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Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Durchfluss-Maktersystem bestehend aus einem
Durchflussmikroskop und einem faseroptischen Stafggsensor entwickelt, optimiert und an
Beispielkultivierungen vorSaccharomyces cerevisiamd Bacillus megateriungetestet. Es
wurden dazu Uber ein automatisiertes Flie3injekaoalysensystem definierte Proben aus der
entsprechenden Kultivierung entnommen, in einemgdistrom injiziert und zum Multitester
transportiert. Dort wurden Bildzyklen Uber die Zaitfgenommen und Uber einen geeigneten
Bildanalysealgorithmus die Anzahl der Zellen auh d&@ldern bestimmt. Daraus liel3en sich
charakteristische Histogramme ableiten, aus demeZellzahl der Probe bestimmt werden
konnte. Um diesen Histogrammen entsprechende gZbtih zuzuordnen, wurde eine Ka-
libration durchgefiihrt, die fiBaccharomyces cerevisiaaischen 1-10und 5- 18 Zellen/mL
und firBacillus megateriunzwischen 4,5-found 1,7- 10Zellen/mL einen linearen Verlauf
ergab. Die Sauerstoffsattigung in der Lésung wumdsnaloger Weise durch Auswertung von
Peaks bestimmt und mit einer Zweipunktkalibratioamfifiziert.

Es erfolgte eine Optimierung des Multitestersysteniis Saccharomyces cerevisjagobei
sich als optimale Parameter eine Volumenstrom\;enal mL/min, eine Messzonenhdhe
des Mikroskops von 125 pm sowie ein Injektionsvadmmon 500 pL ergaben.

Es wurden verschiedene Kultivierungen beider Tgstasmen durchgefihrt, wobei sich fur
Zelldichte und Sauerstoffsattigung eine gute Katreh mit offline-Messwerten bzw. theore-
tisch berechneten Werten ergab. Zudem konnte dgoferatbildung der Zellen wahrend
einer Testkultivierung voBaccharomyces cerevisiaaalysiert werden. Es konnte der Anteil
an Einzelzellen, Doppelzellen und Zellclustern kgrfeich mit der entsprechenden Wachs-
tumsphase der Kultivierung in Beziehung gesetztiemr

Weiterhin wurden das System erfolgreich fiir dieappele Beobachtung von 2 und 3 Kulti-
vierungen vonSaccharomyces cerevisigewie die Parallelkultivierung vo8accharomyces

cerevisiaeundBacillus megateriuneingesetzt.



Abstract

In this thesis a flow-through multitesing systemrmsisting of a flow-through microscope and
a fibre-optic oxygen-sensor was developed, optichiaed tested with exemplary cultures of
Saccharomyces cerevisiaadBacillus megateriumBy an automated flow-injection-analysis
system, defined samples were taken from the casrebpg culture, injected into a carrier-
stream and transported to the multitester. Theeg@rcycles were recorded and by a suitable
image-analysis software the cell count in the insagas determined. From this, characteristi-
cal histograms were deduced, which enabled a detation of the cell count in the sample.
To correlate these histograms with cell densitiealdoration was done. A good linear corre-
lation was found forSaccharomyces cerevisidetween 1-10and 5-18 cells/mL and for
Bacillus megateriunbetween 4.5-f0and 1.7- 10cells/mL. The oxygen-saturation in the
solution was analogically determined by analysimg peaks and was quantified by a 2-point
calibration.

An optimisation of the multitester-system whlaccharomyces cerevisiaas done, while an
optimal flow rate of\? = 6.1 mL/min, a height of the sampling zone of 128 and an injec-
tion-volume of 500 pL were found.

Different cultivations with both test organisms w&xecuted, while for cell-density and oxy-
gen saturation a good correlation with offline datarather theoretically calculated values
was found. In addition the formation of agglomesad@ring a cultivation oSaccharomyces
cerevisiaewas analysed. The portion of single-cells, dowaks and cell-clusters was suc-
cessfully correlated to the corresponding grow#tust of the culture.

Furthermore the system was successfully appliechonitoring 2 and 3 parallel cultures of
Saccharomyces cerevisiaad was used in a parallel cultivationS#ccharomyces cerevisiae

andBacillus megaterium
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1. Einleitung und Zielsetzung

1.1. Einleitung

Biotechnologische Prozesse beruhen zum groR3enatieiller Verwendung von Mikroorga-
nismen und Zellen zur Herstellung bestimmter ProeluBie werden schon seit 5.000 Jahren
bei der Herstellung von Nahrungsmitteln und voerallbei der alkoholischen Garung durch
Hefen eingesetzt. Durch bemerkenswerte Fortschritiger Mikrobiologie und Gentechnik
hat die Bedeutung der Biotechnologie in den letziehren enorm zugenommen, und sie
konnte sich in der chemischen Industrie und vaenalin der Pharmabranche etablieren. Im
Jahr 2005 wurden z.B. in der chemischen Industrieits 5 % aller Produkte auf biotechno-
logischem Weg erzeugt und es wird in den nachstared ein Anteil von 20 %angestrebt.
Es kommen dabei verschiedene Produktionsstammeakierien, Hefen und Tierzellen zum
Einsatz, die beispielsweise fur die Herstellung Winteinen, Antikdrpern und Antibiotika
eingesetzt werden konnen. Abhangig von den entsprelen Anwendungsgebieten unter-
scheidet man dabei zwischen , weil3er Biotechnofoglee in der industriellen Produktion
zum Einsatz kommt, ,grtiner Biotechnologie* fiir d&grarsektor und , roter Biotechnolo-
gie” fir den medizinischen und pharmazeutischereiBbr

Die Uberwachung von Bioprozessen und die Entwidglinmovativer Methoden zur Prozess-
analytik sind dabei von entscheidender Bedeuturigs Wvurde vor allem durch die PAT
(Process-Analytical-Technology)-Initiative der FO§ARood and Drug Administration) in den
USA forciert, die eine genaue Uberwachung und Dadutation von Prozessen in der Phar-
ma- und Nahrungsmittelindustrie verlahgieben der Uberwachung von Prozessvariablen
wie dem Sauerstoffpartialdruck in der Losung {pOdem pH-Wert und der Konzentration
von Nahrstoffen und Metaboliten ist vor allem diedBachtung von Zelldichte und —
morphologie sehr wichtig, denn daraus lassen sidkté Informationen Uber den Zustand
der entsprechenden Kultur gewinnen. Die Uberwachliesgr Variablen erfolgt in der Praxis
haufig immer noch durch manuelle Probennahme uflsh@fAnalytik, was sehr arbeitsin-
tensiv ist und vor allem mit einer starken Zeitwgerung verbunden ist. Deshalb besitzt vor
allem die In-situ Mikroskopie, die eine automatitdeinline-Uberwachung von Bioprozessen
ermoglicht, sehr viel Potential. Sie beruht auleemnLichtmikroskop, das direkt in einen Bio-
reaktor eingefiigt werden kann und Bilder aus derakReinneren aufnimmt. Diese Bilder
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kénnen Uber fortschrittliche Bildauswertungsaldorien ausgewertet werden und geben na-
hezu in Echtzeit Informationen Uber die Zellsysteameinem Bioprozess, wodurch eine Pro-
zessregelung ermdglicht wird. Ein entscheidendechidsl dabei ist aber, dass das In-situ
Mikroskop nicht fir die parallele Uberwachung mebreReaktoren eingesetzt werden kann
und der Einsatz aufgrund seiner Bauweise auf Rgkgteeaktoren beschrankt ist. Gerade bei
der Entwicklung und Optimierung neuer Kultivierupgszesse im F & E-Bereich kommen
aber oft Schittelkolbenkultivierungen oder Untehsungen in Screening-Systemen zum Ein-
satz, die schell und zuverlassig parallel Gberwagrden missen. Zudem besteht in der in-
dustrielle Praxis ein Trend hin zu Disposable-Resatt wie beispielsweise der von Wave
Biotech (Tagelswangen, Schweiz) entwickelte und den Sartorius Stedim Biotech S.A.
(Géttingen, Deutschland) vertriebene Beutelreaktoler aufgrund seines Aufbaus fiir einen
Einsatz des In-situ Mikroskops ungeeignet ist. tiése Anwendungen bietet es sich an, das
In-situ Mikroskop in ein atline betriebenes Durcis-Multitestersystem umzubauen. Dieses
kann Uber einfache sterile Schlauchverbindungen aind-liel3injektionsanalysensystem an
mehrere Kultivierungen angeschlossen werden undgroht somit die automatisierte Un-

tersuchung mehrer paralleler Kultivierungen.

1.2. Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit soll ein Prototyp einesdbiluss-Multitestersystems zur parallelen
Uberwachung mehrerer Kultivierungen und zur glegitigen Untersuchung von Zelldichte

und Sauerstoffsattigung in der Losung entwickeld getestet werden. Der Multitester soll

auf der Technologie des In-situ Mikroskops basiarad deren fortschrittliche Bildauswer-

tungsalgorithmen nutzen. Dazu soll das bestehenéeodkop genutzt werden, um sowohl

einen In-situ als auch einen Multitestereinsatz d@tn gleichen Mikroskop realisieren zu

konnen.

Der Multitester soll aus einer Durchflusszelle kasn, die tber die Messzone des Mikro-
skops geschoben und konvektiv durchstromt wird. g@irauen Stromungsverhaltnisse in der
Messzelle sollen durch die Aufnahme der Verweilzgieilung und einer Simulation aufge-

klart werden.

Die Ankopplung an entsprechende Kultivierungen &bkr ein FIA-System erfolgen, das zu

konzipieren und mit einer entsprechenden Steuevacdtzu automatisieren ist. Dabei ist vor

allem ein Studium der Dispersion in dem entwickeBgstem durchzufihren.
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Das so entwickelte Multitestersystem soll mit Hilfen definierten Proben des Testorganis-
mus Saccharomyces cerevisigetestet und optimiert werden, wobei als wicht¥giablen
des Systems, die Messzonenhthe des Mikroskopsgidgestellte Volumenstrom und das
Injektionsvolumen der FIA variiert werden. Dabédiver allem auf eine moéglichst hohe Re-
produzierbarkeit und ein maglichst grof3es MesssignaErh6hung der Empfindlichkeit zu
achten.

Um eine Korrelation zwischen den mit dem Multitesystem erhaltenen Messwerten und der
Zelldichte herzustellen, sollen Proben mit defitgarZelldichten vermessen und daraus eine
Kalibration firSaccharomyces cerevisiaestellt werden.

Zur Uberwachung der Sauerstoffsattigung sollen kenziell erhaltliche Sensoren der Firma
Presens Precision Sensing GmbH (Regensburg, Dé&ngghin die entwickelte Messzelle
integriert und entsprechend im FIA-Betrieb kalibri@erden.

Es soll dann ein Test des Systems an Schuttelkilitenerungen vornSaccharomyces cere-
visiae durchgefiihrt werden und die mit dem Multitesteragtdnen Werte fur die Zelldichte
mit offline-Werten verglichen werden. Weiterhin Iseimittelt werden ob eine weitergehende
Untersuchung der Agglomeratbildung der Zellen reitndViultitester moglich ist.

Um eine Eignung des Systems als Multitester zursabhen, also die gleichzeitige Untersu-
chung mehrerer Kultivierungen und Messvariableiesanehreren Kultivierungen vabac-
charomyces cerevisiagarallel beobachtet werden und auf3erdem im pheallBetrieb so-
wohl Zelldichte, als auch die Sauerstoffsattigumgeér Losung bestimmt werden.

Nach einer ausfuhrlichen Charakterisierung desefystan dem Modellorganism&sccha-
romyces cerevisiasoll untersucht werden, ob das Multitestersystexchdtr die Beobach-
tung anderer schnellwachsender Organismen, wieneRPr@duktionsstamm vadBacillus me-
gaterium geeignet ist. Weiterhin sollen erste Tests zualfgden Beobachtung mehrerer ver-

schiedener Organismen durchgefuhrt werden.
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2. Theoretische Grundlagen

In diesem Abschnitt werden die zum Verstandnis Aldreit essentiellen Grundlagen kurz
zusammengefasst. Dabei wird ein kurzer Uberblickr iDnline-Messverfahren zur Bestim-
mung von Zelldichte gegeben. Insbesondere aufrdtll Mikroskopie wird naher einge-
gangen, da das entwickelte Multitestersystem auffdehnik des In-situ Mikroskops basiert.
Des Weiteren folgt eine Vorstellung der Flie3injeksanalyse. Diese wird verwendet um das
System atline an Kultivierungen anzuschliel3en. Auaérd das Funktionsprinzip der ver-
wendeten faseroptischen Sauerstoffsensoren bdsehriBa das System an Beispielkultivie-
rungen getestet wurde, werden kurz die GrundlagerKdltivierung von Mikroorganismen
dargestellt und die verwendeten Beispielorganis®accharomyces cerevisigewie Bacil-

lus megateriunvorgestellt.

2.1. Online-Messverfahren zur Bestimmung von Zelldichte

Da in dieser Arbeit hauptsachlich die Entwicklumges Online-Messverfahrens zur automa-
tisierten Bestimmung von Zelldichte und anderenvaelablen beschrieben wird, sollen an
dieser Stelle die Standardmethoden auf diesem Gatrigestellt werden.

In einer Vielzahl von biotechnologischen Prozessduolgt die Bestimmung der Zelldichte
immer noch durch manuelle Probennahme, was sowitd¢inem erhohten Arbeitsaufwand,
als auch mit einem erhéhten Kontaminationsrisikduaden ist. Es wurden daher eine Reihe
von Verfahren entwickelt, mit denen die Zelldichigomatisiert und onlineestimmt werden
kann. Zum gro3ten Teil handelt es sich hierbei peksoskopische Verfahren, die haufig in
Form von In-situ Messsonden direkt in den Reaktglémentiert werden kdnnen und sich in
der Biotechnologie bereits etablieren konnten. I&isieren im Wesentlichen auf Tribungs-
messung (Junker et. al. 1984Absorptionsspektroskopie (Maxwell et. al. 198@hd Fluo-
reszenzspektroskopiewobei beispielsweise die intrazellulare Fluoregzzeon NADH als
Messparameter verwendet werden kann (Wang et.98l1f1 Auch NIR-spektroskopische
Methoden sind bekannt (Finn et. al. 200@)ie sich jedoch als in-situ Methode noch nicht
etablieren konnte. Als wichtige nicht optische Metbn zur Bestimmung von Zelldichte sind
hier noch Dielektrizitatsspektroskopie (Impedanksmskopie) (Harris et.al.198%) (Can-
nizzaro et. al. 2003) sowie akustische Spektroskopie (Lindgren et. @063* zu nennen.
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Der Hauptnachteil all dieser Verfahren ist, dagsdie Zelldichte nur indirekt messen, stark
von der entsprechenden Medienzusammensetzung ashéngd die verwendeten Sonden oft
kalibriert werden mussen. Sie ermdglichen keinemiliierten Einblick in einen Bioprozess.

Die vielversprechensten Methoden zur direkten Besting von Zellvariablen sind atline

Durchflusszytometrie (Kacmar et. al. 20853owie bildgebende Verfahren wie die In-situ
Mikroskopie. Da das im Rahmen dieser Arbeit enteftek Multitestersystem auf der Technik
des In-situ Mikroskops basiert, wird die In-situkvbskopie im folgenden Abschnitt genauer

vorgestellt.

2.2. In-situ Mikroskopie

Unter In-situ Mikroskopie versteht man ein bildgetles Messverfahren zur direkten Beo-
bachtung von Prozessen in einem Reaktor. Hauptatwmgsgebiet sind biotechnologische
Kultivierungsprozesse, bei denen das autoklavierlbdikroskop direkt in einen Bioreaktor
implementiert wird, gewdhnlich Gber einen SeitenpbDamit ersetzt sie die sehr arbeitsinten-
sive manuelle Probennahme und minimiert das Komtatieinsrisiko der untersuchten Kulti-
vierung. Die vom Mikroskop aufgenommenen Bilder kén direkt von einer geeigneten
Bildverarbeitungssoftware ausgewertet werden, wddimformationen tber den Zustand der
Kultivierung nahezu in Echtzeit erhalten werden.l&sen sich auf diese Weise direkt und
nicht invasiv Informationen tGber den Bioprozess igeen. Das Funktionsprinzip der In-situ

Mikroskopie ist in Abbildung 2.1 gezeigt.

Messzone Reaktorwand

/ i .
o Objektiv
Zelle

Beleuchtungs- AuBentubus
einheit

Abbildung 2.1: Funktionsprinzip der In-situ Mikros kopie an einem Bioreaktor

Mit Hilfe des In-situ Mikroskops kdnnen Bilder vatellen direkt aus der Kultivierung aufge-
nommen werden. Dies ermdglicht eine detailliertestBemung der Zelldichte, sowie der
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ZellgroRe und —morphologie. Die Fokussierung anéeainzige Zellage in der Messzone des
In-situ Mikroskops kann dabei sowohl mechanisch aaich auf rein optischem Weg erfolgen.
Bei der mechanischen Fokussierung durchstromt diersuchte Probe ein kleines mecha-
nisch variables Volumen, das nur eine Lage Zellethd@t, so dass alle Objekte fokussiert
werden. Bei der rein optischen Fokussierung wind @eutlich groReres festes Volumen
durchstromt und damit mehrere Zelllagen abgebilEstwird dann eine bestimmte optische
Ebene fokusiert und die dreidimensionale StruktuBiereich um diese Ebene tber den Grad
der Defokussierung der Objekte bestimmt. Diese bltthat den Vorteil, dass keine beweg-
lichen Teile nétig sind, sie ist also weniger stédlig und das Risiko eines Verstopfens der
Zone ist deutlich reduziert. Hauptnachteil ist dablass eine komplexere Bildanalysesoftware
benétigt wird* *>.

Da ein System mit rein optischer Fokussierung fardiirchgefiihrten Arbeiten nicht verfug-
bar war, wurde ausschliel3lich mit mechanischer Bsikuung gearbeitet. Das verwendete
Mikroskop wird im Abschnitt 3.1.1 ndher beschrieben

2.2.1. Digitale Bildverarbeitung in der In-situ Mikroskopi e

Die digitale Bildverarbeitung dient dazu Charalgeka von Bildern hervorzuheben und zu
analysieren. In der In-situ Mikroskopie sind diesameist Zellen, die von einem Hintergrund
zu segmentieren und bezuglich ihrer Gro3e und Malqgge zu charakterisieren sind. Dabei
sind gewisse Filter und Operatoren auf das Origilthhnzuwenden. Bei der Analyse in-situ
mikroskopischer Bilder wird der Sobel-Operator daé monochrome 8 bit Bild (256 Grau-
stufen) angewendet. Dieser analysiert den Grausigfe des Bildes und erkennt starke Hel-
ligkeitsgradienten, also Kanten von Objekten. Dieseden im erzeugten Ergebnisbild als
weil3e Linien auf schwarzem Hintergrund dargestBlis Bild wird so binarisiert, es gibt nur
noch schwarze und weif3e Pixel. Wird nun ein Kargeimlgungsoperator angewendet, kon-
nen Objekte vom Hintergrund segmentiert werden.rliie Anzahl der Pixel pro Objekt
kann so auch deren GroRe bestimmt werden. Nah&emiationen zur digitalen Bildverar-
beitung sind bei Lindner (2008)und Briickerhoff (2008Y nachzulesen.

Der in dieser Arbeit verwendete Double Yeast Celuer Algorithmus zur Erkennung von
Hefezellen basiert auf dem oben beschriebenenipnma wird in Abschnitt 3.1.3 naher be-

schrieben.

Entwicklung eines Durchfluss-Multitestersystems Bapbachtung von Kultivierungsprozessen in dere®iohologie



Theoretische Grundlagen 7

2.2.2. Anwendungen und Grenzen der In-situ Mikroskopie inder Biotechnologie
Haupteinsatzgebiet der In-situ Mikroskopie ist idikne Beobachtung zur Regelung von Kul-
tivierungsprozessen in Bioreaktoren. Erste Untdmsngen wurden von Suhr et. al. (1995)
sowie Bittner et. al. (1998) an Kultivierungen vorSaccharomyces cerevisiderchgefiihrt.
Es konnten Zelldichte und Biomasse im Bereich voh-10° Zellen/mL (0,01-12 g/L Bio-
masse), sowie die ZellgréRe und Morphologie beereeeroben batch-Reaktorkultivierung
von Saccharomyces cerevisibestimmt werden.

Detaillierte Untersuchungen zur Zellmorphologie dem von Camisard et. al. (20&%pe-
schrieben. Hier wurden sowohl Zellgrol3e als audiwaehstum der osmophilen Hef¢an-
senula anomalaiber die Kultivierung verfolgt und dabei konnteeiReduktion des Zellvo-
lumens zum Ende der Kultur festgestellt werden.etudvurden die Zellen einem osmoti-
schen Schock ausgesetzt und die Veranderung de®ldelens konnte klar detektiert wer-
den. Weitere morphologische Untersuchungen wurdethean Geil3eltiercheBuglena graci-
lis durchgefilhrt und von Rudolph et. al. (208&)eschrieben. Unter optimalen Kultivie-
rungsbedingungen weisen sie eine langliche Formuadfsind sehr beweglich, bei Sauer-
stoff-, Licht- oder Nahrstoffmangel nehmen sie emmede Form an, was mit dem In-situ Mik-
roskop detektiert werden kann.

Ein wichtiger Entwicklungsschritt war die Anpassuhes In-situ Mikroskops an industrielle
Standards wie er von Frerichs et. al. (26b2)nd Joeris et. al. (2002)beschrieben wurde.
Die Autoren beschreiben hier auch erstmalig ders&mder In-situ Mikroskopie auf dem
wichtigen Gebiet der Tierzellkultivierung. Es wurdie Uberwachung einer Suspensionskul-
tur von Chinese Hamster Ovary (CHO) Zellen mit eixeimpfzelldichte von 1®Zellen/mL
beschrieben, wobei die erhaltenen Werte der Zéltdimittels offline-Methoden (Handzah-
lung, automatischer Zellzahler) verifiziert wurddm Bereich tierischer Suspensionszellen
wurden weiterhin Kultivierungen von Hybridoma (Gueiz al. (2004)} sowie Baby Hamster
Kidney (BHK) Zellen (Briickerhoff (2006% beschrieben.

Neuere Anwendungen beinhalten vorwiegend die un+sitkroskopische Beobachtung adha-
rent wachsender Zellen auf Microcarriern in eineror&ktor. Dabei wurden von Anton et.
al. (2007%* sowie Rudolph et.al (2008)die Kultivierung von Maus-Fibroblasten auf ver-
schiedenen Microcarriern beschrieben. Eine besenétmrausforderung stellte dabei die
Bildanalyse dar, da der Bedeckungsgrad der Micrmramit Zellen aus dem Grau-
werthistogramm des Bildes, unter zu Hilfenahme wauronalen Netzwerken, analysiert

werden musste.
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Die neueste Anwendung der In-situ Mikroskopie ist Beobachtung von Kristallisationspro-
zessen, welche von Bluma (208etailliert beschrieben wurde.

Die In-situ Mikroskopie ist eine fortschrittlicheldgebende Analysenmethode, die aber aus-
schlie3lich auf Ruhrkesselreaktoren mit technislalierung begrenzt ist. Gerade die si-
multane automatisierte Beobachtung von mehrereallpken Kultivierungen ist bei der Ent-
wicklung und Optimierung von Kultivierungsprozessemn entscheidender Bedeutung. In
diesem Bereich besitzt die Technik des In-situ ltskiops mit ihrer fortschrittlichen Bildver-
arbeitung viel Potenzial. Dazu muss aber von eimaitu Betriebsweise abgesehen werden
und das Mikroskop in ein atline betriebenes Durgdgbystem umgebaut werden. Dies kann
Uber ein FlieRBinjektionsanalysensystem (siehe @8jeuert werden und es kdnnen so mehre-

re Kultivierungen mit einem Messsystem parallefolgt werden.

2.3. FlieBinjektionsanalyse (FIA)

Die FIA ist eine Analysenmethode, die zuerst vorziRaiund Hansen (1978)beschrieben
wurde. Sie gehort zu den Durchflussanalysenmethaahehbasiert auf der Injektion eines
préazise definierten Probenvolumens in einen nielgirentierten Tragerstrom. Wahrend die
Probe durch den Probenstrom zu einem Detektor gomnert wird, stellt sich ein
Histogramm ein, das reproduzierbar aufgezeichnet.\idie Einfihrung der FIA stellte eine
radikale Neuerung in der chemischen Analytik dar,ste auf kontrollierter Dispersion und
nicht auf der Einstellung eines Gleichgewichtszudés basiert. Es dauerte daher einige Jah-
re, bis sie sich in der Routineanalytik etabligkennt&®,

FIA-Systeme besitzen generell eine gute Reprodoaikeit; sie kénnen mit hoher Flexibilitat
eingesetzt werden, ermdglichen einen hohen Probemsktz bei geringem Reagenz-
verbrauch und lassen sich vor allem relativ einfactomatisieren. Die FIA bedarf einer sehr
prazisen Steuerung um ausreichende Reproduzierbavkerreichen. Das Injektionsvolumen
muss bei jedem Analysezyklus sehr prazise stimmerdie Zeitverzégerung zwischen Injek-
tion und Detektion muss identisch sein. Um zu geleidten, dass sich das Konzentrations-
profil in gleicher Weise einstellt, missen zudenhl&aechléange, -geometrie und Pumpenge-
schwindigkeit zu jeder Zeit konstant gehalten wefde

Entwicklung eines Durchfluss-Multitestersystems Bapbachtung von Kultivierungsprozessen in dere®iohologie



Theoretische Grundlagen 9

2.3.1. Aufbau von FIA-Systemen
Das einfachste FIA System besteht aus einer Pusipem Injektor, einer Reaktionszone

(Manifold) und einem Detektor. Dieser Aufbau ishematisch in Abbildung 2.2 dargestellt.

Probe

Reaktionszone
(Manifold)

Trager-
strom

Injektor Detektor

Pumpe

Abbildung 2.2 : Schematischer Aufbau einer FIA

Als Pumpen werden fast ausschliel3lich Peristaltiipen eingesetzt. Sie garantieren eine
stabile Flussrate bei relativ einfachem Aufbau. ObWdiese Pumpen gepulst arbeiten, ist
dies Pulsen bei den meisten Systemen gut gedampfen meisten FIA-Systemen wird mit
Volumenstromen von 0,5 - 4 mL/min gearbeitet; Almhangen sollten nur in seltenen Fal-
len vorgenommen werden, da sich vor allem bei l@hé&lussraten das Pulsen der Pumpe
starker auswirkt. Es werden auch Gasdruck- odevitatemnseinheiten fir den Antrieb von
FIA Systemen eingesetzt, sie haben sich aber, aagd&pezialanwendungen, nicht durchge-
setzt®,

Am Injektor wird eine definierte Probenmenge in daéagerstrom eingekoppelt. Die ersten
Injektorsysteme bestanden aus Spritzen, mit dereRrdben Uber ein Septum in den Trager-
strom injiziert wurden. Als problematisch erwieshsidass es dabei leicht zu einer Stérung im
Tragerstrom kommen konnte und diese Injektion nschkeicht automatisierbar war. Aus die-
sem Grund werden heute in den meisten FIA-Systeimektoren verwendet, die auf den
Einschluss definierter Volumenelemente in eineml&athstick basieren, welche dann vom
Tragerstrom aufgenommen werden. Hier haben sictaNem Rotationsventile durchgesetzt.
Auf deren Funktionsprinzip wird in 3.3.1 n&her etiggngen.

Die Reaktionszone besteht zumeist aus einem autgelten Schlauch einer genau definier-
ten Lange, in dem mdgliche chemische Reaktioneschein Probe und Tragerstrom erfolgen
konnen. Abhangig von speziellen Anwendungen, zdB.ebektrochemischen Detektoren, die
eine hohe Homogenitat voraussetzen, konnen nochedpeMischkammern eingefligt wer-
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den. Dies kann auch bei gro3en Temperatur- odetoSiitsunterschieden zwischen Probe
und Tragerstrom erforderlich séin

In FIA-Systemen kommen eine groRe Anzahl verscimedeetektortypen zum Einsatz, die
stets auf den zu untersuchenden Analyten abgestimarden muissen. Prinzipiell sind aber
alle Detektoren mit geringen Reaktionszeiten gestignie haufigste Anwendung finden opti-
sche Detektoren, basierend auf UV-Vis Absorptioakspskopié®, IR-Spektroskopi& und
Fluoreszenzspektroskopfe sowie elektrochemische Detektoren, basierendPaténtiomet-
rie*®* Amperometri&* und Konduktometri€. Fiir genauere Informationen zu verschiedenen

Detektortypen, sei auf die gangigen Lehrbiicher ie=ed® *°

2.3.2. Dispersion in FIA-Systemen

Die aufgezeichneten Signale geben abhangig vomketgp die Anderung einer physikali-

schen Grof3e uber die Zeit wieder. Diese Signaleé sormalerweise proportional zur Kon-
zentration eines Analyten. Es ergeben sich chaialkitehe Peaks (Histogramme), die die

Dispersion in dem System wiedergeben. Dieses iblrldung 2.3 veranschaulicht.

Stromungsprofil
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Abbildung 2.3 : Dispersion in einem FIA System

Wenn eine homogene Probe mit der Konzentratiosiah in der Injektionsschleife befindet
und diese Probe ohne Dispersion zum Detektor toahepg werden kbnnte, ergéabe sich ein
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rechteckiges Signal, das die Konzentratiphat. Da die Probe nach der Injektion jedoch im
Tragerstrom dispergiert wird, resultieren darauwsafiarakteristischen Peaks, die einen Kon-
zentrationsgradienten innerhalb der dispergierteneZanzeigen. Zur Quantifizierung der
Dispersion wird der Dispersionskoeffizient (D) hegazogen, er beschreibt den Grad der

Verdinnung der Probe durch den Tragerstrom urdkfstiert als:

D= Gleichung 2.1

Dabei ist gax die Konzentration, die am Peakmaximum gemesseh Wir Allgemeinen un-
terscheidet man Systeme mit begrenzter (D = 1-8&)lemer (D = 3-10) und groRRer (D > 10)
Dispersion. Die Auswertung der erhaltenen Peaks: ksowohl tber die Peakhohe, die
Peakflache, als auch Uber die Peakbreite erfolgeh-Systeme mussen kalibriert werden,
damit die aus den Peaks gewonnenen Werte mit bagtimKonzentrationen korreliert wer-
den kdnnen.

Die Geometrie der erhaltenen Peaks und damit aeickschd der Dispersion ist im Wesentli-
chen vom Vermischungsgrad innerhalb des Tragerstramd der Verzdgerungszeit zwischen
Injektion und Detektion abhéngig. Bei der praktethAuslegung eines FIA-Systems kann
dies Uber Durchflussgeschwindigkeit, sowie Georaetmd Lange der Schlauche variiert
werden. Generell fluhrt eine Reduktion der Flussrateeiner Verringerung der Dispersion.
Die Schlauchlange zwischen Injektor und Detektditesgenerell so kurz wie moglich sein,
da die Dispersion mit der Quadratwurzel der dureligu Schlauchlange ansteigt. Die Dis-
persion in FIA-Systemen wird auch nachhaltig dudem partiell laminaren Fluss in den
Schlauchen hervorgerufen, die Volumenelemente inviite des Schlauches bewegen sich
schneller als an den Wandungen. Durch eine AndedeéndSchlauchgeometrie von geraden
Verbindungen hin zu aufgewickelten Schleifen, kéni@rbulenzen erzeugt werden, die die
Gesamtdispersion verringern und symmetrischeresedeugen. In der Praxis ist auch das
injizierte Probenvolumen von entscheidender Bedeuté&in grofReres Volumen fiihrt gene-
rell zu hoheren Peaks und damit zu einer verbess&ensitivitat der Messmethode, aber
auch zu einem erhoéhten Probenverbrauch. Es mussmzodricksichtigt werden, dass die

Analysenzeit sich dadurch erhdht
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2.3.3. Anwendungen der FIA in der Biotechnologie

FIA Systeme kommen in der Biotechnologie haufig Ztimsatz, um Sensoren, die fir einen
in-situ Einsatz nicht geeignet sind, da sie sicisgelsweise nicht sterilisieren lassen, in ei-
nem automatisierten atline Betrieb an einen Bidiwaknzukoppeln. Einen grof3en Anteil
machen dabei Biosensoren aus. Diese bestehenreundmlogischen Komponente, die einen
speziellen Analyten selektiv umsetzt und auf eir@etektor (Transducer) immobilisiert ist,
der diese Umsetzung verfolfjt Weiterhin sind Systeme beschrieben, bei deneaketund
biologische Komponente raumlich voneinander getresimd, wie in Enzymreaktoren. Als
biologische Komponenten werden haufig Enzyme, a@ueh Antikorper (Immunoassays)
und sogar Zellen und Zellorganelféwerwendet. Als Transducer sind generell auchRde
tektortypen geeignet, die in 2.3.1 beschrieben, sigdmissen lediglich einen durch die Reak-
tion veranderten Prozesswert detektieren kbnnechtfge Analyten, die standardmafdig mit
FIA gekoppelten Biosensoren bestimmt werden sinspbesweise Glukose, Acetat (Roscha
et. al. 2002), Galaktose, Laktat (Vojinovic et. al. 2006Jund Ethanol (Azevedo et. al.
2004¥3. Fur weitere Informationen zum Thema Biosensoetrasf diverse Ubersichtsartikel
verwiesen44 45 46 47 48.

Die Bestimmung der Zelldichte tber ein FIA-Systamdét sich in der Literatur selten. So
wurden von Benthin et. al (1991)ie Zelldichten von Bakterien und Hefen mit einBA-
basierten System bestimmt. Eine weitere Verotffelmting zu dem Thema stammt von Meire-
les et. al (20029, hier wurden Mikroalgen untersucht. In beiden &@lvurde ein Absorpti-
onsspektrometer als Detektor verwendet und dareitogitische Dichte bestimmt, was nur
einen oberflachlichen Einblick in den Bioprozesm@glicht (vgl. 2.1). Der Einsatz eines fort-
schrittlichen Bildanalyse Systems als FIA-Detektor Bestimmung von Zelldichte ist bisher

nicht beschrieben worden und stellt einen neuartiyesatz dar.

2.4. Mikroorganismen

Als Mikroorganismen werden einzellige Lebewesenebmdmet, die zumeist Prokaryonten
sind (Bakterien und Protozoen), es ist aber auch gioRe Anzahl eukaryontische Mikroor-
ganismen wie Mikroalgen, einzellige Pilze und Tibekannt. Eukaryontische Mikroorganis-
men besitzen im Vergleich zu Prokaryonten eineneioer Doppelmembran umschlossenen

Zellkern und sind gewdhnlich deutlich grof3er (10g50) als Prokaryonten (1-5 pum).

Entwicklung eines Durchfluss-Multitestersystems Bapbachtung von Kultivierungsprozessen in dere®iohologie



Theoretische Grundlagen 13

Mikroorganismen spielen aufgrund ihrer FahigkemBasse stofflich umzusetzen eine grol3e
Rolle bei der Aufrechterhaltung des Stoffwechsetigewichts der Natur. Ein Beispiel hier-
fur ist u.a. die biologische Abwasserreinigungder Biotechnologie werden Mikroorganis-
men zur Herstellung zahlreicher wichtiger Produkéewendet und ihre Bedeutung auch in
chemischen Prozessen und in der Nahrungsmittelindusmmt stetig zu. Ihr Vorteil beruht
auf der Tatsache, dass sie im Rahmen ihrer Stolffsedprozesse aus einfachen Grundchemi-
kalien hochkomplexe Biomolekile wie z.B. ProteiAatikorper oder Antibiotika produzie-
ren. Diese Produkte kbnnen sowohl intrazelluladpeert werden und sind damit nur durch
einen Zellaufschluss zuganglich, oder sie werdewhdaellulare Transportmechanismen ins
Medium abgegeben (sekretiert). Mikroorganismen gudem aufgrund ihres einfachen Auf-
baus und ihrer Robustheit sehr gut flir gentecheistimierungen geeignet, was ihre Flexi-
bilitat betrachtlich erh6ht:

2.4.1. Kultivierung und Wachstumsverhalten von Mikroorganismen

In der Biotechnologie werden Zellkultivierungen pté#chlich in Schuttelkolben (0,2-1 L),
sowie in Bioreaktoren im Labor- (1-50 L), Techniksi{50-400 L) und Industriemalf3stab
(> 400 L) durchgefuhrt. Dabei missen genau detmiBedingungen bezlglich Temperatur,
pH-Wert, Nahrstoffmenge und Begasung eingehalterdeveund es muss steril gearbeitet
werden, um eine Kontamination der Kultur zu verleimd Kultivierungen kénnen generell
kontinuierlich, halbkontinuierlich (fed-batch-Kuherung) und diskontinuierlich (batch-
Kultivierung) betrieben werden. Bei der kontinuignen Kultivierung werden standig Zellen
und Medium zu und abgefihrt, so dass sich UbeZéiteine einheitliche Zelldichte im Re-
aktor ausbildet. Im batch-Betrieb wird dagegen gje@isse Menge an Nahrstoffen vorgelegt
und das Wachstum der Zellen erfolgt so lange, lbesN&ahrstoffe verbraucht sind. Bei der
fed-batch-Kultivierung wird dagegen sequentiell@&lahriésung zugegeb®n

Da im Rahmen dieser Arbeit ausschliel3lich batchitielungen durchgefuhrt wurden, soll
auf diese hier naher eingegangen werden. Geneirelldazu immer eine kleine Menge an
Zellen aus einer Vorkultur in die Nahrlésung gegelieine typische Wachstumskurve ist in
Abbildung 2.4 dargestellt.
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Biomasse

Zeit

Abbildung 2.4: Wachstumskurve einer typischen batckKultivierung

Hierbei unterscheidet man prinzipiell 4 Wachstunasgm. Zum Anfang der Kultivierung, in
der lagPhase (A) bendtigen die Zellen Zeit, sich an vee@&edUmgebungsbedingungen an-
zupassen und es erfolgt keine Zunahme der Biomasstnlgt daraufhin eine exponentielle
Wachstumsphase (B) mit unlimitiertem Zellwachstumder die Vermehrungsrate deutlich
grofRer ist, als die Sterberate. Irgendwann sincadgebotenen N&hrstoffe aufgebraucht und
die Kultur geht in eine stationdre Phase (C) Ubeder Wachstums- und Absterbeprozesse
gleich schnell verlaufen und somit die Biomassekotration konstant bleibt. Nach einiger
Zeit tritt ein vermehrtes Absterben der Zellen @df und die Konzentration lebendiger Bio-
masse nimmt ab. Dies kann aber nur verfolgt werdeamn mit der verwendeten Analytik

zwischen lebender und toter Biomasse unterschiegeten kanry.

2.4.2. Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisi@8. cerevisiadegehort zur Familie der Ascomyceten (Schlauchpil-
ze) und gliedert sich in zahlreiche Stamme wiebelsweise Wein-, Bier- oder Backerhefen.
Die einzelnen Zellen haben eine runde bis ovalepMalogie und erreichen Gréf3en von
3 - 8 um. Die Vermehrung erfolgt gewohnlich dureskxuelle Sprossung. Dabei wachst nach
der Teilung des Zellkerns zunéchst eine Tochtexzad Knospe aus der Mutterzelle heraus
und wird irgendwann abgetrennt. Diese Abtrennunmnkaber auch verzdgert werden, so dass

sich Ketten von Zellen, so genannte Pseudomycslsilden. Unter bestimmten Bedingungen
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sind Hefezellen auch zu sexueller ReproduktiontigtaDabei wird aus einer diploiden Zel-
le ein Sporenbehalter mit 4 haploiden Sporen gebil®iese Sporen kdénnen sich durch
Sprossung vermehren und dann mit einer anderereSyieder zu einer diploiden Zelle ver-
schmelzer*®.

In der Biotechnologie werden Hefen aufgrund ihr@bé&stheit und ihres schnellen Wachs-
tums (Generationszeiten von 90 - 120 min) untetirekinfachen Bedingungen (Minimalme-
dien mit Glukose als C-Quelle und Ammoniumsulfat ldtQuelle) oft als Modellorganismus
zum Studium eukaryontischer Zellen herangezogenli¢hitmikroskopische Untersuchungen
sind sie zudem sehr gut geeignet, da sie nur imgem Mal3e zur Agglomeratbildung
neigen®.

Saccharomyces cerevisiatehen abhangig von den herrschenden Umgebunggbedien
sowohl aerobe als auch anaerobe Stoffwechselwdggr, afobei in beiden Fallen einfache
Zucker, hauptsachlich Glukose, als Nahrstoffqueienen. Im aeroben Fall wird Glukose in
Kohlendioxid und Wasser umgewandelt. Die Energikbaute ist hier sehr gut und es erfolgt
ein schnelles Zellwachstum und somit eine vermeRraeluktion von Biomasse. Im anaero-
ben Fall erfolgt die Umwandlung von Glukose in Karidioxid und Ethanol. Dieser als alko-
holische Géarung bekannte Prozess ist bei der Weid-Bierherstellung von grof3er Bedeu-
tung, die Energieausbeute ist hier aber deutlittlesbter und das Wachstum entsprechend
langsamer. Sind unter aeroben Bedingungen samthaoker als Energiequellen erschopft,
kann auch das selbst produzierte Ethanol verstofiaedt werden (Diauxie), solange die
Ethanolkonzentrationen nicht zu hoch sind und keinderen Nahrstoffe wie Salze oder

Aminosauren limitierend wirken °8,

2.4.3. Bacillus megaterium

Bacillus megateriunst ein stdbchenformiges gram-positives Bakterian@attungacillus

Es kommt sowohl im Boden, als auch in getrocknételmensmitteln, Salzwasser, Sedimen-
ten, Milch und Bienenhonig vor. Da es mit einerig&re@on 1,5 um und einer Lange von 4 um
fur ein Bakterium ungewohnlich grof3 ist, eignetsesh besonders fur morphologische Stu-
dien von Zellmembran, Cytoplasma und Sporenstrul&ufgrund seiner GrofRe wurdBacil-

lus megateriumauch im Rahmen dieser Arbeit als Beispielorganssiiim lichtmikroskopi-
sche Untersuchungen herangezogéfl

Bacillus megateriunwurde in Bezug auf sein biotechnologisches Potestiwie in geneti-
scher und physiologischer Hinsicht sehr intensierecht. Seine Bedeutung in der Biotechno-
logie beruht aber vor allem darauf, dass es setalgWirt fir die Expression homologer und
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heterologer Gene geeignet ist. Dies ist vor allerindse hohe Stabilitdt rekombinanter Plas-
mide gegentbeBacillus megateriunsowie die geringe extrazellulare Proteaseaktivatét
rackzufihren. Wichtige biotechnologische Produkiie, mit Hilfe vonBacillus megaterium
hergestellt werden kdnnen, sind Zucker wie beispielsea- und p-Amylasen (Takasaki
(1989%*, Metz et. al. (1988), Vitamin B 12 (Raux et.al. (1998) sowie zahlreiche Proteine,
wie beispielsweise neutrale Proteasen (Meinharal. €11994%%, Glukose-Dehydrogenase
(Nagao et.al. (1999, Penicillin-Acylasen (Martin et.al. (1995) und Levansucrase (Bice
(2008)°9).

2.5. Faseroptische Sauerstoffsensoren

Faseroptische Sauerstoffsensoren enthalten Fluoreptieren Fluoreszenz in Gegenwart von
Sauerstoff dynamisch oder statisch geque(géitischt) wird. Je héher dabei die Sauerstoff-
konzentration ist, desto geringer werden die Intahdes Fluoreszenzlichts und die Lebens-
zeit des Fluorophors im angeregten Zustandtensitatsmessungen sind dabei apparativ sehr
einfach, zeichnen sich aber auf Grund des Auskdestdes Farbstoffs durch eine geringe
Stabilitat aus. Lebenszeitmessungen sind etwasaadghgeer und nur fir Fluorophore mit ho-
hen Lebenszeiten (> 1 pus) geeignet. Das Messsgjriddbei aber weniger von der Gesamtin-
tensitat abhangig. Die Lebenszeit wird entwederdsums Abklingen der Fluoreszenzintensitat
nach dem Ausschalten der Lichtquelle bestimmt d@rModulation des Anregungslichtes
aus der Phasenverschiebung der Fluoreszenz ert®clitiee weitere Moglichkeit, um Fluo-
reszenzsignale von der Gesamtintensitat unabhdmgigachen, besteht in der Verwendung
interner Referenzen. Dazu wird ein Farbstoff oderrarbstoffgemisch mit zwei optisch klar
differenzierbaren Anregungs- oder Emissionsmaxier@ohgt, von denen idealerweise eines
unabhangig von der Sauerstoffkonzentration ist. @aotient der Intensitaten der beiden Ma-
xima ist dann eine von der Gesamtintensitat unagibéarMessgroReé.

Der typische Messaufbau eines faseroptischen Saffeemsors findet sich in
Abbildung 2.5. Der verwendete Farbstoff wird ineef@ilikonmatrix eingefasst und am Ende
einer Glasfaser immobilisiert. Als Farbstoffe wardkabei haufig Metallchelate wie z.B. Tris-
4,7-diphenyl-1,10-phenanthrolin-Ruthenium{tl)oder Platinoporphyriffé eingesetzt. Die
Anregung des Farbstoffs erfolgt Uber einen Lictetedurch eine passende Lichtquelle, zu-

meist eine LED. Das emittierte Fluoreszenzlichtdmieder in die gleiche Faser eingekop-
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pelt, zur Abtrennung von Streulicht Gber einen thdischen Spiegel gelenkt, und mit einem
Photomultiplier oder einer Photodiode als Detelgemmessefi ™.

Silikonmatrix und
Farbstoff B

480 nm  ANANNN>
520 nm <€~ NNNN\

Glasfaser

Ummantelung
(coating)

Faserkern

A/D Wandler Dichroitischer Spiegel Fluorophor

A - / = I

¢ »| —>
D Lichtleiter
Detektor
- —— Lichtquelle
T
Computer

Abbildung 2.5: Schematischer Aufbau eines faseromthen Sauerstoffsensors

Die Vorteile faseroptischer Sauerstoffsensoren igéger elektrochemischen Systemen beste-
hen vor allem darin, dass sie zerstérungsfrei untnnvasiv arbeiten und den Analyten
nicht verbrauchen. Sie werden zudem nicht durcktredehe Felder beeinflusst und der glei-
che Messaufbau kann sowohl in Flussigkeiten, ath an der Gasphase eingesetzt werden.
Als nachteilig erweist sich hingegen die geringeoBtabilitdt des Fluorophors, die zu einem

starken Drift des Sensors filhrt und eine haufigébKation notig macht®.
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3. Aufbau und Optimierung des Multitestersystems

Dieser Abschnitt dient dazu, die integralen Bestaiteldes entwickelten Multitestersystems
im Detail zu beschreiben und zu charakterisieraas® Komponenten sind das als Detektor
fungierende In-situ Mikroskop mit der zugehdérigaeugr- und Bildanalysesoftware, die au-
tomatisierte FIA-Anlage bestehend aus Pumpen, tojaknd Selektoren sowie die eingesetz-
ten, faseroptischen Sauerstoffsensoren. Es eréohgt Vorstellung der verwendeten Durch-
flusszellen, Uber die samtliche Komponenten destidsaters verbunden werden, und eine
Aufklarung der Stromungsverhaltnisse in diesen efelinittels Verweilzeitverteilung und

Simulationsrechnungen. Es wird zudem beschriebés,das so entwickelte Gesamtsystem
mit Hilfe des Beispielorganismusaccharomyces cerevisifi@ den geplanten Kultivierungs-

einsatz optimiert und kalibriert wird. Dabei werd#gr eingestellte Volumenstrom, das Injek-
tionsvolumen der FIA sowie die Messzonenhdhe ddgddkops als relevante Grol3en fur

eine Optimierung herangezogen.

3.1. Aufbau und Steuerung des Mikroskops

3.1.1. Aufbau des verwendeten Mikroskops

Das verwendete Mikroskop basiert auf dem In-sitkrivekop (ISM), das urspringlich far
den Einsatz in Ruhrkessereaktoren mit technischkalie€dung konzipiert wurde (vgl. 2.2).
Das verwendete ISM des Typs llI-XTF (lll. Baureib@F= extended final) ist in Abbildung
3.1 dargestellt.
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Abbildung 3.1: Aufbau des In-situ Mikroskops Typ Il1I-XTF "

1) Anschlisse fur Controller 8) Uberwurfmutter

2) Schrittmotor 9) Innentubus mit Objektiv
3) CCD-Kamera 10) Aul3entubus

4) Mikrometerschraube 11) Messzone

5) LED-Stromversorgung 12) Saphirscheiben

6) Mikroskopkdrper 13) Kondensorlinse

7) Anschlusse fur Heilzdampf (CIP) 14)LED

Das ISM ist ein Durchlicht-Hellfeld-Mikroskop mitreer endlich korrigierten Optik. Es kann
standardmafiig mit 4x, 10x und 20x Objektiven veretrwerden, wobei in dieser Arbeit nur
die 10x VergroRerung zum Einsatz kam. Es bestehtamem optischen Segment und einem
Reaktorsegment.

Das Reaktorsegment ist vollstandig autoklavierbat wird im Standardbetrieb zusammen
mit dem Reaktor sterilisiert und kann mit einer Wingrfmutter in ein Standard-Seitenport

des Reaktors eingefuigt werden. Hierzu gehdort dobh maulien abgeschlossene Beleuchtungs-
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einheit, die aus einer superhellen LED (510 nmcdRund einer Kondensorlinse besteht,
sowie die von zwei Saphirscheiben begrenzte Messateren Volumen ulber einen bewegli-
chen AuRentubus variiert werden kann. Das Voluneredhnet sich dabei aus dem Gesichts-
feld des jeweiligen Objektivs und der Hohe der Mese. Das Reaktorsegment enthalt zu-
dem Extraanschlusse fur HeiRdampf, mit denen dasdskop wahrend einer Kultivierung
aus dem Reaktor gezogen, gereinigt und steril kgefdhrt werden kann (Cleaning in pla-
ce=CIP).

Das optische Segment besteht aus einem Innentdeuslias entsprechende Objektiv enthalt
und in den Auf3entubus gesteckt wird. Am Ende dasritubus ist eine monochrome CCD-
Kamera (Sony XCD SX-910) montiert, mit der die Bildaus dem Reaktorinneren aufge-
zeichnet werden kénnen. Innen- und Aul3entubusmih@wei Lineartischen verbunden, mit
denen Uber Mikrometerschrauben und Schrittmotorien Tdibushéhen eingestellt werden
konnen. Die eingesetzten Schrittmotoren ermdgliokiee Regelung in mehreren Schritten,
wobei ein Schritt bei dem AufRentubus einer Hohe ¥@% um entspricht. Somit lassen sich
Messzonenhthe und Bildfokussierung unabhéngig waneier regeln.

Die Berechnung der Gesamtvergrol3erung des ISMsgfteidet sich deutlich von herkémm-
lichen Lichtmikroskopen, da am Ende des Tubus Kalar sondern die CCD-Kamera plat-
ziert wird. Die optische VergroRerung berechnéh siafgrund einer abweichenden Tubuslan-
ge bei einem 10x Objektiv zu 12,5 (Bluma 2086ind die GesamtvergroRerung ist dabei von
der Grol3e des verwendeten CCD-Chips abhangig.

Die Steuerung des ISM erfolgte Uber das Programsitincontrol und die Bildauswertung
erfolgte Uber das Programm In-situ analysis mit el east Cell Counter (DYCC).

3.1.2. In-situ control

Das Programm In-situ control wird verwendet, um wiehtigsten Funktionen des ISM zu
steuern. Es wurde in der Programmiersprache Délghigeschrieben und am Institut far
Technische Chemie der Universitat Hannover entvickss sollen hier nur die im Rahmen
dieser Arbeit genutzten Funktionen beschrieben &erGenauere Informationen finden sich
bei Lindner (2006¥. Der Hauptbildschirm von In-situ control ist in Billung 3.2 darge-
stellt.
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Abbildung 3.2: Bedienoberflache von In-situ controf*®

Uber die Bedienoberflache kdnnen die beiden Sahwitbren zur Regelung von Messzonen-
hohe und Fokus eingestellt werden. Dabei ist zeHtea, dass das Programm keine Vorein-
stellung fur eine geschlossene Messzone hat. Diess manuell geschlossen werden und
dieser Zustand dann Uber die Funktmalibrate als Nullwert kalibriert werden. Der gréfite
Teil der Bedienoberflache wird vom Kamerabild eimg@men, hier kann sowohl ein live-

Bild der Kamera angezeigt werden, als auch das @iidefroren werden. Am unteren Ende

des Bildes lassen sich Auflésung und Vergrof3ersogie Helligkeit der LED und Belich-

tungszeit einstellen. Uber die Funktisettingskonnen bestimmte Parameter von Mikroskop

und Kamera eingestellt werden. Zur korrekten Bamaoly des Messzonenvolumens muss

hier unter dem Unterpunkhicroscope abhéangig vom eingesetzten Objektiv, die Pixelf&c

eingestellt werden. Diese betragt fur das in didsbeit benutzte 10x Objektiv bei einer Auf-

l6sung von 1.024 x 768 Pixel 0,137 fitdber das MengettingsUnterpunktaquisition cycle

lassen sich Bildaufnahmezyklen einstellen, die estimmten Zeitabstdnden Bildsequenzen
aufnehmen und dann als Bitmap-Dateien abspeicEeidem wird zu jedem Bild eine Proto-

kolldatei erstellt, die sdmtliche relevante Gerdstellungen bei der Aufnahme angibt.
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3.1.3. In-situ analysis und Double Yeast Cell Counter (DYC)

Das Programm In-situ analysis ist eine ebenfalialphi 7.0 basierende Auswertesoftware,
mit der von In-situ control aufgenommenen Bildealgsiert werden kénnen. Es ist modular
aufgebaut und verschiedene Analysealgorithmen ke DLLs nach dem Start des Pro-
gramms geladen werden. Der im Rahmen dieser Anlmivendete Algorithmus ist der
DYCC, der von Krabichler (2005)am Institut fir Technische Chemie der Universitan-
nover entwickelt wurde.

Der DYCC dient zur Erkennung von Hefezellen undrkawischen Einzelzellen, Doppelzel-
len und Zellclustern unterscheiden sowie die Zélkgr ermitteln. Fir eine bessere Erkennung
missen die Hefezellen in defokussierter Weise awgigenen werden. So wirken die kugel-
férmigen Hefen wie Linsen, die das Durchlicht im Zentrum fokussieren. Dadurch sind sie
in der Mitte hell und am Rand dunkel, was den Kasttides Bildes betrachtlich erhoht. Mit
den in 2.2.1 beschriebenen Methoden der digital&v&arbeitung werden dann die Zellen
vom Hintergrund segmentiert. Dabei werden zunaghabhangig von der Morphologie und
GroRe Objekte erkannt. Spater wird ermittelt, wigles helle Kerne (kernels) diese Objekte
enthalten und danach in Einzelzellen (1 Kern), Bxdpglen (2 Kerne) und Zellcluster @
Kerne) ausdifferenziert. Zudem kann tber die AnzigniPixel pro Kern die Grof3e der Zellen
ermittelt werden und somit die Einzelzellen katégjert werden. Die Ergebnisse der Bildana-
lyse werden in txt.-Dateien ausgegeben und kdonikeaudfgenommene Bildserien mit In-situ

analysis grafisch ausgewertet und exportiert werden

Abbildung 3.3: A: Beispielbild von Hefezellen, aufgnommen mit dem ISM im Durchfluss; B: binarisier-
tes Ergebnisbild
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In Abbildung 3.3 sind ein Beispielbild von Hefezsgllim Durchfluss sowie das zugehorige
binarisierte Ergebnisbild dargestellt. Samtlich&aente Zellkerne sind dort als schwarze
Punkte markiert. Aus dem Bild ist ersichtlich, ddgs Hefezellen sich auch vor einem durch
Verunreinigungen nicht einheitlichen Hintergrun@rkidentifizieren lassen, obwohl ein ein-
heitlicher Hintergrund die Erkennung verbessertwisden in diesem Fall 292 Kerne und
198 Objekte erkannt, die sich in 123 Einzelzel®nDoppelzellen und 21 Zellcluster unter-
teilen. Es wurden aber auch 7 Objekte ohne erkeankarne registriert, die deshalb nicht
klassifizierbar sind. Dies kénnen Verunreinigungea Luftblasen sein, es kdnnen aber auch
einige Zellen nicht korrekt fokussiert worden sdieses Problem steht in Durchflusssyste-
men sehr stark mit der eingestellten MesszonenmAasammenhang und wird in 3.4.3 n&-

her untersucht.

3.2. Aufbau und Charakterisierung der Messzellen

Um nun das verwendete ISM fir den Einsatz als Olusésystem umzubauen, wurden
Messzellen konzipiert, die Gber die Messzone gksteerden konnten und die Uber eine Pe-
ristaltikpumpe mit einer Tragerlésung durchstromirden. Der Durchfluss der Messzellen
erfolgte ausschliel3lich von unten nach oben, ume gieichmaiige Befullung der Zelle zu

garantieren und mégliche Stromungstotzonen zu nigméan.

3.2.1. Aufbau der verwendeten Messzellen

Die erste konzipierte Messzelle (Messzelle 1) bestus Edelstahl und war in der Hohe der
Messzone des ISM mit zwei Gummiringen abgedictietler Mitte der so eingeschlossenen
Durchflusszone befanden sich zwei Bohrungen, tberSdhlauche mit einem Innendurch-

messer von 0,8 mm angeschlossen werden konntebe8exkte die gesamte Beleuchtungs-
einheit des Mikroskops und konnte so Uber die Massgeschoben werden. Diese Messzelle
und ihr Anschluss an das ISM ist in Abbildung 3gebildet.
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Abbildung 3.4: A: Messzelle 1 und B: Anschluss anab ISM

Bedingt durch den Aufbau des ISM hatte diese Mdigsem sehr groRes Totvolumen vor und
hinter der Messzone, was ein reproduzierbares Btrtirthen der Messzelle erschwerte. Die-
ses ist in Abbildung 3.5 gezeigt.

A) _ ~ B)
Mikroskop-
' stege
Innentubus mit ] _
Objektiv Saphirscheibe
AuRentubus /
Totvolumen
@ I‘ .A
I

&\

Messzelle

Abbildung 3.5: Schematischer Aufbau von Messzelle; ) Seitenansicht B) Aufsicht

Um die auftretenden Totvolumina deutlich zu veremgwurde eine verbesserte Messzelle
(Messzelle 2) konzipiert. Die Bohrungen fir die Balche wurden hier auf Héhe der Durch-
flusszone angebracht und das Totvolumen durch elpegfertigte Einsatze eliminiert. Die
Zelle wurde aus Plexiglas gefertigt, um die Strogemauch visuell verfolgen zu kénnen und
die Dichtigkeit besser kontrollieren zu kénnen. @igrde als Ring konzipiert, um maégliche
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spatere Modifikationen an der Beleuchtungseinhieittrzu behindern. Die Messzelle ist in
Abbildung 3.6 gezeigt.

Abbildung 3.6: A: Messzelle 2 und Einsatze sowie Binschluss an das ISM

Eine schematische Darstellung, in der die Verringgrdes Totzonenvolumens noch einmal
demonstriert wird, findet sich in Abbildung 3.7.

A) M I B)

Mikroskop-

i stege
Innentubus mit . .
Objektiv Saphirscheibe
AulBentubus
\\\ // Einsatze
G 7 <l

Messzelle

Abbildung 3.7: Schematischer Aufbau von Messzelle; 2) Seitenansicht, B) Aufsicht
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3.2.2. Charakterisierung der Messzellen tber Verweilzeitvaeilung

Um die Stromungsverhaltnisse in den konzipiertersddellen zu bestimmen, wurde eine
Verweilzeitverteilung aufgenommen. Dabei solltea diittleren Verweilzeiten der jeweiligen
Messzellen sowie der Einfluss der Messzonenhth&ldesskops untersucht werden. Dazu
wurde die jeweilige Messzelle lGber eine Peristpliikpe mit einem konstanten Volumen-
strom N = 6,1 mL/min) eines Tragerstroms (VE-Wasser) duréhst. Uber einen 6-Port-In-
jektor wurden fur jede Messung 100 pL des TraceeshMenblau (c = 0,135 mmol/L) inji-
ziert (vgl. 6.3.1). Die Antwort auf die so aufgegak Pulsfunktion wurde mit einem UV-Vis-
Absorptionsspektrometer (Varian Cary 50) bei eM&gllenlange vorlkk = 664 nm in einer
hinter die Messzelle geschalteten Durchflusskiviéieer einen Zeitraum von 1 min spektro-
skopisch aufgezeichnet. Der Messaufbau ist in Aloioigy 3.8 gezeigt.

Durchfluss-
zelle

( jﬂ J Cektor

1
O O Kuvette

Abfall

Spektrometer
Tragerlésung
(VE-Wasser)

Methylenblau-
Lésung

Abbildung 3.8: Messaufbau zur Bestimmung der Verwdzeitverteilung

Die so erhaltenen Absorptions-Zeit Kurven wurdearidtas Lambert-Beersche Gesetz

A=¢lcld Gleichung 3.1: Lambert-Beersches Gesetz

mit A = Absorption,e = molarer Absorptionskoeffizient (74.028 L/(mevh), ¢ = Konzentra-
tion [mol/L] und d = Wegléange der Klvette (1 cm)donzentrationen umgerechnet. Aus den

resultierenden c(t)-Kurven wurde nun die Verweilzgiteilung E(t) berechnet. Die E(t)-
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Funktion gibt an, mit welcher Wahrscheinlichkeih dieilchen, das zum Zeitpunkt t = 0 in
den Reaktor eintritt, diesen zum Zeitpunkt t wiederlassen hat. Ihre Einheit ist der Antell
des Gesamtstroms pro Zeiteinheit. Fir den Fallrdfodsfunktion als Tracersignal berechnet

sie sich nach

\%
E(t) = n_ E3(t) Gleichung 3.2: E(t) fur Pulsfunktion als Eingang;signal77
0

n, = 1,3510° mmol ist hierbei die eingesetzte TracerstoffmengeAbbildung 3.9 sind die
E(t)-Funktionen fur ein System ohne Messzelle, mestehend aus Schlauchen und Injektor,

sowie fur die Messzellen 1 und 2 bei einer Offnutey Messzone des Mikroskops von

500 um, dargestellt.

13
12
11 1
10
9_
£ gl ohne Messzelle
£ . Messzelle 1
= 74
oy ] Messzelle 2
TR
5 4
4 -
3
2
1_ -
0 T T T T T T l-‘-.-l.---l-.--.l---.l
0,0 05 06 07 08 09 10

Zeit [min]

Abbildung 3.9: E(t), aufgenommen mit verschiedeneiMesszellen sowie ohne Messzelle

Die Messzellen 1 und 2 zeigen ein sehr untersdblez Verweilzeitverhalten. Die Peakhthe
verkleinert sich von dem System ohne Messzelle Gbesszelle 2 zu Messzelle 1. In der
gleichen Weise verschiebt sich das Peakmaximum zoinh6heren Verweilzeiten. Die

Peakbreite nimmt von Messzelle 2 zu Messzelle 1dRintlich zu. Zwischen Messzelle 2 und
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dem System ohne Messzelle ist dagegen nur einggeridnterschied zu erkennen. Es zeigt
sich hier deutlich, dass mit den grof3en Totvolumm&lesszelle 1 eine hohere Rickvermi-
schung einhergeht.

Um wichtige Charakteristika der E(t) Funktionenquantifizieren, wurden die mittlere Ver-
weilzeit (tnive) SOwie die Varianz der Messwerte upkd (c°) berechnets? ist dabei ein
Mal3stab fir die Breite der Kurve. Diese Parametssdn sich nach folgenden Gleichungen

berechnen:

Ttm:(t)mt 't &, A

t = =~ _!
[ ot Zci At
0

mittel

Gleichung 3.3"

o—38

(t = triger) * CE(E) [t Z(ti —tmittel)z (e, LAt

o = = ! Gleichung 3.4’
K c [t

j c(t) et Z '

0

Im Folgenden wurden Verweilzeitverteilungen beisebiedenen Messzonenhthen aufge-
nommen. Dabei wurde die Hohe mit beiden Messzg#erils auf 10 um, 250 pm, 500 pm,
750 um und 1.250 um eingestellt. Die fir die jeigeth Messzellen und Messzonenhéhen
erhaltenen Werte fiif,ke Undo? sind in Abbildung 3.10 und Abbildung 3. 11 zusamgesn
fasst.
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Abbildung 3.10: Mittlere Verweilzeit (t e ) fUr verschiedene Messzellen bei unterschiedlichéviesszo-
nenhéhen

FUr Messzelle 1 ist ein leichter konstanter Anstteg thiiel VOn 0,42 min auf 0,43 min er-

kennbar. Dies lasst sich auf eine Zunahme des shnéchten Volumens zurickfihren; der

Effekt scheint aber klein zu sein. Bei MesszellstZiwe deutlich kleiner, als bei Messzelle

1. Eine Abhéangigkeit der mittleren Verweilzeit vdar Messzonenhdhe kann hier nicht beo-

bachtet werden, es ergibt sich hier ein Mittelwen tniei = 0,28 min. Die mittlere Verweil-

zeit fur ein System ohne Messzelle ist wie erwadeutlich kleiner und liegt bei

tmitte|= 0,22 mln.
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Abbildung 3. 11: Varianz (¢°) fiir verschiedene Messzellen bei unterschiedlichéviesszonenhéhen

Die gemessenen Werte fur die Varianz zeigen kegrefikante Abhangigkeit von der einge-
stellten Messzonenhohe, fiir Messzelle 1 ergibt sictMittelwert vons®=0,030 mirf und fiir
Messzelle 2 vor®=0,022 miA. Der Wert fiir Messzelle 2 stimmt gut mit dem Wit das

System ohne Messzelle Uberein.

Zusammenfassung

Durch die Untersuchung der Verweilzeitverteilungkte festgestellt werden, dass die mittle-
re Verweilzeit der Messzellen von dem System ohms3ddelle Gber Messzelle 2 bis hin zu
Messzelle 1 deutlich zunimmt. Die Varianz ist abeh Messzelle 1 deutlich héher, wahrend
sie fur Messzelle 2 praktisch der im System ohneddelle entspricht. Ein signifikanter Ein-
fluss der Messzonenhohe auf die Verweilzeit komntat beobachtet werden. Die eingestell-
ten Volumenanderungen durch eine Variation der ktassnhdhe scheinen im Vergleich zum

Gesamtvolumen der Zelle vernachlassigbar kleiremu s
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3.2.3. Simulation der Stromungsverhaltnisse in der Messzkd

Zur genaueren Untersuchung der entsprechenden &llesszvurde mit Hilfe des Computer-
programms COMSOL-Multiphysics (COMSOL AS, StockhplBthweden) und mit freundli-
cher Unterstltzund von Daniel Riechers (Sartorteslié Biotech S.A.Géttingen) eine Simu-
lation der Strémungsverhaltnisse berechnet. Dewemrdete Algorithmus basiert auf einer
Berechnung von Naherungslésungen der inkompressilivier-Stokes-Gleichung fur be-
stimmte Geometri€fi, woraus Geschwindigkeitsprofile erstellt werdemi@n. Es wurde
eine 2D-Simulation fur Messzelle 2 durchgefuhrtfgaund der komplexeren Geometrie mit 2
Totzonen am Ein- und Ausgang (vgl. Abbildung 3.%rwine entsprechende Simulation fur
Messzelle 1 nicht méglich. Es wurde dabei eine la@daeisformige Messzelle mit einem
Durchmesser von 18 mm angenommen, die der unteaphirScheibe des ISM entspricht,
wobei die Detektionszone des Mikroskops in der éahgeordnet ist und einen Durchmesser
von 1 mm aufweist. Die Anschliisse der Schlauche isirder Simulation ideal im 180° Win-
kel angeordnet und haben einen Durchmesser vomM8Als Volumenstrom am Ein-und
Ausgang wurde ein Wert von 6,1 mL/min angenommaeas im der vorliegenden Geometrie
einer Geschwindigkeit von 0,51 m/s entspricht.én 8imulation wurden zusatzlich samtliche
Rauigkeiten und Rauigkeitsunterschiede sowie Inlgematen in der Messzelle vernachlas-
sigt, weshalb es sich bei der gesamten Berechnongine grobe Naherung handelt. Das
durch die Berechnung erhaltene Stromungsprofihigtbbildung 3.12 dargestellt. Dabei sind
die verschiedenen Geschwindigkeitsfelder durchraakeedliche Farben markiert, wahrend
entsprechend die eingezeichneten Isolinien Bergjtdieher Geschwindigkeit markieren.

Es zeigt sich, dass die Hauptstromung in der Mdéssae einem schmalen Bereich von
1-1,5 mm im Zentrum in Hohe des Ein- und AuslastssZelle verlauft. Es ist zudem zu
erkennen, dass die Geschwindigkeit in dieser Zam Eingang zum Ausgang deutlich von
0,51 m/s auf etwa 0,15 m/s abfallt. Aul3erhalb daupistromung kommt es vermehrt zu
Wirbelbildungen und Kreisstromen, weshalb die Gdgasthwindigkeit hier nahe Null ist.
Die Detektionszone des Mikroskops liegt innerhadly Hlauptstromung und wird dadurch
relativ schnell durchstromt. Es sollte also in diesBereich moglich sein, die Passage von
Volumenelementen oder Objekten wie Zellen repraghbar zu messen. Weiterhin ergeben
sich durch diese Stromungsverhaltnisse klare Vangdlir die Integration von Sensoren in
die entsprechenden Messzellen. Um hier ein repiethares Uberstromen zu garantieren,

sollten diese mdglichst im Bereich des Ein- odeslasses des Fluids platziert werden.
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Abbildung 3.12: Simulation der Strdomungsverhéaltnisge in Messzelle 2 O = Detektionszone des Mikro-
skops

3.3. Aufbau und Charakterisierung des verwendeten FIA-8stems

3.3.1. Aufbau des FIA Systems

Das verwendete FIA-System der Firma Knauer (Beflirutschland) bestand aus zwei 6-
Port- Injektoren und zwei 6-Port Selektoren, wabeRahmen dieser Arbeit nur ein Injektor
verwendet wurde. Verbunden wurden die verschied&menponenten tber Teflonschlauche

mit einem Innendurchmesser von 0,8 mm. Hierbei wwdrauf geachtet, dass vor allem die
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Strecke zwischen Injektor und verwendeter Durclsteie moglichst klein war. Die in das
System integrierten Pumpen waren nicht leistungssgf@anug, um einen stabilen Fluss durch
die Messzellen zu garantieren, weshalb eine extPerestaltik-Pumpe der Firma Ismatec
(Glattbrugg, Schweiz) fiur den Transport von Tragsd Probenstrom verwendet wurde. De-
ren Geschwindigkeit lie3 sich in 100 Schnttregeln, wodurch ein Volumenstrom von
V= 1,2-6,1 mL/min realisiert werden konnte. AngalzenKalibration der Pumpe finden sich
im Anhang (6.5). Der Aufbau der verwendeten FlAnsAbbildung 3.13 gezeigt.

Abbildung 3.13: Aufbau des verwendeten FIA Systems

Das Funktionsprinzip des verwendeten Injektorgnigibbildung 3.14 gezeigt. Er besteht aus
6 Ports, zwischen denen Uber eine bewegliche SetieNerbindungen (gestrichelte Linien)

realisiert werden kénnen. Die Probenschleife (208 B00 pL), tber die die Injektion erfolgt,

befindet sich zwischen Position 3 und 6. Der Tréilgem, der zum Detektor fuhrt, befindet
sich an Positionen 1 und 2 und der Strom der zmiéngnden Probe ist an 4 und 5 ange-
schlossen. Beim Beladen (Load-Modus(L)) wird dielf@nschleife mit Probe beflllt. Bei der

Probeninjektion (Inject-Modus (I)) wird die Probasader Probenschleife vom Tragerstrom
aufgenommen und zum Detektor transportiert.
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A) B)

Tragerstrom Tragerstrom

v

Load (L)

Probenstrom Probenstrom

Abbildung 3.14: Aufbau eines 6-Port Injektors in cer A) Load (L) und B) Inject (1) Position

Die Selektoren werden verwendet, um Strome in Yegene Richtungen umzulenken. Die
verwendeten 6-Port Selektoren bestehen aus einetralen Port, das Uber eine bewegliche
Scheibe mit 6 aul3eren Ports verbunden ist. Dadkanh ein Strom in 6 verschiedene Rich-

tungen umgeleitet werden.

3.3.2. Steuerung des FIA Systems

Die Steuerung der FIA erfolgte Uber 8 Relais, dirieine Relaisbox (Meilhaus ME
630_16_USB) und eine Labview-basierte Steuersoftvaagesteuert wurden, die speziell fir
diese Anwendung von Daniel Riechers am Institut Téchnische Chemie der Leibniz-
Universitat Hannover geschrieben wurde. Die Bedvenitiche der Software ist in Abbildung
3.15 dargestellt. Uber die Schalter lassen sichRdilais zeitabhangig ein- und ausschalten
und es kénnen beliebige Schaltzyklen programmiertden, die einmal oder beliebig oft ab-
gearbeitet werden kdnnen. Die Belegung der enteprelen Relais ist in Tabelle 3.1 zusam-
mengefasst.
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Abbildung 3.15: Labview Bedienoberflache zur Steuarng der FIA

Tabelle 3.1: Belegung der Relais des FIA Systems

Relais Nr. FIA Komponente Funktion

1 Selektor | Reset (Port 1)

2 Selektor | 1 Port weiter

3 Injektor | I-L; L-1 (auf Anderung)
4 Injektor Il I-L; L-1 (auf Anderung)
5 Selektor I Reset (Port 1)

6 Selektor I 1 Port weiter

7 Pumpe | ein/aus

8 Pumpe lI ein/aus

Entwicklung eines Durchfluss-Multitestersystems Bapbachtung von Kultivierungsprozessen in dere®iohologie



Aufbau und Optimierung des Multitestersystems 36

3.3.3. Bestimmung des Dispersionskoeffizienten

Zur Bestimmung der Dispersionskoeffizienten in deetrachteten FIA-System wurde der
gleiche Aufbau und das gleiche Messverfahren wieBastimmung der Verweilzeitvertei-
lung verwendet (vgl. 3.2.2). Um die Verhéltnisse Rautinebetrieb richtig wiederzugeben,
wurde aber das Injektionsvolumen auf 500 pL erhiat die Konzentration des Tracers Me-
thylenblau auf ¢ = 0,0135 mmol/L gesenkt (vgl. 6.3.1), da ansongiemohe Absorptions-
werte erhalten wurden.

Es wurden die Dispersion ohne Messzelle sowie nasddellen 1 und 2 ermittelt. Die Be-
stimmung der Dispersionskoeffizienten erfolgte @iugcaphische Ermittlung der Konzentra-

tionen am Peakmaximumg(g) und die Berechnung anhand von:

Gleichung 2.1

Die entsprechenden Peaks sind in Abbildung 3.1§es&ellt, wahrend in Tabelle 3.2 die be-

rechneten Dispersionskoeffizienten zusammengesass$t

0,007 4 —— ohne Messzelle
. —— Messzelle 1
0,006 —— Messzelle 2
c(max) = 0,006 mmol/L
0,005 -
= 0,004
o
= J
£,
o 0,003+
c(max) = 0,0029 mmol/L
0,002
0,001 + c(max) = 0,0009 mmol/L
0,000
| ! | ! | ! | ! | ! | ! | ! | ! | ! |

00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Zeit [min]

Abbildung 3.16: FIA Peaks flr verschiedene Messzelh zur Bestimmung der Dispersionskoeffizienten
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Tabelle 3.2: Dispersionskoeffizienten fur verschieghe Messzellen

Messzelle Dispersionskoeffizient
ohne 2,25
1 15,12
2 4,66

Es zeigt sich dabei, dass die, nur durch die Schiin der FIA ausgeldste, Dispersion rela-
tiv gering ist. Durch das Zuschalten einer Messzefird die Dispersion deutlich erhdht, da-
bei ist sie bei Messzelle 1 sehr hoch, was auindg®2 beschriebenen Totvolumina zurtickzu-
fuhren ist. In Messzelle 2 wurden diese beinahéstzwidig eliminiert, was sich an einer deut-

lichen Verringerung der Dispersion zeigt.

3.4. Optimierung und Kalibration des Multitestersystems mit dem Mo-

dellorganismus Saccharomyces cerevisiae

Um das so entwickelte Multitestersystem mit dem MimlganismusSaccharomyces cerevi-
siaezu testen, wurden bestimmte Mengen kommerzielllgidiéer Backerhefe in VE-Wasser
suspendiert und diese Uber einen Injektor in dégdrstrom eingebracht und zum Mikroskop
transportiert. Der fir samtliche Messungen verwemd€ersuchsaufbau findet sich in

Abbildung 3.17.
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Abbildung 3.17: Messaufbau zur Optimierung des Durbflussmikroskops mit Saccharomyces cerevisiae

3.4.1. Auswertung der FIA-Signale

Die Auswertung der erhaltenen Messsignale soll @msel der Injektion einer Hefesuspen-
sion (c =5 g/L), bei einem Volumenstrom vgn= 6,1 mL/min mit einer Messzonenhohe
von 125 pum und einem Injektionsvolumen von 500 pindnstriert werden. Es wurden dazu
die Messzellen 1 und 2 eingesetzt und miteinaneeglichen. Die Bildaufnahme wurde si-
multan mit der Injektion gestartet und es wurdemMessung 100 Bilder im Abstand von 1 s
aufgenommen, wobei jeweils eine DreifachbestimmaergProbe durchgefiihrt wurde. Injek-
tionen erfolgten bei 0 s, 100 s und 200 s.

Die aufgenommenen Bilder wurden mit dem DYCC voisito analysis ausgewertet. Detail-
lierte Angaben zu dieser Auswertung finden sicl8.h.3. Die detektierten Kerne (kernels)
wurden als relevante Messgrof3e herangezogen urdAihzahl auf jedem der Bilder be-
stimmt. Es erfolgte dann eine Auftragung der Keaneden jeweiligen Bildern tber die Zeit,
was durch das konstante Zeitintervall von 1 s zZwescden Bildern erméglicht wurde. Die
daraus resultierenden charakteristischen Histogesind flr die jeweiligen Messzellen in
Abbildung 3.18 und Abbildung 3.19 gezeigt.
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Abbildung 3.18: FIA-Peaks fir Messzelle 1 in Dreifahbestimmung bei c=5 g/L
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Abbildung 3.19: FIA-Peaks fiir Messzelle 2 in Dreifahbestimmung bei c=5g/L
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Es sind dabei deutliche Unterschiede in der Formedealtenen Histogramme zu erkennen.
Die mit Messzelle 1 aufgenommenen Peaks sind dautlieiter und ungleichmafiger struk-
turiert und weisen alle einen kleinen Vorpeak aithrend die mit Messzelle 2 aufgenomme-
nen Peaks deutlich schmaler, gleichméaRiger undrh€ihd. Zudem sind die Totzeiten zwi-
schen Injektion und Detektion der ersten HefezdleinVesszelle 2 (= 7,67 = 0,58 s) deut-
lich kleiner als bei Messzelle 1,(t 32,33 + 1,53 s). Die angegebenen Fehler sinddatdn
abweichungen vom arithmetischen Mittel (siehe Amghérb), die, wenn nichts anderes ange-
geben ist, fur samtliche im Rahmen dieser Arberthigefihrten Fehlerberechnungen heran-
gezogen wurden.

Die erhaltenen Ergebnisse sind im wesentlichenikters mit den in 3.2.2 und 3.3.3 ange-
stellten Untersuchungen zu Verweilzeitverteilungl udispersionskoeffizienten und die Un-
terschiede in der Peakform bei den beiden Messesiled auf die grol3en Totvolumina in
Messzelle 1 zurtckzufiihren. In die Messzelle efatrége Zellen werden in den Totzonen ab-
gebremst und strémen ungleichmaliger durch diekbetszone des Mikroskops. Die bei
Messzelle 1 beobachteten Vorpeaks lassen auf Knlussstrome innerhalb der Totzonen der
Messzelle schlieRen, die sich aber ausschlie3li€limaTragerstrom vorhandene Partikel wie
Zellen auswirken und deshalb bei den vorher durféigien Verweilzeit- und Dispersions-
messungen nicht beobachtet werden konnten.

Um die auf diese Weise erhaltenen Peaks zu quaetén, wurden die Peakflachen, be-
stimmt durch Integration, als relevante Messgro&argezogen. Aufgrund der unregelmali-
gen Peakformen, vor allem bei Messzelle 1, ware alternativ mdgliche Bestimmung der
Peakhthe mit einem zu grol3en Fehler behaftet. Rjeldaisse fir das oben aufgeflhrte Bei-

spiel sind in Tabelle 3.3 zusammengefasst.

Tabelle 3.3: Integrale (Peakflachen) fir Messzelleth und 2

Messzelle | Integral [Kerne] | Mittelwert [Kerne] | Fehler [Kerne] | Fehler [%]

1 733 695,3 39,6 5,7

654

699

2 541 568,2 24 4,2

S77

587
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Die errechneten Fehler sind wie zu erwarten firddeke 2 etwas kleiner als fir Messzelle 1,
der Unterschied ist aber nicht so gravierend, i@ hand der ungleichformigen Peakform
und damit ungleichméRigen Durchstromung bei Meksietu erwarten war. Die detektierten
Integralwerte sind fir Messzelle 1 deutlich gro8sr fir Messzelle 2. Dieses ist darauf zu-
ruckzufiihren, dass in Messzelle 1 die Detektionsztes Mikroskops generell langsamer von
den Zellen durchquert wird und so bei der Bildabfa Hefezellen 6fter doppelt gezéhlt
werden. Es zeigt sich, dass generell mit beidensktgien reproduzierbare Werte erhalten

werden konnen.

3.4.2. Optimierung des Volumenstroms
Es wurde der Einfluss des eingestellten Volumensir@auf die erhaltenen FIA-Peaks bei

Messzellen 1 und 2 untersucht. Dabei sollte erthitterden, welcher Wert fiir die Messung
am besten geeignet ist. Hauptkriterium waren hiegimestabiles Signal, eine moglichst grol3e
Peakflache zur Erh6hung der Empfindlichkeit sowreeeschnelle Messung, um einen hohen
Probendurchsatz zu erreichen.

Dazu wurde der Volumenstrom an der verwendetenstadikpumpe in 3 Schritten auf
V = 6,1 mL/min (99 U/min)V = 4,3 mL/min (69 U/min) un& = 2,0 mL/min (29 U/min)
eingestellt. Es wurde jedes Mal eine Hefekonzeotmaton ¢ = 5 g/L, eine Messzonenhdhe
von 125 pm und ein Injektionsvolumen von 500 plLwesrdet. Es erfolgte wiederum eine
Dreifachbestimmung, wobei fur Messzelle 2 Injekdnnm Abstand von 100 s durchgefuhrt
wurden, wahrend bei Messzelle 1 die Messzeit anffjhbherer Dispersion auf 200 s erhéht
wurde. Die erhaltenen FIA-Peaks fur die jeweiligdasszellen sind in Abbildung 3.20 und
Abbildung 3.21 dargestellt. Die berechneten Intkguend Fehler sind in Tabelle 3.4 zusam-

mengefasst.
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Abbildung 3.20: FIA Peaks bei Variation des Volumestroms fir Messzelle 1
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Abbildung 3.21: FIA Peaks bei Variation des Volumestroms fir Messzelle 2
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Tabelle 3.4: FIA-Peak Integrale und Fehler bei unteschiedlichen Volumenstromen

Messzelle 1 Messzelle 2
: Integral Messzelle 1 Integral Messzelle 2
v (Mittelwert) el (Mittelwert) AEEE
[mL/min] [Kerne] [Kerne] [Kerne] [Kerne]
6,1 695,3 39,6 (5,7 %) 568,2 24,0 (4,2 %
4,3 1.116,3 69,9 (6,3 %) 847,3 17,2 (2,0 %)
2,0 1.806,0 203,5 (11,3 % 1.754,7 44.2 (2,5 %)

Flar Messzelle 1 ist, wie erwartet, mit einer Reduktles Volumenstroms auch eine deutliche
Erh6hung der Totzeit zu beobachten. Sie steigttyon 33,3 + 0,6 S beV = 6,1 mL/min auf
tior= 83,3 + 4,9 s beV = 2,0 mL/min, die Messzeit wird also deutlich erhd@udem kénnen
bei einem eingestellen Volumenstrom WorE 2,0 mL/min keine Kurzschlussstrome mehr
festgestellt werden. Die Peakflachen werden mieabrendem Volumenstrom deutlich gro-
Ber, dies ist wiederum auf den langsameren Durshiflund damit auf die vermehrte Doppel-
zahlung von Zellen zurickzufihren. Dadurch stergarzprinzipiell die Messempfindlichkeit,
gleichzeitig werden aber auch die relativen Fetéartlich groRer. Zudem besteht bei langsa-
merer Passage der Zellen die Gefahr, dass diesgapent in der Detektionszone anhaften
und die Messung nachhaltig storen. Dies ist dduic der Verschiebung der Grundlinie in
Abbildung 3.20 zu erkennen und das Problem wiiatelsi wiederholter Probeninjektion
weiter verscharfen. Aus diesen Griinden wurde fusddelle 1 in allen zukinftigen Messun-
gen ein einheitlicher Volumenstrom vh= 6,1 mL/min gewabhilt.

Fur Messzelle 2 ist ebenfalls eine Erh6hung deedibtmit abnehmendem Volumenstrom
festzustellen, sie steigt vog:t 10,3 £ 3,3 s beiV = 6,1 mL/min auf ;= 14,3 + 2,2 s bei
V = 2,0 mL/min. Die Anderungen sind aber hier debtkteiner, als bei Messzelle 1 und fih-
ren so zu keiner nennenswerten Erhéhung der Més&dei Integralwerte steigen ebenfalls
deutlich mit sinkendem Volumenstrom, die Empfindkeit nimmt also zu. Zudem sinken bei
Messzelle 2 die relativen Fehler der Integralwerteabnehmender Durchflussgeschwindig-
keit. Aufgrund dieser Ergebnisse ware bei Messz2llein niedriger Volumenstrom von
V = 2,0 mL/min am gunstigsten. Da aus Abbildung 3e2ibch hervorgeht, dass auch hier ein
permanentes Anhaften der Zellen in der Detektiomszftritt, wurde auch bei Messzelle 2

ein hoher Volumenstrom vovi = 6,1 mL/min gewahlt.
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3.4.3. Optimierung der Messzonenhdhe des Mikroskops

Um den Einfluss der Messzonenhdhe des MikroskopsliauFlA-Integrale zu untersuchen,
wurde diese mit Messzellen 1 und 2 im Bereich zinesc70 Schritten (87,5 um) und 130
Schritten (150 um) in Zehnerschritten variiert. &thtalb von 70 Schritten konnte kein Durch-
fluss von Zellen durch die Messzone beobachteteverDazu wurde jeweils eine Hefetest-
suspension mit ¢ =5 g/L injiziert, das InjektionBumnen betrug 500 pL und der Volumen-
strom wurde au¥ = 6,1 mL/min eingestellt. Es wurden wiederum Daeifmessungen
durchgefuhrt und die Injektionen erfolgten fir eldesszellen in Abstanden von 200 s. Im
Rahmen einer Optimierung sollte die Messzonenhdisgeavahlt werden, bei der ein mog-
lichst hoher Integralwert, also eine moglichst h&nepfindlichkeit erreicht wird. Gleichzeitig
sollten die Zellen in einer gut detektierbaren \Wdakussiert sein.

In Abbildung 3.22 sind die erhaltenen Integralwdiir Messzelle 1 in Abhangigkeit von der
Messzonenhthe aufgetragen. Die Daten fir Mess2ediegaben einen vergleichbaren Ver-
lauf, weshalb hier auf eine Darstellung verzichtetde. Um die Qualitat der Zellerkennung
zu beschreiben, wurde zusétzlich der Anteil antrktdssifizierten Objekten, d.h. Objekte die

von In-situ analysis nicht als Zellen erkannt wexdmufgetragen.
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Abbildung 3.22: Einfluss der Messzonenhdhe auf diElA-Integrale fir Messzelle 1
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Zwischen 87,5 um und 125 um steigen die Integraévmit der Zunahme der Messzonenh6-
he. Dies ist dadurch zu erklaren, dass die Strosuergaltnisse in der Messzelle vermutlich
stark von der Messzonenhdhe abhéngen.Wahrschewmdicden bei geringerer Messzonenho-
he grof3e Teile der Zellen nicht durch die Deteldrmme im Zentrum des Mikroskops (vgl.
Abbildung 3.12) sondern seitwéarts daran vorbeigefiimmt die Messzonenhthe weiter zu,
so stromen mehr Zellen durch die Detektionszon&aémtrum. Entsprechend werden mit zu-
nehmender Messzonenhdhe mehr Zellen detektiere Benauere Aufklarung der Stro-
mungsverhaltnisse in Abhangigkeit von der Messzbiéke wirde eine 3D-Simulation der
Verhaltnisse in der Messzelle erfordern, was demf®an dieser Arbeit sprengen wirde.
Oberhalb von 125 um laufen die Integralwerte gegjaen Sattigungswert. Dieses liegt dar-
an, dass auf Grund der begrenzten Scharfentiefeat®gendeten Objektivs nicht mehr alle
durchstrémenden Objekte korrekt fokussiert und da&om DYCC als Zellen erkannt werden
konnen. Dieser Trend spiegelt sich auch in dem iAdEr nicht klassifizierbaren Objekte
wider, der bis zu einem Wert von 112,5 um deutliaker 1 % liegt, fur 125 um auf 2,3 %
ansteigt und ab 137,5 um auf 14 % springt. Um gieseranschaulichen, sind in Abbildung
3.23 zwei Beispielbilder bei Messzonenhdhen vop80und 150 um gezeigt.

Abbildung 3.23: Bilder von Hefen im Durchfluss beiMesszonenhdhen von A: 80 um und B: 150 um
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Wahrend bei einer Messzonenhtéhe von 80 um alleZddlar als Kerne detektiert werden
kénnen sind bei einer Messzonenhdhe von 150 umerelelllagen vorhanden, von denen
nur eine in richtiger Weise fokussiert werden kaBamtliche verschwommenen schwarzen
Flecken in diesem Bild werden als nicht klassifiaage Objekte registriert.

Als Kompromiss wurde fur alle folgenden Messungere éMesszonenhdhe von 125 um ver-
wendet. Bei diesem Wert ist der ermittelte Integeat beinahe am Maximum und es lasst
sich somit die maximale Empfindlichkeit erreich@udem ist der Anteil an nicht klassifi-

zierbaren Objekten mit 2,3 % noch auf einem totbaeen Niveau.

3.4.4. Kalibration des Multitestersystems

Fiur einen sinnvollen Einsatz des entwickelten Medtiersystems ist eine Kalibration erfor-
derlich, um so den erhaltenen Integralwerten baestenZelldichten zuzuordnen. Dazu wur-
den verschiedene Suspensionen mit kommerziell tedh@r Backerhefe im Konzentrations-
bereich zwischen 0,1 - 50 g/L angesetzt und dee#idizhten durch manuelles Auszahlen mit
einer  Neubauer-Kammer  bestimmt. Dies entspricht emain Bereich  von
1-10 - 5-16 Zellen/mL. Genauere Informationen zu diesem Vegahund die genaue Zu-
sammensetzung der Suspensionen finden sich im An(@A.4 ; 6.3.2). Die Suspensionen
wurden dann in Dreifachbestimmung mit dem Multeéesgemessen und die FIA-Integrale
bestimmt. Der Volumenstrom betrug 6,1 mL/min, alesgzonenhthe wurden 125 pum einge-
stellt und es wurden jeweils Probenvolumina von gQanjiziert. Die resultierende Kalibra-
tionsgeraden fir die Messzellen 1 und 2, in derienF#A-Integrale gegen die eingesetzte
Zelldichte aufgetragen sind finden sich in Abbilguh24 und Abbildung 3.25.
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Abbildung 3.24: Kalibrationsgerade fiir Saccharomyces cerevisiae mit Messzelle 1
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Abbildung 3.25: Kalibrationsgerade fir Saccharomyces cerevisiae mit Messzelle 2
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Es zeigt sich, dass fur beide Messzellen Uber @sargten eingestellten Konzentrationsbe-
reich von 1-10 - 5.10 Zellen/mL ein linearer Zusammenhang zu den bestanniIA-
Integralen besteht. Wie anhand der vorher angestdieobachtungen zu erwarten war, sind
die Integralwerte fir Messzelle 1 deutlich groferfér Messzelle 2. Im Messbereich unter
1-10 Zellen/mL ergaben sich Integralwerte < 10, die settr groRen relativen Fehlern behaf-
tet sind und entsprechend nicht mehr sinnvoll aveget werden konnten. Fir sehr hohe
Zelldichten zeigt sich ebenfalls eine deutlich gielne Zunahme der Fehler. Dies ist darauf
zuruckzufiihren, dass sich in diesem Konzentratieresbh sehr haufig Hefezellen permanent
in der Detektionszone des Mikroskops festsetzensamdit die Messung nachhaltig storen.
Weiterhin ergaben sich in diesem Konzentrationsblerbereits Schwierigkeiten die Hefe
vollstandig zu loésen, so dass Inhomogenitaten mRiebe eine reproduzierbare Messung
verhinderten. Fiir Konzentrationen oberhalb von 5zHllen/mL verstarkten sich die genann-
ten Probleme noch weiter und zudem kam es haufiyerstopfungen der Schlauchverbin-
dungen, so dass ein stérungsfreier Betrieb nichargert werden konnte. Die generierten
Kalibrationsgeraden wurden fir sdmtliche in 4..wesrdeten Kultivierungen zur Berechnung

der Zelldichte verwendet. In Tabelle 3.5 sind diehtigsten Parameter zusammengefasst.

Tabelle 3.5: Wichtige Parameter der Kalibrationsgeaden (Y= A-X) fur Messzellen 1 und 2

Steigung (A) : .
Messzelle (L. Kerne- Zellen’] BestimmtheitsmaR (R)
1 1,23-10 0,9983
2 7,15-10 0,9989

Zur genaueren Charakterisierung des verwendeterswddahrens ist es hilfreich, die wah-
rend einer Injektion aufgegebenen Zellen den walkkm Mikroskop wiedergefundenen Zel-
len gegentiber zu stellen. Dabei wurde als Beigiie eingestellte Zelldichte von 1°12el-
len/mL gewahlt. Dieses entspricht bei einem Inmhsvolumen von 500 uL einer Aufgabe
von 5-10 Zellen. Mit dem Multitester wird davon mit MesseeP ein Wert von 715 Kernen
detektiert, das heif3t lediglich 0,0014 % der auédpegpen Zellen werden auch wiedergefun-
den. Fur Messzelle 1 ergibt sich bei der gleicheldhte ein detektierter Integralwert von
1250 Kernen und damit eine héhere Wiederfindungsvah 0,0025 %. Dies ist aber darauf

zurick zu fuhren, dass in Messzelle 1 die Detekzone des Mikroskops generell langsamer
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durchstromt wird und damit Zellen haufiger doppeizahlt werden und die Integralwerte
sich dadurch erh6hen (vgl. 3.4.1).

Diese insgesamt sehr geringen Wiederfindungsragstitigt die auch schon in 3.4.3 geaul3er-
te Vermutung, dass bedingt durch die Geometridrdsitu Mikroskops grofRe Teile der Zel-
len nicht durch die Detektionszone des Mikroskapdnsen sondern seitlich daran vorbeige-
fuhrt werden. Eine Verbesserung dieses Wertes al@genur durch einen kompletten Umbau
des zu Grunde liegenden In-situ Mikroskops zu e, was in der Aufgabenstellung aber

ausgeschlossen wurde.

3.4.5. Variation des Injektionsvolumens

Da das bisher verwendete Injektionsvolumen von p0@ir den normalen FIA-Einsatz rela-

tiv grof3 ist und mit einem relativ hohen Probenvauch einhergeht, wurde untersucht, in-
wieweit sich eine Reduktion des Injektionsvolumen$ die Empfindlichkeit der Messung

auswirkt. Es wurden analog zu 3.4.4 verschiedenez&atrationen von Backerhefe mit dem
Multitester und Messzelle 1 gemessen, wobei dasktionsvolumen auf 200 pL reduziert

wurde. Die resultierende Kalibrationsgerade firgleh in Abbildung 3.26.
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Abbildung 3.26: Kalibrationsgerade fir Messzelle Imit einem Injektionsvolumen von 200 pL
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Auch hier ist ein linearer Zusammenhang deutliclekennen, wobei die Steigung bei einem
Wert von 5,49- 18 mL- Kerne- Zellet! liegt. Allerdings ergeben sich durch die Redukiites
Injektionsvolumens wesentlich gro3ere Fehler dez&messungen sowie eine wesentlich
schlechtere lineare Korrelation der Werté €R0,9936). Die absoluten Integralwerte werden
durch die Reduktion des Injektionsvolumens ebemf@diutlich kleiner. Wahrend der Messbe-
reich analog zu 3.4.4 am oberen Ende auf Gruncesletdr Probenldslichkeit und Verstop-
fung der Schlauche auf 5%dellen/mL begrenzt ist, wird das untere Detekdtionis des
Verfahrens durch die Reduktion des Injektionsvolosnam eine halbe GréRenordnung auf
5.1F Zellen/mL verschoben. Darunter war keine reproetingire Zelldetektion méglich. Die
erhaltene Wiederfindungsrate liegt hier bei 0,002@nd unterscheidet sich damit nicht signi-
fikant von dem Wert bei einem Injektionsvolumen &80 pL.

Aufgrund dieser durch eine Reduktion des Injektiohsmens hervorgerufenen Nachteile,
wurde trotz eines hoheren Probenverbrauchs fimadieeren Messungen ein Injektionsvolu-
men von 500 pL verwendet.

Zusammenfassung

Im Rahmen des in diesem Abschnitt durchgefihrtetindgrungsprozesses mit dem Testor-
ganismusSaccharomyces cerevisikennte eine geeigneter Volumenstrom von 6,1 mL/min
fur Messzellen 1 und 2 ermittelt werden. Eine Reidwkder Geschwindigkeit fiihrte haufig
zu permanentem Anhaften von Zellen in der Detekzone des Multitesters, was die Mes-
sung stdrte. Die am besten geeignete Messzonentabhey 125 um, hier war die GroRRe der
FIA-Peaks maximal, bei einem gleichzeitig toleraarlxleinen Anteil nicht klassifizierbarer
Objekte. Eine Kalibration ergab fir beide Messzekdéne gute lineare Korrelation in einem
Messbereich von 1-10 5-18 Zellen/mL. Das Injektionsvolumen wurde trotz desén Pro-
benverbrauchs auf 500 pL eingestellt, da eine Reémtuku einer signifikanten Erhéhung der

Messfehler und einer Reduktion des Messbereichsinenhalbe Grol3enordnung fiihrte.

3.5. Einsatz faseroptischer Sauerstoffsensoren in der &szelle

3.5.1. Integration faseroptischer Sauerstoffsensoren in Meszelle 1
Die Integration faseroptischer Sensoren zur Bestimgnder Sauerstoffsattigung in der LO-
sung in den Multitester war nur bei Messzelle 1 letgin Messzelle 2 ist, aufgrund der Ein-

satze zur Reduktion der Totvolumina, der Platzen Messzone zu gering, um einen Sensor
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dort zu implementieren. Dazu wéare ein Umbau desrgeen ISM erforderlich, was in der
Aufgabenstellung ausdricklich ausgeschlossen wurde.

Als Sensoren wurden kommerziell erhéltliche Serfatcheqd = 5 mm) der Firma Presens
Precision Sensing GmbH (Regensburg, Deutschlandyevelet. Diese enthalten auf einer
Seite den Fluoreszenzfarbstoff und auf der and8ese eine Schicht aus schwarzem Silikon
zur optischen Isolierung. Die Patches wurden Ulramespeziell fir diese Anwendung entwi-
ckelten Adapter in die Messzelle integriert. Deraftér bestand aus einer transparenten Ple-
xiglasscheibe mit einem Durchmesser von 5 mm, aufdhs Sensor-Patahit Silikon-
Zweikomponentenkleber (Elastosil RT-601) aufgekigbtde. Auf der anderen Seite der Ple-
xiglasscheibe konnte eine Glasfaser angeschlossdnmit einer Fixierschraube befestigt
werden. Uber eine Bohrung mit einem DurchmesserSvomm in der Hohe des Fluid Einlas-
ses (vgl. 3.2.3) wurde der Adapter in Messzelletégriert, wobei ein 5 mm Gummiring zum
Abdichten verwendet wurden. Es wurde daflr gesdags der Adapter moglichst gut mit der
Wand der Messzelle abschliel3t, und so eine Besgindglides Patches beim Aufsetzen der
Messzelle auf das ISM ausgeschlossen werden k@ertéufbau des Adapters, sowie des-

sen Integration in Messzelle 1 sind in Abbildung73dargestellt.

Mikroskop-
Saphirscheibe

Fixierschraube Mikroskopstege

Plexiglas-
scheibe

Patch-Farbstoff

Patch-Silikon

A

) 4

Messzelle 1

Optische

Dichtring Baser

Messadapter

Abbildung 3.27: Aufbau des Sauerstoff- Messadaptensnd Integration in Messzelle 1

Die Messungen erfolgten mit Hilfe einer kommerziethaltlichen Sauerstoff-Messbox der

Firma Presens (Fibox 3), deren Technik auf Fluaes ebenszeitmessungen durch Phasen-
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verschiebung von moduliertem Licht basiert (vgb)2ind die lber eine Glasfaser (d = 1mm)
mit dem Messadapter verbunden wurde. Das Geratenmittels Com-Port an einen PC an-
geschlossen und das Auslesen und Bearbeiten den Begblgte Gber die vom Hersteller mit-
gelieferte Software OxyView. Diese ermoglicht dipeherung von manuellen Kalibrati-
onsparametern (siehe 3.5.2), sowie die Aufnahnee afichtigen Messgrof3en, wie Intensitat,
Phasenverschiebung und errechnete Sauerstoffsigtigher die Zeit und deren Auslesen als

txt-Dateien.

3.5.2. Kalibration der faseroptischen Sauerstoffsensorermn Durchfluss- und FIA-
Betrieb

Zur Kalibration des Sauerstoffsensors im Durchflussgde eine 2-Punkt-Kalibration bei
100% und 0% Sauerstoffsattigung durchgefuhrt. Ui%d®Bauerstoffsattigung durch Luft-
sauerstoff zu realisieren wurden 20 mL VE-Wasser i@ine Aquariumpumpe mit Druckluft
begast und diese Losung kontinuierlich durch diesd#elle gepumpt. Dabei wurde bewusst
Druckluft anstatt reinem Sauerstoff verwendet, ue\derhaltnisse wahrend einer Schuttel-
kolbenkultivierung besser widerzugeben und eineer®lEmpfindlichkeit zu erreichen. Es
wurde gewartet bis sich ein konstanter Wert dersBimerschiebung eingestellt hatte und
dieser Wert in dem Messprogramm OxyView als 100 &aesstoffsattigung abgespeichert.
Zum Erreichen von 0 % Sauerstoffsattigung wurdemiOeiner 1 % Natriumsulfittdsung
verwendet (siehe Anhang 6.3.3), die unter Katalgygezweiwertigen Kobalt-lonen den gelds-

ten Sauerstoff chemisch entfernt.

2 SO% + O, (ag) —>» 2 SQ? Gleichung 3. 5

Die Losung wurde ebenfalls kontinuierlich durcle dilesszelle gepumpt und der entspre-
chende Wert der Phasenverschiebung als 0 % Saffsitigung abgespeichert.

Zur Kalibration des Sauerstoffsensors im FIA-Bdtneurde ein Aufbau analog zu Abbildung

3.17 verwendet. Der Tragerstrom wurde dabei mitgBisattigt, um eine mdglichst geringe
Sauerstoffkonzentration einzustellen, es konntdreidd@/erte von 14 % - 21 % Sauerstoffsat-
tigung als Grundlinie realisiert werden. Es wurd@rml eine Probe injiziert, die aus mit Druck-
luft begastem VE-Wasser bestand, das damit 100 @erSaffsattigung aufwies. Simultan
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mit der Injektion erfolgte eine Aufzeichnung demu8estoffsattigung tber die Zeit, wobei alle
0,1 s ein Wert gemessen wurde. Es ergaben sicbgamal den gemessenen Zelldichten fur
eine FIA charakteristische Peaks, die fur eine fAckinjektion der Probe mit 100 % Sauer-

stoffsattigung in Abbildung 3.28 dargestellt sind.

25 -
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] 672.0
237 654.9

22—-
21—-
20—-
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18

Sauerstoffsattigung [%]
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Abbildung 3.28: FIA-Peaks fiir die Dreifachinjektion einer Probe mit 100% Q in einen mit N, gesattigten
Tragerstrom

Die Quantifizierung der erhaltenen FIA-Peaks etflgnalog zu den Zelldichtemessungen
durch Auswertung der Peakflachen Uber IntegralbigduDazu wurden 200 Messwerte um
das Peakmaximum aufsummiert. Die Integralwerte andbbildung 3.28 Uber den Peaks
dargestellt. Es ergab sich ein mittlerer Integralwen 671,6 +16,5, der nun 100% Sauer-
stoffsattigung zugeordnet werden konnte. Alle spatégenommenen Sauerstoffwerte konn-
ten nun anhand dieses Wertes und der Grundlirgefieli0 % Sauerstoffsattigung steht, be-
rechnet werden. Die auf Standardabweichungen lessien Fehler sind mit 2,4 % sehr klein,
es zeigt sich aber auch eine deutlich instabilen@imie. Diese wurde bei der Bestimmung
der Integrale mit einbezogen, wodurch sich aberzagétzlicher konstanter Fehlerwert ergab.
Dieser erwies sich gerade bei der Messung klein&este der Sauerstoffsattigung als relativ

hoch. Eine n&here Diskussion dieser Problematigtrin Abschnitt 4.1.5.
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4. Anwendungen des Multitestersystems in der Zellkultu

Das vorher im Detail beschriebene und charaktetgsiglultitestersystem wurde in diesem
Abschnitt an Zellkultivierungen von Beispielorgansn im Schuttelkolbenmal3stab getestet.
Es erfolgte zunachst eine detaillierte UntersuchwmgSaccharomyces cerevisiaaed spéater
eine Ubertragung auf einen Produktionsstamm Bawillus megateriumDabei sollte die
Eignung des Multitesters fir die routinemafige Bastung von Zelldichte, Agglomeratbil-
dung und Sauerstoffsattigung in der Loésung untétswerden. Ein besonderer Schwerpunkt
dieses Systems liegt auf der parallelen Beobachtuetyrerer Zellkultivierungen zur schnel-
len und automatisierten Optimierung von Kultivieggparametern bei der Entwicklung neuer
Kultivierungsprozesse. Dazu wurden mehrere Hefekeltingen parallel untersucht sowie
erste Tests zur parallelen Untersuchung verschederganismen durchgefuhrt.

Es wurden dabei in allen Versuchen die wahrenddggsnierungsprozesses in Kapitel 3 er-
haltenen Einstellungen fir den Multitester verwatndiese sind eine Messzonenhéhe von

125 um, ein Injektionsvolumen von 500 pL und einvieenstrom vorV = 6,1 mL/min.

4.1.  Zellkultivierungen mit Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiaairde als Testorganismus ausgewahlt, da er sélusrast, sich
einfach kultivieren lasst sowie aufgrund seiner f&r@nd Morphologie sehr gut fur lichtmi-
kroskopische Untersuchungen geeignet ist. Zudemstiesen aufgrund seines héaufigen Ein-
satzes als Modellorganismus in der In-situ Mikrgskobereits fortschrittliche Analysealgo-
rithmen fur diesen Zelltyp. Da zudem der in Absth8i4 durchgefihrte Optimierungspro-
zess fur den Multitester aBaccharomyces cerevisidasierte, war dieser Organismus die

naturliche Wabhl fur erste Kultivierungsversuche.

4.1.1. Testkultivierungen mit Messzellen 1 und 2

Um den Einsatz des Multitestersystems an Zellkigitungen vorSaccharomyces cerevisiae
zu testen und zu bewerten, sowie den Einfluss devendeten Messzellen zu untersuchen,
wurden typische Kultivierungsverlaufe aufgenommad die vom Multitester erhalten Werte

mit offline-Daten verglichen.
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Dazu wurden Schuttelkolbenkultivierungen mit einéolumen von 350 mL in Schatzmann-
Medium (siehe Anhang 6.3.4) bei 30°C und 200 rpnm2fdih durchgefihrt. Dabei betrug die
Anfangs-Glukosekonzentration 28,6 g/L und die Arfimefidichte 3-16 Zellen/mL. Eine
detaillierte Kultivierungsvorschrift findet sich iinhang (6.4.1). Es wurden dabei Messzel-
len 1 und 2 getestet. Eine Probennahme und Andlyss den Multitester erfolgte in 15 min
Intervallen. Zur Verifizierung der Daten wurdenealO min offline-Proben tber eine Bakteri-
enfalle entnommen und mittels Neubauer-Kammer adgde (vgl. 6.4.4). Der verwendete
Messaufbau des FIA Systems findet sich in Abbilddrigund die gesamte Steuerung erfolgte
automatisiert Uber die in 3.3.2 beschriebene Labasierte Software.

Injektor Pumpe 1

Messzelle +
Mikroskop

-@— Tragerlésung
(VE-Wasser)

Selektor 2

Selektor 1

——
Steril-
filter

Isopropanol
(70%)

Kultivierung

VE-Wasser

Abfall

Abbildung 4.1: Messaufbau fur die Analyse einer Sdiittelkolbenkultivierung mit dem Multitestersystem

Der Tragerstrom aus VE-Wasser wurde dabei in elk@minuierlichen Fluss tber den Injek-
tor durch die Durchflusszelle des Mikroskops in ddafall gepumpt. Am Anfang des Zyklus
befand sich der Injektor im Load-Modus. Die Kuléxingsbrihe wurde so im Kreislauf ge-
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fahrt; sie wurde Uber Position 1 von Selektor ledet, durch die Probenschleife des Injektors
gepumpt und Uber Position 1 von Selektor 2 in didtitierung zurtckgefihrt. Beim Start
einer Messung wurde der Injektor auf Injeeghgeschaltet, wobei gleichzeitig die Bildauf-
nahme Uber einen Zeitraum von 300 s gestartet wubde Probe stromte nun durch die
Durchflusszelle des Mikroskops und es wurden, wi8.4.1 beschrieben, die FIA-Peaks auf-
genommen und ausgewertet sowie die errechneterriiégrale mit den in 3.4.4 erhaltenen
Kalibrationsgeraden in Zelldichten umgerechnet. NBeendigung der Messung wurde der
Injektor zuriick in die Load-Position und die beidaglektoren auf Position 2 geschaltet, wo-
durch 70% iges Isopropanol durch das System gepuntpies so sterilisiert wurde. Darauf-
hin wurde Selektor 2 auf Position 3 weitergeschaltedurch das System zum Entfernen des
Isopropanols mit VE-Wasser durchspilt wurde. Eslgi® dann ein Weiterschalten von Se-
lektor 1 auf Position 4, so dass das System mitesté.uft komplett leer gepumpt wurde, um
eine Verdunnung der Kultivierung durch im Systembleibendes Wasser zu unterbinden. Im
letzten Schritt erfolgte ein reset beider Selekioaef Position 1, wodurch das System mit
neuer Probe befillt wurde und ein weiterer Messgykjestartet werden konnte. Die Zyklus-
zeit betrug dabei jeweils 15 min. Durch diesen Mafisau konnte eine automatische Proben-
nahme aus der Kultivierung, eine Analyse der Pradmme eine Reinigung des Systems un-
ter Wahrung der Sterilitat garantiert werden.

Die Uber die Kultivierungsdauer aufgenommenen Wientelie Zelldichte, bestimmt mit dem
Multitester unter Verwendung von Messzellen 1 urgb®ie durch offline-Zahlung mit einer
Neubauer-Kammer, sind fur eine BeispielkultivierungAbbildung 4.2 und Abbildung 4.3
dargestellt.
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Abbildung 4.2: Kultivierungsverlauf einer Schittelkolbenkultivierung von Saccharomyces cerevisiae be-
stimmt mit dem Multitester in Messzelle 1 sowie ofine-Zahlung mit einer Neubauer-Kammer
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Abbildung 4.3: Kultivierungsverlauf einer Schittelkolbenkultivierung von Saccharomyces cerevisiae be-
stimmt mit dem Multitester in Messzelle 2 sowie ofine-Zahlung mit einer Neubauer-Kammer
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Da die mit dem Multitester bestimmten Werte jeweils einmal gemessen wurden, wurde
der relative Fehler, ausgehend von den Ergebniss8m.1, fur Messzelle 1 auf 5,7 % und
fur Messzelle 2 auf 4,3 % geschéatzt. Die Fehlerafine-Werte errechnen sich aus dem
einzelnen Auszahlen der 4 Gro3quadrate (vgl. 614hd)einer Bestimmung der Standardab-
weichungen (vgl. 6.6).

Es zeigt sich, dass mit beiden Messzellen ein theis Kultivierungsverlauf bestehend aus
lag-Phase, exponentieller Phase und stationaresePéiafgezeichnet werden konnte, wobei
die maximale Zelldichte fiir die Kultivierung mit Mszelle 1 auf 6-70und fiir Messzelle 2
auf 8-10 Zellen/mL anstieg. Die Beobachtung der Absterbephat mit der verwendeten
Analytik nicht moglich, da nicht zwischen lebendand toten Zellen differenziert werden
kann. Die mit Messzelle 2 aufgezeichnete Kultivigywveist dabei eine deutlich langere lag-
Phase auf, was vermutlich auf unterschiedliche it der Zellen in der verwendeten Vor-
kultur zurGckzufthren ist, was aber fur die Chaeakterung der Messzellen nicht von Be-
deutung ist. Der fur eine typische aerob gefuhethpKultivierung charakteristische Diau-
xie- Effekt und die damit verbundene zweite Wacimsiphase der Zellen auf Ethanol B&sis
kann hier nicht gefunden werden. Dieses ist veliotutlarauf zuriickzufiihren, dass der Sau-
erstoff in einer Schiuttelkolbenkultivierung limite:nd wirkt und der Diauxie-Effekt entspre-
chend weniger ausgepragt ist. Detaillierte Untdrangen zu diesem Thema werden in 4.1.5
beschrieben.

Fur Messzelle 1 zeigt sich eine sehr gute Kormatiwischen Multitester und offline-Werten
in der lag- und exponentiellen Phase. Beim Uberdardje stationare Phase kommt es aber
zu gravierenden Abweichungen und einer vermehrtesu@ng der Werte bei langerer Kulti-
vierungsdauer. Aul3erdem ist hier deutlich erkenntbass die mit dem Multitester gemesse-
nen Werte um bis zu 27,3% Uber den offline-Wertegen. Dieses ist vermutlich auf Zellen
zurtckzufihren, die mit zunehmender Kultivierungssfaund Zelldichte permanent in der
Detektionszone des Multitesters anhaften. Diestféhtsprechend dazu, dass diese oOfter mit-
gezéahlt werden, wodurch sich htéhere Zelldichtereleeg. Dadurch unterscheidet sich der
Kultivierungsverlauf mit Messzelle 1 deutlich voardoffline-Werten.

Bei Messzelle 2 ist die Korrelation zwischen Malsiter und offline-Werten deutlich besser.
Die Kultivierungsverlaufe sind hier sehr ahnlichdudie Abweichungen betragen auch im
Bereich der stationaren Phase lediglich 5,2 %. Bieenehrte Streuung der Multitester-
Messwerte mit zunehmender Kultivierungsdauer uritflicbte ist dagegen auch hier zu beo-
bachten; das permanente Anhaften von Zellen irDaé¢ektionszone des Mikroskops scheint

hier aber kein derart grol3es Problem darzustellerbei Messzelle 1. Dies ist vermutlich auf
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die schmaleren FIA-Peaks und die damit verbundemgmeitlichere und schnellere Passage
der Zellen durch die Detektionszone (vgl. 3.4.J)jizkzufihren.

Zusammenfassung

Es zeigte sich, dass mit beiden Messzellen denertingsverlauf einer Schittelkolbenkul-
tivierung von Saccharomyces cerevisiaeifgezeichnet werden konnte, ein Diauxie Effekt
konnte aber aufgrund von Sauerstofflimitierung hibaobachtet werden. Im Vergleich mit
offline-Werten zeigte Messzelle 2 aber eine delutiessere Ubereinstimmurigeshalb wur-
de bei weiteren Kultivierungsexperimenten bevoradgsszelle 2 verwendet. Lediglich bei
der Bestimmung der Sauerstoffkonzentrationen wdahar Kultivierung in. 4.1.5 musste
Messzelle 1 verwendet werden, da ein Einsatz deerStffsensoren in Messzelle 2 nicht

maoglich war.

4.1.2. Untersuchungen der Agglomeratbildung wahrend eineil estkultivierung von
Saccharomyces cerevisiae

Neben der Bestimmung der Zelldichte sind auch wgsteende Untersuchungen der Zellkul-
tur wie beispielsweise die Agglomeratbildung derfdieliber den Kultivierungsverlauf von
entscheidender Bedeutung. Daraus lassen sich Rilikse Uber das Teilungsverhalten der
Zellen und den Wachstumszustand einer Kultur exhalDafiir wurde analog zu 4.1.1 eine
weitere Kultivierung mit Messzelle 2 durchgefihridudie erhaltenen Daten weitergehend
ausgewertet. Wie in 3.1.3 beschrieben, lassenmsithler Bildanalysesoftware In-situ analy-
sis mit DYCC neben Informationen uber die Gesanitdan erkannten Kerne, die fur die
Zelldichtbestimmung verwendet wurden, auch die @esahl der erkannten Objekte sowie
die Anzahl an Einzelzellen, Doppelzellen und Zeltérn bestimmen. Es wurden alle diese
GroRRen Uber die Zeit aufgetragen und es wurdenenigal fir die jeweiligen Variablen FIA-
Peaks erhalten. Analog zu 3.4.1 wurden die Peaksilg Uber Integration der Peakflachen
ausgewertet. Aus diesen Integralwerten liel3 siagledbmen, welcher Anteil der detektierten
Objekte Einzelzellen, Doppelzellen oder Clusteremain Tabelle 4.1 sind exemplarisch fir
eine Kultivierungsdauer von 4 h die entsprecherfdéalntegrale sowie die Anteile zusam-

mengefasst.
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Tabelle 4.1: Integralwerte sowie Anteile von Einzekllen, Doppelzellen und Clustern, bestimmt mit dem
Multitester mit Messzelle 2 bei einer Kultivierungsiauer von 4 h

Integralwerte Anteil [%]
Objekte 171 -
Einzelzellen 58 33,9
Doppelzellen 65 38,0
Zellcluster 42 24,6
nicht klassifizierte Objekte 6 3,5

Es zeigt sich ein relativ hoher Anteil an Doppdiel(38,0 %), ein etwas niedrigerer Antell
von Einzelzellen (33,9 %) und deutlich weniger @ug24,6 %). Der verbleibende Anteil ist
auf nicht klassifizierbare Objekte zurtickzufihrdigses konnen schlecht fokussierte Zellen
aber auch Luftblasen oder Fremdpartikel sein. Digdseeil ist aber mit 3,5% relativ klein. In
Abbildung 4.4 sind die auf diese Weise gewonneneteife tber die gesamte Kultivierungs-
dauer aufgetragen. Weiterhin wurde die zugehorigeeWstumskurve dargestellt, damit die

entsprechenden Wachstumsphasen parallel verfolgtanekonnen
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Abbildung 4.4: Beobachtung des Anteils von Einzel#len, Doppelzel
Schuttelkolbenkultivierung von Saccharomyces cerevisiae

Am Anfang der Kultivierung, wahrend der lag-Phas@d sehr viele Einfachzellen (65%)
vorhanden, aber wenige Doppelzellen (25%) und s&mige Cluster (8%). Dies ist darauf

zuriuckzufuhren, dass hier kein Wachstum und danaih &

Eintritt in die exponentielle Wachstumsphase fér Anteil der Einzelzellen stark auf
25-30 % ab, wahrend sowohl Doppelzellen, als awgltldster ansteigen, was auf vermehrte
Zellteilung hindeutet. Die Doppelzellen erreichemischen 2 - 3 h ein Maximum von 52%,
daraufhin fallen sie wieder auf Kosten der Clustiez,nach 6 h ihr Maximum von 27% errei-

chen. Dies ist vermutlich darauf zuriickzufuhrenssdawéhrend der exponentiellen Wachs-

tumsphase die Zellteilung so schnell erfolgt, dasder vo

terzellen schon der néachste Teilungszyklus eingeleiird (Pseudomycels, vgl. 2.4.2), was
zur Clusterbildung fiihrt. Beim Eintritt in die statare Phase nimmt der Anteil an Einzelzel-

len wieder deutlich zu und steigt auf einen kortstiarWert von 55%. Gleichzeitig sinkt der

len und Zellclustern wahrend einer

aum Zellteilung stattfinden. Beim

lIstdndigen Abtrennung der Toch-

Anteil an Doppelzellen und Zellclustern jeweils aufen konstanten Wert von 21%.
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Zusammenfassung

Anhand des mit dem Multitester durchgefiihrten Stodi der Agglomeratbildung konnten
die einzelnen Wachstumsphasen der Kultivierung @ehiuger Anteile von Einzelzellen, Dop-
pelzellen und Clustern klar differenziert werdes.lieR3e sich auf diesem Weg eine Analytik
etablieren mit der detaillierte Informationen Ulden Wachstumszustand der Kultur erhalten
werden konnten. Das System ist mit seiner fortt#tthHen Bildauswertung also prinzipiell
auch fur tiefergehende Untersuchungen von Wachgionsssen bei Mikroorganismen ge-

eignet.

4.1.3. Parallele Beobachtung von 2 Kultivierungen

Eine wichtige Funktion des Multitesters bestehtijamehrere Kultivierungen parallel zu

beobachten. Hierdurch kann bei der Entwicklung @mdimierung neuer Kultivierungspro-

zesse der Einfluss verschiedener Kultivierungspatamauf den Wachstumsverlauf schnell
und vollstandig automatisiert untersucht werders Binstieg in derartige Untersuchungen
diente dabei eine Parallelkultivierung zweier Ku#rungen vonSaccharomyces cerevisiae

Zu Testzwecken wurden dazu zwei Kultivierungen amterschiedlichen Animpfzelldichten

untersucht. Der verwendete Messaufbau findet sigkbbildung 4.5.
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Abbildung 4.5: Messaufbau zur parallelen Untersuchag zweier Kultivierungen mit dem Multitester

Der Messaufbau ist dem in 4.1.1 dargestellten wsthriebenem sehr &hnlich, er wurde le-
diglich um eine zweite Kultivierung erweitert, diber Position 2 der Selektoren angeschlos-
sen wurde. Beim Start des entsprechenden Messawkitge der Injektor von Kultivierung 1
durchstromt und es erfolgte eine Injektion und Megs Zum Sterilisieren mit Isopropanol
(70%), Spulen mit VE-Wasser und Leerpumpen mitileteLuft, wurden nacheinander die
Positionen 3, 4 und 5 an Selektor 1 durchgeschaitdtalles tber Position 3 an Selektor 2
verworfen. Danach erfolgte an beiden Selektoreranschalterauf Position 2, so dass Kul-
tivierung 2 analog gemessen werden konnte. Am EedeZyklus wurde die Probenschleife
wieder mit Kultur 1 beftllt und der Zyklus neu gaset. Die gesamte Zyklusdauer betrug
30 min, so dass Kultivierungen 1 und 2 abwechsglrtbh min Abstdnden gemessen werden
konnten.

Die Kultivierungen erfolgten analog zu 6.4.1 imesn Inkubator fur 20 h bei 30°C und
200 rpm mit einer Glukosekonzentration von 28,6. gu Testzwecken wurde der Einfluss
der Animpfzelldichte auf den Kultivierungsverlauftimife des Multitesters untersucht. Dazu
wurde die Kulturen mit 30 mL (Kultur 1) und 15 mKultur 2) aus derselben Vorkultur ange-

impft. Die resultierenden Kultivierungsverlaufe égim Abbildung 4.6 dargestellt und wichti-
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ge MessgrolRen wie die Animpfzelldichte, die Dauerldg-Phase, die maximale Zelldichte
(Endzelldichte) sowie der Vermehrungsfak&ind in Tabelle 4.2 zusammengefasst. Der
Vermehrungsfaktor beschreibt hier die relative Zuma der Zelldichte Uber den gesamten

Kultivierungszeitraum und ist definiert als:

Vermehrungfaktor= Endzelldidite Gleichung 4. 1

Animpfzeltlichte

1,2x10° -
» Kultur 1: 30 mL Vorkultur

e Kultur 2: 15 mL Vorkultur
1,0x10° 1

1 EEEEEHIE P4

2 R
= bogt g
o
N, ST Y S
@ it o3t
<
(&)
S
Ko
N
| ! | ! | ! |
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Kultivierungsdauer [h]

Abbildung 4.6: Beobachtung zweier paralleler Kultiierungen vonSaccharomyces cerevisiae mit dem Mul-
titester unter Variation der Animpfzelldichte
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Tabelle 4.2: Zusammenfassung der Ergebnisse dernadlelen Beobachtung von 2 parallelen Kultivierun-
gen vonSaccharomyces cerevisiae mit dem Multitester unter Variation der Animpfzell dichte

Animpfzelldichte | Dauerlag- Endzelldichte
Al [Zellen/mL] Phase [h] | [Zellen/mL] | YE'Mehrungsfaktor
1 1,31-16 2 8,29-16 6,2
2 7,72-16 4 5,62-10 7.4

Insgesamt ist ein deutlicher Einfluss der Animptiehte auf das Wachstum der beiden Kul-
turen zu erkennen. Kultur 1 hatte eine wesentlictzdére lag-Phase als Kultur 2, eine hohere
Zelldichte scheint also ein schnelleres AnwachsanZelllen zu beginstigen. Die Steigungen
in der exponentiellen Phase waren bei beiden Kartwtwa gleich grofd und die resultieren-
den Zelldichten am Maximum waren wie erwartet fiultidr 1 deutlich gro3er als fur Kultur
2. Die relative Steigerung der Zelldichte, angegetherch den Vermehrungsfaktor, war aber
fur Kultur 2 grofer. Dies ist wahrscheinlich daraufiickzufihren, dass eine Kultur mit ge-
ringerer Animpfzelldichte bei gleichem Nahrstoffabgt entsprechend mehr Teilungszyklen
durchlaufen kann, bevor eine Limitierung auftrittidusie dadurch in eine stationédre Phase

eintritt.

Zusammenfassung

Das Wachstumsverhalten von 2 parallelen Kultivigemlie3 sich mit dem Multitester er-
folgreich analysieren. Es ergaben sich abhangig dem eingestellten Kultivierungsbedin-
gungen deutlich differenzierbare Wachstumskurveas Bystem ist also prinzipiell fur einen

Einsatz zur parallelen automatisierten Optimiervoiy Kultivierungsvariablen geeignet.

4.1.4. Parallele Beobachtung von 3 Kultivierungen

In diesem Abschnitt soll untersucht werden, ob slak verwendete Multitestersystem auch
fur die parallele Beobachtung von 3 Kultivierungesn Saccharomyces cerevisiagnet.
Dazu wurde der Messaufbau um eine weitere Kultivigrerweitert und zu Testzwecken er-
folgte wiederum eine Variation der AnimpfzelldichtdDer schematische Versuchsaufbau fur

die Messungen findet sich in Abbildung 4.7.
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Abbildung 4.7: Messaufbau zur parallelen Untersuchag von 3 Kultivierungen mit dem Multitester

Aufbau und Messprinzip sind dem fiir 2 Kultivierunge 4.1.3 sehr &hnlich, es wurden hier
lediglich Positionen 1, 2 und 3 beider Selektorenugzt, um die 3 Kultivierungen im Kreis-
lauf zu pumpen. Wahrend eines Messzyklus wurdeheiaander Proben aus den Kultivie-
rungen 1,2 und 3 gemessen und zwischen den Messenigégten Sterilisation, Spilen und
Leerpumpen jeweils Uber Positionen 4, 5 und 6 velel$or 1 und Uber Position 4 an Selek-
tor 2 wurden die Spulldsungen verworfen. Die gesanykluszeit betrug 30 Minuten wobei
zwischen den einzelnen Kultivierungen jeweils 1@ tagen.

Zum Testen des Systems wurden 3 Kultivierungenumiérschiedlichen Animpfzelldichten
untersucht. Die Kultivierungen erfolgten wiederumaldg zu 6.4.1 in einem Inkubator bei
30°C und 200 rpm uber einen Zeitraum von 14 h. Dadrtde je 30 mL (Kultur 1), 20 mL
(Kultur 2) und 10 mL (Kultur 3) derselben Vorkultaum Animpfen verwendet. Die aufge-
zeichneten Kultivierungsverlaufe finden sich in Abng 4.8 und die relevanten Messgro-
Ren der 3 Kultivierungsverlaufe, die Animpfzellkien, die Dauer der lag-Phasen, die maxi-
malen Zelldichten und die Vermehrungsfaktoserd in Tabelle 4.3 zusammengefasst.
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Abbildung 4.8: Beobachtung von 3 parallelen Kultiverungen vonSaccharomyces cerevisiae mit dem Mul-
titester unter Variation der Animpfzelldichte

Tabelle 4.3: Zusammenfassung der Ergebnisse der galelen Beobachtung von 3 parallelen Kultivierun-
gen vonSaccharomyces cerevisiae mit dem Multitester unter Variation der Animpfzell dichte

Animpfzelldichte | Dauerlag- Endzelldichte
i Zellen/mL] Phase [h] | [Zellen/mL] | Yermehrungsfaktor
1 8,76-18 1,5 8,08-10 9,2
2 5,84-16 2,5 6,09:10 10,4
3 3,21-16 3,5 5,06-10 15,8

Mit einer Zunahme der Animpfzelldichte sinkt dieu2a derlag-Phasen deutlich ab und die
resultierenden Zelldichten am Maximum steigen. €ieeitig sinkt aber der Vermehrungs-
faktor der Kulturen mit Zunahme der Animpfzelldierdeutlich ab. Es bestatigen sich dabei

die gleichen Trends, die schon fur 2 parallele iKigdtungen in 4.1.3 bei Variation der An-

impfzelldichte gefunden wurden. Auch eine paralldtgersuchung von 3 Kulturen v@ac-
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charomyces cerevisiagar mit dem entwickelten Multitestersystem mdgligluch hier erga-
ben sich klar differenzierbare WachstumskurverMagiation von Kultivierungsparametern.

Zusammenfassung

Es zeigte sich, dass das verwendete System auch Hesatz in komplexeren Systemen,

bestehend aus 3 Kultivierungen stabil funktioniég.lie3en sich auch hier mehrere Kultivie-

rungen mit klar unterschiedlichen Wachstumskurvaralfel beobachten. Das Potential des
eingesetzten Testsystems ist mit 3 parallelen Wahiingen ausgeschopft, durch den Einsatz
von Selektoreinheiten mit einer grol3eren Anzahl Ronts sollte eine Erweiterung auf mehr

Kultivierungen aber problemlos méglich sein.

4.1.5. Bestimmung der Sauerstoffsattigung wahrend der Kuiiierung

Nachdem die Méglichkeiten paralleler Kultivierungesit dem Multitester erfolgreich getes-
tet wurden, soll in diesem Abschnitt untersuchtdeer ob das System auch zur parallelen
Messung mehrerer Analyten wahrend eines Kultivigspnozesses geeignet ist. Dazu wurde
neben der Zelldichte auch die Sattigung mit gelasiauerstoff mit einem auf faseroptischen
Sensoren basierendem Messadapter bestimmt. Detekdamnte ausschlief3lich in Messzel-
le 1 eingesetzt werden und ist in 3.5.1 im Detaddirieben. Der verwendete Messaufbau ist
analog zu dem in Abbildung 4.1 dargestellten. Eslgte lediglich eine Sattigung des Trager-
stroms mit N und in die Messzelle wurde entsprechend der Adagitgebaut. Die verwen-
dete Testkultivierung erfolgte, wie in 6.4.1 beseben, in einem Inkubator bei 30°C und
200 rpm Uber 14 h mit einer Anfangs-Glukosekonzgiuin von 28,6 g/L und einer Animpf-
zelldichte von 5,6 - f0Zellen/mL. Eine Bestimmung der Sauerstoffsattigenfplgte alle
0,1 s. Es wurde zunachst gewartet, bis sich einmdlnie eingestellt hatte und dann der
Messzyklus mit Probeninjektionen in 15 min Inteleal gestartet. Die resultierenden FIA-
Peaks der Sauerstoffmessung lber die ersten 5 IKwévierung sind exemplarisch in
Abbildung 4.9 dargestellt.
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Abbildung 4.9: FIA-Peaks der Sauerstoffmessung midem Multitester bei einer Testkultivierung mit
Saccharomyces cerevisiae

Es lasst sich erkennen, dass die GroRRe der FlIAsPmdtkzunehmender Kultivierungsdauer
deutlich abnimmt; der Sauerstoff wird also wahrded Kultivierung verbraucht. Die Quanti-
fizierung der erhaltenen Peaks erfolgte wiederuer idoe Peakflachen, die durch Integration
in einem Intervall von 200 Messwerten um das Peakman bestimmt wurden. Die Um-
rechnung der resultierenden FlIA-Integrale in Wéiitedie Sauerstoffsattigung in der Probe
erfolgte Uber die in Abschnitt 3.5.2 erhaltenenu2dR-Kalibration. Diese weist 0 % Sauer-
stoffsattigung einen Integralwert von 0 zu, esalsb keine Unterscheidung von der Grundli-
nie moglich. Fur 100% Sauerstoffsattigung ergah sictsprechend durch Injektion von mit
Druckluft begastem VE-Wasser ein Integralwert v@i,6 £16,5; dies entspricht einem rela-
tiven Fehler von 2,4 %. Da wéhrend der Kultivierumg Einfachmessungen durchgefihrt
wurden, wurde dieser relative Fehler fur alle beneten Werte angenommen. Es erwies sich
aber als schwierig, Gber den gesamten Kultivierseigaum eine konstant mit,Nyeséattigte
Tragerlosung herzustellen. Dieses zeigt sich aaneierheblichen Drift der Grundlinie, der

bei der Integralbildung stets mit eingerechnet warchusste und den Fehler dieses Verfah-
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rens deutlich steigerte. Dieser zusatzliche duean @rundliniendrift bedingte Fehler wurde
auf £0,25% Sauerstoffsattigung abgeschatzt. Diesespricht in etwa dem Drift der Grundli-
nie wahrend einer Injektion. Um die Vorgehenswdiseder Auswertung, zu verdeutlichen
sind in Tabelle 4.4 exemplarisch fir 2 Werte nadhund 7 h Kultivierungsdauer, Integrale,

Grundlinienkorrektur sowie Fehlerrechnung dargéstel

Tabelle 4.4: Bestimmung der Sauerstoffsattigung whFehler mit dem Multitester an 2 Beispielwerten
wahrend einer Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae

nach 1 h nach 7 h
Integral (200 Werte)
[% O,-Séttigung] 3.984,3 4.338,5
Grundlinie
[% O,-Sattigung] 168 213
Integral nach Grundlinienkorrektur
[% O,-Sattigung] 624.3 705
Sauerstoffsattigung in der Probe
[% O.-Sattigung] 93,0 10,5
Fehler aus Standardabweichung 59 03
[%0,-Sattigung] ' '
Fehler aus Grundlinienkorrektur 74 74
[%0,-Sattigung] ’ '
Gesamtfehler (absolut)
[%0,-Sattigung] 9.6 07
Gesamtfehler (relativ)
[%] 10,3 73,3

Wie aus den dargestellten Beispielwerten deutletvdrgeht, sinkt im beobachteten Bereich
die Sauerstoffsattigung mit der Kultivierungsdaueer relative Fehler fur hohe Werte der
Sauerstoffsattigung in der Probe liegt mit 10,3r&inem tolerierbaren Bereich. Durch den
konstanten Fehler, der bei der Grundlinienkorrektusteht, ist bei der Messung kleiner Sau-
erstoffsattigungen aber ein relativer Fehler vofB®8 zu beobachten, was bedeutet, dass das
System flr die Bestimmung geringer Sauerstoffadttign ungeeignet ist.

Erganzend zu der online-Bestimmung der Sauerstoffasdg wurde, wie in 4.1.1 beschrie-
ben, auch die Zelldichte mit dem Multitester aufgelanet. Es erfolgte zudem eine manuelle
Probennahme in 1 h Intervallen und es wurden dateuKonzentrationen von Glukose und
Ethanol mittels Enzymelektrode (6.4.6) und Gasclatographie (6.4.5) bestimmt. Die Pro-
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ben wurden dazu sofort nach der Entnahme durchriegdtion (4.000 g) von Zellen befreit,
um ein Weiterwachsen und damit eine VeranderundgPdaibenzusammensetzung zu verhin-

dern. Der Verlauf all dieser Werte Uber den Ku#iivingszeitraum von 14h ist in Abbildung

4.10 gezeigt.
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Abbildung 4.10: Simultane Beobachtung von Zelldiche und Sauerstoffsattigung mit dem Multitester so-
wie Glukose und Ethanol Uber offline-Analytik

Es zeigt sich, dass wahrend der ersten 6 h deiviGuling die Sauerstoffsattigung nach einer
kurzen Anlaufphase von 30 min von 100% auf 0% Sao#sattigung abfallt. Gleichzeitig
durchlauft die Kurve der Zelldichte nach einer larrdag-Phasére exponentielle Wachs-
tumsphase, der hohe Sauerstoffverbrauch wird alschdlie intensive Zellteilung in diesem
Bereich hervorgerufen. Dieses korreliert damit,sd&dukose, mit einer Startkonzentration
von 28,6 g/L, als einzige C-Quelle in diesem Zeitnavollstandig aufgebraucht wird. Da
wahrend dieses Vorgangs die Sauerstoffsattigungadisenkt, ist der Stoffwechsel der beob-
achteten Hefen auch partiell anaerob, was an deatfue des durch Fermentation gebildeten
Ethanols zu sehen ist. Die Ethanolkonzentratiom&th 7 h auf ihren Maximalwert von
7,5 g/L angestiegen. Nach etwa 7 h beginnt die IStfésattigung wieder steil bis auf 100%
anzusteigen. Dies ist vermutlich darauf zurtickztdihdass sich die Zellkultur nun in ihrer
stationdren Phase mit reduzierter Zellteilung lkftrund somit der Sauerstoffverbrauch deut-
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lich kleiner ist. Der Anstieg der Sauerstoffsattigust auf den kontinuierlichen Sauerstoffein-
trag innerhalb des Schiittelkolbens zurickzufiihach etwa 9 h ist wiederum ein langsa-
mer Abfall der Sauerstoffsattigung zu beobachtdeicBzeitig ist in diesem Zeitraum auch
eine leichte Abnahme der Ethanolkonzentration abifgh. nach 14 h zu beobachten. Dies ist
vermutlich auf den in 2.4.2 erwahnten Diauxie-Effeirtickzufihren. Die Hefe stellt unter
aeroben Bedingungen ihren Stoffwechsel um und efnstchselt das fermentativ produzier-
te Ethanol. Die Initiation einer weiteren exponel&in Wachstumsphase, wie sie in vollstan-
dig aerob gefiihrten Kultivierungen zu finden isthk jedoch nicht beobachtet werden, da die
Sauerstoffmenge dafur wohl nicht ausreicht. Edaston auszugehen, dass basierend auf dem
Diauxie-Effekt lediglich ein leichtes Wachstum dé&glldichte erfolgen kann, dass aber bei
allen durchgefuhrten Kultivierung durch die Streguwter Messwerte bei langen Kultivie-
rungsdauern und hohen Zelldichten tberlagert wurgdksomit nicht klar nachgewiesen wer-

den konnte.

Zusammenfassung

Es zeigt sich, dass der Verlauf der Sauerstoftgity Uber die Kultivierung mit dem Multi-
tester qualitativ richtig wiedergegeben werden kenks besteht eine sinnvolle Korrelation
mit der Zelldichte und der Glukose- und Ethanollenteation. Prinzipiell ist das entwickelte
Multitestersystem also fur die parallele Beobactorehrerer Analyten geeignet. Es ergaben
sich aber einige Probleme, die vor allem aus dgleichmafigen Sauerstoffkonzentration im
Tragerstrom und der damit zusammenhangenden itestabrundlinie resultierten. Weiterhin
erwies es sich fur die Genauigkeit der Methodenatshteilig, dass lediglich eine Zweipunkt-
kalibration moglich war. Die aus diesen Problemesultierenden konstanten Fehlerwerte
sorgen daflr, dass das System fur die Bestimmuwedyiger Sauerstoffkonzentrationen unge-
eignet ist. Es ist daher fraglich, ob eine FIA bdasi Bestimmungsmethode zur Messung der

Sauerstoffkonzentration am besten geeignet ist.

4.1.6. Bestimmung der Sauerstoffsattigung in einem Durchilsssystem bei einer Schut-
telkolbenkultivierung von Saccharomyces cerevisiae

Da die mit dem Multitester bestimmten Werte flur 8suerstoffsattigung aufgrund der hohen
Fehler bei geringen Werten relativ ungenau sindd wi diesem Abschnitt ein alternativer
Messaufbau, basierend auf kontinuierlichem Durdsfloeschrieben. Dieser bietet den Vorteil

erhohter Genauigkeit, da die Sauerstoffsattigungiehkleineren Messintervallen direkt ge-
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messen werden kann, und kénnte so als Referenzdeetindie Sauerstoffmessung mit dem
Multitester fungieren. Hauptnachteil dieses Veréas ist aber, dass nur eine Kultivierung
gleichzeitig Uberwacht werden kann.

Dazu wurde wahrend einer Schuttelkolbenkultiviermog Saccharomyces cerevisiger in
3.5 beschriebene Messadapter mit dem faseroptis8ararstoffsensor und Messzelle 1 di-
rekt an eine Schuttelkolbenkultivierung angescldns®ie Kultivierungsbrihe wurde konti-
nuierlich mit einem Volumenstrom von 6,1 mL/min ikreislauf durch die Messzelle ge-
pumpt und die Sauerstoffsattigung direkt alle 0,demessen. Zur Sterilisierung wurde die
Messzelle vor ihrem Anschluss fur 5 min mit 70%nAgksopropanol gespilt. Der Messaufbau
findet sich in Abbildung 4.11.

Messzelle 1 +
Messadapter

fur Sauerstoffmessung

I > ‘ Pumpe H

= 1

Kultivierung

Abbildung 4.11: Bestimmung der Sauerstoffsattigungn einem Durchflusssystem bei einer Schuttelkol-
benkultivierung von Saccharomyces cerevisiae

Die Kultivierung erfolgte analog zu 6.4.1 bei 30ZD0 rpm mit einer Anfangsglukosekon-
zentration von 28,6 g/L und einer Animpfzelldichien 5,6 - 10 Zellen/mL Uber einen Zeit-
raum von 15 h in einem Inkubator. Die mit dem Ssisdisensor aufgezeichneten Werte der

Sauerstoffsattigung sind in Abbildung 4.12 UberKiidtivierungsdauer aufgetragen.
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Abbildung 4.12: Sauerstoffsattigung wahrend einer &nittelkolbenkultivierung von Saccharomyces cere-
visiae in einem Durchflusssystem

Auch in dem untersuchten Durchflusssystem ist zmbhehten, dass der geldste Sauerstoff
am Anfang der Kultivierung verbraucht wird und n&h auf 0 abféllt. Es zeigt sich, dass in
diesem Bereich sowohl Multitester als auch Durd#tystem einen ahnlichen Verlauf auf-
zeigen. Die Abweichungen zwischen den beiden Syastesind wohl darauf zurickzufihren,
dass unterschiedliche Kulturen mit leicht abweiden\Wachstumscharakteristika untersucht
wurden. In diesem Bereich werden die Ergebnissdvildistesters also durch das Durchfluss-
system bestétigt.

Ein Anstieg der Sauerstoffsattigung durch den kamtsnh Sauerstoffeintrag im Schuttelkol-
ben ist in dem Durchflusssystem dagegen zunachkt festzustellen. Dieses ist vermutlich
darauf zurtickzufiihren, dass sich mit zunehmendén@rungsdauer vermehrt Zellen in der
Messzelle absetzen und die Zelldichte dort danutlaéd grofer ist als im Kolben. Entspre-
chend wird aller Sauerstoff verbraucht bevor er 8ensor erreichen kann. Mit fortschreiten-
der Kultivierungsdauer, bei sehr hoher Zelldicmealer Messzelle, kommt es wahrscheinlich
aufgrund mangelhafter Nahrstoffversorgung zu eindosterben der Zellen, so dass nach
etwa 14 h die Sauerstoffsattigung wieder anstégt.also bei langen Kultivierungsdauern

und hohen Zelldichten die Verhéltnisse im Kolbechhimehr richtig wiedergegeben werden
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konnten, und beispielsweise ein Studium des Diabkfiektes nicht moglich war, erwies sich
das Durchflusssystem als Referenz als weniger gekeig

Durchflusssysteme dieser Art konnten aber durcfimudas Studium von Kultivierungen mit
geringerer Zelldichte natzlich sein, da hier diefabe eines Anhaftens der Zellen in der
Messzelle weniger grol3 ist; dies kbnnten beispieissvKultivierungen tierischer Zellen sein.
Hier kbnnte das System beispielsweise auch gemdmtien, um im stopped-flow Betrieb
Sauerstoffabbauraten durch Zellen aufzunehmen, miaglem Multitester im FIA-Betrieb

nicht zu realisieren ist.

4.1.7. Theoretische Berechnung des Sauerstoffeintrags imnem Schuttelkolben wéh-
rend einer Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae

Um die mit dem Multitester bestimmten Werte fur Si@uerstoffsattigung weiter zu verifizie-
ren, wurden theoretische Berechnungen angesteiltdénen aus dem theoretischen Sauer-
stoffverbrauch der Hefe und dem Sauerstoffeintragem verwendeten Schittelkolben die
Sauerstoffsattigungen berechnet wurden. Es hasadltum ein Verfahren, bei dem uber ei-
nen Zeitraum von 14 h jeweils in Berechnungsintéemavon t = 900 s Werte fur die Sauer-
stoffsattigung berechnet wurden. Die Ergebnisweetevorherigen Berechnung wurden dabei
als Startwert fur die nachste Rechnung verwendetw&rde zum Anfang der Kultivierung
von einer Sauerstoffsattigung von 100% ausgegarigenin einem Berechnungsintervall t

verbrauchte SauerstoffmenggRmwraucHberechnet sich nach:

Noaverbrauch [0 O2] = Qo2 - t - Zelldichte - V Gleichung 4. 2

Dabei steht V fur das Volumen der Kultivierung diesem Fall 350 mL, die Zelldichte wurde
aus Messungen mit dem Multitester erhalten usdsy die spezifische Sauerstoffaufnahme-
rate. Fir eine nicht wachsende Hefe findet sich ider Literatur
oz = 15 pmol @ - grere* - H* ”°. Mit dem Wissen, dass 1 g Hefe in etwd®Zellen (expe-
rimentell bestimmt vgl. 6.3.2 ) entspricht l|asstchsi dieser Wert umrechnen zu
Qo2 = 1,33 - 137 g O, - Hefezellé - s'. Der so erhaltene Wert wurde fiir die Berechnung de
Sauerstoffabnahme wéhrend der lag — Phase (0 -h),ubd der stationaren Phase (7 — 14 h)
herangezogen. Wachsende Hefezellen hingegen habaregen um den Faktor 2 héheren

Sauerstoffverbrauéfl, weshalb wahrend der exponentiellen Phase (15 16)%&in Wert von
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Joz2 = 2,66 - 10’ g0 - Hefezelld - s'verwendet wurde. Die in einem entsprechenden Zeit-

intervall t eingetragene Sauerstoffmenge-hragberechnet sich nach:

81 .
nOZeintrag [g 02] = KLa “t-Vo (§é\ttigung_ q_tisung) Glelchung 4.3

Dabei ist der Ka-Wert ein spezifischer Stoffiibergangskoeffizigint $auerstoff, geldst in
Wasser. Er ist sehr stark von der Austauschflaghischen Flissig- und Gasphase abhangig
und muss zumeist experimentell bestimmt werdemleinLiteratur wurde fur einen in diesen
Experimenten verwendeten Schiittelkolben mit Sclakalpei einer Schittelgeschwindigkeit
von 200 rpm ein Wert von & = 0,076 & # gefunden. Weiterhin hangt der Sauerstoffeintrag
sehr stark vom Konzentrationsgradienten des Safisrét der Losung ab. Dieser setzt sich
aus der Sattigungskonzentration von Sauerstoff iras8@r (dies sind fur 30°C
Csattigung= 7,55 - 10 g/L*) und der tatséchlichen Konzentratiqpsggin der Lésung zusam-
men. Diese Konzentrationgungist ohne Messung eigentlich nicht zuganglich. Réskvur-

de als Naherungsrechnung zunéchst der Sauerstoffveh Boversrauciim Intervall t berech-
net und daraus die Konzentrationsgng unter der Vorraussetzung bestimmt, dass Sauerstoff
abbau und Sauerstoffeintrag unabhangige Vorganmgk die hintereinander ablaufen. Der

Wert fiir G ssungberechnet sich damit nach:

I — nOZstart B n02verbrauch .
Losung vV Gleichung 4. 4

Dabei ist R2siart die am Anfang des jeweiligen Intervalls vorhand&aierstoffmenge und
V = 0,35 L das Volumen der Kultivierung. Aus died&iherungsrechnung ergibt sich immer
ein zu hoher Wert fir deinrag, da Stets der maximale Konzentrationsgradient momgenen
wurde, dieser Fehler wurde aber bei diesem Mod#driert. Die endgultige Sauerstoffkon-

zentration gesamfUr das jeweilige Intervall berechnet sich dana¢m:

- nOZstart - nOZverbrauch + nOZeintrag

(s =
esamt
’ \

Gleichung 4. 5

Die Sauerstoffsattigung in [%] flr das jeweiligadrvall berechnet sich dann entsprechend

nach:
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_ c
Sauerstoffattigung= —=2™ 100 Gleichung 4. 6
Séttigung

Die durch diese Rechnung erhaltenen theoretischertie/gind in Abbildung 4.13 den expe-

rimentell mit dem Multitester erhaltenen Werten gpgigbergestellt.

110~ —=— gemessen

1:2__ HE\E erechnet \YE

s \ H
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% 504 {\ \.\. E\

a‘é 40 E\H ! ﬂ
I :

10

0 2 4 6 8 10 12 14
Kultivierungsdauer [h]

Abbildung 4.13: Gegenuberstellung der Sauerstoffstigungen aus theoretischen Berechnungen und Mes-
sungen mit dem Multitester

Es zeigt sich, dass in den ersten 8 h der Kultiigrdie gemessenen Werte sehr gut mit den
theoretisch berechneten tbereinstimmen. Dabeigerdi@lr Abfall der Sauerstoffkonzentration

beim Eintritt in die exponentielle Phase bei den ggsanen Werten deutlich schneller. Daflr
erfolgt der Anstieg der theoretischen Werte beintriinn die stationare Phase schneller als
bei den experimentellen Werten. Beide Phanomera wathrscheinlich auf die erwahnten

Fehler im verwendeten Modell zuriickzufiihren. Dattleoretisch berechnete Sauerstoffein-
trag deutlich hoher ist als in der Realitat, fédié Sauerstoffsattigung bei den theoretischen
Werten entsprechend nicht so schnell ab und steichh schneller wieder an. Der Bereich ab

einer Kultivierungsdauer von 9 h kann durch dieotbschen Werte nicht richtig wiederge-
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geben werden. Die Stoffwechselumstellung der HatérEthanol als Nahrungsquelle konnte
nicht berechnet werden, da.gNerte fur auf Ethanol wachsende Hefen in der hit@r nicht

zu finden sind.

Zusammenfassung

Eine Durchflussmessung als Referenzmethode zeigien ersten 7 h der Kultivierung eine
gute Ubereinstimmung mit den Multitesterwerten. Ringere Kultivierungsdauern erwies sie
sich hingegen als ungeeignet, weshalb zusatzliebréische Berechnungen des Sauerstoff-
verlaufes durchgefuhrt wurden. Trotz einigen groNé@herungen und Annahmen im verwen-
deten Modell zeigte sich eine gute Ubereinstimmmwigchen theoretisch berechneten und
experimentell bestimmten Werten wéahrend der er8tander Kultivierung. Dies zeigt, dass
der Verlauf der Sauerstoffsattigung wahrend eirestKultivierung vorSaccharomyces cere-

visiaemit dem Multitester auch quantitativ korrekt bestinwerden konnte.

4.2.  Zellkultivierungen mit Bacillus megaterium

Nach intensivem Studium vdBaccharomyces cerevisiaés Beispielorganismus soll in die-

sem Abschnitt untersucht werden, ob das Multitegsgem auch zur Beobachtung anderer
Organismen geeignet ist. Dazu wurden erste Unteusigen mit einem Produktionsstamm

von Bacillus megateriundurchgefihrt. Dieser Organismus wurde ausgewaigit, er leicht

zu kultivieren, biotechnologisch bedeutsam und raurfd seiner Grél3e sehr gut fur lichtmi-

kroskopische Untersuchungen geeignet ist (vgl.32.45eine Grol3e liegt zudem mit einer
Breite von 1,5 um und einer Lange von 4 um im Béreion Saccharomyces cerevisiae

(d = 3-8 um) so dass prinzipiell samtliche Einsteflen des Multitesters, die auf einer Opti-
mierung mit Saccharomyces cerevisidmsieren (vgl. 3.4) auch fiBacillus megaterium

Ubernommen werden konnten.

4.2.1. Bacillus megaterium pMM1525

Fur die Testkultivierungen mBacillus megateriunwurde ein Produktionsstamm (MS 941,
pRBBmM15, PxylA-SPIlipA-lev773His) eingesetzt, demvBrof. Dr. Dieter Jahn (Institut fir
Mikrobiologie, Technische Universitat Braunschwezgy Verfiigung gestellt wurde. Er wird
in biotechnologischen Prozessen zur extrazellul&eyduktion des Enzyms Levansucrase
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eingesetzt und enthélt das Levansucrasegeraotobacillus reuterund das Plasmid pMM
1525, das die Xylose basierte Produktion und Siekreton Proteinen iBacillus megaterium
ermoglicht. Der Stamm enthélt als Selektionsmarkesétzlich eine Resistenz gegen das An-
tibiotikum Tetracyclin. Fur ndhere Informationen dem Stamm sei auf die entsprechende

Literatur verwiesel.

4.2.2. Testkultivierungen und Auswertungen mit dem Multitester fir Bacillus megate-
rium

Die Kultivierungen vonBacillus megateriunerfolgten in einem Schittelkolben in 350 mL
LB-Medium (vgl. 6.3.5) in einem Inkubator bei 37 2@d 200 rpm Uber einen Zeitraum von
7 h, wobei mit einer Gefrierkultur angeimpft wurd@ne genaue Kultivierungsvorschrift fin-
det sich im Anhang (6.4.3).

Der Versuchsaufbau fur die Messungen mit dem Magtér ist analog zu dem in Abbildung
4.1 dargestellten und auch das Messverfahren éfisjgiem firSaccharomyces cerevisjae
wie es in 4.1.1 beschrieben ist. Es wurde abeallen Messungen ausschliel3lich Messzelle 2
eingesetzt. Die Einstellungen am Multitester waeeme Messzonenhdhe von 125 um, ein
Volumenstrom vor\? = 6,1 mL/min und ein Injektionsvolumen von 500 pli¢e sie sich aus
dem Optimierungsprozess in 3.4 ergaben.

Zur Auswertung der mit dem Mikroskop aufgenommeBdder stand kein spezieller Bild-
analysealgorithmus fiBacillus megateriunzur Verfigung, weshalb auch hier der DYCC
(vgl. 3.1.3) herangezogen wurde. Als BezugsgroRelevhier die Gesamtzahl der detektier-
ten Objekte verwendet. Dies ist mit einem deutlicbi3eren Fehler verbunden, da mdgliche
Verunreinigungen und Luftblasen mitgezahlt werdaieser Fehler wurde aber fur die hier
beschriebenen ersten Testversuche toleriert. Inlduoig 4.14 sind typische mit dem Multi-

tester aufgenommene Bilder nach unterschiedlichétiierungsdauer dargestelit.
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Abbildung 4.14: Beispielbilder vonBacillus megaterium aufgenommen mit dem Multitester nach A) 3 h
und B) 7h Kultivierungsdauer

Am Anfang der Kultivierung ist die stdbchenférmi§&uktur der Bakterien klar zu erkennen
und die Zellen lassen sich uUber die Objektdetekkilam registrieren. Nach einer Kultivie-
rungsdauer von 7 h sind vermehrt Zellen mit gekriienrStruktur vorhanden, dies kénnten
tote Zellen sein. Sie sind Uber die Objekterkenndeg DYCC schwerer zu erfassen und nei-
gen in diesem Zustand vermehrt zu Agglomeratbildidigse Agglomerate tendierten zum
Verstopfen der Messzone, weswegen eine Kultiviesdager Uber 7 h keine sinnvollen Er-
gebnisse erbrachte. Es zeigt sich, dass auclBdiaillus megateriunMorphologieuntersu-
chungen der Zellen mit dem Multitester méglich sihit einem geeigneten Auswertealgo-
rithmus lieBe sich damit moglicherweise ein SysmmUnterscheidung von lebenden (stab-
chenférmigen) und toten (gekrimmten) Zellen etabtiewas im Rahmen dieser Arbeit je-
doch nicht weiter verfolgt werden konnte.

Ein typischer FIA-Peak fiBacillus megateriummaufgenommen nach einer Kultivierungsdau-
er von 3 h, bei einer durch offline-Bestimmung siiter Neubauer-Kammer ermittelten Zell-
dichte von 6 - 10Zellen/mL ist in Abbildung 4.15 dargestellt. Diradog zu 3.4.1 durchge-
fuhrte Auswertung der Peaks durch eine BestimmuargPeakflachen mittels Integration er-
gab ein Integralwert von 70 Objekten.
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Anzahl detektierter Objekte
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Abbildung 4.15: FIA-Peak fur Bacillus megaterium aufgenommen nach einer Kultivierungsdauer von 3 h
und einer Zelldichte von 6 - 10 Zellen/mL

Die fur eine Beispielkultivierung tber die gesardtdtivierungsdauer von 7 h mit dem Mul-
titester gemessenen Integralwerte finden sich ibildbng 4.16. Dabei wurde mit einer durch
offline-Z&hlung bestimmten Animpfzelldichte von 8@ Zellen/mL gearbeitet, wahrend die
Endzelldichte nach 7 h 1 - 1Bellen/mL betrug.
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Abbildung 4.16: FIA-Integrale fir Bacillus megaterium, aufgenommeniber einen Kultivierungsdauer von
7h

Es zeigt sich, dass fir die Kultivierung v@&acillus megateriuneine typische sigmoide
Wachstumskurve aufgezeichnet werden konnte. Edb esigh eindag-Phase von O - 2 h, dar-
an schloss sich eine exponentielle Wachstumsphgstieanach etwa 5 h Kultivierungsdauer
in eine stationdre Phase Uberging. Da wahrend dé#ivkerung jeder Wert nur einfach ge-
messen wurde, wurden zur Kalkulation der Messfgblsgeils die Integralwerte in der statio-
naren Phase (5 - 7 h) verglichen, da die Zelldicltg einen konstanten Wert aufweist. Es
ergab sich ein Durchschnittswert von 123,3 + 12bjekten und somit ein relativer Fehler
von 10 %. Dieser wurde fir alle weiteren Messurgggenommen. Der Fehler ist somit deut-
lich groRRer als fuGaccharomyces cerevisjdger wurden fir Messzelle 2 nur 4,2 % ermittelt
(vgl. 3.4.1). Der wesentlich gro3ere Fehler Bacillus megateriunist vermutlich darauf zu-
ruckzufiihren, dass lediglich Objekte mit dem DYCé&€z&hlt wurden und somit Luftblasen
und Verunreinigungen wie Zellen detektiert und dei Berechnung der Integrale mitgezahit

wurden.
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4.2.3. Kalibration des Multitesters mit Bacillus megaterium

Um den Uber die Kultivierungsdauer aufgezeichnétéegralwerten entsprechende Zelldich-
ten zuzuordnen wurde eine Kalibration durchgefiibeizu wurden 3 Testkultivierungen mit
Animpfzelldichten von 4,5 - 04,8 - 18 und 5,6 - 10Zellen/mL mit dem Multitester ge-
messen und jeweils in 30 min Intervallen offlineben gezogen und diese mit einer Neubau-
er-Kammer ausgezahit. Die erhaltenen FIA-Integnaleden dann gegen die eingesetzte Zell-

dichte aufgetragen. Die resultierende Kalibrati@made ist in Abbildung 4.17 dargestellt.
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Abbildung 4.17: Kalibrationsgerade fiir Bacillus megaterium

Es ist eine gute lineare Korrelation zwischen deltdichte und den FIA-Integralen zu erken-
nen. Es errechnet sich eine Steigung von A = 108 -Objekte - mL - Zelleif (Y = A - X)
und ein BestimmtheitsmaR vorf R 0,9916. Der Messbereich ist hier durch das Waahs
der entsprechenden Testkultivierungen limitiert liedt zwischen 4,5 - 2@ellen/mL und
1,7 - 16 Zellen/mL. Die Wiederfindungsrate liegt mit 0,00%Lauf einem &hnlich schlechten
Niveau wie sie fur eine Kultivierung vd®daccharomyces cerevisiagt Messzelle 2 gefunden
wurde (vgl.3.4.4).
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Um die so erhaltene Kalibration zu testen, wurde eveitere Testkultivierung mit dem Mul-
titester analysiert, die resultierenden FIA-Intégraber die Kalibrationsgerade in Zelldichte
umgerechnet und diese dann mit fir die Kultiviergegnessenen offline-Werten verglichen.
Die Ergebnisse finden sich in Abbildung 4.18.
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Abbildung 4.18: Beobachtung einer Kultivierung vonBacillus megaterium mit dem Multitester und durch

Handzé&hlung mit einer Neubauer-Kammer.

Es zeigt sich eine gute Ubereinstimmung zwischanrdié dem Multitester bestimmten und
den offline-Werten. Die erstellte Kalibration ids@ geeignet, um die FIA-Integrale einer un-

bekannten Kultivierung korrekt in Zelldichte umzcineen.

Zusammenfassung

An den in diesem Abschnitt durchgefiihrten erstestviegsuchen miBacillus megaterium
zeigt sich, dass der Multitester nelfemccharomyces cerevisiaech erfolgreich fir die Un-
tersuchung anderer Mikroorganismen verwendet wek@dem. Trotz des fur diesen Zelltyp

nicht ausgelegten Bildauswertungsalgorithmus koraaieh mit der Objektdetektion des
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DYCC der Kultivierungsverlauf richtig wiedergegebend Uber eine geeignete Kalibration
guantifiziert werden. Es zeigt sich zudem, dassdmltenen Bilder voBacillus megaterium

prinzipiell auch eine Morphologieanalyse und mdghiaveise eine Unterscheidung zwischen
lebenden und toten Zellen erméglichen. Um diesé®emau studieren, misste aber ein fur

diesen Zelltyp optimierter Auswertealgorithmus eokelt werden.

4.3. Parallele Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae und Bacillus

megaterium

Um das Potential des entwickelten Multitesters evertiu testen, wurde in diesem Abschnitt
untersucht, ob sich das System prinzipiell auchpauallelen Untersuchung unterschiedlicher
Organismen eignet. Dazu wurde als erster TestRamallelkultivierung vorSaccharomyces
cerevisiaeund Bacillus megateriundurchgefiihrt und mit dem Multitester beobachtet.

Der verwendete Messaufbau ist analog zu dem inldinbbg 4.5 und auch das Messverfahren
entspricht dem fiir zwei parallele KultivierungennvBaccharomyces cerevisja®ie es in
Abschnitt 4.1.3 im Detail beschrieben ist. Die Ku#rung beider Organismen erfolgte in
einem Inkubator bei 37°C und 200 rpm Uber einerrZign von 8 h. Detailliertere Kultivie-
rungsvorschriften fur die jeweiligen Organismerdén sich in 6.4.1 und 6.4.3. Die resultie-
renden Kultivierungsverlaufe sind in Abbildung 4 d#rgestellt.
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Abbildung 4.19: Kultivierungsverlaufe bei paralleler Untersuchung vonBacillus megaterium und Saccha-
romyces cerevisiae mit dem Multitester.

Fur beide Kultivierungen zeigte sich wie erwartet typischer sigmoider Wachstumsverlauf.
Bei Saccharomyces cerevisiaairde ein sehr schnelles Anwachsen der Kultur aine lag-
Phase beobachteDies war wahrscheinlich sowohl auf die relativ hohnimpfzelldichte
von 1,3 - 16 Zellen/mL als auch auf die im Vergleich zu 4.1 tiieh erhéhte Kultivierungs-
temperatur zuriickzufihren. Es wurde eine exponnti®achstumsphase beobachtet, die
nach etwa 6 h in eine stationdre Phase mit eirsefitierenden Zelldichte von 4,8 - ®1Pel-
len/mL (berging. FiBacillus megateriumwvar bei einer Animpfzelldichte von 1,4 -°1€ine
relativ lange lag-Phase von 3,5 h zu beobachterarDschloss sich auch hier eine exponen-
tielle Wachstumsphase an, die nach 6,5 h in eat®rtire Phase mit einer Endzelldichte von
1,5 - 10 Zellen/mL uberging. Eine Untersuchung der Kreuzaotination durch beide Orga-
nismen erfolgte visuell durch Beispielbilder vomdender jeweiligen Kultivierung, die in
Abbildung 4.20 gezeigt sind. Es konnte dabei k&rnesuzkontamination nachgewiesen wer-

den.
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Abbildung 4.20: Beispielbilder nach 7 h bei einer arallelen Kultivierung von A) Saccharomyces cerevisiae
und B) Bacillus megaterium

Zusammenfassung

Es zeigt sich, dass die Kultivierungsverlaufe \RBarcillus megateriunund Saccharomyces
cerevisiaeerfolgreich parallel aufgezeichnet werden konni2as entwickelte Multitestersys-
tem ist also prinzipiell auch fir die parallele Bachtung mehrer Mikroorganismen geeignet.
Eine Kreuzkontamination konnte dabei nicht beobetolerden.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

5.1. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein auf dem In-sitikrbskop basierendes atline betriebenes
Multitestersystem entwickelt, optimiert, kalibriemhd an Beispielkultivierungen vdaccha-
romyces cerevisiagnd Bacillus megateriungetestet.

Es erfolgte die Entwicklung von zwei Messzellere deversibel Gber die Messzone des In-
situ Mikroskops geschoben werden konnten und kdiwefon Fluid durchstrémt wurden.
Dabei hatte Messzelle 1 sehr groRe Stromungstatzathe in der optimierten Messzelle 2
durch spezielle Einsatze eliminiert wurden. Zur @keerisierung der Messzellen wurde eine
Verweilzeitverteilung aufgenommen; dabei ergab sithdeutlicher Einfluss der jeweiligen
Messzellen. So stieg die mittlere Verweilzeit vorineen System ohne Messzelle
(tmittet = 0,22 min) Uber Messzelle 2nftei = 0,28 min) hin zu Messzelle 1yt = 0,43 min)
stark an. Zudem nahm die Peakbreite, ausgedriickhdiie Varianz um den Mittelwert, in
gleicher Weise zu. Ein deutlicher Einfluss der Mesenhthe des Mikroskops auf die Ver-
weilzeit konnte nicht festgestellt werden. Bei eiémulation der Stromungsverhaltnisse in
Messzelle 2 ergab sich, dass die Detektionszonddesskops in der Hauptstrémungszone
lag und das System deshalb fur eine Durchflussmesgtinziell geeignet ist. In grof3en Tei-
len der Messzone waren jedoch Stromungstotzondramden, weswegen Sauerstoffsensoren
bevorzugt in der Nahe des Fluideinlasses plataierden.

Zur Steuerung und automatisierten atline-Probenealhorde ein FIA-System bestehend aus
zwei 6-Port-Selektoren und einem 6-Port-Injektawig einer Peristaltikpumpe entwickelt.
Es wurde eine Steuerung Uber eine Relaisbox und anview basiertes Steuerprogramm
realisiert. Ein Studium ergab fur das FIA-Systemeeniedrige Dispersion mit D = 2,25.
Wurden entsprechend die Messzellen eingefligt, diee®ispersion deutlich an; es ergab sich
fur Messzelle 2 D = 4,66 und fir Messzelle 1 eiertwon D = 15,12.

Mit definierten Proben des Testorganisnsccharomyces cerevisiaeurde ein Auswer-
tungsverfahren, basierend auf einer Bestimmungletektierten Kerne wahrend der Injektion
einer bestimmten Probe in den Tragerstrom, etabker erfolgte dann eine Integration der
resultierenden FIA-Peaks und die resultierendegghalwerte wurden als relevante Messgro-
Ren verwendet. Es wurde ein Vergleich der beidesslelen durchgefihrt, wobei sich fur
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Messzelle 1 deutlich gro3ere Integralwerte ergablandie Messzelle langsamer durchstromt
und somit Zellen haufig doppelt gezahlt wurden. Béide Messzellen ergaben sich gut re-
produzierbare Werte, wobei der relative Fehlemigsszelle 1 mit 5,7 % etwas hoher lag als
fur Messzelle 2 mit 4,2 %. Basierend auf dieseadrdlwerten erfolgte eine Optimierung von
Volumenstrom, Messzonenhdhe und InjektionsvolumenFlA. Als bester Volumenstrom
ergab sich ein Wert von 6,1 mL/min. Eine Reduktites Volumenstroms fuhrte dazu, dass
sich vermehrt Zellen permanent in der Messzonesdeden. Als optimale Messzonenhdhe
ergaben sich 125 um. Darunter waren die ermittdiérgralwerte deutlich kleiner und die
Empfindlichkeit damit gering. Bei groReren Zonenddlwurden die Zellen nicht mehr kor-
rekt fokussiert und es ergab sich ein hoherer Aateinicht klassifizierbaren Objekten. Das
Injektionsvolumen wurde trotz hohem Probenverbraaich500 pL eingestellt, da ein redu-
Ziertes Volumen zu geringeren Integralwerten unaitainer um eine GréfRenordnung redu-
zierten Empfindlichkeit sowie grél3eren Fehlern téhr

Um den erhaltenen Integralwerten entsprechendalidielen zuzuordnen, wurde eine Ka-
libration mit verschiedenen Zelldichten vBaccharomyces cerevisidarchgefiihrt. Es ergab
sich fir beide Messzellen eine gute lineare Koti@tazwischen Integralwerten und der Zell-
dichte in einem Messbereich von 121®- 1¢ Zellen/mL. Bei kleineren Zelldichten waren zu
wenige Zellen fir eine sinnvolle Auswertung detetdiar und bei héheren Zelldichten kam es
zu Loslichkeitsproblemen der eingesetzten Hefe eimkem vermehrten Verstopfen der
Schlauche.

Es wurden kommerziell erhaltliche faseroptischee$stoffsensoren in die Messzelle 1 integ-
riert und im FIA-Betrieb getestet und kalibriertaz wurde der Tragerstrom der FIA mig N
gesattigt und es wurden mit Druckluft begaste Pmoingziert. Es wurden reproduzierbare
FIA-Peaks erhalten, die wiederum durch Integratoisgewertet wurden. Es war lediglich
eine Zweipunktkalibration aus Grundlinie (0 % Satwffsattigung) und mit Druckluft gesat-
tigter Probe (100 % Sauerstoffsattigung) moéglictobieme ergaben sich zudem durch eine
ungleichméaRige Sauerstoffkonzentration im Tragenstrwas sich an einer instabilen Grund-
linie zeigte.

Mit Hilfe der erstellten Kalibrationsgeraden undndeptimierten Einstellungen wurde das
Multitestersystem mit beiden Messzellen an Schidtbenkultivierungen vorSaccharomy-
ces cerevisiagetestet. Die mit dem Multitester aufgezeichnetéditte wurde dabei mit
offline-Werten verglichen. Mit beiden Messzellennkte der Kultivierungsverlauf richtig

aufgenommen werden, fir Messzelle 1 waren die Atlweigen von den offline-Werten aber
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deutlich groRRer als fur Messzelle 2, weswegen féiteve Zelldichtebestimmungen bevorzugt
Messzelle 2 verwendet wurde.

Es zeigte sich auRerdem, dass mit dem Multitester weitergehende Auswertung der Zell-
daten zur Untersuchung der Agglomeratbildung mégh@ar. Dazu wurde bei einer Testkul-
tur von Saccharomyces cerevisiaBe Anteile von Einzelzellen, Doppelzellen und Zell
clustern Uber den Kultivierungsverlauf aufgezeithks zeigte sich ein hoher Anteil von Ein-
zelzellen wahrend der lag-Phase der Kultivierunghvgnd der exponentiellen Wachstums-
phase konnte eine Zunahme der Doppelzellen undetlasfgezeichnet werden, was auf eine
vermehrte Zellteilung und ein starkes Wachstum éunet. In der stationaren Phase nahm der
Anteil von Doppelzellen und Zellclustern auf Kosteer Einzelzellen wieder zu. Die ver-
schiedenen Wachstumsphasen konnten anhand dermggitbildung klar differenziert wer-
den.

Das Multitestersystem wurde zudem erfolgreich file goarallele Untersuchung von 2 und 3
Kultivierungen vonSaccharomyces cerevisiasgesetzt. Dazu wurden parallele Testkultivie-
rungen mit unterschiedlichen Animpfzelldichten usteht und es konnten klar differenzier-
bare Kultivierungsverlaufe aufgenommen werden,dsgien eine erhdhte Animpfzelldichte
immer zu einem schnelleren Anwachsen der Kultureindr hdheren Endzelldichte fihrte.

Es konnte zudem eine parallele Beobachtung vomliZate und geléstem Sauerstoff wahrend
einer Kultivierung vonSaccharomyces cerevisiaerchgefihrt werden. Es ergab sich dabei
wahrend der exponentiellen Wachstumsphase einehimaer Sauerstoffsattigung auf Null.
Wahrend der stationdren Phase nahm die Sauerstigifisd durch den konstanten Sauer-
stoffeintrag im Schiuttelkolben wieder zu und fiekch Umstellung der Hefe auf Ethanol als
Nahrstoffquelle wieder deutlich ab. Dieser Trenditke durch eine offline-Bestimmung von
Glukose und Ethanol Uber den Kultivierungsverlanfeumauert werden und wurde auch
durch ein Durchfluss-Referenzsystem und eine thisole Berechnung des Sauerstoffge-
halts, zumindest innerhalb der ersten 8 h der Yahing, bestatigt. Als problematisch erwies
sich bei der Sauerstoffmessung aber wiederum dr&estGrundlinienschwankung, die einen
grof3en konstanten Fehler bewirkte, der Bestimmurgggmger Sauerstoffsattigungen sehr
ungenau machte.

Nach einer Etablierung des MultitestersystemsSiiccharomyces cerevisiagirde es erfolg-
reich auf einen Produktionsstamm VBacillus megateriuniibertragen. Die aufgenommenen
Bilder zeigen, dass hier prinzipiell auch eine Wsdbeidung der Morphologie mdglich ist.
Zur Quantifizierung wurden wiederum FIA-Peaks anfgj@amen und durch Integralbildung

quantifiziert. Da aber hier ein fur Hefen entwidkelAuswertealgorithmus verwendet wurde,
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war die Bestimmung deutlich ungenauer und es ergaloh relative Fehler von 10 %. Eine
Kalibration erfolgte durch eine Messung von 3 Kaéirungen und eine Korrelation mit off-
line-Werten, wobei sich auch hier ein linearer ¥Weflim Messbereich von 4,5 - °10
1,7 - 16 Zellen/mL ergab. Uber diese Kalibration konntetader Verlauf einer unbekannten
Kultivierung richtig wiedergegeben werden.

Es wurde zudem eine parallele Kultivierung acillus megateriunmund Saccharomyces
cerevisiae mit dem Multitester untersucht. Auch hier ergalsch klar differenzierbare
Wachstumskurven und es war keine Kreuzkontaminatamiweisbar. Das Multitestersystem

erwies sich auch fur die parallele Untersuchungrerein Organismen als geeignet.

5.2. Ausblick

Insgesamt konnten Schuttelkolbenkultivierungen $atcharomyces cerevisiaefolgreich
mit dem Multitester untersucht werden. Mit abnehdenDurchflussgeschwindigkeit bzw.
mit zunehmender Kultivierungsdauer und Zelldichtgab sich aber vermehrt das Problem,
dass sich Zellen permanent in der DetektionszoseMikroskops festsetzten und die Mes-
sung nachhaltig storten. Um dies du unterbindersstelein automatisches Reinigungssystem
fur das Mikroskop entwickelt werden. Dieses kongespielsweise durch den Einbau eines
Ultraschallgenerators zum Ablésen der Zellen enteierden.

Weitere Probleme ergaben sich bei der IntegratiemShuerstoffsensoren. Hier sorgte vor
allem der starke Grundliniendrift und dass lediglieine Zweipunktkalibration im FIA-
Betrieb moglich war fur sehr hohe Fehlerwerte eFirggen Sauerstoffkonzentrationen. Es ist
daher fraglich ob FIA-basierte Sauerstoffsensorenbeste Losung zur Sauerstoffbestim-
mung in Kultivierungen darstellen. Es ware vernohtlbesser, hierfir auf ein Messsystem mit
konstantem oder sequentiellem Durchfluss zurlclategr, da hier die Sauerstoffkonzentra-
tion direkt bestimmt werden kann. Hiermit kdnntegispielsweise auch im stopped-flow
Betrieb Sauerstoffabbaurate in der Messzone desoskkps durch vorhandene Zellen unter-
sucht werden. Zudem ist die direkte Messung deeiStaffkonzentration mit faseroptischer
Sensorik im Schuttelkolben, im Vergleich zur Bestiong der Zelldichte, bereits eine gut
funktionierende und etablierte Methode. Die Systemd kommerziell erhaltlich und werden
beispielsweise von der Firma Presens Precisionir@embH (Regensburg, Deutschlafid)

vertrieben.
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Es wurde gezeigt, dass parallele Untersuchungenbisrzu drei Kultivierungen mit dem
Multitester prinzipiell gut funktionieren. Durch Wé&insatz von Selektoren mit einer grél3eren
Anzahl von Ports ware es moglich, eine noch groBemahl von Kultivierungen parallel zu
Uberwachen. Weiterhin ware es sinnvoll, das Systeben Schuttelkolben auch an mehreren
kleinen Ruhrkesselreaktoren, sowie an alternatiReaktortypen wie beispielsweise einem
disposableBeutelreaktor, wie er von der Sartorius Stedim &btS.A. (Gottingen, Deutsch-
land) vertrieben wird, zu testen. In diesen Reaktdst eine bessere Kontrolle der Kultivie-
rungsparameter moglich und sie entsprechen ehendastriellen Standards.

Zur weiteren Aufklarung der Stromungsverhaltnisselér Messzelle sollten weitergehende
Simulationsrechnungen durchgefiihrt werden. Dabeistein Inhomogenitaten und Rauigkeit
der entsprechenden Materialien in die Simulatioheimibezogen werden. Zudem ware eine
Durchfiihrung von 3D-Simulationen sinnvoll. Dadut@fie sich vor allem der Einfluss der
Messzonenhothe auf den Durchfluss untersuchen endadiu in Abschnitt 3.4.3 aufgestellten
Vermutungen uberprufen.

Weiterhin wére es sinnvoll noch andere SensoratierMesszelle des Multitesters zu integ-
rieren und damit weitere wichtige Kultivierungsgedi®zu Gberwachen. Dazu sollte zunachst
ein faseroptisches Messsystem zur Bestimmung de&/pkes integriert und getestet werden.
Zudem besitzt die Integration elektrochemischersBrsoren in die Messzelle ein grof3es Po-
tential. Damit ware eine parallele Konzentratiorssimemung verschiedener Zucker, Alkohole
und organischer Saure in der Kultivierung méglich.

Die durchgefuhrten Untersuchungen iBéacillus megateriunergaben, dass das Multitester-
system neben dem Studium vBaccharomyces cerevisiaeich ohne grof3ere Schwierigkei-
ten auf andere schnellwachsende Organismen Ubemtnagrden konnte. Zur Verbesserung
der Messgenauigkeit sollte hier aber ein spezidleswertealgorithmus fur eine bessere Er-
kennung vorBacillus megateriunentwickelt werden. Mit diesem kénnten auch morpgnlo
sche Unterschiede erfasst werden und es ware gamzipiell ein detailliertes Studium des
Kultivierungsverlaufes sowie eine Unterscheidung lebenden und toten Zellen maoglich.
Aufgrund ihrer wachsenden Bedeutung in der Bioteldgie ware zudem eine Untersuchung
von Tierzellkultivierungen mit dem Multitester wiahenswert. Obwohl in speziellen Reak-
torkultivierungen von tierischen Zellen (z.B. CH@}#&n) Zelldichten zwischen 3 - &and
1,8 - 16 Zellen/mL erreicht werden kénnEnwachsen sie im Schittelkolben haufig lediglich
bis zu einer Zelldichten von 8 - *Zellen/mL®. Diese Zelldichten sind zu niedrig, um mit
dem Multitestersystem sinnvoll analysiert werderkédanen, da die Wiederfindungsrate nur
bei 0,0014 % liegt und dadurch das untere Detegliimit bei 1 - 16 Zellen/mL liegt (vgl.
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3.4.4). Aus diesem Grund ist das entwickelte Mestiérsystem zur Quantifizierung der Zell-

dichte in Tierzellkulturen nur bedingt geeignetr Biesen Einsatz wére es erforderlich das
entwickelte System so umzubauen, dass entnommeferPdirekt und ohne eine Verdin-

nung durch einen Tragerstrom analysiert werden.PAsSystem konnte verwendet werden,

um zusatzlich beispielsweise Farbstoffloésungenngaieren und die so angefarbten Zellen
mit dem Mikroskop zu untersuchen und damit einematische lebend-tot-Analytik zu etab-

lieren. Erste Untersuchungen zu diesem Thema wurdegits von Abel (2008) am Institut

fur Technische Chemie der Leibniz-Universitat Hareradurchgefuhrt.
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6. Anhang

6.1. Verwendete Gerate und Verbrauchsmaterialien

Gerat/Material
Aquariumspumpe
FIA-System

Fitting

Gaschromatograph
Optische Glasfasern (1 mm)

Inkubator

In-situ-Mikroskop

Kleber Elastosil RT-601
Lichtmikroskop
Magnetruhrer
Phasenkontrastmikroskop

Pumpe

Pipetten

Reagenz- und Zentrifugenrdhren

Typus, Hersteller, Ort

Elite 801, Hagen Deutschland Gnidbtim,
Deutschland

Knauer, Berlin, Deutschland
Techlab GmbH, Erkerode, Deutschland

Shimadzu GC-14B & TEX Systemsn&dizu
Corporation, Kyoto, Japan
Edmund optics, Kalsy Deutschland

Heidolph Inkubator 1000, Unimax 10/0, Hei
dolph Elektro GmbH & Co. Kg, Kelheim,
Deutschland

Sartorius AG, Gottingen, Dezhitand

Wacker Chemie AG; Mungheautschland
Olympus BH-2 Olympus Corporatidmkio,
Japan

IKAMAG RCT, IKA Labortechnik, Staufen,
Deutschland
Olympus BX 41, Olympug@tion, Tokio,

Japan

ismatec, IPS Laboratoriumtechnik Zirich,
Schweiz

Resear®h1-10 pL, 10-100 pL, 100-1000 pL
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Sarstedt AG & Gonbrecht, Deutschland
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Sauerstoffmessbox (Fibox 3)

Sauerstoff Sensgratcheq5 mm)

Spritzen

Spritzenvorsatzsterilfilter

Sterilbank

UV-VIS-Spektrometer
Schiuttler

Wasseraufbereitungsanlage

YSI

Zahlkammer

Zentrifuge

6.2. Verwendete Chemikalien

Chemikalie

Ampicillin
Bacto-Pepton

Backerhefe

Presens Precision GrRlegensburg, Deutsch-

land

Presens Precision GmbH, Regensburg, Deutsch
land

20 mL
Henke, Sass, Wolf, Tuttlingen, Deutschland

Minisart 0,2 um Saiis AG, Gottingen,
Deutschland

Thermo scientific, HERAsafe KS, Langans
bold, Deutschland

Varian, Cary 50 Scan, PalimACA, USA
Vibrofix VF 1, Janke & Kunkel IKA Werk t&u-
fen, Deutschland

Arium 611, Sartorius @@tingen, Deutsch-

land
2700 Select biochemistry analyser, Yellow
Springs Instruments, Letchworth, Grol3britannien
Neubauer-Improved, LO — Laboroptik, &rie
richsdorf, Deutschland

Heraeus, Frescol7 centrifuge, Holdingo®m
Osterode, Deutschland

Hersteller, Ort

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutsahta
Biotechnica international, Oaxabexiko
DHW Vital Gold, Deutsche Hefewerkalis,

Nurnberg, Deutschland
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Biotin
Calciumdichlorid Dihydrat

Calcium-D-Pantothenat

Chloramphenicol

Cobaltchlorid Hexahydrat
di-Ammonimhydrogenphosphat
di-Ammoniumsulfat

Eisentrichlorid Hexahydrat

Ethanol

Gentamycinsulfat

Glukose Monohydrat
Hefeextrakt

Kaliumchlorid

Kaliumhydroxid

Kupfersulfat Pentahydrat
Magnesiumsulfat Heptahydrat
Mangansulfat Monohydrat

Methylenblau

myo-Inosit(ol)

Natriumchlorid

Natriumcitrat
Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat
Natriumhydrogenphosphat Dihydrat
Natriumhydroxid

Natriumsulfit

Pyridoxolhydrchlorid (Vitamin B)
Schwefelsaure

Stickstoff

Tetracyclin

Fluka Chemie AG, Buchs, Deutschland daial
Fluka Chemie ABuychs, Deutschland
Sigma Aldrich Chemie-Gmbtinchen,
Deutschland
Fluka Chemie AG, Buchs, Deutsati
Fluka Chemie AG, Budbsutschland
Fluka Chemie AG, Bydbeutschland
Fluka @hie AG, Buchs, Deutschland
heut@néywell
Chemicals Seelze GmbH, Seelze, Deutschland
Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Minchen,
Deutschland
Fluka Chemi®,MBuchs, Deutschland
Fluka Chemie AG, Buchsuf3chland
Fluka Chemie AG, Buchs, Deutschland
Fluka Chemie AG, Buclxutschland
Fluka Chemie AG, Buchs, Deutsdala
Merck KGaA, Darmstéutschland
Fluka Chemie AG,Bu®eutschland
Merck KGaA, Darmstd&#tutschland
GmbH,

Riedel-de Haén, Specialty

Serva Elektrophoresis
Deutschland
Fluka Chemie AG, Buchs, Deutseid
Fluka Chemie AG, BucBsutschland
Fluka Chemie AG, Bs¢cbeutschland
Fluka Chemie, BGchs, Deutschland
Fluka Chemie BGchs, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutiseid
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschdan
Fluka Chemie AG, Buchs, Deutschland
heute Honeyvsgecialty

Chemicals Seelze GmbH, Seelze, Deutschland

Riedel-de Haén,

Linde-Gas, Deutschland
Fluka Chemie AG, Buchs, Deutschland
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Thiaminhydrochlorid (Vitamin B Fluka Chemie AG, Buchs, Deutschland
Zinksulfat Heptahydrat Fluka CherAi®, Buchs, Deutschland

6.3. Medien und Losungen

6.3.1. Herstellung der Methylenblau Lésungen
Fur die durchgefihrten Verweilzeitmessungen wu@e043 g Methylenblau in 100 mL VE-
Wasser gel6st und vor der Verwendung 15 min gerlthet Losung fur die Bestimmung des

Dispersionskoeffizienten wurde durch eine 1:9 Verding dieser Losung hergestellt.

6.3.2. Hefesuspensionen fur Optimierung und Kalibration

Fiur die Kalibrationsexperimente wurden Suspensiangrkommerziell erhéltlicher Backer-
hefe im Konzentrationsbereich zwischen 0,1 und/Rthgrgestellt. Fir die Optimierungsver-
suche wurde stets eine Testsuspension mit einezdfration von 5 g/L verwendet. Es wur-
den entsprechende Mengen Hefe abgewogen und diesneém Schnappdeckelglaschen
(V = 30 mL) unter standigem Ruhren auf einem Magieer in 20 mL VE-Wasser suspen-
diert. Zum Einstellen von Konzentrationen unter/IL gurde aufgrund der grol3en Fehler
beim Einwiegen kleiner Hefemengen eine Stammsusgpensit 1 g/L entsprechend mit VE-
Wasser verdinnt. Es erfolgte eine Bestimmung dédiZlete mit einer Neubauer Kammer
(vgl. 6.4.4). Die verwendeten Suspensionen sin@abelle 6.1 zusammengefasst. Uber die
gesamte Messdauer wurde kontinuierlich gerihrteumAbsetzen der Hefe und damit Inho-
mogenitaten zu verhindern. Fir Konzentrationen ¥6rg/L und dartiber konnte eine voll-
standige Homogenitét der Losungen nicht sichertiesterden, da die Hefe nicht vollsténdig

suspendiert werden konnte.
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Tabelle 6.1: Verwendete Hefesuspensionen fur Kaliltion und Optimierung

Konzentration [g/L] Einw?ggflz\(/)err:gnnung Zelldichte [Zellen/mL]
50 1g 5,05 - 10
40 0,8¢ 3,22 fo
30 0,69 2,63 - o
20 0,49 1,80 - fo
10 0,29 1,13 - f0
75 0,15¢ 8,33 - 10
5 01g 5,94 - 10
3,5 0,07 g 3,16 - 10
2 0,04¢g 2,53 - 10
1 0,02 g (Stamm) 1,10 - 10
0,5 10 ml Stamm+10ml Wasser 5,35 °10
0,25 5 mL Stamm+15 mL Wasser 2,79 °10
0,1 2 mL Stamm+18 mL Wasser 1,27 %10
0,05 1 mL Stamm+19 mL Wasser 6,25 ° 10

6.3.3. Kalibrationslésung fir den Sauerstoffsensor

Als Kalibrationslésung wurde eine 1 % Natriumsulfdsung in NaKPP-Puffer pH=8 ver-
wendet. Dazu wurden 0,1088 g KOy, 1,5762 g NgHPO, und 10 g Ng&SG; in 1 L VE-
Wasser geldst. Fur die jeweiligen Kalibrationsmegsm wurden 10 mL der Lésung in ein

Schnappdeckelglaschen gefiillt, mit 2,38 mg GA&ELO (10° M) versetzt und fiir 15 Minu-
ten geruhrt.

6.3.4. Schatzmann Medium

Es wurden 1100 mL VE-Wasser mit Schwefelsdure e&nepH-Wert von 2 eingestellt. An-
schlieend wurden MgSO 7HO0O (0,725 g), CaGl- 2H0 (0,896 g), (NH).SO, (0,960 g),
(NH4),HPO, (4,05 g), KCI (1,92 g) und 2,1 mL einer Mineralidg hinzugefiigt. Die Mine-
rallosung wurde aus folgenden Salzen hergestediCkF- 6HO (1,5 g), ZnS® - 7HO
(0,9 g), CuS® - 5H0 (0,24 g), MnS® - HO (0,959 g) die in 100 mL VE-Wasser geldst
wurden.
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Die Losung wurde mit VE-Wasser auf 2000 mL aufdetithd gerthrt, um alle Salze zu 16-
sen. Der pH-Wert wurde dann mit$D, und NaOH auf pH 5,5 eingestellt.

Zur Herstellung der zugehdrigen Vitaminlésung, elist nach dem Autoklavieren zugegeben
wurde, wurden myo-Inosit(ol) (6,0 g), Calcium-D-Rathenat (3,0 g), Vitamin 8(0,6 g),
Vitamin Bs (0,15 g) sowie Biotin (0,003 g) eingewogen und®® mL VE-Wasser gelost.

Zur Herstellung der verwendeten Antibiotika Loswmgrden Ampicillin (0,005 g), Tetracyc-
lin (0,002 g) und Chloramphenicol (0,003 g) einggem und in 100 mL VE-Wasser geldst.

6.3.5. LB-Medium
Es wurden 10 g Bacto-Pepton, 10 g Hefeextrakt ugdNaCl in 1000 mL VE-Wasser gelost.

Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,3 eingestellt wdab Medium wurde autoklaviert. Dar-
aufhin erfolgte, unter sterilen Bedingungen, digaae von 10 mg Tetracyclin.

6.4. Standardmethoden

6.4.1. Standardkultivierungsvorschrift flir Saccharomyces cerevisiae

Far die Vorkultur wurden in einem 100 mL Schittéleo 50 mL Schatzmann Medium mit
0,29 g Natriumcitrat versetzt und autoklaviert. Algéhrlosung wurden 2,48 g Glukose in
10 mL Schatzmann Medium gel6st und jeweils 75 ptamin- und Antibiotikalésung zuge-
geben. Unter einer Cleanbench erfolgte die Zugab@&ldhrlésung Uber einen Sterilfilter. Das
Abimpfen der Kultur wurde ebenfalls unter der Cleamch tUber eine durch Abflammen steri-
lisierte Animpfnadel mit einer kleinen Menge auf akgse gewachsender Hefe (Stamm
H1022, ETH Zurich) durchgefuhrt. Die Vorkultur werdn einem Inkubator bei 30°C und
200 rpm flr 12 h inkubiert.

FUr die Hauptkultur wurden 300 mL Schatzmann Medianeinen 500 mL Schuttelkolben
mit 2 Schikanen eingefillt und zwei Teflonschlauche einem Innendurchmesser von 0,8
mm zum Anschluss an den Multitester sowie eine &aktfalle zur manuellen Probennahme
in den Kolben eingefligt. Samtliche Komponenten wardann gemeinsam fur etwa 5 h in
einem Schnellkochtopf autoklaviert. Als Nahrloswagrden 10 g Glukose in 20 mL Schatz-
mann Medium geldst sowie je 300 pL Vitamin- und iBigtikalosung zugegeben. Diese
wurde Uber einen Sterilfilter in die Kultur gegeb@md dann mit 30 mL der Vorkultur ange-
impft. Zum Anschluss der Kolben wurde der Multiggsinit Isopropanol gespult und unter

der Cleanbench an die Kultivierung angeschlossea. Hauptkultur wurde bei 30°C und
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200 rpm in einem Inkubator (Heidolph Inkubator 10@Mhimax 10/0, Heidolph Elektro
GmbH & Co. Kg, Kelheim, Deutschland) fiir 20 h inlkeb.

6.4.2. Stammbhaltung fur Bacillus megaterium

Fur die Langzeitlagerung vddacillus megateriumvurden Gefrierkulturen angelegt. Dafir
wurden 100 mL LB-Medium in einem 500 mL- Schittdiien mit 2 Schikanen mit 10Q0
Zellkultur angeimpft und 6 h bei 37 °C und 130 rpmBrutschrank inkubiert. Anschliel3end
werden jeweils 50 mL dieser Kultur mit 50 mL Glyiweversetzt, zur besseren Handhabung
auf 50 Eppendorfgefal3e mit einem Volumen von 2 miigeteilt und bei -80 °C gelagert

6.4.3. Standardkultivierungsvorschrift fir Bacillus megaterium

Fur die Kultivierung vorBacillus megateriumvurden 2 Teflonschlauche zum Anschluss an
den Multitester sowie eine Bakterienfalle fur di@moelle Probennahme an einen 500 mL
Schittelkolben angeschlossen und alles im Kocraapdklaviert. Es erfolgte dann unter ste-
rilen Bedingungen die Zugabe von 350 mL LB-Mediund s wurde, je nach gewtnschter
Animpfzelldichte 2-6 mL Gefrierkultur zugegeben.@uAnschluss der Kolben wurde der
Multitester mit Isopropanol gespult und unter dégaDbench an die Kultivierung angeschlos-
sen. Es wurde bei 37°C und 200 rpm in einem Inlarb@ieidolph Inkubator 1000, Unimax
10/0, Heidolph Elektro GmbH & Co. Kg, Kelheim, Decihland) fiir 7 h inkubiert.

6.4.4. Bestimmung der Zelldichte mit einer Neubauer Kammer

Die Bestimmung der Zellzahl wurde mit einer Zahlkaen (Neubauer-lImproved, LO - La-
boroptik, Friedrichsdorf) und einem Forschungsnmskap Olympus IX-50 mit 200 facher
VergroRerung (Olympus, Japan) durchgefihrt. Dielk&khmer (Abbildung 6.1) besteht aus
zwei quadratischen Gitternetzen (3 mm2), die inr@Rguadrate (1 mfhaufgeteilt sind. Alle

9 GroRquadrate sind wiederum in kleinere Quadraterteilt. 16 Kleinquadrate mit einer
Kantenldnge von 250 um bilden ein Grof3quadrat gs mittlere GroRquadrat ist aus 25
Kleinquadraten (E) mit einer Kantenlange von 200 aufgebaut, wobei 1 Kleinquadrat (E)

aus weiteren 16 Quadraten mit einer Kantenlanges@gmm besteht.
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L L

Abbildung 6.1: Neubauer-Improved-Zahlkammer

Die Kammertiefe betragt 0,1 mm, begrenzt wird deubauer-Improved-Zahlkammer durch
ein Deckglas. Somit ergibt sich ein definierteswén pro Gitternetz von 0,9 mms3. Die Pro-
be wird nach Homogenisierung mittels Vortexer direkdie Kammer eingespritzt. In beiden
Gitternetzen werden die Zellen in den vier Gro3gaksth (L) ausgezahlt, wobei die auf der
oberen und linken Kante liegenden Zellen mitgezailtden, die auf der unteren und rechten
Kante liegenden aber unbericksichtigt bleiben. Duvdtelwertbildung und unter Einbezie-
hung des Verdiinnungsfaktors F, sowie dem FaktdfUfrechnung von 0,1 pl auf mL) er-

gibt sich folgende Formel fir die Zelldichte:

Zelldichte [Zellen/mL] = Zellzahl - 10" - F Gleichung 6. 1

6.4.5. Bestimmung der Ethanolkonzentration mittels Gaschronatographie (GC)

Die Ethanolkonzentration wurde mit dem Gaschromagoigen Shimadzu GC-14B (TEX
Systems) mit Kalibrationsstandards von 0,1 g/L @le4) und 10 g/L (Level 10) gemessen
und anschliel3end ausgewertet. Die TemperaturenSémhe, Injektor und Detektor wurden
auf 160 °C, 180 °C und 220 °C eingestellt. Die Baifiir die Tragergase betrugen 65 kPa fur
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Wasserstoff, 50 kPa fur synthetische Luft, 500 kitaCarrier (P) und 220 kPa fur Carrier
(M). Das Injektionsvolumen der Probe, welches (diarSeptum eingespritzt wurde, betrug
0,5uL. Als interner Standard wurde jeder Prot€ropanol mit einer Konzentration von
c = 8 g/L zugesetzt. Im weiteren Verlauf der GC-BMagy musste sichergestellt werden, dass
die Ethanolkonzentration nicht Uber die maximaldii{ationskonzentration von 10 g/L an-
stieg. Die Messzeit betrug 200 Sekunden und zuiggeten Mittelwertbildung wurde eine
Dreifachbestimmung durchgefihrt.

Die Auswertung erfolgte lUber eine Integration deals mit der zugehdrigen Software Shi-

madzu Class VP.

6.4.6. Bestimmung der Glukosekonzentration mit einer Enzyrmelektrode

Die Bestimmung der Glukosekonzentration erfolgté isife von YSI (Yellow Springs In-
struments) 2700 Select, biochemistry analyser. ®@ben werden hierbei direkt tGber einen
Kanal aufgesaugt und analysiert. Die Glukose watlail an einer Enzymelektrode mit Glu-
koseoxidase zu Glukonsaure und Wasserstoffperoxtient. Das Wasserstoffperoxid wird
an einer Platinelektrode zersetzt. Der entsteh&tiem ist direkt proportional zur Glukose-
konzentration und wird vom Gerat, basierend auéreinternen Kalibration, automatisch be-
rechnet und angezeigt.

Die messbare Konzentration der Glukose liegt bgiL4 daher ist darauf zu achten, dass die
Proben gegebenenfalls mit VE-Wasser verdinnt weddemt diese maximale Konzentration
nicht Gberschritten wird. Die Proben wurden jeweltsimal gemessen um Uber Mittelwert-

bildung eine hinreichende Genauigkeit zu erreichen.

6.5. Pumpenkalibration

Die verwendete Pumpe der Firma Ismatec ermoglieine Regelung der Pumpengeschwin-
digkeit von 1-99 Umdrehungen pro Minute (U/min).rZ€alibration wurde bei fest einge-
stellten Werten von 19, 29, 39, 49, 59, 69, 79uB8 99 U/min die Zeit bestimmt in der ein
festgelegtes Volumen von 5 mL VE- Wasser durchgguusurde. Daraus wurde der Volu-
menstrom bestimmt und gegen die zugehérigen Umdggtupro Minute (U/min) aufgetra-

gen. Es ergab sich ein streng linearer Verlauf.
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Abbildung 6.2: Pumpenkalibration Ismatec Pumpe

6.6. Mittelwertbildung und Standardabweichung

Wird eine MessgréRe mehrfach gemessen wird haafgadithmetische Mittel fe) dieser

Werte bestimmt. Dies berechnet sich nach:
1 N

Xevittel = 7 Ii X Gleichung 6. 2
N =

Um nun den Fehler dieses Mittelwertes anzugeben ki Standardabweichung (s) ver-

wendet werden. Sie berechnet sich nach:

1 & 2
S=. Z (Xi - Xmittel) Gleichung 6. 3
N-13

Die in dieser Arbeit verwendeten Standardabweickongurden automatisch mit dem Com-

puterprogramm Origin 7.5 berechrit.

Entwicklung eines Durchfluss-Multitestersystems Bapbachtung von Kultivierungsprozessen in dere®iohologie



Literatur 104

Literatur

! Festel G., Knoll J., Gétz H., Zinke H. 2004,.Dénfiiss der Biotechnologie auf Produkti-
onsverfahren in der Chemieindustrie, Chemie Ingeniechnik 76 (3): 307-312

2Erb R.W., Heiden S., Gent R., Zinke H. 2005. WedR&eechnologie — Erfolgsstrategie fiir
eine nachhaltige Chemieindustrie, CHEManger (6)

3 Junker, B H., Wang H Y .2006. Bioprocess monitpi@amd computer control: key roots of
the current PAT initiative. Biotechnol Bioeng 95(2p6-61.

* Singh V. 1999. Novel disposable bioreactor - Wauedactor - Scalable cell culture for
100ml up to 500L. GENETIC ENGINEERING NEWS 19(53-23.

®> Junker B, Reddy J, Gbewonyo K, Greasham R. 199in®©and in-situ monitoring tech-
nology for cell-density measurement in microbiald aanimal-cell culture. BIOPROCESS
ENGINEERING 10(5-6):195-207.

® Maxwell G.M., Randall Allen E., Freese E. 1987 marsible probe for continual monitor-
ing of the population density of microorganismsvgnoin liquid media. APPL. ENVIRON.
MICROBIOL. 53 (3):618-619

" Marose S . 1999. Bioprozessanalytik mit zweidinmmaler Fluoreszenzspektroskopie. Dis-

sertation Universitat Hannover

8 Wang N, Simmons M. 1991. Characterization of alinencommercial fluorescence probe-
modeling of the probe signal. BIOTECHNOLOGY AND BENGINEERING 38(11):1292-
1301.

° Finn B, Harvey L, McNeil B. 2006. Near-infraredesproscopic monitoring of biomass,
glucose, ethanol and protein content in a high aetisity baker's yeast fed-batch bioprocess.
YEAST 23(7):507-517.

Entwicklung eines Durchfluss-Multitestersystems Bapbachtung von Kultivierungsprozessen in dere®iohologie



Literatur 105

9 Harris C, Todd R, Bungard S, Lovitt R, Morris JelKD. 1987. Dielectric permittivity of
microbial suspensions at radio frequencies-A naonethod for the real time estimation of
microbial biomass. ENZYME AND MICROBIAL TECHNOLOG'9(3):181-186.

1 Cannizzaro C, Gugerli R, Marison |, von Stocka2003. On-line biomass monitoring of
CHO perfusion culture with scanning dielectric dpescopy. Biotechnology and Bioenginee-
ring 84(5):597-610.

2 Lindgren T, Hamp S. 2006. Biomass monitoring usiogustic spectroscopy. IEEE SEN-
SORS JOURNAL 6(5):1068-1075.

13 Kacmar J, Srienc F. 2005. Dynamics of single pedperty distributions in Chinese ham-
ster ovary cell cultures monitored and controllathvautomated flow cytometry. JOURNAL
OF BIOTECHNOLOGY 120(4):410-420.

4 Deutsche Offenlegungsschrift 4032002 Bioreaktar ImiSitu Mikroskopsonde und Mess-

verfahrenDeutsches Patentamt, Minchen Germany, 1990

15 Suhr H, Wehnert G, Schneider K, Bittner C, Schigl&eissler P, Jahne B, Scheper T.
1995. In-situ-microscopy for online characterizata cell-populations in bioreactors, includ-
ing cell-concentration measurements by depth froca$. BIOTECHNOLOGY AND BIO-
ENGINEERING 47(1):106-116

18 Lindner P. 2006. Entwicklung von Software-SysternenPlanung, Datenaufnahme und —

auswertung von Bioprozessen. Dissertation Univérslannover

7 Briickerhoff T. 2006. Bildbasiertes Inline-Monitog von Kultivierungsprozessen mit ei-

nem optimierten In-situ Mikroskopsystems. Diss@tatUniversitat Hannover

18 Bittner C, Wehnert G, Scheper T. 1998. In situroscopy for on-line determination of
biomass. BIOTECHNOLOGY AND BIOENGINEERING 60(1):36.

Entwicklung eines Durchfluss-Multitestersystems Bapbachtung von Kultivierungsprozessen in dere®iohologie



Literatur 106

19 Camisard V, Brienne JP, Baussart H, Hammann J, ISuR002. Inline characterization of
cell concentration and cell volume in agitated &amtors using in situ microscopy: Applica-
tion to volume variation induced by osmotic stregd 78, pg 73, 2002). Biotechnology and
Bioengineering 78(3):353-353.

20 Rudolph G, Briickerhoff T, Bluma A, Korb G, Schepér 2008. Optische Inline-
Messverfahren zur Zellzahl- und Zellgro3enbestimgnim der Bioprozesstechnik, Chemie
Ingenieur Technik 79 (1-2): 42-51.

%L Frerichs JG, Joeris K, Konstantinov K, Schepe20Q2. Einsatz des In-situ Mikroskops zur
online Beobachtung von Tierzellkultivierungen,. @tie Ingenieur Technik 74(11):1629-
1633.

22 Joeris K, Frerichs JG, Konstantinov K, Schepe20Q2. In-situ microscopy: Online proc-

ess monitoring of mammalian cell cultures. Cytotextbgy 38(1-2):129-134.

23 Guez JS, Cassar JP, Wartelle F, Dhulster P, SuB064. Real time in situ microscopy for
animal cell-concentration monitoring during higmdety culture in bioreactor. Journal of
Biotechnology 111(3):335-343.

24 Anton F, Burzlaff A, Kasper C, Bruckerhoff T, Sgtee T. 2007. Preliminary study towards
the use of in-situ microscopy for the online analys microcarrier cultivations. ENGINEE-
RING IN LIFE SCIENCES 7(1):91-96.

%> Rudolph G, Lindner P, Gierse A, Bluma A, Marti@zHitzmann B, Scheper T. 2008.
Online monitoring of microcarrier based fibroblasttivations with in situ microscopy. Bio-

technology and Bioengineering 99(1):136-145.

6 Bluma A. 2009. Adaption mikroskopischer Verfaheendie Uberwachung und Charakteri-
sierung biotechnologischer Kristallisationsproze$digsertation Leibniz-Universitat Hanno-

ver

Entwicklung eines Durchfluss-Multitestersystems Bapbachtung von Kultivierungsprozessen in dere®iohologie



Literatur 107

2" Ruzicka J, Hansen E H. 1975. Flow Injection AnilyRart I: A new concept of fast conti-

nuous Flow analysis. Analytica Chimica Acta 7851467.

8 Ruzicka J 2005. From Beaker Chemistry to progrdenaticrofluids. Collec. Czech. Chem.
Commun. 70: 1737-1755

9 Valcarcel M, Luque de Castro M D 1987. Flow-InjentAnalysis: principles and applica-
tions. 1. English edition, Ellis Horwood Limited,&t Sussex, England

30 Kobayashi J, Baba M, Miyazaki M. 1994. Flow-InjeatAnalysis for Trace Aluminum
with Online Preconcentration and Spectrophotom&etection. Analytical Sciences
10(2):287-291.

31 Schindler R, Lendl B. 1999. FTIR spectroscopy etection principle in aqueous flow
analysis. Analytical Communications 36(4):123-126.

32 Hart SJ, Hall GJ, Kenny JE. 1999. A fiber optisdrinduced fluorescence excitation emis-
sion detector applied to flow injection analysiavEonmental Monitoring and Remediation
Technologies 3534:601-611-698.

% Turner DR, Knox S, Whitfield M, Dossantos M, Pes&, Goncalves MD. 1989. An Inte-
grated Gradient Chamber and Potentiometric Detdotdflow-Injection Analysis .1. As-
sessment of the System. Analytica Chimica Acta 2P28p9-238.

% Ma HC, Yan HY. 1983. The Development of an Ampeetio Detector for Fia. Kexue
Tongbao 28(1):138-139.

% Kumar SD, Maiti B, Mathur PK. 1999. Determinatiofboron by flow injection analysis
using a conductivity detector. Analytical Chemisi(13):2551-2553.

% Trojanowicz M. 2000. Flow Injection Analysis-Insmentation and application. World

Scientific, Singapur, New Jersey, London, Hong Kong

Entwicklung eines Durchfluss-Multitestersystems Bapbachtung von Kultivierungsprozessen in dere®iohologie



Literatur 108

37 Ruzicka J, Hansen E H. 1988. Flow Injection Analyg. Auflage. John Wiley & Sons,

New York, Cichester, Brisbane, Toronto, Singapur

% Rehbock C, Beutel S, Briickerhoff T, Hitzmann BdBiph G, Riechers D, Stahl F, Sche-
per T, Friehs K. 2008 . Bioprozessanalytik. Chemgenieur Technik 80 (3): 267-286

39 Khokhar MY, Miller IN, Seare NJ. 1994. Heterogarebluorescence Immunoassays Us-
ing Flow-Injection Analysis with Protein-G Solid-8e Reactors. Analytica Chimica Acta
290(1-2):154-158.

40 Gu MB, Mitchell RJ, Kim BC. 2004. Whole-cell-baskidsensors for environmental bio-
monitoring and application. Adv Biochem Eng Bioteoh87:269-305.

“! Rocha |, Ferreira E. 2002. On-line simultaneousiiteding of glucose and acetate with
FIA during high cell density fermentation of recamdmt E-colii. ANALYTICA CHIMICA
ACTA 462(2):293-304.

“2 \/ojinovic V, Esteves F, Cabral J, Fonseca L. 2@Bi&nzymatic analytical microreactors
for glucose, lactate, ethanol, galactose and |-anaicid monitoring in cell culture media.
ANALYTICA CHIMICA ACTA 565(2):240-249.

43 Azevedo A, Prazeres D, Cabral J, Fonseca L. 2Bffanol biosensors based on alcohol
oxidase. BIOSENSORS & BIOELECTRONICS 21(2):235-247.

44 Scheller F, Schubert F, Pfeiffer D, Hintsche Raixfeld |, Renneberg R, Wollenberger U,
Riedel K, Pavlova M, Kuhn M and others. 1989. Regeand Development of Biosensors - a
Review. Analyst 114(6):653-662.

4% |vnitskii DM, Kurochkin IN, Varfolomeev SD. 199Electrochemical Biosensors - Review.
Journal of Analytical Chemistry of the Ussr 46(859-1072.

% vadgama P, Crump PW. 1992. Biosensors - Recent$rea Review. Analyst
117(11):1657-1670.

Entwicklung eines Durchfluss-Multitestersystems Bapbachtung von Kultivierungsprozessen in dere®iohologie



Literatur 109

7 Leca-Bouvier B, Blum LJ. 2005. Biosensors for piotdetection: A review. Analytical
Letters 38(10):1491-1517.

8| eung A, Shankar PM, Mutharasan R. 2007. A rewséfiber-optic biosensors. Sensors
and Actuators B-Chemical 125(2):688-703.

9 Benthin S, Nielsen J, Villadsen J. 1991. Charaziéion and application of precise and
robust flow-injection analyzers for online measuees during fermentations. ANALYTICA
CHIMICA ACTA 247(1):45-50.

0 Meireles L, Azevedo J, Cunha J, Malcata F. 2002li@e determination of biomass in a
microalga bioreactor using a novel computerized fiojection analysis system. BIOTECH-
NOLOGY PROGRESS 18(6):1387-1391.

L H. Cypionka. 2005. Grundlagen der MikrobiologieA&lage, Springer Verlag, Berlin,
Heidelberg, New York

2 Schugerl, K. 2004. Process development in thesbiwtology - A review."Chemie In-
genieur Technik 76(7): 989-1003.

> M.T. Madigan, J. M. Martinko. 2006. Biology of Mimorganisms. 11. Auflage, Brock
Pearson Prentice Hall, NJ, USA

>4 B Alberts, D.Bray. 1995. Molekularbiologie der el3.Auflage, VCH-Verlag, Weinheim,
New York, S.519ff, 1039ff

> Duffus, J. H. 1971. Cell Cycle in Yeast - Reviglournal of the Institute of Brewing 77(6):
500-&.

* Frerichs J G. 2000. Entwicklung eines In-situ Misops zur bildgestiitzten Uberwachung

von Kultivierungsprozessen. Dissertation Univetditdnnover

Entwicklung eines Durchfluss-Multitestersystems Bapbachtung von Kultivierungsprozessen in dere®iohologie



Literatur 110

7 Zimmermann F K, Entian K D. 1997. Yeast Sugar Melism. Technomic Publishing

Company, Lancaster, Pennsylvania, USA

%8 Strathern J N, Jones E W, Broach J R. 1982. THeaular biology of the yeast saccharo-
myces. Cold Spring Harbor Laboratory, New York, USA

9 vary P S.1992. Development of genetic engineering in Basithegaterium. In: Doi R.,
Mcglloughlin M. (eds.). Biology of Bacilli: Applidgons to industry. Butterworth-
Heinemann, Boston, London, Oxfort, Singapore. Sydmeronto, Willington: 251-310

0 vary P $.1994. Prime time for Bacillus megaterium. Microbigy 140; 1001-1013

®1 Takasaki, Y. 1989. Studies on Enzymatic Produatib®ligosaccharides .5. Novel Mal-
tose-Producing Amylase from Bacillus-Megaterium GAgricultural and Biological Chem-
istry 53(2): 341-347.

2 Metz, R. J., Allen L N. 1988. Nucleotide-Sequent an Amylase Gene from Bacillus-
Megaterium. Nucleic Acids Research 16(11): 5203320

% Raux, E., Lanois A. 1998. Cobalamin (vitamin B-bsynthesis: identification and char-
acterization of a Bacillus megaterium cobl ope®iowchemical Journal 335: 159-166.

%4 Meinhardt, F., Busskamp M. 1994. Cloning and ®eging of the Leuc and Nprm Genes
and a Putative Spoiv Gene from Bacillus-Megateridsm319. Applied Microbiology and
Biotechnology 41(3): 344-351.

® Nagao, T., Mitamura T. 1992. Cloning, Nucleot®iequences, and Enzymatic-Properties
of Glucose-Dehydrogenase Isozymes from Bacillus-éfiergum lam1030. Journal of Bacte-
riology 174(15): 5013-5020.

® Martin, L , Prieto A. 1995. Cloning and Sequenaifighe Pac Gene Encoding the Penicil-
lin-G Acylase of Bacillus-Megaterium Atcc-14945.rke Microbiology Letters 125(2-3):
287-292.

Entwicklung eines Durchfluss-Multitestersystems Bapbachtung von Kultivierungsprozessen in dere®iohologie



Literatur 111

%" Bice I. 2008. Untersuchung der spezifischen Enzgaipktion von rekombinanteBacil-
lus megateriunmnerhalb unterschiedlicher Wachstumsphasen. Digtbgit Leibniz-

Universitat Hannover

% Fritzsche M. 2006. Entwicklung ratiometrischettisgher Chemosensoren. Dissertation

Universitat Hannover

% Lam HT. 2002 Entwicklung eines faseroptischen Gieund eines Biosensors und deren

Einsatz in der Biotechnologie. Dissertation. Unsigtt Hannover

0 park EJ et al. 2005. Ratiometric fiber optic sesdor the detection of inter- and intra-
cellular dissolved oxygen. J. Mater. Chem. 15 (23}t3-2319

L Kim, H. J., Jeong Y C 2006. Synthesis of tris{diffhenyl-1,10-
phenanthroline)ruthenium(ll) complexes possessiliigkar arm for use in sol-gel-based opti-
cal oxygen sensor." Bulletin of the Korean Chemiatiety 27(12): 2084-2086.

2 papkovsky D B. 1995. New oxygen sensors and #ygitication to biosensing. Sensors
and Actuators B, 29: 213-218

3 Amao, Y. 2003. Probes and polymers for opticabsenof oxygen. Microchimica Acta
143(1): 1-12.

" Wolfbeis OS. 2005. Materials for fluorescence Hasptical chemical sensors. J. Mater.
Chem. 15: 2657-2669

> Bluma A. 2006. Uberwachung und Validierung vont&dhnologischen Prozessen mit neu-

en Bildverarbeitungstools der In-situ Mikroskodi@plomarbeit Universitat Hannover

® Krabichler C. 2005. Erkennen von Hefezellen in ldesitu Mikroskopie mit Methoden der

Bildverarbeitung. Diplomarbeit Universitat Hannover

Entwicklung eines Durchfluss-Multitestersystems Bapbachtung von Kultivierungsprozessen in dere®iohologie



Literatur 112

" M. Baerns, H. Hofmann, A. Renken. 1987. ChemisRbaktionstechnik2. Auflage, Ge-
org Thieme Verlag, Stuttgart, New York, Band 1331ff

" Noda, N H, Matsuura, et al. 2008. Two-dimensiaialulation on liquid flows in vessels
based on Navier-Stokes equations. Internationahddof Innovative Computing Information
and Control 4(2): 255-262.

¥ van Hoek P, Van Dijken J P, Pronk T J. 1998. EftécSpecific Growth Rate on Fermen-
tative Capacity of Baker’s Yeast. APPLIED AND ENVORIMENTAL MICROBIOLOGY
64 (11) : 4226-4232

80 Sousa M L, Teixeira J A. 1996. Characterizatiomofgen uptake and mass transfer in
flocculent yeast cell cultures with or without adtulation additive. Biotechnology Letters 18
(3): 229-234

81 Van Suijdam J C, Kossen N W F, Joha A C. 1978d&lifor Oxygen Transfer in a Shake
Flask. Biotechnology and Bioengineering 20 : 16PB39

82 Henzler H J, Schedel M.1991. Suitability of thalshg flask for oxygen to microbiological
cultures supply. Bioprocess Engineering 7: 123-131

8 http://www.der-brunnen.de/wasser/wasserdatenavdaten.pdf [07.04.2009]

#http://www.presens.de/products/brochures/categengtsr-probes/brochure/non-invasive-

oxygen-sensors/page/overview-1.html [09.04.2009]

8 Zhang, Y J, Zhou, et al. 2008. Optimization afdiag density in microencapsulated re-
combinant CHO cell culture. Chemical and Biochemiragineering Quarterly 22(1): 105-
111.

8 pirt S J 1964. Environmental Influences on GhoaftL + Erk Mammalian Cells in
Shake-Flask Cultures. Experimental Cell Resear¢B)3306-&.

Entwicklung eines Durchfluss-Multitestersystems Bapbachtung von Kultivierungsprozessen in dere®iohologie



Literatur 113

87 Abel A . 2009. Untersuchung zur kontinuierlicheikMskopierung von Zellsuspensionen.

Diplomarbeit, Universitdt Hannover

8 Merziger G, Wirth T. 1999. Repetitorium der holenathematik. 4. Auflage. Binomi
Verlag. Springe

Entwicklung eines Durchfluss-Multitestersystems Bapbachtung von Kultivierungsprozessen in dere®iohologie



Curriculum vitae

Personliche Daten

Christoph Rehbock
geb. am 12.03.1979 in Hannover

Schulbildung

1985-1989: Grundschule Glucksburger Weg, Hannover
1989-1991: Orientierungsstufe Ludwig-Windthorsti@le, Hannover
1991-1998: Gymnasium Lutherschule, Hannover (bualgs Abitur)

Zivildienst
1998-1999: kath. Pfarramt St. Maria, Hannover

Studium
1999-.2005 : Diplomstudium Chemie an der Leibniavérsitat Hannover
14.09.2001: Diplomvorprifung
26.11.2004: Diplomprufung
11/ 2004—06 /2005: Diplomarbeit am Institut flicheische Chemie der Leibniz
Universitat Hannover auf dem Thema:

~-Enzymimmobilisierung an superparamagnetischerc&tartikeln*

Promotion

2005- 2009: Promotionsstudium am Institut fur Tresbhe Chemie der Leibniz Universitat

Hannover



