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FKZ 031B1155 Kurzbericht Bio4Monitoring

1. Aufgabenstellung

Das Projekt Bio4Monitoring ist Teil des Kompetenzzentrums zur Biologischen Transformation
der Materialwissenschaft und Produktionstechnik, kurz Bio4MatPro, und befasst sich mit der
Entwicklung neuartiger Messsysteme zur Bauzustandsiiberwachung von Leichtbaustrukturen.
Das Konsortium aus den RWTH-Aachen-Instituten SLA, ABBt und LfB hat seine jeweiligen
Kernkompetenzen in den Bereichen Strukturmechanik und Leichtbau, Biotechnologie sowie
Bildgebung und Computer Vision gebindelt, um neuartige Technologien aufbauend auf
biobasierten Beschichtungen fir die Bauteilzustandstiberwachung auf Proof-of-Concept-Level
zu liefern. Solche biobasierten Systeme sind in der Anwendung kosteneffizienter, nachhaltiger
in der Nutzung, einfacher und flexibler als bestehende Systeme und besitzen daher ein grol3es
Marktpotenzial.

Die einzelne Forschungseinrichtung ist jeweils hauptverantwortlich fir die Entwicklung einer
Projektlinie: SLA-Bio4Strain, ABBt—PepCrack und LfB-BioMeasure. Allerdings gibt es in
den einzelnen Teilarbeitspaketen zahlreiche Schnittpunkte; die erforderlichen bi- und
trilateralen Beitrdge werden durch die rdumliche Nahe der drei Projektpartner beglnstigt. Die
Projektlinien flieRen am Ende zur Entwicklung eines industriell anwendbaren Gesamtkonzepts
zusammen. Dieses sollte im Anschluss durch ein neu zu griindendes Start-Up zur Serienreife
gebracht und vertrieben werden. Das Projekt besteht aus drei Entwicklungslinien:
(1) Bio4sStrain: Entwicklung eines Messverfahrens basierend auf einer biobasierten
Beschichtung zur in-situ Dehnungsmessung an Leichtbaustrukturen.
(2) PepCrack: Entwicklung einer selektiv haftenden Peptidbeschichtung zur friihzeitigen
Entdeckung von Rissen in Leichtbaustrukturen.
(3) BioMeasure: Entwicklung des zugehdrigen Mess- und Datenverarbeitungssystems
mit dem Ziel einer automatisierten Messung.

2. Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefiihrt wurde

Das Institut fur Strukturmechanik und Leichtbau der RWTH Aachen (SLA) verfolgt einen
ganzheitlichen Ansatz bestehend aus der Auslegung und Optimierung strukturmechanischer
Komponenten. Die dabei entwickelten analytischen und numerischen Modelle werden durch
Experimente validiert. Diese bilden wiederum die Grundlage fur das messtechnische Know-
how des SLAs. Eines der Kernthemen des SLAs ist das Feld Structural Health Monitoring
(SHM) und Ermudung®-234,

1 Schroder, K-U. und Preisler, A. (2020): Leichtbau 4.0: Grundlagen und Potentiale des Structurual Health Monitorings. In: Frenz, Walter (Hrsg.):
Handbuch Industrie 4.0: Recht, Technik, Gesellschaft. 1. Aufl. Berlin, Heidelberg: Springer.

2 Preisler, A. (2020): Efficient Damage Detection and Assessment Based on Structural Damage Indicators. Aachen, Germany, RWTH Aachen
University, Faculty of Mechanical Engineering. PhD thesis.

3 Preisler, A. et al. (2019): Faseroptische Schadensiiberwachung von GFK-Blattfedern mittels struktureller Schadensindikatoren. In: Wiedemann,
Martin; Melz, Tobias (Hrsg.): Smarte Strukturen und Systeme — Tagungsband des 4SMARTS-Symposiums. Diren: Shaker Verlag, S. 299-309.
4Huang, T. et al. (2018): A baseline-free structural damage indicator based on node displacement of structural mode shapes. In: Journal of Sound
and Vibration 433, p. 366-384.
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Das SLA beschaftigt sich hier zum einen mit der ermidungsgerechten Auslegung von
Bauteilen und zum anderen mit der Uberwachung der strukturellen Integritat im Betrieb. Im
Rahmen von Bio4Monitoring bringt das SLA seine Kompetenzen in der Versuchstechnik, der
Strukturmechanik und Strukturiberwachung ein und beschaftigt sich vor allem mit der
Interpretation der Messdaten. Es ist verantwortlich fur die Durchfiihrung und Auswertung aller
mechanischen Tests sowie fir die physikalische-basierte Signalbewertung des zu
entwickelnden tragbaren Messgerats.

Das Institut fur Biotechnologie der RWTH Aachen (ABBt) ist filhrend auf dem Gebiet des
Protein-Engineering (gelenkte Evolution und rationales Design) fur materialwissenschaftliche
Anwendungen und Biokatalyse. Die wissenschaftliche Kompetenz des Schwaneberg-Teams
basiert auf einer Reihe von entwickelten Methoden und Technologieplattformen fur die
gelenkte Evolution, welche Diversitatsgenerierungsmethoden, die Entwicklung von
Hochdurchsatz-Screening-Systemen und computergestitzte Werkzeuge umfassen. So wurde
bis heute eine Plattform mit >100 verschiedenen Ankerpeptiden sowie >20 bioadhésiven
Peptiden generiert. Die Adhasionspeptiden-Plattform bietet die Mdglichkeit, Peptide bei
Raumtemperatur in Wasser (z. B. durch Dip-Coating oder Spin-Coating) an Materialien wie
Polypropylen (PP), Polyethylenterephthalat (PET), Polystyrol (PS), Zahne, Blatter, Friichte und
andere Oberflachen zu binden®®. Es wurden robuste gelenkte Evolutionsprotokolle (PePevo)
fur Ankerpeptide entwickelt und verdffentlicht, um Ankerpeptide fur die Anwendungs-
anforderungen mafRzuschneidern’.

In den Forschungslinien PepCrack und Bio4Strain setzt ABBt seine Expertise ein, um
geeignete Ankerpeptide fur die selektive Beschichtung von Zielmaterialien zu identifizieren. In
gelenkten Evolutionskampagnen sollte die Bindung der Ankerpeptidkandidaten an die
ausgewahlten Materialien mit Hilfe der bewahrten KnowVolution-Strategie optimiert werden.
Die KnowVolution (Knowledge gaining directed evolution)® Strategie wird verwendet, um
Ankerpeptidvarianten mit  deutlich  verbesserten selektiven Oberflachenbindungs-
eigenschaften zu erzeugen. KnowVolution wird in vier Phasen unterteilt: (1) Identifizierung
potenziell vorteilhafter Aminosaure Positionen; (2) Bestimmung vorteilhafter Aminosaure-
Austausche; (3) Computergestitzte, strukturelle Analyse; und (4) Rekombination vorteilhafter
Substitutionen, um Verbesserungen zu maximieren. Die integrierte computergestitzte
Analyse liefert ein molekulares Verstandnis der Auswirkungen jeder identifizierten Position und
minimiert den experimentellen Screening-Aufwand bei gleichzeitiger Maximierung der
Peptidverbesserungen.

Der Lehrstuhl fur Bildverarbeitung der RWTH Aachen (LfB) verfigt dber umfassende
Expertise zur Konzeption von Messsystemen im Bereich der industriellen Bildverarbeitung und
der robusten, quantitativen Auswertung der erhobenen Messdaten. Vorarbeiten umfassen die
Quantifizierung und Bewertung von Uberhéhungen im 3D-Druck®'°, die Anomalie-Erkennung

5 Meurer, R. A. et al. (2017): Biofunctional Microgel-Based Fertilizers for Controlled Foliar Delivery of Nutrients to Plants, In: Angewandte Chemie
(International ed. in English) 56, Nr. 26, p. 7380-7386.

6 Riibsam, K. et al. (2017): Anchor peptides: A green and versatile method for polypropylene functionalization. In: Polymer 116, Nr. 15, p. 124-132.
7 Ribsam K. et al. (2018): Directed evolution of polypropylene and polystyrene binding peptides. In: Biotechnology and bioengineering 115, Nr. 2,
p. 321-330.

8 Cheng, F. et al. (2015): Directed evolution 2.0: improving and deciphering enzyme properties. In: Chemical communications (Cambridge, England)
51, Nr. 48, p. 9760-9772.

9 Zur Jacobsmuhlen, J. et al. (2016): In-Situ Surface Roughness Measurement of Laser Beam Melted Parts: a Feasibility Study of Layer Image
Analysis. In: DDMC: Fraunhofer Direct Digital Manufacturing Conference : Berlin, March 16-17, 2016 : proceedings. Stuttgart : Fraunhofer Verlag,
S. 231-236.

10 Zur Jacobsmuhlen, J. et al. (2017): Compound quality assessment in laser beam melting processes using layer images. In: 2017 |IEEE
International Instrumentation and Measurement Technology Conference (I2MTC) : IEEE, 2017 - 2017, p. 1-6.
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bei industriellen Bauteilen!!?, sowie die bildbasierte Auswertung mikroskopischer
Fluoreszenz-Aufnahmen unterschiedlicher biochemischer Proben!*'4, Das Methoden-
Spektrum umfasst dabei sowohl samtliche klassische Bildverarbeitungstechniken als auch
aktuelle forschungsnahe Al-basierte Methoden. Im Rahmen von Bio4Monitoring bringt der LfB
seine Kompetenzen zur Konzeption bildbasierter Messsysteme sowie zur industriellen
Bildverarbeitung ein und beschéftigt sich vor allem mit der Erfassung und quantitativen
Auswertung der Bilddaten. Der LfB ist gemeinsam mit ABBt und SLA fir den Aufbau und die
Etablierung des bildgestiitzten Messsystems zur Fluoreszenzdetektion verantwortlich und
entwickelt die dazugehorige automatische Bildauswertung.

3. Planung und Ablauf des Vorhabens

Die Bearbeitung des Vorhabens 031B1155 war im Férderzeitraum von 2 Jahren und 3 Monate
durch die Bearbeitung von vier Arbeitspaketen und den entsprechenden Meilensteinen geplant
(Tabelle A). Im Laufe der Projektlaufzeit wurde der Arbeitsplan zweimal angepasst.

Tabelle A:: Ursprunglicher Arbeitsplan.

Bio4Monitoring Verantwortlich 21 2022 2023
Arbeitspakete ABBt SLA LB |04 |01 02 03 Q4 |01 02 03 04
Bio4S5train -

.1 anforder katalog und Testdefinition - -

.2 Auswahlund Leistungscharakterisierung von Ankerpeptiden -

1.3  KnowVolutionvon AP zur Verbesserung der Oberflichenabdeckung auf 1 Zielmaterial aus AP 1.1. .

M.a Farmulierung der analytischen Grundlagen zur Dehnungsberechnung . ® M51

.5 Numerische Modellierung des Versuchaufbaus -

M6 valid ierung der Dehnungsmessung unter unterschiedlichen Lastkombinationen - -

f7 Evaluierung von BiodStrain im Kontext der il Isiiberwachung von Leichtbaustrukturen . . . - M54

2 pepCrack . [

2.1 Anforder katalog und Testdefinition . .

2.2 Auswzhlund Leistungscharakterisierung von Ankerpeptiden .

2.3 KnowVolutionvon AP zur Verbesserung der Dberflichenabdeckung auf 1 Zielmaterial aus AP 2.1,

2.4 Fo rmulierung der analytischen Grundlagen zur Risshewertung - M52

2.5 valid ierung der Rissdetektion im Verglich zu Konkurrenzprodukten im Ermidungswersuch - .

2.6 Evaluierungvon PepCrack im Kontext der Bauteilzustandsiberwachung von Leichtbaustrukturen . - . * M55

3 BioMeasure .

EX] Experimenteller Bildgebungsaufbau .

.2 Optimierung der Fluoreszenz-Bildgebung -

EX] Bildverarbeitungs-Algorithmen . | M53

EX] Vergleich mit geometrischem System - .

G5 Bewertung der Robustheit - . * M56

4 Uberfihrung in ein industriell-anwendbares Konzept . - .

M1 Integration in das Gesamtkonzept Strukturiiberwachung . - -

f.2 Produktentwicklung. Inkl. Unterauftrag: Entwicklung von AP-Fluorophor-Konjugat-Sprihformulierungen . . .

(%] Grindung des Start-Ups . - .
Meilensteine

MS1 Analytische Grundlagen zur Auswertung des Dehnugnsignal formuliert - -

M52 Analytische Grundl zur Risst tung (Rissla Risstiefe, K-Faktor) formuliert - -

MS3 Erfolgreiche automatisierte Bildwerarbeitung von BiodStrain und PepCrack. . -

M54 Festlegungauf1 bis 3 Varianten zur Produktentwicklung won BiodStrain fiir mindestens ein relevantes Material . - .

MS5 Festlegung auf 1 bis 3 Varianten zur Produktentwicklung won PepCrack fir mindestens ein relevantes Material . . .

MSE Grundl le Software zur automatisierten Bildwerarbeitung zur weiteren Produktentwicklung entwickelt . .

Aufgrund von Verzégerungen bei der Anwerbung und Wechsel von Personal verzdgerte sich
die Arbeit. In der Anfangsphase des Projekts ist es den Projektpartnern des Lehrstuhls fr
Biotechnologie (ABBt) sowie dem Lehrstuhl fur Bildverarbeitung (LfB) trotz starker

11 Rippel, O. et al. (2020): Modeling the Distribution of Normal Data in Pre-Trained Deep Features for Anomaly Detection. 28.05.2020

12 Rippel, O. et al. (2021): Estimating the Probability Density Function of New Fabrics for Fabric Anomaly Detection. In: Proceedings of the 10th
International Conference on Pattern Recognition Applications and Methods: SCITEPRESS - Science and Technology Publications, 2021 - 2021, p.
463-470.

13 Hoppe Alvarez, L. et al. (2019): Deformation of Microgels at Solid-Liquid Interfaces Visualized in Three-Dimension. In: Nano letters 19, Nr. 12, p.
8862-8867.

14Bug, D. et al. (2019): Supervised and Unsupervised Cell-Nuclei Detection in Immunohistology. In: 2nd MICCAI Workshop on Computational
Pathology (COMPAY).
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Bemuhungen nicht gelungen, qualifiziertes Personal zur Bearbeitung des Projekts zu finden.
In August 2022 ist es ABBt gelungen, einen geeigneten Kandidaten (PostDoc) zu finden,
welcher Vollzeit das Projekt betreuen konnte. Von Seiten des LfB musste ein neuer
Hauptverantwortlicher (Professor) gesucht werden, um die Projektaufgaben zu Gbernehmen
und qualifiziertes Personal zu finden. Der Lehrstuhl fur Bildverarbeitung beschéftigte ab
September 2022 eine/n Vollzeitbeschéaftigte/n (MSc. 1 von 01.09.2022 — 15.03.2023 und MSc.
2 von 01.06.2023 — 30.06.2024).

Zudem stellte sich in der ersten Phase des Projekts heraus, dass das angestrebte Messprinzip
in der Entwicklungslinie Bio4Strain nicht realisierbar war. In Absprache mit dem Projekttrager
wurde daraufhin das Projekt umstrukturiert, wobei weitere Forschungsaktivititen im
Teilbereich Bio4Strain gestrichen und Ressourcen auf die Bereiche PepCrack und
BioMeasure verlegt wurden (Tabelle B).

Die Verzdgerung bei der Einstellung von Personal filhrte zu einer Verzégerung bei der
Anschaffung des erforderlichen industriellen hochauflosenden Kamerasystems, das fiir den
Nachweis fluoreszierender Ankerpeptide unverzichtbar ist. Die ersten Fluoreszenzbilder mit
dem Kamerasystem konnten daher erst im April 2023 aufgenommen werden. Eine unerwartete
Abweichung von der spezifizierten Leistung des gekauften LED flhrte dabei zu einer
unerwiinschten Uberlappung zwischen dem Anregungslicht und der Fluoreszenzemission,
wodurch die vom Ankerpeptid emittierte Fluoreszenz maskiert wurde. Um dies zu minimieren,
musste ein zusatzlicher Bandpassfilter beschafft werden. Die Verzogerung der ersten
Bildaufnahmen wiederum hatten zur Folge, dass die Algorithmenentwicklung erst nach der
Bereitstellung einiger Testaufnahmen aufgenommen werden konnte.

Tabelle B: Uberarbeiteter Arbeitsplan nach Umstrukturierung des Projekts.
Bio4Monitoring Arbeitsanteil in PM

ABBt SLA LB 2022 2023 24
Arbeitspakete E13 [E13 EE HiWI[F13 HiwijOl 02 O3 Q4 (00 @2 Q3 G4 |
Bio45train
M1  Anforderungskatalog und Testdefinition 15 1.5
.2 Auswahl und Leistungscharakterisierung von Ankerpeptiden 1.0
M3 validierung des Messprinzips der itstsinderung 20 |40 30 40 |10 . MS1
2 PepCrack [
f2.1  Anforderungskatalog und Testdefinitian 15 1.5
f2.2  Auswshlund Leistungscharakterisierung von Ankerpeptiden 1.0
f2.3  Identifizierung und Ausarbeitung eines Geschaftsmodells 1.5 1.5 *|ms2
f2.4  KnowVolution von AP zurVerbesserung der selektiven Bindungan Zielmaterialien aus APZ.1 8.0
f2.5 Formulierung der analytischen Grundlagen zur Rissbewertung 2.0 2.0
2.6 Validierung der Rissdetektion im Vergleich zu Konkur produk im Ermiid such 10 |35 30 35|10 20 * MS3
f2.7  valuierung von PepCrack im Kontext der wachung von Leichthaustrukturen 20 |30 30 |20 20 »|msa
3 BioMeasure P
M1  Experimenteller Bildgebungsaufbau 10 4.0
f5.2  Optimierung der Fluoreszenz-Bildgebung 1.0 40
f3.3  Bildverarbeitungs Algorithmen 4.0 . Ms5
M4 Vergleich mit geometrischem System 1.0 10 |20 20
.5 Bewertung der Robustheit 1.0 10 |10 20 | MS6
4 Uberfihrungin ein industriell anwendbares Konzept i
fi.1  Integration in das Gesamtkanzept Strukturiberwachung 10 |20 20 |20 20
M2 Produktentwicklung. Inkl. Unterauftrag: Entwicklung von AP-Fluarophor-Konjugat Sprihformulierungen 2.0 |40 40 | 1.0
fa.3 Griindung des Start-Ups 2.0 |20 20 | 2.0
Gesamt 200 |27.0 6.0 270|180 18.0
MS1 | Messprinzip der Det durch itatsanderung validiert (Abbruchkriterium BiodStrain}
M52 (1 bis 3 Geschiftsmodelle formuliert
M53 | Messprinzip der Rissdetektion mittels selektiv haftender Fluorophore validiert (Abbruchkriterium PepCrack)
M4 |Festlegung van 1 bis 3 Varianten zur Produktentwicklung von PepCrack auf Basis der iberpriften Geschiftsmodelle
MSS5 |Erfolgreiche automatisierte Bildverarbeitung von PepCrack
MSE | Grundl e Software zur isierten Bildverarbei weiteren Produktentwicklung entwickelt

Aufgrund der technischen Komplikationen und der verschiedenen Verzdgerungen im Projekt
wurde am 12.07.2023 ein Treffen mit Vertretern von Projekttrager angesetzt, bei dem die
realistisch erflillbaren Meilensteine neu formuliert wurden (Tabelle C). Die Projektpartner und
Projekttrager hielten eine Ausgriindung des Projekts zu diesem Zeitpunkt nicht fur sinnvoll.

Die weiteren Arbeiten konzentrierten sich darauf, das Forschungsprojekt so weit wie méglich
voranzutreiben, um TRL5 zu erreichen (Tabelle C). Um den letzten Meilenstein erfolgreich ab
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zu schlieBen, wurde eine kostenneutrale Verlangerung um 3 Monate (01.04.2024 -
30.06.2024) beantragt und bewilligt. Die eingetretene Verzdgerung hatte keine Auswirkungen
auf die Partner und gefahrdete nicht das Erreichen der neu formulierten Projektziele (MS1 -
MS5).

Tabelle C: Neu formulierte Meilensteine mit entsprechendem Translation Readiness Level (TRL).

TRL | Meilenstein

1 MS1 - Bindungseigenschaften von fluoreszierenden Ankerpeptiden an ausgewahlte Metalle und
schitzende Oberflachenbeschichtungen.

2 MS2 - Materialspezifische Bindung von fluoreszierenden Ankerpeptiden zum Nachweis von Defekten in
Oberflachenbeschichtungen.

3 MS3 - Demonstration/Visualisierung von Oberflachendefekten durch fluoreszierende Ankerpeptide
mittels Fluoreszenzmikroskopie.

4 MS4 - Demonstration/Visualisierung von Oberflaichendefekten mittels fluoreszierender Ankerpeptide
unter Verwendung eines industriellen Kamerasystems.

5 MS5 - Demonstrator: Visualisierung auf einem beweglichen/rollenden Kamerasystem unter
Verwendung von Proben mit mehreren verschiedenen Arten von Oberflachendefekten

4. Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angekntpft wurde
Angaben bekannter Konstruktionen, Verfahren und Schutzrechte

Eine der groRten Herausforderungen des modernen Leichtbaus ist der Umgang mit
Unsicherheiten, wie z.B. der Streuung von Materialparametern, den Abweichungen zwischen
realen und angenommenen Lasten und der moglichen Prasenz von Defekten!. Diese
Unsicherheiten kdnnen zu einer frihzeitigen Rissinitierung und -wachstum fuhren und
gefahrden somit den sicheren Betrieb tragender Strukturen. Der Umgang mit diesen
Unsicherheiten hat zu der Entwicklung von drei unterschiedlichen Auslegungsphilosophien
gefuhrt?®. Das Safe-Life Konzept legt die Struktur unter Berticksichtigung sehr konservativer
Sicherheitsfaktoren fur eine festdefinierte Lebensdauer aus und vermeidet so durch eine
deutliche Uberdimensionierung die Prasenz von moglichen Schaden. Ein ausfallsicheres
Design (Fail-Safe) toleriert das Auftreten von Beschadigungen, sofern ein redundanter
Lastpfad vorhanden ist, ein Schadenswachstum verhindert wird und so die Sicherheit der
Struktur auch im Schadensfall gegeben ist. Eine schadenstolerante Auslegung (Damage
Tolerant) toleriert generell die Moglichkeit von Schadigungen, sofern diese durch
wiederkehrende Inspektionen rechtzeitig detektiert und behoben werden kénnen. Hier wird die
Ersparnis von Gewicht durch den Aufwand der regelmaRigen Inspektionen erkauft.

Die Pruftechnik, insbesondere die zerstdrungsfreie Prufung (ZfP), gewinnt im Leichtbau
immer mehr an Bedeutung. Zum einen finden bei der Auslegung einer neuen Struktur
unzahlige Versuche auf Coupon-, Komponenten- und Verbundebene statt. Diese Versuche
werden oft mit aufwendigen bzw. teuren Prifverfahren, wie die Digital Image Correlation

15 Wiedemann, J.: Leichtbau (2007): Elemente und Konstruktion. 3. Aufl. Berlin, Heidelberg : Springer (Klassiker der Technik).
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(DIC), uberwacht, um lokale Dehnungen erfassen zu konnen. Zum anderen fihrt die
zunehmende Bedeutung des Leichtbaus zu einer Vielzahl von Strukturen, die
schadenstolerant ausgelegt sind. Eine schadenstolerante Auslegung erlaubt generell die
Mdglichkeit von Schadigungen, sofern diese durch wiederkehrende Inspektionen rechtzeitig
detektiert und behoben werden kdnnen. Es steigt somit auch der generelle Inspektions- und
Uberwachungsbedarf. Neben der einfachen visuellen Inspektion ist unter anderem das
Farbeindringverfahren zur Risserkennung weit verbreitet. Ein wichtiges Kriterium ist hier die
Genauigkeit und Sensitivitdt des Prufverfahrens. Je zuverlassiger bereits kleine Risse
detektiert werden kénnen, umso grof3er kann das Inspektionsintervall gewahlt werden (Abb.
A) oder alternativ das Strukturgewicht weiter reduziert werden.

Reparatur
©
-
R
§ Auslegungslast
Ivd Max. Inspektions- .

Mégliche Intervall-__intervall
. vergrofierung

-—

Kritischer Riss |
Detektierbarer Riss (NDT)
Detektierbarer Riss (PepCrack

5

Risslange

Lebensdauer

Abb. A: Graphische Darstellung der Definition des maximalen Inspektionsintervalls und des Potenzials von
PepCrack?.

Kerntechnologie von  Bio4Monitoring ist die  Entwicklung malRgeschneiderter
Beschichtungssysteme basierend auf fluoreszierenden Ankerpeptiden. Ankerpeptide
(Ap) sind kleine Peptide, die mit verschiedenen Materialoberflichen wie z. B. Metallen,
Legierungen oder Polymeren eine stoffschliissige Bindung eingehen kénnen. Mit der
bewahrten KnowVolution-Strategie®, die in der AG Schwaneberg etabliert wurde, kann die
Bindung in Bezug auf Starke, Spezifitat und Reversibilitat individuell maRgeschneidert werden.
Um die gebundenen Ankerpeptide sichtbar zu machen, werden sie genetisch an ein
fluoreszierendes Reportermolekil wie z. B. grin fluoreszierendes Protein (GFP) fusioniert.

Die Betrachtung von gezielt entwickelten Ankerpeptiden in Kombination mit einem
Fluoreszenz-Tracker fuhrt zu einer komplett neuen Produktkette im Bereich der ZfP.
Ankerpeptide ermoglichen eine selektive Haftung an gewiinschten Materialien. Ankerpeptide
sind proteinbasierte Adhasionspromotoren, die durch einfaches Eintauchen in Wasser bei
Raumtemperatur oder Sprihen auf verschiedene Materialoberflachen aufgebracht werden
konnen und so eine dichte Immobilisierung von funktionalen Einheiten (z. B.
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Fluoreszenzreportern; >10° pro cm?) auf diversen Oberflachen ermdoglichen®17:18,
Ankerpeptide sind nur 1 - 3 nm grof3 (100.000x dinner als ein Papierplatt) und kénnen somit
selbst in kleinste Risse eindringen und kdnnen in hoher Anzahl zu niedrigem Kosten produziert
werden. So kann mit einem Gramm Ankerpeptid (1 €) eine dichte Peptid-Monolage auf einer
Flache von 600 m? erzeugt werden (Kosten pro m? 0,0017 €). Durch Protein Engineering-
Methoden wie der gelenkten Evolution kdnnen beispielsweise die Bindungsstarke, die
thermische Bestandigkeit sowie die Bindungsspezifitat gezielt optimiert werden. Durch Fusion
von Proteinen mit Ankerpeptiden kénnen beispielsweise zusétzlich katalytisch aktive oder
biologisch ,erkennbare” funktionale Oberflachen generiert werden1®29-22,

Das Forschungsteam rund um Prof. Schwaneberg hat ein Peptid-Polymer-Evolutionsprotokoll
(PePevo-Protokoll) fir Ankerpeptide entwickelt und in einer gelenkten Evolutionskampagne
des Ankerpeptids LCI und Tachystatin A2 zur verbesserten Polypropylen- und
Polystyrolbindung in Gegenwart von Tensiden validiert’. Diese Technologie wurde vor kurzem
durch die Entwicklung eines Zelloberflachen-Display-Screening-Systems weiterentwickelt, bei
dem zunéchst Varianten des adhéasionsfordernden Peptids auf der Oberflache einer Zelle
prasentiert werden. Durch anschlieBendes Screening von 10 Millionen Ankerpeptid-Varianten
kénnen so innerhalb eines Tages Peptide mit erhdhter Bindungsstérke identifiziert werden.
Dies ermdglicht es, die Bindungsstarke von LCI an Polypropylen in einer einzigen
Evolutionsrunde um das 12-fache zu erhéhen. Die entwickelten Peptid-Engineering-Protokolle
sind auf jede Festkdrperoberflache anwendbar und kénnen zur Anpassung der Peptiddichte
auf der Zieloberflache verwendet werden’. So konnen Ankerpeptide entwickelt werden, die
eine Bindung mit einer Aluminiumoberflache eingehen, sich aber vom z. B. Epoxidlack schlicht
abwischen lassen. Durch eine solche selektive Bindung werden unter anderem komplett neue
Formen der Rissdetektionen ermdglicht. Der Fluoreszenz-Tracker erflllt dabei in diesem
Kontext die Aufgabe, den Riss sichtbar zu machen. Dabei ist eine deutlich erhéhte Sensitivitat
gegenuber herkdmmlichen Prifverfahren (wie das Farbeindringverfahren) zu erwarten, so
dass Inspektionsintervalle angepasst werden kénnen (Abb. A).

Die Verwendung von Ankerpeptiden als Adh&asionsvermittler stellt eine kostenginstige
Strategie fir In-situ-Dehnungsmessungen (Bio4Strain) und die Rissfriherkennung
(PepCrack) dar. In der Forschungslinie Bio4Strain wird von den Wissenschaftlern der
Biotechnologie und des Leichtbaus gemeinsam eine Technologieplattform fir die biologische
Transformation von Dehnungsmesssystemen entwickelt, die auf der Konstruktion oben
genannter fluoreszierender Ankerpeptide fir metallische und Polymer-Oberflachen aufsetzt
(bis zu sechs Werkstoffsysteme; aus etablierte Adhasionsvermittlerbibliothek). Die Bio4Strain-
Plattform ermdglicht die echtzeitfahige Dehnungsmessung auf grof3flachigen Strukturen aus
Leichtmetalllegierungen oder Faserverbundwerkstoffen auf flexible, kostenglnstige und
allgemein anwendbare Art und Weise. Die Dehnungsmessung ist ein Schliisselelement in der
Test- und Zulassungsprozedur von Bauteilen, da Spannungen und Dehnungen die
Lebensdauer eines Bauteils bestimmen. Die zu entwickelnde Technologie besitzt das

16 Sanghvi A. B. et al.(2005): Biomaterials functionalization using a novel peptide that selectively binds to a conducting polymer. In: Nature materials
4, Nr. 6, p. 496-502.

17 lijima, K. et al. (2016): Surface functionalization of polymer substrates with hydroxyapatite using polymer-binding peptides. In: Journal of materials
chemistry. B 4, Nr. 21, p. 3651-3659.

18 Mao, M. et al. (2024) Material-specific binding peptides empower sustainable innovations in plant health, biocatalysis, medicine and microplastic
quantification. Chem Soc Rev., Jun 17;53(12): p. 6445-6510.

19 Care, A. et al. (2015): Solid-binding peptides: smart tools for nanobiotechnology. In: Trends in biotechnology 33, Nr. 5, p. 259-268.

20Bolivar, J. M. et al. (2017): Oriented Coimmobilization of Oxidase and Catalase on Tailor-Made Ordered Mesoporous Silica. In: Langmuir: the ACS
journal of surfaces and colloids 33, Nr. 20, p. 5065-5076.

21 Schwinges, P. et al. (2019): A bifunctional dermaseptin—thanatin dipeptide functionalizes the crop surface for sustainable pest management. In:
Green Chemistry 21, Nr. 9, p. 2316-2325.
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Potenzial, eine kostenglinstige, echtzeitfahige und oberflachenbasierte Dehnungsmessung
fur die Material- und die Bauteilprifung im Allgemeinen bereitzustellen, die sich durch eine
grolRere Anpassungsfahigkeit und einfachere Anwendung im Vergleich zu bestehenden
Verfahren wie z. B. DIC auszeichnet. Dadurch ist diese Technologie grundsatzlich
automatisierbar, was insbesondere in den Feldern der Qualitatssicherung, Wartung und
Inspektion viele neue Anwendungsoptionen eréffnet.

In der Forschungslinie PepCrack sollte eine neuartige Technologie zur Rissfriherkennung
an metallischen Strukturen auf Basis von Ankerpeptiden entwickelt werden. Besonders bei
metallischen Strukturen in der Luftfahrt wird derzeit ein grof3er Aufwand betrieben, um Risse
zu erkennen. Ein groRer Teil dieser Inspektionen wird ohne zuséatzliche Hilfsmittel
durchgefiuhrt. Der Riss muss also mit dem bloRen Auge sichtbar sein. Diese Anforderung ist
ein Kostentreiber bei der Festlegung der regelmaRigen Inspektionsintervalle. Um dem
abzuhelfen, wurde in der Forschungslinie PepCrack ein Beschichtungssystem basierend auf
Ankerpeptiden entwickelt. Um Risse sichtbar zu machen, werden die fluoreszierenden
Ankerpeptide zusatzlich mit der Fahigkeit zur selektiven Bindung an die metallische
Oberflache und nicht an den Decklack entwickelt. Die PepCrack-Technologie ist ein relativ
einfaches und kostenglinstiges System, das die Erkennung kleiner Risse in einem frihen
Stadium durch einfache Fluoreszenzdetektion erméglicht. Eine selektive Markierung von
Rissen ist noch nicht realisiert und nach unserem Kenntnisstand bieten fir diese vor-Ort-
Anwendungen nur biologische Bausteine wie Peptide/Proteine wie Antikdrper die strukturelle
Vielfalt fur eine feste und selektive Bindung. In der Luftfahrtanwendung wird dadurch die
Sicherheit verbessert, und die Zeitintervalle zwischen den Inspektionen kénnten erhoht
werden (Kosteneinsparung). Im Laufe des Projekts wurden jedoch Erkenntnisse und
Einsichten gewonnen, die den Schwerpunkt von PepCrack von einer neuartigen Methode zur
Erkennung von Ermidungsrissen in Metallen auf eine neue Methode zur Erkennung von
Defekten in Schutzschichten auf Metallen lenkten.

In der Entwicklungslinie BioMeasure (LfB) wurde das Kamera- und Messsystem etabliert, das
die Fluoreszenzdetektion vornimmt. Das Fluoreszenzsignal wurde nach Bildaufnahme
verwendet, um Defekte innerhalb der Proben automatisiert erkennen zu konnen. Hierflr
wurden Anomaliedetektionsalgorithmen entwickelt, die auf einem populdren, quelloffenen
Vision-Language-Modell (VLM) basieren. Dieses Modell erlaubt eine prazise und effiziente
Verarbeitung von visuellen Daten, auch bei geringer Datenmenge. Es wurde speziell fur die
Anomalieerkennung optimiert, um eine schnelle Anpassung an neue Probentypen und eine
robuste Detektionsqualitédt zu gewahrleisten. Entwicklungsschwerpunkte des Messsystems
waren dabei die Robustheit und Automatisierbarkeit des Verfahrens, sowie der mogliche
Einsatz des entwickelten Systems in weiteren Anwendungsfeldern, was durch die Verwendung
und Bereitstellung von Open-Source Software ermoglicht wird. Uber eine grafische
Benutzerschnittstelle kann zudem eine interaktive Kalibrierung vor Beginn der Messung
durchgefuihrt werden und das Verfahren anschlieRend schnell und automatisch ablaufen.

5. Zusammenarbeit mit anderen Stellen
Kooperationen mit anderen Stellen bezuglich der Bio4Monitoring Thematik fanden nicht statt.
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1. Darstellung der Verwendung der Zuwendung und des erzielten Ergebnisses im
Einzelnen, mit Gegeniiberstellung der Ziele

Das Projekt setzt sich aus drei Entwicklungslinien zusammen, die am Ende zu einem
markttauglichen  Structural-Health-Monitoring-(SHM)-Gesamtsystem  zusammengefihrt
werden (Abb. 1). Die drei Entwicklungslinien sind:

- APl Bio4Strain: Entwicklung eines Mess-

verfahrens basierend auf einer biobasierten Bio4Monitoring
Beschichtung zur in-situ Dehnungsmessung an e
Leichtbaustrukturen Ubeﬂm.::z;:;m
-  AP2 PepCrack: Entwicklung einer selektiv Bio4Strain@SLA BioMeasure@L{B
haftenden Peptidbeschichtung zur frihzeitigen
Entdeckung von Rissen in Leichtbaustrukturen. Peptidbasierte [l "o iaentWickiung {B s omarisierte

Beschichtung far e;!r:: ds:nlesktrve

Bildverarbeitung

- AP3 BioMeasure: Entwicklung des zuge-
horigen Mess- und Datenverarbeitungs-
systems mit dem Ziel einer automatisierten Abb. 1: Graphische Darstellung des Projektaufbaus
Messung und Auswertung iiber moderne mit seinen drei Forschunaslinien.

Tragbares

Datenauswertung Prozessentwicklung
Messsystem

Machine Learning Algorithmen.

AP1 - Bio4Strain.

Status: Abgeschlossen — nicht realisierbar (SLA, ABBt, LfB).

Das Bio4Strain-System sollte eine neuartige Methode zur Zustandstiberwachung von
Leichtbaustrukturen darstellen, aufbauend auf biobasierten Beschichtungen. Bio4Strain sollte
die in-situ Dehnungsmessung durch fluoreszierende Ankerpeptide ermdglichen, die auf
Materialoberflachen stoffschliissig binden und durch einfaches Versprithen aufgetragen
werden kénnten (Abb. 2). Die Dehnungsmessung sollte in Echtzeit auf grof3flachigen
Strukturen aus Leichtmetalllegierungen oder Faserverbundwerkstoffen erfolgen, was eine
kostengiinstige und flexible Anwendung ermaéglichen wirde. Die Messung der Leuchtstarke
eines Flachenelements im belasteten und unbelasteten Zustand wirde als Mal3 fur die
Dehnung dienen und konnte kostspielige Techniken wie die Digital Image Correlation (DIC)
ersetzen.

‘&&%m& %%%&% %“ .Fluoreszenzreparter

I P I e B O b L e e 1)

O s
Entspannt é s
\ .
Dehnen durch externe \k Sevpapd
Krafteinwirkung
R E R R E R E R
S SR S GRS S N S S VR U S
: Gestreckt Reduzierte Anzahl an Fluoreszenzreporterproteinen pro Flache

L 2> Verring_erte Fluoreszenz
Abb. 2: Grundprinzip Bio4Strain.
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Im folgenden Abschnitt werden die durchgefihrten Arbeiten in der Projektlinie Bio4Strain
vorgestellt. Da sich bereits in den ersten Arbeitsmonaten eine Nichtmachbarkeit der
beantragten Art und Weise der biobasierten Dehnungsmessung ergeben hat, wird im Bericht
insbesondere darauf eingegangen, wie der Schluss der Nichtmachbarkeit zustande kommt.
Weiterhin wurde das Gesamtvorhaben in Abstimmung mit dem Projekttrager umstrukturiert,
sodass die urspringlich geplanten Ressourcen von Bio4Strain in PepCrack tberfuhrt wurden.

AP 1.1 — Bio4Strain: Anforderungskatalog und Testdefinition.
Status: Abgeschlossen (100% fertiggestellt - SLA).

Das Ziel des Vorhabens war die Realisierung eines kosteneffizienten, einfachen und flexiblen
Systems, das grof3flachige Strukturen in Echtzeit zerstérungsfrei auf ihre Dehnung Uberwacht.
Die biobasierte Beschichtung ermdglicht nicht nur eine nachhaltige Nutzung, sondern auch
eine breitspurige Bindung an verschiedene Materialien, wahrend das Kamerasystem eine
hochgenaue und (quasi) echtzeitfahige Fluoreszenzdetektion gewdhrleistet. Ein
Anforderungskatalog an das Gesamtsystem wurde erstellt, eine Testmatrix mit Kombinationen
verschiedener mechanischer Tests (Zug, Schub, Lochprobe) und reprasentativer Materialien
aus diversen Industriezweigen (Aluminium, Stahl, Edelstahl, CFK) wurde erstellt.

Anforderungen an das Gesamtsystem in der Anwendung: Das optische
Dehnungsmesssystem sollte mehrere Anforderungen erfillen, um den Anwendungsfall
bestmoglich abzudecken. Die Dehnungsmessung sollte in Echtzeit auf grof3flachigen
Strukturen erfolgen und ein optisches Messverfahren nutzen, um eine zerstérungsfreie
Prifung zu ermdglichen. Um die Kosten im Vergleich zu bestehenden Systemen zu
reduzieren, sollte eine gunstige Sprihlésung entwickelt werden, die eine schnelle und
grol3flachige Verarbeitung erlaubt. Die Nachhaltigkeit des Systems wurde durch die
Verwendung einer biologisch abbaubaren Beschichtung gewéhrleistet. Zudem sollte das
System einfacher und flexibler sein als bestehende Systeme, indem aufwendiges Auswaschen
vereinfacht und eine aufwendige Kalibrierung vermieden werden.

Technische Anforderungen an die biobasierte Beschichtung: Die biolumineszierende
Beschichtung sollte breitspurig an mdglichst viele Materialien binden, um eine breite
Anwendungspalette abzudecken. Um eine hohe Leuchtdichte auf den Bauteilen zu
gewabhrleisten, soll darauf geachtet werden, dass das Photobleaching minimal ist. Zudem
bewirkt Photobleaching zwischen zwei Messungen eine gemessene Intensitatsanderung und
somit eine Storung der Messgré3e. Aul3erdem ist eine homogene Leuchtdichte anzustreben,
um genaue Messungen durchfiihren zu kénnen.

Technische Anforderungen an das Messsystem: Das Messsystem sollte die
Fluoreszenzdetektion durch ein Kamerasystem ermdglichen. Die Messung sollte mechanische
Dehnungen in einem Bereich von mindestens 10° bis 10* % erfassen konnen. Um die
Dehnungsinformationen anschaulich darzustellen, soll der Dehnungsverlauf als Farbverlauf
auf das Bauteilbild abgebildet werden. Die Aufnahme von Bildserien und deren Auswertung
sollte (quasi) in Echtzeit erfolgen, sodass die Resultate innerhalb weniger Minuten nach dem
Test verfugbar sind. Das Messsystem sollte robust gegeniiber Tageslicht sein, um eine
zuverlassige Funktionalitdt unter realen Bedingungen zu gewahrleisten. Zudem soll eine
automatisierte Kalibrierung vor Beginn des Messablaufs implementiert werden, um eine hohe
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Genauigkeit und Reproduzierbarkeit zu erzielen. Aufwendige manuelle Kalibrierungen sollen
nach Mdglichkeit vermieden werden.

Anwendungsbereiche: Das zu entwickelnde optische Dehnungsmesssystem soll sich fir
verschiedene Anwendungsbereiche eignen. Es kann in der Material- und Bauteilprifung,
insbesondere in Laboratorien und Zulassungsstellen, zur Qualitatssicherung, Wartung und
Inspektion von Oberflachen eingesetzt werden. Die einfache Handhabung soll es zu einer
vielseitigen Losung fur unterschiedlichste Industriezweige machen.

Materialauswahl: Um mdglichst anwendungsnah zu testen, wurden die folgenden gangigen
Leichtbaumaterialien fur Strukturbauteile aus den Branchen Luftfahrt, Automobil, Anlagenbau
sowie dem Baugewerbe identifiziert:

- Aluminium AIMg3 (AI5754-H22; mittelfest; Maschinenbau, Druckbehélterbau)
- Aluminium AlZnMgCul.5 (AI7075-T651; hochfest; verbreitet in der Luftfahrt)
- Stahl St1203 (Karosserie-Blech fiir die Automobilindustrie)

- Stahl St1203 verzinkt (Karosserieblech fur die Automobilindustrie)

- Edelstahl 1.4301 V2A (weitere Anwendungsbereiche in diversen Branchen)

- Kohlefasergewebe mit Epoxy L20 Matrix (Faserverbundstrukturen)

AP1.2 — Bio4Strain: Auswahl und Charakterisierung von Ankerpeptiden (Ap).

Status: Abgeschlossen (100% fertiggestellt - ABBL).

Eine Reihe von 16 bifunktionellen Fusions-Proteinen, bestehend aus dem fluoreszierenden
Protein eGFP (grun fluoreszierendes Protein: ,Tracker) und verschiedenen Ankerpeptiden
(Ap), wurde in E. coli produziert und anschlie3end auf Haftung an Aluminium AL5754 und
Stahl S235JR geprift. Die am besten geeignete Kombination aus AL5754 und eGFP-Snakinl
wurde fur Proof-of-Concept-Experimente zur Echtzeit-In-situ-Messung der Materialdehnung
ausgewahlt (AP1.3).

AP1.3 — Bio4Strain: Validierung des Messprinzips der Intensitatsanderung.

Status: Abgeschlossen, Proof-of-Concept nicht realisierbar (100% fertiggestellt — SLA, ABBt,
LfB).

In den ersten Projektmonaten wurde mafgeblich am Proof-of-Concept des Bio4Strain
Messprinzips gearbeitet, um den Beweis zu erbringen, dass mithilfe der Messgrolie
Leuchtintensitdtsanderung (im Folgenden als Intensitatsdnderung bezeichnet) ein
guantitativer Zusammenhang zur mechanischen Dehnung gezogen werden kann. Das
Vorgehen stiitzt sich dabei auf theoretische Uberlegungen und einen experimentellen
Versuchsaufbau in Form eines Zugversuchs unter einem Labormikroskop fir
Fluoreszenzaufnahmen. Beide Vorgehensweisen werden im Folgenden dargestellt.

Theoretische Machbarkeitsuntersuchung des Messprinzips der Intensitatsanderung.

Um den theoretischen Zusammenhang zwischen Dehnung und Intensitatsanderung und der
Umwandlung in ein digitales Bild herzuleiten, muss zunachst verstanden werden, wie ein
Kamera-Pixel Licht aufnimmt und in ein digitales Signal umwandelt (Abb. 3A). Vereinfacht
gesagt, werden zunachst Photonen von Oberflachen oder beispielsweise fluoreszierenden
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Molekilen ausgesandt und gelangen dann in den Pixel. Daraufhin werden diese Photonen in
Elektronen umgewandelt und fir eine definierte Zeit (die Belichtungszeit) in einem
Kondensator gespeichert. Nach der Belichtungszeit wird die kapazitive Gesamtladung der
Elektronen abgelesen, und das analoge Signal wird Gber einen Analog-Digital-Wandler (AD)
diskretisiert. Die Anzahl der Diskretisierungsschritte wird durch die sogenannte Bit-Tiefe
ausgedrickt und beschreibt sinngemalf, in wie viele Graustufen ein Foto unterteilt werden
kann. Diese Umwandlung von analogem zu digitalem Signal mit einer bestimmten Auflésung
limitiert jedoch auch die messbare Intensitatsanderung (alias die Anderung zwischen zwei
Graustufen), welche technisch aufgeldst werden kann, und stellt einen der technischen
Flaschenhélse dar, welcher im weiteren Verlauf eine Rolle spielen wird.

A B Suhsfra’rfléchg‘ A

‘Shot Noiso = Projizierte Pixelflache Aq

preTe—

G DL
A 9 Leuchtpunkte & Leuchtpunkte

pro Pixel pro Pixel

Abb. 4: Funktionsweise Kamerapixel (A) und Abhangigkeit von Leuchtpunkte pro Pixel zur Dehnung (B).

Die einfallende Anzahl der Photonen in den Pixel ist maf3geblich von drei Faktoren abhangig:
1. Der Grundflache des Pixels, welches Photonen aufnimmt
2. Der Anzahl Leuchtpunkte auf der vom Pixel projizierten Flache, welche Photonen
aussenden
3. Der Rate, mit der einzelne Leuchtpunkte Photonen aussenden

Gehen wir davon aus, dass Punkt 1. und 3. vorerst konstant sind. So lasst sich zwischen der
Anzahl der Leuchtpunkte n; pro konstanter projizierter Pixelflache Ap (hier definiert als
Leuchtdichte L) ein direkter Zusammenhang zur Dehnung ziehen. Dehnt man das Material um
einen Betrag Al bezogen auf die Grundlange zwischen zwei Leuchtpunkten [ ergibt sich eine
Flachenanderung des Substrats bis zur gedehnten Flache Ag und somit eine breitere
Verteilung der konstanten Anzahl an Leuchtpunkten n; auf der Flache (Abb. 3B). Dabei gilt
fur die Flachen vor und nach der aufgebrachten Dehnung:

A, =nyl*n,l =n > mit n, =nyn, = const.
As = ny (1 + A * ny, (1 + Al) = ny (1 + Al)?
Wobei die Anzahl der Punkte in x-Richtung n,. und in y-Richtung n,, auf der jeweiligen Flache

durch die gleichm&Rige Dehnung homogen verteilt werden. Mithilfe der mechanischen
Materialdehnung ¢
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As =n (14 €)? = 4,(1 4 €)?

lasst sich der formelmafige Zusammenhang zwischen den Flachen vor und nach der Dehnung
in Abhangigkeit der Dehnung beschreiben. Fir die Leuchtdichte vor der Dehnung L, sowie
nach der Dehnung Lg lasst sich hiermit der umgekehrt proportionale Zusammenhang zur
Dehnung zeigen.

Ly="% und Lg="%
=— un =—

P A, 57 A
Ly A, 1

L, A5 (1+e)?

Fir die Leuchtdichten&nderung bzw. die Leuchtintensitatsanderung AL gilt somit der folgende
Zusammenhang.

2e + 2
AL:LS_LP:LPm_LP:_m—E)ZLP

AL ~—2¢ fir e«1

Nimmt die Dehnung zu, wird die Intensitatsanderung negativ und die Intensitat nimmt ab. Bei
Stauchung des Materials nimmt die Intensitat zu. Der direkt proportionale Zusammenhang der
zu messende mechanische Dehnung und der Messgrof3e Intensitdtsanderung ist somit
gegeben und liegt in der GroRenordnung der Dehnung selbst bei tiblicherweise 107¢ bis 10~*
%. Solch geringe Anderungen sind sehr schwer zu messen, da es einer sehr hohen
Messaufléosung des Systems bedarf und die Anderungen stark von Storeffekten wie
Umgebungslicht Uberlagert werden. Es muss somit angenommen werden, dass die
Storeffekte-GrolRenordnungen grof3er als die eigentliche Messgrof3e sind. Eine weitere
Herausforderung verbirgt sich in der Umwandlung des Signals innerhalb der Kamera.

Wie bereits zuvor beschrieben, muss

das analoge Signal durch eine
elektronische Schaltung namens
Analog-Digital-Wandler in ein digitales
Signal umgewandelt werden. Dabei
ergibt  sich  beispielsweise  bei
konventionellen Kameras mit einer 8-
Bit-Auflésung ein Messsignal, welches
in 28 = 256 Graustufen unterteilt wird,
also eine Quantisierungsschrittweite 106 |
des Signals von 3x1073 besitzt. In 8 10 12 14 16 1 20
N ) Bit-Tiefe des Analog-Digital-Wandlers [Bit]

ADbD. 4 ist graflsch der Zusammenhang Abb. 5: Zusammenhang Quantisierungsschrittweite des Signals und Bit-
zwischen der Quantisierungsschritt- Tiefe des Analog-Digital-Wandlers.

weite und der Bit-Tiefe des AD-

1072 1

107 4

10-5

Quantisierungsschrittweite des Signals [-]

Wandlers innerhalb der Kamera
dargestellt.
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Hierbei fallt auf, dass fir eine Abbildung von MessgréRenanderungen von 1076 bis 10™* %
eine Bit-Tiefe von 20 Bit bis 14 Bit notwendig waren, um das Messsignal fehlerfrei zu
diskretisieren. Kameras mit 16 Bit pro Kanal sind sehr selten und aufgrund der speziellen
Anwendungen sehr preisintensiv. Stand Mitte 2022 konnte in Recherchen keine 20 Bit Kamera
gefunden werden. Bezahlbare Industrieckameras haben in der Regel eine Bit-Tiefe von
hdchstens 12 Bit. Somit ist die Messaufgabe einer Intensitatsdnderung im geforderten Bereich
nicht messbar und somit technisch in diesem Sinn nicht machbar.

Experimentelle Machbarkeitsuntersuchung

Parallel zu den theoretischen Uberlegungen wurde eine ergénzende experimentelle
Machbarkeitsstudie durchgefihrt, um den Zusammenhang zwischen mechanischer Belastung
und der Veranderung der Fluoreszenzintensitat bei praktischen Versuchen zu untersuchen.
Diese Experimente wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop durchgefiihrt, da das Kamera-
system zum Zeitpunkt der Durchfiihrung der Experimente noch nicht verfligbar war.

Um das Experiment am Mikroskop durchzufiihren zu kdnnen, wurde ein steifer Rahmen aus
Item-Profilen konstruiert, in den eine Zugprobe eines beliebigen Materials eingespannt und
Uber eine Gewinde-Feder-Konstruktion mit hoher Zugkraft belastet werden konnte (Abb. 5).
Der Zugprufstand wurde so entworfen, dass er um ein immobiles Fluoreszenzmikroskop im
Labor des Lehrstuhls fir Biotechnologie montiert wurde. Dadurch wurde es ermdglicht, die
Probe gleichzeitig mit dem Mikroskop zu untersuchen und eine definierte Krafteinleitung sowie
Konstanthaltung vorzunehmen (Abb. 5A und 5B). Als Demonstrationsmaterial wurde ein
Kunststoffstreifen ausgewahlt, da dieser im Gegensatz zu Metallen eine geringe Steifigkeit
aufweist und bereits bei geringeren Kraften hohe Dehnungen erreicht werden kénnen. Zur
Untersuchung wurden auf der Probe sechs Tropfen einer 1 uM-Konzentration eines MacHis
Peptids mit einem Alexa 488 Fluorophor platziert und nach einer Einwirkzeit von 30 Minuten
abgesplilt (Abb. 5C).

. Microscope
A Tensile force generation P

—— over screw drive
Tensile force

——

Specimen

Spring Top view

= st mmpEr

Drop Strain gauge

Frame

Abb. 6: Zugversuchsaufbau am Fluoreszenzmikroskop.

Zur Messung der mechanischen Dehnung wurde auf der Oberseite der Probe ein
Dehnmesstreifen platziert, und die Dehnung wurde fir jeden Belastungsschritt notiert. Die
Probe wurde dabei zun&chst mit einer Dehnung von 1838 pum/m und im zweiten Schritt auf
2850 um/m belastet. Bei den Versuchen konnte eine Abnahme der Helligkeit in den Mikroskop-
Bildern festgestellt werden. Allerdings traten Probleme bei der exakten Lokalisierung der
gleichen. Stellen zwischen den Belastungsschritten auf, da die Sichtausschnitte des
Mikroskops etwa 1 mm? betrugen. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Lasteinleitung
durch die Apparatur funktioniert hat, die Handhabung und die Fokussierung unter dem
Mikroskop erwies sich aber als sehr herausfordernd. Leider konnte keine direkte Abhangigkeit
zwischen Dehnung und Intensitdtsanderung festgestellt werden, da die Proben unter dem
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Mikroskop ein starkes Photobleaching aufwiesen. Besonders die Bereiche, die der
Bestrahlung durch das Mikroskop ausgesetzt waren, zeigten Photobleaching.

Um den Einfluss von Photobleaching durch Bestrahlung der Mikroskoplampe auf die Probe
genauer zu untersuchen, wurde daraufhin ein Versuch bei einer konstanten Dehnung von
2850 pm/m fir eine Gesamtdauer von 80 Sekunden durchgefiihrt. Und alle 10 Sekunden ein
Foto mit konstanter Belichtungszeit gemacht (Abb. 6). Hierbei fallt auf, dass tiber den Zeitraum
eine mit dem Auge klar sichtbare Anderung der Intensitat aufgrund von Photobleaching
erkennbar ist.

Bei der Mikroskoplampe handelt es
sich um ein hochenergetisches Licht,
wodurch schon nach kirzester Zeit
erste Schadigung des Fluorophors
auftreten kénnen. Die Auswirkungen
auf die Intensitatsdnderung durch
jegliche Anregung des Fluorophors
sind nicht direkt abzusehen, kdnnen
aber als gravierend im Falle der
Uberlagerung von Mess- und
Storsignal eingeschatzt werden.

=153 t=20s t=30s t=40s

1=50s =60s t=70s t=80s

Abb. 7. Fluoreszenzintensitatanderung durch Photobleaching.

Parallel dazu wurden am SLA Dehnungsversuche an einer metallischen ,Propeller-Probe aus
AL5754 durchgefihrt, die zuvor am Institut fir Biotechnologie mit eGFP1-Snakinl beschichtet
worden war. Fluoreszenzbilder wurden mit dem Fluoreszenzmikroskop und einem Chemidoc-
Imager aufgenommen. Die in Abb. 7 gezeigten Fluoreszenzbilder wurden vor und nach der
Belastung mit einem vortibergehend verfugbaren Chemidoc-Imager aufgenommen, welches
normalerweise fir Chemilumineszenzzwecke eingesetzt wird.

Die Ergebnisse weisen auf zwei wichtige
experimentelle Komplikationen hin: (i)
Heterogenitat der Fluoreszenz der Ap- initial
beschichteten Oberflache, d. h. Bereiche
mit  signifikanten  Fluoreszenzunter-
schieden aufgrund unregelmalRiger Ap-
Haftung, und (i) signifikantes Photo-
bleaching, das bei der Fluoreszenz-
mikroskopie  auftrat  (kreuzférmiger
Bereich). Diese intrinsischen Unregel-
mafigkeiten in der Fluoreszenz-
intensitat verhindern die ldentifizierung -
und Quantifizierung von jeglichen | AP0 &
Veranderungen der Fluoreszenz-

after
deformation
after &

deformation microscopy

areas of photobleaching
due to fluorescence
microscopy

Fluoreszenzeigenschaften des mit eGFP-Snakinl
beschichteten AL5754 vor und nach mechanischer Belastung.

intensitat, die auf die mechanische
Belastung zurtickzufiihren sind.

Leider erwiesen sich alle Experimente, die durchgefiihrt wurden, um Anderungen der
Fluoreszenzintensitat mit der Materialdehnung zu korrelieren, als erfolglos. AuZerdem stellte
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sich heraus, dass die erwarteten Messwerte um GrdlRenordnungen unter den erwarteten
Stérungen liegen. Zudem sind konventionelle Industriekameras nicht in der Lage, Anderungen
in der GroRenordnung 10 bis 10 aufzunehmen, da hardwareseitig Bilder in der Regel mit
einer Bittiefe von nicht mehr als 12 Bit (max. Unterteilung in 4096 Graustufen/Mess-
wertschritte) gewandelt und abspeichert werden. Dies geniigt dem menschlichen Auge
vollkommen, welches i.d.R. nur ca. 60 bis 80 Graustufen unterscheiden kann. Es bedurfte
allerdings Kameras mit 20 Bit, um die gewilinschte Intensitatsanderung von 10 (1.000.000
Grauwerte/Messwertschritte) sauber aufzulosen.

Die experimentellen, theoretischen und hardwarebedingten Limitierungen flhrten zu der
Schlussfolgerung, dass es nicht moglich ist, die beobachteten Unterschiede in der
Fluoreszenzintensitat mit dem Ausmald der Materialdehnung zu korrelieren. Diese Ergebnisse
fuhrten zu der Entscheidung, dass die Bio4Strain-Projektlinie nicht realisierbar war, was zu der
Entscheidung flhrte, die Bio4Strain-Forschungslinie nicht weiterzufiihren und sowohl den
Schwerpunkt als auch die Ressourcen auf die Forschungslinie PepCrack zu verlagern. Nach
Rucksprache und in Ubereinstimmung mit dem Projekttrager wurde das Bio4Monitoring-
Projekt umstrukturiert und sein Schwerpunkt auf die Entwicklung der PepCrack- und
BioMeasure-Technologie (AP2 und AP3) ausgerichtet. Hierbei ist es allerdings wichtig
anzumerken, dass PepCrack nicht direkt vom Photobleaching betroffen ist, da die
Defekterkennung eher auf qualitativen als auf quantitativen Messungen der Fluoreszenz
beruht.

AP2 — PepCrack.

Status: Erfolgreich abgeschlossen nach Umstrukturierung des Projekts und Neuformulierung
von Meilensteinen (100% fertiggestellt — SLA, ABBt, LfB).

In der Forschungslinie PepCrack wurde eine neuartige Technologie zur Rissfriherkennung an
metallischen Luftfahrtstrukturen auf Basis von Ankerpeptiden entwickelt. Besonders bei
metallischen Strukturen in der Luftfahrt wird derzeit ein grof3er Aufwand betrieben, um Risse
zu erkennen. Ein groRRer Teil dieser Inspektionen wird ohne zusatzliche Hilfsmittel
durchgefihrt. Der Riss muss also mit dem blof3en Auge sichtbar sein. Diese Anforderung ist
ein Kostentreiber bei der Festlegung der regelmé&Rigen Inspektionsintervalle. Um dem
abzuhelfen, wurde auf der Linie PepCrack ein Beschichtungssystem basierend auf
Ankerpeptiden entwickelt. Um Risse sichtbar zu machen, wurden die fluoreszierenden
Ankerpeptide mit der Fahigkeit zur selektiven Haftung an die metallische Oberflache und nicht
an den Decklack (Abb. 8) entwickelt. Die PepCrack-Technologie ist ein einfaches und
kostengiinstiges System, das die Erkennung kleiner Risse in einem frihen Stadium durch
einfache Fluoreszenzdetektion ermdglicht.
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Abb. 9: PepCrack — Grundprinzip der Risserkennung.

AP 2.1 PepCrack: Anforderungskatalog und Testdefinition.

Status: Abgeschlossen (100% fertiggestellt — SLA).

Im Folgenden werden die Anforderungen an ein innovatives Gesamtsystem erlautert, das den
Anforderungen an Effizienz, Nachhaltigkeit, Einfachheit und Flexibilitat in der Anwendung
gerecht wird. Im Fokus stehen die Entwicklung einer biobasierten Beschichtungstechnologie
und eines prazisen Messsystems zur zerstorungsfreien Inspektion von Oberflachendefekten
und Beschadigungen.

Anforderungen an das Gesamtsystem in der Anwendung: Das angestrebte
Gesamtsystem soll eine Reihe wichtiger Merkmale aufweisen. Es soll kosteneffizienter sein
als bestehende Systeme, was durch z.B. den Einsatz einer glinstigen Spruhlésung ermdoglicht
wird, die eine schnelle und grof3flachige Verarbeitung erlaubt. AuRerdem muss es nachhaltig
sein, indem die Beschichtung biologisch hergestellt wird und biologisch abbaubar ist. Die
Anwendung soll einfacher sein als bei bestehenden Systemen, die fir die Risserkennung auf
einen Farbentwicklungsschritt und umfangreiche Wasch-/Reinigungsvorgdnge angewiesen
sind. Die Flexibilitat des Systems wird durch die Méglichkeit der Vor-Ort-Anwendung auf
grol3en Flachen gewahrleistet. Die Inspektion der Oberflachen soll zerstérungsfrei erfolgen
und eine visuelle Inspektion oder eine automatisierte Inspektion durch ein Kamerasystem
ermdglichen.

Technische Anforderungen an die biobasierte Beschichtung: Die technische Umsetzung
der biobasierten Beschichtung erfordert spezifische Eigenschaften. Sie muss in der Lage sein,
selektiv am Substrat zu haften und nicht an Deckschichten. Gleichzeitig sollte das
Photobleaching der Beschichtung minimal sein, um die Effizienz und Sichtbarkeit zu
gewabhrleisten. Im Prinzip kénnen verschiedene Peptidsysteme entwickelt und fur die
spezifische Haftung an verschiedenen Materialien (wie Aluminium, Stahl, Kunststoff) mittels
der bewahrten KnowVolution-Strategie optimiert werden. Ein universelleres System ware
jedoch vorzuziehen, um die Komplexitat zu verringern.

Technische Anforderungen an das Messsystem: Das Messsystem zur Inspektion der
Beschichtung und Erkennung von Defekten muss bestimmte technische Spezifikationen
erfilllen. Die Fluoreszenzdetektion erfolgt durch ein Kamerasystem, das die Beschichtung und
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Defekte erfasst. Es muss in der Lage sein, Risse zu identifizieren, die mit bloRem Auge nicht
erkennbar sind. Dabei werden eine hohe Genauigkeit und erhéhte Sensitivitat des
Prufverfahrens angestrebt. Das System muss robust gegentber Tageslicht sein und vor
Beginn des Messablaufs automatisiert kalibriert werden. Risse werden automatisch erkannt
und visuell hervorgehoben, und die Grol3e der Risse soll quantifiziert werden kénnen.

Anwendungsbereiche: Die entwickelte Technologie findet Anwendung in verschiedenen
Branchen wie beispielsweise der Luftfahrt, dem Automobil, dem Anlagenbau sowie dem
Baugewerbe. Sie ermdglicht die zuverlassige Detektion von Oberflachendefekten in
beschichteten metallischen Strukturen. Eine spezielle Anwendung wére zudem die Erkennung
von Beschadigungen an FVK-Bauteiloberflachen, wobei die Haftung an den Fasern im
Vordergrund steht. Der dargestellte Anforderungskatalog legt die Grundlagen fur die
Entwicklung eines hochmodernen Gesamtsystems zur biobasierten Beschichtung und
prazisen Inspektion. Die Erfullung dieser Anforderungen wird eine kosteneffiziente,
nachhaltige, benutzerfreundliche und flexible Losung ermoglichen, um Oberflachendefekte in
verschiedenen Anwendungsbereichen zu erkennen und zu behandeln.

Materialauswahl und Kombination: Um mdglichst anwendungsnah zu testen, wurden die
folgenden géngigen Leichtbaumaterialien analog zur Materialauswahl von Bio4Strain aus den
Branchen Luftfahrt, Automobil, Anlagenbau sowie dem Baugewerbe identifiziert:

Metallische Strukturbauteile:
- Aluminium AlMg3 (Al5754-H22; mittelfest; Maschinenbau, Druckbehalterbau)
- Aluminium AlZnMgCul.5 (AI7075-T651; hochfest; verbreitet in der Luftfahrt)
- Stahl St1203 (Karosserie-Blech fur die Automobilindustrie)
- Stahl St1203 verzinkt (Karosserieblech fur die Automobilindustrie)
- Edelstahl 1.4301 V2A (weitere Anwendungsbereiche in diversen Branchen)

Beschichtungen:
- Polyurethane-Lack (Belton Free PU Wasserlack Lackspray)
- Acryl-Lack (Dupli-Color Aqua Lackspray)

- Verzinkte Schicht auf St1203 Blech

Materialpaarungen: Es wurden im Rahmen des Projekts die in Tabelle 1 dargestellten
Paarungen von Substrat und Beschichtung betrachtet. Die Paarungen entstammen gangigen
Beschichtungs-Substrat-Kombinationen aus den o. g. Branchen. Es wird an dieser Stelle
erwahnt, dass die Paarung reprasentativ ausgesucht wurde, die genaue Materialzusammen-
setzung und -paarung fir einen konkreten Anwendungsfall aus der Wirtschaft aber erneut
geprift werden muss, da Materialzusammensetzung und Oberflache die Bindung des
Peptidsystems beeinflussen kdnnen.

Tabelle 1: Betrachtete Paarungen aus Substrat und Beschichtung.

Aluminium 5754

Aluminium 7075

Stahl St1203

Edelstahl V2A

Ohne

*

*

*

PU-Lack

*

*

*

Acryl-Lack

*

*

*

Verzinkt
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Risseinbringungen: Verschiedene Methoden der Risseinbringung in die Beschichtung der
Oberflache wurden getestet (Abb. 17 und 18). Zur Darstellung makroskopischer Defekte
wurde Abdeckband verwendet, um ein gitterartiges Muster auf der Metalloberflache zu
erzeugen. Nach dem Sprihlackieren der Oberflache wurde das Klebeband entfernt, wodurch
das darunter liegende blanke Metall freigelegt wurde, das die makroskopischen Defekte
darstellt. Penetration mit definierter Kraft in die Ruckseite durch eine Prifmaschine erweist
sich als geeignet fur die Generierung punktférmige Defekte, speziell fir Kombinationen aus
Metall und PU-Beschichtung, und das Einritzen der Oberflache durch ein Skalpell ist geeignet
zur Erzeugung dunner, rissahnlicher Defekte.

AP2.2. PepCrack: Auswahl und Charakterisierung von Ankerpeptiden (Ap).

Status: Abgeschlossen (100% fertiggestellt — ABBU).

Es wurden verschiedene Bindungsversuche durchgefiihrt, um die Haftung ausgewahlter Ap
an die ausgewdahlten Einzelmaterialien zu bewerten, darunter die Aluminiumlegierungen
AL5754 und AL7075, Stahl st1203 (mit und ohne verzinkte Oberflache) und Edelstahl V2A
sowie zwei Arten von Lackbeschichtungen auf Basis von Acryl oder PU (Tabelle 1). Parallel
dazu wurde muGFP als mdgliche (photo)stabilere Alternative zu eGFP untersucht. Die
bessere Proteinstabilitdt von muGFP wurde durch DLS-Analysen bestatigt (Abb. 9). Die
hohere Partikelhomogenitét und die insgesamt etwas starkere Fluoreszenz von muGFP wéaren
fur die Risserkennung grundsétzlich von Vorteil.

DLS analysis - MW = DLS analysis - particle radius DLS analysis - polydispersity
50 £4 50
40 3 40 |
_ e ) 23 4
830 [ iy 2 & i 2 w0
gzu | I | g 2 § 20
“10 | I | g" 10 z I
X | | 8o , [ o
aGFP muGFP I eGFP muGFP eGFP muGFP

Themeatics! =DLS cay 1 wDLS cay 0 *DLSday 1 wDLS cay 80 oOLS day 1 @OLS day 60

Abb. 10: Molekulare Eigenschaften von eGFP und muGFP, analysiert mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung (DLS).
Dargestellt sind das ermittelte Molekulargewicht, der hydrodynamische Radius und die Polydispersitat.

AulBerdem waren die produzierten Protein-
mengen von muGFP deutlich héher als die von

eGFP, auch wenn sie mit Ap wie z.B. Snakin-1 : - e v : : - :
oder MacHis fusioniert wurden (Abb. 10). Dieser -l == - : -
steigernde Effekt auf die Proteinproduktions- CRERLEEBEERET
mengen erwies sich auch als Ubertragbar, wenn : | Bl =z e
mit weiteren Ap fusioniert wird: LCI, TAZ2, ~BEEESCRBEEN .
Androctonin, Cg-Def, Thanatin und VrD1. Der -l -
Austausch von eGFP durch muGFP kénnte also = —— ;

i . . Abb. 11: Zellulare Produktion von eGFP und
eine wirksame Strategie zur Verbesserung der mMuGFP allein oder fusioniert mit Ap wie
Ap-Produktion sein. angegeben.

Primére Adh&sionstests mit gereinigten Ap zeigten eine effektive Haftung auf allen getesteten
Materialien mit Ausnahme von st1203, wobei MacHis die beste Haftung zeigte (Abb. 11A).
Fur eGFP-Snakinl wurde eine klare (reziproke) Adhasionspraferenz beobachtet: eGFP-
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Snakinl haftet effektiv an der zinkbeschichteten Oberflache von st1203, aber kaum am
blanken Stahl. Diese selektive Adhasion konnte erfolgreich genutzt werden, um Risse, die
zuvor mit einem Skalpell erzeugt wurden, sichtbar (Negativfarbung) zu machen (Abb. 11B).
Diese ersten Ergebnisse zeigten, dass es maoglich ist, Oberflachenrisse mit fluoreszierendem
Ap zu erkennen. Fur den praktischen Einsatz sind jedoch Ap mit einer Bindungspraferenz fiir
Metalle und nicht fir Schutzschichten erwiinscht.

Die Bedingungen fiir die Ap-Adhésion an den ausgewahlten Materialien wurden in enger
Zusammenarbeit mit dem SLA-Institut weiter optimiert. Die flr die Herstellung der Testproben
verwendeten Industriebleche koénnen schmierige Ruckstande enthalten, die aus dem
Metallherstellungsprozess stammen oder von einer diinnen Olschicht stammen, die zum
Schutz vor Korrosion auf das Metall aufgetragen wird. Solche Oberflachenverunreinigungen
kénnen jedoch die Ap-Bindung beeinflussen. Daher wurden die Metallproben vor der Ap-
Applikation durch mechanisches Abwischen mit fusselfreiem optischem Papier und 100%
Isopropanol als Reinigungsmittel griindlich gereinigt. Verbleibendes Isopropanol wurde durch
Verdampfen entfernt. Weitere Forschungsarbeiten konzentrierten sich auf die ldentifizierung
von Adhasionsbedingungen und Ap, die eine bevorzugte Bindung an Metall ermdglichen,
wahrend die Haftung an Oberflachenbeschichtungen nicht oder nur in begrenztem Ausmalf
auftritt. Zu diesem Zweck werden weitere Ap aus der hauseigenen Bibliothek gescreent und
entsprechende muGFP-Ap-Aquivalente hergestellt, die ebenfalls auf selektive Haftung
untersucht wurden.

A B
no protein [

eGFPu

muGFP

o | o

no protein
€GFPa galvanized gahvanized stesl1203 with a crack

steel1203 steel 203 after coating with eGFP-Snakin-1
muGFP - .

7ok
T s .
¥ [

muGFP-Snakinl -- -- MUGFP-Snakinl
m— gelvanized stesl1203 with cracks
eGFP-MacHis -"- 1 -- eGFP-MacHis
mMuGFP-MacHis “ : 5 ’- muGFP-MacHis
-
corrs [ . o
mucre-veer [ | |

Abb. 12: Haftung von Ankerpeptiden an ausgewahlten Materialien (A) und erste Versuche, Oberflachendefekte mittels
Fluoreszenzmikroskopie sichtbar zu machen (B).

Die Adhasionstests wurden bei unterschiedlichen Ap-Konzentrationen durchgefiihrt. Eine Ap-
Konzentration von 3 uM ermoglichte eine effektive Unterscheidung der Effizienz der Bindung
der unterschiedlichen Ap an die verschiedenen Materialien unter dem Fluoreszenzmikroskop.
In Abb. 12 sind die Ergebnisse fir die Bindung eines Kernsets von 10 unterschiedlichen Ap-
Fusionskonstrukten an die verschiedenen Materialien dargestellt.
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muGFP-MBP1 =‘-- -- i Abb. 13: Selektivitat der Haftung von eGFP-MBP1 (1 uM) an

mMuGFP-LCI AL7075, bestétigt durch Fluoreszenzmikroskopie. Bereiche mit
] --m

VISUALIZATION OF SELECTIVE BINDING - FLUORESCENCE MICROSCOPY

MUGFP-TA2 hoher Fluoreszenz weisen auf eine effektive Haftung von eGFP-
MBP1 an AL7075 hin, wéhrend praktisch keine Haftung an die

Abb. 12: Optimierte Bindung des erweiterten Ap-Sets PU-Lack stattfindet. Dies deutet auf eine erfolgreiche
an ausgewahlte Materialien, analysiert mittels Markierung der makroskopischen Defekte in der PU-
Fluoreszenzmikroskopie. Beschichtung hin.

Die an die verschiedenen Materialien gebundenen muGFP-Fusionskonstrukte wiesen haufig
eine hohere Fluoreszenz auf als ihre eGFP-Aquivalente. Ein hoheres Fluoreszenzsignal wére
fur die Defekterkennung von Vorteil. Ein groRer Teil des hdheren Fluoreszenzsignals war
jedoch auf eine starkere unerwiinschte unspezifische Bindung tber den Fluorophor muGFP-
Teil der Ap-Konstrukte an die Materialien zuriickzufiihren. Die Ap-Adhéasionstests zeigten,
dass das Fusionskonstrukt eGFP-MBP1 die angestrebte Bindungsselektivitat aufweist, da es
kaum an PU-Lack und gut an den Aluminiumlegierungen AL5754 und AL7075 haftet. Damit
wurde Meilenstein MS1 - Bindungseigenschaften von fluoreszierenden Ankerpeptiden
an ausgewahlte Metalle und schiitzende Oberflachenbeschichtungen erfillt (Tabelle C).

Um die Selektivitat der Bindung zu bestatigen und um makroskopische Defekte in der
Oberflachenbeschichtung zu simulieren, wurden vom SLA spezielle PU-beschichtete AL7075-
Proben hergestellt, auf die die Lackschicht in einem schachbrettartigen Muster aufgetragen
wurde, so dass Teile des Metalls fur die Interaktion mit der Ap freigelassen wurden (Abb. 13).
Zur Erleichterung der Handhabung unter dem Mikroskop wurde eine Probengréf3e von 5 x 2
cm gewahlt. Nach dem Auftragen von eGFP-MBP1 (1 uM) im Tauchverfahren wurde die
selektive Haftung von eGFP-MBP1 an AL7075 durch Fluoreszenzmikroskopie bestatigt. Es
erfolgte praktisch keine Bindung an den PU-Lack (Abb. 13). Zusammen mit den
vorangegangenen Experimenten, bei denen die selektive Bindung von eGFP-Snakinl an die
galvanisierte Oberflache von st1203 ausgenutzt wurde, um Skalpell-Kratzer in gst1203
sichtbar zu machen (Abb. 11B), zeigen diese komplementaren Ergebnisse, dass es mdglich
ist, Defekte in Oberflachenbeschichtungen anhand von fluoreszierenden Ap mit Hilfe der
Fluoreszenzmikroskopie zu erkennen. Damit wurden die Meilensteine MS2 — Material-
spezifische Bindung von fluoreszierenden Ankerpeptiden zum Nachweis von Defekten
in Oberflachenbeschichtungen (TRL2) und MS3 — Demonstration/-Visualisierung von
Oberflachendefekten durch fluoreszierende Ankerpeptide mittels Fluoreszenz-
mikroskopie (TRL3) erfolgreich erreicht. Die mit eGFP-MBP1 beschichteten Schach-
brettproben wurden als Testproben fur den Aufbau und die Auswertung des Kamerasystems
weiterverwendet (siehe AP3).
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AP 2.3. Identifizierung und Ausarbeitung eines Geschéaftsmodells.

Status: Abgeschlossen (100% fertiggestellt — SLA).

Im Rahmen des Arbeitspaketes wurden zwei moégliche Geschéaftsmodelle identifiziert und
ausgearbeitet. In diesem Kapitel werden die strategischen Ansatze zur Vermarktung der
Konzepte PepCrack und BioMeasure diskutiert. Es wurden zwei potenzielle Geschaftsmodelle
entwickelt, die eine erfolgreiche Vermarktung dieser innovativen Technologien ermdglichen
sollen. Die Vermarktungsstrategien gliedern sich in zwei Hauptvarianten: Die erste Variante
umfasst die Vermarktung des fluoreszierenden Peptidsystems in Verbindung mit einem
semistationaren Kamerasystem. Hierbei wird die Funktionalitéat der selektiven Bindung des
Peptidsystems zur prazisen Detektion von Rissbildung genutzt, wahrend das begleitende
Kamerasystem die visuelle Erfassung und Analyse unterstitzt. Die zweite Variante stellt ein
visuelles Verfahren ohne die Notwendigkeit eines Kamerasystems dar. Hierbei wird die
automatische Erfassung und Analyse der Ergebnisse durch ein Kamerasystem durch einen
Prufer, welcher visuell spezielle Bereiche prift, ersetzt. In diesem Fall soll vornehmlich das
Peptidsystem und dessen Anpassung vermarktet werden. Beide Systeme sind in ihrer
SchlUsseltechnologie der selektiv haftenden Peptide identisch und unterscheiden sich
maflgeblich durch die Art der Detektion. Im weiteren Verlauf dieses Kapitels werden diese
beiden Vermarktungsansatze detaillierter erlautert und analysiert, um ein umfassendes
Verstandnis fur die Potenziale und Herausforderungen jeder Variante zu vermitteln.

Geschéaftsmodell 1: Semistationares Messsystem fir grof3e Flachen

Im Rahmen des Geschaftsmodell-Canvas fir das semistationdre Messsystem zur Prifung
grolRer Flachen wurden entscheidende Aspekte identifiziert, die die erste Variante der
Vermarktungsstrategie betreffen. Diese Variante beinhaltet die Vermarktung des
fluoreszierenden Peptidsystems in Verbindung mit einem Kamerasystem zur Korrosions-
schutzprifung. Die Zusammenfassung der relevanten Punkte aus dem Canvas sieht wie folgt
aus: Die Schlusselpartner fur dieses Geschaftsmodell sind die Schwaneberg Group, SLA,
LfB und Aachen Proteineers GmbH. Zusammen bilden sie ein kollaboratives Netzwerk, das
Fachkompetenzen und Ressourcen fir die Entwicklung und Vermarktung des Systems
bereitstellt. Die erforderlichen Lieferanten umfassen Ausgangsmaterialien fir die
biochemischen Prozesse, Sprihdosen und Kameraobjektive, die essenziell fur die
Funktionalitat des Prifsystems sind. Zu den Schlisselaktivitaten zahlen die Produktion von
spruhbaren Prifpeptiden, sowie die Formulierung und Vermarktung von Standardkatalogen
fur Peptidsysteme gangiger Materialkombinationen. Des Weiteren beinhaltet dies die
Entwicklung, Anpassung und Optimierung von Peptiden, Kamerasystemen und
Auswertungsalgorithmen auf spezielle Kundenwiinsche. Die Schliisselressourcen umfassen
das spezialisierte Know-how fiir selektive Peptidbindungen sowie Patente von der
Schwaneberg Group und patentwirdige Ideen. Ein gefordertes Projekt dient als
Startfinanzierung, und es stehen Labor- und Prufhallen der o.g. Forschungsstellen zur
Verfugung. Die Wertangebote fir Kunden bestehen in Zeitersparnis, Zuverlassigkeit und
Pravention von Rduicklaufern im End-of-Line Qualititsmanagement von kritischen
Korrosionsschutzschichten. Zudem ermoglicht das System die Objektivierung und
Automatisierung von Prifablaufen und Dokumentationen. Das Leistungsspektrum umfasst
ein serienfahiges Korrosionsschutzprifsystem, bestehend aus Sprihpeptiden und einem
Kamerasystem zur Auswertung. Hierbei sind auch individualisierte Lésungen fir
Peptidsystem, Hardware und Software moglich. Die Kundenbeziehungen sind hauptsachlich
B2B-orientiert. Der Vertrieb erfolgt Gber einen Standardkatalog sowie kundenspezifische
Losungen, die einen begleitenden Entwicklungsprozess beinhalten. Zudem werden
Wartungsvertrage und Beratungsleistungen angeboten. Die Vertriebskanale umfassen
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Messen, Direktvertrieb, eine Webseite mit Onlineshop sowie Akquise Uber
Beratungsleistungen und Werbung, beispielsweise auf LinkedIn oder in Fachzeitschriften. Die
direkten Kundensegmente umfassen Zulassungsstellen (TUV), Priflabore, unabhéngige
Prifstellen, Hersteller, Produktionsstralen in der Serienfertigung sowie Hersteller von
ProduktionsstrafRen. Die Kostenstruktur umfasst Ausgaben fur Patente, Griindung,
Entwicklung, Aufbau der Produktionsinfrastruktur fur Sprihpeptide, Personalkosten im
Rahmen der Individualisierungsaufgaben, Anschaffung des Kamerasystems, Miete und
Energiekosten  sowie  Verbrauchsmaterialien und  Verwaltung/Buchhaltung. Die
Einnahmequellen setzen sich aus dem Verkauf des Kamerasystems (vrsl. geringe
Gewinnspanne), dem Verkauf von Sprihpeptiden (vrsl. hohe Gewinnspanne, laufende
Einnahmen), Entwicklungsleistungen, Wartungsvertrdgen und laufenden Beratungen
zusammen.

Geschéftsmodell 2: Visuelles Priufverfahren

Im Zuge des Geschéftsmodell-Canvas fir das visuelle Prifverfahren zur Korrosionsschutz-
Uberprifung wurden wesentliche Aspekte identifiziert, die die zweite Variante der
Vermarktungsstrategie betreffen. Diese Variante beinhaltet die Vermarktung eines visuellen
Prufsystems ohne das Kamerasystem zur frihzeitigen Erkennung von Korrosionsschutz-
problemen. Im Folgenden werden die relevanten Punkte aus dem Canvas zusammengefasst:
Die Schlusselpartner fur dieses Geschaftsmodell sind die Schwaneberg Group, SLA und
Aachen Proteineers GmbH. Sie stellen das kompetente Netzwerk zur Verfiigung, das fir die
Entwicklung und Vermarktung des visuellen Prifsystems von Bedeutung ist. Die bendétigten
Lieferanten umfassen Ausgangsmaterialien fur biochemische Prozesse und Sprihdosen, die
fur die Funktion des Prifsystems notwendig sind. Zu den Schlisselaktivitdten gehoren die
Produktion von spriihbaren Prifpeptiden, sowohl in Form von Standardkatalogen als auch fur
individuelle Anpassungen, insbesondere fir bestimmte Materialkombinationen. Die
Schlisselressourcen umfassen das spezialisierte Know-how fiir selektive Peptidbindungen
sowie Patente von der Schwaneberg Group und patentwirdige Ideen. Ein gefoérdertes Projekt
dient als Startfinanzierung, und es stehen Labor- und Prifhallen zur Verfligung. Die
Wertangebote fir Kunden umfassen Zeitersparnis, Zuverlassigkeit und Frithausfallpravention
im End-of-Line Qualitditsmanagement von Korrosionsschutzschichten sowie die Méglichkeit
der mobilen Prufung vor der Inbetriebnahme. Zudem ermdglicht das System die Objektivierung
von Prifablaufen und Dokumentationen. Das Leistungsspektrum konzentriert sich auf die
Bereitstellung des visuellen Korrosionsschutzprifsystems, wobei der Schwerpunkt auf der
Entwicklung und dem Verkauf der Spriihpeptide liegt. Die Kundenbeziehungen sind B2B-
orientiert. Der Vertrieb erfolgt Giber einen Standardkatalog sowie kundenspezifische Lésungen,
die einen begleitenden Entwicklungsprozess beinhalten. Zudem werden Beratungsleistungen
angeboten. Die Vertriebskanale umfassen Messen, Direktvertrieb, eine Webseite mit
Onlineshop sowie Akquise Uber Beratungsleistungen und Werbung, beispielsweise auf
LinkedIn oder in Fachzeitschriften. Die direkten Kundensegmente umfassen Zulassungs-
stellen (TUV), Pruflabore, unabhangige Prifstellen, Hersteller und Baustellenbetreiber. Die
Kostenstruktur umfasst Ausgaben fir Patente, Grindung, Entwicklung, Aufbau der
Produktionsinfrastruktur fur Sprihpeptide, Personalkosten im Rahmen der Individualisierungs-
aufgaben, Anschaffung des Kamerasystems, Miete und Energiekosten sowie Verbrauchs-
materialien und Verwaltung/Buchhaltung. Die Einnahmequellen setzen sich aus dem Verkauf
von Sprihpeptiden (hohe Gewinnspanne, laufende Einnahmen), der Entwicklungsleitung ftr
kundenspezifische Anpassungen und laufenden Beratungen zusammen.
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Die Geschaftsmodelle bieten eine umfassende Basis fir die erfolgreiche Vermarktung der
jeweiligen Varianten, entweder mit einem visuellen Inspektionsverfahren oder einem
Kamerasystem.

AP 2.4. KnowVolution von Ap zur Verbesserung der selektiven Bindung an Ziel-
materialien aus AP2.1.

Status: AP2.4 (ABBt) wurde aufgrund den notwendigen Optimierungen in AP3 nicht begonnen.
Da die Ankerpeptidkonstrukte eGFP-MBP1 und eGFP-Snakinl bereits materialspezifische
Bindungseigenschaften aufwiesen, die fir den Nachweis des Konzepts fiur PepCrack-
BioMeasure geeignet waren, bestand keine direkte Notwendigkeit, die Bindungseigenschaften
zu verbessern. Aufgrund der vorrangigen Etablierung und Optimierung des Fluoreszenz-
kamerasystems zur Detektion von Oberflachendefekten wurde AP2.4 nicht gestartet.

AP 2.5. Formulierung der analytischen Grundlagen zur Rissbewertung.

Status: Abgeschlossen (SLA).

Da sich im Laufe des Projekts eine Fokussierung von PepCrack auf die Detektion von
Oberflachendefekten und Fehlstellen in Beschichtungen als sinnvoller herausgestellt hat als
die Detektion von mechanischen Ermiddungsrissen, sind die analytischen Grundlagen zur
Ermudungsrissbewertung nicht anwendbar. Die Risshewertung der Oberflachenschaden soll
Uber die Defektgeometrie (Anzahl, La&nge und Durchmesser) klassifiziert werden.
Normenreihen wie die DIN EN ISO 4628 (Beschichtungsstoffe — Beurteilung von
Beschichtungsschaden — Bewertung der Menge und der GrolRe von Schaden und der
Intensitat von gleichmaRigen Veranderungen im Aussehen) sollen bei der weiteren
Projektbearbeitung zur Schadensbewertung einbezogen werden.

AP 2.6. Vergleich mit Konkurrenzprodukten: Farbeindringmittel.

Status: Abgeschlossen (SLA, ABBt, LfB).

Im Rahmen des Projekts wurde an einer Schulung zur korrekten und sicheren Verwendung
des Konkurrenzverfahrens der Farbeindringmittel teilgenommen. Die Farbeindringprifung,
auch bekannt als Eindringprifung oder Penetrierprifung, stellt eine zerstdrungsfreie
Pruftechnik (ZfP) dar, die zum Erkennen von Oberflachendefekten wie Rissen, pordsen Stellen
und anderen Anomalien in verschiedenen Werkstoffen wie Metallen, Kunststoffen und
Keramiken angewandt wird. Sie soll laut Beantragung als Konkurrenzmethode zum
entwickelten Produkt in PepCrack gesehen werden. Die Begriindung, warum letztendlich
innerhalb des Projekts gegen einen direkten Vergleich entschieden worden ist, wird im
Folgenden erlautert. Hierzu ist eine kurze Erklarung der Vorgehensweise der Eindringprifung
und ihrer Vor- und Nachteile sowie Einsatzmoglichkeiten notwendig.

Die Farbeindringprifung stellt eine unkomplizierte Methode zur Identifizierung von
Oberflachendefekten dar und findet Anwendung in verschiedenen Branchen wie Luftfahrt,
Automobilindustrie und Schweil3technik. Es ist zu beachten, dass diese Methode besonders
empfindlich auf zur Oberflache offene Defekte reagiert, wahrend sie flir geschlossene oder
tieferliegende Defekte weniger geeignet sein kann. Im Laufe der Erarbeitung eines Vergleichs
der beiden Methoden hat sich jedoch herausgestellt, dass nur eine bedingte Vergleichbarkeit
der Methoden vorliegt. Die Methodik dieser Priifung kann in die folgenden Schritte eingeteilt
werden (Abb. 14):

Seite | 16



4) Spilen 5) Entwickler auftragen 6) Riss begutachten

Abb. 13: Vorgehen beim Priifen mit Farbeindringverfahren.
Quelle Bild: https://www.tec-science.com/de/werkstofftechnik/werkstoffpruefuna/farbeindringverfahren/

1. Oberflachenvorbereitung: Vor Beginn der Prifung wird die zu untersuchende Oberflache
grundlich gereinigt, um samtliche Verunreinigungen wie Schmutz, Fett und vorherige
Farbreste zu beseitigen. Eine angemessene Vorbereitung ist unerlasslich, um préazise
Ergebnisse zu erzielen.

2. Applikation des Penetrantmittels: Ein Penetrantmittel in flissiger Form, entweder farblich
erkennbar oder fluoreszierend, wird auf die vorbereitete Oberflache aufgetragen. Diese
Flussigkeit zeichnet sich durch eine niedrige Oberflachenspannung aus, wodurch sie in
Risse oder Poren eindringen kann.

3. Einwirkzeit: Dem Penetrantmittel wird ausreichend Zeit gewéhrt, um in mogliche Defekte
einzudringen. Die Dauer dieser Phase kann variieren, abhéngig von den spezifischen
Materialeigenschaften.

4. Entfernung des Uberschusses: Nach Ablauf der Einwirkzeit wird der (iberschiissige
Penetrant von der Oberflache entfernt, wahrend das eingedrungene Penetrant in den
potenziellen Defekten verbleibt.

5. Entwicklung: Ein Entwickler, typischerweise in Form von Pulver oder Spray, wird auf die
Oberflache aufgebracht. Dieser Entwickler zieht das Penetrantmittel aus den Defekten
heraus und erzeugt sichtbare Anzeichen auf der Oberflache.

6. Auswertung: Nach einer angemessenen Entwicklungszeit werden die entstandenen
Anzeichen auf der Oberflache begutachtet. Risse, Poren oder andere Anomalien werden
durch deutlich erkennbare Farbmuster oder fluoreszierende Markierungen sichtbar
gemacht

Ein wichtiges Kriterium bei der Durchfuhrung der Methode ist, dass die Oberflache von
samtlichen Beschichtungen entfernt werden sollte und die zu prifende Oberflache somit
metallisch blank oder laut Norm zumindest ,inert gegeniber dem Prifmittel” ist. Da diese
Anforderung oft nicht auf Oberflachenbeschichtung zutrifft, wurde ein Material-
vertraglichkeitstest mit handelstiblichem Eindringmittel des Typs Helling Rot 1001
durchgefuhrt. Dazu wurden die ersten vier Schritte der 0. g. genormten Prozedur durchgefihrt
und die Oberflachen in den verschiedenen Stadien betrachtet. Die Oberflachenvorbereitung
der lackierten Probe wurde zum einen mit dem, dem Eindringmittel zugehdrigen, Helling NPU
Spezialreiniger als auch mit Isopropanol durchgefiihrt. Abb. 15 zeigt eine lackierte Probe mit
drei verschiedenen Bereichen nach der jeweiligen Behandlung (Reinigung mit Isopropanol;
Reinigung mit NPU; nur Farbeindringmittel 10 min).
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Die Reinigung mit dem lésungsmittelhaltigem NPU Spezialreiniger hat dabei sehr aggressiv
auf die PU- (oder Acryl-)Lackschicht gewirkt und beinahe die komplette Schicht mit nur einem
Wisch eines Reinigungstuchs abgetragen (Abb. 15, links). Leicht weniger aggressiv hat die
Reinigung mit Isopropanol die Oberflache angegriffen, stellenweise jedoch ebenfalls
abgetragen. Nach 10 min Einwirkzeit und Entfernung des tUiberschissigen Farbeindringmittels
hat dieses die Lackschicht mit dem blof3en Auge sichtbar bleibend rot eingeféarbt, ein klares
Indiz dafiir, dass das Material der Beschichtung nicht inert gegeniiber dem Eindringmittel ist.
Diese verdnderten Oberflaicheneigenschaften sind auch in den mit einem Mikroskop
aufgenommenen Bildern detaillierter zu erkennen (Abb. 15, rechts).

Mach Farbeindringmittel e
Einwirken des 3 77
Farbeindringmittel

Reinigung mit
Isopropanol

Reinigung mit
Spezialreiniger

Abb. 14: Vertraglichkeitstest Lackbeschichtung mit Farbeindringmittel

Die beobachtete chemische Unvertraglichkeit der Farbstoffpenetrationslésungen mit
handelstiblichen Lacken auf PU- und Acrylbasis und die Tatsache, dass die Farbstoff-
penetrationsmethode in erster Linie fir Ermidungsrisse verwendet wird, die tiefer in ein Bauteil
eindringen, machen die Farbstoffpenetrationsmethode fiir die Markierung oberflachlicher
Risse in Beschichtungen, die haufig nur wenige um dick sind, ungeeignet. In scharfem
Kontrast dazu sind die wassrigen Ap-Losungen mit PU- und Acryl-basierten Lacken vertraglich
und in der Lage, Defekte in der diinnen PU-Beschichtung zu markieren (Abb. 13). Aufgrund
ihres biobasierten Charakters ist die PepCrack-Technologie mit schitzenden Polymer-
oberflachenbeschichtungen kompatibel und in der Lage, Risse/Defekte aufgrund der
materialspezifischen Bindungseigenschaften der Ap zu erkennen. Damit wurde im Rahmen
des Projekts eine neuartige biobasierte Methode zur Erkennung von Defekten in
Oberflachenbeschichtungen geschaffen.

AP 2.7. Evaluierung von PepCrack im Kontext der Bauteilzustandsiiberwachung von
Leichtbaustrukturen.

Status: Abgeschlossen nach Umstrukturierung des Projekts und Neuformulierung von
Meilensteinen. Der Nachweis des Konzepts fir PepCrack wurde anhand von Aluminium
Demonstrator-Proben _mit _verschiedenen Arten von Defekten in _einer PU-basierten
Oberflachenbeschichtung erfolgreich erbracht (sieche AP3.2 - SLA, ABBt, LfB).

Um eine zuverlassige Risserkennung zu ermdoglichen, wurde die Herstellung der
Materialproben am SLA-Institut in einem iterativen Prozess weiter standardisiert und
verbessert. Bei der ersten Generation der lackierten Schachbrettproben kam es gelegentlich
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zu einer teilweisen Ablésung der Lackschicht nach langerer Einwirkung der Ap-Ldsung (z. B.
Abb. 13, fehlendes” Quadrat in der Mitte der Probe).

Metalloberflachen werden in der Regel vorbehandelt, um eine bessere Haftung von
Schutzschichten zu ermdglichen. Um solche in-situ Bedingungen besser zu simulieren und die
Haftung des Lacks zu verbessern, wurde das Metall mit Schleifpapier (Kérnung 600)
vorbehandelt. Diese Behandlung verbesserte die Haftung der Lacke (PU und Acryl) auf dem
Aluminium, veranderte aber auch das Erscheinungsbild der Oberflache des Metalls, was sich
in einer Veranderung des Farbtons und der Beschaffenheit au3erte (Abb. 16).

Da die veranderten Oberflacheneigenschaften die Bindung von Ap beeinflussen kénnen,
musste die Haftung von den Ap neu bewertet werden. Interessanterweise war die Bindung von
Ap an sAL5754 besser als an sAL7075, wahrend fur das Aluminium, das nicht mit Schleifpapier
behandelt wurde, das Umgekehrte festgestellt wurde (am Beispiel von eGFP-MBP1, Abb. 16,
vgl. rechts und links). Entscheidend ist, dass beide Ap nach der Behandlung mit Schleifpapier
eine homogenere Haftung an das Metall zeigten, was auf eine entscheidende Rolle der
Oberflacheneigenschaften bei der Ap-Haftung hindeutet. Eine homogenere Belegung der
Metalloberflache durch die Ap ist fir die Erkennung kleiner Risse in den Oberflachen-
beschichtungen von Vorteil.

+eGFP-MBP1 +eGFP-MBP1
AL5754 sandpaper-treated SAL5754
AL5754 ‘ || & Linenformiger Defekt Punkifdrmiger Defekt
SAL5754 i »

AL7075 sAL7075
Ab7O75S ———
¢ sAL7075
: a) o T

Abb. 15: Auswirkungen der Schleifpapier-Behandlung auf 0} i/—ﬂ T

die Metalleigenschaften und die Haftung der Ap. Die mit ? T hulplatzen der Beschicatung
Sandpapier behandelten Proben sAL5754/sAL7075

(ohne Lackierung) weisen einen silbrigeren Farbton auf Abb. 17: Methoden der Risseinbringung. Linienformig -
und die intrinsischen Oberflachenrillen (durch die drei Kratzer durch Skalpell (a) oder Lackbruch durch
parallelen blauen Linien gekennzeichnet) sind im Blechbiegung (b); Punktformig - Punktuelle Proben-
Vergleich zu den unbehandelten Proben weniger stark penetration von Riickseite (c).

ausgepragt. eGFP1-MBP1 zeigt nach der
Sandpapierbehandlung von AL5754 eine bessere und
homogenere Bindung.

Um die selektiven Bindungseigenschaften der Ankerpeptide zu nutzen und diese in
realistischen Einsatzszenarien testen zu konnen, mussen realistische Defekte in die
Materialien eingebracht werden. Hierzu wurden mehrere Methoden ausgewahlt und getestet,
mit denen sowohl linienférmige als auch punktférmige Defekte in die Oberflache eingebracht
werden kénnen (Abb. 17). Als am besten geeignete Methoden zur Risseinbringung erwiesen
sich die Skalpell- und die punktuelle Penetrations-Methode (Abb. 18). Das Biegen wurde fir
die Herstellung von Testproben als nicht geeignet erachtet, da es zu einer starken
Durchbiegung des Metallmaterials und zum Abrieb der Beschichtung in den Kontaktbereichen
der Biegestiitzen fuhrt. AuRerdem wurde es auch als unpraktisch erachtet, die Proben wieder
auf ihre urspringliche flache Oberflache zu biegen, was fir eine Untersuchung mit dem
Kamerasystem erforderlich ware.
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Das Anritzen mittels Skalpell ist eine einfache und schnelle Methode der Risseinbringung.
Dabei entstehen sehr feine Defekte, welche zwar mit dem bloRen Auge zu erkennen, aber nur
ca. 10 — 20 pm breit sind (Abb. 18A). Die Methode wird als realistischer Defekt aus der
praktischen Anwendung erachtet, da die Beschadigung von Oberflachenbeschichtung mit
scharfen und stumpfen Gegenstanden ein gangiges Schadensmuster ist. Eine Mdglichkeit zur
Einbringung von punktfdrmigen Defekten bietet die Methode der riickseitigen Penetration des

Abb.18: Methoden der Risseinbringung. Risseinbringung durch Skalpell (A) und Punktuelle Proben-penetration von del
Ruckseite (B). Es wurde ein digitales Mikroskop (Keyence) mit einem Makrozoomobjektiv (5 - 50x) verwendet mit dem
eine Betrachtung des gesamten Testprobenbereichs, sowie eines Detailausschnitts auf hoher Zoomstufe moglich ist.

Substrats mittels eines Metallstifts. Diese Methode nutzt die plastische Verformung des
Materials und die dadurch entstehenden Spannungen in der Beschichtung, bis diese aufplatzt.
Der Vorteil dieser Methode gegentiber dem Biegeverfahren liegt in der stark eingeschrénkten
raumlichen Eingrenzung der plastischen Verformung auf den unmittelbar umliegenden Bereich
der Penetration. Die Methode stammt aus einer Norm zur Herstellung von Priufkorpern fur
Farbeindringmittel (DIN EN 1SO 3452-3 Zerstérungsfreie Prifung — Eindringprifung — (Abb.
18A, unten) wurden zudem auch noch handelsibliche Werkzeuge mit einer flachen und einer
konischen Spitze untersucht — (Abb. 18B, vgl. oben und Mitte)). Dazu wurden die Stifte
jeweils in eine Aufnahme eingespannt und von der unbeschichteten Seite auf die Probe mit
einer Kraft von 2,5 — 3 kN (bei 2 mm Aluminiumblech) belastet. Die erzeugten punktférmigen
Defekte mit den jeweiligen Penetrationsspitzen sind exemplarisch in Abb. 18B dargestellt.

Die unterschiedlichen Spitzen erzeugen Defekte mit unterschiedlichen charakteristischen
Merkmalen und Eindringtiefen. Der Flachkopf erzeugt einen ringformigen Defekt mit einer
hohen Eindringtiefe. Der Spitzkopf erzeugt sternféormige Ausbriche mit einer hohen
Eindringtiefe. Der kugelformige Standardeindringkdrper erzeugt runde Mikrorisse mit einer
mafigen Eindringtiefe. Die Eindringtiefe bzw. die Erhebungen auf der Oberseite der
Beschichtung sollten so gering wie moglich gehalten werden. Defekte, die deutlich aus der
Oberflachenebene hervorstehen, wirden eine Herausforderung fur die Fokussierung des
Kamerasystems darstellen, was zu unscharfen Bildern filhren kann. Die Verwendung des
spitzen Kopfes und des kugelformigen Standardeindringkdrpers erwies sich als der beste
Kompromiss zwischen Oberflachendefekten und tieferen Materialverformungen und wurde
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daher fur die Herstellung der Demonstratorproben mit verschiedenen Arten von Defekten in
der Oberflachenbeschichtung verwendet (siehe AP3.2.3).

AP3 - BioMeasure
Status: Erfolgreich abgeschlossen nach Umstrukturierung des Projekts und Neuformulierung
von Meilensteinen (SLA, ABBt, LfB).

Zeitraum 01.01.2022 — 31.12.2022

AP 3.1 Experimenteller Bildgebungsaufbau & AP 3.3 Bildverarbeitungs-Algorithmen.

In der BioMeasure-Entwicklungslinie wurde das Messsystem, das die Fluoreszenzdetektion
ermdglicht, entwickelt. Im Rahmen des Projekts wurde zunéchst das bendétigte
Aufnahmesystem spezifiziert und beschafft, inklusive Kamera, Objektiven, Beleuchtung und
Aufnahmefiltern. Zu diesem Zweck wurde das notwendige Erfassungssystem angeschafft,
welches eine hochauflésende Industriekamera (Allied Vision Alvium USB3.1 1800 U 2040m),
Objektive, eine blaue LED-Leuchte zur Anregung der eGFP/muGFP-Fluoreszenz und optische
Filter umfasst.

Um Vorarbeiten zu leisten, bis die tats&chliche Bildaufnahme der Testproben erfolgen konnte,
wurden verwendbare Trainingsdatensatze identifiziert. Hierbei erwies sich der Datensatz
"Severstal: Steel Defect Detection” als brauchbar. Es wurden erste prototypische Deep
Learning Methoden zur automatisierten Segmentierung von fehlerhaften Stellen innerhalb des
Trainingsdatensatzes implementiert und getestet. Die erfolgreichsten getesteten Architekturen
waren Residual U-Nets. Eine Evaluation der zu erwartenden Pradiktionsqualitat des Residual
U-Nets auf dem Severstal Datensatz ergab folgende Genauigkeiten: Dice: 50.58; Sensitivity:
80.78; Specificity: 86.13; Accuracy: 85.65. Obwohl bei den erreichten Scores noch
Verbesserungspotenzial vorhanden ist, zeigen die ersten Evaluationen, dass die Zielstellung
zuverlassig mit den ausgewahlten Verfahren geldst werden kann, sofern entsprechendes
Bildmaterial und annotierte Trainingsdaten zur Verfligung stehen. Aufgrund der grol3en
Diversitat unterschiedlicher Defekte wurden weitere Schritte geplant, um zusatzlich Methoden
zur Anomaliedetektion bzw. Out-of-Distribution Erkennung (OOD) zu testen und so auch
Fehler auffinden zu kénnen, die noch nicht im Trainingsset enthalten waren. Im Idealfall sollen
die Modelle ohne héndische Annotationen trainiert werden kdnnen (engl. "unsupervised
learning") oder mit minimalem Aufwand an neue Problemstellungen angepasst werden (sog.
»Zero-shot2 und ,few-shot* Verfahren).

Zeitraum 01.01.2023 — 31.12.2023

3.1 Experimenteller Bildgebungsaufbau.
Status: Abgeschlossen (SLA, ABBt, LfB).

Die Etablierung des Systems erforderte mehrere Optimierungsschritte. Erste Versuche zum
Nachweis der von Ap ausgehenden Fluoreszenz ergaben, dass die Fluoreszenz durch
storendes Umgebungslicht vollstdndig maskiert wird. Daher wurde das System von einer
Fotostudio-Box im SLA-Institut in eine professionelle Dunkelkammer (vollverdunkelbarer
Raum; bei Bedarf ausleuchtbar mit D50 Normlicht mit 5000 Kelvin) an den Lehrstuhl fir
Bildverarbeitung verlegt, um jegliches Auf3enlicht auszuschlieRen, das den Nachweis von Ap
storen konnte. Unter diesen verbesserten Bedingungen wurden Uberschiissige Mengen an
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fluoreszierendem Ap, die in Form von getrockneten Tropfchen unterschiedlicher Gré3e auf das
Metall aufgebracht wurden, vom Kamerasystem erfolgreich erkannt (Abb. 19, rechts).

Abb. 16: Kamera-Setups fur den Nachweis

Setup at LfB
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= on adjustable arm % (525 nm)

von fluoreszierenden Ap. Die blaue LED wird zur Anregung von eGFP/muGFP

flash light
controller

verwendet, das an die Ap gekoppelt ist. Es ist zu beachten, dass die Uberschiissigen Mengen an fluoreszierendem Ap bereits
mit dem Auge sichtbar sind (Bild oben rechts). Die Industriekamera nimmt monochromatische Bilder auf, auf denen die
Tropfchen des fluoreszierenden Ap als grau/weil3e Spots zu sehen sind (Bild unten rechts).

In den nachsten Schritten wurde das System weiter fir den Nachweis praxistauglicher Mengen
von Ap optimiert, d. h. das System sollte in der Lage sein, eine einzelne Schicht (engl.
monolayer) von selektiv an die Metalloberflache gebundenem Ap nachzuweisen. Monolayer

werden typischerweise gebildet,

wenn Ap bei niedriger Proteinkonzentration (LM-Bereich)

eingesetzt werden. Bei einer solchen Konzentration sind fluoreszierende Ap fiur das
menschliche Auge nicht ohne weiteres sichtbar. In Abwesenheit von externem Licht und bei
Verwendung der LED zur alleinigen Beleuchtung zeichnete das System unerwartet ein
betrachtliches Signal auf, selbst wenn kein Ap aufgetragen wurde (Abb. 20A, unteres Bild).
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Monochromatic camera images were
post-processed to show green color

neuartigen LED-Bandpassfilter BN485.

Abb. 17: Die Reflexion des Anregungslichts durch die Testproben erschwert den Nachweis von fluoreszierende Ap.
(A) Schachbrettmuster aus PU-beschichtetem AL7075 ohne (unteres Bild) bzw. mit (oberes Bild) Ap. (B) Die Kamera
ist mit einem Schmalbandfilter (Midopt Bi525) ausgestattet, der in der Regel verwendet werden kann, um
Anregungsquellen wirksam zu blockieren, wahrend die gewtinschten griinen Emissionswellenlangen passierbar sind.
Theoretische Erfassung des Anregungslichts (Crossover) durch das Kamerasystem ohne (B) oder mit (C) dem
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Das Einfangen des Anregungslichts erschwert die Ap-Detektion, da die Kamera nicht zwischen
Photonen, die direkt von der LED stammen, und Photonen, die von der emittierten Fluoreszenz
nach der Anregung des an die Ap gekoppelten eGFP/muGFP-Fluorophors stammen,
unterscheiden kann (Abb. 20B, Bild oben rechts, blaue vs. grine Kurven). Diese
Ergebnisse waren Anlass fur eine Untersuchung der tatséchlichen Leistung der LED. Die
Messungen ergaben eine unerwartete Abweichung von den Herstellerangaben (Abb. 20B,
vgl. orange und grune Kurve), die dazu fiihrte, dass mit dem an der Kamera angebrachten
Bandpassfilter ~50 % mehr Crossover auftrat und somit viel mehr Anregungslicht in die
Kamera gelangte. Um zu gewahrleisten, dass kein Anregungslicht in die Kamera gelangt,
wurde ein zweiter Bandpassfilter angeschafft und an der LED angebracht, um deren Leistung
zu begrenzen, wodurch Crossover erheblich reduziert wurde (< 2,6 %, Abb. 20C, vgl. lila und
rote Kurve).

AnschlieRend wurden die Reflexionseigenschaften des Systems genauer untersucht. Neben
dem grofRen Einfluss des externen Lichts (siehe oben) wurden auch andere Faktoren
berticksichtigt. Zu den untersuchten Parametern gehorten: (1) System mit oder ohne LED-
Bandpassfilter, (2) intrinsische Eigenschaften der Metalloberflache (mit Sandpapier behandelt
oder unbehandelt), (3) Position der LED relativ zur Probe, einschlie3lich des Beleuchtungs-
winkels, und (4) Belichtungsdauer fiir die Bilderfassung. Aus diesen Experimenten ging hervor,
dass

() der Einbau des LED-Filters die Erfassung des Anregungslichts erfolgreich reduzierte,
aber nicht vollstandig eliminierte;

(i)  mit Sandpapier behandeltes Aluminium im Vergleich zu unbehandeltem Aluminium
weniger Reflexion des LED-Lichts in die Kamera zeigte, was auf eine breitere
Lichtstreuung (teilweise von der Kamera weg) zurtickzufiihren ist;

(i) die Lichtreflexion eine Winkelabhangigkeit aufweist, mit erhohter Interferenz bei
kleineren Winkeln;

(iv) hohe Belichtungszeiten der Kamera die Erfassung geringer Mengen an reflektiertem
Anregungslicht beglnstigen.

Die nachsten Schritte zielten darauf ab, mit dem Kamerasystem mit dem neuen LED-
Bandpassfilter fluoreszierende Ap, die spezifisch an Metall gebunden waren, nachzuweisen.
Zu diesem Zweck wurden AL7075-PU-Schachbrett-Proben verwendet, die mit (1 uM) oder
ohne eGFP-MBP1 behandelt waren. Bei einem Beleuchtungswinkel von ~60° und einer hohen
Belichtungszeit (maximal) von 9 s konnte das Kamerasystem zwischen den Proben mit und
ohne Ap unterscheiden. Die Ap-Fluoreszenz wurde hauptsachlich am blanken Aluminium
beobachtet, entsprechend dem gitterartigen Muster, das die Oberflaichendefekte in der PU-
Beschichtung darstellt (Abb. 21). Die Kamerabilder stimmen hervorragend mit den
mikroskopischen Aufnahmen (Abb. 13) Uberein und bestéatigen die selektive Haftung von
eGFP-MBP1 an das Metall.
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AL7075+ PU

*Raw images: PPT post-processed (increased brightness 87%)

Abb. 18: Nachweis der fluoreszierenden Ap mit dem optimierten Kamerasystem. Durch die selektive Bindung der
fluoreszierende Ap konnten die makroskopischen Defekte (gitterartige Muster) im PU-Lack nachgewiesen werden.

Damit wurde der Meilenstein MS4 - Demonstration/Visualisierung von Oberflachen-
defekten mittels fluoreszierender Ankerpeptide unter Verwendung eines industriellen
Kamerasystems (TRL4) erfullt.

AP 3.2 Optimierung der Fluoreszenz-Bildgebung.

Status: Erfolgreich abgeschlossen (SLA, ABBt, LfB).

Bislang konnten die fluoreszierenden Ap nur durch hohe Belichtungszeiten in Verbindung mit
einer Nachbearbeitung der urspringlichen Originalbilder sichtbar gemacht werden. Die
nachsten Schritte konzentrierten sich auf die Optimierung der Empfindlichkeit und Robustheit
des Detektionssystems. Dabei wirde der Einfluss der Ap-Konzentration und der Lichtquelle
(Beleuchtungswinkel, Belichtungszeit und Lichtquellentyp) genauer untersucht. Um das
Crossover des Anregungslichts weiter zu begrenzen, wurde UV-Licht als alternative
Lichtquelle fur die Fluoreszenzanregung in Betracht gezogen. Darlber hinaus sollte die
Nachbearbeitung der aufgenommenen Bilder flr die Datenextraktion optimiert und
standardisiert werden. Um die Ap-Applikation zu vereinfachen und die Robustheit des Systems
weiter zu verbessern, wurde ein Sprihsystem/-verfahren geplant, mit dem die
fluoreszierenden Ankerpeptide auf die Testproben aufgetragen werden kénnen. Die im Jahr
2024 durchgefiihrten Forschungsarbeiten in AP2 und AP3, einschliellich der gewahrten
dreimonatigen kostenneutralen Verldngerung, wurden der Realisierung des letzten
Meilensteins MS5 (Demonstrator: Visualisierung auf einem beweglichen/rollenden
Kamerasystem unter Verwendung von Proben mit mehreren verschiedenen Arten von
Oberflachendefekten - TRL5) gewidmet.

AP 3.2.1 Limitierungen des industriellen Kamerasystems bei der Erkennung von
Oberflachendefekten.

Die Experimente konzentrierten sich auf die Etablierung eines robusten Systems zur
Visualisierung und Erkennung verschiedener Arten von Defekten in Oberflachen-
beschichtungen durch die materialspezifische Anbindung von fluoreszierenden Ankerpeptiden.
Bisher war fur die erfolgreiche Unterscheidung von fluoreszierenden Ap mit dem industriellen
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Kamerasystem ein zweiter Bandpassfilter erforderlich, der die LED abdeckte, um die Menge
des von der Kamera erfassten blauen Anregungslichts zu minimieren, das das
Fluoreszenzsignal tberlagern wirde. Ein Nachteil dieses Filters ist jedoch, dass er auch die
Menge des Anregungslichts, das die Ap beleuchtet, reduziert, wodurch wiederum die
Fluoreszenzemission verringert und damit auch die Gesamtempfindlichkeit des
Detektionssystems herabgesetzt wird. Folglich waren materialgebundene Ap nur sichtbar,
wenn die Bilder mit hohen Belichtungszeiten aufgenommen wurden. Urspriinglich waren Ap
nur in Originalbildern mit einer Belichtungszeit von 9 s sichtbar (Abb. 21), aber nach dem
Testen verschiedener Methoden der Bildnachbearbeitung waren Ap auch in Bildern mit 2 s
(oder 4 s) Belichtungszeit sichtbar (Abb. 22B).

A B
.uv-rangea- UVv(254) UV(302) UV(365)

‘19s

+Ap

Abb. 19: UV-Licht kann zum Nachweis von materialgebundenen fluoreszierenden Ap verwendet werden. (A) Absorptions-
und Fluoreszenzeigenschaften von eGFP und muGFP, die als Fluoreszenz-Tracker dienen; (B) Fluoreszenzbilder von
eGFP-MBP1, gebunden an eine Schachbrettprobe aus geschmirgeltem AL5754, beschichtet mit PU-Lack. Zur
Fluoreszenzanregung wurde entweder UV-Licht verschiedener Wellenlangen (254 nm, 302 nm und 365 nm) oder blaues
LED-Licht verwendet.

Fur die Erstbewertung wurden die Originalbilder entweder in Microsoft Powerpoint mit der
.brightness* Funktion oder mit der frei verfligbaren Bildbearbeitungssoftware GIMP
nachbearbeitet, wobei bei der letztgenannten hauptsachlich die Funktionen ,colour levels* und
Jthreshold“ verwendet wurden. Es ist wichtig zu beachten, dass die hochauflésende
Industriekamera trotz zahlreicher Bemuhungen zur Optimierung des Bildaufnahmeverfahrens,
einschlie3lich des Einbaus des ZusatZzfilters und der Variation des LED-Beleuchtungswinkels
und der Belichtungszeiten der Kamera, immer noch reflektiertes Anregungslicht aufzeichnete.
Um eindeutig nachzuweisen, dass die fluoreszierenden Ap an die Materialproben
gebunden waren, erwies es sich daher als unerldsslich, auch nicht fluoreszierende
Referenzbilder von aquivalenten Materialproben ohne Ap aufzunehmen, die in gleicher
Weise nachbearbeitet wurden.

Da der Einbau des LED-ZusatZzfilters die Empfindlichkeit der Ap-Detektion reduzierte und die
Erfassung des blauen Anregungslichts durch die hochempfindliche Industriekamera nicht
vollstandig eliminierte, wurde eine alternative Lichtquelle fur die Fluoreszenzanregung in
Betracht gezogen. Basierend auf den Absorptionsspektren des mit dem Ap fusionierten
Fluoreszenz-Trackers (eGFP oder muGFP) kann im Prinzip UV-Licht zur Anregung verwendet
werden (Abb. 22A). Es wurden verschiedene handelsibliche UV-Lampen mit den
Wellenlangen 254 nm, 302 nm und 365 nm getestet, ohne dass ein Zusatzfilter erforderlich
war. Tatsachlich konnte das UV-Licht die Ap-Fluoreszenz anregen, welche wiederum
erfolgreich vom Kamerasystem aufgezeichnet wurde (Abb. 22B, links unten). Allerdings war
der Nachweis von Ap nur bei der hdchstmdglichen Belichtungszeit von 9 s mdglich, was darauf
hindeutet, dass die Fluoreszenzsignale schwach sind, was hochstwahrscheinlich auf die
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intrinsischen niedrigen Lichtabsorptionseigenschaften von eGFP im Bereich von 300-400 nm
zurlckzufuhren ist. Nichtsdestotrotz zeigen diese Ergebnisse erneut den erfolgreichen
Nachweis von makroskopischen Oberflachendefekten in der PU-Beschichtung mit Hilfe von
fluoreszierenden Ankerpeptiden, aber die Verwendung von UV-Licht flhrte leider nicht zu einer
Verbesserung der Ap-Erkennung.

AP 3.2.2 Optimale Performance des alternativen Kamerasystems Dino-Lite bei der
Erkennung von Oberflachendefekten.

Trotz der erfolgreichen Demonstration des ,proof of concept* weist das verwendete industrielle
Kamerasystem erhebliche Einschrankungen hinsichtlich der Empfindlichkeit und Robustheit
der Ap-Erkennung auf. Dartiber hinaus musste die Kameraposition relativ zum Objekt immer
sehr genau justiert werden, um scharfe Bilder zu erhalten; schon kleine Abweichungen fiihrten
zu unscharfen Bildern. Die Tatsache, dass die Kamera auf einem starren Stativarm montiert
ist (Abb. 19), und die fehlende Tiefenscharfe verhindern eine praktische Bewegung des
Kamerasystems, wie sie bei der angestrebten Defekterkennung an grof3eren Proben in einem
»Scanning-Modus” erforderlich ware. Mit dem derzeitigen Aufbau des Kamerasystems wére
das Erreichen von MS5 (Demonstrator: Visualisierung auf einem beweglichen/rollenden
Kamerasystem unter Verwendung von Proben mit mehreren verschiedenen Arten von
Oberflachendefekten - TRL5) daher eine grof3e Herausforderung.

Daher wurde ein alternatives Kamerasystem, das am Institut fir Biotechnologie fir andere
Forschungszwecke angeschafft wurde, fur die Erkennung von Oberflachendefekten mittels
fluoreszierender Ap in Betracht gezogen. Die Dino-Lite-Digitalkamera ist ein kompaktes All-in-
One-Handgeréat, das mit einer blauen 465-nm-LED fir die Anregung und einem 510-545-nm-
Emissionsfilter fur die spezielle Untersuchung von Proben ausgestattet ist, die grine
Fluoreszenzsignale aufweisen (Abb. 23). Dariiber hinaus ermdglicht der hochempfindliche
Sensor die Erkennung geringer Fluoreszenzsignale, was durch eine einstellbare LED-
Intensitat weiter erleichtert wird. Ein weiteres Merkmal des Dino-Lite ist das weite Sichtfeld,
das Beobachtungen im Makrobereich in einem angemessenen Arbeitsabstand erméglicht. Das
Dino-Lite wurde an einem flexiblen, verstellbaren Arm in einer Fotobox montiert, um Stérungen
durch das Umgebungslicht zu vermeiden (Abb. 23). Die Kamera wird Uber die
benutzerfreundliche Software DinoCapture des Kameraherstellers bedient.

Dino-Lite

flexible
adjustabl

integrated _— -
blue LED™ ' _

Abb. 20: Aufbau der Dino-Lite-Digitalkamera am Institut fiir Biotechnologie.
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Fur erste Kameratests wurden Schachbrettproben aus mit Sandpapier behandeltem und mit
PU-Lack beschichtetem AL5754 mit verschiedenen Konzentrationen von eGFP-MBP1 oder
eGFP-Snakinl inkubiert. Nach der Applikation der Ap wurden mit der Dino-Lite-Kamera Bilder
mit unterschiedlichen Belichtungszeiten aufgenommen (Abb. 24).

e | | [

eGFP-MBP1 - 20 uM

as 1
eGFP-MBP1 - 10 uM

Abb. 21: Analyse von makroskopischen Oberflaichendefekten in PU-Lack mit dem Dino-Lite Digitalkamerasystem. Die
Fluoreszenzbilder wurden nach dem Einwirken verschiedener Konzentrationen von Ap aufgenommen. Die Aufnahmen
wurden nach einer Belichtungszeit von 4, 2 und 1 s gemacht. Das griine Signal stellt die gebundene fluoreszierende Ap
dar. Probenbereiche ohne gebundene Ap dienten als Hintergrundkontrollen und zeigten auch bei der héchstméglichen
Belichtungszeit (4 s) kein Signal.

eGFP-Snakinl - 10 pM

eGFP-Snakinl - 5 pM

Bemerkenswert ist, dass die fluoreszierenden Ap mit der Dino-Lite-Kamera leicht zu erkennen
waren und hauptséchlich auf dem blanken Aluminium beobachtet wurden, entsprechend dem
gitterartigen Muster, das die makroskopischen Oberflachendefekte in der PU-Beschichtung
darstellt (Abb. 24). Hintergrundkontrollen ohne Ap zeigten kein nennenswertes Signal, was
darauf hindeutet, dass es keine Probleme mit einer mdglichen Aufnahme von stérendem
Anregungslicht gab. Wichtig ist, dass es sich bei den gezeigten Bildern um WY SIWYG-Bilder
(engl. what-you-see-is-what-you-get) handelt, d. h. die Bilder wurden in ,Echtzeit” erzeugt und
erforderten keine Nachbearbeitung, um das von der Ap stammende Fluoreszenzsignal
sichtbar zu machen. Dartiber hinaus war das Dino-Lite-System im Vergleich zum industriellen
Kamerasystem in der Lage, die Ap bei niedrigeren Belichtungszeiten, d. h. 1 s, zu detektieren.

Die hervorragende Leistung des Dino-Lite-Systems zeigte sich auch darin, dass es sogar in
der Lage war, Unterschiede in der Haftung der getesteten Ap aufzuklaren. Wahrend eGFP-
MBP1 nur eine geringe unspezifische Bindung an den PU-Lack zeigte, zeigte eGFP-Snakinl
vor allem bei hohen Konzentrationen (20 uM) eine erhéhte Bindung an den PU-Lack (Abb.
24). Insgesamt ist das Dino-Lite ein wesentlich geeigneteres Fluoreszenzkamerasystem
fur die Analyse von Oberflachendefekten, da es einfacher in der Handhabung ist, eine
bessere Leistung bei der Erkennung von fluoreszierenden Ap aufweist, eine flexible
bzw. mobile Bildaufnahme ermdglicht und keine Nachbearbeitung der Bilder erfordert.

AP 3.2.3 Entwicklung von Demonstratorproben mit verschiedenen Arten von Defekten
in der Oberflachenbeschichtung.

Nachdem ein einfaches gut funktionierendes Kamerasystem fur die Detektion von
fluoreszierenden Ap etabliert worden war, ging es im nachsten Schritt um die Entwicklung von
Demonstratorproben mit verschiedenen Arten von Defekten in den Oberflachenbeschichtung
(Abb. 25). Die Demonstratorproben wurden in enger Zusammenarbeit mit SLA in einem
iterativen Prozess erstellt und weiter optimiert. Es wurde ein 12 x 12 cm Design gewabhlt, das
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(i) deutlich gréRRer ist als die bisher verwendeten 5 x 2 cm Materialproben (Schachbrett) und
(i) die Kompatibilitat mit fluoreszenzmikroskopischen Analysen beibehalt.

Die standardisierten Demonstratorproben wurden mit Sandpapier (Kérnung 600) behandelt

©
spherical
applied D
force
| ll conical
AL5754 %

Abb. 22: Beispiel einer 12 x 12 cm grof3en sAL5754-Demonstrator-probe, welche 4 verschiedene Arten von Defekten
in der PU-Lackschicht enthalt.

und anschlieBend mit 100% Isopropanol gereinigt und mit einer Schicht schwarzem PU-
Sprihlack beschichtet. Jeder Demonstrator war in 4 Quadranten unterteilt, die
unterschiedlichen Behandlungen unterzogen wurden, um verschiedene Arten von Defekten in
der PU-Lackschicht zu erzeugen. Zu den eingebrachten Defekten gehérten (A) ein
Schachbrettmuster, das makroskopische Defekte darstellt, welches mit einem speziellen
schmalen Abdeckband vor dem Auftrag der Lackierung erzeugt wurde. (B) Skalpell-Kratzer
und punktuelle Penetrationsdefekte, die entweder mit einer (C) kugelférmigen oder (D)
konischen Metallspitze eingebracht wurden. Die punktuellen Penetrationsdefekte wurden mit
einer Kraft von 1,5 kKN bzw. 2,5 kKN von der lackfreien Rickseite aus eingebracht. Es wurde
eine ringférmige Unterlage verwendet, um periphere Schaden aufgrund von Druck auf den
Bereichen um die Einstichstelle zu minimieren (Abb. 25). Nach dem Einbringen der
punktuellen Einstiche wies das Blech eine leichte Biegung auf.

AP 3.2.4 Detektion von Oberflachendefekten in Demonstratorproben.

Die groliere Oberflache der Demonstratorproben erforderte eine Steigerung der Produktion
und Reinigung der fluoreszierenden Ankerpeptide sowie eine Anpassung des Ap-
Adhéasionsverfahren. Um eGFP-MBP1 und eGFP-Snakinl in groReren Mengen zu
produzieren, wurden Bakterienkulturen in gréRerem Maf3stab (100 — 500 mL) angesetzt. Die
erhaltenen Ap-Praparate wiesen eine fir weitere Experimente ausreichende Reinheit auf. Die
gereinigten Ap wurden in Bindungspuffer (50 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NacCl) in einem
angemessenen Endvolumen auf eine endgtiltige Ap-Konzentration von 5 uM verdiinnt, so dass
die Demonstratorprobe vollstandig in einem passenden Container bedeckt war. AnschlieRend
wurde die Demonstratorproben mit der Ap-Lésung 30 - 90 Minuten bei Raumtemperatur unter
leichtem Schatteln inkubiert, um die Ap-Haftung zu ermdglichen. Um nicht gebundene Ap zu
entfernen, wurden die Proben aus der Ap-Losung genommen und kurz in Bindungspuffer (1,7
L) gespilt, woraufhin tUberschissige Flissigkeit mit einem fusselfreien optischen Papiertuch
abgetropft wurde. Schlie3lich wurden die Proben in einem Laminar-Flow-Werkbank getrocknet
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und dann mit dem Fluoreszenzmikroskop und dem Dino-Lite-Kamerasystem analysiert.
Entsprechende repréasentative Bilder sind in Abb. 26 dargestellt.
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Abb. 23: Erkennung verschiedener Arten von Oberflachendefekten in der PU-Beschichtung auf sAL5754 durch
materialspezifische Bindung der fluoreszierenden Ap (A) eGFP-Snakinl und (B) eGFP-MBP1.

Entscheidend ist, dass das Dino-Lite-Kamerasystem die verschiedenen Arten von Defekten
nach der materialspezifischen Bindung der fluoreszierenden Ap effektiv erfassen konnte. Bei
der Verwendung von eGFP-Snakinl waren die Fluoreszenzsignale im Allgemeinen intensiver
als bei der Verwendung von eGFP-MBP1. Dieser Effekt lasst sich durch eine starkere
Adhasion von Snakinl an das Material erklaren. Aber auch hier konnte das Dino-Lite eine
unerwinschte héhere Hintergrundbindung an die PU-Beschichtung von eGFP-Snakinl als von
eGFP-MBP1 feststellen (Abb. 26). Die Analyse der molekularen Eigenschaften von eGFP-
Snakinl und eGFP-MBP1 mittels DLS deutet darauf hin, dass eGFP-Snakinl eher zur
Selbstassoziation neigt als eGFP-MBP1, was zu der beobachteten hoheren Fluoreszenz-
intensitat und der erhéhten Hintergrundbindung beigetragen haben kdnnte. Insgesamt macht
die hohere Bindungsspezifitat von eGFP-MBP1 gegeniiber sAL5754 eGFP-MBP1 besser
geeignet fur die Erkennung von Oberflachendefekten.
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Die bessere Leistung von eGFP-MBPL1 bei der Erkennung von Defekten zeigt sich auch darin,
dass Oberflachendefekte, die bei Verwendung von normalem Weil3licht kaum sichtbar waren,
durch die Fluoreszenz des gebundenen eGFP-MBP1 deutlicher sichtbar werden. Beispiele
hierfir sind in Abb. 26B fir kleinere Skalpell-Kratzer (durch weil3e Kreise gekennzeichnet) und
fur einige 1,5 kN Punktpenetrationsdefekte zu sehen. Es ist zu erwdhnen, dass auf den Bildern
auch manchmal stark fluoreszierende kleine runde Punkte zu sehen waren, die nicht auf
Oberflachenfehler zurtickzufiihren sind. Bei diesen Stellen handelt es sich wahrscheinlich um
Staub oder andere feine Partikel aus der Umgebung, die intrinsische fluoreszierende
Eigenschaften haben oder durch die Ap-Bindung fluoreszierend geworden sind. Solche
Vorkommnisse sollten bei der Entwicklung der Software zur Fehlererkennung bericksichtigt
werden, da diese in der Lage sein sollte, die Defekte vom Stdrsignal zu unterscheiden.

Ein weiterer Vorteil des Dino-Lite gegentber der Industriekamera ist die Tatsache, dass es
einen grélBeren Probenbereich abdecken kann (Abb. 27). Wéahrend das Fluoreszenz-
mikroskop einen Sichtbereich von nur ~0,8 x 1,1 mm (bei 10-facher VergréRerung) abdeckt,
deckt das industrielle Kamerasystem ~1,4 x 1,4 cm ab. Bei diesen beiden Systemen fuhren
bereits kleine Anderung des Abstands der Optik zu den untersuchten Objekten zu unscharfen
Bildern. In scharfem Kontrast dazu kann der Arbeitsabstand des Dino-Lite aufgrund des
manuell einstellbaren Sichtfeldes leichter variiert werden, was eine gréRere Erfassung des
Probenbereichs ermdglicht (Abb. 27). Es ist jedoch zu beachten, dass bei identischen
Beleuchtungsbedingungen eine VergréRerung des Abstands zwischen Objekt und Dino-Lite
zu einer Abnahme des von der Kamera erfassten Fluoreszenzsignals fihrt (Abb. 27, vergl.
Fluoreszenzbilder von rechts nach links).

~6cm
~3.5cm
~2.5cm

~8cm ~45¢cm ' ~3cm

Abb. 24: Die Einstellbarkeit der Dino-Lite-Kamera erméglicht die Erfassung von Probenflachen unterschiedlicher GroRe.

Insgesamt erwies sich die Dino-Lite-Kamera als ein wesentlich einfacheres und
robusteres optisches System fir die Visualisierung von Oberflachendefekten, mittels
materialspezifischer Adhéasion der fluoreszierenden Ap. Mit diesen Ergebnissen ist der
wichtigste Teil des letzten Meilensteins MS5 erflllt. Der bewegliche/rollende Aspekt von
MS5 in Bezug auf das Kamerasystem kann dadurch geldst werden, dass das Dino-Lite leicht
von Hand bedient werden kann, so dass Objekte dynamisch untersucht werden kénnen. Dabei
sind jedoch mehrere Aspekte kritisch zu beachten. Erstens muss sich das untersuchte Objekt
in einer dunklen Umgebung befinden, um Streulicht zu vermeiden, das das Fluoreszenzsignal
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storen konnte. Zweitens muss die Kamerabewegung mit den fir die Aufnahme von
Bildern/Videos verwendeten Belichtungszeiten kompatibel sein. Erste Versuche, Defekte unter
dynamischen Bedingungen mit der verfigbaren Hardware zu detektieren, waren
vielversprechend. Zu diesem Zweck wurde das Dino-Lite in einer festen Paosition in der
geschlossenen Fotobox montiert und die Proben wurden langsam manuell unter der Kamera
bewegt. Die dabei aufgenommenen kurzen Videos zeigten eine erfolgreiche Erfassung der
Oberflachendefekte. Allerdings waren die Aufnahmen nicht immer fokussiert, was zeigt, dass
die Bewegung so abgestimmt/automatisiert werden muss, dass sie mit den fir den Nachweis
der emittierten Fluoreszenz erforderlichen Belichtungszeiten kompatibel ist.

AP 3.3 Bildverarbeitungs-Algorithmen.
Status: Erfolgreich abgeschlossen (LfB).

In der Anfangsphase des Projekts wurde die Datenerfassung mit Hilfe der Vimba-Software fir
den Betrieb des industriellen Kamerasystems durchgefihrt. Die inharenten Einschrankungen
der Softwarearchitektur von Vimba machten es jedoch fir automatisierte Bildakquisitions-
aufgaben, die fur die Projektziele entscheidend waren, ungeeignet. Die Konfiguration des
industriellen Kamerasystems ist durch eine Vielzahl von Hyperparametern gekennzeichnet,
wie beispielsweise Belichtungszeit, Modi der Blitzlichtkameraaktivierung und die Frequenz des
Blitzlichtaktivierungssignals. Die manuelle Anpassung dieser Hyperparameter ist nicht nur
arbeitsintensiv, sondern angesichts des Umfangs und der geforderten Préazision auch
unpraktisch. Dartber hinaus erforderte das Projekt die Integration angepasster
Bildverarbeitungsalgorithmen, einschlie3lich der Vor-/Nachbearbeitung von Bildern und dem
Einsatz von maschinellen Lernalgorithmen zur Erkennung von Strukturrissen.

AP 3.3.1 Software-Entwicklung.

Um den Projektanforderungen gerecht zu werden, wurde ein anspruchsvolles und flexibles
Software-Framework entwickelt. Hiermit sollten nicht nur die durch das initiale Kamerasystem
gestellten Einschrankungen adressiert werden, sondern auch komplexe Verarbeitungs-
workflows eingebettet werden kénnen, die fir eine effektive Analyse und Interpretation der
erfassten Daten unerldsslich sind. Die entwickelte Softwareldsung lasst sich nahtlos in
unterschiedliche Hardwarekonfigurationen integrieren, erlaubt es, den Prozess der
Hyperparameteroptimierung zu automatisieren, und erleichtert die Implementierung
modernster Bildverarbeitungs- und maschineller Lernalgorithmen. Dadurch wurde die
Akquisition von qualitativ hochwertigen Daten ermoglicht und ein Testen verschiedener
Aufnahmeszenarien realisiert. Abb. 28 zeigt die allgemeine, webbasierte, benutzerfreundliche
Software, die am LfB entworfen und entwickelt wurde. Der Benutzer kann nicht nur die
Konfiguration Uber die GUI (Graphical User Interface)-Oberflache andern, sondern auch per
Remote-Zugriff auf die GUI und den Datenbankserver zugreifen. Abb. 29 zeigt die
Gesamtsoftwarearchitektur, die drei verschiedene Softwaremodule umfasst: Datenerfassung,
Algorithmen und Visualisierung. Es wurden dabei ausschlie3lich Open-Source APIs wie
Streamlit, InfluxDB und ZMQ ausgewabhlt, um sicherzustellen, dass die Software mit minimalen
Kosten bereitgestellt und gewartet werden kann.

Seite | 31



How to use bompy?

Abb. 26: Beispielbild der entwickelten Erkennungssoftware mit zahlreichen interaktiven Funktionen die Uber eine
webbasierte Benutzerschnittstelle realisiert wurden. Die angepasste Software wurde mithilfe von frei verfiigbaren
Bibliotheken wie Streamlit umgesetzt und verwendet u. a. einen InfluxDB-Datensatz und benutzerfreundliche
Bedienfelder.
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Abb. 25: Allgemeine Softwarearchitektur, mit den drei Hauptbereiche: automatisches Datenerfassungssystem,
Algorithmen sowie Datenspeicherung und -visualisierung.

Seite | 32




AP 3.3.2 Entwicklung von Algorithmen.

Die erzeugten Bilder wurden wiederum verwendet, um ein CNN-basiertes KlI-Modell zu
trainieren, das es erlaubt, Oberflachenfehler effektiv zu identifizieren. Nachdem die generelle
Funktionalitat des Ansatzes bereits bestétigt werden konnte, wurde das Kl-Modell in den
finalen Optimierungsiterationen im Hinblick auf Datenknappheit verfeinert. Ziel war es, mit
einer stark begrenzten Anzahl an Trainingsdaten eine hohe Genauigkeit bei der
Objekterkennung zu erreichen. Bei Verfiigbarkeit von zusatzlichen Trainingsdaten sollte
jedoch weiterhin die Genauigkeit des Modells gesteigert werden kénnen. Die Rechen-
anforderungen an die automatisierten Auswertealgorithmen wurden zudem minimiert, um eine
Anwendung auf tragbaren Geraten wie Laptops gewahrleisten zu kdnnen und so die finale
Anwendung der gesamten Analysepipeline direkt am zu untersuchenden Objekt durchfihren
zu kénnen.
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Abb. 27: Anpassung des PatchCore-Algorithmus fir BioMeasure.

PatchCore (Abb. 30) arbeitet nhach dem Prinzip der Merkmalsextraktion gefolgt von einer
Suche nach dem néchsten Nachbarn innerhalb der Merkmalsdatenbank (engl. memory bank).
Hierfir verwenden wir ein vortrainiertes tiefes Convolutional Neural Network (CNN), um
Merkmalsreprasentationen von Bildausschnitten zu extrahieren. Diese Merkmale erfassen im
Idealfall alle relevanten Informationen, wie die Textur oder Oberflache fehlerfreier Proben
aussehen sollte. Sobald das Modell mit Bildern von normalen, rissfreien Oberflachen trainiert
wurde, kann es neue Bilder bewerten, indem es deren extrahierte Merkmale mit der normalen
Merkmalsdatenbank vergleicht. Der Algorithmus setzt diesen Vergleich effizient mit einem
Core-Set-Ansatz um, der die Rechenkosten erheblich reduziert, indem er eine reprasentative
Teilmenge des gesamten Datensatzes beibehdlt.

FUr die Rissdetektion unterscheidet PatchCore zwischen normalen und anomalen
(,gerissenen“) Ausschnitten basierend auf der Ahnlichkeit ihrer Merkmale mit der gelernten
normalen Datenbank. Anomalien werden identifiziert, wenn der Merkmalsabstand zwischen
einem Testbildausschnitt und dem n&chsten Nachbarn im Core-Set einen bestimmten
Schwellenwert tGberschreitet, was auf eine Abweichung vom normalen Erscheinungsbild der
Oberflache hindeutet. Diese Methode ist besonders effektiv bei der Erkennung von subtilen
und feinkdrnigen Anomalien (z.B. Risse), die moglicherweise nicht leicht sichtbar und durch
traditionelle Bildverarbeitungstechniken nicht ausreichend unterscheidbar sind. Die Starke von
PatchCore liegt in der Fahigkeit, mit hochdimensionalen Daten umgehen zu kénnen und auch
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in komplexen visuellen Kontexten eine hohe Erkennungsgenauigkeit zu gewéhrleisten. Daher
ist dieser Ansatz gut fiir die automatisierte Rissdetektion bei der Uberwachung kritischer
Infrastrukturen geeignet, wo Zuverlassigkeit und Prézision von gré3ter Bedeutung sind. Da fiir
die Implementierung lediglich Abhangigkeiten von Open-Source-Bibliotheken und -Frame-
works bestehen, ist die Methode potenziell auch fir die Anwendung in verschiedenen
industriellen Kontexten und Forschungsanwendungen einsetzbar (z.B. fur die Zustands- und
Sicherheitstiberwachung von Gebauden, StraRen, Bricken und anderer Kkritischer
Infrastruktur).

AP 3.3.3 Datenbank und Annotationsoftware.

Im néchsten Schritt wurde mit dem performanteren Dino-Lite-Kamerasystem ein umfassender
Datensatz aufgenommen, um den Algorithmus zur Risserkennung zu entwickeln und dessen
Performance quantitativ bewerten zu kénnen. Zunachst wurde der Datensatz nach der
Erfassung in einem o6ffentlichen Repository gespeichert, um die Transparenz und
Reproduzierbarkeit zu gewahrleisten. Fur die Annotation haben wir mehrere State-of-the-Art-
Tools wie COCO-Annotator, Label Studio und andere getestet. Letztendlich entschieden wir
uns aufgrund seiner vorteilhaften Eigenschaften fir Label Studio: Es ist Open-Source,
benutzerfreundlich, serverlos und weist eine geringe Rechenbelastung auf. Abb. 31 und Abb.
32 zeigen die Annotationsergebnisse sowie die grafische Benutzeroberflache (GUI) zur
Erstellung von Masken.

Image Mask

Abb. 28: Originalbild mit seiner zugehdrigen bindren Maske. Fur jedes erfasste Bild haben wir die
jeweilige binare Maske annotiert. Alle annotierten Bilder werden in PNG-Format gespeichert.

Fur alle erfassten Bilder wurden binare Maskenbilder zur Markierung der Zielregionen erstellt
(z. B. Schaden innerhalb der Oberflachenbeschichtung, Verformungen und kleine Ldcher).
Das bindre Maskenformat vereinfacht das Training neuronaler Netzwerkalgorithmen wie
PatchCore und WinCLIP zur Leistungstberprifung.
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Abb. 31 zeigt die GUI der implementierten Annotationssoftware. Diese webbasierte Software
bietet einen serverlosen Betrieb sowie eine sehr intuitive Benutzeroberflache mit Funktionen
wie Fernzugriff, Online-Login, lokalen Datenbanken, Multi-User-Support und mehr. Mit diesem
Tool konnten wir alle Bilder innerhalb einer Stunde annotieren, wahrend herkdmmliche
Methoden mehrere Tage in Anspruch nehmen wirden. Nach Abschluss des
Annotationsprozesses konnte der annotierte Datensatz in verschiedenen Formaten exportiert
werden, darunter JSON, CSV und binare Maskenbilder. Die Software wurde zukunftssicher
entwickelt und gewadhrleistet eine nahtlose Integration in Machine-Learning- und Open-
Source-Pipelines.

LobelStudic = Projscts | BiodMonitoring / Labaling

image W w1 3+ @ v

= Update

Abb. 29: Webbasiertes Online-Annotationstool fir die Defektkennung. Mit dem Tool kann die Zielregion (Riss)
einfach per Cursor maskiert werden. Die GUI ermdglicht die gleichzeitige Annotation durch mehrere Benutzer.

AP 3.3.4 Weiterentwicklung des Kl-Algorithmus.

Der KI-Algorithmus zur Erkennung von Oberflachendefekten (s. Abb. 33) wurde weiter-
entwickelt und von Modellen wie WinCLIP und PatchCore inspiriert. Die Hauptziele des
Entwicklungsprozesses waren:

1. Minimierung der Grol3e des erforderlichen Trainingsdatensatzes.
2. Erreichen von schnellen Inferenzzeiten.
3. schneller Einsatz und Kompatibilitdt mit dem neuesten vortrainierten Modell.

Um diese Ziele zu erreichen, haben wir ausschlief3lich auf Open-Source-Pipelines wie CLIP,
GroundingDINO und SAM als Basismodelle zurlckgegriffen. Da die urspringlichen
vortrainierten Modelle nicht speziell fir unsere Anwendung konzipiert waren, wurden mehrere
notwendige Erweiterungen in das Design der optimierten Inferenzpipeline integriert, darunter
Knowledge Distillation, Sliding Window-Methoden und Text Prompt Engineering. Mit nur
minimalem Einsatz von Rechenressourcen konnte dadurch eine hohe Leistung bei der
Anomalieerkennung bzw. Defekterkennung erzielt werden. Der etablierte Algorithmus
erreichte eine AUROC von 89 % und einen F1-Score von 90 %. Abb. 34 und Abb. 35 zeigen

Seite | 35



die Effektivitat des Modells bei der Detektion und unterstreichen, dass der Algorithmus
regelmafig geformte Strukturen wie Locher und Gittermuster effektiv erkennen kann.
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Abb. 30: Der Algorithmus verwendet ein vortrainiertes neuronales Netzwerk und ein graphenbasiertes Faltungsnetzwerk, um
Merkmale von Mikrorissen zu erlernen und zu extrahieren. Er kann sowohl patchweise als auch pixelweise Risserkennung in
Echtzeitanwendungen durchfiihren. Der benutzerfreundliche Algorithmus erfordert nur einen relativ kleinen Datensatz fur das
Training. Die Trainings- und Testprozesse sind in der obigen Abbildung dargestellt. Aul3erdem haben wir unseren Algorithmus
mit der Fahigkeit zur Zero/Few-Shot-Detektion und -Segmentierung ausgestattet, indem wir ein Vision-Language-Modell
(VLM) angepasst haben.

Abb. 31: Ergebnisse der Anomalieerkennung und Segmentierung. Abbildung (A) und (B) zeigen die Anwendung des Sliding-
Window-Ansatzes mit vordefinierten Bounding-Boxen als Suchbereich flr potenzielle Defekten. Der Algorithmus erzielt eine
nahezu perfekte Segmentierung. Abbildung (C) zeigt, dass auch eine sehr gute Instanzsegmentierung erreicht wird, bei der
mehrere Defekte gleichzeitig erkannt und mit unterschiedlichen Farben markiert werden.
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Image Predict
Abb. 32: Anomalieerkennung und Segmentierungsergebnisse fir gitterartige Strukturen. Der Algorithmus erkennt effektiv das

Gittermuster und ignoriert weitgehend zufallige Storsignale.

Um die Leistung des Algorithmus weiter zu Uberprifen, wurde die gewahlte Pipeline an
unregelmafig geformten Zielstrukturen wie Kratzern und punktuellen Defekten getestet. Eine
der grof3ten Herausforderungen besteht darin, dass der Algorithmus zur Fehlererkennung in
der Lage sein muss, die unregelmafigen Defekte von Stérsignalen zu unterscheiden. Diese
zufélligen Stérungen werden hauptsachlich durch Aerosole (Staubpartikel oder Tropfchen)
verursacht. Der Algorithmus zeigte eine deutliche Reduzierung der Falsch-Positiv-Rate, indem
er lediglich die relevanten Zielstrukturen erkennt, wie in Abb. 36 dargestellt.

Abb. 33: Anomalie-Segmentierung fur unregelmaRige Formen. (A) und (B) zeigen die Leistung des Modells bei der Erkennung
von Kratzern in der PU-Beschichtung. Abbildung (C) zeigt die Leistung des Modells bei der Erkennung unregelmaRiger
Punkturdefekte.

Durch die ausgekliigelte Segmentierung konnen unnétige Rauscheffekte weitgehend
eliminiert werden. Die Leistungsfahigkeit des gewahlten Algorithmus hangt jedoch stark von
der Grof3e der verwendeten Sliding-Windows ab. Bei groReren Sliding-Windows verschlechtert
sich die Leistung signifikant, da das grofRere Suchfeld das Risiko von Fehlklassifikationen
erhoht. Diese Herausforderung unterstreicht die Wichtigkeit einer prazisen Parametrierung fur
die spezifische Anwendung. Da der Algorithmus mit einem sehr begrenzten Datensatz
(weniger als 10 Bilder) feinjustiert und trainiert wurde, besteht das Potenzial, die Leistung des
Modells durch die VergréRerung des Trainingsdatensatzes erheblich zu steigern. Ein gréRerer
und vielfaltigerer Datensatz wirde dem Modell ermdglichen, besser mit der Variabilitat
unregelmafiger Zielstrukturen umzugehen, was zu einer weiteren Verringerung der Falsch-
Positiv-Rate und einer verbesserten Erkennung von feineren oder kleineren Anomalien fiihren
kénnte. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der Algorithmus trotz des geringen
Trainingsumfangs vielversprechende Ergebnisse liefert. Durch die Optimierung der Sliding-
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Window-Grof3e sowie die Erweiterung des Trainingsdatensatzes kénnte die Detektions-
genauigkeit fur unregelmafiige und reguléare Zielstrukturen in industriellen Anwendungen
weiter verbessert werden.

AP 3.4 Vergleich mit geometrischem System und AP 3.5 Bewertung der Robustheit
Status: Abgeschlossen (siehe AP3.3 - SLA, ABBt, LfB).

AP 4 Uberfuhrung in ein industriell anwendbares Konzept (AP 4.1 - 4.3).

Status: Nicht begonnen. Aufgrund der technischen Komplikationen und der verschiedenen
Verzégerungen im Projekt wurden nach einem Treffen mit Vertretern des Projekttrégers
realistisch erfiillbare Meilensteine neu formuliert. Die Projektpartner (SLA, ABBt, LfB) und der
Projekttrager hielten es nicht fir sinnvoll, das Projekt in der jetzigen Form auszugriinden.

2. Darstellung der wichtigsten Positionen des zahlenmaligen Nachweises

Fur die Laufzeit von 2 Jahren und 6 Monate (kostenneutral verlangert um 3 Monate) fielen
folgende Personalkosten an: ABBt: 19 PM E13; SLA: 17.7 PM E13 und eine studentische
Hilfskraft (9743.51€), LfB: 19.5 PM E13 und HiWi (8983,74€) an. Verbrauchsmittel und
Dienstreisen wurden gemafl Antrag verausgabt. Reisekosten dienten hauptséchlich zur
Teilnahme der Projektmitarbeiter an Projektmeetings und Tagungen. Im Rahmen des Projekts
wurde an einer Schulung Uber die korrekte und sichere Anwendung des Farbeindring-
verfahrens teilgenommen. Die Farbeindringprifung ist eine zerstérungsfreie Priftechnik (ZfP),
die zum Erkennen von Oberflachendefekten wie Rissen, porésen Stellen und anderen
Anomalien in Werkstoffen wie Metallen, Kunststoffen und Keramiken angewandt wird.

3. Darstellung der Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Die beantragten Mittel fir die experimentellen und rechnerischen Arbeiten kbnnen nicht tber
die universitare Grundausstattung bereitgestellt werden. Die experimentelle Durchfuhrung und
der erfolgreiche Abschluss der beantragten Verbundarbeit waren nur durch die finanzielle
Unterstitzung des BMBF mdglich. Insbesondere die Personalkosten, aber auch die
Sachkosten konnten nicht durch Haushaltsmittel gedeckt werden, was die aufgewendeten
Mittel im Rahmen des Projektes rechtfertigt. Die fachspezifische Grundausstattung fir das
Projekt wurde vom Lehrstuhl fir Biotechnologie, dem Institut fur Strukturmechanik und
Leichtbau sowie dem Lehrstuhl fiir Bildverarbeitung zur Verfligung gestellt. Im Laufe des
Projekts wurde das notwendige optische Aufnahmesystem angeschafft, welches eine
hochauflésende Industriekamera, einen Laptop, Objektive, eine blaue LED-Leuchte zur
Fluorophoranregung sowie verschiedene optische Filter umfasst. Um dem hohen
Kapazitatsbedarf fur die Herstellung und das Screening der verschiedenen Ap-
Fusionskonstrukte abzudecken, wurde ein Schttler fur Mikrotiter- und Deep-Well-Platten
angeschafft. Fir die direkte Vor-Ort-Detailuntersuchung von Testproben, die mechanisch
belastet und/oder mit Oberflachenfehlern versehen wurden, wurde ein Digitalmikroskop
angeschafft.
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4, Voraussichtlicher Nutzen, Verwertbarkeit der Ergebnisse im Sinne des
fortgeschriebenen Verwertungsplans

Im Rahmen des Projektes Bio4Monitoring wurde eine neuartige biobasierte Technologie fir
den Nachweis von Defekten in PU-Schutzbeschichtungen auf Aluminium etabliert. Diese
neuartige biobasierte Methode zum Nachweis von Oberflachendefekten nutzt das Prinzip der
selektiven Adhasion von Ankerpeptiden an verschiedenen Materialtypen und kann in Prinzip
auf jede Kombination von Schutzschichten und Substratmaterialien Ubertragen werden.
Dieser biobasierte Ansatz hat daher groRes Potenzial, einen wesentlichen Beitrag zur
Biotransformation der industriellen zerstérungsfreien Prifung (ZfP oder engl. NDT) bei der
Zustandsiberwachung von Leichtbaumaterialien und -strukturen zu leisten. Je zuverlassiger
auch kleine Defekte erkannt werden, desto langer kann das Priifintervall gewéahlt werden, was
Kosten, Material und die Umwelt schont. Im Bereich Software wurde eine Analysepipeline
entwickelt, die eine automatisierte Datenerfassung, die Ansteuerung von Analysealgorithmen
und die Visualisierung der aufgenommenen Proben erlaubt und aufgrund der Nutzung von
Open-Source Softwarepaketen unmittelbar in andere Umgebungen integriert werden kénnte.
Aufgrund der dateneffizienten Algorithmen, die auch mit wenig Annotationen akkurate
Defektdetektionen erzielen kénnen, wirde eine Adaption auf ein neues Anwendungsfeld
voraussichtlich mit sehr Uberschaubarem Annotations- und Implementierungsaufwand
realisiert werden koénnen. Die etablierte Ankerpeptid-basierte ZfP-Methode stellt einen
neuartigen biobasierten Ansatz fiir die Detektion und Erkennung von Oberflachendefekten in
Schutzschichten auf Metallen dar, mit Potenzial fur (i) die weitere Entwicklung in Hinblick auf
hohere TRL, (ii) die Zusammenarbeit mit Unternehmen sowie (iii) die Softwareentwicklung. In
diesem Zusammenhang ermdoglichte die Teilnahme an den Bio4MatPro-Statusseminaren und
einem Kurs zum ZfP-Farbeindringverfahren den Wissensaustausch und die Einbeziehung
alternativer Technologien sowie die Identifizierung komplementarer Fachkenntnisse und
Partner, z. B. im Bereich der Materialkorrosion und der Herstellung von hochwertigen
Polymermaterialien wie Polyurethane. Zusammengenommen kodnnen die erzielten
Ergebnisse als Grundlage fur weitere Forschungen im Bereich der Biologisierung des Bau-
und Ingenieurwesens genutzt werden, um sich fur Ausschreibungen zur Entwickelung von
Kern-Technologien zur Losung von Umweltproblemen, z.B. im Rahmen von Horizon Europe
oder BMBF, zu bewerben.

5. Darstellung der wahrend der Durchfiihrung des Vorhabens dem ZE bekannt
gewordenen Fortschritts auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Fluoreszenzbasierte Ansatze im Bereich der Uberwachung des Materialzustands (SHM)
gewinnen erheblich an Bedeutung. In mehreren neueren Vero6ffentlichungen werden auf
Lumineszenz oder Fluoreszenz basierende Ansétze zur Uberwachung struktureller Schaden
an Materialien beschrieben??2324, Die beschriebenen Systeme beruhen auf dem Einschluss
von lumineszierenden/fluoreszierenden Reportermolekilen in verschiedene polymere
Materialien. Fur die etablierten Systeme konnte ein quantitativer Zusammenhang zwischen
der angewandten mechanischen Belastung und der Lumineszenz-/Fluoreszenzintensitat bzw.
Farbe nachgewiesen werden. Ein wichtiger Nachteil dieser ,selbstberichtenden“ Systeme ist
jedoch, dass der erforderliche Einbau der Reportermolekile die physikalischen Eigenschaften

22 Magrini et al. (2021); Tough Bioinspired Composites That Self-Report Damage. ACS Appl. Mater. Interfaces; 13(23): p. 27481-27490.

2 Davis et al. (2021); Activation of Mechanophores in a Thermoset Matrix by Instrumented Scratch. ACS Appl. Mater. Interfaces; 13(46): p. 55498-
55506.

24 Sagara et al. (2021); Mechanically Responsive Luminescent Polymers Based on Supramolecular Cyclophane Mechanophores. J Am. Chem.
Soc.; 143(14): p. 5519-5525.
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des untersuchten Materials verandern kann. Im Gegensatz dazu verandert unser neuartiger,
auf fluoreszierenden Ankerpeptiden basierender Ansatz fir SHM die intrinsischen
Eigenschaften der untersuchten Materialien nicht, da die Ankerpeptidbeschichtungen nur auf
die Materialoberflache aufgebracht werden, von der sie durch ein einfaches Waschverfahren
mit einer wassrigen Losung leicht entfernt werden kdnnen. Dariiber hinaus ermdglicht unser
auf Ankerpeptiden basierender Ansatz eine malRgeschneiderte Anpassung der Ankerpeptide
fur eine selektive Bindung an jedes beliebige Material. Ein solches Selektivitatsmerkmal ist fir
die ,selbstberichtenden” Systeme noch nicht beschrieben worden.

Desweitere werden Fluoreszierende magnetische Partikel in der zerstérungsfreien Prifung
(NDT) von Oberflachendefekten in Metallen eingesetzt?>. Wu et al. (2023) berichteten tber
eine Lern-gestitzte Risserkennung und 3D-Lokalisierung fur die automatisierte Prifung mit
fluoreszierenden magnetischen Partikeln. Die vorgestellte Methode ermdglicht die Erkennung
von Rissen im Millimeterbereich und beruht auf der "Leckage" des Magnetfelds am
Oberflachendefekt, welche eine lokale Anhaufung von Magnetpartikeln  mit
Fluoreszenzfarbstoffen bewirkt. Die entsprechenden Materialdefekte wiederum werden durch
die Anwendung von ultraviolettem Licht sichtbar gemacht. Wéahrend diese Methode auf
chemische Farbstoffe und schadliches (fur den Bediener und UV-empfindliche Materialien)
ultraviolettes Licht angewiesen ist, stellt unsere auf fluoreszierenden Ankerpeptiden
basierende Methode zur Erkennung von Oberflachendefekten einen biobasierten Ansatz dar,
der auf nicht schadlichem sichtbarem Licht fur die Fluoreszenzanregung beruht und darauf
abzielt, Defekte im pm- statt im mm-Bereich zu erkennen. Dartber hinaus kénnen die
Ankerpeptide fur die selektive Haftung an Oberflachen beliebiger Materialien mafRgeschneidert
werden, so dass dieser Ansatz nicht auf magnetisierbare Metalle beschrankt ist. In der
aktuellen wissenschaftlichen Entwicklung basiert die Gestaltung von Algorithmen zur
Anomalieerkennung zunehmend auf der Anwendung grof3er, grundlegender Modelle,
insbesondere quelloffener Modelle wie CLIP?. Diese Ansétze bieten den signifikanten Vorteil,
dass die aufwendige Erhebung umfangreicher Trainingsdatensatze umgangen werden kann,
welche in realen Einsatzszenarien haufig eine erhebliche Herausforderung darstellt. Dariiber
hinaus haben weitere quelloffene Vision-Language-Modelle, wie beispielsweise GPT-402, eine
zentrale Bedeutung fur die Anomalieerkennung, insbesondere in Bereichen der logikbasierten
Anomalieerkennung, wo die Kombination aus textbasierten und visuellen Merkmalen eine
essenzielle Grundlage fir eine robuste und effiziente Detektion bildet.

6. Darstellung der erfolgten und geplanten Veroéffentlichung der Ergebnisse

2022 Bio4MatPro Jahrestagung, 5 — 6 Oktober, Aachen, Deutschland.

Poster

Patrick J. Bakkes, Tetiana Kurkina, Felix Jakob, Markus Gastens, Dorit Merhof, Kai-Uwe Schroder, Ulrich
Schwaneberg — BL5-1: Bio4Monitoring — Anchor peptide-based monitoring of structural health of lightweight
materials.

Vortrag
Kai-Uwe Schrider — BL5-1 Bio4Monitoring — Ankerpeptid basierte Uberwachung von Leichtbaustrukturen.

25 Wu et al. (2023) - A learning-based crack defect detection and 3D localization framework for automated fluorescent magnetic particle inspection;
Expert Systems with Applications; 214:118966.

1 Radford, Alec, et al. "Learning transferable visual models from natural language supervision." International conference on machine learning. PMLR,
2021.

2 Achiam, Josh, et al. "Gpt-4 technical report." arXiv preprint arXiv:2303.08774 (2023).
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2022 Forschungsverbund der Modellregion Biodkonomie im Rheinischen Revier
Vernetzungskickoff, 18 Oktober, Aachen, Deutschland.

Poster

Patrick J. Bakkes, Tetiana Kurkina, Felix Jakob, Markus Gastens, Dorit Merhof, Kai-Uwe Schrdder, Ulrich
Schwaneberg — BL5-1: Bio4Monitoring — Anchor peptide-based monitoring of structural health of lightweight
materials.

2023 Bio4MatPro Jahrestagung, 24 — 25 Mai, Dusseldorf, Deutschland.

Poster

Patrick J. Bakkes, Tetiana Kurkina, Markus Gastens, Er Jin, Felix Jakob, Johannes Stegmaier, Kai-Uwe Schroder,
Ulrich Schwaneberg — BL5-1: Bio4Monitoring — Anchor peptide-based monitoring of structural health of lightweight
materials.

Vortrag
Patrick J. Bakkes — BL5-1 Bio4Monitoring — Anchor peptide-based monitoring of structural health of lightweight
structures.

2024 Bio4MatPro Jahrestagung, 6 — 7 Mai, Henkel, Dusseldorf, Deutschland.

Poster

Patrick J. Bakkes, Er Jin, Tetiana Kurkina, Markus Gastens, Johannes Stegmaier, Kai-Uwe Schroder, Ulrich
Schwaneberg — BL5-1: Bio4Monitoring — Anchor peptide-based monitoring of structural health of lightweight
materials.

Vortrag
Johannes Stegmaier — BL5-1 Bio4Monitoring — Anchor peptide-based monitoring of structural health of lightweight
structures.

2025 — Eine Veroffentlichung zum Thema ,LogicAD: Explainable Anomaly Detection via VLM-
based Text Feature Extraction wurde auf Basis des vorgelegten Konzeptnachweises erstellt
und beschaftigt sich mit einer Logik-bezogenen Anomalieerkennung mittels autoregressiver
VLM-Modelle. Das Manuskript wurde fir die ,39th Annual AAAI Conference on Artificial
Intelligence” akzeptiert und wird dort im Rahmen des Konferenzprogramms vorgestellt (25.
Februar - 4. Marz, 2025 in Philadelphia, Pennsylvania, USA).

2025 — Eine Verdtffentlichung zum Thema ,Biobasierte, zerstorungsfreie Strukturiberwachung
von Leichtbaustrukturen und -materialien* ist geplant, die auf dem vorgelegten
Konzeptnachweis fiir die Ankerpeptid-basierte Methode zur Erkennung von Defekten in
Metalloberflachenbeschichtungen beruht.
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