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Zusammenfassung

Optische Sensoren stellen eine einfach anzuwendende, nicht invasive Moglichkeit
zur online-Uberwachung verschiedener Prozesse dar. Sie ermdglichen die Detektion
einer Vielzahl von Analyten. Messungen konnen durch transparente Winde und
damit beriihrungsfrei durchgefiihrt werden, daher sind optische Sensoren besonders
fiir biotechnologische Anwendungen geeignet. Diese Arbeit beschiftigt sich mit zwei

Arten von Sensoren: Optische Chemosensoren und photometrische Sensoren.

Im ersten Teil der Arbeit wird die Optimierung eines fluoreszenzbasierten faser-
optischen Chemosensors beschrieben. Es handelt sich dabei um ein ratiometrisches
Sensorsystem zur Bestimmung von Sauerstoffgehalt und Temperatur. Die Messung
eines internen Referenzsignals soll zur Stabilisierung des Messsignals dienen und ei-
ne Signaldrift durch Ausbleichen des Sensors verhindern. Als Indikator wird eine

Farbstoffmischung aus zwei Octaethylporphyrinen verwendet.

Zundchst wird nach der optimalen Farbstoffzusammensetzung fiir die beiden
Optoden gesucht. Basierend auf der Abhéngigkeit der Lumineszenzsignale der Farb-
stoffmischungen wird eine Kalibrationsmethode erstellt. Im Weiteren werden wichti-
ge Qualitdtsmerkmale des Sensorsystems, wie die Reproduzierbarkeit, die Langzeit-
stabilitat des Signals, die Stabilitit der Farbstoffe gegeniiber Heilldampfsterilisation
und die Ansprechzeit untersucht. Es folgt der Einsatz des Systems in verschiedenen

Modell-Kultivierungen.

Der zweite Teil der Arbeit beschéftigt sich mit der Entwicklung eines Systems zur
online-Messung der optischen Dichte in Schiittelkolben. Das System ermoglicht so-
wohl die Anwendung von Reflexionsmessungen als auch von Streulichtmessungen.
Der Zusammenhang zwischen der mit diesen beiden Methoden gemessenen Lichtin-
tensitdt und der optischen Dichte wird untersucht. Dies geschieht zundchst an Mo-
dellsystemen, an denen aufterdem der Einfluss des Schiittlerbetriebes auf das Mess-
signal untersucht wird. Die Intensitéit des eingestrahlten Lichts wird variiert, um so
den Messbereich zu vergrofiern. Schlieflich wird das Messsystem zur Aufnahme von

Wachstumskurven von Kultivierungen genutzt.

Schlagworte: Chemosensoren, Lumineszenz, interne Referenz, photometrische

Sensoren, Turbidimetrie



Abstract

Optical sensors provide a simple applicable, non invasive possibility for online moni-
toring of different processes. They enable to measure a multitude of analytes. Since
measurements can take place through transparent walls and thus contact-free, opti-
cal sensor are especially suited for biotechnological applications. Within this PhD-
thesis, two types of sensors are described: optical chemosensors and photometric

Sensors.

The first part of this thesis deals with the optimization of a fluorescence-based fiber-
optic chemosensor. It is a ratiometric sensor system to determine oxygen content
and temperature. The detection of an internal reference signal should stabilize the
measuring signal and thereby inhibit a signal drift. A mixture of two octaethylpor-

phyrines is used as indicator.

First, it is searched for the most suitable dye composition for the two optodes.
Based on the dependency of the luminescence signals of the dye mixtures, a cali-
bration method is developed. Further, important charcteristics of the sensor system,
like reproducibility, long-term stability, stability against sterilization by superhea-
ted steam and response time, are examined. Following, the sensor system is tested

during cultivations.

The second part of the thesis is about the development of a system for online-
measurements of optical density in shaking flasks. The system enables the possibili-
ty to measure scattered as well as reflected light. The correlation between the light
intensity measured with the two methods and the optical density is examined. First,
model systems are used, at which also the influence of shaking on the measuring
signal is tested. The intensity of the irradiated light is varied to enlarge the measu-
rement range. Finally the measuring system is used to detect growth curves during

model cultivations.

keywords: chemosensors, luminescence, internal reference, photometric sen-

sors, turbidimetry
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Kapitel 1
Einleitung und Zielsetzung

Zur Analyse und Regelung von Fermentationsprozessen ist die Kontrolle von ver-
schiedenen Variablen unerlisslich. Um schnell auf sich &ndernde Bedingungen reagie-
ren zu konnen, sind online-Analysesysteme wiinschenswert. Eine einfach anzuwen-
dende, nicht-invasive Methode zur online-Uberwachung stellen optische Sensoren
dar. Diese Arbeit beschiftigt sich mit zwei unterschiedlichen Typen von optischen

Sensoren: optischen Chemosensoren und photometrischen Sensoren.

Optische Chemosensoren messen nicht die spektroskopischen Eigenschaften des Ana-
lyten selbst, bei ihnen wird ein Indikator verwendet, dessen spektrospopische Ei-
genschaften sich in Abhdngigkeit vom Analyten dndern. Photometrische Sensoren
dienen zur Messung der Verdnderung eines Lichtstrahls (Intensitét, spektrale Zu-

sammensetzung, etc.) durch Interaktion mit einer Probe.

Beiden Typen ist gemein, dass sie keinen direkten Kontakt zum Medium bendétigen,
die Messungen kénnen beriihrungslos durch eine transparente Wand erfolgen. Dies
ist insbesondere fiir biotechnologische Anwendungen von Vorteil, da so das Infek-

tionsrisiko minimiert wird.

Ein Ziel dieser Arbeit ist es, einen optischen Chemosensor zur Messung von Sau-
erstoffpartialdruck und Temperatur zu optimieren. Das Messprinzip des Sensors
basiert auf dynamischer Lumineszenzloschung. Die Nachteile lumineszenzbasierter
Sensoren sollen durch die Messung eines internen Referenzsignals umgangen werden.
Sauerstoff ist bei vielen Kultivierungen der limitierende Faktor des Zellwachstums
oder auch der Produktbildung, daher stellt der Sauerstoffgehalt eine wichtige Mess-
groke dar. Lumineszenzbasierte Messungen sind generell temperaturabhéingig. Die
Moglichkeit, neben dem Sauerstoffgehalt die Temperatur optisch messen zu konnen,
erlaubt die Sauerstoffmessung bei variierender Temperatur, ohne dass die Vorteile

der nicht-invasiven, beriihrungslosen Messung verloren gehen.



1. Einleitung und Zielsetzung

Die Optimierung des Sensorsystems erfordert zunéchst die Auswahl einer geeigneten
Farbstoffmischung sowohl fiir die Sauerstoff- als auch fiir die Temperaturoptoden.
Um die Messung von Sauerstoff bei variierender Temperatur zu ermoglichen, wird
der Temperatureinfluss auf die Signale des Sauerstoffsensors untersucht und mathe-
matisch beschrieben. Auferdem erfolgt die Charakterisierung des Sensors beziiglich
Ansprechzeit, Reproduzierbarkeit, Langzeitstabilitiat und Stabilitit gegeniiber Heifs-
dampfsterilisation. Abschliefsend erfolgt die Applikation an die fliissige Phase und

die Anwendung des Sensors bei Modell-Kultivierungen.

Eine weitere wichtige Messgrofe zur Analyse von Fermentationsprozessen ist die op-
tische Dichte. Da diese mit der Biomasse korreliert, aber mit weniger aufwindigen
Methoden gemessen werden kann, ist sie eine beliebte Messgrofe zur Beobachtung
des Zellwachstums. Die Bestimmung der optischen Dichte erfolgt in den meisten Fal-
len offline, da kein allgemein anwendbares System zur online-Messung existiert. Im
Rahmen dieser Arbeit soll ein photometrisches Messsystem zur online-Bestimmung

der optischen Dichte von Schiittelkolbenkulturen etabliert werden.

Die Detektion der optischen Dichte erfolgt hierbei direkt auf dem Tischschiittler
durch Streulicht- bzw. Reflexionsmessungen. Zunéchst wird mit verschiedenen Mo-
dellsystemen die generelle Eignung des Messsystems iiberpriift und die Abhangigkeit
der gemessenen Lichtintensitit von der optischen Dichte untersucht. Dies geschieht
anfangs durch Vermessen einzelner Proben, spéter durch online-Messung bei kon-
tinuierlicher Erhéhung der optischen Dichte. Im Weiteren wird ermittelt, ob Mes-
sungen auch wahrend des Schiittlerbetriebes moglich sind. Abschliefend soll der
Verlauf der optischen Dichte bei realen Kultivierungen mit Hilfe des Messsystems

verfolgt werden.



Kapitel 2
Optische Chemosensoren

Als optische Chemosensoren werden optische Sensoren bezeichnet, die nicht die spek-
troskopischen Eigenschaften des Analyten selbst messen, sondern mit Hilfe eines
Indikators arbeiten. Gemessen werden optische Eigenschaften des Indikators (z.B.
Photolumineszenz, Absorption, Reflexion...) die von dem Analyten beeinflusst wer-
den. Eine Vielzahl von Analyten kann auf diese Weise bestimmt werden, eine Aus-
wahl mit Angabe des Indikators und der Immobilisierungsmatrix ist in Tabelle 2.1

gegeben, detailliertere Beschreibungen folgen in den Abschnitten 2.1-2.4.

Tabelle 2.1: Eine Auswahl von Analyten, die mit Hilfe von optischen Chemosensoren be-
stimmt werden kénnen [1]

Analyt Indikator /Matrix Messgrofe

pH (stark sauer) Kongorot Absorption

pH (schwach Fluoresceinamin/Glas Fluoreszenz
sauer - neutral)

AT Morin/Zellulose Absorption

K+ Valinomycin + MEDPIN/PVC  Absorption

Cl~ Fluorescein/ kolloidales Silber — Fluoreszenz
SO2~ Ba-chloranilat/ Glas Fluoreszenz

O, Ru-trisbipyridin /Silikon Phosphoreszenz




2. Chemosensoren

2.1 Optische Sauerstoffsensoren

Das Messprinzip von optischen Sauerstoffsensoren basiert auf Phosphoreszenz- oder
Fluoreszenzloschung durch molekularen Sauerstoff. Da die Funktionsweise optischer
Sauerstoffsensoren prinzipiell unabhingig davon ist, ob es sich bei der Messgréfie um
Fluoreszenz oder Phosphoreszenz handelt, werden beide Phinomene im Folgenden

als Lumineszenz zusammengefasst.

Bei der Lumineszenzléschung durch Sauerstoff handelt es sich um eine dynami-
sche Lumineszenzloschung. Die Sauerstoffmolekiile wechselwirken mit dem ange-
regten Farbstoffmolekiil und bewirken dessen strahlungslose Desaktivierung. Die
Anregungsenergie geht dabei auf den Sauerstoff iiber, der dabei aus dem Grund-
zustand (Singulett-Zustand) in den energiereicheren Triplett-Zustand {ibergeht. Da-
durch werden sowohl die Lebensdauer 7 als auch die Intensitit [ der Lumineszenz
verringert. Mathematisch lasst sich dies durch die Stern-Vollmer-Gleichung beschrei-

ben:

Iy To
= =14+ Kay - 2.1
7= + Ksy - (O] (2.1)

Iy und 7y bezeichnen die Lumineszenzintensitit bzw. -lebensdauer in Abwesenheit
von Sauerstoff, [Os] die Sauerstoffkonzentration. Kgy steht fiir die Stern-Vollmer-

Konstante, sie gibt Auskunft iiber die Effizienz des Léschungsvorgangs.

A\Detektor
=|‘=| Filter

emittiertes Licht

|_| anregendes \ dichroitischer Spiegel

Licht

Filter

Lichtquelle,
z.B. LED

O Linse

Glasfaserkabel fluoreszierender
Farbstoff

Abbildung 2.1: Schematischer Aufbau eines Fluoreszenzsensors

e



2. Chemosensoren

Abbildung 2.1 zeigt schematisch einen moglichen Aufbau eines faseroptischen Fluo-
reszenzsensors, wie er auch fiir Sauerstoffmessungen eingesetzt werden kann. Eine
Lichtquelle (z.B. eine LED) sendet Licht eines bestimmten Wellenléngenbereiches,
welches iiber ein Glasfaserkabel zu dem Fluoreszenzfarbstoff gelangt, der in einer Po-
lymermatrix immobilisiert wurde. Das vom Farbstoff emittierte Licht gelangt durch
die optische Faser zuriick, wird durch einen dichroitichen Spiegel vom Anregungslicht

getrennt und von einem Photomultiplier oder einer Photodiode detektiert.

1968 stellte Bergmann einen der ersten lumineszenzbasierten Sauerstoffsensoren vor,
bei dem Fluoranthen als Indikator und Glas und Polyethylen als Immobilisierungs-
matrix verwendet wurden [2]. Seitdem wurden eine Vielzahl von méglichen Indi-
katoren und Immobilisierungsmethoden gefunden [3]. Hauptséchlich werden in Po-
lymeren immobilisierte Metallkomplexe verwendet, wie z.B. Tris-4,7-diphenyl-1,10-
phenantrolin-Ruthenium(IT) (Ru(dpp))s) in Silikon [4, 5, 6].

Neben der Wahl des Lumineszenzfarbstoffes hat die Immobilisierungsmatrix einen
grofsen Einfluss auf die Eigenschaften des Sensors. Beispielsweise lédsst sich die Emp-
findlichkeit durch gezielte chemische Verdnderung der Matrix vergrofern. So wird die
Sauerstoffempfindlichkeit von Platin-Octaethylporphyrin in einer Polystyrol-Matrix
vervierfacht, wenn diese Matrix fluoriert wird |7]. Immobilisiert man Platin-Octaethyl-
porphyrin in dem extrem sauerstoffdurchlissigen Poly(1-trimethylsilyl-1-Propin),
wird dessen Fluoreszenz etwa 50-mal effektiver geloscht als in Polystyrol, wodurch
der Einsatz des Sensors in der Sauerstoffspurenanalytik ermdglicht wird [8]. Auch
die Ansprechzeiten der Sensoren lassen sich durch geeignete Immobilisierungsme-
thoden verkiirzen. Chu et al. erreichten Ansprechzeiten von 4-7s, indem sie Platin-
Octaethylporphyrin bzw. Platin-5,10,15,20-tetrakis-(2,3,4,5,6-pentafluorphenyl)-por-
phyrin in einem Xerogel aus n-Propyltrimethoxysilan und 3,3,3-trifluoropropyltri-

methoxysilan immobilisierten [9].

Neue Anwendungsmoglichkeiten erschliefsen sich durch geeignete Modulation des
Anregungslichtes. Vinogradov et al. entwickelten ein Messsystem, bei dem die Licht-
quelle mit mehreren Frequenzen moduliert wird [10]. So ldsst sich in heterogenen
Systemen die Verteilung der Lumineszenzlebensdauer und damit auch der Quen-
cherkonzentration bestimmen. Auf diese Weise wurde die Verteilung der Sauerstoft-
konzentration z.B. in Tumoren von Mé&usen [11] oder in der Hirnrinde von Ferkeln

wihrend einer Bypass-Operation gemessen [12].



2. Chemosensoren

2.2 Optische pH-Sensoren

Generell lassen sich zwei Arten von faseroptischen pH-Sensoren unterscheiden, fluoreszenz-
und absorptionsbasierte Sensoren. Typische Indikatoren fiir fluoreszenzbasierte Sen-
soren sind z.B. Fluoresceinderivate und 8-Hydroxy-1,3,6-pyrentrisulfonsdure (HPTS)
[13, 14|, fiir absorptionsbasierte Sensoren werden z.B. Phenol- und Cresolrot ver-
wendet [15]. Beiden Varianten ist gemein, dass sich die optischen Eigenschaften der
Indikatoren in Abhdngigkeit vom Protonierungsgrad - und damit vom pH-Wert -

andern.

Der Nachteil der auf Absorption basierten Methode ist, dass sie nicht sehr empfind-
lich ist, so dass eine hohe Indikatorkonzentration oder eine dicke Sensorschicht be-
notigt werden [16]. Wird die Absorption durch Transmissionsmessungen bestimmt,
muss die sensitive Schicht zwischen zwei gegeniiberliegenden Glasfaserkabeln plat-
ziert werden, wodurch die Moglichkeit der Miniaturisierung limitiert wird [17]. Um
dieses Problem zu l6sen, wird die Absorption oft durch Reflexionsmessungen be-
stimmt [18] oder ATR-(attenuated total reflectance)-Messungen angewandt [19, 20].
Fluorszenzbasierte pH-Sensoren sind dagegen empfindlicher, lassen sich leichter mi-

niaturisieren und benétigen nur geringe Mengen Indikator [21, 22, 23].

Der analytische Messbereich optischer pH-Sensoren ist sehr eingeschrinkt und er-
streckt sich typischerweise iiber zwei bis drei pH-Einheiten. Li et al. berichteten 2006
von einem neuartigen Sensorsystem, das einen breiten pH-Bereich (1-11) abdeckt.
Als Indikator werden modifizierte fluoreszierende Aminophenylcorrole eingesetzt, die
in einer Sol-Gel SiOo-Matrix immobilisiert werden [24]. Der erweiterte pH-Bereich
resultiert daraus, dass diese Corrole mehrere Protonierungsstufen eingehen kénnen.
Dong et al. erreichten einen dhnlich breiten pH-Bereich (4,5-13), indem sie eine

Mischung aus drei Indikatoren benutzen [25].

Ein weiteres Problem optischer pH-Sensoren ist die lonenstirke-Abhéangigkeit der
pH-Indikatoren [26|. Ein Ansatz, diese Abhéngigkeit zu verringern, ist die Verwen-
dung von veresterten Fluorescein-Derivaten. Durch die Veresterung der Carboxyl-
Gruppe verbleibt nur noch eine Mdéglichkeit der Deprotonierung, was zu einer erheb-

lichen Verminderung der Kreuz-Selektivitiat gegeniiber der Ionenstérke fiihrt [27].

2.3 Optische pCO,- und pNH;3-Sensoren

Die meisten faseroptischen pCOs-Sensoren basieren auf Prinzip der Severinghaus-
Elektrode [28]. Diese Elektrode besteht aus einer pH-Elektrode, die in Kontakt mit

einer Carbonatpufferlosung steht, und einer Referenzelektrode. Die Pufferlosung ist
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in einer COy-permeablen Membran eingeschlossen. Der Sensor misst den pH-Wert
des Carbonatpuffers, der mit dem CO, aufserhalb der Membran im Gleichgewicht
steht. Erhoht sich die CO5-Konzentration im Medium, so diffundiert Kohlendioxid
durch die Membran und verdndert iiber das Hydrogencarbonatgleichgewicht ent-
sprechend der Henderson-Hasselbach-Gleichung den pH-Wert der Pufferlosung. Bei
der Severinghaus-Elektrode wird diese pH-Wert-Anderung elektrochemisch iiber die
Einstabmesskette erfasst, bei optischen pCO,-Sensoren mit optischen pH-Sensoren.
Da die Gleichgewichtseinstellung zwischen Carbonatpuffer und Medium durch die
Membran nur langsam ablduft, liegen die Ansprechzeiten dieser Sensoren im Be-
reich von Minuten. Auch muss aufgrund der Ionenstirkeabhingigkeit der optischen
pH-Messung der Carbonatpuffer hiufig ausgetauscht und der Sensor oft rekalibriert
werden |29]. Eine Alternative bilden die so genannten "trockenen Sensoren”, bei de-
nen die Carbonatpufferlosung durch quartiare Ammoniumhydroxide ersetzt wird. Die
Sensormembran enthélt lonenpaare aus anionischem pH-Indikator und dem quarta-
ren Ammoniumkation plus zusitzlichem quartirem Ammoniumhydroxid. Dadurch
werden kiirzere Ansprechzeiten erreicht und die Empfindlichkeit gegeniiber der Io-
nenstérke vermindert 30, 31, 32, 33].

Optische Sensoren zur Bestimmung des Ammoniak-Partialdruckes basieren auf dem
selben Prinzip wie die pCOs-Sensoren. Wolfbeis und Posch beschreiben ein System,
in dem eine gepufferte Indikatorlosung in einem NHs-permeablem Polymer emulgiert
ist. Als Puffer kann auch der Indikator selbst dienen, wenn er in hohen Konzentra-

tionen vorliegt [34].

2.4 Sensoren fiir Kationen und Anionen

Die ersten reversiblen Methoden zur Bestimmung von Kalium-Ionen wurden von
Charlton et al. entdeckt. Bei der so genannten Co-Extraktion werden Kalium-Ionen
in weiches Polyvinylchlorid extrahiert, als Tonen-Carrier dient dabei Valinomycin.
Neben den Kalium-Ionen wird die gleiche Menge des anionischen roten Farbstoffs
Erythrosin co-extrahiert, welches durch Absorption detektiert werden kann [35].
Auch das Tonen-Austausch-Prinzip zur Detektion von Kalium-Ionen wurde von Carl-
ton entdeckt [36]. Wieder wird weiches Polyvinylchlorid mit Valinomycin verwendet,
aukerdem ein deprotonierbarer Farbstoff (MEDPIN; ein lipophiles 2,6-Dichlorophenol-
Indophenol). Werden Kalium-Ionen aus der Probe in die Sensormatrix extrahiert,
wird ein Proton des MEDPINs aus der Sensormatrix geldst. Dadurch dndert sich
dessen Farbe von rot nach blau. Dieses Prinzip wird bis heute bei den kommerziell

erhéltlichen K*-Sensoren [37, 38] und auch bei Na™-Sensoren eingesetzt [39].
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Zur Detektion von schwereren Kationen kann deren Neigung zur Bildung von Kom-
plexen ausgenutzt werden. So lisst sich AI(I1I) iiber den fluoreszierenden Aluminium-
Morin-Komplex nachweisen. Morin wird hierbei in einer Zellulose-Matrix immobili-
siert [40].

Weniger verbreitet als Optoden fiir die Bestimmung von Kationen sind solche fiir An-
ionen. Bei Chlorid-Optoden dient das nicht fluoreszierende Silber-Fluoreszeinat als
Agens. In Anwesenheit von Chlorid-Ionen bildet sich Silberchlorid und Fluoreszein,
iiber dessen Fluoreszenz der Nachweis erfolgt. Das zugrunde liegende Fallungsgleich-
gewicht ist sehr langsam, so dass die Optode nicht reversibel ist [41]. Ein dhnliches
Prinzip kommt bei der Detektion von Sulfat zum Einsatz. Als nicht fluoreszierendes
Agens wird Bariumchloranilat verwendet, in Anwesenheit von Sulfat-lonen entsteht

Bariumsulfat und Chloranilséure [42].

2.5 Vor- und Nachteile optischer Sensoren

Optische Sensoren weisen eine Reihe von Vorteilen gegeniiber den etablierten elek-
trochemischen Messmethoden auf, andererseits kénnen die optischen Signale auch
einigen storenden Einfliissen unterliegen. Im Folgenden werden die Stiarken und

Schwichen von optischen Chemosensoren erlautert.

2.5.1 Vorteile gegeniiber etablierten Methoden

Ein wichtiger Vorteil optischer Chemosensoren ist die Moglichkeit der Miniaturisie-
rung. Das sensitive Element eines optischen Sensors ist die Matrix aus Polymer und
Indikatorfarbstoff, die in den meistens Fillen nur wenige Mikrometer bis einen Milli-
meter stark ist. Die bend6tigte Flache hangt von der Intensitdt der Lumineszenz bzw.
der Stérke der Absorption, der Detektorempfindlichkeit und von eventuell vorhan-
denem Fremdlicht ab. Sie ist aber in der Regel klein im Vergleich zu dem Ausmafs
elektrochemischer Messsonden. Dadurch lassen sich Messungen mit hoher Ortsauf-
16sung und kleinen Probenvolumina durchfiihren [43|. Es wurden pH-Sensoren mit
einem Durchmesser von weniger als einem Mikrometer entwickelt [22]. Optoden die-
ser Grofe zeigen Ansprechzeiten im Millisekunden-Bereich und ermdoglichen sogar

intrazellulire Messungen [44].

Der Einsatz von elektrochemischen Sonden ist in kleinen Volumina nicht nur auf
Grund deren Grofse schwierig, sondern auch weil der Analyt bei der Messung ver-
braucht wird. Wahrend dies bei Messungen in grofen Volumina oft irrelevant ist,

wird in kleinen Volumina die Konzentration des Analyten durch den Verbrauch oft
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signifikant reduziert. Die meisten optischen Sensoren arbeiten dagegen nicht-invasiv,
haben also keinen Einfluss auf die Konzentration der Analyten. Auch fiir Messungen
in nicht geriihrten Systemen ist dies von Vorteil, da der Verbrauch des Analyten dort

zu lokalen Konzentrationsdnderungen fithren kann.

Des Weiteren wird fiir Messungen mit optischen Sensoren kein elektrischer Kontakt
zu der sensitiven Schicht benétigt, die Messung kann durch eine transparente Wand
erfolgen. Dies ist insbesondere fiir biotechnologische Anwendungen von Vorteil, da
das Kontaminationsrisiko minimiert wird. Auch fiir Messungen in explosionsgefahr-
deten Bereichen stellt das Fehlen von elektrischen Kontakten einen entscheidenden
Vorteil dar. Da optische Signale unempfindlich gegeniiber elektromagnetischen Fel-
dern sind, kénnen sie auch bei hohen Feldstéirken, z.B. in NMR-Bioreaktoren ein-
gesetzt werden [45]. Weitere Vorteile sind, dass kein Bezugselement bendtigt wird
[3] und dass alte oder defekte Optoden verhéltnismifig preiswert ersetzt werden

konnen.

2.5.2 Schwiachen optischer Sensoren

Das optische Signal hidngt nicht allein von der Konzentration des Analyten ab. Me-
chanische Einwirkungen, wie z.B. das Biegen oder Bewegen des Lichtwellenleiters
von faseroptischen Sensoren, verdndern das Signal. Auch Ausbleichen oder Auswa-
schen des Indikators wirkt sich auf das Signal aus. Das Auswaschen des Indikators
lasst sich bei Sauerstoffoptoden durch die Verwendung hydrophober Immobilisie-
rungsmatrizes verhindern, wodurch gleichzeitig vermieden wird, dass das Lumines-
zenzsignal durch Wechselwirkungen des Indikators mit Tonen gequencht wird [3]. Bei
pH-Optoden ist es nicht méglich, hydrophobe Immobilisierungsmatrizes zu verwen-
den, da sie durchléssig fiir Protonen sein miissen. Um dennoch eine hohe Stabilitét
gegeniiber Auswaschen zu erreichen, werden die Indikatorfarbstoffe kovalent an die

polymeren Matrizes gebunden [46].

Die durch Ausbleichen des Farbstoffes verursachte Sensordrift ist ein generelles Pro-
blem von optischen Sensoren, so dass einige Strategien zur Minimierung dieser Drift

entwickelt wurden, die im folgendem Abschnitt erldutert werden.

2.5.2.1 Methoden zur Signalstabilisierung

Das Ausbleichen des Farbstoffes lasst sich dadurch verlangsamen, dass die Beleuch-
tung nicht dauerhaft, sondern nur wihrend der Aufnahme von Messwerten erfolgt.

Auch die Verwendung eines moglichst photostabilen Indikators verringert die durch
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Ausbleichen verursachte Drift des Signals. Durch gezielte Derivatisierung der Indi-
katoren ldsst sich die Photostabilitdt von Sensoren steigern. So wurde bei mehrfach
fluorierten Platin-Porphyrinen ein 10 bis 20-mal langsameres Ausbleichen als bei
den nicht-fluorierten Porphyrinen beobachtet. Dieses Phinomen lisst sich darauf
zuriickfithren, dass durch die elektronenziehenden Fluoridgruppen die Oxidations-

empfindlichkeit gegeniiber dem reaktiven Singulettsauerstoff verringert wird [47, 48].

Ein anderer Ansatz, um die Sensordrift weitgehend zu verhindern ist es, unabhéngig
von der Intensitidt der Lumineszenz zu messen. Dies lasst sich zum Einen durch die
Messung der Lebensdauer der Lumineszenz und zum Anderen durch die Messung

eines internen Referenzsignals erreichen.

2.5.2.1.1 Messung der Lumineszenzlebensdauer

Bei der dynamischen Lumineszenzloschung wird neben der Intensitit auch die Le-
bensdauer der Lumineszenz verringert, so dass auch diese als Messgrobe verwen-
det werden kann. Sie wird entweder aus dem Abklingen der Lumineszenzintensitit
nach dem Ausschalten der Lichtquelle bestimmt oder bei Modulation des Anre-
gungslichtes aus der Phasenverschiebung der Lumineszenz errechnet [49]. Der Vor-
teil bei dieser Methode ist, dass die Lebensdauer unabhingig von der Zahl der
angeregten Molekiile und der detektierten Lichtintensitidt ist. Verglichen mit der
einfachen Intensitdtsmessung lédsst sich die Sensordrift beim Ausbleichen des Farb-
stoffes durch die Messung der Lebenszeit deutlich reduzieren [50]. Die Lebensdau-
ermessung ist geeignet fiir Indikatoren mit relativ langen Abklingzeiten, wie viele
Sauerstoffindikatoren sie aufweisen. So betrigt die Lebenszeit der Fluoreszenz von
Ruthenium-Diaminkomplexen 1-5 s, im Gegensatz zu einer Fluoreszenslebenszeit

von 0,1-100ns bei vielen anderen Fluorophoren [51].

Die Messung der Lumineszenzlebensdauer kann nur bei dynamischer Lumineszenz-
16schung angewendet werden, da statisches Quenching die Lebensdauer der Lumi-
neszenz nicht beeinflusst. Daher wird diese Methode vor allem bei optischen Sauer-

stoffsensoren genutzt.

2.5.2.1.1 Verwendung interner Referenzsignale

Eine andere Mdglichkeit, optische Messungen unabhéngig von der absoluten Inten-
sitdt zu machen, ist die Aufnahme eines Referenzsignals, welches im einfachsten Fall

unabhéngig von der Konzentration des Analyten ist. Die Wellenldngen von Mess-
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und Referenzsignal miissen sich ausreichend unterscheiden, so dass sie optisch von-
einander getrennt und einzeln detektiert werden kénnen. Der Quotient der beiden
Signale ist unabhéngig von der absoluten Intensitdt. Das Referenzsignal kann entwe-
der vom Indikator selbst stammen oder von einem zweiten Farbstoff, der zugesetzt
wird. Verwendet man zwei Farbstoffe, werden zwar z.B. Schwankungen der Intensi-
tdt der Lichtquelle ausgeglichen, die Sensordrift durch Ausbleichen aber nur dann
vermieden, wenn beide Farbstoffe dieselbe Photostabilitéit besitzen, also im gleichen
Mafe ausbleichen. Dieses Problem tritt nicht auf, wenn Mess- und Referenzsignal von
demselben Indikator verursacht werden. Dazu muss das Lumineszenzspektrum des
Indikators in verschiedenen Wellenldngenbereichen unterschiedliche Abhingigkeiten
gegeniiber der Analytkonzentration aufweisen. Die Spektren der meisten Lumines-
zenzfarbstoffe enthalten keine entsprechenden Referenzsignale, so dass die Identifi-
kation bzw. die Synthese geeigneter Indikatoren eine grofe Herausforderung darstellt
[52].

Ratiometrische Messungen werden oft bei optischen pH-Sensoren verwendet [3], da
die Spektren von pH-Sensoren oft so genannte isosbestische Punkte enthalten. In
diesen Punkten schneiden sich die bei verschiedenen pH-Werten aufgenommenen
Kurven der Absorptions- bzw. Fluoreszenzspektren. Das Auftreten solcher Punkte
hingt damit zusammen, dass pH-Indikatoren aus zwei verschiedenen Spezies beste-
hen - dem protonierten und dem deprotonierten Indikator - zwischen deren Kon-
zentrationsdnderungen ein linearer Zusammenhang besteht [53]. Da die Absorption
bzw. Fluoreszenz am isosbestischen Punkt nicht vom pH-Wert abhingt, kann das

Signal bei dieser Wellenlidnge als interne Referenz verwendet werden.

Fiir ratiometrische Temperaturmessungen lésst sich ein Lanthanoid-Fluorophor ver-
wenden. Dabei werden die Emissionsbanden unterschiedlich angeregter Zustinde

detektiert, die sich in ihrer Temperaturabhingigkeit unterscheiden [49].

Da optische Sauerstoffsensoren auf dynamischer Lumineszenzloschung basieren, tre-
ten in den Spektren keine isosbestischen Punkte auf. Interne Referenzmessungen
waren daher lange Zeit nur mit einem zweiten Farbstoff moglich [3, 54]. Erste In-
dikatoren, die sich fiir ratiometrische Sauerstoffmessungen eignen, wurden 2000 von
Kostov et al. gefunden [55]. Sie verwendeten ein Platin-1,2-Endithiolat, welches ne-
ben der sauerstoffabhiingigen Phosphoreszenz ein Fluoreszenzsignal aufweist, das
unabhéngig von der Sauerstoffkonzentration ist. Beide Signale werden im gleichen
Spektralbereich angeregt, die Emission erfolgt bei 570 nm bzw. 680 nm, so dass eine
optische Trennung und damit eine separate Detektion der beiden Signale moglich
ist. Da sich die Wellenldngenbereiche der Fluoreszenz und der Phosphoreszenz iiber-
schneiden, enthilt das Referenzsignal Anteile des sauerstoffabhéingigen Messsignals

und umgekehrt. Eine bessere Trennung der Signale wird erreicht, indem sie anhand

11
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ihrer unterschiedlichen Abklingzeiten (0,5 ns respektive 15 ps) voneinander getrennt
werden [56]. Bei diesem Verfahren wird das Anregungslicht mit unterschiedlichen
Frequenzen moduliert. Wihrend nach Anregung bei hohen Frequenzen die lang-
lebige Phosphoreszenz im Gegensatz zur Fluoreszenz vollstindig demoduliert ist,
bleibt die Modulation beider Signale bei niedrigen Anregungsfrequenzen erhalten.
Die Messung der Modulationen der Lumineszenzsignale bei einer hohen und einer
niedrigen Anregungsfrequenz ermdoglicht die Berechnung des Verhéltnisses von Phos-
phoreszenz und Fluoreszenz. Diese Methode ist auch bei starker Uberlappung der
Wellenldngenbereiche von Phosphoreszenz und Fluoreszenz anwendbar. Neben der
besseren Trennung der Signale ist ein weiterer Vorteil dieser Methode, dass beide

Signale mit nur einem Detektor gemessen werden kénnen.

Interne Referenzierung léasst sich auch fiir die Temperaturkorrektur bei Sauerstoff-
messungen einsetzen. Jorge et al. beschrieben 2005 eine Sauerstoffoptode, in deren
Messkopf ein Langpassfilter integriert ist [57]|. Dieser Filter absorbiert einen Teil des
reflektierten Anregungslicht. Die Intensitéit dieses Anregungslichts wird bei zwei un-
terschiedlichen Wellenldngen detektiert, das Verhiltnis dieser Intensititen wird von
der Lage der Absorptionskante des Filters bestimmt, die wiederum von der Tem-
peratur abhéingt. Die auf diese Weise bestimmte Temperatur kann zur Korrektur
des Sensorsignals verwendet werden und man erhilt ein temperaturunabhéngiges

Messsignal.
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Kapitel 3

Beurteilung eines neuen optischen

Sauerstofisensors

Sensoren miissen bestimmte Anforderungen erfiillen. Die wichtigsten Eigenschaften
sind Ansprechzeit, Signalstabilitdt und Reproduzierbarkeit. Um die Qualitit eines
neu entwickelten Sensors beurteilen zu kénnen, ist es notwendig, diese Eigenschaf-
ten zu untersuchen und mit denen anderer, etablierter Sensoren zu vergleichen. Im
Folgenden wird die Evaluierung eines sich in der Entwicklung befindlichen optischen
Sensors, der den Sauerstoffpartialdruck in der Fliissigphase misst, beschrieben; als
Referenzsensor dient ebenfalls ein optischer Sensor (Messgerit: HQ30d; Sauerstoff-
Sonde: LDO-Standard, Hach-Lange, Loveland, CO, USA).

3.1 Sensoren und Messaufbau

Sowohl bei dem zu beurteilenden Sensor als auch bei dem Referenzsensor handelt
es sich um portable Messgerite fiir den Einsatz im Labor und bei Feldmessungen.
Abbildung 3.1 zeigt den Aufbau und die Funktionsweise der Sauerstoffsonde des
Referenzsensors. Die Optik befindet sich im Sensorkorper, wihrend die Farbstoff-
membran sich in einer auswechselbaren Kappe befindet. Das Messprinzip beruht
auf der Messung der Abklingzeit, die Anregung erfolgt {iber eine blaue LED, die De-
tektion iiber eine Photodiode. Als Referenz dient eine rote LED. Der Aufbau des zu
evaluierenden Sensors ist dhnlich dem gezeigten; er wird hier aus patentrechtlichen

Griinden nicht gezeigt.
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Fhotodiode

Referenz-LED

Sersorkappe Sensarkirper

& (I

Luminophar

Abbildung 3.1: Aufbau (links) und Funktionsprinzip (rechts) der Sauerstoffsonde LDO-Standard
(Quelle: www.hach-lange.de)

Die Messungen erfolgen in deionisiertem Wasser, das mit Gasen mit unterschied-
lichem Sauerstoffgehalt begast wird, der Volumenstrom betrdgt 500 mL/min Die
Begasung erfolgt {iber einen perforierten Metallring, der sich innerhalb eines Draht-
netzes befindet. Dieses dient dazu, die Sensoren frei von Gasblasen zu halten, da
diese die Signale beeinflussen, wenn sie sich an der Membran ablagern. Der Aufbau
ist in Abbildung 3.2 dargestellt.

Sensorports

Gaseinlass

Wasser-
ablauf,

n

Wasser-
zulauf

Wasser-
ablauf

Wasser-
zulauf

Drahtnetz

Drahtnetz

Abbildung 3.2: Messaufbau, links: Seitenansicht; rechts: Aufsicht
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Die Steuerung der Begasung erfolgt mit Hilfe des Programmes DasyLab 10 (Na-
tional Instruments Corporation, Austin, TX, USA). Es kann zwischen sieben ver-
schiedenen Gasen gewechselt werden. Die Schaltung ist in Abbildung dargestellt.
Die Begasungdauer und die Reihenfolge der Gase kann frei gew&hlt werden. So ist
es moglich, Stufenprofile, einen kontinuierlichen Wechsel zwischen zwei Gasen oder

andere Begasungsvariationen automatisiert durchzufiihren.

Rechner

Ventile

S8
2\3
3
Q|
&é|3
[0}

Q:

»

v

0% 02 1% 0, 2% 0, 5% O3 10% O, 20 % O, 40% Oy

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der Gasschaltung

3.2 Ansprechzeit

Will man eine effektive Prozesskontrolle ermoglichen, ist es notwendig, sich &ndernde
Bedingungen zeitnah zu erkennen, um auf sie reagieren zu konnen. Hierfiir miissen
Sensoren kurze Ansprechzeiten aufweisen. Der hier zu untersuchende Sensor soll
eine tgp-Zeit, also die Zeit bis 90 % des Endwertes erreicht sind, von einer Minute

aufweisen.

Fiir die Messungen wurde je 45 min mit Stickstoff und 40 % Sauerstoff begast, als
Messgrofe dient der Gelostsauerstoff (dissolved ozygen, DO). Zur Berechnung der

Ansprechzeiten wird die Zeitkonstante 7 bestimmt, mit der sich tgg nach

tgo = —T7" an, 1 (31)

berechnen lisst. Die zeitliche Anderung des Sauerstoffgehaltes in der Messlosung

lasst sich beschreiben mit:
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dCOQ
dt

= kra - (cO; — cOy) (3.2)

Hierbei ist cO, die Gelostsauerstoffkonzentration, cOj die Geldstsauerstoffkonzen-
tration an der Grenzflache, die der Sattigungskonzentration entspricht und kya eine
Systemkonstante, die ein Mafs fiir den Sauerstoffiibergang darstellt. Die Zeitverzo-

gerung der Sensorsignale s lassen sich durch ein System 1. Ordnung beschreiben

ds ¢Oy—s

_—= 3.3
dt T (3.3)
Eine analytische Losung dieser Gleichung fiihrt zu
—kra-t —kra-t
COQ(t) = COQ,ein —e F : COQ,ein +e : COZ,Start (34)
und
8(t> = CO2,8in'kLa_€_%'kLa'T’COQ,ein‘i‘e_%'kLa'T'COQ,St(Lrt_eikLa't'COQ,Sta'rt"FeikLwt'COZ,ein_CO2,ein

—krat —krat
—e Lot COQ’Start + e7 Rt CO2,ein - CO2,em

/{LCL'T—l

(3.5)

wobei cOs si4r1 die Sauerstoffkonzentration vor dem Sprung und cOs;, die dem
eingeleiteten Gas entsprechende Sittigungskonzentration darstellt. Gleichung 3.5
wird durch Variation der Parameter 7 und kpa an die gemessenen Werte angeglichen.
Die Abbildungen 3.4 und 3.5 zeigen die mit dem zu testenden Sensor bzw. dem

HQ30d aufgezeichneten Messkurven im Vergleich zum theoretischen Modell.
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DO (mglL)

AN

Test-Sensor
—— Messwerte
——— Theoretisches Modell

|
|
|
|
|

Zeit (h)

Abbildung 3.4: Messwerte des Test-Sensors im Vergleich zum theoretischen Modell

DO (mglL)

HQ30d
—— Messwerte
——— Theoretisches Modell

fjfffﬂﬂﬂ

Zeit (h)

Abbildung 3.5: Messwerte des HQ30d im Vergleich zum theoretischen Modell
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Das theoretische Modell gibt die Messwerte gut wider, die durchschnittliche Abwei-
chung zu den Messwerten betrdgt 0,03mg/L. Es ergeben sich tgo-Zeiten von 85s
fiir den Test-Sensor und 45s fiir den Referenz-Sensor bei ansteigendem Sauerstoff-
gehalt, bei abfallendem Sauerstoffgehalt liegen sie bei 65s fiir den Test-Sensor und
63s fiir den Referenz-Sensor. Die Ansprechzeiten des Test-Sensors sind damit bei
steigendem Sauerstoffgehalt etwa doppelt so hoch wie die des HQ30d, bei fallendem

Sauerstoffgehalt weisen beide Sensoren dhnliche Ansprechzeiten auf.

Um zu iiberpriifen, ob die oben beschriebene Methode richtige Werte fiir die An-
sprechzeiten liefert, werden diese zuséatzlich durch manuelles Wechseln der Sensoren
zwischen zwei Losungen bestimmt. Fiir diese Messungen wird ein Gefafs (siehe Ab-
bildung 3.2) mit Stickstoff begast, ein anderes mit Druckluft. Die Sensoren (ein Test-
sensor und ein HQ30d) werden zwischen den beiden Geféifsen manuell umgesetzt. Um
ein moglichst zeitgleiches Umsetzen zu ermdglichen, werden beide Sensoren an ei-
nem FKinsatz befestigt. Das Messintervall des Test-Sensors betrigt 1s, das des HQ30d
10s, da dies das bei diesem Sensor kiirzeste einstellbare Intervall ist. Abbildung 3.6
zeigt die bei der Messung erhaltenen Messkurven, die daraus erhaltenen tgg-Zeiten
sind in Tabelle 3.1 aufgelistet.

—— Test-Sensor
—— HQ30d

(11 (] -

\\

DO (mg/L)
A\

SRR

0 . : : : . . . . . .
0 20 40 60 80 100

Zeit (min)

Abbildung 3.6: Messkurven des Test- und des Referenzsensors, erhalten bei manuellem Umsetzen
der Sensoren zwischen mit Stickstoff und Druckluft begastem Wasser
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3. Beurteilung eines neuen optischen Sauerstoffsensors

Tabelle 3.1: tgp-Zeiten der beiden Sensoren, gemessen bei manuellem Umsetzen der Sensoren
zwischen mit Stickstoff und Druckluft begasten Losungen

ansteigender Sauerstoffgehalt | abfallender Sauerstoffgehalt
Test-Sensor HQ30d Test-Sensor HQ30d

5] ls] 5] 5]

37 20 31 30

36 20 30 20

36 30 28 20

36 30 29 30

36 20 28 30

Bei ansteigendem Sauerstoffgehalt liegen die tgg-Zeiten des Test-Sensors mit 36-37s
deutlich iiber denen des HQ30d (20-30s). Allerdings liegen sie dennoch innerhalb
der geforderten Spezifikation von einer tgo-Zeit kleiner als 60s. Auch bei abfallendem
Sauerstoffgehalt liegen die gemessenen tgp-Zeiten mit 28-31s innerhalb der Spezifi-
kation. Die tgo-Zeiten des Test-Sensors bei abfallendem Sauerstoffgehalt sind dhnlich
denen des HQ30d, die bei 20 bis 30s liegen.

Verglichen mit den bei der zuerst beschriebenen Methode erhaltenen Ansprechzeiten,
liegen die durch manuelles Umsetzen der Sensoren erhaltenen Ansprechzeiten um ca.
die Hélfte niedriger. Das Berechnung liefert also keine korrekten Werte, allerdings
stimmt das Verhéltnis der so erhaltenen Anprechzeiten zueinander. Es lassen sich
also mit der Methode keine Absolutwerte bestimmen, zum Vergleichen verschiedener
Sensoren ist diese Methode aber geeignet. Der Vorteil der Methode ist, dass sie
automatisierbar ist und somit ein sehr viel geringerer Arbeitsaufwand notwendig

ist.

3.3 Reproduzierbarkeit

Ein weiteres wichtiges Kriterium ist die Reproduzierbarkeit der Messwerte. Um diese
zu iiberpriifen wird in dem in Abbildung 3.2 dargestellten Messaufbau abwechselnd
jeweils 45 min mit Stickstoff und 20 % Sauerstoff begast und mit zwei Test-Sensoren
und einem Referenzsensor gemessen. Das Messintervall betrdgt 10s. In Abbildung 3.7

sind die Messkurven der drei Sensoren dargestellt.
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3. Beurteilung eines neuen optischen Sauerstoffsensors

8- Test-Sensor 1 —— Temperatur a0 1000
Test-Sensor 2 Druck
—HQ30d
L 995
. [ 31
7 4
L 990
~ 30 O T
= - o
2 U 5 <
E = | B - 985 x
o) ! ﬂ g =
Q. ] \/ -29 2 a
\HH L |98
- 28
L 975
JHHHHHEUUUY R
T T T T J T T T T T J T J T—27 - 970
0 2 4 6 8 10 12 14
Zeit (h)

Abbildung 3.7: Reproduzierbarkeit der Sauerstoffmessung in Wasser

Die Messkurven der beiden Test-Sensoren sind nahezu identisch. Bei Begasung mit
Stickstoff werden von ihnen negative Werte ausgegeben (-0,08 mg/L bis -0,05 mg/L),
withrend die Messwerte des HQ30d im Bereich von 0,04 mg/L bis 0,05 mg/L liegen.
Bei Begasung mit 20 % Sauerstoff weisen alle Messkurven eine Hypertonie auf. Die
Messwerte steigen von einem Begasungszyklus zum n#chsten leicht an, beim HQ30d
von 7,21 mg/L auf 7,49 mg/L, bei den Test-Sensoren von 7,20 mg/L auf 7,55 mg/L.
Dies ist auf Anderung von Temperatur und Luftdruck zuriickzufiihren, die zu einer
Verdanderung der Sittigungskonzentration von Sauerstoff fithren. Eine gute Repro-

duzierbarkeit ist also bei beiden Sensoren gegeben.

3.4 Driftverhalten

Ein weiteres wichtiges Kriterium ist die Stabilitdt des Messsignals. Um diese beur-
teilen zu konnen, wird das Driftverhalten der Sensoren {iberpriift. Hierzu wird deio-
nisiertes Wasser {iber einen ldngeren Zeitraum mit Druckluft begast und es werden
Messkurven von zwei Testsensoren und einem Referenzsensor aufgenommen. Diese
Messkurven sind zusammen mit dem Temperatur- und Druckverlauf in Abbildung
3.8 dargestellt.
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3. Beurteilung eines neuen optischen Sauerstoffsensors
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Abbildung 3.8: Verlauf von Sauerstoffkonzentration bei Messung in mit Druckluft begastem Was-
ser, gemessen mit zwei Testsensoren und einem Referenzsensor, und Temperatur- und Druckverlauf

Es wird keine konstante Sauerstoffkonzentration gemessen. Dies liegt aber nicht an
dem Driftverhalten der Sensoren, sondern wird durch Anderungen von Druck und
Temperatur hervorgerufen, die sich auf die Loslichkeit von Sauerstoff auswirken.
Die Messkurven der beiden Testsensoren sind nahezu identisch. Auch der Verlauf
der Messkurve des Referenzsensors dhnelt den Kurven der Testsensoren, allerdings
liegt diese Messkurve etwas iiber denen der Testsensoren. Zu Beginn der Messung
ist dieser Unterschied minimal (0,02mg/L), wihrend der ersten 7h der Messung
steigt er bis auf 0,1 mg/L an, im weiteren Verlauf der Messung bleibt er konstant
bei diesem Wert. Die unterschiedlichen Messwerte lassen sich auf das Kalibrations-
verfahren des Sensors zuriickfithren. Die Kalibration des Test-Sensors wird zunéchst
in der Gasphase durchgefiihrt, anschlieffend erfolgt eine Justierung in Wasser. Die
Messung begann direkt nachdem der Testsensor von der Gas- in die wissrige Phase
gewechselt wurde. Wahrend der ersten 5h der Messung kam es in der vorher tro-
ckenen Sensormembran zu Quelleffekten, die zu einer Drift des Sensors fiihrten. Nach
diesen 5bh war der Sensor vollstidndig an die wissrige Phase adaptiert, so dass keine
weitere Drift beobachtet wurde. Bei der Verwendung sollte man dieses beachten,

und die Messspitze des Sensors mindestens 5h vor Benutzung in Wasser lagern.
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3. Beurteilung eines neuen optischen Sauerstoffsensors

3.5 Zusammenfassung

Ein in der Entwicklung befindlicher optischer Sensor wurde im Vergleich zu einem
etablierten optischen Sensor getestet. Es wurden die Ansprechzeit, die Reproduzier-

barkeit und das Driftverhalten untersucht.

Die Ansprechzeiten wurden mit zwei verschiedenen Methoden bestimmt, zum Einen
durch automatisiertes Wechseln des Gases, das in die Losung eingeleitet wird, zum
Anderen durch manuelles Umsetzen der Sensoren zwischen zwei Lésungen mit un-
terschiedlichem Sauerstoffgehalt. Die Methoden ergaben unterschiedliche Ansprech-
zeiten, das Verhéltnis der Ansprechzeiten zueinander war bei beiden Methoden iden-
tisch. Um die Absolutwerte der Ansprechzeiten bestimmen zu konnen, muss man also
auf die Methode des manuellen Wechselns zuriickgreifen, will man die Ansprechzei-

ten zweier Sensoren vergleichen, ist dies mit der automatisierten Methode moglich.

Die Ansprechzeiten des zu testenden Sensors lagen iiber denen des Referenzsensors.
Sie lagen dennoch innerhalb der geforderten Spezifikation von 60s. Die Reproduzier-
barkeit der Messwerte war bei beiden Sensoren gegeben. Zwar stiegen die Messwerte
von Messzyklus zu Messzyklus, dies lisst sich aber auf Anderungen der Sauerstoff-
16slichkeit durch Temperatur- und Druckidnderung zuriickfithren. Die Untersuchung
des Driftverhaltens ergab, dass sich der Test-Sensor nach einem Wechsel von Gas
in Wasser zunéchst an die wéssrige Phase adaptieren muss, wiahrend dieser Adap-
tionsphase tritt eine Drift des Messignals auf. Nach etwa 5h hat sich der Sensor
vollstandig an die wassrige Phase adaptiert, es wird im Vergleich zu dem Referenz-

sensor keine weitere Signaldrift beobachtet.
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Kapitel 4

Ratiometrischen Messung von

Sauerstoffgehalt und Temperatur

Fritzsche entwickelte 2006 einen ratiometrisches Sensorsystem zur Messung von
Temperatur und Sauerstoffgehalt [47]. Messungen mit diesem System sind sowohl in
der Gas- als auch in der Fliissigphase moglich. Als Indikator wurde hierbei Platinoc-
taethylporphyrin =~ (PtOEP) in Kombination mit Zinkoctaethylporphyrin
(ZnOEP) verwendet.

Da eine reproduzierbare Herstellung dieser Farbstoffkombination nicht méglich war,
wird in dieser Arbeit mit definierten Farbstoffmischungen aus den beiden Einzel-
komponenten gearbeitet. Es wird untersucht, ob sich diese Farbstoffmischungen fiir
ratiometrische Messungen eignen und ob sich die Messsignale durch Variation der

Mischungsverhéltnisse optimieren lassen.

Im Folgenden werden zunichst die spektroskopischen Eigenschaften der in der vor-
hergehenden Dissertation verwendeten Farbstoffkombination beschrieben (Abschnitt
4.2 - 4.2), aukerdem wird der entwickelte Sensoraufbau vorgestellt (Abschnitt 4.3).
Im Weiteren werden die Ergebnisse der Untersuchungen mit den definierten Farb-
stoffmischungen dargestellt (Abschnitt 4.4 - 4.7).

4.1 Lumineszenz des Porphyrin-Indikators

Abbildung 4.1 zeigt das Spektrum des von Fritzsche 2006 verwendeten Porphyrin-
Indikators in Chloroform. Vor der Aufnahme des Spektrums wurde die Losung mit
Stickstoff begast und die Kiivette anschliefsend verschlossen, um so durch Sauerstoff
verursachte Loschungseffekte zu vermeiden. Links ist Lumineszenzintensitit in Ab-

hingigkeit von Exzitations- und Emissionswellenlinge als dreidimensionale Fliche
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4. Ratiometrischen Messung von Sauerstoffgehalt und Temperatur

und als Projektion dieser Fliche auf die xy-Ebene dargestellt (a), rechts zwei Schnit-
te durch dieses 3D-Spektrum, oben bei einer Emissionswellenlénge von 645nm (b),

unten bei einer Exzitationswellenléinge von 410 nm (c).
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Abbildung 4.1: a) 3D-Lumineszenzspektrum von Platin/Zink-Octaethylporphyrin in Chloroform
unter Stickstoff-Atmosphére, ¢ = 10 mg/L, b) Schnitt bei 645 nm Emissionswellenlénge, c) Schnitt
bei 410 nm Anregungswellenlénge [47]

Bei A\, = 645 nm treten einige intensive Signale auf. Sie sind der Phosphoreszenz des
Platinoctaethylporphyrins zuzuordnen und werden bei Anwesenheit von Sauerstoff
stark gequencht. Bei vielen Sensoren wird diese Phosphoreszenz als Messgrofe zur
Bestimmung des Sauerstoffgehaltes genutzt [3]. Von Vorteil ist hierbei der grofe
Unterschied zwischen Exzitations- und Emissionswellenlénge (Stokes-Shift), der die

optische Trennung von Emissionslicht und gestreutem Anregungslicht vereinfacht.

Bei A\ = 410nm und A.,, = 575nm ist ein weiteres Lumineszenzsignal zu sehen.

Dieses ist der Fluoreszenz des Zinkoctaethylporphyrins zuzuordnen [58|.

4.2 Die Sauerstoff- und Temperaturabhangigkeit der

Lumineszenz

Im Folgenden wird die Abhéngigkeit der Lumiszenzsignale des Indikators von den
Messparametern dargestellt. Da die Lumineszenz eines Farbstoffes durch seine Um-

gebung beeinflusst wird, werden diese Eigenschaften fiir den Indikator in der jeweili-
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4. Ratiometrischen Messung von Sauerstoffgehalt und Temperatur

gen Immobilisierungsmatrix beschrieben. Diese Matrizes miissen je nach Messpara-
meter verschiedene Anforderungen erfiillen. So erfordert die Temperaturmessung ei-
ne sauerstoffundurchlissige Matrix, damit die Messung nicht durch Verdnderung der
Sauerstoffkonzentration gestort werden kann. Fiir die Sauerstoffmessung hingegen
ist eine Matrix mit guter Sauerstoffdurchlissigkeit zu wéhlen, um méglichst kurze
Ansprechzeiten zu erreichen. Beide Matrizes miissen transparent fiir die Anregungs-
und Emissionswellenléingen sein, auferdem ist es von Vorteil hydrophobe Materiali-
en zu verwenden, da so ein Auswaschen des Farbstoffs weitgehend vermieden werden

konnen.

4.2.1 Temperatursensor

Zur Herstellung der Temperaturoptoden wird der Indikator in einem Zweikomponenten-
Epoxidharz immobilisiert. Dieses Polymer ist mechanisch robust, glasklar und be-
sitzt eine derart geringe Sauerstoffdurchlassigkeit, dass die Lumineszenz des einge-
schlossenen Farbstoffes unabhéingig von der Sauerstoffkonzentration in der Umge-

bung ist. Die Durchfithrung der Immobilisierung wird im Anhang (A.1) beschrieben.

Die Phosphoreszenz und Fluoreszenz zeigen eine entgegengesetzte Temperaturab-
hangigkeit. Wahrend die Phosphoreszenz wie bei den meisten Luminophoren mit
steigender Temperatur abnimmt (Abbildung 4.2 b), nimmt die Intensitét des Fluo-
reszenzsignals zu (Abbildung 4.2 a). Bei einer Exzitationswellenlinge von 410 nm
wird neben der Fluoreszenz auch die Phosphoreszenz angeregt. Die beiden Signale

iiberschneiden sich, so dass sich die Temperatureffekte nahezu kompensieren.

b) Aex=500 nm

3.0 a) Lex=410 nm 10
A 9 Phosphoreszenz —0°C
uoreszenz —_—5°C
= 25 ® 8
= = —10°C
] 27 °
o 20 & —15°C
= £ 6 20°C
g 15 Phosphoreszenz g 5 25°C
N N o4 ——30°C
210 2 3 —35°C
£ IS —40°C
3 3 2 0
- 0,5 - —145°C
1 —50°C
0,0 0
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Abbildung 4.2: Die Lumineszenz des Porphyrin-Indikators in Epoxidharz bei verschiedenen Tem-
peraturen bei einer Anregungswellenldnge von a) 410 nm, b) 500 nm [47]
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4. Ratiometrischen Messung von Sauerstoffgehalt und Temperatur

4.2.2 Sauerstoffsensor

Zur Herstellung von Sauerstoffoptoden werden oft Silikone zur Immobilisierung ver-
wendet, da sie eine hohe Sauerstoffdurchléssigkeit vorweisen und in grofer Vielzahl
kommerziell erhaltlich sind. Da aber Porphyrine in Silikon unloslich sind, ist eine
Immobilisierung in dieser Matrix nicht méglich. Stattdessen wird Polysulfon (PSU)
als Matrix fiir die Sauerstoffoptoden eingesetzt. Dieses Polymer ist fiir die Heifs-
dampfsterilisation geeignet, was insbesondere fiir biotechnologische Anwendungen

von Interesse ist.

Um kurze Ansprechzeiten zu erreichen ist es vorteilhaft, pordse Schichten herzu-
stellen. Hierzu wird der Indikator mit dem Polymer in Chloroform gelost, die Lo-
sung wird mit Ethanol versetzt und auf ein Polypropylen /Polyethylen-Vlies gegeben.
Das leichter fliichtige Chloroform verdampft und das Polysulfon bildet eine pordse
Schicht, da das Polymer und der Indikator in dem langsamer verdampfenden Ethanol

unloslich sind. Eine genaue Versuchsbeschreibung ist im Anhang (A.2) zu finden.

Abbildung 4.3 zeigt den Einfluss von Sauerstoff auf die Lumineszenz des Indika-
tors bei Exzitationswellenlingen von 410 nm und 500 nm. Die Phosphoreszenz wird
gemik der Stern-Vollmer-Gleichung durch Sauerstoff gequencht. Die Fluoreszenzin-
tensitat dagegen ist nur bei niedriger Sauerstoffkonzentrationen von dieser abhangig.
Steigt die Sauerstoffkonzentration auf iiber 1 % bleibt die Fluoreszenzintensitiat na-

hezu konstant.
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Abbildung 4.3: Lumineszenz des Porphyrin-Indikators in PSU bei verschiedenen Sauerstoffkon-
zentrationen bei 20 °C und einer Anregungswellenldnge von a) 410 nm, b) 500 nm [47]

4.3 Das optische System

Ratiometrische Messverfahren erfordern Detektion der Lumineszenz in zwei unter-

schiedlichen Wellenléingenbereichen. Um die ratiometrische Messung mit nur einem
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Detektor durchfithren zu konnen, wird ausgenutzt, dass sich die Anregungsmaxi-
ma der beiden Lumineszenzsignale bei unterschiedlichen Wellenléngen befinden. Bei
einer Anregungswellenlinge von 410 nm wird {iberwiegend Fluoreszenz emittiert,
wahrend im Spektralbereich von 500 nm bis 540 nm fast ausschliefslich Phosphores-
zenz angeregt wird. Durch abwechselnde Anregung bei diesen Wellenldngen kdnnen
die beiden Signale zeitlich getrennt werden. Die Detektion erfolgt in einem breiten
Wellenlangenbereich, der die Emissionsmaxima von Fluoreszenz und Phosphores-
zenz einschlieftt und lediglich das Anregungslicht abtrennt. Als Detektor dient ein
Photomultiplier (PMT, Hamamatsu, Herrsching).

Als Lichtquellen werden Leuchtdioden (LEDs) verwendet. Um schmale Exzitati-
onsbereiche zu erhalten, wird das Licht der LEDs mit Interferenzfilter von 10 nm
Halbwertsbreite gefiltert. Die Anregung der Phosphoreszenz erfolgt bei 500 nm, also
im Bereich des Nebenmaximums und nicht im Hauptmaximum bei 535 nm (zum
Vergleich s. Spektrum des Indikators, Kapitel 4.2). Dies ermoglicht die Verwendung
einer handelsiiblichen blauen LED (\,,,,= 470 nm) als Lichtquelle, da diese auch
bei 500 nm noch mit ausreichender Intensitét emittiert. Des Weiteren wird durch
den groferen Abstand zum Lumineszenzsignal die Trennung von Anregungs- und
Emissionslicht vereinfacht. Der optische Aufbau des Sensors ist in Abbildung 4.4

schematisch dargestellt.
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Abbildung 4.4: Schematische Darstellung des optischen Aufbaus des Sensors und Reflexionsspek-
tren der verwendeten dichroitischen Spiegel (Quelle: Edmund Optics GmbH, Barrington, NJ, USA,
www.edmundoptics.com
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Um die beiden Signale zeitlich zu trennen, werden die LEDs abwechselnd fiir jeweils
4 ms eingeschaltet. Zwischen jedem Wechsel liegen weitere 4 ms, in denen keine Be-
leuchtung erfolgt. Die auf diese Weise gechopperten Messsignale kdnnen mit einem
Lock-in-Verstirker von mdoglichen Storungen getrennt werden, so dass ein besseres
Signal:Rausch-Verhéltnis erreicht werden kann. Das Anregungslicht der LEDs wird
an den dichroitischen Strahlteilern DS1 und DS2 reflektiert und mit Hilfe der Lin-
sen L1 und KL in den Lichtleiter fokussiert. DS2 ist fiir langwelliges Licht ab etwa
500 nm durchldssig, wéhrend das kurzwellige Anregungslicht in den Lichtleiter re-
flektiert wird. DS1 reflektiert dagegen nur im Bereich zwischen etwa 500 nm und
570 nm, in welchem die Anregung durch LED 1 erfolgt, und lasst das Anregungslicht
von LED 2 durch. Beide Strahlteiler sind durchléssig fiir die Lumineszenzsignale, so
dass diese ungehindert vom Lichtleiter zum Detektor gelangen kénnen (vergleiche
Abbildung4.4 b). Um zu verhindern, dass gestreutes oder reflektiertes Anregungs-
licht zum PMT gelangt, befindet sich vor dessen aktiver Fliche ein zusétzlicher
Langpassfilter mit einer Grenzwellenlinge von 550 nm. Durch die Linsen L1, L2

und KL werden die Signalverluste innerhalb der Optik reduziert.

Da die Empfindlichkeit des Detektors in einem weiten Bereich verdndert werden
kann, hiangt die absolute Hohe des Messsignals von der jeweiligen Einstellung ab.
Im Folgenden werden daher alle mit diesem Gerdt gemessenen Signalintensititen
in relativen Einheiten (RU) angegeben. Zur Fixierung der einzelnen Komponenten
wurde in der Mechanik-Werkstatt des Institutes ein Gehduse aus schwarz eloxier-
tem Aluminium gefertigt, das zum Schutz vor Umgebungslicht dient und mit einem
Deckel verschlossen werden kann. Um ein moglichst intensives Lumineszenzsignal
zu erreichen, sind zuvor die optimalen Positionen der optischen Komponenten er-
mittelt worden. Ein Foto dieses Aufbaus befindet sich im Anhang in Abschnitt A.4.
Als Lichtleiter werden Kunststofffasern von 2 mm Durchmesser (Edmund Optics
GmbH, Barrington, NJ, USA) verwendet.

Die Steuerung des Sensorsystems erfolgt durch zwei Mikrocontroller (Reichelt Elek-
tronik GmbH & Co. KG, Sande). Die Ansteuerung des Gerites und das Auslesen
der Messwerte erfolgt iiber einen PC mit Hilfe des Programmes DasyLab 10 (Na-
tional Instruments Corporation, Austin, TX, USA). Die entsprechende Elektronik
wurde in der Elektronikwerkstatt des Institutes entwickelt und zusammen mit den
optischen Komponenten in ein portables Gehéduse integriert. Im Anhang befinden

sich ein Schema der elektronischen Schaltung und ein Foto des kompletten Gerites
(Abschnitt A.4).
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4.4 Untersuchung verschiedener Farbstoffmischun-

gen

In dieser Arbeit wird untersucht, ob sich definierte Farbstoffmischungen aus
PtOEP und ZnOEP zur ratiometrischen Messung von Sauerstoff und Temperatur
eignen. Hierzu werden Farbstoffmischungen aus PtOEP und ZnOEP in unterschied-
lichen Verhéltnissen in Epoxidharz zur Herstellung von Temperaturoptoden bzw.
in Polysulfon auf einem Polyethylen/Polypropylen-Vlies zur Herstellung von Sauer-
stoffoptoden immobilisiert. Detaillierte Beschreibungen der Immobilisierungsmetho-
den sind im Anhang (A.1 und A.2) zu finden. Abbildung 4.5 zeigt ein Foto und eine
schematische Darstellung der Querschnitte der so hergestellten Farbstoffpatches,
oben ein Patch fiir die Temperaturmessung, unten einer fiir die Sauerstoffmessung.

Zum Grofkenvergleich ist zusétzlich ein 1-Cent-Stiick abgebildet.

b)
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: h=03mm
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|<— d=5mm —>|

Abbildung 4.5: a) Foto der Sensorpatches im GroRenvergleich zu einem 1-Cent-Stiick, b) Skizze

a)

der Patches im Querschnitt; jeweils oben ein Patch fiir die Temperaturmessung und unten ein
Patch fiir die Sauerstoffmessung

Die beiden Lumineszenzsignale dieser Patches werden wihrend des Durchfahrens von
Temperatur- bzw. Sauerstoffstufenprofilen gemessen, um die Abhingigkeit dieser Si-
gnale und des Signalquotienten von der Temperatur bzw. dem Sauerstoffpartialdruck
zu bestimmen. Hierdurch soll zum Einen ermittelt werden, ob sich die Farbstoffmi-
schungen fiir ratiometrische Messungen eignen, zum Anderen, welche Mischung am
sensitivsten ist und damit am geeignetesten fiir den Finsatz zur Sauerstoff- bzw.
Temperaturmessung. Zur Vereinfachung wird das Signal, das bei 410 nm angeregt
wird, im Folgenden Referenzsignal und das Signal, das bei 500 nm angeregt wird,

Messsignal genannt.

4.4.1 Sauerstoffmessungen

Es werden Patches mit einem molaren Verhéltnis von PtOEP zu ZnOEP von 19:1,
9:1, 8:2,7:3, 6:4, 5:5, 4:6, 3:7, 2:8 und 1:9 hergestellt. Mit diesen Patches werden Mes-
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4. Ratiometrischen Messung von Sauerstoffgehalt und Temperatur

sungen in der Gasphase durchgefiihrt. Sie werden in einer Messkammer angebracht,
die mit einem Gasstrom bestehend aus Stickstoff und Sauerstoff durchstromt wird.
Die Messkammer ist in Abbildung 4.6 dargestellt. Es besteht die Moglichkeit zwei
Optoden einzuspannen, z.B. zur zeitgleichen Messung von Temperatur und Sauer-

stoffgehalt oder um Referenzmessungen mit einem zweiten Sensor durchzufiihren.

Glasfaserkabel

b)

_ 1 Gaseingang Gasausgang
—) _)
V

Patches

Abbildung 4.6: a) Foto der Gasdurchflusskammer, b) Schematische Darstellung des Querschnitts
durch die Gasdurchflusskammer

Der Sauerstoffanteil des Gasstroms wird stufenweise erhoht (detaillierte Beschrei-
bung im Anhang A.3). Um eine konstante Temperatur von 30 °C wihrend der Mes-
sung zu erreichen, befindet sich die Messkammer in einem Wasserbad. In Abbildung
4.7 sind exemplarisch die erhaltenen Messwerte bei Verwendung eines Patches mit
einer Farbstoffzusammensetzung von PtOEP zu ZnOEP von 7:3 in Abhéangigkeit

vom Sauerstoffgehalt des Gasstroms dargestellt.
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Abbildung 4.7: Signale und Signalquotient in Abhéngigkeit vom Sauerstoffgehalt, Farbstoffzu-
sammensetzung des Patches PtOEP:ZnOEP = 7:3

Die Signale verhalten sich dhnlich wie die des in der vorhergehenden Arbeit ver-
wendeten Farbstoffs. Das Messsignal zeigt eine starke Abhéngigkeit vom Sauerstoff-
gehalt, wihrend das Referenzsignal nur bei geringem Sauerstoffgehalt von diesem
beeinflusst wird. Bei einem Sauerstoffgehalt iiber 5% bleibt das Referenzsignal na-
hezu konstant. Der Quotient der beiden Signale nimmt stetig ab. Somit lisst sich
jedem Messwert eindeutig ein Sauerstoffgehalt zuordnen, die Bestimmung des Sau-

erstoffgehaltes durch Messen der beiden Fluoreszenzsignale ist also moglich.

Um die Messwerte in Werte fiir den Sauerstoffgehalt umrechnen zu koénnen, ist es
notwendig die Abhéingigkeit des Quotienten vom Sauerstoffgehalt mathematisch zu
beschreiben. Um spéter eine méglichst wenig aufwindige Kalibration zu erméglichen,
wird versucht, Gleichungen mit moglichst wenigen Parametern zu finden. Als am

geeignetsten erwiesen sich Gleichungen der Form

a

@= 1+ b[0,)]

(4.1)

Q steht hierbei fiir den Signalquotienten, [Oy] den Sauerstoffgehalt in %, a und b
sind Parameter, die an die jeweiligen Messwerte angepasst wurden. Dies ist dieselbe
Gleichung mit der sich auch die Sauerstoffabhéngigkeit der Arbeit von Fritzsche ver-

wendeten Farbstoffkombination beschreiben ldsst [47]. Bei der oben gezeigten Mes-

31



4. Ratiometrischen Messung von Sauerstoffgehalt und Temperatur

sung ist a— 5,687 und b —0,003. Das Bestimmtheitsmaf betrigt 0,996. Bei spiteren

Messungen kénnen a und b durch eine Zweipunktkalibration bestimmt werden.

Die Messungen unter Verwendung von Patches mit anderen PtOEP : ZnOEP-Verhilt-
nissen liefern qualitativ dhnliche Ergebnisse. Um zu entscheiden, welche Farbstoffmi-
schung am besten fiir die Sauerstoffmessung geeignet ist, wird die Empfindlichkeit
der Quotienten der verschiedenen Patches gegeniiber dem Sauerstoffgehalt vergli-
chen. Hierzu wird die fiir den jeweiligen Quotienten gefundene Gleichung nach dem
Sauerstoffgehalt abgeleitet. So erhélt man einen Ausdruck fiir die Anderungen des
Messwertes bei Anderung des Sauerstoffgehalts. Da die Steigung der aus den Mes-
sungen erhaltenen Gleichungen negativ ist, gilt, je niedriger der Wert der Ableitung,
desto grofer die Empfindlichkeit der Messung. Abbildung 4.8 zeigt die berechneten

Ableitungen exemplarisch fiir Patches mit drei verschiedenen Zusammensetzungen.
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—— PtOEP : ZnOEP =9 : 1
-0,20 T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Sauerstoffgehalt (Vol.-%)

Abbildung 4.8: Empfindlichkeit des Signalquotienten gegeniiber dem Sauerstoffgehalt fiir Patches
mit dem Verhéltnis von PtOEP zu ZnOEP von 1:9, 7:3 und 9:1

Werden Patches mit einem hohen ZnOEP-Anteil (Beispiel: PtOEP : ZnOEP = 1:9)
verwendet, weist der Quotient eine grofe Empfindlichkeit bei geringem Sauerstoft-
gehalt auf. Die Empfindlichkeit sinkt aber mit steigendem Sauerstoffgehalt stark ab.
Werden Patches mit einem hohen PtOEP-Anteil (Beispiel: PtOEP : ZnOEP = 9:1)
verwendet, weist der Quotient bei geringem Sauerstoffgehalt eine deutlich niedrigere
Empfindlichkeit auf. Der Abfall der Empfindlichkeit bei steigendem Sauerstoffgehalt
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ist allerdings sehr viel weniger ausgeprigt, so dass bei einem hohen Sauerstoffgehalt
die Empfindlichkeit grofer ist als bei Messungen mit Patches mit hohem ZnOEP-
Anteil. Die Patches mit einem Verhéltnis von PtOEP zu ZnOEP von 7: 3 zeigt eine
gute Empfindlichkeit {iber den gesamten Bereich. Diese Farbstoffzusammensetzung

wird daher fiir die weiteren Messungen verwendet.

4.4.2 Temperaturmessung

Fiir die Temperaturmessungen werden Farbstoffmischungen mit einem Verhiltnis
von PtOEP zu ZnOEP von 19:1, 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 4:6, 3:7, 2:8 und 1:9 in
Epoxidharz immobilisiert. Die Messungen werden in einem temperierbaren Wasser-
bad durchgefiihrt. In Abbildung 4.9 sind exemplarisch die Messkurven dargestellt,

die bei Verwendung eines Patches mit einem Verhéltnis von PtOEP zu ZnOEP von

6:4 erhalten wurden.

—=— Referenzsignal
—e— Messignal

—=— Quotient
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Abbildung 4.9: Signale und Signalquotient in Abh#ngigkeit von der Temperatur, Farbstoffzusam-
mensetzung des Patches PtOEP : ZnOEP = 6:4

Das Messsignal sinkt mit steigender Temperatur, wihrend das Referenzsignal kon-
stant bleibt. Dies stellt einen Unterschied zu dem in der vorhergehenden Arbeit
verwendeten Farbstoff dar, bei Messungen mit diesem stieg das Referenzsignal mit

steigender Temperatur. Eine ratiometrische Temperaturmessung ist mit den Farb-
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stoffmischungen dennoch moglich, da der Quotient eine stetig fallende Funktion
darstellt.

Auch die Messkurven der Temperaturmessungen werden mathematisch angeglichen.
Es wird wiederum nach Funktionen mit einer moglichst geringen Anzahl von Para-
metern gesucht. Da die Messkurve mit einer Funktion mit zwei Parametern nicht
ausreichend genau wiedergegeben werden kann, muss auf eine Polynomfunktion mit
drei Parametern zuriickgegriffen werden. Die genaueste Wiedergabe gelang mit einer

quadratischen Funktion der Form

Q=a-T°+b-T+c (4.2)

Hierbei ist Q wiederum der Signalquotient, T ist die Temperatur in °C und a, b
und c sind Parameter, die an die gegebenen Messwerte angeglichen werden. Fiir die
in Abbildung 4.9 gezeigte Messung gilt: a=-0,001, b=-0,0901 und ¢ =12,449. Das
Bestimmtheitsmafs betragt 0,9999.

Analog zu den Sauerstoffmessungen wird auch bei den Temperaturmessungen die
Empfindlichkeit der Signalquotienten von Patches verschiedener Farbstoffzusam-
mensetzung verglichen. In Abbildung 4.10 sind diese fiir Patches mit einem Ver-
haltnis von PtOEP zu ZnOEP von 1:9, 6:4 und 9:1 exemplarisch dargestellt.
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Abbildung 4.10: Empfindlichkeit des Signalquotienten gegeniiber der Temperatur fiir Patches mit
dem Verhéltnis von PtOEP zu ZnOEP von 1:9, 6:4 und 9:1
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Fiir alle Farbstoffzusammensetzungen gilt, dass die Temperaturempfindlichkeit des
Signalquotienten mit steigender Temperatur zunimmt. Vergleicht man die Empfind-
lichkeit der Signalquotienten der verschiedenen Patches, ldsst sich feststellen, dass
die Empfindlichkeit mit steigendem Anteil von PtOEP zunéchst zunimmt, bei einer
Zusammensetzung von PtOEP : ZnOEP von 6:4 ein Maximum durchliuft und dann
mit steigendem Anteil von PtOEP wieder abnimmt. Fiir die weiteren Messungen
werden daher Patches mit einer Zusammensetzung von PtOEP zu ZnOEP von 6:4

verwendet.

4.4.3 Zusammenfassung

Es wurden verschiedene Farbstoffmischungen in PSU und Epoxidharz immobilisiert
und die Abhéngigkeit der Lumineszenzsignale von Sauerstoffgehalt und Tempera-
tur untersucht. Das Messsignal zeigt bei allen Mischungen eine hohe Abhéngigkeit
sowohl vom Sauerstoffgehalt als auch von der Temperatur, wihrend das Referenz-
signal kaum von der Temperatur und nur bei geringem Sauerstoffgehalt von diesem
beeinflusst wird. Der QQuotient aus Messsignal und Referenzsignal ist bei allen Mi-
schungen mit steigender Temperatur bzw. steigendem Sauerstoffgehalt monoton fal-
lend, so dass jedem Quotienten eindeutig eine Temperatur bzw. ein Sauerstoffgehalt
zugeordnet werden kann. Ratiometrische Messungen mit den Farbstoffmischungen

sind also moglich.

Die Abhéngigkeit des Quotienten von der Temperatur und dem Sauerstoffgehalt
konnte mathematisch beschrieben werden. Fiir die Beschreibung der Sauerstoffab-
hangigkeit ist die Bestimmung von zwei Parametern notwendig, fiir die Beschrei-
bung der Temperaturabhingigkeit miissen drei Parameter bestimmt werden. Um
die Empfindlichkeit der Signalquotienten der verschiedenen Farbstoffmischungen
miteinander vergleichen zu kénnen, wurden die Ableitungen des Quotienten nach
der Temperatur bzw. nach dem Sauerstoffgehalt gebildet. Die grofite Empfindlich-
keit gegeniiber Sauerstoff wies der Signalquotient der Farbstoffmischung mit einem
Verhiltnis von PtOEP zu ZnOEP von 7:3 auf, gegeniiber der Temperatur zeig-
te der Signalquotient der Farbstoffmischung mit einem Verhiltnis von PtOEP zu
ZnOEP von 6:4 die grofste Empfindlichkeit. Die weiteren Messungen werden daher

mit Farbstoffmischungen mit diesen Verhéltnissen durchgefiihrt.
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4.5 Sauerstoffmessung bei unterschiedlichen Tem-

peraturen

Die Sauerstoffmessung mit optischen Sensoren ist temperaturabhéngig. Dies liegt
zum Einen daran, dass sich die Loslichkeit des Sauerstoffs mit der Temperatur dn-
dert, zum Anderen an der Temperaturabhingigkeit der Lumineszenz. Sofern der
Einfluss der Temperatur auf das Messsignal und auch die Temperatur selbst be-
kannt sind, lasst sich der Sauerstoffgehalt auch bei nicht konstanter Temperatur
messen. Da mit dem hier beschriebenen Sensorsystem neben dem Sauerstoffgehalt
auch die Temperatur optisch gemessen werden kann, eignet es sich besonders zur
temperaturunabhéngigen Sauerstoffmessung bei biotechnologischen Prozessen. Im
Folgenden wird der Temperatureinfluss auf die Messsignale der Sauerstoffmessung
untersucht. Aufserdem werden die Berechnungen zur Messung des Sauerstoffgehaltes

bei unterschiedlichen Temperaturen dargestellt.

4.5.1 Einfluss der Temperatur auf die Messung des Sauer-

stoffgehaltes

Um den Einfluss der Temperatur auf die Messung des Sauerstoffgehaltes zu bestim-
men, werden die Fluoreszenzsignale der in PSU immobilisierten Farbstoffmischung
in Abhéngigkeit von der Temperatur und dem Sauerstoffgehalt gemessen. Hierzu
wird zunéichst bei konstanter Temperatur ein Sauerstoff-Stufenprofil durchlaufen.
Dies wird fiir verschiedene Temperaturen wiederholt. Die Ergebnisse sind in Abbil-
dung 4.11 dargestellt. Die Messwerte sind hierbei durch die Punkte wiedergegeben,
wahrend die Linien berechnet wurden. Die Berechnungen werden im Folgenden er-

lautert.
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Abbildung 4.11: Abhéngigkeit des Signalquotienten vom Sauerstoffgehalt bei verschiedenen Tem-
peraturen

Wie in Abschnitt 4.4 erwéhnt, ldsst sich die Sauerstoffabhéngigkeit des Quotienten
mit Funktionen gemifs 4.1 beschreiben. Die Parameter a und b wurden fiir die
einzelnen Temperaturen bestimmt, in Abbildung 4.12 sind sie in Abhéngigkeit von
der Temperatur dargestellt. Die Temperaturabhéngikeit der Parameter ldsst sich

beschreiben durch

a=c+d-T (4.3)

und

b= - et (4.4)

Die in Abbildung 4.12 dargestellten Linien wurden mit Hilfe dieser Gleichungen
berechnet, wihrend die Punkte den Werten entsprechen, die durch das Anpassen
von Gleichung 4.1 an die Messwerte fiir die verschiedenen Temperaturen erhalten

wurden.
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Abbildung 4.12: Temperaturabhingigkeit der Parameter a und b

Fasst man die Gleichungen 4.1, 4.3 und 4.4 zusammen, erhilt man einen Ausdruck

fiir den Signalquotienten in Abhéngigkeit von Sauerstoffgehalt und Temperatur:

c+d-T

C=Tr e T 0y

(4.5)

Mit dieser Gleichung wurden die Kurven in Abbildung 4.11 berechnet. Man er-
kennt eine gute Ubereinstimmung mit den Messwerten. Die Abweichung zwischen
berechnetem und gemessenem Wert nimmt mit steigendem Sauerstoffgehalt zu, der
Temperatureinfluss auf die Abweichung ist zu vernachlissigen. Bei einem Sauerstoff-
gehalt von bis zu 50 % ist die Abweichung fiir alle Temperaturen kleiner als 0,5 %
des Messwertes, bei einem Sauerstoffgehalt von 70 % steigt sie leicht an auf bis zu
1,3%. Bei weiter steigendem Sauerstoffgehalt nimmt sie rapide zu. So liegt sie bei
einem Sauerstoffgehalt von 90 % bei 6-10 % und in reinem Sauerstoff bei 13-18 %.

4.5.2 Kalibration der Sensorpatches

In Abschnitt 4.5.1 wurden die Parameter unter Einbeziehung aller Messwerte er-
halten. Bei spiterem Gebrauch der Patches ist es aber nicht praktikabel so viele

Messwerte bestimmen zu miissen, um die Parameter berechen zu kénnen. Statt-
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dessen wird eine Kalibration vorgenommen, die mit moglichst wenigen Kalibra-
tionspunkten auskommen soll. Da Gleichung 4.5 vier zu bestimmende Parameter
enthélt, miissen mindestens vier Kalibrationspunkte aufgenommen werden, wobei
sowohl die Temperatur als auch der Sauerstoffgehalt variieren miissen. Am einfachs-
ten in der Durchfiihrung ist hierbei die Kalibration mit Stickstoff und Luft bei
zwel unterschiedlichen Temperaturen. Um die optimalen Kalibrationstemperaturen
zu ermitteln, wurde die Fisher-Informationsmatrix auf die Gleichungen 4.3 und 4.4
angewendet. Die Kalibrationsbedingungen sind demnach optimal, wenn die beiden

Temperaturen moglichst weit auseinander liegen.

Tabelle 4.1 zeigt die aus den Kalibrationswerten berechneten Parameter fiir den
Signalquotienten des Patches, der auch fiir die in Abschnitt 4.5.1 dargestellten Mes-
sungen verwendet wurde, im Vergleich zu den durch Anpassung der Gleichungen an
die Messwerte berechneten Parametern (vgl. Abschnitt 4.5.1). Zur Berechnung der
Parameter wurden die Messwerte bei 0% und 19,8 % Sauerstoff und 0,5°C und 40°C
verwendet. Die Werte fiir die Parameter ¢ und ¢’ stimmen sehr gut iiberein, die Ab-
weichung betrigt lediglich 1,4 % bzw. 4,3 %, wihrend die Werte fiir die Parameter
d und d’ um 35 % bzw. 10 % abweichen.

Tabelle 4.1: Parameter ¢, d, ¢’ und d’, links aus Kalibrationswerten berechnet, rechts durch
Anpassung von Gleichungen an die Messwerte, wie in Abschnitt4.5 beschrieben

berechnet mit berechnet durch Anpassen | Abweichung
Kalibrationswerten der Gleichungen (%)
c 2,4747 2,50962 1,39
d -0,00383 -0,00592 35,30
c’ 0,03507 0,03628 3,34
d’ 0,02108 0,01915 10,08

Um die Giite der Kalibration beurteilen zu kénnen, ist ein Vergleich dieser Werte
nicht ausreichend. Stattdessen miissen die Messwerte mit den Kurven verglichen wer-

den, die sich mit Hilfe der durch die Kalibration bestimmten Parameter berechnen
lassen (Abbildung 4.13).
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Abbildung 4.13: Sauerstoffabhingigkeit des Signalquotienten vom Sauerstoffgehalt bei verschie-
denen Temperaturen; Punkte: Messwerte; Linien: berechnet mit Hilfe der durch Kalibration erhal-
tenen Parameter

Die berechneten Kurven geben den Verlauf der Messwerte gut wieder. Der Sau-
erstoffgehalt, den man ausgehend von diesen Messwerten mit Hilfe der Kalibrati-
onsparameter erhalten wiirde, weicht in den meisten Féllen weniger als 5% vom
eingestellten Wert ab. Eine Ausnahme bilden die Messwerte bei sehr hohem Sau-
erstoffgehalt. Der Fehler der Messwerte bei 90 % und 100 % Sauerstoffgehalt liegt
zwischen 8 % und 20 %.

4.5.3 Zusammenfassung

Es wurden Messungen mit variierendem Sauerstoffgehalt bei unterschiedlichen Tem-
peraturen durchgefiihrt. Gleichung 4.1 wurde an die Messwerte der einzelnen Mes-
sungen angepasst. Die so erhaltenen Parameter a und b wurden fiir die einzelnen
Temperaturen bestimmt und die Temperaturabhingigkeit dieser Parameter wurde
untersucht. Wahrend Parameter a linear von der Temperatur abhéngt, lisst sich
die Temperaturabhingigkeit von Parameter b {iber eine Exponentialfunktion aus-
driicken. Zur Beschreibung des Temperatureinfluss auf die Parameter a und b sind
jeweils zwei Parameter notwendig, so dass man zur Beschreibung der Abhéngigkeit

des Signalquotienten von Temperatur und Sauerstoffgehalt einen Ausdruck mit vier
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Unbekannten erhéalt.

Vor der Verwendung eines neuen Sensorpatches miissen diese vier Unbekannten be-
stimmt werden. Hierzu werden Kalibrationsmessungen bei je zwei unterschiedlichen
Temperaturen und Sauerstoffgehalten gemacht. Die so erhaltenen Kalibrationskur-
ven geben die Messwerte bis auf 5 % des Absolutwertes genau wieder, grofsere Abwei-
chungen treten auf, wenn der Sauerstoffgehalt iiber 70 % betrigt. Da in der Praxis
normalerweise aber mit Luft und nicht mit reinem Sauerstoff begast wird, ist die

Genauigkeit duferst zufriedenstellend.

4.6 Beurteilung des Sensors

Die in Abschnitt 4.4 beschriebenen Messungen zeigen, dass eine eindeutige Zuord-
nung des Signalquotienten zu den Messparametern (Sauerstoff bzw. Temperatur)
moglich ist. Um diese Abhéngigkeit fiir einen Sensor nutzen zu kénnen, miissen aber
noch weitere Kriterien zutreffen. So miissen Langzeitstabilitdt und die Reproduzier-
barkeit des Signals iiberpriift werden, auch die Ansprechzeit muss innerhalb eines
fiir die Anwendung sinnvollen Bereiches liegen. Da der Sensor fiir Messungen im
Bereich Kultivierung eingesetzt werden soll, ist es auferdem notwendig, dass die
Patches autoklavierbar sind und dass Messungen in fliissiger Phase durchgefiihrt

werden konnen.

4.6.1 Langzeitstabilitit

Ein Nachteil vieler fluoreszenzbasierter Sensoren ist das Ausbleichen des Farbstoffs
und damit eine Drift des Signals. Durch die ratiometrische Messung soll diese ver-
hindert werden. Um zu iiberpriifen, ob der Signalquotient trotz Ausbleichens des
Farbstoffs konstant bleibt, werden die Fluoreszenzsignale eines Patches wihrend des
Durchfahrens eines Stufenprofils gemessen. Diese Messung wird dreimal wiederholt.
Zwischen den Messungen werden mit einer Frequenz von 10 Hz Messwerte aufge-
nommen, um so eine Langzeitnutzung zu simulieren (im Folgenden Beleuchtung ge-
nannt), nach der ersten Messung fiir 30 min, nach der zweiten Messung fiir weitere
60 min. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.14 dargestellt.

41



4. Ratiometrischen Messung von Sauerstoffgehalt und Temperatur

10 _\ —— Messsignal (Beginn) 5
] Messsignal (nach 30 min)
\ Messsignal (nach 90 min)
0,8 ~ —=— Referenzsignal (Beginn)
\_ —=— Referenzsignal (nach 30 min)
Referenzsignal (nach 90 min)
= 0,6 \ —=— Quotient (Beginn) -2
x —=— Quotient (nach 30 min) €
© Quotient (nach 90 min) %
2 04 5
2
= L1
0,2 1 \\
\_\\7\
0’0 I I I I 0
0 20 40 60 80 100

Sauerstoffgehalt (Vol.-%)

Abbildung 4.14: Signale und Signalquotient vor Simulation einer Langzeitnutzung, nach 30 min
Beleuchtung und nach 90 min Beleuchtung

Die Intensitdt der beiden Signale nimmt nach jeder Beleuchtungsphase merklich
ab, der Signalquotient wird dadurch aber nicht beeinflusst. Die drei Kurven der
drei Messungen sind nahezu identisch. Damit ist bewiesen, dass durch die interne
Referenzierung ein von der absoluten Intensitit der Fluoreszenzsignale unabhéngiges

Messsignal erreicht wird.

4.6.2 Reproduzierbarkeit

Um die Reproduzierbarkeit der Messwerte zu testen, wird die Messzelle abwechselnd
mit, Stickstoff und Druckluft fiir jeweils 15 min durchspiilt. Als Referenzsensor dient
der ebenfalls faseroptische Sensor Fibox 3 (PreSens, Regensburg). In Abbildung 4.15

sind die Ergebnisse dieser Messung dargestellt.
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Abbildung 4.15: Sauerstoffgehalt bei Messung abwechselnd in Stickstoff und Luft, gemessen mit
dem ratiometrischen Sensor und Fibox 3 (PreSens, Regensburg)

Der Verlauf beider Messkurven ist nahezu identisch. Bei Messungen in Stickstoff
geben beide Sensoren Werte zwischen 0,01 Vol.-% und 0,05 Vol.-% Sauerstoff an. Bei
Messung in 20 Vol.-% Sauerstoff ist die Streuung der Messwerte grofer, was an der
geringeren Empfindlichkeit bei h6herem Sauerstoffgehalt liegt. Die Messwerte beider
Sensoren schwanken zwischen 19,8 Vol.-% und 20,2 Vol.-%, zwischen den einzelnen
Begasungszyklen ist kein nennenswerter Unterschied zu erkennen. Eine sehr gute

Reproduzierbarkeit ist also gegeben.

4.6.3 Stabilitit gegeniiber Heillddampfsterilisation

Fiir den Einsatz bei Kultivierungen ist es notwendig, dass die Sensorpatches sterili-
sierbar sind. Als Standardmethode wird hierfiir die Heifsdampfsterilisation genutzt.
Eine Variante der Heilsdampfsterilisation ist das Autoklavieren. Dabei werden die zu
sterilisierenden Gerite fiir 20 min auf 121 °C bei einem Druck von 2 bar in Wasser-
dampfatmosphére erhitzt. Um zu iiberpriifen, ob die Sensorpatches dies unbeschadet
iiberstehen, werden wiederum die beiden Lumineszenzsignale bei Durchfahren eines
Stufenprofils gemessen. Nach der Messung werden die Patches autoklaviert und die

Messung wird wiederholt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.16 dargestellt.
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Abbildung 4.16: Signalquotient in Abhéngigkeit vom Sauerstoffgehalt vor und nach Autoklavieren

Die Messkurve lisst sich auch nach dem Autoklavieren mit Gleichung 4.1 beschrei-
ben, wie in Abbildung 4.16 zu sehen. Die Kurve wurde mit Hilfe von Kalibrations-
werten berechnet, wihrend die Punkte die Messwerte darstellen. Zwar weichen die
beiden Messkurven deutlich voneinander ab, dies ist aber auch der Fall, wenn die
Glasfaser aus der Messzelle entfernt und neu eingesetzt wird, ohne dass der Sensor-
patch autoklaviert wird. Auch weitere Autoklaviervorginge hatten keinen negativen

Einfluss auf die Messkurven.

4.6.4 Adaption an die fliissige Phase

Der Einsatzbereich des Sensors soll in der Kultivierung liegen, daher miissen Mes-
sungen in der Kulturbriihe, also in der fliissigen Phase, durchgefiihrt werden. Um zu
iiberpriifen, ob die Abhéngigkeit des Signals von Temperatur und Sauerstoff auch
hier gegeben ist, werden Messungen in deionisertem Wasser durchgefiihrt, welches
mit Gasmischungen mit unterschiedlichem Sauerstoffanteil begast wird. Abbildung
4.17 zeigt die gemessenen Signalquotienten in Abhéngigkeit vom Sauerstoffgehalt
(angegeben in % Sauerstoffsiattigung) bei verschiedenen Temperaturen. Die Kali-
bration wird wie in Abschnitt 4.5.2 beschrieben durchgefiihrt, mit den berechneten

Parametern werden die in der Abbildung 4.17 dargestellten Kurven berechnet.

44



4. Ratiometrischen Messung von Sauerstoffgehalt und Temperatur

1,0 - = 05°C
i e 17,3°C
0,9 - A 31°C

Quotient

T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

Sauerstoffgehalt (% Sauerstoffsattigung)

Abbildung 4.17: Signalquotienten in Abhéngigkeit vom Sauerstoffgehalt bei verschiedenen Tem-
peraturen in deionisiertem Wasser

Die Kurven geben der Verlauf der Messwerte gut wieder. Die Abweichung zwischen
tatsdchlichem und aus den Messwerten berechnetem Sauerstoffgehalt ist dhnlich wie
bei Messungen in der Gasphase (vgl. Kapitel 4.5.2). Sie liegt bei sehr niedrigem
Sauerstoffgehalt (2% Sauerstoffsittigung) zwischen 8 % und 20 %, bei einer Sauer-
stoffsittigung zwischen 5 % und 90 % liegt sie unter 7 %. Einzig bei einem sehr hohen
Sauerstoffgehalt (Sauerstoffséttigung > 90 %) sind die Fehler deutlich grofer als bei
Messungen in der Gasphase, sie liegen bei bis zu 35 %. Die Messwerte lassen sich
also mit derselben Funktion wie die Messungen in der Gasphase beschreiben. Aller-
dings verlaufen die Kurven deutlich flacher, als die in der Gasphase aufgenommenen

Messkurven, wodurch eine geringere Empfindlichkeit gegeben ist.

4.6.5 Ansprechzeit

Die Messung der Ansprechzeit des Sensors erfolgt wiederum durch manuelles Umset-
zen zwischen einer mit Druckluft begasten Losung und einer mit Stickstoff begasten
Losung (vgl. Abschnitt 3.2). Als Referenzsensor dient der faseroptische Sensor Fi-
box 3 (PreSens, Regensburg). Die erhaltenen Messkurven sind in Abbildung 4.18

dargestellt, die daraus ermittelten tgo-Zeiten sind in Tabelle 4.2 aufgelistet.
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Abbildung 4.18: Messkurven des ratiometrischen Sensors und der Fibox 3, erhalten bei manuellem
Umsetzen der Sensoren zwischen mit Stickstoff und Druckluft begastem Wasser

Tabelle 4.2: tgy-Zeiten der eingesetzten Sensoren, gemessen bei manuellem Umsetzen der Sensoren
zwischen mit Stickstoff und Druckluft begasten Losungen

ansteigender Sauerstoffgehalt | abfallender Sauerstoffgehalt
ratiometrischer Fibox ratiometrischer Fibox 3
Sensor Sensor
|min] |min]| [min]| [min]
2,57 2,17 2.95 2,42
3,08 2,53 3,42 3,07
317 2,72 3,12 3,15

Es fallt auf, dass die Messkurven des Fibox 3 gleichméfiger verlaufen als die des
ratiometrischen Sensors. Ein Grund hierfiir kbnnte sein, dass die Sensorpatches des
ratiometrischen Sensors bedingt durch die manuelle Fertigung Inhomogenitaten auf-
weisen. Dies fiihrt zu unterschiedlichen Diffusionsgeschwindigkeiten von Sauerstoff

innerhalb des Patches und dadurch zu einer inhomogenen Sauerstoffverteilung.

Die ermittelten tgg-Zeiten des ratiometrischen Sensors liegen zwischen 2,5 min und
3,2min bei ansteigendem Sauerstoffgehalt und zwischen 2,9 min und 3,5 min bei ab-

fallenden Sauerstoffgehalt. Die tgp-Zeiten des Fibox 3 liegen etwa 0,4-0,5 min bzw.
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10-15% unter denen des ratiometrischen Sensors. Messungen mit anderen Sensor-
patches zeigen eine starke Varianz der Ansprechzeiten des ratiometrischen Sensors,
wahrend die Abweichungen der Ansprechzeiten, die mit verschiedenen Sensorpat-
ches der Firma PreSens gemessen wurden, etwa so grof sind wie die Abweichungen
verschiedener Messungen mit demselben Patch. Bei einigen Sensorpatches werden
mit dem ratiometrischen Sensor Ansprechzeiten dhnlich denen des Fibox 3 gemes-
sen, bei anderen liegen sie bis zu 50 % tiber diesen. Der Grund hierfiir ist wiederum
in der manuellen Fertigung zu finden. Die Schichtdicke der Sensorpatches variiert
von Patch zu Patch ein wenig. Fine grofere Schichtdicke fiihrt zu einer lingeren An-
sprechzeit, da der Sauerstoff zunéchst in den Patch hinein diffundieren muss, damit

die durch ihn verursachten Loschungseffekte detektierbar werden.

4.6.6 Zusammenfassung

Der ratiometrische Sensor wurde beziiglich Langzeitstabilitiat, Reproduzierbarkeit,
Stabilitdt gegeniiber Heifsdampfsterilisation und Ansprechzeit charakterisiert. Au-
fserdem wurde tiberpriift, ob Messungen mit dem System auch in wissriger Phase
moglich sind und ob die mathematische Beschreibung der Signale, die fiir die Gas-

phase gefunden wurde, auch hier giiltig ist.

Zur Untersuchung der Langzeitstabilitit des Signals wurden Messungen wahrend
Durchfahrens eines Sauerstoffstufenprofils durchgefiihrt, zwischen den Messungen
wurden die Sensorpatches fiir einige Zeit beleuchtet. Durch diese Beleuchtung wur-
den zwar die beiden Lumineszenzsignale gebleicht, auf den Signalquotienten hatte
dies aber keinen Einfluss. Er zeigte bei allen Messungen einen nahezu identischen
Verlauf.

Um die Reproduzierbarkeit der Messwerte beurteilen zu kénnen, wurde die Gas-
durchflusskammer abwechselnd mit Stickstoff und Luft gespiilt. Wéahrend der ver-
schiedenen Zyklen wurden nahezu identische Werte erhalten. Auch im Vergleich zu
dem Referenzsensor konnte keine Abweichung beobachtet werden. Eine gute Repro-

duzierbarkeit ist also gegeben.

Die Stabilitit gegeniiber Heilsdampfsterilisation wurde untersucht, indem zunéchst
die Abhéngigkeit des Signalquotienten vom Sauerstoffgehalt fiir einen bestimmten
Patch gemessen wurde. Dieser Patch wurde dann autoklaviert, danach wurde die
Messung wiederholt. Es zeigte sich zwar ein Unterschied zwischen der Messung vor
und der Messung nach der Heifldampfsterilisation, aber die Messkurve liefs sich wei-
terhin unter Verwendung derselben Gleichung beschreiben. Es ist also nach der Heifs-

dampfsterilisation eine neue Kalibration nétig.
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Vor der Bestimmung der Ansprechzeit erfolgte zundchst die Adaption an die fliissige
Phase. Die Messungen erfolgten in deionisiertem Wasser, das mit Gasen mit variie-
render Sauerstoffkonzentration begast wurde. Analog zu den Untersuchungen in der
Gasphase wurden die Messungen bei verschiedenen Temperaturen wiederholt. Die
Abweichungen der Messwerte von den tatsidchlichen Werten lag unwesentlich hoher
als in der Gasphase. Messungen sind mit dem Sensorsystem in der fliissigen Phase

also unter Verwendung derselben Berechnungen wie in der Gasphase moglich.

Die Analyse der Ansprechzeiten des ratiometrischen Sensors zeigte eine grofte Vari-
anz der Ansprechzeiten verschiedener Patches. Der Grund liegt in der Herstellung.
Sie erfolgt manuell, wodurch es zu Abweichungen in der Schichtdicke kommen kann,
die sich auf die Ansprechzeiten auswirken. Eine maschinelle Herstellung der Patches
wiirde zu einheitlicheren Ergebnissen fithren, dann konnte auch eine Optimierung
der Schichtdicke erfolgen.

4.7 Einsatz des Sensorsystems

Das Sensorsystem wurde bei zwei unterschiedlichen Modell-Kultivierungen angewen-
det, bei der Kultivierung der Knochenvorlauferzelllinie MG-63 und bei der Kultivie-
rung des Hefestammes Kluyveromyces marzianus. Die Ergebnisse sind im Folgenden

dargestellt.

4.7.1 Kultivierung von MG-63

Die Kultivierung der Knochenvorlduferzelllinie MG-63 erfolgt in flexiblen Silikon-
schalen. Diese werden in Stimulationsmaschinen (Abbildung 4.19, [59]) eingespannt
und um 5 % mit einer Frequenz von 1 Hz zyklisch gedehnt. Die Knochenvorlauferzelle
wurde als Modellzelllinie gewdhlt, da die Kultivierung zum Einen in kleinen Volu-
mina (4mL) erfolgt, so dass die Sauerstoffmessung mit konventionellen Methoden

hier nicht moglich ist. Zum Anderen erschwert auch die Dehnung der Silikonschale

die Anwendung beispielsweise einer Clark-Elektrode.

Abbildung 4.19: links: Stimulationsmaschine mit eingespannter Silikonschale, rechts: Silikonschale
mit Sensorpatches
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Wihrend der Kultivierung werden die Zellen dreimal fiir 4 h mechanisch stimuliert,
wobei zwischen jeder Stimulation eine Pause von acht Stunden liegt. Durch die me-
chanische Reizung der Zellen soll die osteogene Differenzierung geférdert werden
[60]. Die Kultivierung bei erfolgt bei 37°C und 5Vol.-% CO; in der umgebenden
Atmosphére. Die Messung des Sauerstoffgehaltes erfolgte mit dem ratiometrischen
Sensor und der Fibox 3 (PreSens). Die beiden Patches wurden mit Silikonkleber
(Elastosil®) RT 601, Wacker Chemie AG, Miinchen) in der Schale befestigt. Abbil-

dung 4.20 zeigt die bei der Kultivierung erhaltenen Messkurven im Vergleich.
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Abbildung 4.20: Verlauf des Sauerstoffgehaltes bei der Kultivierung von MG-63, gemessen mit
dem ratiometrischen Sensor und der Fibox 3 (PreSens)

Der Verlauf beider Messkurven ist sehr dhnlich. Wahrend der Stimulationsphasen
lasst sich ein Absinken des Sauerstoffgehaltes beobachten, wihrend der Pausen ein
Anstieg. Dies ldsst auf einen erhéhten Sauerstoffverbrauch der Zellen wiahrend der
Stimulationsphasen schliefsen. Das Rauschen des Signals des ratiometrischen Sensors
ist stdrker als das des Referenzsensors. Durch Verwendung eines geeigneten mathe-
matischen Filters kann dieses Rauschen verringert werden. Es wurden ein Median-
und ein Mittelwertfilter auf die Messkurven angewandt. In Abschnitt 6.4.3.4 werden
die verwendeten Filter ndher beschrieben. Die gefilterten Kurven sind in Abbildung

4.21 im Vergleich zur Originalkurve dargestellt.
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Abbildung 4.21: Verlauf des Sauerstoffgehaltes bei der Kultivierung von MG-63, Originalmess-
kurve des ratiometrischen Sensors im Vergleich zu zwei gefilterten Messkurven, verwendet wurden
ein Median- und ein Mittelwertfilter, Fensterbreite jeweils fiinf Messwerte

Beide Filter vermindern das Rauschen erheblich, ohne dass Informationen verloren
werden. Die unter Verwendung des Mittelwertfilters erhaltene Kurve weist ein gerin-
geres Rauschen auf, als die unter Verwendung des Medianfilters erhaltene Messkurve.
Erhoht man die Fensterbreite der Filter, erhilt man Kurven mit dhnlich starkem
Rauschen, eine weitere Verminderung des Rauschen liefen sich nur mit einer sehr
viel groferen Fensterbreite erreichen, was zu einem Verlust von Information fiihrt

(Ergebnisse nicht gezeigt).

Die Messung des Sauerstoffgehaltes wihrend der Kultivierung der Knochenvorlau-
ferzellinie MG-63 mit dem ratiometrischen Sensor ist also unter Verwendung eines
geeigneten Filters moglich. Die Ergebnisse sind vergleichbar mit denen, die mit dem

faseroptischen Sensor der Firma PreSens, Regensburg, erhalten wurden.

4.7.2 Kultivierung von Kluyveromyces marxianus

Um ein breites Spektrum abzudecken wurde fiir die zweite Modell-Kultivierung ein
Hefestamm verwendet. Der Hefestamm Kluyveromyces marzianus DSM5422 (Deut-
schen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ), Braun-

schweig) wird in einem Biostat A+ kultiviert. Die Kultivierung erfolgt in teilentzu-
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ckertem Molkekonzentrat bei 30°C, der Sauerstoffgehalt wird vor Beginn auf 50 %
Luftsittigung eingestellt. Er wird mit dem ratiometrischen Sensor und einer Clark-
Elektrode gemessen, die Temperatur mit dem ratiometrischen Sensor und einem
Pt100-Widerstandsthermometer. Abbildung zeigt die bei der Kultivierung erhalte-

nen Messkurven bis zum Ubergang in die anaerobe Kultivierungsphase.

Sauerstoffgehalt, Temperatur,
109 gemessen mit gemessen mit -84
60_' —— ratiometrischem Sensor ——— ratiometrischem Sensor |
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Abbildung 4.22: Verlauf von Sauerstoffgehalt und Temperatur bei Kultivierung von K.
marxianus, gemessen jeweils mit dem ratiometrischen Sensor und einem Referenzsensor

Die Messwerte der Clark-Elektrode liegen um etwa 0,8 % Luftsittigung unter denen
des ratiometrischen Sauerstoffsensors, dies entspricht einer Abweichung von 0,6 %
des Absolutwertes. Verglichen mit der in Abschnitt 4.7.1 beschriebenen Messung ist
das Signalrauschen des ratiometrischen Sensors erheblich geringer. Dies ist darauf
zuriickzufiihren, dass hier bei geringerem Sauerstoffgehalt gemessen wird und in die-
sem Bereich die Anderung des Signalquotienten bei Anderung des Sauerstoffgehaltes
grofer ist (vgl. Abschnitt 4.4). Auf eine Filterung der Messwerte wird daher verzich-
tet. Das Signal der Clark-Elektrode weist einige Schwankungen auf, wihrend das
Signal des ratiometrischen Sensors bis zum Abfall des Sauerstoffgehaltes konstant
bleibt. Da nach Beginn der Kultivierung nicht mehr begast wurde, sind Schwankun-
gen des Sauerstoffgehaltes, wie sie von der Clark-Elektrode aufgezeichnet wurden,

unwahrscheinlich.
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Die Messwerte der Temperaturoptode des ratiometrischen Sensors zeigen ein starkes
Rauschen, die gezeigten Werte werden mit einem Mittelwertfilter mit einer Fens-
terbreite von fiinf Werten gefiltert. Dennoch schwanken sie um ca. 0,5°C um den
Messwert des Widerstandsthermometers. Leichte Schwankungen der Temperatur,
wie sie von dem Widerstandsthermometer bei einer Kultivierungsdauer von 10 h ge-
messen wurden, lassen sich daher mit dem ratiometrischen Sensor nicht beobachten.
Fiir die Temperaturkorrektur der Sauerstoffmessung ist eine Genauigkeit von 0,5 °C

aber ausreichend.

4.7.3 Zusammenfassung

Der ratiometrische Sensor wurde fiir Messungen in Kultivierungen eingesetzt. Bei
der Kultivierung der Knochenvorliuferzelllinie wurde nur die Sauerstoffoptode ein-
gesetzt, als Referenzsensor dient der Fibox 3 der Firma PreSens. Beide Sensoren
liefern einen dhnlichen Kurvenverlauf, allerdings wies das Signal des ratiometrischen
Sensors ein starkes Rauschen auf. Dieses Rauschen konnte mit Hilfe von mathema-

tischen Filtern deutlich reduziert werden.

Bei der Kultivierung des Hefestammes wurde dagegen kein starkes Rauschen der
Messwerte der Sauerstoffoptode beobachtet. Dies liegt daran, dass hier mit einem
geringeren Sauerstoffgehalt gearbeitet wurde. In diesem Bereich ist die Empfindlich-
keit des Sensors gréfer. Die Messwerte der Temperaturoptode zeigen Schwankungen
von 0,5°C um den mit einem Widerstandsthermometer gemessenen Wert. Leichte
Schwankungen in der Temperatur kénnen mit dem Sensor daher nicht beobachtet
werden. Fiir die Temperaturkorrektur der Sauerstoffmessung ist die Genauigkeit der

Temperaturoptode aber ausreichend.

4.8 Diskussion und Ausblick

Ein von Fritzsche entwickeltes ratiometrischem Sensorsystem [47] wurde in dieser
Arbeit optimiert. Dazu wurden zunichst die Farbstoffzusammensetzungen mit der
grokten Empfindlichkeit gegeniiber der Anderung des Sauerstoffgehaltes bzw. der
Temperatur gefunden. Die Abhéingigkeit des Messignals von den Analyten wurde
untersucht und mit Hilfe von mathematischen Gleichungen beschrieben. Mit einer
Vier-Punkt-Kalibration erreicht man so eine Messgenauigkeit fiir den Sauerstoffge-

halt bei variierender Temperatur von ca. 5 % des Absolutwertes.

Es wurde eine gute Reproduzierbarkeit sowie die Langzeitstabilitdt des Messignals

und die Stabilitdt der Patches gegeniiber Heilsdampfsterilisation nachgewiesen. Die
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Untersuchung der Ansprechzeit zeigte grofe Abweichungen zwischen Messungen mit
unterschiedlichen Patches, was auf die manuelle Fertigung zuriickzufiihren ist. Um
eine Optimierung der Ansprechzeit durchfithren zu kénnen, muss eine reproduzier-

bare Herstellung eingefiihrt werden.

Das Sensorsystem wurde erfolgreich bei ersten Kultivierungen eingesetzt. Bei Mes-
sungen bei hohem Sauerstoffgehalt ist es ndtig, das Signal digital zu filtern, um so
das starke Messrauschen zu reduzieren. Eventuell wiirde auch der Einsatz anderer
Farbstoffmischungen, die eine grofsere Empfindlichkeit bei hohem Sauerstoffgehalt
vorweisen, zu einem weniger stark verrauschtem Messsignal fithren. Auch fiir Mes-
sungen bei niedrigem Sauerstoffgehalt konnte man mit einer anderen Farbstoffmi-

schung arbeiten, um eine hohere Messgenauigkeit zu erreichen.

Das Signal der Temperaturoptode weist eine Genauigkeit von 0,5°C auf. Diese ist

ausreichend fiir die Temperaturkorrektur der Sauerstoffmessungen.
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Kapitel 5
Die Messung der optischen Dichte

Ein weiterer Typ optischer Sensoren sind die photometrischen Sensoren. Sie dienen
zur Messung der Verdnderung eines Lichtstrahls durch Interaktion mit einer Probe
[61]. Dabei sind viele unterschiedliche Einsatzgebiete und Messanordnungen denk-
bar. So konnen z.B. Farbreaktionen verschiedenster Analyten gemessen werden. Dies
wird z.B. in der Mess- und Regeltechnik in Abwasserbehandlungsanlagen [61] und
in der Biotechnologie, beispielsweise zur Bestimmung von Enzymaktivitdten [62],
angewendet. Auch die Reinheit von DNA und RNA in Lésung kann auf diese Weise

bestimmt werden.

Ein weiteres wichtiges Einsatzgebiet optischer Sensoren ist die Triibungsmessung
oder Turbidimetrie [63]. Mit diesem Verfahren lédsst sich die optische Dichte einer
Probe bestimmen, welche mit der Biomasse korreliert. So lassen sich zwar keine
genauen Werte fiir die Biomasse bestimmen, doch kann man durch die Messung der
optischen Dichte mit wenig Aufwand den Verlauf einer Kultivierung verfolgen [64].
In den folgenden Abschnitten wird genauer auf die unterschiedlichen Méglichkeiten

der Turbidimetrie und auf die Messung der optischen Dichte eingegangen.

5.1 Turbidimetrie

Unter Triibung versteht man die durch ungeloste Substanzen verursachte Verringe-
rung der Durchsichtigkeit einer Probe [99]. Das eingestrahlte Licht trifft auf einen
Partikel und wird abhéngig vom Partikel und vom Winkel des Auftreffens gestreut
oder reflektiert [100].

Die Extinktion (oder optische Dichte) ist ein Mak fiir die Abschwiichung der In-
tensitdt von Licht in einem Medium. Sie ist definiert als negativer dekadischer Lo-
garithmus des Transmissionsgrades, der dem Anteil des durchgelassenen Lichts ent-

spricht [65]. Die Abschwéchung des Lichtes wird neben Streuung und Reflexion auch
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durch Absorption des Lichtes durch Feststoffpartikel verursacht und ist abhingig
von der Wellenldinge des Lichtes. Die Abnahme der Lichtintensitit bei Durchgang
eines Lichtstrahls durch eine Probe lidsst sich mit dem Lambert-Beerschen Gesetz

beschreiben:

E,\:—lgizg,\-c-d (5.1)
Iy

Hierbei ist E) die Extinktion bei einer bestimmten Wellenldnge A, I die Intensitit des
austretenden und 7 die Intensitéit des eintretenden Lichtstrahls [93]. Die Extinktion
ist proportional zur Weglinge des Lichts (Schichtdicke d) und zur Konzentration ¢
der Partikel, Proportionalitdtsfaktor ist der ebenfalls wellenldngenabhéngige Extink-
tionskoeffizient €. Aus dem mdglichen Verhalten von Licht bei Auftreffen auf einen
Feststoffpartikel ergeben sich unterschiedliche Methoden zur Messung der Triibung.
Es kann entweder das gestreute bzw. reflektierte Licht gemessen werden (nephelome-
trische Messung) oder die Intensitét des transmittierten Lichts [99]. Abbildung 5.1

zeigt den Verlauf der Sensorsignale in Abhéngigkeit von der Partikelkonzentration.

Transmissionsmessung

Sensorsignel

Partikelkonzentration

Abbildung 5.1: Verlauf der Messsignale bei Transmissionsmessung und nephelometrischer Mes-
sung (90°) in Abhéngigkeit von der Partikelkonzentration

Streulichtmessungen koénnen prinzipiell mit verschiedenen Winkeln gemessen wer-
den, meist werden sie bei einem Winkel von 90° gemessen [63]. Schwache Triibungen,
wie sie z.B. im Bereich der Medizin- oder Nahrungsmittelforschung vorkommen, las-
sen sich generell durch Transmissionsmessung am besten detektieren [63], stirkere
Triitbungen (Abwasserreinigung, Bioprozesstechnik) besser durch nephelometrische
Messungen |66]. Ergebnisse, die mit unterschiedlichen Messaufbauten erhalten wer-
den, kénnen nicht direkt miteinander verglichen werden, jede Methode bedarf einer
eigenen Kalibration. Die in der Biotechnologie wichtige Unterscheidung von leben-
den und toten Zellen ist mit keiner Methode mdéglich [63].
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5.2 Triitbungsmessung zur Bestimmung der

Biomasse

In der Biotechnologie werden fiir die Optimierung der Prozessfiihrung online-Infor-
mationen iiber das Prozessverhalten benotigt [67, 68]. Die Biomassekonzentration
ist dabei eine relevante Messgrofe [69]. Dies gilt nicht nur, wenn die Biomasse selbst
das Produkt ist, sondern auch bei der Produktion von hochwertigen Stoffwechsel-
produkten mit entsprechenden Zellen [70]. Die Biomasse erfolgt in der Regel immer
noch als offline-Messung. Direkte Methoden zur Messung des Feststoffgehaltes, wie
die Gravimetrie oder die Verwendung von Coulter-Countern, sind sehr zeitaufwan-
dig |71, 70, 72|. Da die Biomasse mit der optischen Dichte korreliert, ist die Tur-
bidimetrie eine verbreitete Alternative zur Biomassemessung. Meist geschieht dies
offline, was personalintensiv und zeitaufwiindig ist [70]. Kleine Anderungen der Bio-
massekonzentration erfolgen durchaus schnell. Um sie zu detektieren sind klassische
Methoden kaum geeignet |73, 69].

Online-Messungen der Biomasse direkt im Kultivierungsgefift sind mit deutlich we-
niger Aufwand und Personal verbunden [74]. Auferdem ist keine Probenahme not-
wendig, die immer das Risiko einer Infektion birgt. Optische Sensoren zur photome-
trischen online-Messung sind vielfach kommerziell erhéltlich [75], sie werden aller-
dings mehr im Bereich der Ab- und Frischwassertechnik als fiir in-situ-Messungen in
der Biotechnologie eingesetzt 76|, da dort insbesondere zu beachten ist, dass die Sen-
soren sterilisierbar sein miissen [70]. Bei Kultivierungsexperimenten besteht zudem
das Problem, dass es sich bei den Partikeln um lebende Zellen handelt. Wahrend
der Messungen konnen sie sich stark verdndern |70]. Auferdem ist - im Gegensatz
zur Transmissionsmessung am Laborphotometer - fiir jede Art von biologischen Pro-
ben eine eigene Kalibration notig [77]. Fiir eine kontinuierliche online-Messung kann
z.B. eine externe Schleife mit vorgeschaltetem Blasenabscheider eingesetzt werden.
Dieser Aufbau benétigt eine vorhergehende Kalibration fiir die jeweilige Zellart |78].
Als Probenahmesystem kann z.B. ein Fliek-Injektions-Analyse System (FIA) die-
nen [79, 80]. Da der Zusammenhang zwischen Biomassekonzentration und optischer
Dichte nur bis zu einem bestimmten Wert linear ist, wird bei héherer Biomasse mit
Verdiinnungen der Proben gearbeitet. Fiir eine Verdiinnung und die damit verbun-

dene Probenahme sind hauptséchlich offline-Messungen geeignet [70, 81].

Seit Ende der 1970er Jahre gibt es Ideen fiir Methoden zur online-Messung. Eine
automatisierte Verdiinnung der Proben ist mit einer aufwindigen Konstruktion des
Messgerits verbunden. Eine andere Moglichkeit zur Vergroferung des linearen Mess-
bereichs ist die Anpassung der Schichtdicke der Messung an die Zellkonzentration.
Eine variable Schichtdicke [82] oder eine keilformige, bewegliche Kiivette [83] sind
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5. Die Messung der optischen Dichte

Umsetzungen dieser Idee. Sie zeigen aber beide eine ungeniigende Genauigkeit, vor
allem bei geringer optischer Dichte. Es besteht auch die Moglichkeit, andere Wel-
lenlingen und damit andere Extinktionskoeffizienten zu verwenden oder iiber eine

geeignete Signalauswertung den linearen Messbereich scheinbar zu vergrofern [66].

Eine andere Variante der online-Messung ist der Finbau der Messschleife direkt an
den Bioreaktor. Hierfiir gibt es einige Beispiele, die allerdings alle mit dem Problem
des Bewuchses auf den Einbauten zu kiimpfen haben [84, 85, 86]. Auch ist der lineare
Bereich bei allen Methoden fiir viele Kultivierungen nicht ausreichend. Nephelome-
trische Messungen, vor allem Messungen des Reflexionslichtes, zeigen einen deutlich
breiteren linearen Bereich [70]. Sie eignen sich daher besser zur online-Messung der
optischen Dichte ohne Probenahme. Die Messung des Reflexionslichtes toleriert zwar
hohere optische Dichten als Streulicht- und Transmissionsmessungen [87], zeigt aber

keine gute Genauigkeit fiir geringe optische Dichten [88, 69].

Aufgrund der Weiterentwicklung der Glasfasertechnik werden in jiingerer Zeit haupt-
sachlich kommerziell erhéltliche Fiberoptik-Systeme, wie sie z.B. von Avantes (Eer-
beek, Niederlande) angeboten werden, direkt im Bioreaktor eingesetzt. Dafiir wer-
den die Lichtquelle sowie der Detektor so im Bioreaktor platziert, dass die Licht-
reflexion durch die Reaktorwand, weitere Einbauten oder das Riihrwerk md&glichst
gering ausfillt [89]. Es existieren viele weitere Beispiele fiir solche Konstruktionen
[69, 90, 91, 92, 93, 94, 95|, allen ist gemeinsam, dass sie jeweils fiir den entspre-
chenden Prozess konstruiert wurden und keinen universell einsetzbaren Messaufbau

darstellen.

Ein neuer Ansatz, der in dieser Arbeit getestet und optimiert werden soll, ist die Ent-
wicklung einer online-Messmethode fiir Schiittelkolben. Da sie einfach durchzufiihren
und aufierdem kostengiinstig sind, werden Schiittelkolbenexperimente in verschiede-
nen Bereichen der Biotechnologie eingesetzt [72, 96]. Sie werden z.B. fiir Vorkulturen
oder fiir Screening-Versuche eingesetzt. Von Vorteil gegeniiber dem Bioreaktor ist
hierbei die Anzahl der zeitgleich durchfiihrbaren Parallelexperimente [97]. Die hier
zu untersuchende online-Messung in Schiittelkolben erfolgt von aufsen durch die
transparente Wand, wodurch die Probleme des Infektionsrisikos und des Bewuchses
umgangen werden. Die Messung der optischen Dichte soll direkt auf dem Tisch-
schiittler durchgefiithrt werden, wodurch der Arbeits- und Zeitaufwand minimiert
wird [66].
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Kapitel 6

Online-Messung der optischen Dichte
in Schuttelkolben

In Zusammenarbeit mit der Firma PreSens GmbH (Regensburg) soll ein System
entwickelt werden, welches die online-Messung der optischen Dichte in Schiittelkol-
ben ermoglicht. Die Messmethode soll zunéichst mit triiben Modelllésungen, dann
mit Backhefe und spéter wihrend realer Kultivierungen evaluiert und optimiert wer-
den. Ziel ist es einzuschétzen, ob das Messsystem prézise und reproduzierbare Werte
liefern kann und ob eine Weiterentwicklung bis zur Marktreife lohnenswert ist. Ein
Teil der hier beschriebenen Arbeiten wurden von Kai-Oliver Mutz im Rahmen seiner
Masterarbeit durchgefiihrt.

6.1 Aufbau des Messsystems

Das System baut auf dem kommerziell erhiltlichen Shaking Flask Reader (SFR) der
Firma PreSens GmbH (Regensburg) auf. Dabei handelt es sich um einen Aufsatz fiir
Tischschiittler, der mit neun Optiken zur online-Sauerstoff- und pH-Wertmessung
im Schiittelkolben ausgestattet ist. Mit Hilfe eines Akkus lisst sich das Messgerét
kabellos unter einer Inkubationshaube betreiben. Die Kommunikation zwischen SFR
und Steuerungsrechner erfolgt ebenfalls kabellos {iber einen Wireless Transmission
Converter (WTC), der sowohl fiir den stand-alone-Betrieb direkt an einen PC an-
geschlossen werden oder fiir den LAN-Betrieb in ein Netzwerk eingebunden werden
kann [102].

Zur Messung der optischen Dichte wurde die Optik aus zwei Kanélen entfernt, statt-
dessen wurde jeweils einen Photodiode als Detektor fest und eine LED (A= 650 nm)
als Emitter an einem 145 mm langen Kabel frei beweglich installiert. Dadurch l&sst

sie sich in verschiedenen Positionen anbringen, so dass sowohl Streulicht- als auch
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6. Online-Messung der optischen Dichte in Schiittelkolben

Reflexionsmessungen ermdoglicht werden. Die Photodiode ist so angebracht, dass sie
Licht aus einem Bereich nah der Eintrittsstelle ins Medium detektiert, also je nach
Grofe des Schiittelkolbens nah an seinem dufteren Rand, wodurch einer langer Weg

des Lichtes durch das Medium verhindert wird.

Zur Datenaufzeichnung wird die Software des urspriinglichen SFR verwendet. Als
Messgrofe dient die Amplitude, sie wird {iber den ehemaligen O,-Kanal ausgegeben.
Eine hohe Amplitude bedeutet hohe Lichtintensitét, also starke Streuung oder Re-
flexion, verursacht durch eine hohe optische Dichte im Schiittelkolben. Das kiirzeste

Messintervall betragt 10s.

6.2 Konstruktion einer LED-Halterung

Um reproduzierbare Messungen durchfiihren zu kénnen, ist es wichtig, einen stabilen
Messauftbau zu gewahrleisten. Daher muss die LED, die bisher an einem flexiblen
Kabel befestigt ist, mit Hilfe einer Halterung fixiert werden. Da Messungen mit
unterschiedlichen Stellungen der LED durchgefiihrt werden sollen, muss diese Hal-
terung justierbar sein. Sie soll fiir Messungen in Standard-Schiittelkolben mit einem
Gesamtvolumen von 250 mL ausgelegt werden. Die Konstruktion und Fertigstellung
wurden an der Mechanikwerkstatt des Institituts durchgefiihrt, Konstruktionsskiz-

zen und Fotos sind im Anhang B.1 zu finden.

Die LED lasst sich zum Einem direkt neben die Photodiode positionieren, wodurch
Reflexionsmessungen ermoglicht werden. Zum Anderen kann man die LED im 90°-
Winkel zur Photodiode anbringen, um Streulichtmessungen durchzufiihren. In dieser

Position lasst sich der Abstand zwischen LED und Schiittelkolben variieren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit drei verschiedenen Messaufbauten gearbeitet,
sie sind in Abbildung 6.1 dargestellt. Im Folgenden werden sie mit Set-up A, B und
C bezeichnet. Set-up A und B sind fiir Streulichtmessungen ausgelegt, der Winkel
zwischen LED und Photodiode betrigt 90°C. Sie unterscheiden sich durch den Ab-
stand der LED vom Schiittelkolben. Bei Set-up A betrigt er weniger als 1 mm, bei
Set-up B betrigt er 6 mm. Set-up C dient fiir Reflexionsmessungen, die LED ist

4mm neben der Photodiode auf gleicher Héhe wie diese angebracht.
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6. Online-Messung der optischen Dichte in Schiittelkolben
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Abbildung 6.1: Die drei unterschiedlichen in dieser Arbeit verwendeten Messaufbauten

6.3 Anorganische Partikel als Modellsystem

Zunichst soll untersucht werden, ob das Messsystem sich grundséatzlich zur online-
Messung der optischen Dichte eignet. Statt Zellen dienen in der ersten Versuchspha-
se anorganische TiOq-Partikel (PC10, Millenium Inorganic Chemicals, BAltimore,
USA, © 152 pm) als Triibungsmittel. Die Partikel haben eine deutlich einfachere
Form als Zellen und sind auch uniformer als diese. So ergibt sich eine einheitliche-
re Lichtstreuung und -reflexion, wodurch eine gute Reproduzierbarkeit garantiert

werden soll.

6.3.1 Diskontinuierliche Messungen

Bei den ersten Messungen wird die Konzentration einer Suspension von TiO-Parti-
keln in einem 250 mL Schiittelkolben (Duranglas, Wandstérke 2 mm), der mit 100 mL
Losung gefiillt ist, schrittweise erhoht. Nach jeder Konzentrationsanderung wird die
optische Dichte der Suspension mit einem Laborphotometer (SCHOTT Instruments
GmbH, Mainz) bei 650 nm bestimmt, aukerdem wird auf beiden umgebauten Kané-
len des SFR die Lichtintensitit gemessen, die auf die Photodiode trifft. Um vergleich-
bare Ergebnisse zu erzielen, wird die Fliissigkeitsmenge im Schiittelkolben konstant
gehalten. Die Messungen werden jeweils in Zweifachbestimmung mit den drei ver-

schiedenen Set-ups durchgefiihrt.
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6. Online-Messung der optischen Dichte in Schiittelkolben

Bei ersten Messungen konnte kein Zusammenhang zwischen OD und Amplitude
beobachtet werden. Die Amplitude lag bei allen Proben nah an der maximal mess-
baren Amplitude von 270.000 RU. Auch bei Messungen, in denen reines Wasser im
Schiittelkolben vorlag, wurden solch hohe Amplituden gemessen. Der Grund hierfiir
war, dass Licht direkt von der LED auf die Photodiode gelangen konnte, ohne durch
den Schiittelkolben zu strahlen. Um dies zu verhindern wurden Abschirmblenden
aus schwarzem Fotokarton zwischen LED und Photodiode befestigt, so dass nun nur

noch gestreutes bzw. reflektiertes Licht die Photodiode erreicht.

Nach Anbringen der Abschirmblenden wurde bei Messungen mit reinem Wasser
im Schiittelkolben Amplituden von 10.000 RU gemessen, im (egensatz zu einem
Wert von 220.000 RU ohne Abschirmblenden. Die Messungen wurden wiederholt,
die Ergebnisse sind in Abbildung 6.2 dargestellt.
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Abbildung 6.2: Amplitude in Abhéngigkeit von der optischen Dichte bei schrittweiser Erhchung
der optischen Dichte, links: Kanal 1, rechts: Kanal 2

Das Messsystem liefert reproduzierbare Ergebnisse. Die bei einer bestimmten opti-
schen Dichte gemessenen Amplitudenwerte weichen - bis auf wenige Ausnahmen -
nicht mehr als 2% voneinander ab. Mit Set-up A lisst sich die optische Dichte je
nach Kanal bis zu einem Wert von OD 0,15-0,2 verfolgen, mit dem Set-up B von
0D 0,17-0,3. Mit Set-up C lésst sich auf Kanal 1 die Zunahme der optischen Dichte
in einem Bereich von OD 0,2-0,8 verfolgen, auf Kanal 2 ist dies nur von OD 0,2-0,4
moglich. Der limitierende Faktor ist bei diesen Messungen aber nicht der Bereich,
in dem der Zusammenhang zwischen optischer Dichte und Amplitude linear ist,

sondern die maximale Amplitude, die mit der Photodiode gemessen werden kann.

6.3.2 Zusammenfassung

Es wurden Messungen in Schiittelkolben durchgefiihrt, als Modellsystem dienten
TiO,-Partikel. Zunéchst konnte kein Zusammenhang zwischen Amplitude und opti-

scher Dichte festgestellt werden, was darauf zuriickzufithren war, dass Licht direkt
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6. Online-Messung der optischen Dichte in Schiittelkolben

von der LED zu der Photodiode gelangen konnte, ohne den Schiittelkolben zu passie-
ren. Dieses Problem konnte behoben werden, indem eine Abschirmblende zwischen
Photodiode und LED angebracht wurde.

Nach Anbringen der Messblenden lieferten Messungen mit suspendierten TiOo-
Partikeln reproduzierbare Ergebnisse. Es konnte in gewissen Bereichen ein linea-
rer Zusammenhang zwischen optischer Dichte und Amplitude nachgewiesen werden.
Der limitierende Faktor bei den Messungen ist die von der Photodiode maximal
detektierbare Amplitude.

6.4 Messungen mit Backhefe als Modellsystem

In der néchsten Versuchsphase dienen abgetotete Backhefezellen (Saccharomyces
cerevisiae) als Modellsystem. Die Messungen werden mit Suspensionen aus Back-
hefe in 0,9 %iger Kochsalzlosung durchgefiihrt, zur Verhinderung von Zellwachstum

wurden 50 mM Natriumsulfit hinzugegeben.

6.4.1 Diskontinuierliche Messungen

Die Messungen, die in Abschnitt 6.3.1 mit TiO,-Partikeln beschrieben wurden, wer-
den mit Backhefe wiederholt. Auch mit diesem Modellsystem lésst sich ein Anstieg
der optischen Dichte mit dem SFR beobachten. Die Ergebnisse sind in Abbildung
6.3 dargestellt.
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Abbildung 6.3: Amplitude in Abhéingigkeit von der optischen Dichte bei diskontinuierlichen Mes-
sungen mit Backhefe

Der Bereich, in dem ein linearer Zusammenhang zwischen optischer Dichte und
Amplitude besteht, ist bei den Messungen mit Backhefe grofer als bei denen mit
TiO,-Partikeln. Mit Set-up A lisst sich die Verinderung der optischen Dichte bis
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6. Online-Messung der optischen Dichte in Schiittelkolben

zu einem Wert von ca. OD 4 auf Kanall und ca. OD 3 auf Kanal 2 verfolgen. Wie
schon bei den in Abschnitt 6.3.1 beschriebenen Experimenten vergréfiert auch hier
der grofere Abstand zwischen LED und Schiittelkolben den Bereich moglicher Mes-
sungen. Mit Set-up B liek sich die optische Dichte auf Kanal 1 bis OD 5,5 und auf
Kanal 2 bis OD 4 messen. Set-up C ermoglicht Messungen in einem deutlich groferen
Bereich. Auf Kanal 1 lasst sich die optische Dichte im Bereich von OD 1-14 beob-
achten, auf Kanal 2 ist der Bereich mit einer optischen Dichte von OD 2-6 wiederum
deutlich eingeschriankt. Auch diese Ergebnisse entsprechen den in Abschnitt 6.3.1
beschriebenen. Auch die dort beobachtete gute Vergleichbarkeit zweier Messungen
mit dem selbem Set-up auf dem selbem Kanal wird bei den Messungen mit Backhefe

bestitigt, die Abweichung liegt wiederum unter 2 %.

6.4.2 Kontinuierliche Messungen

Als néchster Schritt werden Messungen durchgefiihrt, bei denen sich die optische
Dichte kontinuierlich &ndert. Hierzu wird auf jedem Kanal des SFR je ein Schiit-
telkolben mit 0,9 %iger-Kochsalzlosung vorgelegt. In einem Vorratsbehélter befindet
sich eine Backhefe-Suspension mit einer Konzentration von 10g/L. Diese Suspen-
sion wird mit einem Volumenstrom von 7hmL/h in die Schiittelkolben auf dem
SFR gepumpt. Gleichzeitig wird mit derselben Geschwindigkeit, die Losung aus den
Schiittelkolben in einen Abfallbehélter gepumpt, so dass der Fliissigkeitspegel in
den Schiittelkolben konstant bleibt. So erreicht man einen linearen Anstieg der opti-
schen Dichte in den Schiittelkolben. Als Pumpe dient eine 4-Kanal-Peristaltikpumpe
(Eppendorf AG, Hamburg), die Losungen in den Schiittelkolben werden jeweils mit
KPG-Riithrwerken (Janke & Kunkel, Staufen, 400 rpm) durchmischt, zur Durchmi-
schung des Vorratsbehélters wurde ein Magnetriihrer verwendet (Janke & Kunkel
GmbH & Co. KG, Staufen, 500 rpm). Der Messaufbau ist in Abbildung 6.4 darge-

stellt. Die Messungen werden mit allen Set-ups dreifach durchgefiihrt.

Abfall

SFR

Abbildung 6.4: Messaufbau fiir die kontinuierlichen Messungen
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6. Online-Messung der optischen Dichte in Schiittelkolben

Die Messung der optischen Dichte bei kontinuierlicher Zugabe von Backhefesuspen-
sion durch das Pumpsystem spiegelt die Ergebnisse der diskontinuierlichen Messung
wider (vgl. 6.5). Bei den Messungen mit den Set-ups A und B lisst sich ein linearer
Anstieg der Amplitude beobachten. Der Anstieg erfolgt bis zur maximal detektier-

baren Amplitude (250.000 RU), danach lisst sich nur ein starkes Rauschen messen.

Die Messungen, die mit den Set-ups A und B durchgefiihrt wurden, sind wieder-
um ahnlich, sie unterscheiden sich durch den grofseren Messbereich bei Set-up B.
Der Grund fiir die Durchfiihrung von Streulichtmessungen mit zwei verschiedenen
Set-ups war es, herauszufinden, ob Streulichtmessungen auch mit einem Abstand
zwischen Schiittelkolben und LED moglich sind. Dies ware von Vorteil, um spéter
dieselbe Halterung fiir verschiedene Kolbengréfen benutzen zu kénnen. Die bisheri-
gen Messungen zeigen, dass es moglich ist, Streulichtmessungen durchzufiihren, bei
denen ein kleiner Abstand zwischen LED und Schiittelkolben besteht. Fiir eine ab-
schliefende Beurteilung miissen Tests mit grofseren Abstdnden durchgefiihrt werden.

Dies ist mit der vorhandenen Halterung nicht moglich.
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Abbildung 6.5: Amplitude in Abhéngigkeit von der Zeit bei kontinuierlicher Erhchung der Back-
hefekonzentration bei Verwendung der verschiedenen Set-ups

Bei Messungen mit Set-up C ist der Anstieg der Amplitude ab etwa 1h linear. Bei
einer Messung (pinke Kurve) wurden Stérungen beobachtet, nach ca. 3,5 h sinkt die

Amplitude sprunghaft ab.
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Es fallt auf, dass zwei Messungen unter gleichen Bedingungen weniger gut {iber-
einstimmen als dies bei den diskontinuierlichen Messungen der Fall war. Der Grund
hierfiir ist, dass die Zunahme der optischen Dichte nicht bei jedem Versuch identisch
verlauft. Das Pumpsystem befordert nicht jedes Mal die identische Menge Zellen in
die Schiittelkolben hinein bzw. aus ihnen hinaus. Belegt wird dieses durch den Ver-
gleich der optischen Dichte in den Schiittelkolben nach Ende der Messungen, sie

weichen um bis zu 30 % voneinander ab (Messwerte siche Anhang B.2).

6.4.3 Messungen auf dem Tischschiittler

Der néchste Schritt ist die Durchfiihrung von online-Messungen im Schiittlerbetrieb.
Hierzu wird der SFR auf einem Tischschiittler (Sartorius Stedim Biotech GmbH,
Gottingen) montiert. Die Durchmischung der Suspensionen in den Schiittelkolben
erfolgt auf dem Tischschiittler bei 150 rpm. Durch die hohe Schiittelgeschwindigkeit
soll die Grenzschicht zwischen Fliissigkeit und Luft rotationssymmetrischer werden,

was zu einer geringeren Fluktuation der Amplitude fithren soll.

Es werden ausschliefslich kontinuierliche Messungen durchgefiihrt. Die Durchfiih-
rung entspricht den in Abschnitt 6.4.2 beschriebenen Messungen. Eingesetzt werden
Backhefe-Suspensionen mit einer Konzentrationen zwischen 10 g/L und 40 g/L. Die
Messungen werden mit Set-up A und Set-up C durchgefiihrt. Der Messautbau wird
durch eine Inkubationshaube (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Gottingen) gegen
Storlicht abgedunkelt.

6.4.3.1 Messungen mit Set-up A

Bei den Messungen mit Set-up A und 100 mL Suspension im Schiittelkolben l&sst
sich auf Kanal 1 trotz eines extremen Messrauschens ein linearer Zusammenhang
von Amplitude und optischer Dichte bis zu einem OD-Wert von ca. OD 4,5 erken-
nen (Ergebnisse nicht gezeigt). Um die Messung einordnen zu kénnen, wird sie mit
den kontinuierlichen Messungen ohne Schiittlerbetrieb verglichen. Fiir den Vergleich
werden durch lineare Regression erhaltenen Hilfsgeraden herangezogen (Abbildung
6.6). Die Messungen im Schiittlerbetrieb lassen sich mit denen ohne Schiittlerbe-
trieb vergleichen. Die Unterschiede lassen sich wie schon in Abschnitt 6.4.2 dadurch
erkldren, dass die Zunahme der optischen Dichte wihrend der einzelnen Messungen
nicht exakt identisch ist. Bei den Messungen auf Kanal 2 ist das Signalrauschen so

stark, dass die Messungen nicht auswertbar sind.
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Abbildung 6.6: Amplitude in Abhéngigkeit von der Zeit, lineare Bereiche der Messungen von
Backhefesuspensionen mit Set-up A

Um das starke Messrauschen zu umgehen, wird das Volumen der Suspension im
Schiittelkolben auf 200 mL erhéht. Ein hoher Fliissigkeitspegel vergrofert den Ab-
stand zwischen einfallendem Licht und der Luft, wodurch stérende Lichtreflexionen
an der Grenzflaiche zwischen Fliissigkeit und Gasphase minimiert werden sollen. Al-
lerdings spiegelt ein hoher Fliissigkeitspegel im Schiittelkolben nicht die Realitét ech-
ter Kultivierungen wider und verhindert auberdem eine homogene Durchmischung.
Um die optische Dichte in Zusammenhang mit der Amplitude zu bringen, wur-
den Kalibrationsgeraden fiir den jeweiligen linearen Bereich der Messungen erstellt.
Fiir die Kalibration wurden zusétzlich zu den online-Messungen offline-Proben am
Laborphotometer vermessen. Die detaillierte Durchfiihrung und die Kalibrations-
geraden sind im Anhang (B.3 und B.4) zu finden. Die Messungen wurden dreimal
durchgefiihrt, die Ergebnisse sind in Abbildung 6.7 dargestellt.

66



6. Online-Messung der optischen Dichte in Schiittelkolben

250.000 4
250.000 4

200.000
200.000 4

150.000
150.000

Amplitude (RU)

100.000

Amplitude (RU)

100.000

50.000 4 50.000

o T T T 1 o T T T 1
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4

Abbildung 6.7: Amplitude in Abhéngigkeit von der optischen Dichte, kontinuierliche Messung im
Schiittlerbetrieb, Set-up A, Fiillvolumen 200 mL, links: Messungen auf Kanal 1, rechts: Messungen
auf Kanal 2

Durch die Verdopplung des Volumens der Suspension im Schiittelkolben wird das
Messrauschen deutlich schwécher. Man erhélt Ergebnisse mit guter Reproduzier-
barkeit. Bei Messungen auf Kanal 1 besteht ein linearer Zusammenhang zwischen
optischer Dichte und Amplitude bis zu einem OD-Wert von etwa OD 4. Wie schon
bei fritheren Messungen ist dieser Bereich bei Messungen auf Kanal 2 kleiner, er
besteht bis zu einem OD-Wert von etwa OD 3,5.

6.4.3.2 Messungen mit Set-up C

Bei Messungen mit Set-up C werden auf Kanal 1 und einem Fiillvolumen des Schiit-
telkolbens von 100 mL Ergebnisse erhalten, die trotz Messrauschens mit guter Re-
produzierbarkeit einen linearen Zusammenhang zwischen Amplitude und optischer
Dichte zeigen. Dieser besteht im Bereich von OD-Werten von ca. OD 2-12. Die Er-

gebnisse von zwei dieser Messungen sind in Abbildung 6.8 dargestellt.
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Abbildung 6.8: Amplitude in Abhingigkeit von der optischen Dichte, kontinuierliche Messung,
Set-up-C, Fiillvolumen 100 mL

Bei Messungen auf Kanal 2 konnten keine auswertbaren Ergebnisse erzielt werden,
da das Messrauschen zu grof war. Es wurde ein optischer Filter (CALFLEX, LINOS
Photonics GmbH, Géttingen) vor der Photodiode platziert. Hierbei handelt es sich
um einen Langpassfilter mit einer Grenzwellenldnge von 700 nm. Falls das Messrau-
schen durch das Umgebungslicht verursacht wird, sollte es durch den Filter verringert
werden. Die Messungen wurden wiederholt, das Rauschen blieb unveréndert stark.
Abbildung 6.9 zeigt die erhaltenen Ergebnisse bei Durchfiihrung der Messung auf
Kanal 1 mit Set-up C. Sie unterscheiden sich kaum von den entsprechenden Mes-
sungen ohne CALFLEX-Filter (Abbildung6.8). Dass der CALFLEX-Filter wirksam
gegen Storlicht ist, zeigen Messungen mit gedffneter Inkubationshaube. Trotz Ta-
geslicht nimmt das Messrauschen auf Kanal 1 kaum zu (Ergebnisse nicht gezeigt).
Dass der Filter zu keiner Verbesserung fiihrt, liegt eher daran, dass der Messaufbau
ausreichend gegen Storlicht abgedunkelt ist, so dass dieses auch vor dem Einbau des

Filters keine Rolle spielte.
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Abbildung 6.9: Amplitude in Abhéngigkeit von der optischen Dichte nach Einbau des CALFLEX-
Filters, kontinuierliche Messung, Set-up-C, Fillvolumen 100 mL

6.4.3.3 Variation der LED-Intensitét

Fiir die abweichenden Messergebnisse von Kanal 1 und Kanal 2 beziiglich Amplitude
bei gleicher optischer Dichte und Stiarke des Messrauschens, wurde eine Erklarung
gefunden. Produktionsbedingt verhalten sich sowohl Mess-LEDs als auch Photodi-
oden nicht vollkommen identisch beziiglich Lichtemission und Detektion. Bei Ka-
nal 2 scheint zufilligerweise eine besonders ungiinstige Kombination aus einer star-
ken Mess-LED und einem besonders empfindlichen Detektor verwendet worden sein.
Daher werden bei Messungen auf diesem Kanal schnell Amplituden erreicht, die iiber
die maximal detektierbare Amplitude von 270.000 RU hinausgehen, so dass keine
sinnvollen Messwerte ausgegeben werden. Bei einer kommerziellen Version des SFR
wiirden die einzelnen Kanéle vom Hersteller abgestimmt werden. Ein Angleichen
der beiden Messkanile aneinander ist {iber Variation der Intensitidt der Mess-LED
moglich. Die Messungen bei unterschiedlicher Mess-LED-Intensititen werden mit
Einweg-Plastikkolben (Corning Incorporated, Corning, NY, USA) statt Glaskolben
durchgefiihrt, da bei kommerzieller Anwendung des SFR diese Plastikkolben genutzt

werden sollen.
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Es werden drei kontinuierliche Messungen mit Set-up C wéahrend des Schiittlerbe-
triebs durchgefiihrt, die LED-Intensitat betrdgt 1%, 50 % und 99 %. Die Ergebnisse
dieser Messung sind in Abbildung 6.10 dargestellt. Die Auftragung erfolgt als opti-
sche Dichte gegen die Zeit, wie das bei Kultivierungsexperimenten zur Veranschau-
lichung der Wachstumskurve iiblich ist. Die Werte fiir die optische Dichte wurden
mit Hilfe der entsprechenden Kalibrationsgerade berechnet (siche Anhang, Abschnitt
B.4).
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Abbildung 6.10: Optische Dichte in Abhéngigkeit von der Zeit bei kontinuierlicher Messung
von Backhefesuspensionen auf dem Tischschiittler mit Set-up C mit drei unterschiedlichen LED-
Intensitdten, links: Kanal 1, rechts: Kanal 2

Bei Messungen auf Kanal 1 ist mit LED-Intensititen von 1% bzw. 50 % ein linearer
Zusammenhang bis zu einem OD-Wert von ca. OD 10-12 erkennen. Bei einer Mess-
LED-Intensitiat von 99 % besteht der lineare Zusammenhang nur bis zu einem OD-
Wert von ca. OD 8,0.

Durch die Regulierung der LED werden auch Messungen auf Kanal 2 moglich. Bei
einer LED-Intensitit von 1% besteht ein linearer Zusammenhang bis zu einem OD-
Wert von ca. OD 20,0. Der lineare Bereich ist damit sogar grofer als auf Kanal 1.
Bei LED-Intensititen von 50 % bzw. 99 % besteht der lineare Zusammenhang bis zu
einem OD-Wert von OD 15,0 bzw. OD 10,0.

6.4.3.4 Digitale Filter

Bevor die optische Dichte realer Kultivierungen mit dem SFR verfolgt wird, miissen
zunichst die optimalen LED-Intensititen fiir die verschiedenen Kanile und Set-ups
bestimmt werden. Um dies zu vereinfachen, wire es von Vorteil, mit einem weniger
verrauschten Signal arbeiten zu konnen. Hierfiir werden mathematische Filter auf
die Messwerte angewendet. Der Vorteil dieser digitalen Filter ist, dass sie leicht an

die Problemstellung anzupassen und zu verdndern sind.
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Fiir die Reduzierung des Messrauschens der Tischschiittler-Messungen werden drei
verschiedene digitale Filter und Kombinationen aus ihnen getestet. Der Mittelwert-
filter ist der einfachste Filter. Er arbeitet nach dem Prinzip gleitender Mittelwerte,
bei denen innerhalb eines definierten Fensters mit einer bestimmten Filterbreite der

Mittelwert iiber die Messwerte gebildet wird:

. 1 <
e = om 1 Z Ykts (6.1)

j=—m

Dabei sind y; der gefilterte Messwert und 2m + 1 die Grofe des Fensters (Filterbrei-
te), die durch m festgelegt ist. Dieses Fenster wird sukzessive vorgeschoben, dadurch
wird das Messrauschen verringert. Die Filterbreite darf nicht zu grof gewahlt wer-
den, da sonst Strukturen in Spektren oder Peaks eingeebnet werden kénnen. Der

Mittelwertfilter reduziert immer die Hohe eines Peaks und verbreitert ihn.

Der Medianfilter funktioniert ahnlich wie der Mittelwertfilter. Messwerte innerhalb
eines definierten Fensters werden der Grofe nach sortiert. Der Median ist als Punkt
in der Mitte definiert, 50 % der Werte liegen dariiber und 50 % der Werte darunter.

Ein weiterer bekannter digitaler Filter ist die Polynomglattung nach Savitzky und
Golay [75]. Durch Verwendung von Filterkoeffizienten werden die Messwerte gewich-
tet. Es wird ein quadratisches Polynom angenommen. Statt mit gleitenden Mittel-
werten oder Medianen wird mit einem Normalisierungsfaktor, der sich aus der Sum-
me der Koeffizienten ergibt, gearbeitet. Die Koeffizienten sind je nach Filterbreite
einer Savitzky-Golay-Filter-Koeffizienten-Tabelle zu entnehmen [75]. In dieser Ar-
beit wird mit einem Savitzky-Golay-Filter mit m = 4, also einer Filterbreite von

neun gearbeitet. Damit ergibt sich der Filter formal als:

1
Ve = o7 (—21yp—at 14y 3+39yk—o+54yr -1 +59Yk+54Yk 1 1+39Yk— 2+ 14Yk 13— 21Yp1a)

231

(6.2)
Die bei den Messungen auf dem Tischschiittler erhaltenen Messdaten wurden mit
dem Mittelwert-, dem Median und dem Savitzky-Golay-Filter, sowie mit Kombi-
nationen der Filter geglattet. Dabei wurden auch verschiedene Filterbreiten unter-
sucht. Die Verwendung des Medianfilters mit einer Filterbreitebreite von 45 (m =
22) mit anschliefender Savitzky-Golay-Filterung mit einer Filterbreite von 9 (m =
4) zeigt die stirkste Verringerung des Messrauschens aller getesteten Filterungen,
ohne dabei den Informationsgehalt der Messung zu sehr zu verkleinern (Ergebnisse
nicht gezeigt). Bei dem verwendeten Messintervall von 10s ergibt sich daraus eine

Fensterbreite von ca. 8 min.
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Es werden mit Set-up A und Set-up C auf jedem Kanal jeweils drei Messungen in
250 mL Plastikkolben durchgefiihrt. Da bei den ersten Messungen bereits festge-
stellt wurde, dass der mogliche Messbereich bei LED-Intensitéten iiber 50 % ein-
geschrankt ist, wird die Intensitit der Mess-LED dabei auf 1%, 25 %, und 50 %
eingestellt. Wahrend des Verlaufs der Experimente werden zur Beurteilung der Pra-
zision und Genauigkeit der online-Messung Proben aus den Kolben gezogen und

Referenzmessungen mit dem Laborphotometer durchgefiihrt.

In Abbildung 6.11 ist die optische Dichte gegen die Zeit bei Messungen auf Kanal 1
mit Set-up A aufgetragen. Da beide Kanéle dhnliche Ergebnisse lieferten, wird auf
die Darstellung der auf Kanal 2 erhaltenen Messkurven verzichtet. Die Kurven ver-
laufen trotz unterschiedlicher starker LED-Intensitdt dhnlich, die Abweichung der
bei einer LED-Intensitat von 25% bzw. 50 % erhaltenen Messkurven liegt bis zu
einer Messdauer von 2h unter OD 0,5. Die kontinuierliche Zugabe und der damit
verbundene lineare Anstieg der optischen Dichte lassen sich bis zu einer optischen
Dichte von ca. OD 7,0 bis OD 8,0 verfolgen. Danach ist die maximale Amplitude
erreicht und es werden keine korrekten Ergebnisse mehr gemessen. Die Kurve flacht
ab. Die Werte fiir die mit dem Laborphotometer gemessenen Proben liegen nah
den berechneten Verlaufen, was fiir eine hohe Genauigkeit der Kalibration spricht.
Die spiteren Messungen mit Set-up A werden mit einer LED-Intensitat von 1%
durchgefiihrt.
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Abbildung 6.11: Optische Dichte in Abhingigkeit von der Zeit, gefilterte Werte der kontinu-
ierlichen Messungen mit Backhefe auf dem Tischschiittler, verwendet wurde Set-up A bei drei
unterschiedlichen LED-Intensititen, Kanal 1

Mit Set-up C werden weit weniger stark verrauschte Ergebnisse als mit Set-up A
erhalten (ungefilterte Ergebnisse nicht gezeigt). In Abbildung 6.12 sind die Ergeb-
nisse, die auf Kanal 2 erhalten werden, dargestellt. Es besteht wie bei Set-up A eine
gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Die kontinuierliche Zugabe und der damit
verbundene lineare Anstieg der optischen Dichte ldsst sich bis zu einer optischen
Dichte von ca. 23,0 bis 25,0 verfolgen. Die Messung mit einer LED-Intensitéit von
50 % verlduft aufgrund zu geringer Menge an vorgelegter Backhefe-Suspension nur
bis zu einer optischen Dichte von 15,0. Auch hier zeugen die mit dem Laborphoto-
meter gemessen Proben von einer hohen Genauigkeit der Kalibration. Fiir spétere
Messungen wird die LED-Intensitat von Kanal 1 auf 50 % und von Kanal 2 auf 25 %

eingestellt.

73



6. Online-Messung der optischen Dichte in Schiittelkolben

25 -
online-Werte
— 1%
) — 25%
71 — 50%
offline-Werte
= 1%
15 < n 25 %
a u 50 °/o
@)
10
54
0 ) 1 ) )
0 1 2 3 4

Abbildung 6.12: Optische Dichte in Abhingigkeit von der Zeit, gefilterte Werte der kontinu-
ierlichen Messungen mit Backhefe auf dem Tischschiittler, verwendet wurde Set-up C bei drei
unterschiedlichen LED-Intensitidten, Kanal 2

6.4.4 Zusammenfassung

Es wurden Messungen mit Backhefe als Modellsystem durchgefiihrt. Diskontinuier-
liche Messungen liefern wie schon bei den Messungen mit TiO,-Partikeln Ergebnisse
mit guter Reproduzierbarkeit, die Abweichungen der bei einer bestimmten optischen
Dichte gemessenen Amplitudenwerte voneinander liegen unter 2 %. Im Gegensatz zu
Transmissionsmessungen mit einem Laborphotometer hat die Art der suspendier-
ten Partikel einen sehr grofsen Einfluss auf den linearen Bereich, in dem Messungen

moglich sind.

Messungen, bei denen die Konzentration der Backhefe kontinuierlich erhoht wurde,
wurden durchgefiihrt. Auch hier liefs sich die optische Dichte der Suspension in einem
bestimmten Bereich mit Hilfe der gemessenen Amplitude verfolgen. Die zu einem
bestimmten Zeitpunkt gemessenen Amplituden weichen teilweise stark voneinander
(bis zu 15 %), was aber nicht an der Streulicht- bzw. Reflexionsmessung selbst liegt,
sondern daran, dass bei den einzelnen Experimenten, die Zellmenge, die zu- bzw.

abgepumpt wird, nicht vollig identisch ist.
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Die Ergebnisse von Set-up A und Set-up B unterscheiden sich kaum, was zeigt, dass
zumindest Messungen mit einem kleinen Abstand zwischen Mess-LED und Schiit-

telkolben mdoglich sind. Fiir weitere Messungen wird Set-up B nicht mehr verwendet.

Es wurden Messungen im Schiittelkolben wahrend des Schiittlerbetriebes durchge-
fiihrt. Das durch das Schiitteln verursachte Schwanken des Fliissigkeitsstandes fiihrt
zu einem starken Messrauschen bei Messungen mit Set-up A. Dennoch lésst sich
der Verlauf der optischen Dichte verfolgen. Durch einen hoéheren Fliissigkeitspegel
lasst sich das Messrauschen stark verringern. Jedoch sind Versuche mit einem grofe-
rem Fiillvolumen weniger gut mit realen Kultivierungsexperimenten zu vergleichen.
Die Messsignale, die auf Kanal 2 erhalten werden, sind aufgrund des zu starken

Messrauschens nicht auswertbar.

Auch mit Set-up C sind nur Messungen auf Kanal 1 moglich. Wieder sind die Mess-
signale, die auf Kanal 2 erhalten werden, zu stark verrauscht fiir eine sinnvolle Aus-
wertung. Die Messungen auf Kanal 1 liefern im Vergleich zu den Messungen mit

Set-up A auf diesem Kanal ein weitaus weniger verrauschtes Signal.

Der Einbau der CALFLEX-Filter gegen Storlicht fiihrte zu keiner Verbesserung der
Messungen. Die beiden Messungen mit eingebautem Filter lieferten Ergebnisse dhn-
lich denen ohne Filter. Storlicht scheint keine Rolle zu spielen, die Abdunklung des
Messaufbaus ist ausreichend. Trotzdem bleiben die Filter weiterhin eingebaut; sie
verschlechtern die Ergebnisse nicht und ermoglichen den Verzicht auf die Abdunk-

lung.

Durch eine Verdnderung der Intensitit der Mess-LED konnte das Rauschen der
Signale vermindert werden. Ein Absenken der Mess-LED-Intensitét fiihrt auferdem
dazu, dass die maximal messbare Amplitude von 270.000 erst bei hoherer OD erreicht
wird, so dass der Bereich, in dem Messungen méglich sind, vergrofert wird. Es
wurden die optimalen LED-Intensitdten fiir die spiteren Messungen gesucht, sie
betragen 1% auf beiden Kanéle fiir Set-up A, 25 % fiir Set-up C auf Kanal 2 und
50 % fiir Set-up C auf Kanal 1.

Eine Verminderung des Messrauschens wurde mit Hilfe von digitalen Filtern erreicht.
Es wurde Mittelwerts-, Median- und Savitzky-Golay-Filter sowie Kombinationen
aus diesen getestet. Die stirkste Rauschverminderung wurde unter Verwendung des
Medianfilters mit einer Filterbreite von 45 (m = 22) und anschliefender Savitzky-
Golay-Filterung mit einer Filterbreite von 9 (m = 4) erreicht, woraus sich eine

Filterbreite von etwa 8 min ergibt.
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6.5 Messungen wahrend der Kultivierung von Kluy-

veromyces marrianus

Nachdem in den vorhergehenden Messungen herausgefunden wurde, dass online-
Messungen der optischen Dichte im Schiittlerbetrieb moglich sind, und die LED-
Einstellung sowie die digitale Filterung der Messwerte optimiert wurden, soll das
Messsystem nun unter realen Bedingungen, also wahrend einer Kultivierung ge-
testet werden. Als Mikroorganismus wird der Hefestamm Kluyveromyces marzianus
DSM5422 (DSMZ, Braunschweig) verwendet. Dieser Organismus wurde ausgewéhlt,
da es sich hierbei zwar - wie bei dem Organismus, der fiir die in Abschnitt 6.4.2
beschriebenen Vorversuchen verwendet wurde - um einen Hefestamm handelt, al-
lerdings handelt es sich um eine andere Gattung. So lasst sich herausfinden, ob der
Zusammenhang zwischen Amplitude und optischer Dichte fiir verschiedene Hefegat-

tungen identisch ist.

Die Animpfung der Kluyveromyces marzianus-Kulturen erfolgt von einer Platten-
kultur in 100 mL Medium (Zusammensetzung siche Anhang, Abschnitt C.4). Als
Kulturgefif wird ein 250 mL Plastikkolben verwendet, da dieser von der PreSens
GmbH (Regensburg) als Standardkolben vorgesehen ist. Auf dem SFR wird auf Ka-
nall und Kanal2 jeweils ein Plastikkolben mit Kluyveromyces marzianus-Kultur
platziert. Die Kultivierung wird jeweils ca. 24 h durch Messung der Amplitude ver-
folgt. Wahrend der Kultivierung wird auferdem ca. alle 1,5h eine Probe genommen
und deren optische Dichte mit dem Laborphotometer gemessen. Bei beiden Kulti-
vierungen mit Set-up A ist die Intensitit der Mess-LED fiir beide Kanile auf 1%
eingestellt. Fiir Set-up C ist die Intensitit der Mess-LED fiir Kanal 1 auf 50 % und
fiir Kanal 2 auf 25% eingestellt. Die Einstellungen ergeben sich aus den Ergebnis-
sen der Kalibrationsgeraden (Anhang, Abschnitt B.4). Die beiden Kanile sollen bei
gleicher optischer Dichte moglichst dhnliche Werte fiir die Amplitude anzeigen und

es soll einen moglichst grofser Messbereich abgedeckt werden.
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6.5.1 Messungen mit Set-up A

Die Wachstumskurven der mit Set-up A durchgefiihrten Kultivierungen sind in Ab-
bildung 6.13 dargestellt. Die Messungen zeigen den Verlauf typischer Wachstumskur-
ven fiir Hefekulturen. Die lag-Phase dauert ca. 6 h, danach beginnt die exponentielle

Wachstumsphase. Nach ca. 13h gehen die Kulturen in die stationédre Phase {iber.
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Abbildung 6.13: Optische Dichte in Abhéngigkeit von der Zeit, gefilterte Werte bei Kultivierung
von Kluyveromyces marzianus, Set-up A, Punkte und gestrichelte Linien: mit dem Laborphoto-
meter gemessene OD, durchgezogene Linie aus der Amplitude berechnete OD, Kalibration erfolgte
mit Werten aus Messungen mit Backhefe

Die Berechnung der optischen Dichte aus der gemessenen Amplitude erfolgte mit
der Kalibrationsgeraden, die mit Backhefe als Modellorganismus in Plastikkolben
erstellt wurden (Anhang, Abschnitt B.4). Wie der Vergleich zwischen online- und
offline-Werten zeigt, ist die Kalibration fiir diesen Organismus nicht ideal. Obwohl
es sich bei beiden Organismen um Hefen handelt, kénnen die Kalibrationskurven
fiir Backhefe (Saccharomyces cerevisiae)nicht ohne Weiteres iibernommen werden.
Stattdessen wurde aus den Werten einer der beiden Messungen eine Kalibration
erstellt und mit dieser die gemessenen Amplituden aus der anderen Messung in
Werte fiir die optische Dichte umgerechnet. Das Ergebnis ist in Abbildung 6.14
dargestellt.
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Abbildung 6.14: Optische Dichte in Abhéngigkeit von der Zeit, gefilterte Werte bei Kultivierung
von Kluyveromyces marzianus, Set-up A, Punkte und gestrichelte Linien: mit dem Laborphoto-
meter gemessene OD, durchgezogene Linie aus der Amplitude berechnete OD, Kalibration erfolgte
mit Werten aus einer anderen K. marzianus-Kultivierung

Zu Beginn der Messung stimmen die offline-Werte sehr gut mit den online-Werten
iiberein. Ab einer optischen Dichte von ca. 8,0 weichen sie stark voneinander ab. Dies
lasst sich damit erkldren, dass der lineare Zusammenhang zwischen Amplitude und
optischer Dichte bei Set-up A nur bis zu diesem Wert gegeben ist. Das verwendete
Set-up lésst sich daher nur eingeschriankt fiir das Bioprozessmonitoring bis ca. OD

8,0 einsetzen.

6.5.2 Messungen mit Set-up C

Abbildung 6.15 stellt die Wachstumskurven dar, die bei der Kultivierung von K.
marzianus mit Set-up C erhalten werden. Wiederum zeigen die Messungen typische
Wachstumsverlaufe fiir Hefekulturen. Die lag-Phase dauert ca. 6 h, danach beginnt
die exponentielle Wachstumsphase, die nach ca. 13 h in die stationidre Phase iiber-
geht.
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Abbildung 6.15: Optische Dichte in Abhéingigkeit von der Zeit, gefilterte Werte bei Kultivierung
von Kluyveromyces marzianus, Set-up C, Punkte und gestrichelte Linien: mit dem Laborphoto-
meter gemessene OD, durchgezogene Linie aus der Amplitude berechnete OD, Kalibration erfolgte
mit Werten aus Messungen mit Backhefe

Die Berechnung der optischen Dichte aus den Amplitudenwerten erfolgte wieder-
um mit der aus den Messungen mit Backhefe erstellten Kalibrationsgerade (An-
hang, Abschnitt B.4), auch hier erkennt man eine Diskrepanz zwischen online- und
offline-Werte. Die unterschiedliche Morphologie der beiden Zelltypen hat also sowohl

Einfluss auf die Streuung als auch auf die Reflexion von Licht.

Auch bei Messungen mit Set-up C lisst sich eine grofere Ubereinstimmung von
online- und offline-Messwerten erzielen, indem aus den Werten einer Messung ei-
ne Kalibrationsgerade erstellt und diese fiir die Berechnung der optischen Dichte
aus den Amplitudenwerten der zweiten Messung verwendet (Abbildung 6.16). Die
offline-Messwerte stimmen nun besser mit den online-Werten iiberein. Eine so gute
Ubereinstimmung wie mit Set-up A lisst sich nicht allerdings nicht erreichen. Mes-
sungen mit Set-up C sind also weniger genau, dafiir ist aber die Messung in einem
grofserem Bereich moglich, da die lineare Abhéngigkeit der optischen Dichte von der
Amplitude hier iiber einen wesentlichen weiteren Bereich (OD 1-25) besteht.
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Abbildung 6.16: Optische Dichte in Abhéngigkeit von der Zeit, gefilterte Werte bei Kultivierung
von Kluyveromyces marzianus, Set-up C, Punkte und gestrichelte Linien: mit dem Laborphoto-
meter gemessene OD, durchgezogene Linie aus der Amplitude berechnete OD, Kalibration erfolgte
mit Werten aus einer anderen K. marzianus-Kultivierung

6.5.3 Zusammenfassung

Der zeitliche Verlauf von Kultivierungen ldsst sich mit dem SFR online verfolgen.
Man erhalt sowohl mit Set-up A als auch mit Set-up C die erwarteten Wachstums-

kurven.

Die Kultivierungen wurden dem Hefestamm Kluyveromyces marzianus DSM5422
(DSMZ, Braunschweig) durchgefiihrt. Die Auswertung wurde zunichst mit Kalibra-
tionsgeraden durchgefiihrt, die mit Hilfe von Backhefesuspensionen erhalten wurden.
Die so berechneten online-Werte stimmten nicht sehr gut mit den offline-Messwerten
iiberein. Daher wurden Kalibrationsgeraden fiir den hier verwendeten Stamm er-
mittelt und die Wachstumskurven neu berechnet, wodurch die Korrelation zwischen
online- und offline-Werten verbessert werden konnte. Bei Messungen mit Set-up A
ist die Genauigkeit grofer, dafiir sind Messungen mit Set-up C in einem gréferem

Bereich moglich.
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6. Online-Messung der optischen Dichte in Schiittelkolben

6.6 Diskussion und Ausblick

Das Messsystem eignet sich zur online-Messung der optischen Dichte. Dies wurde zu-
nachst durch Messungen mit Modellsystemen untersucht. Es zeigte sich ein linearer
Zusammenhang zwischen gemessener Amplitude und optischer Dichte in bestimm-
ten Bereichen sowohl bei Streulichtmessungen als auch bei Reflexionsmessungen.
Es zeigte sich, dass dieser Bereich bei Messungen des Reflexionslichtes grofer ist
als bei Messungen des Streulichtes. Fiir K. marzianus-Kulturen liegt er bei OD 0-8
fiir Streulichtmessungen und bei OD 1-25 fiir Reflexionsmessungen. Allerdings sind
Streulichtmessungen vor allem bei einer geringen optischen Dichte genauer als Re-

flexionsmessungen.

Es wurde herausgefunden, dass Streulichtmessungen auch méglich sind, wenn ein
gewisser Abstand zwischen LED und Schiittelkolben besteht. Dies ist von Vorteil,
da so mit demselben Aufbau in Schiittelkolben unterschiedlicher Gréfse gemessen

werden kann.

Werden Messungen im Schiittlerbetrieb durchgefiihrt, wird ein starkes Signalrau-
schen beobachtet. Durch die Verwendung eines geeigneten mathematischen Filters,
wie z.B. einer Kombination aus Medianfilter einer Fensterbreite von 45 und Savitzky-

Golay-Filter mit einer Fensterbreite von 9, kann dieses reduziert werden.

Bei online-Messungen wihrend der Kultivierung des Hefestammes Kluyveromyces
marzianus DSM5422 wurden die typische Wachstumsverldufe erhalten. Es zeigte
sich jedoch, dass die Kalibrationsgeraden, die bei Messungen mit Backhefe erhalten
wurden, fiir diesen Hefestamm nicht giiltig waren. Es sollten weitere Untersuchungen
durchgefiihrt werden, um herauszufinden, ob fiir jeden Organismus eine eigene Kali-
bration notwendig ist oder ob es moglich ist, z.B fiir Organismen derselben Gattung

dieselbe Kalibration zu verwenden.
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Kapitel 7
Zusammenfassung

Ein in der Entwicklung befindlicher optischer Sensor wurde getestet, als Referenz-
sensor diente dabei ein etablierter optischer Sensor. Es wurden wichtige Kriterien
wie die Ansprechzeit, die Reproduzierbarkeit und das Driftverhalten untersucht und

verglichen.

Die Ansprechzeiten des zu testenden Sensors sind grober als die des Referenzsensors.
Sie liegen dennoch innerhalb der geforderten Spezifikation von 60s. Die Reprodu-
zierbarkeit der Messwerte ist bei beiden Sensoren gegeben. Die Untersuchung des
Driftverhaltens ergab, dass sich der Test-Sensor nach einem Wechsel von Gas in Was-
ser zunéchst an die wissrige Phase adaptieren muss, wihrend dieser Adaptionsphase
tritt eine Drift des Messignals auf. Nach etwa 5h hat sich der Sensor vollstandig an
die wissrige Phase adaptiert, es wird im Vergleich zu dem Referenzsensor keine
weitere Signaldrift beobachtet. Bis auf die Ansprechzeit sind also alle iiberpriiften

Kriterien des zu testenden Sensors mit denen des Referenzsensors vergleichbar.

Des Weitern wurden zwei verschiedene optische Sensoren optimiert. Zum Einen ein
ratiometrischer optischer Chemosensor zur Bestimmung von Sauerstoffgehalt und
Temperatur, zum Anderen ein photometrischer Sensor zur online-Messung der op-
tischen Dichte in Schiittelkolben.

Fiir das in einer vorhergehenden Dissertation entwickelte ratiometrische Sensorsys-
tem wurde die optimale Farbstoffmischung fiir den jeweiligen Analyten bestimmt.
Als Auswahlkriterium diente dabei die Empfindlichkeit des Signalquotienten der
Patches gegeniiber Sauerstoffgehalt und Temperatur. Es folgte die mathematische
Beschreibung der Abhéngigkeit der Signalquotienten von diesen Messgrofen, um
darauf basierend ein geeignetes Kalibrationsverfahren zu entwickeln. Der Tempera-
tursensor lasst sich mit Hilfe von drei Messwerten kalibrieren, daraus ergeben sich
Messungen mit einer Genauigkeit von 0,5°C. Der Sauerstoffsensor kann bei konstan-

ter Temperatur betrieben werden, dann ist eine Zweipunktkalibration ausreichend.
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7. Zusammenfassung

Soll er bei variierender Temperatur messen, so muss eine Vierpunktkalibration erfol-
gen, bei der sowohl die Temperatur als auch der Sauerstoffgehalt verdndert werden

muss.

Es wurden wichtige Qualitdtsmerkmale des Sensorsystems iiberpriift, um es dann
in Kultivierungen einsetzen zu konnen. Hierbei wurde eine gute Reproduzierbarkeit
sowie die Langzeitstabilitdt des Messignals und die Stabilitit der Patches gegeniiber
Heifdampfsterilisation nachgewiesen. Bei der Untersuchung der Ansprechzeit wur-
den grofe Abweichungen zwischen Messungen mit unterschiedlichen Patches festge-
stellt.

Zunichst wurde eine Modell-Kultivierung durchgefiihrt, bei der nur die Sauerstoft-
optode verwendet wurde, spiter wurden beide Optoden in Kombination eingesetzt.
Dabei wurde ein starkes Signalrauschen festgestellt. Mit Hilfe von mathematischen
Filtern konnte dieses Rauschen minimiert werden, so dass zufriedenstellende Ergeb-

nisse erhalten wurden.

Das Sensorsystem lésst sich also zur temperaturunabhingigen Sauerstoffmessung
nutzen. Um eine einfachere Handhabung zu ermdglichen, sollte die Reproduzierbar-
keit der Herstellungsprozesse der Patches verbessert werden. Dadurch wére es mog-
licherweise nicht mehr notwendig, jeden Patch einzeln zu kalibrieren, stattdessen
konnten die Kalibrationsdaten eines Patches auf seine gesamte Batch zu iibertra-
gen. Des Weiteren kénnte die Empfindlichkeit der Temperturmessung erhéht werden,

indem man z.B. die Farbstoffkonzentration des Patches variiert.

Der photometrische Sensor zur online-Messung der optischen Dichte wurde zunéchst
mit TiO,-Partikeln getestet, dann mit Backhefesuspensionen. In einem bestimm-
ten Bereich konnte ein linearer Zusammenhang zwischen Amplitude und optischer
Dichte festgestellt werden. Bei Reflexionsmessungen ist dieser Bereich grofer als
bei Streulichtmessungen, allerdings ist bei diesen die Genauigkeit grofser. Der Be-
trieb des Tischschiittlers fiihrte zu starkem Rauschen des Messsignals, das durch die

Anwendung mathematischer Filter reduziert werden konnte.

Das Verfolgen von Wachstumskurven mit dem photometrischem online-Sensor ist
moglich. Allerdings zeigte sich, dass man fiir die verschiedenen verwendeten Orga-
nismen jeweils eine individuelle Kalibration erstellen muss. Es sollten weitere Un-
tersuchungen durchgefiihrt werden, um herauszufinden, ob es moglich ist, z.B fiir

Organismen derselben Gattung dieselbe Kalibration zu verwenden.

Auch sollte die flexible Halterung durch eine starre ersetzt werden, um dadurch
Signaldnderungen, die durch kleine Anderungen der LED-Stellung hervorgerufen
werden, zu vermeiden. So liefe sich wahrscheinlich die Reproduzierbarkeit der Mes-

sungen erhohen.
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Anhang A

Sensorsystem zur Sauerstoff- und

Temperaturmessung

A.1 Immobilisierung des Porphyrin-Indikators in

Epoxidharz

Es werden Losungen der beiden Indikatorfarbstoffe in Chloroform mit einer Kon-
zentration von jeweils 10 mg/mL hergestellt. Aus diesen Losungen werden jeweils
100 pL. Mischlésung in verschiedenen Verhiltnissen hergestellt und mit 100 mg des
Epoxidharzes (71 mg Epoxidharz L und 29 mg Hérter L) vermengt. Um die Bildung
poroser Strukturen zu vermeiden, wird die Mischung zur Entfernung des Losungs-
mittels auf einem Objekttrager verteilt und etwa 15 min im Abzug stehen gelassen.
Anschliefsend kann die benétigte Menge an Epoxidharz auf einen Glastréger oder die
Stirnfliche eines Lichtleiters aufgebracht werden. Zur Aushartung wird der Sensor
iiber Nacht bei 50 °C gelagert.

A.2 Herstellung der sauerstoffsensitiven Membran

Es werden Losungen der Indikatorfarbstoffe in Chloroform mit einer Konzentration
von jeweils 1 mg/ml hergestellt. Aus diesen Losungen werden jeweils 0,1 mL Misch-
16sung in verschiedenen Verhéltnissen hergestellt. 10 mg Polysulfon werden in 0,1 mL
dieser Losung und 0,1 mL Chloroform gel6st und anschliefend mit 0,04 mL Ethanol
versetzt. b ul dieser Losung werden auf ein kreisformiges Stiick Polypropylen/Polyethylen-
Vlies von 5 mm Durchmesser gegeben. Nach dem Verdampfen der Losungsmittel ist

die Membran einsatzbereit.
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A.3 Durchfiihrung der Sauerstofmessungen

Die Messungen des Sauerstoffgehaltes erfolgen in der in Abbildung 4.6 dargestellten
Gasdurchflusskammer. Der Sauerstoffgehalt des Gases wird variiert, indem Stick-
stoff und Sauerstoff in unterschiedlichen Verhéltnissen gemischt werden. Dies wird
mit Hilfe des Programmes DasyLab 10 (National Instruments Corporation, Austin,
TX, USA) und zweier Massendurchflussregler durchgefiihrt. Die Genauigkeit dieser
Regler betragt 2 %. Die eingestellten Sauerstoffpartialdriicke werden mit Hilfe der
Fibox 3 (PreSens GmbH, Regensburg) kontrolliert. Der Volumenstrom des Gasflus-
ses betrdgt 100 mL /min.

A.4 Abbildungen zur Entwicklung des

Sensorsystems

A.4.1 Foto des Sensorsystems

Abbildung A.1: Foto des Sensorsystems zur faseroptischen Temperatur- und Sauerstoff-
messung. Um die optischen und elektronischen Komponenten sichtbar zu machen, wurde
der Deckel des Gehéuses entfernt.
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A.4.2 Foto der optischen Komponenten

Abbildung A.2: Foto der optischen Komponenten des Sauerstoff- und Temperatursensor-
Systems

A.4.3 Schematische Darstellung der elektronischen Schaltung
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Abbildung A.3: Schematische Darstellung der elektronischen Schaltung des Sauerstoff- und
Temperatursensors
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Anhang B

Online-Messung der optischen Dichte

B.1 Konstruktionsskizzen und Fotos der LED-Halterung
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Abbildung B.1: Konstruktionsskizze der LED-Halterung, Mafe in mm, MaRstab Teil A und B
1:1, Teil C 1:2
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Abbildung B.2: Fotos der LED-Halterung; a) 360°-Stellung, b) 90°-Stellung

B.2 Optische Dichte in den Schiittelkolben

Tabelle B.1: OD-Werte der Backhefe-Suspensionen in den Schiittelkolben nach Ende der
kontinuierlichen Messungen

Set-up | Kanal OD-Werte nach Ende der
verschiedenen Messungen

4,62
1 5,40
A 3,68
4,96
2 3,62
4,47
4,70
1 4,20
B 4,09
4,85
p 4,30
4,76
13,29
1 11,78
C 12,66
8,02
2 7.63
5,81
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B.3 Kalibration des SFR

Fiir die Kalibration bei Set-up A und Set-up B werden in einem 250 mL Schiit-
telkolben 100 mL 0,9 %ige Saline-Losung vorgelegt. Schrittweise wird Backhefe zur
Saline-Losung zugegeben. Nach jeder Zugabe wird die Amplitude des auf die Photo-
diode treffenden Lichts im Schiittlerbetrieb gemessen. Anschliefend wird 1 mL der
Backhefe-Suspension als Probe aus dem Schiittelkolben entnommen und ihre opti-
sche Dichte mit dem Laborphotometer (SCHOTT Instruments GmbH, Mainz) bei
650 nm gemessen. Die Messung erfolgt in Dreifachbestimmung. Die lineare Regres-
sion der linearen Bereiche der Auftragung von mit dem SFR gemessener Amplitude
gegen die mit dem Photometer gemessene optische Dichte ergibt die entsprechenden

Kalibrationsgeraden.

B.4 Kalibrationsgeraden

Tabelle B.2: Kalibrationsgeraden fiir Messungen mit Backhefe in Glaskolben (a = Ampli-
tude)

Kanal | LED-Intensitdt | Set-up Kalibrationsgerade Bestimmtheitsmaf
1 7 A a = 59.761-OD 0,938
2 ? A a = 64.619-OD 0,930
1 ? C a = 59.761-OD 0,940
1 1% A a = 15.472-0D + 7537 0,999
1 25% A a = 17.451-OD + 30.197 0,992
1 50 % A a — 26.577-OD + 40.912 0,997
1 75 % A a = 35.066-OD + 47.891 0,999
1 99 % A a = 50.078-OD + 54.602 1,000
2 1% A a — 12.609-OD + 3.473 0,975
2 25 % A a = 18.097-OD + 6.512 1,000
2 50 % A a = 24.991-OD + 13.503 1,000
2 5% A a — 25.392-0D -+ 16.523 1,000
2 99 % A a = 40.651-OD + 13.503 1,000
1 1% C a = 3.599-OD + 4.966 0,996
1 25 % C a = 7.237-OD + 11.548 0,998
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1 50 % C a = 11.260-OD + 15.505 0,998
1 75 % C a = 14.524-0D + 24.316 0,996
1 99 % C a = 20.735-OD + 18.112 1,000
2 1% C a = 5.493-0D + 12.231 0,978
2 25 % C a = 13.299-OD + 11.702 0,988
2 50 % C a = 16.767-OD + 34.498 1,000
2 5% C a = 23.222-0OD + 38.665 1,000
2 99 % C a = 21.785-OD + 40.791 1,000

Tabelle B.3: Kalibrationsgeraden fiir Messungen mit Backhefe in Plastikkolben (a = Am-

plitude)
Kanal | LED-Intensitdt | Set-up Kalibrationsgerade Bestimmtheitsmafs

1 1% A a = 13.656-OD + 10.049 0,970

25 % A a — 15.379-OD + 29.386 0,987
1 50 % A a = 24.702-OD + 41.767 0,999
1 75 % A a = 33.820-OD + 53.299 0,999
1 99 % A a =47.301-0OD + 63.261 0,974
2 1% A a = 11.506-OD + 2.638 0,991
2 25 % A a=17.137-OD + 7.863 1,000
2 50 % A a = 22.614-0OD + 13.027 1,000
2 75 % A a = 28.680-OD + 21.742 1,000
2 99 % A a = 39.785-0OD + 18.987 1,000
1 1% C a = 3.062-0D + 6.724 0,996
1 25 % C a = 6.848-OD + 8.264 0,998
1 50 % C a — 10.389-OD + 10.010 0,998
1 75 % C a = 13.577-0OD + 23.214 0,996
1 99 % C a = 20.623-OD + 19.564 1,000
2 1% C a = 4.921-OD -+ 6.096 0,978
2 25 % C a = 10.131-OD + 14.710 0,988
2 50 % C a = 15.707-OD + 10.533 1,000
2 75 % C a = 17.314-0D + 38.721 1,000
2 99 % C a = 17.291-0OD + 58.628 1,000
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Tabelle B.4: Kalibrationsgeraden fiir Messungen mit K. marzianus in Plastikkolben (a =

Amplitude)

Set-up Kalibrationsgerade Bestimmtmaf
A a = 11.969-OD + 1277 0,996
C a = 10.131-0OD + 14.710 0,978
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Anhang C

Materialien

C.1 Verwendete Gerate

4-Kanal-Sauerstoffmessgerit ,,Oxy-4% PreSens GmbH, Regensburg

1-Kanal-Sauerstoffmessgerit ,Fibox 3“ PreSens GmbH, Regensburg

Analysenwaage ,,Analytik AC 2105 Sartorius AG, Gottingen

Autoklav ,Systek V-150¢ Systec GmbH, Wettenberg

Bioreaktor ,Biostat A+ Sartorius Stedim Biotech GmbH,
Gottingen

CALFLEX-Filter ,(G380220032 LINOS Photonics AG, Gottingen

Flowmeter ,F150-S-V3/B-250-8-TA* Porter Instrument Company Inc.,
Hatfield (USA)

Inkubationshaube ,CERTOMAT H* Sartorius Stedim Systems GmbH,
Melsungen

KPG-Riihrwerk ,JKA-Wertk@®) RW 20 Janke & Kunkel GmbH & Co. KG,

DZM* Staufen

Laborphotometer ,UVIKON General Tools & Instruments Co., New

Spectrometer 922¢ York (USA)

Magnetriihrer ,JKAMAG®) REC* Janke & Kunkel GmbH & Co. KG,
Staufen

Mass Flow Controler ,F210C-FA-11-V* Bronkhorst High-Tech B.V., Ruurlo (NL)
Peristaltikpumpe ,,EVA-Pump v2.40" Eppendorf AG, Hamburg
pH-Meter ,MP 220 Mettler Toledo GmbH, Giefien
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Photomultiplier ,H5701-02“

Sauerstoffelektrode ,OxyFerm FDA225¢
Sicherheitswerkbank ,,HER Asafe KS 18*

Temperiereinheit ,Haake K15“

Tischschiittler ,CERTOMAT S

Thermomixer ,5437
Trockenschrank ,,BK 5060 E*
Vortex Mixer ,,WhirlMixer*

Widerstandsthermometer ,Pt100¢

Zentrifuge ,Multifuge®) 35

Hamamatsu Photonics GmbH,

Herrsching
Hamilton AG, Bonaduz (CH)

Thermo Fisher SCIENTIFIC Inc.,
Waltham (USA)

Thermo Fisher SCIENTIFIC Inc.,
Waltham (USA)

Sartorius Stedim Systems GmbH,

Melsungen
Eppendorf AG, Hamburg
Heraeus Holding GmbH, Hanau

Fision Scientific Co., Samjeong-Dong
(ROK)

Sartorius Stedim Biotech GmbH,
Gottingen

Thermo Fisher SCIENTIFIC Inc.,
Waltham (USA)

C.2 Verwendete Materialien

Kiivetten ,No./REF 67.742“
Pipettenspitzen

Plastikolben 431144
Reaktionsgefilse

Patches ,,Oxygen Sensor Spot*

Silikonschlauche

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Corning Inc., Kennebunk (USA)
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
PreSens GmbH, Regensburg
Farnell InOne GmbH, Oberhaching

C.3 Verwendete Chemikalien

Chloroform

Epoxidharz L

Hefeextrakt

100

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs
(CH)

Faserverbundwerkstoffe GmbH,
Waldenbuch

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs
(CH)
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Lactose

Malzextrakt

Nanopartikel ,,PC10“

Natriumchlorid

Natriumsulfit
Platinoctaethylporphyrin
Polypropylen /Polyethylen-Vlies

Polysulfon

Silikonkleber ,Elastosil® RT 601¢
Sojapepton

Teilentzuckertes Molkenkonzentrat (TEM
30)

Zinkoctaethylporphyrin

C.4 Verwendete Medien

C.4.1 Wickerham-Medium

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs
(CH)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs
(CH)

Millenium Inorganic Chemicals,
Baltimore (USA)

VWR International GmbH, Darmstadt
Riedel-de-Haén GmbH, Seelze
Porphyrin Systems GbR, Liibeck
Freudenberg & Co.

Kommanditgesellschaft, Weinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs
(CH)

Wacker Chemie AG, Miinchen

Biotecnica Internacional S.A. de C.V.,
San Jacinto Amilpas (MEX)

Biolac GmbH & Co. KG

Porphyrin Systems GbR, Liibeck

In ca. 300 mL ddH,O werden 1,5 g Hefeextrakt 1,5g Malzextrakt, 2,5¢g Sojapepton
und 5g Lactose gelost und mit ddH,O auf 500 mL aufgefiillt. Die Losung wird

autoklaviert.

C.4.2 Kulturmedium

DMEM (Dulbecco‘s modified eagle‘s medium) Pulver wird mit 37 g Natriumbicar-
bonat in 10 L deionisiertem Wasser gelost und mit 1 M HCI ein pH-Wert von 7,2
eingestellt. Das Medium wird mit 10 % FCS (fetales Kélber Serum) und 1 Vol.- %
Antibiotika (1000 Units/mL Penicillin G und 0,1 mg/mL Streptomycin) und Vol.-1 %

Glutamin versetzt.
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