählten Objektiv eine
ausreichende Schärfentiefe sichergestellt werden. Die implementierte Ringbeleuchtung sorgt
dabei für eine ideale Beleuchtung. Die gewählte Kamera mit IMX477 (Sony Corporation,
Tokio, Japan) liefert eine Auflösung von 12,3 MP und erfüllt somit die gesetzte Anforderung.
Die Kosten beider Systeme unterschreiten die Anforderung von 1500 =C. Das Standalone En-
tomoscope kann für ca. 1100 =C aufgebaut werden, das Plug-In Entomoscope für ca. 750 =C.
Diese Kosten beinhalten keine Objektive. Die Anpassbarkeit der Systeme ist gewährleistet, da
alle 3D-gedruckten Komponenten individuell angepasst werden können. Zudem sind wichtige
Komponenten wie die Kamera oder Beleuchtung so montiert, dass sie einfach gegen andere
Konzepte ausgetauscht werden können. Für beide Systeme bietet ENIMAS eine geeignete
Software, um Bilder intuitiv aufzunehmen. Die Publikation der Systeme erfolgt in einem
Open Science Journal [91]. Zusätzlich gibt es für beide Systeme ein Repository, in welchem
alle Daten zum Download bereitstehen. Ein im Repository angelegtes Wiki beschreibt den
Aufbau der Systeme:

• Standalone Entomoscope: https://osf.io/h5qmv

• Plug-in Entomoscope: https://osf.io/3vmrg/

Der Entwurf und die Bewertung der Entomoscope Versionen erfolgten in enger Zusam-
menarbeit mit mehreren erfahrenen Entomologinnen und Entomologen. Die Rückmeldungen
wurden und werden auch in Zukunft in das Design der Entomoscope einfließen. Im Rah-
men des Forschungsprojekts wurden bislang insgesamt vier Standalone Entomoscope und
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5.5 Diskussion und Ausblick

15 Plug-In Entomoscope an verschieden internationale Forschungseinrichtungen in Europa
und Australien versendet (vgl. Tabelle 5.2). Die Rückmeldungen der Forschenden aus den
verschiedenen Institutionen tragen dazu bei, dass die Hardware-Komponenten ständig weiter-
entwickelt werden. Darüber hinaus wird die Funktionalität von ENIMAS auf der Grundlage
von Feedback kontinuierlich weiter verbessert und erweitert.

5.5 Diskussion und Ausblick

Die beiden entwickelten Entomoscope Versionen, das Standalone Entomoscope und das
Plug-In Entomoscope, eignen sich beide zur Bildgebung von Insekten in Ethanol. Beide
verwenden die gleiche Kamera und das gleiche Beleuchtungskonzept und erzeugen somit
standardisierte Bilder. Diese können zur automatisierten Auswertung herangezogen werden
und bieten Potenzial zur Klassifizierung und Biomassenbestimmung (vgl. Teil IV). Aufgrund
der unterschiedlichen Herangehensweise bieten beide Systeme Vor- und Nachteile. Das Stan-
dalone Entomoscope ist kompakt und kann ohne zusätzliche Hardware (ausgenommen der
Stromversorgung) betrieben werden. Es ist somit für enge Arbeitsplätze oder für die mobile
Anwendung ideal oder wenn kein PC oder Laptop zur Verfügung steht. Die Verwendung
der integrierten Hardware bringt aber auch Herausforderungen mit sich. Auch wenn die Re-
chenleistung der Raspberry Pi Modelle in den vergangenen Jahren stark zugenommen hat,
ist dies nicht vergleichbar mit modernen PCs oder Laptops. Zudem ist der Arbeitsspeicher
beschränkt und kann nicht erweitert werden. Dies führt dazu, dass die Aufnahme und das
Stacking der Bilder deutlich langsamer abläuft als auf externer Hardware. Das Aufnehmen
eines einzelnen Bilds mit dem Standalone Entomoscope dauert circa eine Sekunde. Diese Zeit
ist für Anwender:innen akzeptabel, sollen jedoch mehrere FE aufgenommen werden, kann
sich die Zeit die zur Bildgebung eines Insekts benötigt wird schnell vervielfachen. Zusätzlich
kommt zur reinen Aufnahmezeit auch die Zeit hinzu, die benötigt wird, um die Kamera zu
verfahren. Diese fällt im Vergleich zur Aufnahmezeit jedoch wenig ins Gewicht. Erfahrungs-
werte zeigen, dass fünf FE, insbesondere bei Insekten der kleineren Größenklassen und unter
Verwendung der vorgeschlagenen telezentrischen Objektive (vgl. Kapitel 5.3.1), ausreichend
sind. Sollen zudem noch mehrere Perspektiven eines Insekts aufgenommen werden, kann die
Zeit, die durch die Bildgebung in Anspruch genommen wird, als frustrierend empfunden wer-
den. Durch die Verwendung eines externen Steuerelements in Form eines modernen Laptops
oder PCs kann die Zeit, die zur Aufnahme notwendig ist, um den Faktor zehn reduziert wer-
den. Die Aufnahme von fünf FE beim Plug-In Entomoscope erfolgt demnach in unter einer
Sekunde. Der Nachteil hierbei ist, dass das System immer ein zusätzliches externes Gerät
benötigt. Das Verarbeiten der aufgenommenen FE zu einem in allen Bereichen scharfen Bild
kann auf beiden Geräten in ENIMAS durchgeführt werden. Die in Python implementierte
Verarbeitung kommt jedoch schnell an ihre Grenzen und erzeugt Artefakte im Bild. Beim
Standalone Entomoscope ist zudem die Anzahl an verarbeitbaren Bildern pro Stack aufgrund
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5 Konzept zur teilautomatisierten Bildgebung: Entomoscope

Tabelle 5.2: Kooperationspartner zur Evaluation der Entomoscope Modelle inklusive Kurzbeschreibung der
Projekte für die das Entomoscope eingesetzt wird.

Kooperationspartner Modell Kurzbeschreibung Projekt

Museum für Naturkunde
Berlin, Deutschland

Standalone,
Plug-In

Bildgebung von nass konservierten Insekten aus
Malaise Fallen und Schalenfallen-Massenproben
zur Biomassenbestimmung und Klassifizierung.

Museum für Naturkunde
Stuttgart, Deutschland

Plug-In Bildgebung von nass konservierten Hymenopteren
zur Klassifizierung.

Zoologische
Staatssammlung
München, Deutschland

Standalone,
Plug-In

Bildgebung von nass konservierten Hymenopteren
zur Klassifizierung.

Sapienza University of
Rome, Italien

Plug-In Bildgebung von nass konservierten Tachinidae
Fliegen zur Biomassenbestimmung und Klassifi-
zierung, sowie Bildgebung von (trocken und nass
konservierten) Käfern der Gattung Agrilus zur
Klassifizierung.

Australian National
University, Australien

Plug-In Bildgebung von nass konservierten im Boden le-
benden wirbellosen Tieren zur Biomassenbestim-
mung und Klassifizierung.

University of Lisbon,
Portugal

Plug-In Bildgebung von nass konservierten Hymenopteren
zur Klassifizierung.

Uppsala University
Ecological Research
Station - Station Linné,
Schweden

Plug-In Bildgebung von nass konservierten Insekten zur
Evaluierung von Malaise Fallen Proben.

Swedish University of
Agricultural Sciences,
Schweden

Plug-In Bildgebung von nass konservierten Insekten zur
Evaluierung von Malaise Fallen Proben.

The Natural History
Museum, Vereinigtes
Königreich

Plug-In Bildgebung von nass konservierten Hymenopteren
zur Klassifizierung und weiteren Insekten zur Eva-
luierung von Malaise Fallen Proben.

Laboratory of Insect
Symbiosis, Tschechien

Plug-In Bildgebung von nass konservierten Insekten zur
Evaluierung von Malaise Fallen Proben.
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des geringen Arbeitsspeichers von 8 GB auf fünf Bilder beschränkt. Die Lösung in Python
bietet eine gute Lösung für Anwender:innen, die keinen Zugang zu externer Hardware und
zusätzliche finanzielle Mittel für kommerzielle Alternativen haben. Die Weiterentwicklung
der Algorithmen zum Stacking in Python ist aufgrund des Open Source Ansatzes jeder-
zeit möglich. Kommerzielle Lösungen bieten aber bereits sehr gute Algorithmen, mit dem
Nachteil, dass häufig jährliche Abonnements notwendig sind. Die Verwendung von Helicon
Focus (HeliconSoft, Kharkiv, Ukraine, [73]) bietet sich zur Verarbeitung im Anschluss an
die Bildgebung an. Für das Standalone Entomoscope müssen die Bilder dazu auf einen se-
paraten Computer mit geeigneter Hardware übertragen werden. Die Windows Version von
ENIMAS bietet direkt dieMöglichkeitHelicon Focus als Standard Bildverarbeitungssoftware
zum Stacking der Bilder zu nutzen.

Beide vorgestellten Systeme erfüllen die Anforderung an die Kosten und unterschreiten diese.
Werden jedoch die zum Betrieb notwendigen Objektive mit in die Kalkulation aufgenommen,
zeigt sich, dass diese eine große zusätzliche finanzielle Belastung darstellen. Die Auswahl
der Objektive von Lensation (Lensation GmbH, Karlsruhe, Deutschland) wurde aufgrund
der Verfügbarkeit und der sehr guten Bildgebungsparameter getroffen. Deutlich günstigere
Objektive:

• LCM-TELECENTRIC-1X-WD65-1.5-NI

• LCM-TELECENTRIC-0.5X-WD65-1.5-NI

• LCM-TELECENTRIC-0.3X-WD65-1.5-NI2

des niederländischen Vertriebs GetCameras (GeT Components Group B.V., Eindhoven, Nie-
derlande) mit vergleichbaren Bildgebungsparametern resultieren jedoch ebenfalls in sehr
guten Bildern.

Weiterhin bietet die Verwendung von günstigeren Linearführungen weiteres Potenzial zur
Kostenreduktion beider Systemen. Für beide Systeme wurde bei der Auswahl der Linear-
führungen auf Angebote von Markenherstellern (Standalone: Owis, Plug-In: Igus) zurückge-
griffen. Dies gewährleistet eine hohe Qualität und stellt die langfristige Verfügbarkeit sicher.
Für Anwender:innen, die ein System einmalig aufbauen wollen, wäre die Verwendung deut-
lich günstigerer Komponenten von Drittanbietern denkbar. Dies setzt jedoch ausreichendes
technisches Verständnis und die Anpassung 3D-gedruckter Komponenten voraus.

Beide Versionen des Entomoscopes bieten die Möglichkeit, standardisierte Bilder von in
Ethanol konservierten Insekten aufzunehmen, sind jedoch nicht darauf beschränkt. DasOpen
Source Projekt bietet das Potenzial, an zukünftige Anforderungen angepasst und kontinu-
ierlich durch Feedback oder eigene Implementierungen weiterentwickelt und verbessert zu
werden. So ist auch die Übertragung auf andere Anwendungsfälle wie zur Bildgebung tro-
cken konservierter Insekten oder anderer Invertebraten wie zum Beispiel Plankton denkbar.
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5 Konzept zur teilautomatisierten Bildgebung: Entomoscope

Der kosteneffiziente Aufbau, die Zugänglichkeit und das Wegfallen von Lizenzgebühren für
Software erlauben innovative und hochmoderne Forschung auch an Institutionen mit einge-
schränkten finanziellen Mitteln. Die erzeugten Bilddaten bieten großes Potenzial zur Klassi-
fizierung der Insekten und erlauben einen Austausch zwischen Forschenden, ohne erneut auf
die physischen Proben zurückgreifen zu müssen. Zudem ist die Anwendung des Entomos-
copes nicht auf Forschungseinrichtungen beschränkt, sondern bietet auch die Möglichkeit,
durch die kostengünstige Verfügbarkeit beispielsweise zur Bildung eingesetzt zu werden und
das Interesse an der Entomologie zu fördern.

Zur Erforschung der Biodiversität bietet ein teilautomatisiertes System gegenüber einem voll-
ständig automatisierten System den Vorteil, dass durch eine Reduktion der Anforderungen
auch eine Reduktion der Kompliziertheit erzielt werden kann. Angesichts des Ziels, alle
Systeme so einfach und verständlich wie möglich zu gestalten, auch für technische Laien,
hat die Verfügbarkeit eines teilautomatisierten Systems einige Vorteile. Es bietet die Mög-
lichkeit, den Aufbau eines solchen Systems über einem vollautomatisierten zu priorisieren,
selbst wenn die manuelle Bedienung mehr Zeit in Anspruch nimmt. Denn dafür kann von
einem einfacheren und vor allem kostengünstigeren System profitiert werden. Weiterhin kann
es auch die Einstiegshürde zur Verwendung selbst aufgebauter Hardware reduzieren, wenn
mit einem einfacheren System, wie dem Entomoscope im Vergleich zu vollautomatisierten
Systemen begonnen wird. Insgesamt bietet das Entomoscope eine vielseitige Plattform für
die Erforschung der Biodiversität und birgt das Potenzial einen entscheidenden Beitrag zur
Beschleunigung dieser Prozesse beizutragen.
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6 Konzept zur teilautomatisierten,
multiperspektivischen
Bildgebung:
DiversityScanner-360°

Teile dieses Kapitels basieren auf:
• L. Wührl, K. Rotmann, R. Meier, E. Hartop, N. Klug, und C. Pylatiuk,
„DiversityScanner-360°: An Automated System for Digitizing Invertebrate Bulk
Samples,” in 2023 3rd International Conference on Robotics, Automation and
Artificial Intelligence (RAAI), S. 226–230, 14.-16. Dez. Singapur, 2023. doi:
10.1109/RAAI59955.2023.10601274.

Die Digitalisierung naturhistorischer Sammlungen gewinnt immer mehr an Bedeutung. Auch
bei entomologischen Sammlungen spielt die Digitalisierung eine immer wichtigere Rolle.
Ein wesentlicher Aspekt dabei ist, dass möglichst alle wichtigen morphologischen Strukturen
abgebildet werden. Die bereits vorgestellten Systeme zur teilautomatisierten Bildgebung (vgl.
Teil II) ermöglichen zwar das Anfertigen von Bildern aus mehreren Perspektiven, durch
das manuelle Platzieren kann dies allerdings zeitaufwendig sein. Zudem lassen sich die
Insekten in Ethanol nicht immer in allen beliebigen Positionen platzieren. Vor den gleichen
Herausforderungen stehen auch die in Kapitel 5.1 vorgestellten Systeme nach dem Stand
der Technik zur manuellen Bildgebung. Der DiversityScanner (vgl. Kapitel 7) überwindet
zwar den notwendigen Aufwand, die Insekten einzeln zu platzieren, nimmt diese aber in
einer zufälligen Position auf. Im Folgenden werden deshalb die Anforderungen an ein System
zur multiperspektivischen Bildgebung von Insekten in Ethanol dargelegt. Anschließend wird
der aktuelle Stand der Technik betrachtet und ein neues System, der DiversityScanner-360°,
vorgestellt.

In Tabelle 6.1 sind die wichtigsten Anforderungen an ein System zur multiperspektivischen
Bildgebung zusammengefasst. Die vollständigen Anforderungen können Anhang A.3 ent-
nommen werden.
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Tabelle 6.1: Übersicht über die wichtigsten Anforderungen an ein automatisiertes System zur multiperspek-
tivischen Bildgebung von Insekten in Ethanol. Detaillierte Anforderungen sind Anhang A.3 zu
entnehmen.

Parameter Anforderung
Reproduzierbarkeit Das System soll ohne besondere (technische) Vorkenntnisse auf-

gebaut werden können.
Größe des Systems Das Gesamtsystem soll eine Gesamtgröße von 500 mm x

500 mm x 500 mm (b x t x h) nicht überschreiten, um auf
einem Labortisch platziert werden zu können.

Probengröße Es sollen Insekten der ersten Größenkategorie (< 3 mm, vgl.
Kapitel 2.2) gehandhabt und abgebildet werden können.

Unversehrtheit der Proben Das System muss so gestaltet werden, dass die Proben durch das
System und insbesondere die Handhabung nicht beschädigt wer-
den. Zudem muss sichergestellt werden, dass die Probe durch-
gängig im Ethanol verbleibt, um ein Austrocknen zu verhindern.

Schärfentiefe Die Schärfentiefe des Bildgebungssystems muss ausreichen, um
Insekten < 3 mm vollständig und in allen Bereichen scharf ab-
bilden zu können.

Auflösung Die Auflösung des Systems soll möglichst hoch sein, mindestens
aber 12 MP (4K) betragen, um feine Strukturen sicher abbilden
zu können.

Beleuchtung Das Bildgebungssystem muss über eine geeignete Beleuchtung
verfügen, um Insekten in Ethanol abbilden zu können. Dabei er-
zeugt die Beleuchtung idealerweise keine Reflexionen, ist dem-
nach möglichst diffus. Zusätzlich dürfen helle Strukturen nicht
zu stark beleuchtet und dunkle nicht zu wenig beleuchtet werden.

Kosten Die Kosten für das System sollen minimal sein und 2000 =C nicht
übersteigen.

Perspektiven Das System soll eine frei wählbare Anzahl an Perspektiven auf-
nehmen und vollständige 360° um die Probe rotieren können.
Dabei ist zu beachten, dass die relative Beziehung der Perspek-
tiven zueinander bekannt ist.

Kompatibilität Das System soll kompatibel mit dem DiversityScanner sein, d.h.
die Zuführung neuer Proben soll mit dem DiversityScanner (vgl.
Kapitel 7) erfolgen können.

Open Source Alle Komponenten des Systems sollen Open Source sein, das
beinhaltet sowohl die Hardware als auch die Software.
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6.1 Stand der Technik zur multiperspektivischen
Bildgebung von Insekten

ZurmultiperspektivischenBildgebung trocken konservierter undmitNadeln fixierter Insekten
existieren bereits Systeme, welche genau für diesen Zweck entwickelt wurden. Dazu werden
die Insekten einzeln vor einer Kamera auf einem Dreiachs-Gimbal platziert und können so
aus beliebigen Perspektiven aufgenommen werden [120–122]. Die verfügbare Literatur zur
multiperspektivischen Bildgebung von in Ethanol konservierten Insekten ist sehr beschränkt.
Das von Raitoharju et al. (2018) [109] entwickelte und von Ärje et al. (2020) [110] weiterent-
wickelte System nimmt Bilder aus zwei Perspektiven auf. Dies wird durch die Verwendung
von zwei im 90°-Winkel angeordneten Kameras realisiert. Zudem können Aufnahmen aus
weiteren Perspektiven hinzukommen, da die Insekten beimAbsinken in einer Küvette fotogra-
fiert werden und eine Veränderung der Lage nicht unwahrscheinlich ist. Dabei handelt es sich
aber um einen zufälligen Prozess. Zudem kann nicht definiert werden, aus welchem Winkel
die Bilder aufgenommen werden. Ein anderes System von Sarpola et al. (2008) [123] nutzt
Spiegel, um mit einer Kamera mehrere Perspektiven von Steinfliegenlarven aufzunehmen.
Die Kamera wird von oben auf einen, im Querschnitt rechteckigen Kanal gerichtet, der zwei
Sammelbehälter miteinander verbindet. Über diesemKanal befinden sich vier Spiegel, sodass
auf dem Bild zwei Ansichten, um 90° verdreht voneinander, sichtbar sind. Zusätzlich kann
ein in den Kanal integrierter Wasserstrahl dazu genutzt werden, die Steinfliegenlarven aus-
zurichten. Zur Bildgebung wird ein Mikroskop mit Kamera verwendet. Zur Steuerung wird
eine GUI verwendet, in der die Bildaufnahme gestartet wird und die Positionsänderung der
Steinfliegenlarven manuell erfolgen kann [123]. Der zur multiperspektivischen Bildgebung
von Zebrafischlarven entwickelte VAST BioImager bietet Ansätze, die gegebenenfalls auf
den Anwendungsfall übertragbar sind. Hierbei werden die Zebrafischlarven in einem 3,5 cm
langen Glasröhrchen mit einem Innendurchmesser von ca. 600 µm - 700 µm in einer Bildge-
bungskammer positioniert. Die Bildgebungskammer ist mit Wasser gefüllt, um die Brechung
an der Oberfläche des Glasröhrchens zu reduzieren. Die Bildaufnahme kann dann entweder
mit der im System integrierten Kamera über eine Spiegeloptik von der Seite oder mit einem
Mikroskop von oben erfolgen. Um die Zebrafischlarven zu rotieren, werden zwei Schrittmo-
toren mit Hohlwelle verwendet, durch die das Glasröhrchen geführt wird. Durch ein Drehen
der Motoren kann das Röhrchen rotiert werden. Dadurch werden die darin befindlichen Ze-
brafischlarven ebenfalls rotiert und können aus einer beliebigen und definierten Anzahl an
Positionen abgebildet werden, solange sie sich im Glasröhrchen nicht bewegen [124].
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6.2 Konzept und Methoden

Die in Tabelle 6.1 zusammengefassten und in Anhang A.3 detaillierten Anforderungen dienen
als Grundlage zur Entwicklung eines Systems zur multiperspektivischen Bildgebung von wir-
bellosen Tieren in Ethanol. Das System wird im Folgenden DiversityScanner-360° genannt.
Die Entwicklung orientiert sich an der VDI 2206 (2021) [118] zur Entwicklung mechatro-
nischer Systeme. Zunächst findet eine Aufteilung des Gesamtsystems in Teilsysteme statt.
Diese sind in Abbildung 6.1 dargestellt und umfassen jeweils ein Teilsystem für Software und
für Hardware. Die Hardware umfasst ein zentrales Steuerelement, welches entweder intern

Hardware

Software

Gesamtsystem

Kamera

Optional: Focus Stacking

Beleuchtung

Winkelverstellung

Bildgebungszelle

Bildgebung

Handhabungsschnittstelle

Handhabung

Zentrales Steuerelement
intern (extern)

Steuerung

Benutzeroberfläche

Frontend

Bildverarbeitung

Hardwareanbindung

Backend

Externes System

DiversityScanner

Handhabungsgerät

Abbildung 6.1: DasGesamtsystem zur automatisiertenmultiperspektivischen Bildgebung von Insekten in Etha-
nol kann in zwei Teilsysteme untergliedert werden: Hardware und Software. Die Hardware
umfasst dabei drei Teilsysteme. Das System zur Bildgebung, das eine Kamera, ein optionales
System zum Focus Stacking, eine geeignete Beleuchtung, eine Bildgebungszelle, in der sich das
zu fotografierende Objekt befindet, sowie eine Winkelverstellung zwischen Bildgebungszelle
und Kamera umfasst. Zudem ein System zur Handhabung mit Handhabungsschnittstelle und
ein Hardwaresystem zur Steuerung aller Komponenten mit zentralem Steuerelement, das ent-
weder intern oder extern realisiert werden kann. Die Software bietet eine Schnittstelle zum/zur
Nutzer:in sowie die Hardwareanbindung und eine Bildverarbeitung. Zusätzlich soll das System
an ein externes Handhabungsgerät, wie den DiversityScanner angeschlossen werden können.

oder extern realisiert werden kann. Zur Handhabung wird eine Handhabungsschnittstelle be-
nötigt. Der DiversityScanner-360° soll über kein eigenes Handhabungssystem für die Proben
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verfügen, sondern an ein externes System wie den DiversityScanner (vgl. Kapitel 7) angebun-
den werden können, wenn eine vollständige Automatisierung nach Definition (vgl. Übersicht
Teil III) gewünscht ist. Alternativ sollen die Proben manuell vereinzelt der Handhabungs-
schnittstelle zugeführt werden können. Das Teilsystem zur Bildgebung stellt das aufwendigste
Teilsystem der Hardware dar. Es umfasst eine Kamera mit Objektiv, die, für den Fall, dass
das Depth of Field (DoF) nicht ausreicht, um Proben der definierten Größe vollständig ab-
bilden zu können, mit einer Focus Stacking-Einheit mehrere FE aufnehmen kann. Weiterhin
muss eine Bildgebungszelle realisiert werden, die sich oder zu der die Kamera mittels einer
Winkelverstellung relativ bewegt werden kann, um die Aufnahme aus mehreren Perspektiven
zu ermöglichen. Die Software umfasst wiederum ein Backend, in dem die Bildverarbeitung
realisiert wird, sowie eine Anbindung zur Hardware, um Steuerfunktionen zu übernehmen.
Für das Frontend muss eine Benutzeroberfläche realisiert werden. Diese kann wieder als GUI
realisiert werden. Für den Fall, dass das System in den DiversityScanner integriert wird, kann
darauf jedoch verzichtet werden.

Das Teilsystem zur Bildgebung nutzt eine ähnliche Herangehensweise wie das VAST BioIma-
ger [124] System. In Abbildung 6.2 wird das Konzept visualisiert. Ein Glasröhrchen (1) wird
durch eine Bildgebungszelle (2) geführt. Bei dieser handelt es sich um ein mit Flüssigkeit
gefülltes Behältnis, das zum Glasröhrchen hin abgedichtet und mit einer Abdeckung aus Glas
verschlossen ist, um die Brechung auf der Oberfläche des Glasröhrchens zu reduzieren. Die
Dichtung zwischen Glasröhrchen und Bildgebungszelle wird so realisiert, dass letztere um das
Röhrchen herum rotiert werden kann. Über der Bildgebungszelle ist die Kamera mit Objektiv
angebracht (3). Diese muss, wenn die Schärfentiefe des Objektivs in Kombination mit der Ka-
mera nicht ausreicht, über einen Focus StackingMechanismus verfügen. Die Beleuchtung (4)
wird oberhalb der Bildgebungszelle angebracht. ZurWinkelverstellung sind Bildgebungszelle,
Kamera und Beleuchtung auf einem um das Glasröhrchen rotierbaren Rahmen (5) montiert.
Dieser kann über einen Zahnriemen (6) angetrieben werden und so uneingeschränkt viele
Winkel um das Glasröhrchen herum realisieren. Die Rotation erfolgt um zwei Hohlwellen (7)
die am Hauptrahmen (8) befestigt sind und durch welche das Glasröhrchen geführt wird.

6.3 Aufbau des DiversityScanner-360°

Das Gesamtsystem, der DiversityScanner-360°, ist in Abbildung 6.3 und Abbildung 6.4
dargestellt.

Das Konzept sieht vor, eine Bildgebungszelle gefüllt mit Flüssigkeit zu verwenden. Diese
wird in den rotierenden Rahmen (vgl. Abbildung 6.3 (1)) zusammen mit der Kamera (2)
und dem Focus Stacking Mechanismus (3) integriert. Durch die Bildgebungszelle wird ein
Glasröhrchen geführt, in dem das abzubildende Insekt platziert wird, indem es durch den
Saugschlauch (6) mit einer Spritzenpumpe (LA-110, Landgraf Laborsysteme HLL GmbH,
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Abbildung 6.2: Konzept zur Bildgebung mit dem DiversityScanner-360°. Die zu fotografierenden Insekten
werden in ein (1) Glasröhrchen gesaugt, welches durch eine mit (2) Flüssigkeit gefüllte Bild-
gebungszelle geführt wird. Die (3) Kamera und die (4) Beleuchtung sind darüber platziert. Zur
Rotation befinden sich die Bildgebungszelle, die Kamera und Beleuchtung auf einem um das
Glasröhrchen (5) rotierbaren Rahmen, dessen Rotation durch einen (6) Riemenantrieb erreicht
wird. Die Rotation erfolgt um zwei (7) Hohlwellen die am (8) Hauptrahmen befestigt sind und
durch welche das Glasröhrchen geführt wird. Modifiziert nach [119].

Langenhagen, Deutschland) (7) angesaugt wird. Um eine geeignete Abdichtung zu gewähr-
leisten, kann für die Bildgebungszelle kein 3D-gedrucktes Teil verwendet werden. Stattdessen
wird sie aus Aluminium gefertigt und muss daher spanend bearbeitet werden. Die Größe der
Bildgebungszelle ergibt sich aus der Anforderung an die Größe der zu fotografierenden Pro-
ben, welche eine maximale Größe von 3 mm haben. Daher wird ein Glasröhrchen mit einem
Innendurchmesser von 3mmund einerWandstärke von ca. 0,5 mm gewählt. Die Bildgebungs-
zelle muss demnach groß genug sein, um das Glasröhrchen mit einemAußendurchmesser von
4 mm durchführen und abdichten zu können. Die Abdichtung kann entweder mit O-Ringen
oder Wellendichtringen erfolgen. Da die maßgenaue Fertigung von O-Ring-Nuten auf der
Innenseite von Bohrungen deutlich anspruchsvoller ist als die Herstellung einer Bohrung mit
definiertem Durchmesser für einen Wellendichtring, werden zur Abdichtung Wellendichtrin-
ge (WDR EPDM 4mm × 8 mm × 2 mm, Dichtelemente arcus GmbH, Seevetal, Deutschland)
verwendet. Die Materialauswahl der Dichtelemente und der Bildgebungszelle selbst ist ab-
hängig von der Flüssigkeit, die sich in der Zelle befinden soll. Diese hängt wiederum von den
optischen Eigenschaften und insbesondere vom Verhältnis der Brechungsindizes zwischen
Glasröhrchen, Flüssigkeit und Abdeckung ab. Es wird eine Kombination aus Quarzglas und
Ethanol gewählt, da deren Brechungsindizes näher beieinander liegen als die von Quarzglas
und Wasser (vgl. Tabelle 6.2). Die Vorauswahl von Quarzglas wird getroffen, da es sich
dabei um ein gängiges Material im Laborbedarf handelt, das eine gute Verfügbarkeit hat.
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Abbildung 6.3: Vorderansicht des DiversityScanner-360° mit rotierendem Rahmen (1), Kamera mit Objek-
tiv (2), Focus Stacking Mechanismus (3), Hauptrahmen (4), Regler zur Einstellung der Hellig-
keit (5), Saugschlauch (6) und Spritzenpumpe (7). Modifiziert nach [119]. ©2024 IEEE

Die Beschränkung auf Ethanol und Wasser erfolgt, da das Gemisch aus 80 % Ethanol und
20 % Wasser zur Konservierung der Insekten verwendet wird. Demnach dient das Gemisch
im Inneren des Glasröhrchens auch dem Transport der Insekten.
Da der Brechungsindex von 100 % Ethanol näher an Quarzglas liegt als der von Wasser,
werden die Insekten für die 360° Bildgebung in 100 % Ethanol umgelagert. Demnach sollte
auch die Bildgebungszelle mit 100 % Ethanol gefüllt werden. Die verwendeten Materialien
müssen demnach beständig gegen Ethanol sein. Dies trifft sowohl für Aluminium als auch
für Ethylen-Propylen-Dien-Kautschuk (EPDM) zu, was als Material für die Dichtungen ge-
wählt wird [129]. Die Bildgebungszelle mit allen Komponenten ist als Explosionszeichnung
in Abbildung 6.5 dargestellt und hat eine Gesamtgröße von 30 mm x 30 mm x 24 mm. Die
Abdeckung wird durch eine Glasscheibe mit einem Durchmesser von 25 mm und einer Stärke
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Abbildung 6.4: Rückansicht des DiversityScanner-360° mit (8) Zahnriemenantrieb, (9) Probenbehälter,
(10) Raspberry Pi 4, (11) Lüftern und (12) Pulsweitenmodulation (PWM)-Dimmer. Modi-
fiziert nach [119]. ©2024 IEEE

Tabelle 6.2: Brechungsindizes verschiedener Materialien, sowie deren Quellen.

Material Brechungsindex* Referenz

Quarzglas 1,46 [65, 125]
Wasser 1,33 [65, 126]
Ethanol 1,36 [127, 128]
*Bei allen Werten handelt es sich um Näherungen bei

Raumtemperatur T = 20 °C und Wellenlängen im sichtbaren
Bereich. Je nach genauer Zusammensetzung des Glases,

kann der Wert für Quarzglas etwas variieren.

von 5 mm realisiert. Die Abdichtung zur Bildgebungszelle hin erfolgt mit einem O-Ring
(21 mm x 2 mm, 60 Shore A, EPDM). Zur Fixierung wird die Glasscheibe von oben durch
einen Deckel aus Aluminium und mit vier Zylinderkopfschrauben geklemmt. Um mit den
Entomoscopen und dem DiversityScanner-4K (vgl. Kapitel 7) vergleichbare Bilder anferti-
gen zu können, wird wiederum die Raspberry Pi HQ Kamera mit 12,3 MP verwendet. Als
Objektiv wird ein, ebenfalls im DiversityScanner (vgl. Kapitel 7) verbautes und mit dem
Plug-In Entomoscope kompatibles, telezentrisches Objektiv mit 40 mm Arbeitsabstand und
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Abbildung 6.5: Explosionsansicht der Bildgebungszelle des DiversityScanner-360°. Das (1) Glasröhrchen wird
durch die (2) Bildgebungszelle geführt und mit (3) Wellendichtringen abgedichtet. Ein (4) O-
Ring wird zu Abdichtung der (5) Glasabdeckung verwendet und mit einem (6) Deckel aus
Aluminium und vier (7) Schrauben festgeklemmt. Modifiziert nach [119]. ©2024 IEEE

einer Vergrößerung von 1x gewählt (TCST-10-40, Lensation GmbH, Karlsruhe, Deutsch-
land). Die mit dieser Kombination aus Kamera und Objektiv erreichbare Schärfentiefe reicht
nicht aus, um den Inhalt des Glasröhrchens mit einer maximalen Höhe von 3 mm (entspricht
dem Innendurchmesser des Röhrchens) abzubilden. Die Schärfentiefe des Objektivs ist mit
einem 1/2"-Sensor bei einem Circle of Confusion (CoC) von 40 µm, mit 740 µm angege-
ben, für den kleineren Sensor (1/2, 3") der Raspberry Pi HQ Kamera ist demnach eine noch
geringere Schärfentiefe zu erwarten. Aus diesem Grund wird ein Focus Stacking Mechanis-
mus implementiert, um die FE über den gesamten Bereich des Glasröhrchens verschieben
zu können. Die Prinzipskizze des Focus Stacking Mechanismus ist in Abbildung 6.6 darge-
stellt. Die lineare Bewegung wird durch einen Positioniertisch (PT1104, MM Engineering
GmbH, Baiern-Berganger, Deutschland) realisiert, der durch einen NEMA11 Schrittmotor
(ST2818S1006-A, Nanotec Electronic GmbH & Co. KG, Feldkirchen, Deutschland) ange-
trieben wird. Die Raspberry Pi HQ Kamera (1) mit dem Objektiv (2), wird über einen
3D-gedruckten Halter mit dem Positioniertisch (3) verbunden. Der Schrittmotor (4) bewegt
über einen Riementrieb (5) den Positioniertisch.

Neben Bildgebungszelle, Kamera mit Objektiv und Focus Stacking Mechanismus, wird eine
geeignete Beleuchtung benötigt. Die Beleuchtung von der Seite, wie im Entomoscope oder
DiversityScanner, ist aufgrund der Bildgebungszelle nicht möglich. Der Lichteinfall erfolgt
daher idealerweise von oben durch die gläserne Abdeckung der Bildgebungszelle. Zur Be-
leuchtung der Proben für die Bildgebung werden LEDs verwendet. Um den Platz optimal
zu nutzen, werden Surface Mounted Device (SMD)-LEDs (WENPW02C1M 0805 SMD
LED, Winger Electronics GmbH & Co. KG, Dessau-Roßlau, Deutschland) genutzt. Diese
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Abbildung 6.6: Prinzipskizze des Focus StackingMechanismus im DiversityScanner-360°. Die (1) Kamera mit
(2) Objektivwirdmit einem 3D-gedrucktenHalter am (3) Positioniertisch befestigt. DerAntrieb
erfolgt mit einem (4) Schrittmotor der über einen (5) Riementrieb mit dem Positioniertisch
verbunden ist. Modifiziert nach [119]. ©2024 IEEE

sind auf gefrästen SMD-Boards montiert. Zur Beleuchtung wird links und rechts der Bildge-
bungszelle eine Platte mit LEDs angebracht. Zusätzlich wird über der Bildgebungszelle ein
Ring mit LEDs um das Objektiv montiert. Insgesamt sind 162 SMD-LEDs installiert. Um
diffuses Licht zu erhalten, werden 3 mm starke Diffusorplatten aus Polycarbonat mit einer
Lichtdurchlässigkeit von 50 % verwendet. Die Helligkeit der LEDs kann manuell über einen
PWM-Leistungsregler (M171, Kemo-Electronic GmbH, Geestland, Deutschland) verändert
werden. Zur Kühlung der LEDs sind zwei Lüfter in den Aufbau integriert. Die Rotation
der Bildgebungskomponenten um das Glasröhrchen wird ermöglicht, indem sie in ein 3D-
gedrucktes Gehäusemontiert werden, welches um zwei Hohlwellen rotiert. Die Lagerungwird
mit vier Kugellagern vom Typ 608-2RSH (gedichtetes Kugellager mit einem Innendurchmes-
ser von 8 mm) in fest-los Anordnung realisiert. Zur Rotation wird ein NEMA 23 Schrittmotor
(ST5918X1008-A, Nanotec Electronic GmbH&Co. KG, Feldkirchen, Deutschland) in Kom-
bination mit einem Zahnriemenantrieb verwendet. Der Schrittmotor ist am Hauptrahmen,
bestehend aus 20 mm x 20 mm Aluminium Strebenprofilen (Bosch Rexroth AG, Lohr am
Main, Deutschland), befestigt. Der Zahnriemenantrieb ist in Abbildung 6.4 (8) dargestellt.
Abbildung 6.7 zeigt alle elektronischen Komponenten des Systems. Als zentrales Steuerele-
ment findet ein Raspberry Pi 4 Model B 8 GB Verwendung. Auf dem Raspberry Pi läuft
die Steuerungssoftware. Er ist mit der Spritzenpumpe und der Motorsteuerung (TMC3110,
TRINAMIC Motion Control GmbH & Co. KG, Hamburg, Deutschland) über USB verbun-
den. Die Kamera wird ebenfalls an den Raspberry Pi angeschlossen. Die Motorsteuerung,
Spritzenpumpe und LEDs werden mit 12 VDC versorgt. Die Stromversorgung des Raspberry
Pi erfolgt mit einem 12 V - 5 V DC-DC Spannungswandler. Zur Regulierung der Helligkeit
der LEDs wird ein PWM-Leistungsregler verwendet. Dieser erlaubt eine einfache Einstellung
über ein Potentiometer. Die Platzierung der Insekten in der Bildgebungskammer erfolgt mit-
hilfe der Spritzenpumpe, welche mit dem Saugschlauch verbunden ist. In Abbildung 6.4 ist
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Abbildung 6.7: Elektronische Komponenten des DiversityScanner-360°. Als zentrales Steuerelement dient
ein Raspberry Pi, der über USB mit der Motorsteuerung verbunden ist. Diese steuert die
Schrittmotoren zur Rotation und zur linearen Bewegung der Kamera. Die Stromversorgung
erfolgt über ein externes 12 V Netzteil und wird intern für den Raspberry Pi mit einem 12 V -
5 VDC-DC Spannungswandler reduziert. Die Kamera ist mit demRaspberry Pi verbunden. Die
Helligkeit der LEDs zur Objektbeleuchtung während der Bildgebung kann mit einem Dimmer
angepasst werden.

der Probenbehälter (9) dargestellt, in dem die Insekten platziert werden können. Anschließend
können diese nach Aktivieren der Spritzenpumpe in der Software mit dem Saugschlauch auf-
genommen werden. Die Software des DiversityScanner-360° erfüllt mehrere Funktionen. Im
Backend wird zunächst die Positionierung des Insekts vor der Kamera geregelt. dazu startet
ein Videostream, der kontinuierlich überwacht wird, während die Spritzenpumpe eine Probe
ansaugt. Die konstanten Belichtungsbedingungen im DiversityScanner-360° erlauben eine
sehr einfache Objekterkennung. Dazu wird nur das Zentrum des Bildes betrachtet, welches
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anhand eines globalen Schwellwerts in ein binäres Bild umgewandelt wird. Übersteigt die
Anzahl schwarzer Pixel einen Wert von 2 %, befindet sich ein Objekt vor der Kamera und die
Spritzenpumpe wird gestoppt. Um zu überprüfen, ob sich die Probe aufgrund ihrer Trägheit
über den Bildgebungsbereich hinaus bewegt hat, wird zwei Sekunden gewartet und erneut
geprüft, ob sich ein Objekt im Bildausschnitt befindet. Ist das nicht der Fall, wird die Pum-
prichtung geändert und das Objekt ausgemittelt. Daraufhin wird der Bildaufnahmeprozess
gestartet. Dieser nimmt eine definierte Anzahl an Perspektiven und FE auf. Das Frontend ist
als Comand-Line Interface (CLI) realisiert und erlaubt so das einfache Testen des Systems.
Zukünftig ist eine Integration der Software in die des DiversityScanners vorgesehen (vgl.
Kapitel 7), um die Anforderung an ein automatisiertes System zu erfüllen, da der Diversity-
Scanner wie in Abbildung 6.1 dargestellt die Handhabungsaufgabe übernehmen kann und
somit kein manuelles und einzelnes Einsaugen der Proben stattfinden muss. Dazu kann der
Schlauch, der in den Probenbehälter geführt wird, als Handhabungsschnittstelle angesehen
werden.

6.4 Evaluierung des DiversityScanner-360°

Die in Tabelle 6.1 zusammengefassten und in Anhang A.3 detaillierten Anforderungen die-
nen als Grundlage zur Evaluierung des Systems. Das System ist vollständig reproduzierbar
und größtenteils aus 3D-gedruckten oder kommerziell verfügbaren Komponenten aufgebaut.
Aus technischen Gründen sind nicht alle Teile 3D-druckbar bzw. kommerziell erwerbbar und
erfordern das spanenende Bearbeiten von Metall. Dies betrifft die Bildgebungszelle sowie
die Hohlwellen. Diese Komponenten erfordern Zugriff auf eine Werkstatt mit entsprechender
Ausstattung sowie die notwendigen Kenntnisse zur Fertigung. Alternativ können die Kom-
ponenten in Auftrag gegeben werden, was jedoch wieder mit Kosten verbunden ist. Das
Gesamtsystem hat Abmessungen von 500 mm x 250 mm x 500 mm und erfüllt damit die An-
forderung an die Gesamtgröße. Die handhabbare Probengröße entspricht mit maximal 3 mm
ebenfalls der Anforderung. Zur Bildgebung muss die Probe nicht aus dem Ethanol genommen
werden. Idealerweise wird sie jedoch in 100 % Ethanol umgelagert, um die Brechung am
Glasröhrchen zu reduzieren. Nachteile für die Probe sind dadurch nicht zu erwarten, da die
Zeit, die sich die Probe in der anderen Konzentration befindet, nur auf den Bildgebungs-
prozess beschränkt ist und anschließend wieder in 80 % Ethanol umgelagert werden kann.
Zusätzlich sind die auf die Probe wirkenden Kräfte durch den Transport in Ethanol minimal.
Die Unversehrtheit der Probe kann somit gewährleistet werden. Die notwendige Schärfen-
tiefe kann durch den implementierten Focus Stacking Mechanismus erreicht werden. Dieser
erlaubt einen Fokusbereich über 11 mm, dies entspricht dem Hub des verbauten Linear-
tischs. Dieser muss jedoch nicht ausgereizt werden, da die maximale abzubildende Tiefe dem
Innendurchmesser des Glasröhrchens mit 4 mm entspricht. Die verwendete Kamera liefert
eine Auflösung von 12,3 MP. Die Beleuchtung wird durch SMD-LEDs realisiert. Durch den
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abgeschlossenen Aufbau sind Fremdlichteinflüsse ausgeschlossen und es können Bilder mit
einheitlicher Beleuchtung aufgenommen werden. Zusätzlich kann die Beleuchtung in ihrer
Helligkeit angepasst werden, um auch sowohl helle als auch dunkle Insekten gut abbilden zu
können. Die Kosten zum Aufbau des Systems liegen bei ca. 2250 =C. Dieser Wert übersteigt
die Anforderung von maximal 2000 =C. Größter Kostenfaktor ist dabei die Spritzenpumpe,
die mit 1100 =C einen Großteil der Kosten ausmacht, zudem kostet die verbaute Motorsteue-
rung ca. 330 =C. Die Anforderung an die Anzahl an Perspektiven wird erfüllt. Durch den
Aufbau des Systems sind diese um eine Achse nicht limitiert und können frei gewählt werden.
Durch die Implementierung mit feststehendem Glasröhrchen und rotierender Bildgebungs-
zelle mit Kamera bewegt sich das zu fotografierende Insekt während der Bildgebung nicht.
Die relative Position der Bilder zueinander ist demnach bekannt. Die Kompatibilität zum
DiversityScanner (vgl. Kapitel 7) ist gewährleistet. Es wird die gleiche Spritzenpumpe, sowie
der gleiche Saugschlauch verwendet. Eine Integration, welche den DiversityScanner-360° zu
einem automatisierten System machen würde, ist demnach denkbar.

Abbildung 6.8 zeigt beispielhaft zwei mit dem DiversityScanner-360° aufgenommene Insek-
ten in jeweils sieben Perspektiven bestehend aus jeweils fünf FE. Die Verarbeitung zu einem
in allen Bereichen scharfen Bild erfolgt mit Helicon Focus (HeliconSoft, Kharkiv, Ukraine,
[73]). Zusätzlich ist jeweils ein Detail der letzten Perspektive dargestellt.

6.5 Diskussion

Der DiversityScanner-360° ist ein multiperspektivisches Bildgebungssystem für in Ethanol
konservierte wirbellose Tiere mit einer maximalen Größe von 3 mm. Es ermöglicht die
Aufnahme von Bildern verschiedener Perspektiven entlang eines Kreisbogens senkrecht zu
einer Achse mit erweiterter Schärfentiefe durch einen implementierten Focus Stacking Me-
chanismus. Die Aufnahme von Insekten aus verschiedenen Perspektiven bietet den Vorteil,
dass wichtige Merkmale, die in einer Perspektive verborgen sind, in einer anderen sicht-
bar werden können. Darüber hinaus können Trainingsdatensätze für maschinelles Lernen
schneller generiert werden, selbst wenn nur eine begrenzte Anzahl von Exemplaren einer
KlasseML zur Verfügung steht. Schließlich ermöglicht die Bildgebung aus verschiedenen Per-
spektiven die Erstellung von 3D-Modellen der Proben. Es ist jedoch zu beachten, dass beim
DiversityScanner-360° die Kamera nur um eine Achse gedreht wird, was bedeutet, dass bei
der Erstellung eines 3D-Modells Informationen an den Stellen fehlen können, an denen diese
Achse das Insekt schneidet. Das System kann leicht nachgebaut oder angepasst werden, da
die meisten seiner Teile kommerziell erhältlich oder 3D-druckbar sind. Allerdings erfordert
der aktuelle Aufbau auch gefräste oder gedrehte Teile aus Aluminium und Edelstahl, was den
Aufbau etwas aufwendiger macht. Aus technischen Gründen kannmomentan jedoch nicht auf
eine spanend bearbeitete Bildgebungszelle verzichtet werden. Versuche, die Zelle im FDM
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i ii iii iv

v vi vii viii
(a) Beispielbilder, aufgenommen mit dem DiversityScanner-360°, einer Diptera Empididae. Modifiziert nach [91]. ©2024 IEEE

i ii iii iv

v vi vii viii
(b) Beispielbilder, aufgenommen mit dem DiversityScanner-360°, einer Diptera Chironomidae. Modifiziert nach [91]. ©2024 IEEE

Abbildung 6.8: Zwei beispielhafte Datensets aufgenommen mit dem DiversityScanner-360° mit jeweils sieben
Perspektiven (i) - (vii), sowie einer Detailansicht (viii). Für jedes Bild wurden fünf Fokusebenen
(FE) aufgenommen und mit Helicon Focus zu einem Bild verarbeitet.

3D-Druck herzustellen, scheitern an der für den FDM 3D-Druck typischen unebenen Ober-
fläche, die durch die Schichtung der einzelnen Lagen entsteht. Dadurch ist eine Abdichtung
nicht möglich, und es bilden sich Luftblasen in der Zelle, insbesondere wenn die Glasp-
latte nach oben zeigt. Zudem kann die Dichtheit der Zelle zwischen den einzelnen Lagen
selbst nicht gewährleistet werden. Durch kleinste Fehler beim 3D-Druck kann das Ethanol
durch Kapillarkräfte in das Bauteil eindringen. Die gedrehten Hohlwellen hingegen könnten
zukünftig durch eine 3D-gedruckte Lösung ersetzt werden. Dies erfordert jedoch größere
Durchmesser und folglich auch größere Lager, um die notwendige Stabilität zu gewährleisten.
Die Verwendung eines Raspberry Pi als zentrales Steuerelement ermöglicht die Nutzung der
zugehörigenKamera (Raspberry Pi HQ-Kamera) und senkt die Kosten. Allerdings beschränkt
die begrenzte Rechenleistung des Raspberry Pi die Funktionalität. Das Verarbeiten der Bilder
in Python kann beispielsweise direkt auf dem Raspberry Pi erfolgen, aber bessere und schnel-
lere Ergebnisse werden durch die Verwendung kommerzieller Software wie Helicon Focus
(HeliconSoft, Kharkiv, Ukraine, [73]) auf einem leistungsstärkeren Computer erzielt. Die
Bildgebungszeit für ein Insekt hängt von der Anzahl der aufzunehmenden FE und Perspekti-
ven ab. Die Aufnahme eines Bildes mit dem Raspberry Pi und dem HQ-Kameramodul dauert
ca. 1 s - 5 s und hängt mit den Bildgebungsparametern zusammen. Auch hier könnten mit
einem leistungsstärkeren Steuerelement schneller Bilder aufgenommen werden. Eine Plug-In
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6.5 Diskussion

Version des DiversityScanner-360° wäre für einige Anwendungsfälle demnach eine geeignete
Lösung, würde allerdings die Kompatibilität mit dem DiversityScanner (vgl. Kapitel 7), in
seiner aktuellen Bauweise, einschränken. Die integrierte Beleuchtung liefert gute Bildergeb-
nisse (vgl. Abbildung 6.8), erfordert aber die Einstellung der Helligkeit, um sowohl sehr helle,
als auch sehr dunkle Insekten abbilden zu können. Zusätzlich wird sehr viel Licht benötigt,
um die Proben ausreichend beleuchten zu können. Dies ist darauf zurückzuführen, dass Licht
ausschließlich von oben in die Bildgebungszelle, durch dieselbe Scheibe, durch die auch die
Bilder aufgenommenwerden, eindringen kann. Eine Alternative könnte eine Bildgebungszelle
aus einem transparentenMaterial, wie bspw. Polycarbonat sein. Somit wäre eine Beleuchtung,
ähnlich wie bei den Entomoscopes, von der Seite möglich. Alternativ, könnten zusätzlich zur
Öffnung auf der Oberseite, Öffnungen zur Beleuchtung von der Seite integriert werden, was
jedoch zu einer aufwendigeren Form der Bildgebungszelle führen würde. Anstatt einer klaren
Glasscheibe, könnten für die seitliche Beleuchtung direkt Diffusorscheiben genutzt werden,
um ein möglichst diffuses Licht zu erzeugen. Wie beschrieben, sollte zur Bildgebung eine
Umlagerung der Proben in eine möglichst hohe Ethanolkonzentration stattfinden. Wenn eine
Umlagerung in eine andere Ethanolkonzentration nicht gewünscht ist, ist eine Bildgebung
trotzdem möglich, es kann jedoch zu stärkeren Artefakten im Bild, durch die Verzerrung des
Glasröhrchens, kommen. Die Gesamtkosten des DiversityScanner-360° übersteigen die in der
Anforderung definierten maximalen Kosten von 2000 =C. Wie in der Evaluation beschrieben
tragen die Spritzenpumpe, sowie die Motorsteuerung hauptsächlich zu den hohen Kosten bei
und verursachen mehr als die Hälfte der Gesamtkosten. Beide Komponenten gewährleisten
die Kompatibilität mit dem DiversityScanner (vgl. Kapitel 7). Kostengünstigere Alterna-
tiven sind jedoch, insbesondere für die Motorsteuerung, verfügbar. Beispielsweise könnte
die im Plug-In Entomoscope verwendete CNC-Platine (Joy-It, SIMAC Electronics GmbH,
Neukirchen-Vluyn, Deutschland) für den Arduino Uno in Kombination mit kostengünsti-
gen Schrittmotortreibern (bspw. SilentStepStick TMC2209 V2, Watterott electronic GmbH,
Leinefelde-Worbis, Deutschland) genutzt werden, um die anfallenden Kosten zu reduzieren.

Das vorgestellte System zeigt, dass die Methode zur multiperspektivischen Bildaufnahme
von wirbellosen Tieren in Ethanol funktioniert. Trotzdem bietet sie noch weitere Optimie-
rungsmöglichkeiten, um die Bildqualität zu verbessern, die Kosten zu senken und das System
zu vereinfachen. Diese sollten zukünftig implementiert werden, um die Verfügbarkeit zu
erhöhen. Dadurch kann ein wichtiger Beitrag zur automatisierten Biodiversitätsforschung
geleistet werden. Da die Proben mit allen Details und mit minimalem Aufwand digitali-
siert werden können, insbesondere dann, wenn eine Implementierung des teilautomatisierten
DiversityScanner-360° in ein automatisiertes System wie den DiversityScanner erfolgt.
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Teil III

Automatisierte Bildgebung und
Handhabung von Insekten in Ethanol
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Übersicht Teil III

Um die Abgrenzung eines automatisierten Systems von einem teilautomatisierten System
eindeutig zu ermöglichen, wird im Folgenden die Definition für ein automatisiertes System
zur Bildgebung gegeben:

Ein System wird als automatisiertes System zur Bildgebung definiert, wenn die abzubilden-
den Objekte nicht manuell und einzeln zur Bildgebung vor der Kamera platziert werden
müssen, die Kamera demnach automatisiert verfahren werden kann oder die Proben au-
tomatisiert zugeführt und auch wieder entfernt werden. Zudem erfolgt die Bildaufnahme
und das Datenmanagement, sowie die Bildverarbeitung anschließend automatisiert.

Die Erweiterung des teilautomatisierten Systems zu einem vollständig automatisierten System
ergänzt dessen Vorteile um die Reduktion der Arbeitskraft und die Möglichkeit der Paral-
lelisierung zur Steigerung des Durchsatzes. Teil III umfasst die Entwicklung eines solchen
automatisierten Systems. In Kapitel 7 wird der ’DiversityScanner’, ein automatisiertes System
zur Bildgebung, Handhabung und Vereinzelung sowie zur Klassifikation und Ermittlung mor-
phometrischer Merkmale (vgl. Teil IV) vorgestellt. Der DiversityScanner erkennt mit einer
Übersichtskamera in einer Petrischale ausgebreitete Insekten, klassifiziert diese anhand der
Größe und Position in ’sortierbar’ oder ’nicht sortierbar’ und fertigt anschließend mit einer
zweiten Kamera Detailbilder sortierbarer Insekten an. Für die Detailkamera werden zwei
Varianten vorgestellt: eine 1,3 Megapixel (MP) Kamera ohne und eine 12,3 MP Kamera mit
Focus Stacking. Anschließend können die auf den Detailbildern abgebildeten Insekten mit
den in Teil IV vorgestellten Methoden klassifiziert oder vermessen werden. Zuletzt werden
sie mit einer Pipette aufgenommen und in eine 96er Polymerase-Kettenreaktion (PCR)-
Mikrotiterplatte sortiert. Die Evaluation des Handhabungsprozesses zeigt, dass das gewählte
Handhabungswerkzeug, eine gekürzte Kunststoff-Pipettenspitze in Kombination mit einer
Spritzenpumpe, nicht die erwünschten Ergebnisse von mehr als 90 % korrekt gehandhabter
Insekten liefert. Die Handhabung ist nur in 60 % der Fälle erfolgreich. Aus diesem Grund
wird in Kapitel 8 ein neues Handhabungswerkzeug, eine Saugspitze aus Glas, mit leistungs-
stärkerer Spritzenpumpe vorgestellt und evaluiert und gezeigt, dass mit diesem Aufbau 91 %
erfolgreich gehandhabt werden können. Zudem wird eine neue Methode zur Handhabung
von Insekten > 3 mm, ein pneumatischer Minigreifer entwickelt und evaluiert. Dieser Teil
untersucht Methoden zur automatisierten Verarbeitung von in Ethanol konservierten Insekten
und liefert so erste Ansätze, um der beschriebenen Vision (vgl. Kapitel 2.1) der vollständig
automatisierten Biodiversitätsforschung näherzukommen.
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7 Konzept zur automatisierten
Bildgebung und Handhabung von
Insekten: DiversityScanner

Teile dieses Kapitels basieren auf:
• L. Wührl, C. Pylatiuk, M. Giersch, F. Lapp, T. von Rintelen, M. Balke,
S. Schmidt, P. Cerretti, und R. Meier, „DiversityScanner: Robotic handling
of small invertebrates with machine learning methods,”Molecular Ecology Re-
sources, Vol. 22, Nr. 4, S. 1626–1638, 2022. doi: 10.1111/1755-0998.13567.

Wie in Kapitel 2 dargelegt, bieten die automatisierte Handhabung und Bildgebung großes
Potenzial, um ein vollständig automatisiertes System zu realisieren. Aus diesem Grund wird
zu Beginn dieses Kapitels der aktuelle Stand der Technik hinsichtlich der automatisierten
Bildgebung und Handhabung von Insekten in Ethanol dargelegt. Der Stand der Technik zur
manuellen Bildgebung ist Kapitel 5.1 zu entnehmen.

Die Literaturrecherche zeigt, dass kein System existiert, dass die in Tabelle 7.1 aufgeführten
Anforderungen erfüllt. Aus diesem Grund werden im Anschluss an den Stand der Technik
Konzepte undMethoden vorgestellt, um diese Anforderungen zu erfüllen. Anschließend wird
die Implementierung eines solchen Systems erläutert, dieses wird evaluiert und diskutiert.
Die Anforderungen überschneiden sich teilweise mit denen, die an ein teilautomatisiertes
System gestellt werden (vgl. Tabelle 5.1), sind aufgrund der steigenden Komplexität und
Kompliziertheit jedoch umfangreicher. Tabelle 7.1 fasst die wichtigsten Anforderungen an
ein automatisiertes System zur Bildgebung und Handhabung von Invertebraten in Ethanol
zusammen. Die detaillierten Anforderungen sind in Anhang A.4 aufgeführt.

7.1 Stand der Technik zur automatisierten
Bildgebung und Handhabung von Insekten

Die automatisierte Prozessierung von nass konservierten Insekten-Massenproben stellt ein
Forschungsgebiet dar, welches bislang wenig Aufmerksamkeit bekommen hat. Bislang wurde
nur wenig unternommen, um der in Kapitel 2.1 beschriebenen Vision näherzukommen. Es
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Tabelle 7.1: Übersicht über die wichtigsten Anforderungen an ein automatisiertes System zur Bildgebung und
Handhabung von wirbellosen Tieren in Ethanol. Detaillierte Anforderungen sind Anhang A.4 zu
entnehmen.

Parameter Anforderung
Reproduzierbarkeit Das System soll ohne besondere (technische) Vorkenntnisse auf-

gebaut werden können.
Größe des Systems Das Gesamtsystem soll eine Gesamtgröße von 500 mm x

500 mm x 500 mm (b x t x h) nicht überschreiten, um auf
einem Labortisch platziert werden zu können.

Probengröße Es sollen Insekten der ersten Größenkategorie (< 3 mm, vgl.
Kapitel 2.2) gehandhabt und abgebildet werden können.

Zuführung der Proben Die Insekten sollen auf einer Ebene ausgebreitet werden und von
dort aus automatisiert weiterverarbeitet werden.

Unversehrtheit der Proben Das System muss so gestaltet werden, dass die Proben durch das
System nicht beschädigt werden.

Vereinzelung Nach der Bearbeitung sollen die Insekten vereinzelt vorliegen
und eindeutig den Bildern zugeordnet werden können.

Handhabungsprozess Der Handhabungsprozess soll möglichst häufig erfolgreich sein,
mindestens aber in 90 % der Fälle die Probe korrekt entnehmen
und im Zielbehältnis ablegen.

Schärfentiefe Die Schärfentiefe des Bildgebungssystems muss ausreichen, um
Insekten < 3 mm in allen Bereichen scharf abzubilden.

Beleuchtung Das Bildgebungssystem muss über eine geeignete Beleuchtung
verfügen, um Insekten in Ethanol abbilden zu können. Dabei er-
zeugt die Beleuchtung idealerweise keine Reflexionen, ist dem-
nach möglichst diffus.

Auflösung Die Auflösung des Systems soll möglichst hoch sein, mindestens
aber 1 MP für Anwendungen des maschinellen Lernens bzw.
12 MP (4K) für morphologische Untersuchungen betragen.

Verarbeitungszeit Die Verarbeitungszeit pro Insekt soll 60 s nicht übersteigen.
Kosten Die Kosten für das System sollen minimal sein und 5000 =C nicht

übersteigen.
Skalierbarkeit Das System soll skalierbar sein, d. h. die entwickelte Methode

soll so gestaltet sein, dass durchErweiterung des Systems die Zeit
verlängert werden kann in der das System selbständig arbeitet.

Software Das System muss über eine geeignete Software verfügen, um
eine einfache Bedienung zu gewährleisten.

Open Source Alle Komponenten des Systems sollen Open Source sein, das
beinhaltet sowohl die Hardware als auch die Software.
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7.1 Stand der Technik zur automatisierten Bildgebung und Handhabung von Insekten

existieren bereits verschiedene Systeme zurBildgebung in Ethanol, welche die zuvor definier-
te Beschreibung an ein automatisiertes System jedoch nicht hinreichend erfüllen. Aus diesem
Grund sind sie im Stand der Technik zur teilautomatisierten Bildgebung (vgl. Kapitel 5.1)
aufgeführt. Dies betrifft insbesondere das von Raitoharju et al. (2018) [109] entwickelte
und von Ärje et al. (2020) [110] weiterentwickelte System. Wie beschrieben, werden dort
Insekten beim Herabsinken in einer Küvette fotografiert. Ein wörtliches ’Platzieren’ vor der
Kamera ist demnach nicht notwendig. Trotzdem müssen die Insekten einzeln zugeführt wer-
den - dies erfolgt manuell. Die Systeme werden nach Definition (siehe oben), daher nicht als
automatisiert angesehen. Das bereits 2011 von Chablin et al. [130] vorgestellte System er-
füllt jedoch die Definition, ist aufgrund der verwendeten Komponenten aber vergleichsweise
teuer. Das System, welches zur Bildgebung von Bodenmesofauna oder im Boden lebender
wirbellosen Tieren entwickelt wurde, dient primär der Bildgebung von wirbellosen Tieren in
einer Mischung aus Glykol und Glycerin, was zur Konservierung eingesetzt wird. Zur Bild-
gebung wird ein Leica Mikroskop mit angeschlossener Digitalkamera bei einer Vergrößerung
von 3.2x verwendet. Die zu untersuchenden Proben werden in eine 60 mm Petrischale gege-
ben. Es werden zwei Belichtungsarten genutzt. Zum einen wird eine Hintergrundbeleuchtung
durch einen LCD-Bildschirm realisiert. Die Aufnahmen mit Licht von unten liefern einen
hohen Kontrast und werden zur Segmentierung genutzt. Zum anderen befinden sich um die
Petrischale herum Light Emitting Diodes (LEDs), vor denen Diffusorscheiben angeordnet
sind und ein Lichtring, der von oben auf die Proben strahlt. Die seitliche Beleuchtung in
Kombination mit der Beleuchtung von oben wird zur Aufnahme der Proben genutzt, um diese
anhand morphologischer Merkmale zu klassifizieren. Die Bildaufnahme erfolgt, indem die
Petrischale mit zwei Achsen in x- und y-Richtung unter dem Mikroskop bewegt wird. Die
anschließende Handhabung der maximal 1 mm großen Tiere erfolgt mit einem Sechsachs-
roboter, der als Endeffektor eine Pipette besitzt. Die Pipette wird über eine Vakuumpumpe
mit Magnetventil automatisiert [130]. Bei der manuellen Handhabung von Insekten in Alko-
hol werden je nach Größe verschiedene Werkzeuge genutzt. Kleine und kompakte Insekten
werden häufig pipettiert. Diese Methode bietet sich an, da eine Beschädigung der Probe sehr
unwahrscheinlich ist. Es wirken keine direkten mechanischen Kräfte auf das zu handhaben-
de Objekt. Diese Methode ist jedoch limitiert. Durch die geringe Oberflächenspannung von
Ethanol, tendiert die Flüssigkeit bei zu großen Öffnungen der Pipettenspitze dazu, aus der
Pipette zu laufen. Daher werden für größere Insekten häufig Pinzetten aus Federstahl verwen-
det, um diese zu handhaben. Diese Pinzetten haben jedoch den Nachteil, dass die Insekten
bei unsachgemäßer Handhabung beschädigt werden können. Ansätze zur Automatisierung
der Handhabung von Insekten in Ethanol sind in der Literatur selten vertreten. Zusätzlich zur
von Chamblin (2011) [130] vorgestellten automatisierten Pipette, existieren weitere Publi-
kationen, in denen eine automatisierte Pipette zur Handhabung biologischer Proben genutzt
werden. Insbesondere bei der Untersuchung von Zebrafischeiern und Embryonen, wird diese
Methode herangezogen [131–133]. Pfriem et al. [131, 132] nutzen zur Automatisierung eine
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selbst entwickelte Linear pumpe, während Pardo-Martin et al. [133] auf eine Spritzenpum-
pe zurückgreifen. Zusätzlich zu Anwendungsfällen, bei denen automatisierte Pipetten zur
Handhabung von biologischen Proben genutzt werden, sind für die reine Handhabung von
Flüssigkeiten viele kommerzielle Pipettiersysteme verfügbar aber auch Do It Yourself (DIY)
Ansätze wurden publiziert [134–136].

7.2 Konzept und Methoden

Auf Basis der definierten Anforderungen (vgl. Tabelle 7.1 und Anhang A.4), wird ein System
entwickelt, das zur automatisierten Bildgebung und Handhabung von Insekten in Ethanol ver-
wendet werden kann. Die Entwicklung des Systems orientiert sich an VDI 2206 (2021) [118].
Dazu wird das Gesamtsystem in Teilsysteme untergliedert, siehe Abbildung 7.1. Die notwen-

Gesamtsystem

Grafische Benutzeroberfläche

Frontend

Bildverarbeitung

Hardwareanbindung

Backend

Software

Kamera

Optional: Focus Stacking

Beleuchtung

Bildgebung

Sensorik

Objekterkennung

Aktuatorik

Positioniersystem

Handhabungswerkzeug

Aktuatorik

Handhabung

Zentrales Steuerelement

intern (extern)
Steuerung

Hardware

Abbildung 7.1: Das Gesamtsystem zur automatisierten Bildgebung von Insekten in Ethanol, der Diversity-
Scanner, kann in zwei Teilsysteme untergliedert werden: Hardware und Software. Die Hardware
umfasst dabei wiederum mehrere Teilsysteme. Das System zur Bildgebung, das eine Kamera,
wenn notwendig ein System zum Focus Stacking und eine geeignete Beleuchtung umfasst, ein
System zur Handhabung mit Handhabungswerkzeug und geeigneter Aktuatorik, ein System zur
Objekterkennung mit geeigneter Sensorik, sowie ein Positioniersystem, welches wiederum eine
Aktuatorik umfasst. Zudem beinhaltet die Hardware ein zentrales Steuerelement. Das Steuerele-
ment kann entweder intern oder extern realisiert werden. Die Software bietet eine Schnittstelle
zum/zur Nutzer:in sowie die Hardwareanbindung und die notwendige Bildverarbeitung.
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digen Teilsysteme sind in Software und Hardware unterteilt und ergänzen die Teilsysteme für
ein System zur teilautomatisierten Bildgebung, um ein Handhabungssystem bestehend aus
Handhabungswerkzeug und Aktor, sowie einem Positioniersystem für die Kamera und das
Handhabungswerkzeug. Weiterhin wird eine Objekterkennung benötigt, die über eine geeig-
nete Sensorik verfügen muss, um die Proben, welche laut Anforderungen auf einer Ebene
ausgebreitet werden, erkennen zu können. Bezüglich der Bildgebung wird das Focus Stacking
optional. Da nur eine Größenklasse (< 3 mm) abgebildet werden soll, kann auf Focus Stacking
verzichtet werden, wenn die Optik so ausgelegt ist, dass die Schärfentiefe ausreicht, um alle
Objekte in allen Bereichen scharf abbilden zu können. Auch im automatisierten System, kann
das zentrale Steuerelement wieder entweder extern oder intern ausgelegt werden. Aufgrund
der Gesamtgröße des Systems, bietet es sich an, ein internes Steuerelement zu wählen, um den
notwendigen Platzbedarf am Aufstellungsort zu reduzieren und ein von weiterer Hardware
unabhängiges System zu realisieren.

Aufgrund des komplizierteren Systems gestaltet sich die Entwicklung für den einfachenNach-
bau herausfordernder im Vergleich zu den teilautomatisierten Systemen. Weiterhin wird ein
Augenmerk darauf gelegt, aufwendige und dabei teure Fertigungsmethoden wie Fräsen und
Drehen zu vermeiden. Die Verwendung von Standardkomponenten oder Fused Deposition
Modeling (FDM) 3D-gedruckten Bauteilen ist immer anzustreben. Das System zur automa-
tisierten Bildgebung und Handhabung von Insekten wird ’DiversityScanner’ genannt. Die
Bezeichnung unterstreicht dabei das Potenzial, das ein solches System zur Untersuchung der
Biodiversität unter Insekten bietet.

7.3 Aufbau des DiversityScanners

Das System soll die in Tabelle 7.1 zusammengefassten und im Anhang A.4 detailliert dar-
gelegten Anforderungen erfüllen. In Abbildung 7.2 ist der DiversityScanner dargestellt. Im
Folgenden wird die Implementierung der Teilsysteme erläutert.

Wie in Kapitel 7.2 beschrieben, wird für das Steuerelement eine interne Lösung gewählt.
Dabei fällt die Wahl auf einen Raspberry Pi 4 B mit 4 GB Arbeitsspeicher. Dieser wird
gewählt, da die weltweite Verfügbarkeit sowie eine große Community die Softwareentwick-
lung und Anbindung der Hardware erleichtern und für mögliche Endanwender:innen so die
Möglichkeit besteht einfach und unkompliziert Unterstützung zu erhalten. Weiterhin bietet
er mit vier USB-Buchsen, integriertem WLAN und einer LAN-Buchse sowie zwei HDMI-
Buchsen ausreichend Schnittstellen, um alle notwendigen Komponenten damit zu verbinden.
Zusätzlich bieten 40General Purpose In- andOutputs (GPIOs) dieMöglichkeit weitere Hard-
ware, beispielsweise über Serial Peripheral Interface (SPI) oder Inter-Integrated Circuit (i2c)
zu verbinden oder einfache Steuerfunktionen, wie das Schalten von LEDs zu realisieren.
Abbildung 7.3 zeigt alle elektronischen Komponenten des Systems.
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Abbildung 7.2: DiversityScanner mit x-Achse (1), y-Achse (2), z-Achse (3), Petrischale (4), 96er PCR-
Mikrotiterplatte (5), Übersichtskamera (6), Detailkamera (7) und Touchscreen (8). Modifiziert
nach [49].

Der DiversityScanner verwendet den von Pfriem (2016) [132] am Institut für Automation und
angewandte Informatik (IAI) entwickelten Grundroboter. Dieser wurde konzipiert, um ver-
schiedene Funktionsroboter im Rahmen der Hochdurchsatzuntersuchung von Zebrafischeiern
und -embryonen zu realisieren. Für den DiversityScanner werden die mechanischen Kom-
ponenten übernommen, während sämtliche elektronische Komponenten durch zeitgemäße
Varianten ersetzt werden. Das Design umfasst einen Hauptrahmen mit äußeren Abmessungen
von 500 mm x 500 mm x 500 mm, in den alle Teilsysteme integriert werden. Zusätzlich
wird der Grundroboter noch um Standfüße ergänzt, um eine waagrechte Ausrichtung des
Systems zu erleichtern. Der Hauptrahmen besteht aus 40 mm x 40 mm Aluminium Streben-
profilen (Bosch Rexroth AG, Lohr am Main, Deutschland), die an den Ecken mit Würfel-
verbindern verbunden sind. Die Kinematik entspricht einem Portalroboter. Für die y-Achse
werden zwei parallele, kugelumlaufgeführte Achsen vom Typ LEZ1 (Isel AG, Eichenzell,
Deutschland) verwendet. Dabei findet eine passive sowie eine aktive Achse Verwendung.
Der Antrieb der aktiven Achse erfolgt über einen NEMA 17 Schrittmotor (Joy-It, SIMAC
Electronics GmbH, Neukirchen-Vluyn, Deutschland). Zur Verbindung beider Linearführun-
gen wird ein aus Aluminium gefertigter Steg auf beide Schlitten der Führungen der y-Achse
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Aktorik

Endstopschalter
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Abbildung 7.3: Schematischer Aufbau aller elektronischen Komponenten des DiversityScanners. Er umfasst
acht Funktionseinheiten, die Elektronikbox mit zentralem Steuerelement, steht in Verbindung
mit denweiteren Funktionseinheiten, namentlich:Aktorik, Aktor zurHandhabung, Schalterbox,
Ein-/ Ausgabegerät, Detailkamera, Übersichtskamera sowie Beleuchtung.

geschraubt. Darin befinden sich Bohrungen zur Montage der x-Achse (Typ LEZ1, aktiv,
mit NEMA 17 Schrittmotor), welche auf diesen Steg montiert wird. Das Portal wird auf
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einer Aluminium-Grundplatte verschraubt, die im unteren Drittel des Hauptrahmens an quer
verlaufenden Aluminium Strebenprofilen befestigt ist. Der so realisierte Portalroboter dient
der Positionierung einer Kamera (zur Bildgebung der Proben) und dem Handhabungssystem
mit z-Achse in der x-y-Ebene. Das Roboter-Koordinatensystem wird durch den Ursprung R

und die drei Richtungsvektoren x⃗, y⃗, z⃗ beschrieben, wobei x⃗, y⃗, z⃗ die Basisvektoren des
rechtshändigen kartesischen Koordinatensystems bilden. Das Roboter-Koordinatensystem ist
in Abbildung 7.4 dargestellt. Zur Steuerung der Schrittmotoren wird ein Schrittmotortrei-
ber für drei Achsen vom Typ TMCM-3110 (TRINAMIC Motion Control GmbH & Co. KG,
Hamburg, Deutschland) verwendet. Dieser ist mit denMotoren und den zugehörigen Endstop-
schaltern zur Referenzierung verbunden und über Universal Serial Bus (USB) am Raspberry
Pi angeschlossen.

Das Teilsystem zur Bildgebung umfasst zunächst eine geeignete Beleuchtung der Proben. Im
DiversityScanner wird das gleiche Prinzip wie bei den Entomoscopes angewendet. Außer-
halb der Petrischale wird eine rechteckige Beleuchtung angebracht, welche über die Seiten die
Proben beleuchtet. Um eine diffuse Beleuchtung sicherzustellen, befinden sich vor den LED-
Streifen Diffusorplatten aus 3 mm starkem Polycarbonat mit einer Lichtdurchlässigkeit von
50 %. Die notwendige Lichtintensität zur Beleuchtung der größeren, rechteckigen Petrischale
mit einer Kantenlänge von 120 mm übersteigt die, die für die runden 60 mm Petrischalen im
Entomoscope notwendig ist. Aus diesem Grund werden 24 V LED-Streifen mit einer höheren
Lichtintensität verwendet. Da der DiversityScanner für eine bestimmte Probengröße (< 3mm)
entwickelt wird, kann auf ein Focus Stacking verzichtet werden, wenn die Schärfentiefe des
Kamerasystems ausreichend ist. Im Folgenden wird die Kamera, welche zur Aufnahme der
Bilder der Insekten genutzt wird, ’Detailkamera’ genannt. Vorteile eines Systems ohne Fo-
cus Stacking sind: der Verzicht auf notwendige mechanische bzw. optische Komponenten
zur Verschiebung der Fokusebene (FE), sowie die entfallende Verarbeitung der Bilder. Zu-
sätzlich reduziert sich die Zeit zur Aufnahme der Bilder und der notwendige Speicherplatz,
kann durch die reduzierte Anzahl an Aufnahmen verringert werden. Nichtsdestotrotz, bietet
auch ein System mit Focus Stacking Vorteile. Dabei ist zu nennen, dass kleinere Sensoren
genutzt werden können, die eine höhere Ortsauflösung bieten, weiterhin ist das System bes-
ser anpassbar, da der Bereich der Schärfentiefe größer gewählt werden kann. Aus diesem
Grund werden zwei Versionen entwickelt, der DiversityScanner 4K mit 12,3 MP Detailka-
mera (Raspberry Pi HQ-Kamera, Raspberry Pi Ltd., Cambridge, UK) und Focus Stacking
(vgl. Abbildung 7.5) [137], sowie der DiversityScanner mit 1,3 MP Detailkamera (Ximea
MQ013CG-E2, Ximea GmbH, Münster, Deutschland) [49] und ohne Focus Stacking (vgl.
Abbildung 7.6). Beide nutzen das gleiche Objektiv, welches auch schon im DiversityScanner-
360° Verwendung findet, ein telezentrisches Objektiv mit Objektabstand von 40 mm und
einer Vergrößerung von eins (TCST 10-40, Lensation GmbH, Karlsruhe, Deutschland). Die
Montage der Kamera erfolgt auf dem bewegten Schlitten der x-Achse. Die Detailkamera
kann somit in der x-y-Ebene verfahren werden. Zur Feinjustierung in z-Richtung wird sie
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Abbildung 7.4: Koordinatensysteme des DiversityScanners mit dem Roboter-Koordinatensystem mit Ur-
sprungR und Basisvektoren x⃗, y⃗, z⃗ sowie das Petrischalen-Koordinatensystem mit Ursprung P
und Basisvektoren x⃗P , y⃗p, z⃗p.

auf einen manuellen Verschiebetisch (7T128, Standa, Vilnius, Litauen) montiert, womit der
Fokus justiert werden kann (vgl. Abbildung 7.6 (c)). Die für den DiversityScanner ohne
Focus Stacking relativ gering gewählte Auflösung der Detailkamera (Ximea MQ013CG-E2,
Ximea GmbH, Münster, Deutschland) von 1,3 MP ist auf zwei wesentliche Faktoren zurück-
zuführen. Der als internes, zentrales Steuerelement gewählte Raspberry Pi 4 B ist in seiner
Leistung beschränkt. Bilder mit geringerer Auflösung können schneller verarbeitet werden.
Zudem ist die Auflösung für die Klassifikation mittels künstlicher Intelligenz völlig ausrei-
chend. Die Auflösung muss zur Klassifizierung mit Convolutional Neural Networks (CNNs)
noch weiter reduziert werden (vgl. Kapitel 9). Morphologische Untersuchungen anhand die-
ser Bilder können aufgrund der geringen Auflösung jedoch erschwert werden. Aus diesem
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Kamera HDMI-Kabel

12 MP Raspberry Pi HQ
Kamera mit HDMI-Adapter

Optotune fokussierbare Linse

Lensation, Lensagon
TCST 10-40 Objektiv

Abbildung 7.5: Kameraaufbau des DiversityScanner-4K. Die Raspberry Pi HQ Kamera wird zusammen mit
einem HDMI-Adapter in einem 3D-gedruckten Gehäuse montiert. Die fokussierbare Linse wir
direkt auf den C-Mount der Kamera geschraubt. Das Objektiv wird dann auf die fokussierbare
Linse geschraubt. Dieser Aufbau erlaubt die Aufnahme vonmehreren FE ohne das mechanische
Verfahren der Kamera. Modifiziert nach [137].

Grund wird im DiversityScanner 4K dieselbe Kamera verbaut, wie in den Entomoscopes
und dem DiversityScanner-360°. Die Raspberry Pi HQ Kamera macht aufgrund der gerin-
gen Sensorgröße jedoch einen Focus Stacking Mechanismus notwendig. Hierfür wird im
DiversityScanner 4K ein anderer Ansatz gewählt als bei den teilautomatisierten Systemen.
Anstatt die FE durch Verschieben der Kamera anzupassen, wird eine elektrisch fokussier-
bare Linse (EFL) (C-mount - EL-16-40-TC-VIS-5D-C, Optotune Switzerland AG, Dietikon,
Schweiz) verwendet. Die Verwendung der EFL im DiversityScanner 4K bietet gegenüber
einer mechanischen Verstellung einige Vorteile. Zunächst ist hierbei die Implementierung in
das Gesamtsystem zu nennen. Die Verwendung einer EFL erlaubt es die Schnittstelle zwi-
schen Kamera und Gesamtsystem so zu gestalten, dass beide verwendbaren Kameras einfach
montiert werden können, dies ist auch auf die Kompaktheit der EFL zurückzuführen. Der
Verzicht auf eine Linearführung und einen Schrittmotor, reduziert zudem die bewegte Masse
und macht eine zusätzliche Motoransteuerung überflüssig. Weiterhin kann mit einer EFL die
FE sehr schnell (ca. 5 ms) angepasst werden.

Weiterhin muss ein geeignetes Handhabungssystem gefunden werden. Die Limitierung der
Größe der Insekten auf maximal 3 mm erleichtert diese Aufgabe. Die für gewöhnlich bei
der manuellen Handhabung genutzte Pipettierung der Proben bietet sich ebenfalls für die
Automatisierung an. Dabei ist sichergestellt, dass die Insekten durchgehend im Ethanol
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verbleiben und ein Austrocknen verhindert wird. Die Handhabung kann, wie bei der Un-
tergliederung in Teilsysteme (vgl. Abbildung 7.1) dargestellt, in das Handhabungswerkzeug,
bei diesem Anwendungsfall die Saugspitze, sowie einer Aktuatorik unterteilt werden. Als
Saugspitze verwendet der DiversityScanner eine gekürzte Pipettenspitze (vgl. Abbildung 7.6
(i)), welche auf eine aus Aluminium gedrehte Aufnahme (ii) gesteckt wird. Diese wird in
einen 3D-gedruckten Halter (iii) geschraubt und mit einem Schlauchanschluss (iv) versehen,
in den der Saugschlauch (v) gesteckt wird. Die Aktuatorik des Handhabungssystems setzt
sich aus einem Aktor zur vertikalen Bewegung (z-Richtung) des Handhabungswerkzeugs,
einem Aktor zum Ansaugen und Abgeben der Flüssigkeit, sowie dem bereits beschriebenen
Positioniersystem in x- und y-Richtung zusammen. Zur vertikalen Bewegung (z-Richtung)
wird ein spindelgetriebener Linearaktor ((vi), L4118S1404-T5x5-A50, Nanotec Electronic
GmbH&Co. KG, Feldkirchen, Deutschland) mit einem Hub von 50 mm und einer Auflösung
von 25 µm pro Vollschritt des bei diesem Linearaktor verwendeten NEMA 17 Schrittmo-
tors (vii) verwendet. Dieser bildet die z-Achse des DiversityScanners und wird mithilfe eines
Endstopschalters (viii) am höchsten Punkt referenziert. Der Referenzpunkt kann durch Ein-
schrauben der Anschlagschraube (ix) verschoben werden. Zum Ansaugen und Abgeben der
Flüssigkeit und somit zum Aufnehmen und Abgeben der Insekten wird eine Spritzenpumpe
(LA100, Landgraf Laborsysteme HLL GmbH, Langenhagen, Deutschland) verwendet. Darin
werden 50 ml Luer-Spritzen (BD Plastipak Luer-Spritze, Becton Dickinson GmbH, Heidel-
berg, Deutschland) verwendet. Der bei Spritzen geläufige Luer-Lock ermöglicht ein einfaches
Anschließen des Saugschlauchs, welcher über einen Festo-Adapter, mit der Aluminiumauf-
nahme zur Befestigung der Pipettenspitze verbunden ist und so die Spritze mit der Saugspitze
verbindet.

Zuletzt muss die notwendige Hardware zur Objekterkennung implementiert werden. Wie
in den Anforderungen beschrieben, sollen die Proben zur Untersuchung auf einer Ebene
ausgebreitet werden. Hierzu wird eine 120 mm x 120 mm große, quadratische Petrischale
gewählt, in welche die Insekten gegeben werden und von Ethanol bedeckt sind. Ziel der
Objekterkennung ist die Bestimmung der Position der Objekte in der Petrischale und die
Kategorisierung in sortierbar oder nicht sortierbar. Die Beschreibung der Position der Insek-
ten in der Petrischale erfolgt im rechtshändigen kartesischen Petrischalen-Koordinatensystem
mit dem Ursprung P , wiederum in der hinteren rechten Ecke der Petrischale (von vorne
auf den DiversityScanner blickend) und den Basisvektoren x⃗P , y⃗P , z⃗P (vgl. Abbildung 7.4.
Das Petrischalen-Koordinatensystem befindet sich relativ zum Roboterkoordinatensystem im-
mer an derselben Stelle und kann durch eine konstante lineare Verschiebung entlang von
x⃗, y⃗, z⃗ im Roboter-Koordinatensystem beschrieben werden. Zu Objekterkennung muss ei-
ne geeignete Sensorik gefunden werden. Auch für diesen Anwendungsfall bietet sich die
Verwendung von Kameras an. Im Bild, kann die Position der Proben anhand von digitaler
Bildverarbeitung ermittelt werden. Aus diesem Grund wird eine Kamera (MQ042CG-CM,
Ximea GmbH, Münster, Deutschland) mit Objektiv (CK12M1628S11 Lensation GmbH,
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Abbildung 7.6: Detailkamera und Handhabungssystem des DiversityScanners. Mit Detailkamera (a), Objek-
tiv (b) und Lineartisch (c), sowie gekürzter Pipettenspitze (i), Aluminiumaufnahme (ii), 3D-
gedruckter Aufnahme (iii), Schlauchanschluss (iv), Saugschlauch (v), Spindeltrieb (vi) mit
Schrittmotor (v), Endstopschalter (vii) und Referenzverstellung (ix).

Karlsruhe, Deutschland) welches eine Brennweite von 16 mm hat, direkt über der Petrischa-
le platziert. Die im Folgenden ’Übersichtskamera’ genannte Kamera, liefert die Bilder zur
Objekterkennung in der Petrischale. Zur Maximierung des Kontrasts, wird zusätzlich eine
Hintergrundbeleuchtung mit einem LED-Panel (27640-HE LED Panel, LDBS Lichtdienst
GmbH, Falkensee, Deutschland) realisiert, welches während der Aufnahme von Bildern mit
der Übersichtskamera eingeschaltet wird. Ein exemplarisches, unverarbeitetes Übersichtsbild,
kann Abbildung 7.7a entnommen werden.

Die Erkennung der Objekte im Bild und somit die Position in der Petrischale erfolgt anschlie-
ßend softwareseitig anhand der Bilder. Dazu wird der in Abbildung 7.7 visualisierte Prozess
genutzt. Vorausgesetzt ist, dass das Verhältnis zwischen Pixel und Distanz im Bild bekannt
ist. Dieser Wert kann jedoch einfach ermittelt werden, da die inneren Abmessungen der Pe-
trischale mit 119 mm x 119 mm bekannt sind. Die Objekterkennung basiert auf Verfahren
der klassischen Bildverarbeitung. Zunächst wird das Originalbild (vgl. Abbildung 7.7a) auf
die Petrischale zugeschnitten (b). Anschließend reduziert ein Medianfilter das Rauschen im
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(a) Originalbild der Übersichtskamera. (b) Zugeschnitten auf Petrischale (c) Medianfilter zur Rauschreduktion

(d) Umwandlung in Grauwerte (e) Binarisierung mit Schwellwert (f) Kantendetektion

(g) Ermittlung der Schwerpunkte (h) Darstellung in Originalbild

Abbildung 7.7: Zur Objekterkennung genutzte Schritte, um Insekten in der Petrischale zu lokalisieren. In (a)-(g)
sind die Verarbeitungsschritte dargestellt. Unter (h) ist das dem/der Nutzer:in ausgegebene und
gespeicherte Bild dargestellt. Sortierbare Objekte sind grün umrandet, nicht sortierbare rot.
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Bild, während die Kanten erhalten bleiben (c). Daraufhin wird das Farbbild in Grauwerte
umgewandelt (d) und anschließend anhand eines adaptiven Schwellwerts binarisiert (e). Die
Verwendung eines adaptiven Schwellwerts, welche auf den Pixeln der umgebenden Region
beruht, erlaubt die Erkennung sowohl hellerer als auch dunklerer Objekte im Bild. Zuletzt
werden die Konturen der Objekte bestimmt (f) und somit die Größe der Objekte sowie deren
Schwerpunkt im Bild (g). Dieser Schwerpunkt wird als Referenz für die Position genutzt.
Anschließend müssen die erkannten Objekte drei Kriterien erfüllen, um als sortierbar kate-
gorisiert zu werden:

1. Die Objekte dürfen die definierte maximale Größe nicht überschreiten. Die maximale
sortierbare Länge der Insekten liegt bei 3 mm.

2. Die Objekte müssen innerhalb der Region of Interest (ROI) liegen. Für den Diversity-
Scanner wird die ROI als der Bereich in der Petrischale definiert, der mindestens 10mm
vom Rand entfernt ist.

3. Die Objekte müssen einen Mindestabstand voneinander aufweisen, der von dem/der
Anwender:in definiert werden kann.

Zuletzt werden sortierbare Insekten im Bild grün markiert, nicht sortierbare rot (i).

Zur Bedienung des DiversityScanners wird eine einfache Graphical User Interface (GUI)
(vgl. Abbildung 7.8) mithilfe des Python-Pakets tkinter implementiert. Diese ermöglicht das

i ii iii
iv

v

vi

Abbildung 7.8: GUI zur Bedienung des DiversityScanners. Mit Start (i), Pause (ii), Stop (iii), AuswahlWell (iv),
virtuelle Petrischale mit Objekten (v), virtuelle 96er PCR-Mikrotiterplatte (gefüllte Wells sind
schwarz eingefärbt) (vi).

Starten (i), Pausieren (ii) und Stoppen (iii) des Programms. Zudem kann gewählt werden,
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ab welchem Well die Mikrotiterplatte gefüllt werden soll (iv). Standardmäßig startet die
Sortierung in Well A1. In der GUI werden permanent die Position der Kamera und der
Pipette als roter, respektive blauer Kreis dargestellt. Nach Aufnahme eines Übersichtsbilds
und abgeschlossener Objekterkennung, werden die Objekte in der GUI als Punkte in der
Petrischale (v) dargestellt. Sobald die Probe aus der Petrischale entfernt und in ein Well der
96er PCR-Mikrotiterplatte gelegt wird, verschwindet der Punkt in der Petrischale und das
gefüllteWellwird schwarz hinterlegt (vi). So kann der Prozessfortschritt kontinuierlich anhand
der Anzahl gefüllter Wells überwacht werden. Die Angabe aller durch den/die Nutzer:in
veränderbaren Werte erfolgt mithilfe einer Konfigurationsdatei. Dort kann bspw. gewählt
werden, welches Kamerasystem, 1,3 MP ohne Focus Stacking oder 12,3 MP mit Focus
Stacking, verbaut ist, wie viele FE bei letzterem aufgenommen werden sollen und wie groß
der Abstand zwischen den FE sein soll. Zudem lässt sich das System dort kalibrieren, indem
Offsets definiert werden können.

Durch Starten des Programms, indemaufRun geklicktwird,wird zuerst die z-Achsemit einem
und anschließend die x- und y-Achsen jeweils mit zwei Endstopschaltern an jedem Ende
referenziert. Anschließend wird mit dem Programmablauf (vgl. Abbildung 7.9) begonnen.

Aufnahme eines
Übersichtsbilds
der Petrischale

Objekterkennung auf
Übersichtsbild

Transport des Insekts in
96er Mikrotiterplatte

Platzierung der Detailkamera
über dem Insekt

Platzierung der Saugspitze
über dem Insekt

Aufnahme eines
Detailbilds des

Insekts

Klassifizierung und
Volumennschätzung

(vgl. Teil IV)

Abbildung 7.9: Programmablauf des DiversityScanners zur automatisierten Untersuchung von Insekten-
Massenproben. Alle erfassten Daten werden auf dem Raspberry Pi gespeichert. Modifiziert
nach [49].
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Dieser wird so lange fortgesetzt, bis entweder keine sortierbaren Objekte in der Petrischale
mehr vorliegen oder die 96er PCR-Mikrotiterplatte gefüllt ist. Zur automatisierten Bildgebung
und Sortierung wird zunächst ein Übersichtsbild aufgenommen, anhand dessen die Positionen
der sortierbaren Proben in der Petrischale bestimmt werden. Aus dieser Liste wird ein zufäl-
liges Objekt gewählt. Die Detailkamera wird anschließend über diesem Objekt platziert und
je nach Kamerasystem wird entweder ein Detailbild oder eine Serie an Bildern mit verschie-
denen FE aufgenommen. Diese Detailbilder können anschließend verarbeitet werden, um die
Insekten mittels maschinellem Lernen zu klassifizieren (vgl. Kapitel 9) oder/und bspw. das
Volumen des Objekts zu schätzen (vgl. Kapitel 10). Anschließend wird die Saugspitze über
die fotografierte und ggf. klassifizierte und vermessene Probe bewegt und diese mithilfe der
Spritzenpumpe eingesaugt. Zuletzt wird die Saugspitze über das nächste freie Well der 96er
PCR-Mikrotiterplatte bewegt und das Objekt, durch Abgabe von Ethanol mithilfe der Sprit-
zenpumpe darin abgelegt. Anschließend startet der Programmablauf erneut mit Aufnahme
eines Übersichtsbilds.

7.4 Evaluierung des DiversityScanners

Zur Evaluierung des DiversityScanners, werden die definierten Anforderungen (vgl. Tabel-
le 7.1 und Anhang A.4) genutzt. Zur Evaluierung des Handhabungsprozesses, werden Ver-
suche durchgeführt, deren Methodik im Folgenden erläutert wird. Daraufhin werden die
Ergebnisse dargelegt.

7.4.1 Methodik zur Evaluierung des Handhabungsprozesses

Zur Evaluierung des Handhabungsprozesses werden Versuche durchgeführt, um die Zuverläs-
sigkeit des implementierten Handhabungssystems zu prüfen. Dazu werden zwei 96er PCR-
Mikrotiterplatten mit demDiversityScanner gefüllt und die Anzahl erfolgreicher Handhabun-
gen gezählt. Für die Versuche wird der DiversityScanner für den Betrieb vorbereitet. Dazu
wird zunächst die Spritze mit ca. 25 ml und die Petrischale mit ca. 80 ml Ethanol (80 %)
gefüllt. Anschließend werden ca. 120 Insekten ≤ 3,5 mm in die Petrischale gegeben und der
Sortierprozess gestartet. Für die Auswertung wird die 96er PCR-Mikrotiterplatte ausgewertet,
wobei drei mögliche Zustände zu erwarten sind:

1. Der Handhabungsprozess war erfolgreich, dasWell ist mit genau einem Insekt gefüllt.

2. Der Handhabungsprozess war nicht erfolgreich, dasWell ist leer (F1).

3. Der Handhabungsprozess war nicht erfolgreich, dasWell ist mit mehr als einem Insekt
gefüllt (F2).
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7.4.2 Ergebnisse der Evaluierung

Anhand der definierten Anforderungen und der Versuchsergebnisse wird im Folgenden der
DiversityScanner evaluiert. Beginnend mit der Reproduzierbarkeit zeigt sich, dass aufgrund
der steigenden Kompliziertheit des Systems, im Vergleich zu den teilautomatisierten Syste-
men, ein größeres technisches Verständnis beim Aufbau vorausgesetzt werden muss. Zudem
nutzt der von Pfriem (2016) [132] entwickelte Grundroboter gefräste Aluminiumteile zur
Implementierung der Portalkinematik, einerseits zur Verbindung der aktiven und passiven
y-Achsen mit dem Hauptrahmen als auch zur Verbindung dieser Achsen untereinander und
zur Montage der x-Achse. Weiterhin wird für die Montage der Pipettenspitze am Handha-
bungswerkzeug ein Drehteil, ebenfalls aus Aluminium, verwendet. Die Verwendung dieser
spanend zu fertigenden Teile erschwert die Reproduktion. Die Zielvorgabe der Größe erfüllt
das System nahezu. Der Grundroboter mit 500 mm x 500 mm x 500 mm liegt innerhalb der
definierten Größe. Durch Anbringen der Verkleidung und die verwendeten Ausgleichsfüße,
wird das System minimal größer und misst ca. 510 mm x 510 mm x 580 mm (t x b x h),
wobei die Höhe durch Einschrauben oder Herausdrehen der Ausgleichsfüße in einem Rah-
men von ca. 50 mm variabel ist. Die definierte maximale Probengröße von 3 mm für die
Proben wird eingehalten. Insekten dieser Größe können durch die Detailkamera sowohl in
der Standardversion als auch in der 4K Version des DiversityScanners fotografiert werden.
Zudem erlaubt das Handhabungswerkzeug ein Sortieren von Insekten dieser Größenklasse.
Die Objekterkennung anhand der Übersichtsbilder stellt zudem sicher, dass keine größeren
Insekten zur Aufnahme und Sortierung angefahren werden. Dazu werden sie in einer Petri-
schale, entsprechend der Anforderung, eben ausgebreitet und von dort aus weiter verarbeitet.
Die Unversehrtheit der Proben kann weitestgehend sichergestellt werden. Die Pipettierung ist
eine in der Entomologie weit verbreitete Methode zur Handhabung kleiner Insekten. Durch
die Automatisierung dieses Prozesses sind demnach keine Kräfte zu erwarten, die zu einer
Beschädigung der Probe führen könnten. Weiterhin ist durch diese Handhabungsmethodik
sichergestellt, dass die Proben nicht aus dem Ethanol entnommen werden müssen. Die Ver-
einzelung der Proben erfolgt durch die separate Handhabung einzelner Insekten im Anschluss
an die Bildgebung. Das Positioniersystem in Kombination mit dem Handhabungssystem er-
möglicht eine Überführung der Proben von der Petrischale in die 96er PCR-Mikrotiterplatte.
Die Anforderung an die Vereinzelung hängt demnach direkt mit der Anforderung an den
Handhabungsprozess zusammen und damit auch mit der Qualität der Objekterkennung. Die
imDiversityScannermit klassischer Bildverarbeitung realisierte Objekterkennung genügt, um
den DiversityScanner zu betreiben. Der Algorithmus ist jedoch nur eingeschränkt übertragbar
und kann leicht zu fehlerhaft erkannten Objekten führen, dabei sind drei Fehler besonders
hervorzuheben, diese sind in Abbildung 7.10 dargestellt.

In Abbildung 7.10a erkennt der Algorithmus zur Objekterkennung zwei Objekte als eines.
Dies passiert, wenn sich zwei Objekte bei der Bildaufnahme berühren und eine geschlossene
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(a) Fehler durch sich berührende Kon-
turen, zwei Objekte werden als eines
erkannt.

(b) Schwellwertfehler führt zu nicht
erkannten Objekten, da diese bei der
Binarisierung verloren gehen.

(c) Eine Verunreinigung wird als sor-
tierbares Objekt erkannt, da keine
Klassifizierung stattfindet.

Abbildung 7.10: Drei beispielhaft auftretende Fehler bei der Objekterkennung mit klassischer Bildverarbeitung
im DiversityScanner.

Kontur bilden. Dieser Fehler kann reduziert werden, indem beim Ausbreiten der Insekten
in der Petrischale darauf geachtet wird, dass sich keine Objekte berühren. Dieser manuelle
Mehraufwand widerspricht jedoch dem Ziel eines automatisierten Systems. Abbildung 7.10b
zeigt einen weiteren Fehler, der infolge des verwendeten Algorithmus auftreten kann. Durch
die Binarisierung anhand eines dynamischen Schwellwerts kann es vorkommen, dass sehr
helle Objekte neben einem sehr dunklen Objekt unter den Schwellwert fallen und somit
in den folgenden Prozessschritten nicht mehr beachtet werden. In dem dargestellten Fall
wird das große Objekt als sortierbar markiert, obwohl sich ein zweites eigentlich zu nahe
daran befindet. Zuletzt ist in Abbildung 7.10c dargestellt, dass ein Objekt, bei dem es sich
eindeutig nicht um ein Insekt handelt, als sortierbar erkannt wird. Dies tritt auf, da keine
Klassifizierung stattfindet. Körperteile von Insekten, wie in der Abbildung dargestellt, oder
Verunreinigungen der Probe können zu Sortierfehlern führen. Dies kann direkten Einfluss auf
den Handhabungsprozess haben.

Die Evaluierung des Handhabungsprozesses erfolgt entsprechend der vorgestellten Testme-
thodik. Die Ergebnisse sind in Tabelle 7.2 dargestellt. Die Auswertung zeigt, dass die An-

Tabelle 7.2: Ergebnisse der Testreihe zum Füllen von zwei 96er PCR-Mikrotiterplatten zur Evaluation des
Handhabungsprozesses im DiversityScanner bei Verwendung einer Pipettenspitze als Saugspitze
und LA100 Spritzenpumpe. Prozentsätze auf ganze Prozente gerundet.

Erfolgreich Nicht erfolgreich (F1) Nicht erfolgreich (F2)
Mikrotiterplatte 01 63 (66 %) 23 (22 %) 10 (10 %)
Mikrotiterplatte 02 56 (58 %) 29 (30 %) 11 (12 %)

Mittelwert 59,5 (62 %) 26 (27 %) 10,5 (11 %)

forderung an den Handhabungsprozess mit der verwendeten Spritzenpumpe (LA100) und
Saugspitze (gekürzte Pipettenspitze) nicht erfüllt werden kann. Statt der geforderten 90 %
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korrekt gehandhabter Objekte, werden lediglich rund 62 % der Insekten korrekt in die 96er
PCR-Mikrotiterplatte abgelegt. Insgesamt 27 % der Wells bleiben leer. In 11 % der Fälle
werden zwei oder mehr Insekten in das Well abgelegt. Die Anforderung an die Schärfen-
tiefe der Detailbilder muss für den DiversityScanner und den DiversityScanner 4K separat
betrachtet werden. Eine Detailaufnahme eines Insekts mit vergrößertem Bereich ist in Abbil-
dung 7.11 für den DiversityScanner (a) und den DiversityScanner-4K (b) dargestellt. Wie in

(a) Detailaufnahme eines Insekts, aufgenommen mit dem
DiversityScanner.

(b) Detailaufnahme eines Insekts, aufgenommen mit dem
DiversityScanner-4K.

Abbildung 7.11: Detailaufnahme aufgenommen mit dem DiversityScanner (a) und dem DiversityScanner-
4K (b) mit jeweils vergrößertem Ausschnitt aus dem Bild. Modifiziert nach [137].

Abbildung 7.11a ersichtlich, wird ein Großteil des Insekts ausreichend scharf abgebildet. Die
theoretische Schärfentiefe des optischen Systems liegt ca. bei dem vom Objektivhersteller
angegebenen Wert von 740 µm bei einem Circle of Confusion (CoC) von 40 µm. Das ist für
Insekten mit einer maximalen Größe von 3 mm im Normalfall ausreichend. Bei abstehenden
Beinen oder Flügeln, kann es aber vorkommen, dass diese nicht ausreichend scharf abgebildet
werden. Zudem zeigt sich, dass aufgrund der Auflösung von 1,3 MP, beim Vergrößern des
Bildes schnell nicht mehr ausreicht, um morphologische Merkmale sicher zu erkennen. Die
Anforderung an die Schärfentiefe ist demnach nur teilweise erfüllt. Der DiversityScanner-4K
hingegen nutzt eine fokussierbare Linse zur Realisierung eines Focus StackingMechanismus.
Die damit erreichbare Schärfentiefe übersteigt die des DiversityScanners um ein Vielfaches
und kann Insekten (< 3 mm) immer in allen Bereichen scharf abbilden. Die höhere Auf-
lösung erlaubt zusätzlich ein Vergrößern des Bildes. Die implementierten Beleuchtungen
im DiversityScanner erfüllen die Anforderung. Die Verwendung der seitlichen Beleuchtung
zeigt gute Ergebnisse bei der Aufnahme der Detailbilder (vgl. Abbildung 7.11), während
die Hintergrundbeleuchtung einen starken Kontrast (vgl. Abbildung 7.7) erzeugt, um die
Objekterkennung zu vereinfachen.

Die Verarbeitungszeit der Proben ist abhängig von den aktivierten Funktionen. Hier wird
ausschließlich die Zeit zum Sortieren, sowie die notwendige Zeit zur Objekterkennung und
Aufnahme der Detailbilder berücksichtigt. Weitere Funktionen, wie das Klassifizieren mit
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CNNs oder die Bestimmung morphometrischer Merkmale (vgl. Teil IV) sind nicht enthalten.
Abbildung 7.12a zeigt die Zeiten für das Fotografieren und Sortieren von zwei vollständigen
96er PCR-Mikrotiterplatten. Der Mittelwert liegt dabei für die erste Mikrotiterplatte bei 34 s,
sowie bei 33 s für die zweite. Darin enthalten sind auch die Zeiten zur Objekterkennung
mithilfe des in Kapitel 7.3 vorgestellten Algorithmus. Diese Zeiten sind zusätzlich in Abbil-
dung 7.12b dargestellt. Die Mittelwerte liegen bei 1,3 s für beide Platten. Die Anforderung
an die Verarbeitungszeit wird demnach erfüllt.
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(a) Laufzeiten [s] pro Objekt zur Prozessierung von zwei 96er PCR-Mikrotiterplatten, gerundet auf ganze Sekunden. Die Laufzeiten bein-
halten die Zeiten zur Aktivierung der Benutzeroberfläche, den Schreibvorgängen auf der SD-Karte, der Bewegungszeit der Achsen,
der Laufzeit des Algorithmus zur Objekterkennung sowie den Zeiten für die Laufzeit der Spritzenpumpe.
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(b) Laufzeiten [s] des Algorithmus zur Objekterkennung für 192 Übersichtsbilder (zwei 96er PCR-Mikrotiterplatten).

Abbildung 7.12: Evaluierung der Verarbeitungszeit pro Probe mit dem DiversityScanner. (a) Zeit pro Objekt,
(b) Zeit zur Verarbeitung eines Übersichtsbilds mit dem Algorithmus zur Objekterkennung.
Modifiziert nach [49].

Die Kosten für den Aufbau eines DiversityScanners liegen aktuell bei 5980 =C und über-
steigen somit die Anforderung an die Kosten um knapp 1000 =C. Zum Zeitpunkt der Ent-
wicklung (2021) jedoch waren einige Komponenten günstiger und der Aufbau war somit für
unter 5000 =Cmöglich. Der Aufbau des DiversityScanner-4K übersteigt diese Kosten noch um
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weitere 500 =C. Die verwendete fokussierbare Linse (ca. 800 =C) erhöht die Kosten für das Ge-
samtsystem trotz der deutlich günstigeren Raspberry Pi HQ Kamera (ca. 50 =C) im Vergleich
zur XimeaKamera (ca. 350 =C) imDiversityScanner. Die Skalierbarkeit des DiversityScanners
ist in der Theorie gegeben. Durch Vergrößerung des Hauptrahmens und der entsprechenden
Linearachsen in x- und y-Richtung, kann der horizontale Arbeitsraum des Systems vergrö-
ßert werden. Die ermöglicht die Platzierung von mehreren Petrischalen und Beleuchtungen
sowie mehreren 96er PCR-Mikrotiterplatten, würde aber auch die Implementierung weiterer
Übersichtskameras erfordern. Eine reine Vergrößerung der Petrischale ist nicht möglich. Die
Beleuchtung vom Rand der Petrischale aus, führt zu einer zu schwachen Beleuchtung bei in
der Mitte der Schale liegenden Insekten. Die Anpassbarkeit ist ebenfalls gegeben und durch
Implementierung von zwei verschiedenen Kamerasystemen für die Detailkameras bereits ge-
zeigt. Durch die Veröffentlichung in einem frei zugänglichen Journal [49] und die Bereitstel-
lung von Teilelisten und notwendigen Dateien zum 3D-Druck (https://osf.io/en594/)
ist dies auch für externe Nutzer:innen möglich. Die Software des DiversityScanners erfüllt
die notwendigen Grundfunktionen zum Betrieb und ermöglicht über eine GUI das Starten,
Pausieren und Stoppen des Programms. Zudem kann der Fortschritt darauf überwacht werden.
Alle Parameter für den Betrieb können über eine Konfigurationsdatei eingestellt werden.

Ein weiterer Teil der Evaluierung des Systems ist die Anwendung in realen Laborbedingun-
gen. Die Integration von Feedback führt zu einer ständigen Weiterentwicklung des Systems
und unterstreicht den Open Science Charakter. Der DiversityScanner und anschließend der
DiversityScanner-4K werden seit Herbst 2021 im Museum für Naturkunde Berlin, Leibniz-
Institut für Evolutions- und Biodiversitätsforschung zur Bildgebung und Handhabung einge-
setzt.

7.5 Diskussion und Ausblick

Der DiversityScanner ist ein automatisiertes System zur Bildgebung und Handhabung von In-
sekten (oder allgemeiner, wirbellosen Tieren) aus Massenproben, wie beispielsweise Malaise
Fallen Proben. Der auf dem von Pfriem (2016) [132] basierende, modernisierte Grundro-
boter eignet sich gut zur Realisierung der Aufgabe. Die Verwendung von spezial gefertigten
Teilen aus Aluminium gewährleistet eine hohe Steifigkeit, erfordert jedoch auch aufwendige
spanende Fertigungsmethoden. Eine weitere Modifizierung des Grundroboters, um auf die
Aluminiumteile zu verzichten, könnte die Reproduzierbarkeit des Systems deutlich erhöhen
und gleichzeitig die Kosten reduzieren. Dabei muss darauf geachtet werden, dass bei Ver-
wendung von 3D-gedruckten Teilen die Steifigkeit des Portals weiterhin sichergestellt wird.
Die verwendeten kugelumlaufgeführten Linearführungen ermöglichen eine hohe Genauigkeit
und Langlebigkeit bei minimalem Verschleiß. Moderne 3D-Drucker zeigen jedoch, dass auch
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mit einfachen, gleitgelagerten und deutlich günstigeren Linearführungen hohe Genauigkei-
ten erreichbar sind. Zur Kostenreduktion würde es sich anbieten, eine erneute Marktanalyse
durchzuführen, um eventuell kostengünstigere Linearführungen zu identifizieren. Weiterhin
nutzt der Grundroboter 40 mm x 40 mm starke Aluminiumstrebenprofile für den würfel-
förmigen Hauptrahmen und zusätzlich als Auflager für das Portal des Roboters. Diese sehr
massive Bauweise garantiert höchste Steifigkeit, könnte aber in zukünftigen Versionen durch
schmalere Profile ersetzt werden. Dies würde den Bauraum erhöhen, die Kosten reduzieren
und die Zugänglichkeit verbessern. Die verwendete kartesische Kinematik ermöglicht ein
einfaches Verständnis der Bewegungen des Roboters. Alle Positionen sind eindeutig durch
drei Koordinaten beschreibbar und erlauben somit eine einfache Fehlersuche, auch für tech-
nische Laien. Wie in der Evaluation dargestellt, liefert die implementierte Objekterkennung
gute Ergebnisse mit einigen Schwächen. Fehlerhaft erkannte Objekte haben einen direkten
Einfluss auf die Qualität des Handhabungsprozesses und könnten unter anderem eine Ursache
für die relativ geringe Erfolgsquote von rund 62 % bei der Handhabung sein. Zwei oder mehr
Objekte, welche als eines erkannt werden, führen leicht zu mehreren Objekten in einemWell
der 96er PCR-Mikrotiterplatte. Dies ist bei der Versuchsreihe in 11 % der Fälle aufgetreten
und hat somit zu einer nicht erfolgreichen Handhabung geführt. Eine Auswertung der zu den
fehlerhaft gefüllten Wells gehörenden Detailbilder zeigt, dass in allen Fällen, in denen zwei
oder mehr Insekten in einem Well vorzufinden sind, auch zwei oder mehr Insekten auf dem
Detailbild zu sehen sind. Eine Verbesserung des Sortierprozesses erfordert demnach auch
eine Verbesserung des Algorithmus zur Objekterkennung und kann den Ergebnissen zufolge
zu einer Steigerung der Erfolgsquote von bis zu 10 % führen. Die Implementierung des Al-
gorithmus zur Objekterkennung mit klassischer Bildverarbeitung erfolgt, da zum Zeitpunkt
der Entwicklung keine Trainingsdaten für Lösungen mit maschinellem Lernen vorliegen.
Zukünftig sollte der momentan verwendete Ansatz zur Objekterkennung durch moderne,
auf maschinellem Lernen basierenden Objekterkennungsalgorithmen wie YOLOv8 [138] er-
setzt werden. Es ist zu erwarten, dass diese Anpassung eine Reduktion der falsch erkannten
Objekte bewirkt. Dabei ist zu beachten, dass nicht nur eine Instanzsegmentierung stattfin-
det, sondern dass weiterhin eine semantische Segmentierung vorgenommen wird. Dies ist
notwendig, um die Größe der Objekte auch zukünftig einfach bestimmen und dieses Krite-
rium zur Zuordnung in ’sortierbar’ oder ’nicht sortierbar’ beibehalten zu können. Die zur
semantischen Segmentierung notwendigen Trainingsdaten erfordern pixelgenaue Labels, de-
ren Erstellung zunächst zeitaufwendig ist. Ein weiterer Vorteil, die Objekterkennung mittels
maschinellem Lernen zu lösen, ist, dass gleichzeitig eine Klassifizierung möglich wäre. Ob-
jekte, bei denen es sich nicht um Insekten handelt, wie einzelne Körperteile, Staub oder
Dreck, können direkt als nicht sortierbar ausgeschlossen werden. Voraussetzung hierfür ist
jedoch, dass die Auflösung der Übersichtsbilder ausreicht, um dies zu erkennen. Eine höher
auflösende Übersichtskamera wäre demnach zukünftig zu implementieren. Dies könnte auch
die Möglichkeit bieten, schon anhand der Übersichtsbilder eine Klassifizierung der Insek-
ten auf einer niedrigen taxonomischen Ebene vorzunehmen, um für den oder die Nutzer:in
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relevante Tiere auszusortieren, ohne diese mit der Detailkamera anfahren zu müssen. Leere
Wells nach dem Sortierprozess können auf unterschiedliche Ursachen zurückgeführt werden.
Einerseits besteht die Möglichkeit, dass trotz korrekter Objekterkennung das Objekt nicht
aufgesaugt wird, andererseits kann es passieren, dass ein korrekt aufgenommenes Insekt nicht
abgelegt wird und trotz Abgabe der Flüssigkeit in der Saugspitze verbleibt. Diese Fehler
könnten auf den Volumenstrom der Spritzenpumpe oder die Form der Saugspitze zurück-
geführt werden. Eine Erhöhung des Volumenstroms ist mit der verwendeten Spritzenpumpe
LA100 nicht möglich. Die von den äußeren Abmessungen gleiche, aber leistungsstärkere
LA110 (Landgraf Laborsysteme HLL GmbH, Langenhagen, Deutschland) kann ohne wei-
tere Anpassungen mit dem DiversityScanner getestet werden, um zu überprüfen, ob eine
Erhöhung des Volumenstroms zu einer Verbesserung des Sortierprozesses führt. Zudem zei-
gen Erfahrungswerte von Projektpartnern (Museum für Naturkunde Berlin, Leibniz-Institut
für Evolutions- und Biodiversitätsforschung), dass das Ablegen der Insekten in den Wells
aufgrund der konisch zulaufenden Pipettenspitze fehleranfällig ist. Eine Modifizierung des
Handhabungswerkzeugs zu einer Saugspitze mit zylindrischer Form könnte demnach zu einer
Verbesserung des Handhabungsprozesses führen (vgl. hierzu Kapitel 8). Die implementierte
Software des DiversityScanners erfüllt die notwendigen Grundfunktionen, um mit dem Sys-
tem arbeiten zu können. Die Einstellung der Parameter über eine separate Datei bietet jedoch
keinen hohen Komfort bei der Nutzung. Zudem wird nach Änderung von Parametern ein
Neustart der Software notwendig. Die Entwicklung nach dieser Art ist unter der Annahme
erfolgt, dass das Systemmöglichst leicht zu bedienen sein soll und gleichzeitig immer mit den
gleichen Parametern arbeitet. Die Verwendung des Systems bei Projektpartnern im Muse-
um für Naturkunde Berlin, Leibniz-Institut für Evolutions- und Biodiversitätsforschung zeigt
jedoch, dass die Einstellung der Betriebsparameter, bspw. die Größe der zu sortierenden Insek-
ten, genutzt werden kann, um den DiversityScanner für spezialisiertere Aufgaben zu nutzen.
Die Einstellung der Parameter direkt in der GUI ist demnach wünschenswert und sollte für
zukünftige Versionen, vergleichbar wie bei der Entomoscope Imaging Software (ENIMAS),
direkt integriert werden. Die Anforderung an die Beleuchtung ist erfüllt. Die verwendeten
von um die Petrischale herum verlaufenden LEDs mit Diffusorscheiben liefern eine geeignete
Beleuchtung zur Aufnahme der Detailbilder. Jedoch schränken sie den Bedienungskomfort
ein. Die Petrischale kann nur von oben eingesetzt und nach oben wieder herausgenommen
werden. Dies ist bei einer leeren Schale kein Problem, kann bei einer gefüllten Schale,
insbesondere beim Herausnehmen schnell dazu führen, dass Ethanol verschüttet wird und
erfordert, dass in die mit Ethanol gefüllte Petrischale gefasst wird. Eine klappbare Beleuch-
tung würde den Komfort daher deutlich steigern, da die Schale dann von außen gegriffen und
von vorne eingesetzt werden könnte. Die Evaluation der Verarbeitungszeit pro Probe zeigt,
dass die Anforderung erfüllt wird. Die zukünftige Implementierung von auf maschinellem
Lernen basierenden Methoden zur Objekterkennung oder die Bildverarbeitung der mit dem
DiversityScanner 4K aufgenommenen Bilder, führen bei der Verwendung des Raspberry Pi
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als zentrales Steuerelement allerdings dazu, dass die Verarbeitungszeit pro Probe deutlich stei-
gen kann. Mit den steigenden Anforderungen an die Bildverarbeitung bietet es sich demnach
an, auch für den DiversityScanner eine Plug-In Version in Betracht zu ziehen. Wie für das
Plug-In Entomoscope, können so arbeitsintensive Prozessschritte auf einem leistungsstarken
Personal Computer (PC) oder Laptop ausgeführt werden.

Als automatisiertes System bietet sich der DiversityScanner an, um durch Parallelisierung den
Durchsatz zur Bildgebung und Vereinzelung im Vergleich zu teilautomatisierten Systemen
stark zu erhöhen. Während pro Entomoscope eine Person notwendig ist, können mehre-
re DiversityScanner durch eine einzelne Person betreut werden. Diese kann, während die
Systeme arbeiten, die Proben vorbereiten (vgl. Teil I) und dafür sorgen, dass die Diversity-
Scanner ununterbrochen arbeiten, indem Proben in die Petrischalen nachgelegt und die Mi-
krotiterplatten getauscht werden. Eventuell auftretende Fehler können durch diese Person
festgestellt und direkt behoben werden. Durch parallel arbeitende DiversityScanner können
so schnell und mit minimalem personellen Aufwand viele Insekten fotografiert und in 96er
PCR-Mikrotiterplatten vereinzelt werden. Zudem stellt der DiversityScanner sicher, dass alle
Insekten nach der gleichen Methode fotografiert werden. Der menschliche Einfluss bei der
Bildgebung entfällt, wodurch Unterschiede, die durch unterschiedliche Bedienung der En-
tomoscope oder unterschiedlichen Umgang mit den Proben vor der Bildgebung eliminiert
werden. Dies stellt sicher, dass kein Bias auf zukünftige Algorithmen zur Klassifizierung der
Insekten anhand von Bildern auftreten kann. Mit dem DiversityScanner wurde ein CNN zur
Klassifizierung von Insekten ausMalaise FallenMassenproben publiziert (vgl. Teil IV), um so
die Funktionen des DiversityScanners durch automatische Klassifizierung zu erweitern. Wie
im Programmablauf (vgl. Abbildung 7.9) dargestellt, kann nach der Anfertigung eines Detail-
bilds eine Klassifizierung vorgenommen werden. Basierend auf dieser Klassifizierung sollen
zukünftig die Funktionen des DiversityScanners erweitert werden. So könnte der Diversity-
Scanner beispielsweise angewiesen werden, nur Insekten in die 96er PCR-Mikrotiterplatte
zu überführen, die bei der Klassifizierung nicht einer der bekannten 14 KlassenML zugeord-
net werden können. Durch Erweiterung der neuronalen Netze auf mehr KlassenML höherer
taxonomischer Ebene, können somit die Anzahl der Insekten, die mittels Deoxyribonucleic
acid (DNA)-Barcode bestimmt werden müssen und somit die Kosten reduziert werden. Zu-
dem liegen direkt Informationen über die Abundanz bekannter KlassenML vor. Es hat sich
gezeigt, dass großes Interesse an einem System wie dem DiversityScanner besteht, die Bereit-
schaft ein so kompliziertes System vollständig selbst aufzubauen, jedoch relativ gering ist. Für
eine Weiterentwicklung des DiversityScanners und des DiversityScanner-4K, sollte demnach
die Vereinfachung des Systemsmit als sehr wichtige Anforderung aufgenommenwerden.Was
mit dem Entomoscope bereits gelungen ist, viele Institutionen mit einem System zu versorgen
und so die Weiterentwicklung voranzutreiben, sollte dann auch mit dem DiversityScanner
möglich sein. Da die Klassifizierung von Insekten auf höheren taxonomischen Ebenen be-
reits mit hoher Genauigkeit, beispielsweise für parasitäre Wespen gelingt [139], sollte der
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DiversityScanner zukünftig auch über Zielbehältnisse für mehrere Insekten der gleichen Gat-
tung oder sogar Art verfügen, die sicher mittels CNNs klassifiziert werden können und nicht
mehr für das DNA-Barcoding vereinzelt in PCR-Mikrotiterplatten sortiert werden müssen.
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8 Neue Methoden zur Handhabung
mit dem DiversityScanner

Teile dieses Kapitels basieren auf:
• L. Wührl, L. Keller, N. Klug, H. Shirali, R. Meier, und C. Pylatiuk, „Automated
handling of biological objectswith a flexible gripper for biodiversity research,” at
- Automatisierungstechnik, Vol. 72, Nr. 7, S. 672–678, 2024. doi: 10.1515/auto-
2023-0238.

Das in Kapitel 7 beschriebene und im DiversityScanner implementierte Handhabungssystem
(vgl. Abbildung 7.6) mit einer gekürzten Pipettenspitze als Handhabungswerkzeug erfüllt
nicht die definierte Anforderung, mehr als 90 % aller Insekten erfolgreich zu handhaben. Die
Ursachen hierzu werden in Kapitel 7.5 diskutiert und es werden zwei wesentliche Ursachen
identifiziert: der Algorithmus zur Objekterkennung und das Handhabungswerkzeug. In die-
sem Kapitel wird ein neues, verbessertes Handhabungswerkzeug für den DiversityScanner
entwickelt. Zudem werden neue Methoden untersucht, um zukünftig auch Insekten > 3 mm
handhaben zu können.

8.1 Stand der Technik zur Handhabung von
Insekten > 3 mm

Der Stand der Technik zur Handhabung von Insekten mit einer Länge von weniger als drei
Millimetern ist Kapitel 7.1 zu entnehmen. Zur automatisierten Handhabung größerer Insek-
ten werden andere Methoden benötigt. Ein hydraulischer Greifer [140] aus PDMS scheint
potenziell geeignet. Der zur Handhabung biologischer Proben entwickelte Greifer, nutzt drei
auf einer Membran angeordnete, flexible ’Finger’ mit einem Abstand von je 0,6 mm zuein-
ander. Wird die Membran unter Druck gesetzt, resultiert dies in eine konvexe Form. Die
im drucklosen Zustand senkrecht auf der Membran angeordneten Finger neigen sich nach
außen. Dies kann als Öffnen des Greifers verstanden werden. Die Reduktion des Drucks auf
der Innenseite der Membran führt gegenteilig zu einer konkaven Verformung und somit zu
einem Schließen des Greifers. Kordmahale et al. demonstrieren das Greifen und Halten einer
lebenden Ameise, die den Prozess unbeschadet übersteht [140].
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8.2 Konzept und Methoden

Es sollen verschiedene Handhabungswerkzeuge entwickelt werden. Dazu werden die defi-
nierten Größenkategorien (vgl. Kapitel 2) herangezogen. Die Verwendung einer gekürzten
Pipettenspitze in Kombination mit einer LA100 Spritzenpumpe zeigt, dass die Methode Po-
tenzial zur Handhabung besitzt, liefert mit 62 % erfolgreich gehandhabter Insekten jedoch
noch keine zufriedenstellende Lösung. Die zu geringe Saugleistung der Spritzenpumpe in
Kombination mit einer 50 ml Spritze und die konisch zulaufende Form der Pipettenspitze
werden als Hauptfehlerursache identifiziert (vgl. Kapitel 7.5). Für Insekten mit einer maxi-
malen Länge von 3 mm wird ein neues Konzept vorgestellt. Die LA100 Spritzenpumpe wird
durch die leistungsstärkere LA110 Spritzenpumpe ersetzt. Der maximale Volumenstromwird
dadurch nahezu verdreifacht (LA100: 35 ml/min; LA110: 102 ml/min). Zusätzlich wird die
Pipettenspitze durch ein Glasröhrchen ersetzt. Die Verwendung eines Glasröhrchens als Saug-
spitze anstatt der Pipettenspitze erfordert lediglich dieModifikation derAluminiumaufnahme.
Durch diese beiden Modifikationen sind konzeptionell die beiden Hauptfehlerursachen be-
seitigt. Die Methode zum Testen des Handhabungsprozesses mit der modifizierten Saugspitze
und der neuen Spritzenpumpe entspricht der bereits beschriebenen (vgl. Kapitel 7.4.1). Dazu
werden die neuen Komponenten in den DiversityScanner integriert. Zudem wird bei den Ver-
suchen darauf geachtet, dass sich berührende Insekten in der Petrischale vermieden werden.
So soll der Einfluss der Objekterkennung auf das Ergebnis der Versuche reduziert werden,
um die Evaluierung zu vereinfachen.

Zusätzlich zur Modifikation der Saugspitze wird ein Minigreifer basierend auf der Funktions-
weise des von Kordmahale et al. (2022) [140] vorgestellten Greifers zur Handhabung größerer
Insekten implementiert und getestet. Da eine Integration in den DiversityScanner zwar mög-
lich, aber nicht zielführend wäre (der DiversityScanner verfügt derzeit ausschließlich über ein
Bildgebungssystem für Insekten mit einer maximalen Länge von 3 mm), soll für die Tests des
Greifers ein Teststand implementiert werden. Dieser soll das Aufnehmen, Transportieren und
Ablegen der Insekten ermöglichen, um so die Zuverlässigkeit des Handhabungswerkzeugs
testen zu können. Die Testmethodik wird im Folgenden beschrieben.

Drei Insekten mit unterschiedlichen Körperlängen von etwa 4 mm, 8 mm und 15 mm werden
für Tests mit dem Greifer ausgewählt. Jedes Exemplar wird zunächst insgesamt 50 Transport-
wiederholungen unterzogen. Eine einzelneWiederholung beinhaltet das Aufheben des Insekts
aus einer Petrischale, das Bewegen entlang einer Achse und das anschließende Ablegen auf
eine Ziel-Petrischale. Die Insekten werden zu Beginn und zwischen jeder Wiederholung ma-
nuell neu positioniert. Eine Zwischenbewertung wird nach 50 Wiederholungen durchgeführt.
Wenn die Erfolgsquote über 50% liegt, wird der Test fortgesetzt. Diese relativ niedrige Schwel-
le wird mit der Annahme gesetzt, dass zukünftige Optimierungen die Ergebnisse verbessern
könnten. Wenn die Entscheidung getroffen wird, den Test fortzusetzen, werden zusätzliche 50
Wiederholungen durchgeführt, was insgesamt 100 Wiederholungen für jede der drei Größen
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ergibt. Die Gesamterfolgsquote wird dann berechnet. Nach jeder Wiederholung wird ein Foto
von der Ziel-Petrischale gemacht, einschließlich des abgelegten Insekts. Dies geschieht, um
den Ablageort der Proben zu vergleichen. Eine Zusammenstellung aller aufgenommenen Fo-
tos liefert einen Überblick über die Varianz in der Ablagegenauigkeit. Um die untere Grenze
für die Probengröße bei der Handhabung mit dem Greifer zu ermitteln, werden Proben mit
abnehmender Größe getestet. Dazu wird die Größenkategorie der vorherigen Tests gewählt,
die noch mit hoher Erfolgsrate (> 90 %) gehandhabt werden kann, und die Größe in 1 mm
Schritten reduziert, bis eine Handhabung nicht mehr möglich ist. Jedes Insekt wird 20 Mal
angehoben und transportiert. Zusätzliche Tests werden durchgeführt, um die Auswirkungen
der Ausrichtung des Insekts zu ermitteln. Ein statischer Test wird durchgeführt, bei dem
Proben aufgehoben und gehalten, aber nicht transportiert werden. Insgesamt werden 40 Wie-
derholungen durchgeführt. Alle zehn Wiederholungen werden die Proben in 45°-Schritten
gedreht. Dies deckt einen Bereich ab, der die vollen 360° repräsentiert.

8.3 Implementierung der Handhabungswerkzeuge

Die Implementierung der Saugspitze aus Glas erfolgt wie im Konzept beschrieben. In Ab-
bildung 8.1, ist die in den DiversityScanner verbaute Saugspitze dargestellt. Die Abdichtung

i

ii

iii

iv

v

Abbildung 8.1: Handhabungssystem des DiversityScanners mit neuer Saugspitze aus Glas. Mit Saugspitze
aus Glas (i), Aluminiumaufnahme (ii), 3D-gedruckter Aufnahme (iii), Schlauchanschluss (iv),
Saugschlauch (v).
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8 Neue Methoden zur Handhabung mit dem DiversityScanner

zwischen der Aufnahme aus Aluminium und der Saugspitze aus Glas wird durch einen Wel-
lendichtring aus Ethylen-Propylen-Dien-Kautschuk (EPDM) realisiert. Das Glasröhrchen hat
einen Außendurchmesser von 4 mm bei einer Wandstärke von 0,1 mm - 0,15 mm. Der In-
nendurchmesser liegt demnach bei einem minimalen Wert von 3,7 mm. Der 3D-gedruckte
Halter ist der neuen Form der Aluminiumaufnahme angepasst. Die Verbindung mit dem
Saugschlauch wird wie bei der vorherigen Version realisiert.

Der Minigreifer besteht aus einem 3D-gedruckten Gehäuse und einer Membran mit ’Fingern’
zum Aufnehmen der Insekten. Die Membran des Greifers (vgl. Abbildung 8.2a) ist 1 mm
dick. Diese Stärke ermöglicht eine ausreichende Flexibilität ohne die Gefahr des Reißens. Sie

(a) Gegossene Polydimethylsiloxan (PDMS) Membran des
Greifers.

(b) Geöffneter Greifer durch Druck auf der Innenseite der
Membran.

(c) Geschlossener Greifer durch Unterdruck auf der Innensei-
te der Membran.

(d) Greifer beim Halten eines Insekts. Die Flexibilität der
Finger verhindert eine Beschädigung der Probe.

Abbildung 8.2: Minigreifer zur Handhabung von Insekten in Ethanol. Durch Unterdruck kann der Greifer
geschlossen werden, Überdruck resultiert in ein Öffnen des Greifers. Modifiziert nach [55].
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hat einen Durchmesser von 45mm. Die Finger sind dreieckig angeordnet, jeweils 15 mm lang,
etwa 3 mm im Durchmesser und haben einen Abstand von 12 mm. Diese Wahl der Parameter
bietet einenKompromiss zwischenReichweite undStabilität. Längere Finger erhöhen zwar die
Reichweite, verringern aber auch die Stabilität amEndbereich und erschweren dieHerstellung.
Die Greifermembran wird mithilfe einer 3D-gedruckten, dreiteiligen Form gegossen, die
auf einem FDM 3D-Drucker gedruckt werden kann. Die Form wird vor dem Gießen mit
Seifenwasser benetzt, um den Entformungsprozess zu erleichtern. Eine Einwegspritze wird
verwendet, um das vorgemischte PDMS, welches für die Membran verwendet wird in die
Form zu drücken. AlsGussmaterial wird SYLGARD184 (DowChemical Company,Midland,
USA) gewählt. Mit einer Härte von 43 Shore A ist es etwas härter als das Material, das für
den deutlich kleineren Greifer verwendet wird (35 Shore A [140]). Diese erhöhte Härte wird
gewählt, um dem vergrößerten Greifer eine höhere Stabilität zu verleihen. Ein 3D-gedrucktes
Gehäuse findet Verwendung, um dieMembran mit dem Schlauch zu verbinden, der wiederum
mit der Steuerpumpe verbunden ist. Der geöffnete Greifer, der geschlossene Greifer, sowie
der Greifer beim Halten eines Insekts sind in den Abbildungen 8.2b - 8.2d dargestellt.

Der Greifer wird mit einer Linearpumpe betrieben, ähnlich der Spritzenpumpe im Diversity-
Scanner. Die begrenzte Geschwindigkeit der Spritzenpumpe von etwa 3 mm/s würde jedoch
in ein langsames Öffnen und Schließen des Greifers resultieren, was wiederum die maximale
Geschwindigkeit eines automatisierten Systems begrenzen würde. Um dies zu überwinden,
wird eine einfache lineare Pumpe entwickelt (vgl. Abbildung 8.3, links). Die lineareBewegung
eines O-Ring-gedichteten Kolbens in einem Aluminiumrohr (i) wird durch einen spindelge-
triebenen Linearaktor (ii, LGA421S14-B-TJCA-038, Nanotec Electronic GmbH & Co. KG,
Feldkirchen, Deutschland) realisiert. Alle Komponenten sind auf einem 3D-gedruckten Rah-
men (iii) montiert. Für Testzwecke wird ein Versuchsaufbau eingerichtet (vgl. Abbildung 8.3,
rechts). Ziel ist es, den Greifer unter wiederholbaren Bedingungen und einer kontrollier-
ten Umgebung zu validieren. Der Rahmen, gebaut aus Bosch-Aluminiumprofilen (1), misst
430 mm in der Breite, 460 mm in der Höhe und 205 mm in der Tiefe. Er verfügt über
eine 300 mm lange Linearführung (LEZ1, Isel AG, Eichenzell, Deutschland), die von ei-
nem Schrittmotor angetrieben wird und über Endschalter zur Referenzierung verfügt (2). Ein
spindelgetriebener Linearaktor (3), montiert auf der Linearachse zur horizontalen Bewegung,
ermöglicht die vertikale Bewegung und nutzt eine 105 mm lange Linearführung zur Stabili-
sierung. Daran befestigt ist der Minigreifer (4). An der Basis des Versuchsaufbaus hält eine
3D-gedruckte Halterung zwei runde Petrischalen (5) im Abstand von 100 mm. Alle Motoren
und Schalter sind mit einem Schrittmotortreiber (TMCM-3110 TRINAMIC Motion Control
GmbH & Co. KG, Hamburg, Deutschland) verbunden, welcher oben am Rahmen befestigt
ist (6). Die Pumpe (7) ist an der linken Seite des Rahmens befestigt. Ein 12 mm PE-Rohr
verbindet das Pumpensystem mit dem Greifer.
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Abbildung 8.3: Versuchsaufbau zum Testen des Minigreifers (rechts) mit Aluminiumrahmen (1), linearer Ach-
se zum horizontalen Bewegen des Minigreifers (2), z-Achse zum vertikalen Bewegen des
Minigreifers (3), Minigreifer (4), Petrischalen zum Aufnehmen und Platzieren der Probe (5),
3-Achs Motorsteuerung (6) und Linearpumpe (7). Die Pumpe (links) besteht aus einem Kol-
ben mit O-Ring-Dichtung in einem Aluminiumzylinder mit Schlauchanschluss (i), der mit
einem spindelgetriebenen Linearantrieb (ii) bewegt wird. Alle Komponenten sind auf einem
3D-gedruckten Rahmen (iii) montiert. Modifiziert nach [55].

8.4 Evaluierung und Ergebnisse

Ziel derModifikation der Saugspitze ist es, die in Kapitel 7.5 gefundenenHauptfehlerursachen
zu beseitigen und somit das Ziel von 90 % erfolgreich gehandhabter Insekten zu erreichen.
Die Versuche werden wie in der Methodik (vgl. Kapitel 7.4.1) beschrieben durchgeführt, die
Ergebnisse sind in Tabelle 8.1 dargestellt. Für zwei 96er PCR-Mikrotiterplatten wird eine

Tabelle 8.1: Ergebnisse der Testreihe zum Füllen von zwei 96er PCR-Mikrotiterplatten zur Evaluation des
Handhabungsprozesses im DiversityScanner bei Verwendung eines Glasröhrchens als Saugspitze
und LA110 Spritzenpumpe. Prozentsätze auf ganze Prozente gerundet.

Erfolgreich Nicht erfolgreich (F1) Nicht erfolgreich (F2)
Mikrotiterplatte 01 85 (89 %) 7 (7 %) 4 (4 %)
Mikrotiterplatte 02 89 (93 %) 2 (2 %) 5 (5 %)

Mittelwert 87 (91 %) 4,5 (5 %) 4,5 (5 %)
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Erfolgsquote von im Mittel 91 % erreicht. Die nicht erfolgreichen Handhabungen verteilen
sich gleichmäßig (jeweils 5 %) auf Fehler der Kategorien F1 und F2. Das Ziel kann mit
der neuen Saugspitze in Kombination mit einer leistungsstärkeren Spritzenpumpe demnach
erreicht werden.

Die Evaluierung des Minigreifers erfolgt entsprechend der in Kapitel 8.2 vorgestellten Me-
thodik. Die Ergebnisse der Handhabungsversuche mit Insekten der Größen 15 mm, 8 mm und
4 mm sind in Tabelle 8.2 dargestellt. Das 15 mm Insekt kann in 100 % der Fälle erfolgreich
aufgenommen, transportiert und abgelegt werden. Das 8 mm Insekt kann in 95 % der Fälle
erfolgreich gehandhabt werden, während die Versuchsreihe für das 4 mm Insekt nach 50
gescheiterten Versuchen das Insekt aufzunehmen abgebrochen wird.

Tabelle 8.2: Ergebnisse der Tests des Greifers mit Proben von 15 mm, 8 mm bzw. 4 mm. Bei der 15-mm
Probe wird eine Erfolgsquote von 100 % erreicht, die 8-mm-Probe wird in 95 % der Fälle korrekt
gehandhabt, während bei der 4 mm Probe alle Versuche fehlschlagen.

Testreihe Wiederholungen Erfolgreich Nicht erfolgreich Ergebnis
15 mm 100 100 NaN 100 %
8 mm 100 95 Nicht aufgenommen: 5 95 %
4 mm 50 0 Nicht aufgenommen: 50 0 %

Zur Untersuchung der Genauigkeit beim Ablegen der Insekten werden die Bilder der Ab-
lagepetrischale für das 15 mm Insekt und das 8 mm Insekt übereinander gelegt und der
Ablegeradius bestimmt. Dabei ist zu beachten, dass nur die Körper beachtet werden, nicht je-
doch die Flügel. Die übereinandergelegten Bilder sind inAbbildung 8.4a für dieVersuchsreihe
der 15 mm Probe und in Abbildung 8.4b für die 8 mm Probe dargestellt. Die Untersuchung

(a) Ablagekreis der 15 mm Probe mit einem Durch-
messer von 25 mm.

(b) Ablagekreis der 8 mm Probe mit einem Durchmes-
ser von 23 mm.

Abbildung 8.4: Ablagegenauigkeit mit dem implementierten Greifer für eine 15 mm Probe (a) und eine 8 mm
Probe (b). Modifiziert nach [55].
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der Richtungsabhängigkeit wird demnach nur noch für das 15 mm und 8 mm Insekt durch-
geführt. Die Ergebnisse der Versuchsreihen sind in Tabelle 8.3 aufgeführt. Für das 15 mm
Insekt ist wiederum in 100 % der Fälle eine Handhabung erfolgreich. Es kann keine Rich-
tungsabhängigkeit festgestellt werden. Für das 8 mm Insekt schwankt die Erfolgsquote für
die verschiedenen Winkel zwischen 100 % für 45° und 70 % bei 90° relativer Verdrehung.
Eine Richtungsabhängigkeit ist demnach zu vermuten. Zuletzt erfolgt die Versuchsreihe zur

Tabelle 8.3: Ergebnisse der Prüfung der Abhängigkeit des Greifers von Insekten in verschiedenen Ausrich-
tungen. Bei der 15 mm-Probe sind alle Wiederholungen in allen Ausrichtungen erfolgreich. Bei
dem 8 mm Exemplar ist die niedrigste Erfolgsquote von 70 % bei einer Ausrichtung von 90° zu
verzeichnen.

Insektengröße Wiederholungen Erfolgreich Ausrichtung Ergebnis

15 mm

10 10 0° 100 %
10 10 45° 100 %
10 10 90° 100 %
10 10 125° 100 %

8 mm

10 8 0° 80 %
10 10 45° 100 %
10 7 90° 70 %
10 9 125° 90 %

Ermittlung der minimalen Größe. Für das 8 mm Insekt kann in der ersten Versuchsreihe eine
Erfolgsquote von 95% ermittelt werden. Die Versuchsreihe zur Identifizierung der minimalen
handhabbaren Größe beginnt demnach mit einem Insekt mit einer Länge von 7,5 mm und
wird für drei weitere Proben (6,5 mm, 5,5 mm und 4,5 mm) wiederholt. Die Ergebnisse sind
in Tabelle 8.4 aufgeführt. Das 7.5 mm Insekt wird in 90 % der Fälle erfolgreich gehandhabt,
das 6,5 mm Insekt in 70 % und das 5,5 mm in 5 % der Fälle. Die 4,5 mm Probe kann mit
dem Greifer nicht gehandhabt werden.

Tabelle 8.4: Prüfung des Minigreifers mit Insekten abnehmender Größe. Die Erfolgsquote sinkt mit abnehmen-
der Größe des Insekts.

Insektengröße Wiederholungen Erfolgreich Nicht erfolgreich Ergebnis
7,5 mm 20 18 Nicht aufgenommen: 2 90 %
6,5 mm 20 14 Nicht aufgenommen: 6 70 %
5,5 mm 20 1 Nicht aufgenommen: 19 5 %
4,5 mm 20 0 Nicht aufgenommen: 20 0 %

128



8.5 Diskussion und Ausblick

8.5 Diskussion und Ausblick

Die Verwendung eines Glasröhrchens mit einer neu entwickelten Aluminiumaufnahme als
Handhabungswerkzeug sowie die Integration einer stärkeren Spritzenpumpe in den Diversity-
Scanner verbessern die Erfolgsrate des Sortierprozesses von 62 % bei Verwendung der ge-
kürzten Pipettenspitze auf 91 % mit den neuen Komponenten. Zudem fällt auf, dass sich die
Anzahl der mit zwei oder mehr Proben gefülltenWells im Vergleich zur vorherigen Versuchs-
reihe mit einer gekürzten Pipettenspitze um die Hälfte reduziert hat. Dies könnte auf den
höheren Volumenstrom zurückzuführen sein. Das angesaugte Volumen ist bei beiden Syste-
men gleich, durch die Erhöhung des Volumenstroms reduziert sich die Zeit, die eingesaugt
werden muss. Daher könnte die Trägheit der Objekte dafür sorgen, dass sich Objekte, die sich
nicht direkt unter der Saugspitze befinden, nicht angesaugt werden. Jedoch ist weiterhin eine
Zuordnung des in ein Well sortierten Insekts zu einem Insekt im Bild nicht möglich, wenn
im Detailbild mehrere Insekten zu sehen sind. Eine Verbesserung der Objekterkennung, wie
in Kapitel 7.5 beschrieben, ist daher trotz der reduzierten Anzahl der mit zwei oder mehr
Objekten gefüllten Wells erforderlich.

Die Evaluierung des Minigreifers zeigt, dass ein pneumatisch betriebener Greifer mit dem
vorgestellten Aufbau grundsätzlich zur Handhabung von Insekten in Ethanol geeignet ist.
Die Testergebnisse bestätigen, dass eine Handhabung von Insekten der Größenkategorie
drei (8 mm - 15 mm, vgl. Kapitel 2.2) möglich ist. Die Ergebnisse zeigen, dass größere
Objekte (15 mm) sicherer gehandhabt werden können als welche an der unteren Grenze der
Kategorie (8 mm). Dort ist insbesondere eine Lageabhängigkeit zu erkennen. Während bei
einer relativen Drehung von 45° und 125° sehr gute Ergebnisse erzielt werden (100 % und
90 %) sinken für 0° und 90° die Ergebnisse auf 80 % bzw. 70 %. Dies ist ggf. auf die
Dimensionen des Greifers zurückzuführen. Bei geschlossenem Greifer bleibt eine Lücke von
ca. 6 mm zwischen den Fingern (vgl. Abbildung 8.2c). Ist das Insekt kleiner als 6 mm oder
sind die Strukturen, an denen ein größeres Insekt gegriffen wird, kleiner als 6 mm, kann
keine erfolgreiche Handhabung stattfinden. Diese Theorie bestätigt die Versuchsreihe mit
Insekten abnehmender Größe. Insekten mit einer Größe über 6 mm können in über 70 % der
Fälle gehandhabt werden, sinkt die Gesamtgröße jedoch unter 6 mm, ist eine Handhabung
nur noch in 5 % der Fälle möglich. Eine Lösung dieser Problematik könnte die Anpassung
der Größenparameter der Membran sein. Dazu eignet sich entweder eine Verlängerung der
’Finger’, was jedoch die Herstellung erschweren würde, eine Reduktion des Durchmessers der
Membran oder die Anordnung der Finger näher beieinander, dies könnte jedoch wiederum
die Fähigkeit beeinflussen größere Insekten zu greifen. Weiterhin könnte eine Vergrößerung
des Hubvolumens der Pumpe eine Vergrößerung des Unterdrucks bewirken. Demzufolge die
Membran weiter nach innen geneigt werden würde, wodurch die Finger vollständig schließen
könnten. Zuletzt könnte eine Reduktion des Durchmessers des Saugschlauchs in ein besseres
Schließen des Greifers resultieren. Die Reduktion des Gesamtvolumens würde ebenfalls zu
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einem stärkeren Unterdruck und somit zu einem besseren Schließen des Greifers führen.
Für Insekten der Größenkategorie zwei (3 mm - 8 mm) ist der Greifer mit den aktuellen
Abmessungen nicht geeignet. Eine Anpassung der zuvor genannten Parameter könnte aber
den handhabbaren Bereich erweitern. Sollte eine Handhabung nicht bis 3 mm möglich sein,
wäre ein handhabbarer Bereich von 5 mm - 15 mm schon ein großer Erfolg. Insekten bis
5 mm könnten, ersten Vorversuchen zufolge, mit einer Saugspitze aus Glas mit vergrößertem
Durchmesser noch gehandhabt werden.
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Teil IV

Potenzial der Bildanalyse zur
Klassifizierung und Untersuchung

von Insekten
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Übersicht Teil IV

Die in den vorangegangenen Teilen der vorliegenden Dissertation (Teil II und Teil III) entwi-
ckelten teilautomatisierten und automatisierten Systeme liefern Bilder, die zur automatisierten
Klassifizierung der abgebildeten Invertebraten herangezogen werden sollen. Damit soll der
dritte in Kapitel 2 identifizierte potenzielle Bereich, der von der Automatisierung profitieren
kann, untersucht werden.

Im folgenden Teil wird das Potenzial der generierten Bilder zur Klassifizierung von Insek-
ten aus Malaise Fallen Proben untersucht. Voraussetzung für das Training von Convolutional
Neural Networks (CNNs) ist die Verfügbarkeit großer Datensätze, für deren Generierung sich
die in den vorangegangenen Kapiteln vorgestellten Methoden eignen. Exemplarisch wird der
DiversityScanner genutzt, um mit der Detailkamera fotografierte Insekten zu klassifizieren.
Dazu wird ein Datensatz bestehend aus 5083 Bildern aufgenommen, anschließend werden
die abgebildeten Insekten durch Entomologen klassifiziert und in 15 KlassenML unterteilt.
Dabei handelt es sich um 14 KlassenML verschiedener Taxa, meist auf Familienebene und
eine Restklasse, welche Bilder anderer Taxa als auch einzelner Körperteile oder von Staub
beinhaltet und dazu genutzt wird, bekannte von unbekannten KlassenML zu unterscheiden.
Mit diesem Datensatz werden verschiedene CNNs trainiert und verglichen. Zwei verschie-
dene Methoden werden getestet: Methode 1 nutzt die VGG19-Architektur und unterscheidet
alle Klassen mit einem Netzwerk, während für Methode 2 ein kaskadierter Ansatz mit zwei
Resnet-50-Encodern gewählt wird. Beide Methoden liefern hohe Genauigkeiten (> 90%) und
zeigen, dass die Bilder dazu genutzt werden können, die Insekten zu klassifizieren. Weiterhin
wird im folgenden Teil gezeigt, dass die Bilder das Potenzial bieten, um morphometrische
Merkmale der Insekten, wie bspw. deren Länge zu ermitteln oder das Volumen zu schätzen,
um Rückschlüsse auf die Biomasse einzelner Insekten ziehen zu können. Diese Merkmale
können herangezogen werden, um Veränderungen der Tiere festzustellen oder eine Art an-
hand dieser Merkmale zu beschreiben. Die vorgestellte Methode bietet eine Grundlage zur
Bestimmung der Gesamtlänge, sowie der Länge einzelner Körpersegmente, wie Kopf, Thorax
und Abdomen, sowie zur Schätzung des Volumens.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigen, dass die mittels teilautomatisierter und auto-
matisierter Bildgebungssysteme generierten Bilder nicht nur effektiv zur automatisierten
Klassifizierung von Insekten verwendet werden können, sondern auch das Potenzial bieten,
morphometrische Merkmale zu ermitteln und damit die Erforschung der Biodiversität unter
Invertebraten wesentlich zu beschleunigen.
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9 Klassifizierung mittels neuronaler
Netze

Teile dieses Kapitels basieren auf:
• L. Wührl, C. Pylatiuk, M. Giersch, F. Lapp, T. von Rintelen, M. Balke,
S. Schmidt, P. Cerretti, und R. Meier, „DiversityScanner: Robotic handling
of small invertebrates with machine learning methods,”Molecular Ecology Re-
sources, Vol. 22, Nr. 4, S. 1626–1638, 2022. doi: 10.1111/1755-0998.13567.

• L. Wührl, L. Rettenberger, R. Meier, E. Hartop, J. Graf, und C. Pylatiuk, „Ento-
moscope: An Open-Source Photomicroscope for Biodiversity Discovery,” IEEE
Access, Vol. 12, S. 11 785–11 794, 2024. doi: 10.1109/ACCESS.2024.3355272.

Die in den Teilen II und III vorgestellten Systeme dienen sämtlich derGenerierung vonBildern
von beispielsweise mit Malaise Fallen gefangenen Insekten in Ethanol. Die in Kapitel 2
vorgeschlagene Prozesskette sieht die Klassifizierung der Insekten anhand der Bilder vor.
Dazu können neuronale Netze genutzt werden.

9.1 Stand der Technik zur Klassifizierung von
Insekten mit neuronalen Netzen

Insekten anhand von Bildern zu klassifizieren ist kein neuer Gedanke und wird schon seit
längerem versucht. Frühere Versuche basieren unter anderem auf der Extraktion lokalerMerk-
male und der Klassifizierungmit Support VectorMachines (SVMs), bspw. zur Klassifizierung
von Schmetterlingen und Motten [141, 142].

Nach aktuellem Stand der Technik werden häufig CNNs genutzt, um Insekten zu klassi-
fizieren [110, 143–147]. Dabei kommen verschiedene Architekturen zum Einsatz, die auf
die Anwendungsfälle angepasst werden. Meistens werden vortrainierte Netze verwendet, um
vom sogenannten transfer learning zu profitieren. Ein häufig verwendeter Datensatz zumVor-
trainieren von CNNs ist der ImageNet-Datensatz, der selbst schon einige InsektenklassenML

enthält. Dabei handelt es sich jedoch um sehr generelle KlassenML, die auf einer niedrigen ta-
xonomischen Ebene liegen und bspw. ’Fliegen’, ’Bienen’ oder ’Ameisen’ umfassen [148, 149].
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9 Klassifizierung mittels neuronaler Netze

Entscheidend für das Training von Klassifikatoren sind die verwendeten Datensätze. Sie ha-
ben großen Einfluss auf die Ergebnisse und die Generalisierbarkeit. Bilder aus Datenbanken
beispielsweise haben gezeigt, dass sie bei der Klassifikation zu Problemen führen können,
da sie häufig unter anderem Skalen als Größenreferenz oder Beschriftungen im Bild auf-
weisen, die, wenn sie nicht vorher entfernt werden, als Merkmale fehlinterpretiert werden
können [143]. Hinzu kommt, dass die Insekten häufig in einer einheitlichen Position auf-
genommen werden, bspw. dorsal [144, 146, 150, 151]. Dies kann dazu führen, dass eine
Generalisierung des CNNs erschwert wird. Weiterhin muss unterschieden werden, ob die
Bilder für das Training von Tieren aus Sammlungen im entweder nass- [98, 109, 146] oder
trockenkonservierten [144, 146, 150, 151] Zustand oder lebend vor einem Hintergrund [152]
bzw. in natürlicher Umgebung [147, 153] aufgenommen werden. Die Modelle sind meist
schlecht übertragbar [150]. Generell eignen sich unter Laborbedingungen aufgenommene
Bilder besser für die Klassifikation als solche, die in der natürlichen Umgebung aufgenom-
men werden. Dies kann ggf. einerseits auf die Anpassbarkeit des Hintergrunds und somit die
Reduktion des Hintergrundrauschens, als auch auf die Möglichkeit, die Insekten aus mehre-
ren Positionen aufzunehmen zu können zurückzuführen. Daher eignen sich Bilder, die unter
Laborbedingungen mit einheitlichem Hintergrund und Beleuchtung aufgenommen werden,
besser, wenn nah verwandte Insekten unterschieden werden sollen [154].

Während einige Publikationen Ergebnisse für spezielle biologische Fragestellungen liefern,
wie beispielsweise die Erkennung von Vektor Moskitos [155], finden sich auch Publikatio-
nen, welche zwar Insekten klassifizieren, derenMehrwert für entomologische Fragestellungen
jedoch hinterfragt werden sollte. Insbesondere ist dabei die Auswahl der KlassenML zu un-
tersuchen. Werden leicht zu unterscheidende Ordnungen als KlassenML gewählt [156–158],
ist ein gutes Ergebnis zu erwarten, ob dadurch entomologische Fragestellungen beantwortet
oder die Arbeit von Entomolog:innen unterstützt werden kann, ist jedoch fraglich.

9.2 Material und Methoden

Voraussetzung für das Training von CNNs zur Klassifikation von Insekten ist ein Datensatz.
Zur Erstellung des Datensatzes zur Klassifizierung werden Bilder mit der Detailkamera des
DiversityScanners aufgenommen. Dazu werden fünf Insekten-Massenproben aus Malaise
Fallen genutzt: drei aus Deutschland (bei Rastatt, Kitzing und Framersbach) und zwei aus
Italien (Provinz L’Aquila: Valle di Teve und Foresta Demaniale Chiarano-Sparvera). Die
Häufigkeit der verschiedenen Taxa (in der Regel auf Familienebene) wird genutzt, um zu
entscheiden, wie viele KlassenML abgedeckt werden können, da sie über eine ausreichend
große Anzahl von Trainings-, Validierungs- und Testbildern verfügen. Daraus resultieren
14 KlassenML für verschiedene Taxa und eine 15. KlasseML, die die restlichen Exemplare
(N = 758) als auch Bilder von Körperteilen (hauptsächlich Beine und Flügel) enthält. Diese
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9.2 Material und Methoden

KlasseML wird dazu genutzt, bekannte KlassenML von unbekannten zu unterscheiden. Der
Datensatz setzt sich aus insgesamt 5083 Bildern zusammen, der in 3182 (ca. 62,5 %) für das
Training, 777 (ca. 15 %) für die Validierung und 1124 (ca. 22,5 %) für das Testen unterteilt
wird. Eine genaue Aufteilung der Bilder in die 15 KlassenML kann Tabelle 9.1 entnommen
werden. In Abbildung 9.1 ist exemplarisch für jede KlasseML ein Bild dargestellt.

Tabelle 9.1: Datensatz zurKlassifizierung in 15KlassenML, diemeisten auf Familienebene imLinnschen System
(N=10), zwei enthalten zwei Familien und zwei sind auf einer höheren Stufe (Diptera Calyptratae
und die paraphyletischen acalyptrate Diptera). Modifiziert nach [49].

KlasseML Training Validierung Test Summe
Acalyptrate Diptera 377 69 148 594
Diptera Calyptratae 57 10 12 79

Diptera Cecidomyiidae 280 70 117 467
Diptera Chironomidae 140 20 32 192

Diptera Dolichopodidae 112 14 14 140
Diptera Empididae & Hybotidae 254 80 112 446

Diptera Mycetophilidae & Keroplatidae 251 79 110 440
Diptera Phoridae 461 167 209 837

Diptera Psychodidae 91 19 19 129
Diptera Sciaridae 219 54 90 363

Hemiptera Cicadellidae 102 14 21 137
Hymenoptera Braconidae 74 17 22 113
Hymenoptera Diapriidae 166 38 51 255

Hymenoptera Ichneumonidae 100 13 20 133
Rest 498 113 147 758

Summe 3182 777 1124 5083

Auf Basis dieses Datensatzes werden zwei verschiedene Methoden implementiert.

In Methode 1 [49] erfolgt die Klassifizierung basierend auf der VGG19-Architektur [159].
Alle KlassenML, einschließlich der Restklasse, werden hierbei durch einen Klassifikator un-
terschieden. Für das Training werden die Daten augmentiert, um die Anzahl der Bilder und
die Varianz innerhalb einer Klasse zu erhöhen. Unter anderem werden folgende Augmentie-
rungsmethoden nach demZufallsprinzip angewandt: Drehung, Scherung, Zoom und Spiegeln.
Das Modell wird mit vortrainierten ImageNet-Gewichten initialisiert, und die letzte Schicht
wird entfernt. Für die neue Klassifizierungsschicht wird eine global average pooling-Schicht,
ein dense layer mit 1024 Einheiten und ReLU-Aktivierung, sowie eine lineare Schicht mit
einer Dropout-Rate von 0,4 während des Trainings hinzugefügt. Die endgültige Klassifi-
zierung erfolgt mithilfe einer Softmax-Funktion und einer L2-Regularisierung. Jedes Bild
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9 Klassifizierung mittels neuronaler Netze

(a) Acalyptrate Diptera (b) Diptera Calyptratae (c) Diptera Cecidomyiidae (d) Diptera Chironomidae

(e) Diptera Dolichopodidae (f) Diptera Empididae &
Hybotidae

(g) Diptera Keroplatidae &
Mycetophilidae

(h) Diptera Phoridae

(i) Diptera Psychodidae (j) Diptera Sciaridae (k) Hemiptera Cicadellidae (l) Hymenoptera Braconidae

(m) Hymenoptera Diapriidae (n) Hymenoptera Ichneumoni-
dae

(o) Andere Insekten (bspw.
Hemiptera Aphididae)

(p) Andere Objekte

Abbildung 9.1: Beispielbilder der 14 KlassenML (a) - (n) und der Restklasse (o) und (p) des Datensatzes zur
Klassifizierung von Insekten mit den Entomoscopes und dem DiversityScanner. Modifiziert
nach [49].

hat eine Eingabegröße von 224 × 224 Pixel, und das Modell verfügt insgesamt über etwa
20,5 Millionen Parameter. Während des Trainings werden die Parameter des ursprünglichen
Modells eingefroren, und nur die Klassifizierungsschicht wird trainiert. Anschließend wird
das gesamte Modell optimiert, wobei das Training auf alle Schichten angewendet wird. Das
Modell wird in Keras (Version 2.4.3) auf der Grundlage von TensorFlow (Version 2.2.1)
implementiert, und alle Experimente werden in der Programmiersprache Python (Version
3.8.6) durchgeführt.

Für Methode 2 [91] wird zur Klassifikation ein anderer Ansatz gewählt. Um die Robustheit
und Generalisierung des Modells zu verbessern, werden wieder verschiedene Augmentati-
onstechniken angewendet. Insbesondere werden die Bilder mit einer Wahrscheinlichkeit von
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9.3 Ergebnisse der Klassifizierung

50 % horizontal gespiegelt, Helligkeit und Kontrast zufällig angepasst (bis zu 10 % der Aus-
gangswerte), ummaximal 25 % gedreht und mit einemGaußschenWeichzeichner mit Sigma-
Werten zwischen 0,0 und 1,0 versehen. Für die Klassifizierung bekannter ObjektklassenML

und die Erkennung unbekannter Exemplare oder anderer Objekte wird jedoch eine kaska-
dierte CNN-Architektur mit zwei Resnet-50-Encodern [160] verwendet (vgl. Abbildung 9.2).
Ein Klassifikator sagt den jeweiligen Klassenindex c ∈ {1, . . . n} für n bekannte Klassen
voraus. Der zweite Klassifikator gibt eine Ausreißerwahrscheinlichkeit von 0.0 ≤ p ≤ 1.0,
p ∈ R an. Wenn p größer als der Schwellenwert θ ist, wird die Ausreißerklasse O = n + 1

ausgegeben. Andernfalls wird die bekannte Klasse c vorhergesagt. θ wird zu 0.2 gewählt. Um
die Klassifizierungsaufgabe mit dieser Architektur zu trainieren, werden die c-Klassen als
die 14 bekannten Klassen festgelegt, und die Ausreißererkennung wird mit der Restklasse
durchgeführt. Dazu werden die beiden CNNs einzeln auf dem vorgestellten Datensatz trai-

Eingabe: Bild ResNet-50

ResNet-50

Vorhergesagte
KlasseML c

Ausreißer-
wahrscheinlichkeit p

p > θ ?

Ja

Nein

Ausgabe
O

Ausgabe
c

Abbildung 9.2: Kaskadierte Architektur zur Klassifizierung nach Methode 2. Es werden zwei ResNet-50-
Encoder verwendet, um die Klasse c und die Ausreißerwahrscheinlichkeit p zu ermitteln.
Wenn p größer als der Schwellenwert θ ist, wird die Ausreißerklasse O vorhergesagt, sonst die
ermittelte Klasse c. Modifiziert nach [91].

niert. Der Klassifikator zur Vorhersage des Klassenindex c nutzt dazu nur die 14 KlassenML,
die einem Taxon zugeordnet werden können und berücksichtigt die Restklasse nicht. Für den
Klassifikator zur Ermittlung der Ausreißerwahrscheinlichkeit p werden diese 14 KlassenML

zu einer zusammengefasst. Somit liegen nur noch zwei KlassenML vor.

9.3 Ergebnisse der Klassifizierung

Die Confusion Matrix der nach Methode 1 durchgeführten Klassifizierung ist in Tabel-
le 9.2 dargestellt. Die besten Ergebnisse werden für die KlassenML Hemiptera Cicadellidae
(100,0 %), Hymenoptera Diapriidae (100,0 %) und Diptera Mycetophilidae & Keroplatid
(99,1 %) erreicht, während die schlechtesten Ergebnisse für die KlassenML Hymenoptera
Ichneumonidae (75,0 %), die Restklasse (81,0 %) und Hymenoptera Braconidae (81,8 %)
erreicht werden. Die Gesamtgenauigkeit über alle Klassen errechnet sich zu 91,4 %.

Tabelle 9.3 zeigt das Ergebnis der Klassifikation nach Methode 2. Die Confusion Matrix
beinhaltet nur die 14 Zielklassen. Die Restklasse wird durch einen separaten Klassifikator
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9 Klassifizierung mittels neuronaler Netze

bestimmt und ist daher nicht enthalten.Die schlechtesten Ergebnissewerden für dieKlassenML

Diptera Dolichopodidae (71,6 %) und Hymenoptera Braconidae (82,0 %) erreicht. Die
höchste Genauigkeit erreichen die KlassenDiptera Psychodidae undHemiptera Cicadellidae
mit jeweils 100 %. Die Gesamtgenauigkeit über alle KlassenML 14 errechnet sich zu 95,1 %.
Der binäre Klassifikator zur Ausreißererkennung erzielt eine Genauigkeit von 80,69 %. Er
erkennt dabei lediglich 63,95% der Ausreißer korrekt, klassifiziert jedoch 97,44% der Bilder,
die Objekte der Zielklassen enthalten, korrekt als Nicht-Ausreißer.

9.4 Diskussion

Beide vorgestellten Methoden liefern hohe Genauigkeiten für die Klassifikation der Insekten
der 14 Zielklassen. Methode 1 berücksichtigt dabei alle KlassenML inklusive der Restklasse
in einem Modell. Dieses Vorgehen hat zur Folge, dass auch Objekte, welche eigentlich einer
der Zielklassen zugeordnet gehören fälschlicherweise de Restklasse zugeordnet werden und
umgekehrt. Im Hinblick auf die Klassifizierungsgenauigkeit des CNN nach Methode 1 zeigt
sich nur eine sehr schwache Korrelation zwischen der Anzahl der Trainingsbilder, der mor-
phologischen Heterogenität und der Klassifizierungsgenauigkeit (vgl. Abbildung 9.3). Es gibt
Klassen mit einer großen Anzahl von Trainingsbildern, die besser abschneiden als Klassen
mit einer geringeren Anzahl (z. B. Diptera Calyptratae, 57 Trainingsbilder, 83 %; Diptera
Phoridae, 461 Trainingsbilder, 97 %). Die höhere Genauigkeit für die KlasseML Diptera
Phoridae könnte auch auf eine höhere morphologische Einheitlichkeit zurückzuführen sein.
Dies steht jedoch nicht im Einklang mit der Beobachtung einer vergleichsweise hohen Klas-
sifizierungsgenauigkeit, die für die Restklasse erzielt wird, die die größte morphologische
Heterogenität aufweist. Tatsächlich schneidet diese Klasse besser ab (81 %) als Hymenopte-
ra Ichneumonidae (75 %). Ähnliche Ergebnisse sind bei den mit Methode 2 resultierenden
Ergebnissen zu beobachten. Hierbei wird für die Zielklassen eine höhere Gesamtgenauigkeit
erreicht, was aufgrund er Reduktion der Anzahl an KlassenML zu erwarten ist. Der binäre
Klassifikator zur Erkennung von Ausreißern schneidet vergleichsweise schlechter ab und er-
kennt Ausreißer schlecht als solche. Dies kann eventuell darauf zurückgeführt werden, dass
für das Training der gleiche Datensatz verwendet wird. Dies hat zur Folge, dass die beiden
KlassenML stark unterschiedlich viele Bilder beinhalten. Werden die Ergebnisse für die ein-
zelnen Klassen beider Klassifikatoren betrachtet, fällt auf, dass für einige KlassenML sehr
ähnliche Ergebnisse erreicht werden (bspw. Hemiptera Cicadellidae: Methode 1, 100,0 %;
Methode 2, 100,0 % oderDiptera Phoridae: Methode 1, 96,7 %;Methode 2, 98,0 %) während
für andere KlassenML starke Unterschiede erkennbar sind (bspw. Diptera Dolichopodidae:
Methode 1, 85,7 %; Methode 2, 71,6 % oder Hymenoptera Ichneumonidae: Methode 1,
75,0 %; Methode 2, 90,0 %), für den Fall der Klasse Hymenoptera Ichneumonidae kann
das eventuell auf das Wegfallen der Restklasse bei Methode 2 zurückgeführt werden. Beim
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Abbildung 9.3: Klassifizierungsgenauigkeit in Abhängigkeit von der Anzahl der Bilder für verschiedene Klas-
sen und Klassifikatoren. Rot: Ergebnisse mit Klassifikator nach Methode 1, blau: Ergebnisse
mit Klassifikator nach Methode 2. Modifiziert nach [49].

Vorgehen nach Methode 1 werden 10 % fälschlicherweise der Restklasse zugeordnet, wäh-
rend ansonsten bei beiden Methoden ausschließlich der KlasseML Hymenoptera Braconidae
falsch zugeordnet wird. Für die KlasseML Diptera Dolichopodidae ist dies nicht feststellbar.
In diesem Fall findet bei Verwendung des Klassifikators nachMethode 1 nur eine Verwechs-
lung mit der KlasseML acalyptrate Diptera statt, während der Klassifikator nach Methode 2
häufig fälschlicherweise verschiedene andere KlassenML, die Familien der Ordnung Diptera
beinhalten, ausgibt. Hierfür ist anhand der Ergebnisse keine Erklärung findbar, kann aber ggf.
darauf zurückgeführt werden, dass unterschiedliche Merkmale trainiert wurden.
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9 Klassifizierung mittels neuronaler Netze

Eine der noch offenen Fragen ist, ob CNNs ausreichend leistungsfähig sind, um Identifizie-
rungen auf Artniveau für eng verwandte Arten zu ermöglichen und diese gleichzeitig von
unbekannten Arten zu unterscheiden. Die größte Einschränkung wird wahrscheinlich die An-
zahl, Qualität und Ausrichtung der Trainingsbilder sein. Abbildung 9.1 veranschaulicht das
letztgenannte Problem. Insekten werden aus vielen verschiedenen Blickwinkeln aufgenom-
men, und für jedes dieser Bilder sind genügend Trainingsbilder erforderlich, bevor die CNNs
eine realistische Chance haben, eine hohe taxonomische Auflösung zu erreichen. Eine Lö-
sung für dieses Problem kann die Aufnahme der Insekten in vielen verschiedenen Positionen
sein und kann bspw. mit dem DiversityScanner-360° (vgl. Kapitel 6) erreicht werden. Dies
erfordert jedoch, dass zunächst viele tausende Massenproben ausgewertet, die Insekten darin
fotografiert und anhand des Deoxyribonucleic acid (DNA)-Barcodes identifiziert werden.
Die Vergrößerung der Datensätze ermöglicht dann die Implementierung neuer Methoden
zur Klassifizierung und insbesondere auch die Verbesserung der Ausreißererkenung, welche
zusätzlich zur reinen Klassifikation ein weiteres Forschungsfeld öffnet. Zudem müssen Lö-
sungen gefunden werden, wie die Anzahl an KlassenML erhöht werden kann, ohne die Größe
der Modelle zu stark zu vergrößern.

144



10 Ermittlung morphometrischer
Merkmale anhand von Bildern

Teile dieses Kapitels basieren auf:
• L. Wührl, C. Pylatiuk, M. Giersch, F. Lapp, T. von Rintelen, M. Balke,
S. Schmidt, P. Cerretti, und R. Meier, „DiversityScanner: Robotic handling
of small invertebrates with machine learning methods,”Molecular Ecology Re-
sources, Vol. 22, Nr. 4, S. 1626–1638, 2022. doi: 10.1111/1755-0998.13567.

Zusätzlich zur Klassifizierung, der auf den Detailbildern abgebildeten Insekten, können die
Bilder dafür verwendet werden, morphometrische Merkmale der Insekten zu bestimmen.
Parameter wie bspw. die Länge der Insekten können dazu genutzt werden, um morphologi-
sche Veränderung der Tiere aufgrund äußerer Einflüsse festzustellen. Dazu ist es notwendig
das Pixel-Längen-Verhältnis zu kennen, welches von der Kamera und der verwendeten Optik
abhängt. Bei der Implementierung von Algorithmen ist daher darauf zu achten, dass die Um-
rechnung der Einheiten mit dem korrekten Faktor, abhängig vom Bildgebungssystem erfolgt.
Zusätzlich zur Bestimmung der Länge ist die Biomasse der Insekten eine für entomologische
Fragestellungen interessante Messgröße [19, 161]. Bei der Aufnahme von Bildern kann es
sich dabei jedoch immer nur um eine Schätzung handeln, da die Dichte der Insekten nur
angenommen werden kann. Besser geeignet könnte das Volumen der Insekten sein, welches
ebenfalls zum Vergleich herangezogen werden kann. Jedoch muss auch hier beachtet werden,
dass bei 2D-Bildern die Tiefeninformationen im besten Fall nur approximiert werden können.

10.1 Stand der Technik zur Bestimmung der Biomasse
und morphometrischer Merkmale

Die Bestimmung der Biomasse von Insekten erfolgt klassisch nicht insektenspezifisch, son-
dern für vollständige Massenproben. Hallmann et al. (2017) [19] beschreiben eine Methode,
um vergleichbare Ergebnisse zur Bestimmung der Biomasse einer vollständigenMassenprobe
zu erzielen. Die Insekten werden für drei Tage in Ethanol (80 %) gelagert und die Ethanol-
konzentration stabilisiert. Anschließend wird die Probe mit einem Edelstahlsieb (10 cm
Durchmesser, 0,8 mmMaschenweite) vom Ethanol getrennt und dann mit einer Laborwaage,
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10 Ermittlung morphometrischer Merkmale anhand von Bildern

mit einer Genauigkeit von mindestens 0,1 g gewogen, sobald innerhalb von 10 Sekunden
erstmals weniger als zwei Tropfen vom Sieb abtropfen.

Eine bildbasierte Methode beschreiben Ärje et al. (2020) [110]. Dabei bestimmen sie die
Fläche der Insekten in den Bildern, die mit dem von ihnen entwickelten teilautomatisierten
System (vgl. Kapitel 5.1) aufgezeichnet werden. Da das System mehrere Bilder der Insekten
beim Herabsinken in einer Küvette aufnimmt, wird der Mittelwert über alle Bilder eines In-
sekts gebildet. ZurBestimmung des Flächen-MassenVerhältnis, werden fotografierte Insekten
drei verschiedener Arten für 48 h bei 70 °C getrocknet und anschließend mit einer Waage mit
einer Auflösung von 0,1 mg gewogen. Die Erzeugung eines generalisierten Modells für alle
drei Arten ist nicht zielführend, daher entwickeln Ärje et al. [110] Modelle für die einzelnen
Arten. DieVerwendung vonModellen zur Approximation der Trockenbiomasse aus einfachen
Messwerten, wie der Länge der Insekten wird schon seit längerem eingesetzt [162–165] und
zeigt, dass zusätzlich zur Fläche auch die Körperlänge ein wichtiger Messwert ist, welcher
aus den Bildern abgeleitet werden sollte. Zur Bestimmung der Körperlänge kommen nach
Stand der Technik einfache, manuelle Methoden zum Einsatz. Bspw. wird eine Petrischale
mit der Probe auf Millimeterpapier platziert und die Länge abgelesen [164] oder die Insekten
(> 5 mm) werden mit Messschiebern, kleinere Insekten mit einem Okularmikrometer auf
einem Mikroskop vermessen [166].

10.2 Material und Methoden

Zur Messung der Länge und Schätzung des Volumens eines jeden Insekts sind mehrere Bild-
verarbeitungsvorgänge erforderlich. Zunächst wird die Kontur mit morphologischen Opera-
toren bestimmt. Es werden nur die Flächen ausgewählt, die einen Mindestwert aufweisen,
um zu vermeiden, dass sehr dünne Strukturen (Flügel oder Staub) fälschlicherweise als zum
Körper gehörig angesehen werden. Wird mehr als eine Fläche gefunden (z. B. zwei Körper-
teile desselben Insekts, die durch einen hellen Bereich getrennt sind), werden sie miteinander
verbunden, sodass nur eine Kontur entsteht. Innerhalb dieser Kontur werden Punkte nach
dem Zufallsprinzip platziert und dann zur Erstellung einer Regression verwendet. Dabei er-
höht eine größere Anzahl von Punkten die Genauigkeit der Regression und die Präzision der
Schätzung. Um die Trennlinien zwischen den Körperteilen (d. h. Kopf, Thorax/Mesosoma,
Abdomen/Metasoma) zu finden, werden gerade Linien im rechten Winkel zu und entlang der
Regressionslinie gelegt. Es werden nur die Punkte einer Linie verwendet, die innerhalb der
Kontur liegen. Anschließend wird die Trennlinie zwischen Kopf und Thorax bzw. zwischen
Thorax und Abdomen durch Untersuchung der Längenveränderungen bestimmt. Um das Vo-
lumen eines Exemplars zu schätzen, wird eine gerade Linie durch jedes Körperteil gezogen.
Anschließend werden zusätzliche senkrechte Geraden gezeichnet, die innerhalb der Körper-
kontur liegen müssen. Aus demAbstand und der Länge der Geraden wird dann scheibenweise
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10.3 Evaluation und Diskussion

das Volumen ermittelt. Die Längen und Volumina des Insekts können im Originalbild dar-
gestellt und gespeichert werden. Abbildung 10.1 zeigt ein Beispiel für ein Detailbild (a)
vor und (b) nach der Volumenschätzung sowie die erforderlichen Schritte (c) - (h). Alle
Bildverarbeitungsschritte sind in Python (Version 3.8) implementiert.

(a) Detailbild vor Bildverarbeitung (b) Detailbild nach Bildverarbeitung

(c) Erster Segmentierungsschritt: Binari-
sierung

(d) Zweiter Segmentierungsschritt:
Konturen finden

(e) Konturen zusammenführen

(f) Setzen von Punkten (g) Regression ermitteln (h) Trennlinien finden

Abbildung 10.1: Schritte der Bildverarbeitung zur Volumenschätzung von Insekten mit den Entomoscopes und
dem DiversityScanner. Modifiziert nach [49].

10.3 Evaluation und Diskussion

Die vorgestellte Methode wird auf dem DiversityScanner implementiert [49]. Das Pixel-
Längen Verhältnis ist demnach immer bekannt (10,5 µm pro Pixel) und ändert sich nicht. Die
Methode soll dieMöglichkeit der GewinnungmorphometrischerMerkmale aus denDetailbil-
dern verdeutlichen. Die Bestimmung der Länge ist stark von der erkannten Kontur abhängig.
Demzufolge muss die Erkennung der Kontur bzw. auch einzelner Körperteile (bspw. Kopf,
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10 Ermittlung morphometrischer Merkmale anhand von Bildern

Thorax/Mesosoma, Abdomen/Metasoma) als Voraussetzung betrachtet werden, um exakte
Messungen an den Insekten durchführen zu können. Die vorgestellteMethode nutzt klassische
Schwellwertverfahren, um die Konturen zu erkennen. Alternativ wäre auch eine Segmentie-
rung mit Methoden des maschinellen Lernens denkbar. Diese würden jedoch wiederum einen
Datensatz mit entsprechenden Labeln voraussetzen. Zusätzlich ist zu erwarten, dass aufgrund
der großen phänotypischen Unterschiede der Insekten für gute Ergebnisse ein relativ großer
Datensatz notwendig ist. Da nicht alle Arten eine eindeutige Trennlinie zwischen den Körper-
segmenten aufweisen, können einige Trennlinien falsch gesetzt werden und müssen manuell
angepasst werden, bevor das Gesamtvolumen bestimmt werden kann. Derzeit funktionieren
die Volumenschätzungen am besten für Körperteile, die rotationssymmetrisch sind, d. h. die
Methode funktioniert besser bei Insekten mit rotationssymmetrischer Morphologie (z. B. bei
vielen Hymenopteren). Aufgrund der sehr geringen Größe der Insekten (< 3 mm) ist eine
Bestimmung des Volumens zur Evaluation der Methode sehr aufwendig. Wird die Annahme
getroffen, dass alle Bilder auf die gleiche Weise verarbeitet werden, kann jedoch eine relative
Veränderung festgestellt werden. Für genauere Ergebnisse muss eine Aufnahme aus mehreren
Perspektiven, bspw. mit dem DiversityScanner-360° erfolgen. Idealerweise wird anhand der
Bilder ein 3D-Modell errechnet, was eine wesentlich genauere Bestimmung des Volumens zu-
lassen würde. Weiterhin können zukünftig eventuell bei Verwendung der Entomoscopes oder
des DiversityScanner 4K die in den Fokusebenen (FE) enthaltenen Tiefeninformationen als
mögliche Quelle zur genaueren Bestimmung der dreidimensionalen Konturen herangezogen
werden.
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11 Zusammenfassung und Ausblick

Der Rückgang der Biodiversität, insbesondere bei Insekten, stellt eine große Herausforderung
dar. Obwohl Insekten einen Großteil der Biomasse und Artenvielfalt ausmachen und eine
wichtige Rolle in Ökosystemen spielen, sind viele Arten (ca. 80 %) noch unbekannt [2] und
falls sie bekannt sind, können sie nur von wenigen Expert:innen sicher identifiziert werden.
Dies gilt insbesondere für die sogenannten ’dark taxa’, kleine Insekten, von denen mehr als
90 % der Arten noch nicht beschrieben sind [15]. Um die Biodiversität effektiv zu schützen,
sind schnelle, einfache und kostengünstige Methoden zur Bestimmung von Insektenarten,
insbesondere aus dark taxa, dringend erforderlich. Hierbei kann die interdisziplinäre Zu-
sammenarbeit zwischen Biologie, Ingenieurwesen und Informatik hilfreich sein. Nach Stand
der Forschung werden zur Überwachung der Insektenpopulationen standardisierte Fallen wie
Malaise Fallen oder Schalenfallen verwendet. Mit Malaise Fallen können an einem Tag über
3.000 Insekten gefangen werden, die anschließend in Ethanol (80 %) konserviert werden. Die
vollständige Auswertung dieser Fallen ist noch nicht in angemessener Zeit und für eine breit
angelegte Untersuchung der Biodiversität unter Insekten möglich (vgl. Kapitel 1). Dies liegt
unter anderem auch daran, dass es einen Mangel an Expert:innen gibt, die überhaupt in der
Lage sind, die Insekten zu klassifizieren. Zudem spezialisieren sich Entomolog:innen häufig
auf bestimmte Gruppen, weswegen zur Auswertung einerMassenprobe mehrere Expert:innen
notwendig sind. Dies wiederum verlangsamt die Auswertung.

Die vorliegende Dissertation beantwortet drei Forschungsfragen (F1 - F3) und fokussiert sich
zu Beginn auf die Beantwortung von F1: Wie kann Automatisierung die Biodiversitätsfor-
schung bei wirbellosen Tieren unterstützen, welche Methoden eignen sich dafür und welche
Voraussetzungenmüssen erfüllt sein? Die vorliegende Dissertation identifiziert drei Bereiche,
die von einer Automatisierung stark profitieren würden. Der erste Bereich ist die Vereinze-
lung, Handhabung und Sortierung von Insekten in Massenproben. Die Insekten in den Proben
haben unterschiedliche Phänotypen und variieren stark in ihrer Größe, von weniger als einem
Millimeter bis zu mehreren Zentimetern, was die automatisierte Vereinzelung und Hand-
habung zu einer großen Herausforderung macht. Da die unterschiedlichen Phänotypen der
Insekten nicht beeinflussbar sind, wird eine Vorsortierung nach Größe als mögliche Maß-
nahme identifiziert, um die nachfolgenden Prozessschritte der Vereinzelung und Handhabung
zu vereinfachen. Zu diesem Zweck werden vier Größenklassen definiert. Diese umfassen
Insekten < 3 mm, Insekten 3 mm - 8 mm, Insekten 8 mm - 15 mm und Insekten > 15 mm.
Es zeigt sich, dass Insekten der ersten Größenkategorie (< 3 mm) einen Großteil der Insekten
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11 Zusammenfassung und Ausblick

in den Fallen ausmachen und daher erste Schritte zur Automatisierung der Auswertung sich
auf diese Größenkategorie konzentrieren sollten. Darüber hinaus wird die Bildgebung der In-
sekten als notwendiger Schritt zur automatisierten Bearbeitung von Insekten-Massenproben
identifiziert. Digital verfügbare Bilder der Insekten eröffnen vieleMöglichkeiten zur Untersu-
chung der Proben und bieten zudem den Vorteil, dass die Auswertung der Fallen unabhängig
von den physischen Proben erfolgen kann. Dies betrifft z. B. den dritten identifizierten Be-
reich, die Klassifizierung der Insekten. Ist diese anhand der Bilder sicher möglich, kann die
Auswertung von Massenproben sehr schnell erfolgen. Vorausgesetzt, die Bilder der einzel-
nen Insekten können mit effizienten Methoden teilautomatisiert oder automatisiert erstellt
werden, wozu zunächst genügend Trainingsdaten mit entsprechenden Labels benötigt wer-
den. Die Bereiche Bildgebung und Klassifizierung sind somit direkt miteinander verknüpft,
während die Handhabung je nach Automatisierungsgrad notwendig sein kann, aber nicht
muss. Systeme, die zur Automatisierung der Auswertung von Insekten-Massenproben ent-
wickelt werden, müssen einfach und kostengünstig zugänglich sein, um eine wirklich breite
Anwendung zu finden. Hierfür bieten sich Open Source Software (OSS) und Open Source
Hardware (OSH) an. Indem alle Entwicklungen und Fortschritte ohne finanzielle Hürden
frei zugänglich publiziert werden (Open Science) und mit den Publikationen auch Bauanlei-
tungen, Stücklisten, Software sowie die notwendigen Modelle veröffentlicht werden, können
alle Systeme mit minimalen Kosten nachgebaut werden. Dies setzt jedoch voraus, dass der
Aufbau der Systeme auch von technischen Laien durchgeführt werden kann, die Funktions-
weise also leicht nachvollziehbar ist, die Dokumentation für die Zielgruppe (in diesem Fall
Entomolog:innen bzw. Biolog:innen) erfolgt und bei nicht kommerziell erhältlichen Teilen
auf weit verbreitete und einfache Fertigungstechniken geachtet wird. Da 3D-Drucker immer
günstiger und leistungsfähiger werden und in vielen wissenschaftlichen Einrichtungen bereits
vorhanden sind, bieten sich 3D-gedruckte Bauteile für die Umsetzung an. Als Voraussetzung
für eine automatisierte Probenverarbeitung und zur Erleichterung der Bedienung teilautoma-
tisierter Systeme sollten die Insekten-Massenproben vorverarbeitet werden. Insbesondere die
Vorsortierung der Insekten nach Größe kann die nachfolgenden Prozessschritte vereinfachen.
Teil I der vorliegenden Dissertation fokussiert sich auf die Vorsortierung der Proben. Dazu
wird der Stand der Forschung ausgewertet. Die Literaturrecherche ergibt, dass lediglich ein
System zur Größenvorsortierung von Massenproben aus Malaise Fallen publiziert wurde,
welches in zwei Größenklassen fraktioniert, die sich aus der Verwendung eines Küchensiebes
mit fester Lochgröße ergeben [89]. Da die Möglichkeit der Fraktionierung in mehr als zwei
Größenklassen die Automatisierung weiter vereinfachen würde, wird ein System vorgestellt,
welches Aluminium Lochbleche nutzt, um die Insekten zu fraktionieren. Dazu wird statt einer
horizontalen Bewegung auf einem Orbitalschüttler wie bei Buffington und Gates (2008) [89]
eine vertikale Bewegung mit einer einfachen Linearachse realisiert. Die Aluminiumlochble-
che werden in einen Siebbehälter gelegt, der mit der Probe gefüllt wird. Dieser wird dann
mit der Linearachse wiederholt in einen mit Wasser gefüllten Behälter eingetaucht. Beim
Herausheben werden die Insekten ausgespült. Das System eignet sich zur Fraktionierung in
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viele Fraktionen unterschiedlicher Probengröße, wenn Lochbleche mit verschiedenen Perfo-
rationsgrößen verwendet werden. Diese sind kommerziell günstig erhältlich. Eine quantitative
Auswertung der Ergebnisse steht derzeit noch aus. Die Ergebnisse zeigen jedoch, dass eine
klare Fraktionierung stattfindet. Das System basiert ausschließlich auf leicht verfügbaren
und 3D-gedruckten Komponenten und bietet somit eine einfache und leicht reproduzierbare
Lösung zur Fraktionierung von Insekten-Massenproben. Dies schafft die Grundlage für die
Implementierung von Bildgebungs- und Handhabungssystemen.

Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit befasst sich mit der Beantwortung von F2: Wie
können teilautomatisierte Systeme die Biodiversitätsforschung an Wirbellosen Tieren unter-
stützen? Dazu wird eine Literaturrecherche durchgeführt, die zeigt, dass es nach aktuellem
Stand der Forschung kein leicht reproduzierbares, kostengünstiges und anpassbares System
zur Bildgebung von Insekten in Ethanol gibt. Ein solches teilautomatisiertes System, das die
Bildaufnahme und Datenverarbeitung automatisiert, aber erfordert, dass die Insekten einzeln
und manuell vor der Kamera platziert werden, kann bereits einen erheblichen Beitrag zur
Automatisierung der Biodiversitätsforschung an Insekten leisten. Es bietet die Möglichkeit,
mit minimalem Aufwand standardisierte Bilder zu erzeugen, um Datensätze für das Training
neuronaler Netze zu generieren. Dazu werden in dieser Dissertation zwei Systeme vorgestellt,
die die definierten Anforderungen erfüllen. Das ’Entomoscope’ ist ein einfach zu reproduzie-
rendes, nahezu vollständig 3D-druckbares, teilautomatisiertes Bildgebungssystem. Es werden
zwei Versionen des Entomoscopes vorgestellt, die beide die Möglichkeit bieten, hochauflö-
sende Bilder (12 Megapixel (MP)) von in Ethanol konservierten Insekten aufzunehmen.
Um Proben unterschiedlicher Größe aufnehmen zu können, besitzen sie eine standardisierte
Objektivaufnahme (C-/Cs-Mount), an der Objektive mit unterschiedlichen Vergrößerungen
befestigt werden können. Zusätzlich verfügen sie über einen Focus StackingMechanismus zur
Aufnahme von Bildernmit erweiterter Schärfentiefe und eine in beidenVersionen gleiche Ob-
jektbeleuchtung zur Aufnahme einheitlicher Bilder. Die beiden Versionen des Entomoscopes
unterscheiden sich in der Implementierung des zentralen Steuerelements. Das ’Standalone
Entomoscope’ verwendet einen Einplatinencomputer (Raspberry Pi 4) und verfügt über einen
Monitor. Dadurch ist das System eigenständig und benötigt außer einem Netzteil oder Akku
keine externe Hardware zum Betrieb. Das ’Plug-In Entomoscope’ hingegen muss an einen
Laptop oder Personal Computer (PC) angeschlossen werden, ist aber kostengünstiger und
schneller. Zusätzlich zur Bildgebung aus einer Perspektive mit dem Entomoscope wird in
Teil II der vorliegenden Dissertation eine Methode zur multiperspektivischen Bildgebung von
Insekten in Ethanol entwickelt. Durch die steigenden Anforderungen an ein solches System,
im Vergleich zu einem Bildgebungssystem aus einer Perspektive, wie dem Entomoscope, fo-
kussiert sich dieMethodenentwicklung auf die inMalaise FallenMassenproben amhäufigsten
vorkommende Größenkategorie, von Insekten < 3 mm [49]. Eine Übertragung der Methode
auf größere Insekten ist durch Skalierung des Systems denkbar, wird aber im Umfang der
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vorliegenden Dissertation nicht untersucht. Das entwickelte System nutzt eine mit Ethanol ge-
füllte Bildgebungszelle aus Aluminium, welche um ein Glasröhrchen rotiert und zur Kamera
hin mit einer Glasplatte verschlossen ist. Das Glasröhrchen ist zur Bildgebungszelle hin abge-
dichtet und durch das Sichtfenster in der Bildgebungszelle für die darüber platzierte Kamera
sichtbar. Das zu fotografierende Insekt wird mit einer Spritzenpumpe im Bildgebungsbereich
im Glasröhrchen platziert. Die Verwendung der mit Ethanol gefüllten Bildgebungszelle ist
entscheidend, um die Brechung an der runden Oberfläche des Glasröhrchens zu minimieren.

Die Forschungsfrage F3 (Welche Vor- und Nachteile bieten automatisierte Systeme und wel-
che Möglichkeiten zur Implementierung bestehen?) wird in Teil III untersucht. Dazu wird
ein automatisiertes System zur Handhabung, Bildgebung und Klassifizierung von in Ethanol
konservierten Insekten (< 3 mm) entwickelt. Dieses automatisierte System, der ’Diversity-
Scanner’ erkennt in einer 120 mm x 120 mm großen, quadratischen Petrischale Insekten.
Dafür nutzt er eine Übersichtskamera, die bei Hintergrundbeleuchtung Bilder der Petrischale
aufnimmt. Die erkannten Objekte werden anhand von zwei Bedingungen in sortierbar oder
nicht sortierbar eingestuft. Zunächst wird die Größe ermittelt, zu große Insekten (> 3 mm)
werden als nicht sortierbar eingestuft. Insekten geeigneter Größe müssen einen Mindestab-
stand zu weiteren Insekten aufweisen, um als sortierbar zu gelten. Anschließend wird eine
Detailkamera über sortierbaren Insekten platziert, dazuwird eine Portalkinematik genutzt und
ein Detailbild des Insekts angefertigt. Bei der Detailkamera handelt es sich entweder um eine
1,3 MP Kamera ohne oder eine 12 MP Kamera mit Focus Stacking. Die unterschiedlichen
Detailkameras sind austauschbar und für verschiedene Anwendungsfälle vorgesehen. Das
angefertigte Detailbild kann, wie die Bilder der Entomoscopes, zur Klassifizierung genutzt
werden. Im letzten Prozessschritt wird das fotografierte Insekt in eine 96er Polymerase-
Kettenreaktion (PCR)-Mikrotiterplatte transportiert. Dazu wird eine, mit einer Spritzenpum-
pe angetriebene, automatisierte Pipette genutzt, die mit derselben Portalkinematik wie die
Detailkamera bewegt wird. Das Handhabungswerkzeug sowie die Vergrößerung der Detailka-
mera sind die limitierenden Faktoren für die Maximalgröße der verarbeitbaren Insekten. Eine
Anpassung der Vergrößerung ist mit einem anderen Objektiv problemlos möglich. Herausfor-
dernder gestaltet sich die Entwicklung eines geeigneten Handhabungswerkzeugs für größere
Proben. Im DiversityScanner wird als Saugspitze eine gekürzte Pipettenspitze verwendet. Die
Evaluation zeigt, dass eine erfolgreiche Handhabung damit nur in 62 % der Fälle möglich ist.
Die Fehleranalyse zeigt weiterhin, dass eine zu schwache Spritzenpumpe und somit ein zu
geringer Volumenstrom beim Einsaugen, sowie die konische Form der Pipettenspitze beim
Ablegen Mitursache für dieses Ergebnis sein können. Die Verwendung einer leistungsstärke-
ren Spritzenpumpe und einem Glasröhrchen mit parallel verlaufendenWänden als Saugspitze
erhöhen die Erfolgsrate auf 91 %. Vorversuche zeigen, dass mit dieser Modifikation und bei
Vergrößerung des Saugspitzendurchmessers Insekten bis 6 mm gehandhabt werden können.
Zusätzlichwird ein pneumatischerMikrogreifer für größere Insekten entwickelt und evaluiert.
Der Greifer besteht aus einer Membran mit darauf befindlichen Fingern. Durch Erhöhen des

152



11 Zusammenfassung und Ausblick

Drucks auf der Innenseite und einer daraus resultierenden konvexen Verformung der Mem-
bran, öffnen sich die Finger. Die Reduktion des Drucks führt gegenteilig zu einem Schließen.
Die Evaluation zeigt, dass sich der Greifer mit einem Membrandurchmesser von 45 mm und
den dreieckig angeordneten, jeweils 3mm starken und 15mm langen Fingern zur Handhabung
von Insekten ab einer Größe von 8 mm bis 15 mm eignet. Die Vorteile eines automatisierten
Systems, wie dem DiversityScanner, liegen vor allem in der Parallelisierbarkeit und der da-
mit erreichbaren hohen Durchsatzrate, ohne die Notwendigkeit von mehr Personal. Einer der
größten Nachteile hingegen ist die steigende Kompliziertheit imVergleich zu teilautomatisier-
ten Systemen. Diese führt dazu, dass die Idee, dass die Systeme zur Biodiversitätsforschung,
von Forschenden der Zielgruppe selbst nachgebaut werden, weniger angenommen wird.

Übergreifend über beide Forschungsfragen F2 und F3, wird die Verwendung, der mit den teil-
automatisierten oder automatisierten Systemen generierten Bildern, entsprechend des unter
F1 identifizierten Potenzials zurKlassifizierung in Teil IV untersucht. Dazuwird exemplarisch
ein Datensatz mit dem DiversityScanner aufgenommen, der 5083 Bilder aus 14 verschiede-
nen KlassenML, meist auf Familienebene und eine Restklasse beinhaltet. Es werden zwei
Methoden verglichen. Die erste Methode nutzt die VGG19-Architektur und unterscheidet al-
le Klassen mit einem Netzwerk, während für die zweite Methode ein kaskadierter Ansatz mit
zwei Resnet-50-Encodern gewählt wird. BeideMethoden liefern hoheGenauigkeiten (> 90%)
und zeigen, dass die Bilder dazu genutzt werden können, die Insekten anhand von Bildern
zu klassifizieren. Dies stellt jedoch nur einen ersten Schritt in die richtige Richtung dar, da
der Klassifikator nur die 14 am häufigsten auftretenden Familien berücksichtigt. Eine Klas-
sifikation auf Gattungs- oder sogar Artniveau muss zukünftig erforscht werden. Zusätzlich
untersucht Teil IV, ob sich die aufgenommenen Bilder zur Bestimmung morphometrischer
Merkmale der Insekten eignen. Dazu wird eine Methode entwickelt, die zunächst die Kontur
der Tiere im Bild bestimmt und anschließend die Gesamtlänge sowie die Länge einzelner
Körperregionen erlaubt. Zusätzlich kann eine Schätzung des Volumens vorgenommen wer-
den, indem die Annahme getroffen wird, dass das Insekt in Segmenten einen zylindrischen
Querschnitt aufweist.

Der zukünftige Fokus zur Automatisierung der Biodiversitätserforschung bei Wirbellosen
sollte sich verstärkt auf die Generierung von Datensätzen zur Klassifizierung konzentrieren.
Die vorgestellten Methoden bieten hierzu eine vielversprechende Grundlage. Diese Daten-
sätze können anschließend verwendet werden, um neuronale Netze zu trainieren, die einen
Großteil der in Insekten-Massenproben enthaltenen Arten anhand von Bildern klassifizieren
können. Diese können dann auf den Entomoscopes eingesetzt werden, um schnell und ohne
die Notwendigkeit von Expert:innen eine Vorsortierung von Massenproben zu ermöglichen.
Zudem bieten die Entomoscope dann die Möglichkeit mobil und ohne der Notwendigkeit
einer Internetverbindung zur Detektion neuer Arten eingesetzt zu werden. Weiterhin können
automatisierte Systeme wie der DiversityScanner gezielt eingesetzt werden, um unbekannte
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Arten zu identifizieren und aus den Massenproben zu separieren. Durch den parallelen Ein-
satz mehrerer DiversityScanner und der Verwendung skalierter Systeme kann so zukünftig
ein automatisiertes Hochdurchsatz-Screening zur Identifizierung unbekannter Arten realisiert
werden. Dies ermöglicht eine schnellere Schließung von Wissenslücken und die Implemen-
tierung geeigneter Gegenmaßnahmen zur Bekämpfung des Rückgangs der Biodiversität unter
Insekten.

Alle in der vorliegendenDissertation präsentiertenMethoden zur automatisierten Erforschung
der Biodiversität unterstützen dieAuswertung von Insekten-Massenproben und beschleunigen
diesen Prozess erheblich. Dies ist von entscheidender Bedeutung, da bereits zahlreiche solcher
Proben vorhanden sind und bisher keine effiziente Möglichkeit besteht, die Biodiversität
unter Insekten zu erfassen, ohne diese einzufangen und zu konservieren. Es ist jedoch auch
wichtig, dass sich die zukünftige Forschung auf Systeme zur Überwachung der Biodiversität
konzentriert, die keinen direkten Eingriff in Ökosysteme erfordern, damit bspw. Nützlinge
wie Bestäuber nicht im Ethanol verenden. Die bildbasierte Klassifizierung von Insekten bietet
hierfür großes Potenzial. Idealerweise sollten die mit den vorgestellten Systemen generierten
Bilder auch auf lebende Insekten übertragbar sein, sodass beispielsweise der Fangbehälter
einer Malaise Falle durch eine Kamera ersetzt werden kann und die Klassifizierung direkt
anhand des Bildes erfolgt.
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Der Anhang umfasst detaillierte Anforderungen an die im Umfang dieser Dissertation ent-
wickelten Systeme zur Automatisierung der Biodiversitätsforschung unter Insekten. Einige
Anforderungen werden an alle Systeme gestellt und werden daher in Tabelle A.1 aufgeführt.

Tabelle A.1: Systemübergreifende detaillierte Anforderungen an Systeme zur Automatisierung der Erforschung
der Biodiversität unter Invertebraten.

Systemübergreifende Anforderungen

Sicherheit Es darf zu keinemZeitpunkt Gefahr für den oder die Anwender:in
durch Gebrauch des Systems bestehen.

Unversehrtheit der Proben Das System muss so gestaltet werden, dass die Proben durch
das System nicht beschädigt werden. Zudem muss sichergestellt
werden, dass die Probe durchgängig in Flüssigkeit verbleibt, um
ein Austrocknen zu verhindern.

Open Source Alle Komponenten des Systems sollen Open Source sein. Das
beinhaltet sowohl die Hardware als auch die Software. Dies dient
wiederum der Verfügbarkeit des Systems und unterstützt zudem
weitere Anforderungen wie die Anpassbarkeit und Reproduzier-
barkeit.

Reproduzierbarkeit Das System sollmöglichst leicht reproduzierbar sein. Daher ist die
Verwendung aufwendiger und teurer Fertigungsmethoden zu re-
duzieren undMethoden der schnellen Prototypenentwicklungwie
3D-Druck und insbesondere Fused Deposition Modeling (FDM)
3D-Druck sind zu bevorzugen.

Anpassbarkeit Das System soll möglichst anpassbar sein. Dies beinhaltet die
Anpassbarkeit der Funktionalität, als auch die Anpassbarkeit an
äußere Rahmenbedingungen, wie die Verfügbarkeit bestimmter
Komponenten.

Stromversorgung Das System muss mit 12 V - 24 V Gleichspannung betrieben
werden. Diese wird über ein ausreichend dimensioniertes Ste-
ckernetzteil bereitgestellt. Die Dimensionierung ist abhängig von
den verwendeten Komponenten.
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A.1 Anforderungen an ein System zur
Größenvorsortierung von Insekten-Massenproben
in Ethanol

Der Stand der Technik zeigt, dass das Sieben der Massenproben in Wasser grundsätzlich und
mit hoher Effizienz möglich ist. Der von Buffington und Gates [89] entwickelte Fractionator
ist aufgrund des verwendeten Küchensiebs jedoch auf zwei Fraktionen begrenzt und kann
nicht angepasst werden. Das zu entwickelnde System soll daher ebenfalls Siebe zur Fraktio-
nierung nutzen, jedoch anpassbare Größenfraktionen ermöglichen. Die Anforderungen sind
in Tabelle A.2 dargelegt.

Tabelle A.2: Detaillierte Anforderungen für die Entwicklung eines Systems zur Größenvorsortierung von
Insekten-Massenproben unter Verwendung von Sieben zur Fraktionierung.

Zielsetzung und Zweck

Vorsortierung von
Massenproben

Hauptziel des Forschungsprojekts ist die Entwicklung eines
Systems zur Vorsortierung von nass konservierten Insekten-
Massenproben in definierte Größenkategorien.

Vereinfachung weiterer
Verarbeitungsschritte

Die Vorsortierung dient primär der Vereinfachung weiterer Verar-
beitungsschritte. Sie ermöglicht eine Reduktion der Anforderun-
gen an Systeme, bspw. zur Bildgebung und Handhabung, da sie
spezifisch für definierte Größenklassen entwickelt werden kön-
nen. Weiterhin unterstützt die Größenvorsortierung auch eine
Vereinfachung biologischer Fragestellungen, wenn bspw. nur In-
sekten einer Familie untersucht werden sollen, die eine bestimmte
Größe nicht über- oder unterschreiten.

Funktionalität

Größenklassen Das System soll Insekten-Massenproben in alle definierten Grö-
ßenklassen (vgl. Kapitel 2.2) fraktionieren können. Diese sind:
< 3 mm, 3 mm - 8 mm, 8 mm - 15 mm und > 15 mm.

Effizienz Das System soll möglichst effizient sein. Es sollen mindestens
90 % aller Insekten einer Größenfraktion auch in dieser vorzufin-
den sein.

Hardwareanforderungen

Hardwareanforderungen: Mechanik
Aufbau Siebe Das Systemmuss über geeignete Siebe verfügen, diemit geringem

Aufwand getauscht werden können, um die Fraktionierung in die
definierten Größenklassen zu ermöglichen.
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Überführung der Probe Die Überführung der Insekten zwischen den einzelnen Sieben
muss einfach erfolgen können.

Siebbewegung Das System muss eine geeignete Bewegung realisieren, um mit
den ausgewählten Sieben eine effiziente Fraktionierung zu ermög-
lichen.

Hardwareanforderungen: Elektronik
Steuerung Die Steuerung des Systems soll möglichst einfach und kosten-

günstig sein. Die Verwendung eines Mikrocontrollers mit geeig-
neter Peripherie wird angestrebt.

Ein-/Ausgabe Die Eingabe der notwendigen Parameter soll über einfache Dreh-
regler oder Schalter erfolgen. Die Verwendung eines Touchs-
creens wird ausgeschlossen, da Anwender:innen ggf. Handschuhe
tragen und nasse Hände haben können. Der Status des Systems
soll entweder über ein Display oder über eine Status-Light Emit-
ting Diode (LED) angezeigt werden.

Softwareanforderungen

Programmierung Die Programmierung erfolgt abhängig von der Plattform in der
dafür geeigneten Programmiersprache und hängt direkt von der
Hardwareanforderung (Elektronik): Steuerung ab.

Benutzerinteraktion Die Software soll eine Graphical User Interface (GUI) aufwei-
sen, wenn ein Display verwendet wird. Bei Verwendung einer
Status-LED kann darauf verzichtet werden. Die LED muss dann
jedoch durch Farbe oder Blinken den Status des Systems eindeutig
anzeigen. Diese Anforderung hängt direkt von der Hardwarean-
forderung (Elektronik): Ein-/Ausgabe ab.

Eingabeparameter Die Anzahl der Eingabeparameter soll gering sein, um die Bedie-
nung des Systems möglichst intuitiv zu gestalten. Die Geschwin-
digkeit der Siebbewegung sowie ein Pausieren des Programms
sollen jedoch mindestens möglich sein.

Weitere Anforderungen

Kosten Die Kosten für das System sollen minimal sein und 500 =C nicht
übersteigen.

Zeit Die Verarbeitungszeit pro Probe soll möglichst kurz sein, 2 h aber
nicht überschreiten.
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Materialien Die verwendeten Materialien müssen mit den im System vor-
liegenden Flüssigkeiten kompatibel sein. Dabei handelt es sich
primär um Wasser. Da die Proben jedoch in Ethanol gelagert
werden, wird auch eine Ethanolbeständigkeit vorausgesetzt.

Größe des Systems Das Gesamtsystem soll eine Gesamtgröße von 500 mm x
500 mm x 500 mm (b x t x h) nicht überschreiten.

A.2 Anforderungen an ein teilautomatisiertes System
zur Bildgebung von Invertebraten in Ethanol

Die für das teilautomatisierte System zur Bildgebung von Invertebraten in Ethanol zu erfül-
lenden Anforderungen sind in Tabelle A.3 aufgeführt.

Tabelle A.3: Detaillierte Anforderungen für die Entwicklung eines teilautomatisierten Systems zur Bildgebung
von Insekten in Ethanol.

Zielsetzung und Zweck

Bildgebung in Ethanol Hauptziel des Forschungsprojekts ist die Entwicklung eines teil-
automatisierten Systems zur Bildgebung von wirbellosen Tieren
(Invertebraten) in Ethanol.

Digitalisierung Die Bildgebung von Invertebraten, insbesondere von Insekten
und damit deren Digitalisierung bietet viele Möglichkeiten, wie
bspw. die Klassifizierung oder Bestimmung morphometrischer
Merkmale. Die Bilder sollen dazu einheitlich und kostengünstig
aufgenommen werden können.

Funktionalität

Bildgebung Das System soll für Insekten aller definierten Größenklassen (vgl.
Kapitel 2.2; < 3 mm, 3 mm - 8 mm, 8 mm - 15 mm und > 15 mm)
geeignet sein und diese bildfüllend abbilden können. Dazu müs-
sen die verwendeten Objektive austauschbar sein oder über einen
optischen Zoom verfügen, um eine gleichbleibend hohe Auflö-
sung der Bilder zu gewährleisten. Für die letzte Größenkategorie
(> 15 mm) wird eine Beschränkung auf maximal 40 mm fest-
gelegt. Größere Insekten sind in Malaise Fallen Proben nur sehr
selten vertreten [20].
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Schärfentiefe Die Schärfentiefe des Bildgebungssystems muss ausreichen, um
Insekten aller Größenklassen (vgl. Probengröße) vollständig und
in allen Bereichen scharf abbilden zu können. Dazu muss die
Möglichkeit zum automatisierten Aufnehmen unterschiedlicher
Fokusebenen (FE) ermöglicht werden. Dies garantiert, dass un-
abhängig vom verwendeten Objektiv und dessen optischen Ei-
genschaften alle Bereiche der Insekten scharf abgebildet werden
können.

Teilautomatisiert Das System soll nach der in der Übersicht zu Teil II gegebenen
Definition teilautomatisiert sein: Ein System wird als teilautoma-
tisiertes System zur Bildgebung definiert, wenn die abzubilden-
den Objekte zwar manuell und einzeln zur Bildgebung vor der
Kamera platziert werden müssen, die Bildaufnahme und das Da-
tenmanagement, sowie die Bildverarbeitung anschließend jedoch
automatisiert ablaufen.

Hardwareanforderungen

Hardwareanforderungen: Mechanik
Linearführung Das System muss eine Linearführung besitzen, auf der die Ka-

mera zum Objekt hin und weg bewegt werden kann, um bei fester
Brennweite eine Fokussierung zu ermöglichen, ohne das Objekt
zu bewegen.

Automatisiertes
Fokussieren

Die Bewegung der Kamera muss automatisiert erfolgen. Dazu
muss eine geeignete Möglichkeit implementiert werden, um die
Kamera mit einer Genauigkeit von 0,25 mm zu platzieren. Wei-
terhin muss die Position der Kamera jederzeit bekannt sein.

Probenaufnahme Das System muss über eine geeignete Aufnahme für die Proben
verfügen. Das heißt, es muss einen Bereich besitzen, in dem die
Proben in Ethanol abgelegt werden können und der über einen
geeigneten Hintergrund verfügt. Zudem muss er eine geeignete
Beleuchtung zulassen, vgl. Hardwareanforderungen: Elektronik:
Beleuchtung.

Hardwareanforderungen: Elektronik
Kamera Die Auflösung des Kamerasensors des Systems soll möglichst

hoch sein, mindestens aber 12 Megapixel (MP) (4K) betragen,
um feine Strukturen sicher abbilden zu können. Zudem muss die
Kamera die Montage von Objektiven über einen standardisierten
Anschluss ermöglichen.
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Steuerung Zur Steuerung des Systems soll eine geeignete Plattform gefunden
werden, die als zentrales Steuerelement dient. Diese soll die Pro-
grammierung in Python ermöglichen, Schnittstellen bieten und
die Implementierung einer GUI erlauben. Zudem muss sie die
Bildverarbeitung und das Datenmanagement ermöglichen.

Ein-/Ausgabe Zur Ein-/ und Ausgabe soll als Schnittstelle zum/zur Anwender:in
ein Display verwendet werden, auf dem eine GUI angezeigt wer-
den kann. Die Eingabe kann entweder über einen Touchscreen
oder Maus und Tastatur realisiert werden. Ein Touchscreen ist je-
doch zu bevorzugen, da keine weiteren Eingabegeräte erforderlich
sind.

Beleuchtung Das Bildgebungssystem muss über eine geeignete Beleuchtung
verfügen, um Insekten in Ethanol abbilden zu können. Dabei
erzeugt die Beleuchtung idealerweise keine Reflexionen auf dem
Objekt sowie auf der Ethanoloberfläche, da diese die Bildqualität
beeinflussen können, ist demnach möglichst diffus. Zusätzlich
dürfen helle Strukturen des abzubildenden Objekts nicht zu stark,
dunkle nicht zu wenig beleuchtet werden.

Softwareanforderungen

Software Das Systemmuss über eine geeignete Software verfügen, um eine
einfache Bedienung zu gewährleisten.

Frontend Als Frontend soll eine GUI auf dem Monitor des Systems ange-
zeigt werden. Das Frontend muss die Möglichkeit bieten alle Ein-
gabeparameter zu bestimmen, soll leicht verständlich und intuitiv
zu bedienen sein und eine Vorschau des Kamerabilds anzeigen.

Eingabeparameter Die Eingabeparameter für das teilautomatisierte System zur Bild-
gebung von Invertebraten variieren basierend auf den gewählten
Komponenten. Grundlegend müssen jedoch Parameter zur Bild-
gebung, wie die Focus Stacking-Parameter und Informationen
zum Datenmanagement, wie die Benennung der Bilder angege-
ben werden können. Weitere Parameter ergeben sich in Folge
der Implementierung und sind nicht detailliert als Anforderung
definierbar.
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Backend Das Backend muss alle Hardwarekomponenten des Systems ein-
binden und entsprechende Funktionen bieten, um leicht darauf
zugreifen zu können. Weiterhin muss es die Datenverwaltung
übernehmen und entsprechend der im Frontend definierten Para-
meter abspeichern.

Weitere Anforderungen

Kosten Die Kosten für das System sollen minimal sein und 1500 =C nicht
übersteigen. Dabei umfassen die Kosten nur die notwendigen
Materialkosten. Diese Anforderung soll die Verfügbarkeit des
Systems auch für Institutionen mit eingeschränkter Finanzierung
ermöglichen.

Materialien Die verwendeten Materialien müssen mit den im System vor-
liegenden Flüssigkeiten kompatibel sein. Dabei handelt es sich
primär um Ethanol. Daher wird für alle mit Ethanol in Berührung
kommenden Komponenten eine Ethanolbeständigkeit vorausge-
setzt.

Größe und Gewicht Das Gesamtsystem soll eine Gesamtgröße von 300 mm x
300 mm x 600 mm (b x t x h) nicht überschreiten und nicht
schwerer als 5 kg sein. So wird die Transportierbarkeit des Sys-
tems gewährleistet.

A.3 Anforderungen an ein teilautomatisiertes System
zur multiperspektivischen Bildgebung von
Invertebraten (< 3 mm) in Ethanol

In Tabelle A.4 sind die Anforderungen an ein System zur multiperspektivischen Bildgebung
von Insekten in Ethanol dargelegt.

Tabelle A.4: Detaillierte Anforderungen für die Entwicklung eines teilautomatisierten Systems zur multiper-
spektivischen Bildgebung von Insekten in Ethanol.

Zielsetzung und Zweck

Bildgebung in Ethanol Ziel des Forschungsprojekts ist die Entwicklung eines teilauto-
matisierten Systems zur multiperspektivischen Bildgebung von
Insekten in Ethanol. Das System soll mehrere Perspektiven eines
Insekts aufnehmen können, ohne dass das Insekt manuell neu
platziert werden muss.
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Digitalisierung Die Bildgebung von Invertebraten, insbesondere von Insekten
und damit deren Digitalisierung bietet viele neue Möglichkeiten.
Die multiperspektivische Bildgebung stellt dabei sicher, dass cha-
rakteristische morphologische Merkmale sicher abgebildet wer-
den. Zudem können durch die multiperspektivische Bildgebung
schnell viele Bilder für das Training neuronaler Netze generiert
werden.

Funktionalität

Bildgebung Es sollen Insekten der ersten Größenkategorie (< 3 mm, vgl.
Kapitel 2.2) gehandhabt und abgebildet werden können.

Perspektiven Das System soll eine frei wählbare Anzahl an Perspektiven auf-
nehmen und vollständige 360° um die Probe rotieren können.
Dabei ist zu beachten, dass die relative Beziehung der Perspekti-
ven zueinander bekannt ist.

Schärfentiefe Die Schärfentiefe des Bildgebungssystems muss ausreichen, um
Insekten der ersten Größenklasse (< 3 mm)vollständig und in
allen Bereichen scharf abbilden zu können.

Teilautomatisiert Das System soll nach der in der Übersicht zu Teil II gegebenen
Definition teilautomatisiert sein: Ein System wird als teilautoma-
tisiertes System zur Bildgebung definiert, wenn die abzubilden-
den Objekte zwar manuell und einzeln zur Bildgebung vor der
Kamera platziert werden müssen, die Bildaufnahme und das Da-
tenmanagement, sowie die Bildverarbeitung anschließend jedoch
automatisiert ablaufen.

Hardwareanforderungen

Hardwareanforderungen: Mechanik
Linearführung Das System muss eine Linearführung besitzen, auf der die Ka-

mera zum Objekt hin und weg bewegt werden kann, wenn die
Schärfentiefe der verwendeten Kamera mit Objektiv nicht aus-
reicht, um die Proben in allen Bereichen scharf abzubilden.

Automatisiertes
Fokussieren

Die Bewegung der Kamera muss automatisiert erfolgen. Dazu
muss eine geeignete Möglichkeit implementiert werden, um die
Kamera mit einer Genauigkeit von 0,25 mm zu platzieren, wenn
die Schärfentiefe der verwendeten Kamera mit Objektiv nicht
ausreicht, um die Proben in allen Bereichen scharf abzubilden.
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Automatisierte Rotation Das Systemmuss über eine geeignete Mechanik verfügen, um die
Kamera um die Probe herumzubewegen. Es soll mindestens eine
Auflösung von 0,5° erreicht werden, d. h. es müssen mindestens
720 Perspektiven aufgenommen werden können. Weiterhin muss
die Position der Kamera jederzeit bekannt sein.

Hardwareanforderungen: Elektronik
Kamera Die Auflösung des Kamerasensors des Systems soll möglichst

hoch sein, mindestens aber 12 MP (4K) betragen, um feine Struk-
turen sicher abbilden zu können. Zudem muss die Kamera die
Montage von Objektiven über einen standardisierten Anschluss
ermöglichen.

Steuerung Zur Steuerung des Systems soll eine geeignete Plattform gefunden
werden, die als zentrales Steuerelement dient. Sie soll die Pro-
grammierung in Python ermöglichen, Schnittstellen bieten und
die Implementierung einer GUI erlauben. Zudem muss sie die
Bildverarbeitung und das Datenmanagement ermöglichen.

Ein-/Ausgabe Zur Ein- und Ausgabe soll als Schnittstelle zum/zur Anwenderin
ein Display verwendet werden, auf dem ein Comand-Line Inter-
face (CLI) angezeigt werden kann. Die Eingabe kann entweder
über einen Touchscreen oderMaus und Tastatur realisiert werden.

Beleuchtung Das Bildgebungssystem muss über eine geeignete Beleuchtung
verfügen, um Insekten in Ethanol abbilden zu können. Dabei
erzeugt die Beleuchtung idealerweise keine Reflexionen auf dem
Objekt sowie auf dem Ethanol oder anderen Oberflächen im Bild-
bereich, da diese die Bildqualität beeinflussen können. Zusätzlich
dürfen helle Strukturen des abzubildenden Objekts nicht zu stark,
dunkle nicht zu wenig beleuchtet werden.

Softwareanforderungen

Frontend Als Frontend soll ein CLI auf dem Monitor des Systems ge-
nutzt werden. Das Frontend muss die Möglichkeit bieten alle
Eingabeparameter zu bestimmen und soll leicht verständlich und
intuitiv zu bedienen sein. Der Verzicht auf eine GUI lässt sich da-
mit begründen, dass langfristig entweder eine Integration in den
DiversityScanner oder in die Entomoscope Umgebung geplant ist
und die Funktionen in die für diese Systeme entwickelten GUIs
erfolgen soll.
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Eingabeparameter Die Eingabeparameter für das teilautomatisierte System zur mul-
tiperspektivischen Bildgebung von Invertebraten variieren ba-
sierend auf den gewählten Komponenten. Grundlegend müs-
sen jedoch Parameter zur Bildgebung, wie die Focus Stacking-
Parameter (falls notwendig) und Informationen zum Datenmana-
gement, wie die Benennung der Bilder angegebenwerden können.
Zusätzlich muss die Anzahl der Perspektiven angegeben werden
können. Weitere Parameter ergeben sich in Folge der Implemen-
tierung und sind nicht detailliert als Anforderung definierbar.

Backend Das Backend muss alle Hardwarekomponenten des Systems ein-
binden und entsprechende Funktionen bieten, um leicht darauf
zugreifen zu können. Weiterhin muss es die Datenverwaltung
übernehmen und die Daten entsprechend der im Frontend defi-
nierten Parameter abspeichern.

Weitere Anforderungen

Kosten Die Kosten für das System sollen minimal sein und 2000 =C nicht
übersteigen.

Zeit Die Verarbeitungszeit pro Probe soll möglichst kurz sein und zwei
Stunden nicht überschreiten.

Materialien Die verwendeten Materialien müssen mit den im System vor-
liegenden Flüssigkeiten kompatibel sein. Dabei handelt es sich
primär um Ethanol. Daher wird für alle mit Ethanol in Berührung
kommenden Komponenten eine Ethanolbeständigkeit vorausge-
setzt.

Größe des Systems Das Gesamtsystem soll eine Größe von 500 mm x 500 mm x
500 mm (b x t x h) nicht überschreiten, um auf einem Labortisch
platziert werden zu können.
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A.4 Anforderungen an ein automatisiertes System zur
Bildgebung von Invertebraten (< 3 mm) in Ethanol

Ein System zur automatisierten Handhabung und Bildgebung von Insekten in Ethanol muss
die in Tabelle A.5 aufgeführten Anforderungen erfüllen.

Tabelle A.5: Detaillierte Anforderungen für die Entwicklung eines automatisierten Systems zur Bildgebung
und Handhabung von Insekten in Ethanol.

Zielsetzung und Zweck

Bildgebung in Ethanol Hauptziel des Forschungsprojekts ist die Entwicklung eines au-
tomatisierten Systems zur Bildgebung und Vereinzelung von wir-
bellosen Tieren (Invertebraten) mit einer Größe < 3 mm in Etha-
nol. Die Bilder dienen der Klassifizierung mittels Convolutional
Neural Networks (CNNs) und der Bestimmung morphometri-
scher Merkmale. Die vereinzelten Insekten können anhand deren
Deoxyribonucleic acid (DNA) bestimmt werden, wenn eine si-
chere Klassifizierung anhand der Bilder (noch) nicht möglich ist.

Digitalisierung und
Sortierung

Das zu entwickelnde System dient der Automatisierung der bis-
lang manuell durchgeführten Schritte bei der Untersuchung von
Insekten-Massenproben. Ein Großteil der Insekten inMassenpro-
ben ist der Größenklasse < 3 mm zuzuordnen [49], gleichzeitig
ist deren Sortierung und Bildgebung mühsam und zeitaufwendig.
Deshalb bietet sich hierfür ein automatisiertes System an.

Funktionalität

Automatisiert Das System soll nach der in der Übersicht zu Teil III gegebe-
nen Definition automatisiert sein: Ein System wird als automati-
siertes System zur Bildgebung definiert, wenn die abzubildenden
Objekte nicht manuell und einzeln zur Bildgebung vor der Kame-
ra platziert werden müssen, die Kamera demnach automatisiert
verfahren werden kann oder die Proben automatisiert zugeführt
und auch wieder entfernt werden. Zudem erfolgt die Bildauf-
nahme und das Datenmanagement, sowie die Bildverarbeitung
anschließend automatisiert.

Bildgebung Das System soll von Insekten der ersten Größenkategorie
(< 3 mm, vgl. Kapitel 2.2) automatisiert Detailaufnahmen an-
fertigen können.
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Vereinzelung Nach der Verarbeitung der Proben sollen die Insekten vereinzelt
in einer 96er Polymerase-Kettenreaktion (PCR)-Mikrotiterplatte
vorliegen und eindeutig den Bildern zugeordnet werden können.
Dazu muss eine Objekterkennung implementiert werden.

Zuführung der Proben Die Insekten sollen auf einer Ebene ausgebreitet werden und von
dort aus automatisiert weiterverarbeitet werden. Diese Art der
Zuführung erleichtert folgende Prozessschritte, da durch den/die
Anwender:in sichergestellt werden kann, dass die Insekten nicht
in Clustern vorliegen. Dies steigert jedoch die manuelle Arbeit
zur Vorbereitung.

Schärfentiefe Die Schärfentiefe des Bildgebungssystems muss ausreichen, um
Insekten < 3 mm vollständig und in allen Bereichen scharf abbil-
den zu können.

Hardwareanforderungen

Hardwareanforderungen: Mechanik
Positioniersystem Eswird ein Positioniersystem benötigt, das die Detailkamera über

den einzelnen Insekten platziert.Weiterhin dient es der Bewegung
des Handhabungswerkzeugs.

Probenaufnahme Das System benötigt eine geeignete Aufnahme für die Proben.
Diese muss die Beleuchtung zur Aufnahme der Bilder zulassen
und vollständig im Arbeitsbereich des Positioniersystems liegen.

Probenablage Die vereinzelten Insekten sollen in eine 96er PCR-
Mikrotiterplatte abgelegt werden. Dazu muss eine Aufnahme im
Arbeitsbereich des Positioniersystems vorgesehenwerden, das die
genaue Positionierung der Wells sicherstellt.

Handhabungswerkzeug Zur Überführung der Insekten von der Probenaufnahme zur Pro-
benablage, muss das System über ein geeignetes Handhabungs-
werkzeug verfügen. Der automatisierte Handhabungsprozess soll
möglichst häufig erfolgreich sein, mindestens aber in 90 % der
Fälle die Probe korrekt entnehmen und im Zielbehältnis ablegen.
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Hardwareanforderungen: Elektronik
Beleuchtung Das Bildgebungssystem muss über eine geeignete Beleuchtung

verfügen, um Insekten in Ethanol abbilden zu können. Dabei
erzeugt die Beleuchtung idealerweise keine Reflexionen auf dem
Objekt sowie auf der Ethanoloberfläche, da diese die Bildqualität
beeinflussen können, ist demnach möglichst diffus. Zusätzlich
dürfen helle Strukturen des abzubildenden Objekts nicht zu stark,
dunkle nicht zu wenig beleuchtet werden.

Kamera Die Anforderung an die Auflösung des Kamerasensors ist für
das automatisierte System abhängig von verschiedenen Faktoren.
Grundsätzlich soll die Auflösung des Kamerasensors, wie bei
den teilautomatisierten Systemen möglichst hoch sein, um mög-
lichst viele Details abzubilden. Gleichzeitig ist zu erwarten, dass
das automatisierte System sehr viele Bilder generiert und somit
bei hochauflösenden Bildern viel Speicherplatz benötigen würde.
Für das Training neuronaler Netze sind nach aktuellem Stand der
Technik, sehr hohe Auflösungen (> 1 MP) nicht notwendig. Zur
Reduktion der Verarbeitungszeit werden die Bilder für das Trai-
ning ohnehin stark verkleinert. Daher ist der Anwendungsfall der
Bilder zu betrachten, um die Auflösung des Sensors zu definieren.
Werden die Bilder nur für das Training von neuronalen Netzen
eingesetzt, genügt aktuell eine geringe Auflösung (1 MP). Sollen
weiterhin morphometrische Merkmale ausgewertet oder die Bil-
dung zur Beschreibung genutzt werden, ist eine hohe Auflösung
(> 12 MP, 4K) zu bevorzugen, um feine Strukturen sicher abbil-
den zu können. In allen Fällen muss die Kamera die Montage von
Objektiven über einen standardisierten Anschluss ermöglichen.

Steuerung Zur Steuerung des Systems soll eine geeignete Plattform gefunden
werden, die als zentrales Steuerelement dient. Sie soll die Pro-
grammierung in Python ermöglichen, Schnittstellen bieten und
die Implementierung einer GUI erlauben. Zudem muss sie die
Bildverarbeitung und das Datenmanagement ermöglichen.

Ein-/Ausgabe Zur Ein- und Ausgabe soll als Schnittstelle zum/zur Anwender:in
ein Display verwendet werden, auf dem eine GUI angezeigt wer-
den kann. Die Eingabe kann entweder über einen Touchscreen
oder Maus und Tastatur realisiert werden. Ein Touchscreen ist je-
doch zu bevorzugen, da keine weiteren Eingabegeräte erforderlich
sind.
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Softwareanforderungen

Software Das Systemmuss über eine geeignete Software verfügen, um eine
einfache Bedienung zu gewährleisten.

Frontend Als Frontend soll eine GUI auf dem Monitor des Systems an-
gezeigt werden. Das Frontend muss die Möglichkeit bieten alle
Eingabeparameter zu bestimmen, soll leicht verständlich und in-
tuitiv zu bedienen sein.

Eingabeparameter Die Eingabeparameter für das automatisierte System zur Bildge-
bung und Handhabung von Invertebraten variieren, basierend auf
den gewählten Komponenten. Die Anzahl der Eingabeparame-
ter über das Frontend soll möglichst gering gehalten werden, um
die Bedienung des Systems so einfach wie möglich zu gestalten.
Trotzdem muss die Möglichkeit bestehen notwendige Parame-
ter anzupassen. Diese umfassen unter anderem Parameter an die
Bildgebung, Parameter zur Optimierung des Handhabungswerk-
zeugs sowie zur Kalibrierung des Positioniersystems. Weitere Pa-
rameter ergeben sich in Folge der Implementierung und sind nicht
detailliert als Anforderung definierbar.

Backend Das Backend muss alle Hardwarekomponenten des Systems ein-
binden und entsprechende Funktionen bieten, um leicht darauf
zugreifen zu können. Weiterhin muss es die Datenverwaltung
übernehmen und entsprechend der definierten Parameter abspei-
chern.

Weitere Anforderungen

Kosten Die Kosten für das System sollen minimal sein und 5000 =C nicht
übersteigen.

Zeit Die notwendige Verarbeitungszeit von einem Insekt soll 60 s nicht
übersteigen.

Materialien Die verwendeten Materialien müssen mit den im System vor-
liegenden Flüssigkeiten kompatibel sein. Dabei handelt es sich
primär um Ethanol. Daher wird für alle mit Ethanol in Berührung
kommenden Komponenten eine Ethanolbeständigkeit vorausge-
setzt.

Größe des Systems Das Gesamtsystem soll eine Gesamtgröße von 500 mm x
500 mm x 500 mm (b x t x h) nicht überschreiten, um auf ei-
nem Labortisch platziert werden zu können.
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Skalierbarkeit Das System soll skalierbar sein, d. h. die entwickelte Methode
soll so gestaltet sein, dass durch Erweiterung des Systems die Zeit
verlängert werden kann, in der das System selbständig arbeitet.
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