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Kurzfassung

Um biotechnologische Prozesse sicher und effizient zu gestalten sind Sensoren no-
tig, die den Prozess- und besonders den Zellzustand mdoglichst nicht-invasiv und
in situ erfassen. Vor Allem Sensoren zur Beobachtung der metabolischen Aktivitat
der Zellen und zur Beurteilung des Zustands des Gesamtprozesses fehlen bisher.

In der vorliegenden Arbeit wird ein neuartiger in situ Kombi-Sensor (ISICOM)
prasentiert und charakterisiert, der den spezifischen Sauerstoffverbrauch (qOUR)
der Zellpopulationen direkt im Reaktor (in situ) wahrend des Kultivierungsprozes-
ses erfasst. Der ISICOM ist so konzipiert, dass nicht die gesamte Zellsuspension im
Reaktor vermessen wird, sondern ein definiertes, zeitlich segmentiertes Volumen.
Dazu besteht der Sensor aus einer kurzzeitig, dicht verschliefdbaren, durchmischten
Messkammer, die mit einem pO2- Sensor basierend auf Glasfaseroptik versehen
wird. Uber eine integrierte Streulichtoptode ist auferdem die Biomassekonzentra-
tion bestimmbar. Bei geschlossener Kammer wird die spezifische Sauerstoffaufnah-
merate somit direkt, mittels der dynamischen Methode, zuganglich, ohne den Kulti-
vierungsprozess zu beeinflussen oder eine Probe aus dem Reaktor zu nehmen. Ein
dritter Sensorzugang erlaubt die Nutzung weiterer faseroptischer Sensoren, was in
der vorliegenden Arbeit am Beispiel einer pH-Optode gezeigt wird.

Die technische Charakterisierung hinsichtlich mechanischer Funktion und Steril-
sicherheit des ISICOM sowie Langzeitstabilitit und Antwortverhalten der integrier-
ten optischen Sensoren zeigte, dass der Kombi-Sensor fiir den Einsatz im Bioprozess
geeignet ist. Limitierungen treten lediglich bei geringen Triibungen ODesoo < 2,58
oder sehr hohen Sauerstoffverbrauchsraten OUR > 22 mmol-L-1-h-1 auf.

Dies wurde durch Einsatz des ISICOM an verschiedenen biotechnologisch rele-
vanten Kultivierungsprozessen (E. coli, P. pastoris, Chinese Hamster Ovary (CHO))
bestatigt. Wahrend auf Basis der Triibungsmessung bei den mikrobiellen Prozessen
lineare Kalibrationsmodelle bis zu optischen Dichten von 135 mdglich sind, ist die
OUR aufgrund des hohen Verbrauchs der Organismen nur eingeschrankt bestimm-
bar. Im Gegensatz dazu ist die OUR wahrend der CHO-Kultivierung sehr gut messbar,
da die Verbrauchsraten mit maximal 2,5 mmol-L-1-h-1 deutlich niedriger sind. Mit
einem polynomischen, bivariaten Modell kann zudem die Zellkonzentration aus den
Triilbungsmessungen zwischen 1 - 106 Zellen-mL-! und 18,6 - 106 Zellen-mL-! ermit-
telt werden. Dadurch ist die qOUR wahrend des Prozesses erstmals online, in situ
bestimmbar und eine Beschreibung der biologischen Aktivitat hinsichtlich Wachs-
tumsphase oder Nahrstoffmangel wird maoglich.

Stichworter: Bioprozessiiberwachung, in situ spezifische Sauerstoffaufnahmerate,
Sensor Systeme






Abstract

To design biotechnological processes safely and effectively sensors are needed, that
monitor the process- and especially the cell-condition non invasive and in situ. Par-
ticularly sensors for monitoring the metabolic activity of the cells and for evaluating
the state of the overall process are missing.

This work presents the development of a new in situ Combi Sensor (ISICOM) to
measure the specific oxygen uptake rate (QOUR) of cell populations in the bioreactor
(in situ) directly during a cultivation process. The ISICOM is designed in a way, that
not the whole cell suspension in the reactor is measured, but a defined temporary
segmented volume. The Sensor consists of a sealable, mixed measurement chamber
that is equipped with a pOz-optode. The integrated backscattered light detector is
used to determine biomass. When the chamber is closed the specific oxygen uptake
rate is accessible directly by using the dynamic method, without disturbing the cul-
tivation process or sample taking. A third sensor port allows the implementation of
another optical sensor, which is demonstrated by the use of a pH-optode in this work.

The technical characterization in terms of mechanical functionality and sterility
safety of the ISICOM as well as long term stability and response time of the inte-
grated optical sensors showed that the Combi Sensor is suitable for the use in bio-
processes. Limitations just occur when it comes to little turbidities of ODsoo < 2,58
or very high oxygen uptake rates OUR > 22 mmol-L-1-h-1.

This could be confirmed by using the ISICOM with different biotechnologically
relevant cultivation processes (E. coli, P. pastoris, Chinese Hamster Ovary (CHO)).
Whereas the turbidity measurement during the microbial processes allowed linear
calibration models up to optical densities of 135, the OUR was determinable only to
a limited extend, due to high oxygen uptake by the organisms. On the contrary the
OUR was measurable very well during the CHO cultivation, because the oxygen up-
take is much lower (max. 2,5 mmol-L-1-h-1). By the use of a polynomial, bivariate cal-
ibration model the cell concentration was determinable in the range of
1-106 cellssmL-1 to 18,6 - 100 cells'-mL-! from the turbidity measurement. Thus the
gqOUR can be monitored during the process online, in situ for the first time and a
description of the biological activity in terms of growth phase determination or nu-
trient depletion becomes possible.

Keywords: Bioprocess monitoring, in situ specific oxygen uptake rate, sensor

systems
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1. Einleitung und Zielsetzung

1. Einleitung und Zielsetzung

Aktivitatsmessung ist modern. Seien es Armbéander, Uhren oder Smartphones, sie
alle versuchen tiber integrierte Sensoren die korperliche Aktivitit ihres Tragers zu
ermitteln. Dadurch, so das Versprechen der Hersteller, soll sich langfristig die Fit-
ness und Gesundheit verbessern oder aber der Schlaf erholsamer werden.

Auch in der Biotechnologie gewinnt die Aktivititsmessung immer mehr an Be-
deutung. In Bioprozessen werden gentechnisch verdanderte Mikroorganismen in
Bioreaktoren kultiviert und produzieren dabei ein wertschopfendes Erzeugnis, wie
zum Beispiel hochwertige biopharmazeutische Arzneimittel. Besonders die metabo-
lisch aktiven Zellen sind an dieser Produktbildung beteiligt, weshalb es entschei-
dend ist, ihren Anteil moglichst hoch zu halten.

Damit dies noch besser gelingt und fiir die Zellen optimale Wachstums- und Pro-
duktbildungsbedingungen herrschen, sind Sensoren notig, die den Prozess- und ins-
besondere den Zellzustand moglichst in Echtzeit, nicht-invasiv und in situ erfassen.
Mit den bislang gut etablierten Sensoren konnen verschiedene Gréf3en wie Tempe-
ratur, pH-Wert, Sauerstoffgehalt oder Nahrstoffkonzentration tiberwacht und gere-
gelt werden. Speziell Sensoren zur Beobachtung der metabolischen Aktivitat der
Zellen fehlen jedoch bisher.

Eine Vielzahl von mikrobiellen Prozessen, die meisten Pilzkulturen und alle Siu-
gerzellkulturen sind aerob und verbrauchen wahrend des Wachstums Sauerstoff.
Verglichen mit den h6heren Lebewesen, wie zum Beispiel uns Menschen, steigt der
Sauerstoffbedarf bei erhohter kérperlicher - also metabolischer - Aktivitat an. Da-
her ist die Sauerstoffaufnahmerate (oxygen uptake rate, OUR) bzw. die spezifische
Sauerstoffaufnahmerate pro Zelle (qOUR) ein robuster Indikator zur Bestimmung

zellularer Aktivitat.



1. Einleitung und Zielsetzung

Zur online Messung der OUR sind bisher in der Regel teure, komplexe Analysesys-
teme, wie zum Beispiel Massenspektrometer oder stérende Eingriffe in den Biopro-
zess notig, die sich zudem nicht bei jedem Prozess integrieren lassen. Neue Mess-
systeme zur Echtzeitbestimmung der spezifischen Sauerstoffaufnahmerate sind da-
her notwendig, um Bioprozesse in Zukunft effizienter liberwachen und regeln zu
konnen. Auf dieser Basis kdnnen zum Beispiel Zufiitterungs (engl. Feed) -Strategien
entwickelt oder der optimale Erntezeitpunkt am Ende eines Bioprozesses ermittelt

werden, wodurch sich die Prozessproduktivitat langfristig erhoht.

Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung und Charakterisierung eines neuartigen
in situ Kombi-Sensors (im Folgenden als ISICOM bezeichnet), der den spezifischen
Sauerstoffverbrauch der Zellpopulationen direkt im Reaktor wahrend des Kultivie-
rungsprozesses erfasst. Das verwendete Messprinzip basiert auf dem kurzzeitigen
Stopp der Gaszufuhr und Auswertung des Abfalls der Sauerstoffkonzentration, be-
dingt durch die respiratorische Aktivitat der Organismen (dynamische Methode,
siehe Kapitel 2.4.4.3). Der ISICOM ist so konzipiert, dass nicht die gesamte Zellsus-
pension im Reaktor vermessen wird, sondern ein definiertes, zeitlich segmentiertes
Volumen. Dazu besteht der Sensor aus einer kurzzeitig dicht verschlief{baren Mess-
kammer, die mit einem auf Glasfaseroptik basierenden Sauerstoffsensor beobachtet
wird. Uber eine integrierte Streulichtoptode ist auRerdem die Biomassekonzentra-
tion bestimmbar. Zusatzlich ist ein Multisensorport vorgesehen, mit dem ein dritter
optischer Sensor, wie zum Beispiel eine pH-Optode, ergianzt werden kann. Bei ge-
schlossener Kammer wird die spezifische Sauerstoffaufnahmerate somit direkt, mit-
tels der dynamischen Methode, zuganglich, ohne den Kultivierungsprozess zu be-

einflussen oder eine Probe aus dem Reaktor zu entnehmen.



2. Bioprozessiiberwachung

2. Bioprozessiiberwachung

Biotechnologische Prozesse werden in verschiedensten Bereichen der chemischen
und pharmazeutischen Industrie eingesetzt. Es handelt sich dabei um komplexe
Mehrphasenprozesse, deren Beschreibung in ihrer Gesamtheit, wenn tiberhaupt
nur mit erheblichem Zeit- und Kostenaufwand maéglich ist. Hieraus resultiert der
Bedarf an Sensoren, die detaillierte Echtzeitinformationen tiber den Prozess liefern.
Eine umfassende Prozessiiberwachung ist fundamental fiir eine verlassliche Pro-
zessbeschreibung und -regelung [1]. Neben Prozessgréfden wie Sauerstoffpartial-
druck (pO2z), pH und Temperatur sind insbesondere die chemischen und biologi-
schen Zustandsgrofden des Systems fiir die Prozessregelung relevant. Hierbei ist die
Bestimmung der Biomassekonzentration von besonderer Bedeutung, wobei aber
nur der Anteil an lebenden und metabolisch aktiven Zellen in der Lage ist, weitere
Biomasse oder das wertschopfende Produkt zu bilden [2, 3]. Die Bestimmung dieser
Grof3e - moglichst online - stellt eine der Herausforderungen in der Bioprozessbe-

obachtung dar.

2.1 Sensoren zur Bestimmung der Biomasse

Fur die online Bestimmung der Biomasse in mikrobiellen Fermentationen kommen
haufig optische Sensoren zum Einsatz, mit denen die optische Dichte (ODsoo) der
Kulturbriihe bestimmt wird. Auch kapazitive Sensoren oder in situ Mikroskopiesys-
teme sind fiir die online Messung geeignet. Alle Systeme miissen fiir das jeweilige
biologische System gegen die tiblichen mikroskopischen, gravimetrischen oder pho-

tometrischen offline Referenzmessungen kalibriert werden [4].



2. Bioprozessiiberwachung

2.1.1 Triibungssensoren

Kommerziell erhaltliche Triibungssonden basieren entweder auf einer Messung in
Transmission, Reflektion oder Streulicht bzw. einer Kombination daraus (Abbildung
1 A) [2]. Die Emission des Lichts erfolgt in der Regel durch eine LED (light emitting
diode) oder einen Laser mit einer Wellenlange im nahen Infrarot (840 - 910 nm), da
viele Medienbestandteile in diesem Bereich kaum Absorption zeigen [5]. Bei gerin-
gen bis mittleren Triilbungen wird vorzugweise in Transmission oder im 90°-Winkel
gemessen. Die 180° Reflexionsmessung wird fiir hochdichte Suspensionen genutzt
(Abbildung 1 B). Der Vorteil der Reflexionsmessung ist, dass lediglich ein Lichtwel-
lenleiter fiir Emission und Detektion benétigt wird [6]. Hauptsichlich fiir die Uber-
wachung von mikrobiellen Kultivierungen entwickelt, finden diese Sensoren auch
Anwendung in der tierischen Zellkultur. Merten et al. konnten bei einer Hybridoma-
Zellkultivierung eine lineare Kalibration zur Bestimmung der Zellzahl von 0,4 bis
2x 10° Zellen-mL-! ermitteln [7, 8]. Ein Beispiel fiir eine Sonde, die nach dem Refle-

xionsprinzip arbeitet, ist der InPro 8100 Sensor der Mettler-Toledo GmbH, Giefen.

A) B)
90° Streuung
180° Reflektion / Lineare Antwort
. OOOO 00O
00

____180° Reflektion

Sensor Signal

einstrahlendes
Licht 0]

0]
00 o %
—/’ CLX 80 <E
8 OO © Transmission

90° Streuung

\“w,‘____"l“ransmissicn
Triibe Probe

Biomassekonzentration

Abbildung 1: (A) Verschiedene Anordnungsmoglichkeiten von eingestrahltem zu
detektiertem Licht. (B) Sensorsignal als Funktion der Biomassekonzentration fiir
verschiedene Triibungsmessungen. Modifiziert nach [9].

Mit der Triibungsmessung kann nicht zwischen lebenden und toten Zellen unter-
schieden werden. Auch Zelltriimmer, Partikel und Luftblasen beeinflussen das Sig-

nal, sodass dies bei der Kalibrierung und Auswertung berticksichtigt werden muss.
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2.1.2 Impedanzspektroskopie

Bei der Impedanzmessung im Bioreaktor wirkt die intakte Zellmembran wie ein Die-
lektrikum im elektrischen Feld und sorgt fiir einen Polarisationseffekt, der mit der
Biomasse korreliert.

Zur Messung wird ein sinusformiges, elektrisches Feld mit Hilfe zweier Platin-
Elektroden gebildet, die direkt mit der Probe in Kontakt stehen. Die elektrische Per-
mittivitat der Probe wird durch die Biomassekonzentration beeinflusst und gemes-
sen [9].

Da die Plasmamembran von toten Zellen nicht mehr intakt ist, beeinflussen diese
das Signal nicht und nur lebende Zellen werden von der Messung erfasst [10, 11].
Diese Technologie eignet sich besonders fiir grofdere Zellen, wie z.B. tierische Zellli-
nien [12], ist aber durch die Leitfahigkeit des verwendeten Mediums limitiert. Au-
Rerdem beeinflussen Anderungen der Begasung das Signal, da Gasblasen das Fliis-
sigkeitsvolumen in der Messzone verandern [3].

Kommerziell erhaltliche, moderne Impedanzsensoren nutzen Frequenz-Scan-
ning Techniken in Bereichen zwischen 100 KHz und 20 MHz (Dielektrische Spekt-
roskopie). Dadurch sind nicht nur Riickschliisse auf die Zellgrofde und Volumen
moglich, sondern auch Informationen tiber den metabolischen Zustand einer Kultur
zuganglich [10]. Beispielsweise konnte zwischen wachsenden und sporulierenden
Zellen sowie ausgereiften Sporen von Bacillus thuringiensis wahrend der Endotoxin-
produktion unterschieden werden [13, 14]. Auch die Lipideinlagerung in Hefen

wurde erfolgreich mit der Impedanzspektroskopie beobachtet [15].

2.1.3 In situ Mikroskopie

Bei der in situ Mikroskopie (ISM) werden mikroskopische Systeme in den Bioreak-
tor eingebaut. Sie erlauben die kontinuierliche Aufnahme von Bildern der Organis-
men in der Kulturbriihe wahrend des Bioprozesses. Daraus konnen mittels Bildver-
arbeitungsalgorithmen Informationen tliber die Zellkonzentration, Zellgréf3e oder
Morphologie gewonnen werden [16].

Ublicherweise befindet sich am reaktorseitigen Ende des ISM ein Messspalt, wel-
cher aus zwei gegeniiberliegenden Saphirglasscheiben gebildet wird. Die Messspalt-

breite ist variabel und wird entsprechend der beobachteten Organismen und deren



2. Bioprozessiiberwachung

Konzentration angepasst. Zur Fokussierung der Aufnahmen wird die Position des
Objektivs zum Messspalt angepasst. Der Messspalt wird durch eine LED ausgeleuch-
tet und die Bilder mit einer CCD (charged coupled device) Kamera aufgezeichnet [17].

ISM Systeme wurden bereits zur online Uberwachung einer Vielzahl von Biopro-
zessen genutzt [17-23]. Durch die Kombination mit weiterer online Sensorik
(MIR (mid-infrared)-Spektroskopie) konnte z.B. der Prozessstatus von CHO (Chinese
Hamster Ovary)-Kultivierungen verlasslich ermittelt und zur Regelung genutzt wer-

den [24].

2.2 Sensoren zur Sauerstoffmessung

Der Gelost-Sauerstoffgehalt bzw. der hierzu korrelierende Sauerstoffpartialdruck in
der Kulturbriihe ist eine der wichtigsten chemischen Groéfden in der Bioprozesstiber-
wachung und muss insbesondere wahrend aerober Prozesse genau erfasst und ge-
regelt werden. Die Sauerstoffloslichkeit und somit der pOz hiangt stark von der Me-
dienzusammensetzung und Temperatur ab, weshalb die Messung durch diese Para-
meter beeinflusst wird. Zur Bestimmung des pO: in Bioprozessen dienen tblicher-
weise elektrochemische, amperometrische Clark-Elektroden oder optische Chemo-

sensoren (Optoden). [9, 25]

2.2.1 C(Clark-Elektrode

Eine Clark-Elektrode besteht aus einer Platin-Kathode und einer Referenzanode aus
Silber. Die Anode ist umgeben von einer Elektrolytlosung und durch eine isolierende
Glasschicht von der Kathode getrennt. Die Kathode endet kurz vor einer sauerstoff-
durchlassigen PTFE (Polytetrafluorethylen) Membran, die den Messraum von der
fliissigen Phase (z.B. Kulturmedium) trennt. Der Sauerstoff diffundiert aus der fliis-
sigen Phase durch die PTFE Membran in den Elektrolytraum, wobei die Diffusions-
rate von dem Sauerstoffpartialdruck abhangig ist. Abbildung 2 zeigt den Aufbau ei-
ner Clark-Elektrode schematisch. [26-29]



2. Bioprozessiiberwachung

Elektrolyt —_| | Isolator

Silberanode L_j‘I | Platinkathode

gasdurchlassige Membran

Abbildung 2: Schematischer Aufbau amperiometrischen Sauerstoffelektroden,
nach [29].

Durch Anlegen einer Polarisationsspannung wird Sauerstoff an der Kathode redu-
ziert, wahrend an der Anode Silber-lonen in L6sung gehen. Wenn die Polarisations-
spannung konstant und die Reaktion diffusionskontrolliert ist, ist der Stromfluss al-
lein von der Konzentration des Sauerstoffs abhdngig. Es ergibt sich die Reaktions-

gleichung an der Kathode:

02+2H20+4 e > 4 0H-
Und an der Anode:
Ag+Cl-> AgCl + e [30]

Aufgrund der diffusionsbasierten Messung weisen Clark-Elektroden relativ hohe
Ansprechzeiten von bis zu 90 Sekunden auf und sind damit fiir Anwendungen in de-
nen sehr schnelle Anderungen des Sauerstoffpartialdrucks gemessen werden miis-
sen ungeeignet. Trotzdem sind diese Sensoren in der Bioprozessiiberwachung weit
verbreitet und somit die Referenzmethode zur Messung des Geldst-Sauerstoffparti-

aldrucks.

2.2.2 Sauerstoffoptoden

Neben klassischen, amperiometrischen Clark-Elektroden sind faseroptische Senso-
ren erhaltlich. Besondere Vorteile dieser Sensoren sind die sauerstoffverbrauchs-

freie Messung, schnellere Ansprechzeit und die gute Miniaturisierbarkeit, was sie
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fiir den Einsatz bei geringen Konzentrationen sowie in kleinen Volumina pradesti-
niert [31]. Die Messung beruht auf dem dynamischen Quenching der Fluoreszenz
von Farbstoffen in Anwesenheit von molekularem Sauerstoff. Der Farbstoff ist dazu
an der Spitze eines Lichtwellenleiters immobilisiert und wird z.B. mit Hilfe einer
LED zur Fluoreszenz angeregt. Ein haufig verwendeter Farbstoff ist Tris-4,7-diphe-
nyl-1,10-phenanthrolin-Ruthenium(II), welcher in einem sauerstoffdurchldssigen
hydrophoben Polymer immobilisiert ist. [32-36]

Zur Detektion des emittierten Lichts dient in der Regel eine Photodiode. Die Exzi-
tation und Emission ist durch einen dichronitischen Spiegel oder optischen Filter
voneinander getrennt, sodass beide Wellenldngen mit nur einem Lichtleiter gemes-

sen werden konnen. Der prinzipielle Aufbau von Optoden wird in Abbildung 3 ge-

zeigt.

>
'

Filter
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Sensorelektronk

iehtaiele (LED) Indikatorfarbstoff
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DetEktor i Mantel
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5 - Sensio;p]c:tchf o
L mit Indikatorfarbsto
o )=
[+h]
e
IS -
| Lichtquelle (LED) Optisches Fenster

Reaktorwand

Abbildung 3: Schematischer Aufbau einer Optode fiir standard Reaktorports (A)
und einer modularen Optode mit Sensorpatch an einem optischen Fenster (B). [9]

Neben konventionellen in situ Sonden fiir Standardports von Bioreaktoren sind so-
genannte Sensorpatches erhaltlich (Abbildung 3 B). Diese ermdglichen einen modu-
laren Aufbau, bei dem das Sensorelement durch Aufbringen auf ein optisches Fens-

ter vom Lichtleiter und der Auswerteelektronik getrennt werden kann. Diese An-
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ordnung ist bei Einwegbioreaktoren weit verbreitet, bei denen der Sensorpatch zu-
sammen mit dem Reaktor mittels y-Strahlung sterilisiert und im Anschluss an die
Kultivierung entsorgt wird. [9]

Die kommerziell erhéltlichen Sonden und Patches konnen auch problemlos auto-
klaviert werden, ohne dass die Sensitivitat verloren geht, jedoch ist ihre Langzeitsta-
bilitat aufgrund von Photobleaching limitiert. Dieser Effekt kann durch Flurores-
zenzlebenzeitmessungen anstatt von -intensitdtsmessungen reduziert werden [31,
37]. Auch chemische Modifikationen des Indikatorfarbstoffs, wie z.B. mehrfach flu-
oriertes Platin-Porphyrin konnen die Signaldrift reduzieren [9].

Messungen bei hohen oder niedrigen pH-Werten beeinflussen die Systeme nicht,
jedoch besteht eine starke Temperaturabhangigkeit. Moderne Systeme sind in der
Lage, diesen Effekt iiber die Geratesoftware zu kompensieren. Falls die Medien, in
denen gemessen wird, eine intrinsische Fluoreszenz aufweisen, kdnnen optische

I[solatoren in den Aufbau erganzt werden, um Storungen zu vermeiden [38].

2.3 Sensoren zur pH-Wert Messung

In nahezu allen Bioprozessen in wassrigen Losungen wird neben dem Sauerstoft-
gehalt auch der pH-Wert kontrolliert. Hierfiir steht eine Vielzahl von Messtechniken
zur Verfligung. Am verbreitetsten sind elektrochemische Sensoren, aber auch Opto-

den sind erhaltlich.

2.3.1 Elektrochemische Sensoren

Die in Bioprozessen am haufigsten verwendeten elektrochemischen Sensoren ba-
sieren auf potentiometrische Messmethoden (i.d.R. pH-Glaselektroden). Hierzu
wird die Potentialinderung zwischen einer Arbeitselektrode und Referenzelekt-
rode gemessen, die mit dem pH-Wert korreliert. Der Temperatureffekt wird dabei
kompensiert [30]. Glaselektroden sind meist als Einstabmesskette gefertigt, wobei
das sensitive Element aus einer Membran aus pH-sensitivem Silikatglas besteht.
Zwischen den in der Probe befindlichen Protonen und den im Silikatglas gebunde-
nen Alkaliionen bildet sich ein Gleichgewicht, welches eine Potentialdnderung her-
vorruft. Dieses wird mit der Arbeitselektrode gemessen, die sich auf der gegeniiber-

liegenden Seite der Glasmembran in einer Puffer-Losung mit bekanntem pH-Wert
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(z.B. KCL) befindet. Die Referenzelektrode (meist eine Ag/AgCl-Elektrode) befindet
sich im Referenzelektrolyt und ist iiber ein Diaphragma mit der Messlésung verbun-
den, sodass die Potentialdifferenz zwischen den beiden Elektroden mit dem pH-
Wert in Bezug gesetzt werden kann [39]. Abbildung 4 zeigt den Aufbau einer pH-

Einstabmesskette schematisch.

Anschlussstecker

Referenzelektrolyt
Innenpuffer\
__—Referenzelektrode
Arbeitselektrode

Diaphragma

Glasmembran
Abbildung 4: Schematische Darstellung des Aufbaus einer pH-Einstabmesskette.

Neben klassischen Glas-Elektroden sind Einweg pH-Einstabmessketten aus Glas
oder Kunststoff erhaltlich, die z.B. in Single-Use-Bioreaktoren der ambr®-Serie
(Sartorius AG, Gottingen) Verwendung finden [40, 41].

Weitere elektrochemische pH-Sensoren sind bislang vor allem in der Forschung
verbreitet. Mittels ionenselektiver Feldeffektransistoren (ISFETs), bei denen die
Gatespannung vom pH-Wert abhangig ist, kann ein Potentialbezug zum pH-Wert der
Messlosung hergestellt werden. ISFETs sind gut miniaturisierbar und zeigen ein
schnelles Ansprechverhalten, benétigen jedoch relativ grof3e Referenzelektroden,
deren Langzeitstabilitat begrenzt ist [9, 30].

Fiir weitere Informationen zur Messung des pH-Werts in der Biotechnologie ge-
ben Henkel et. al [39] eine umfangreiche Ubersicht iiber die hier erlauterten und

weitere pH-Messtechniken (u.a. Leitfahigkeit, Redoxelektroden, Hydrogele, etc.).

2.3.2 Optoden

Der apparative Aufbau von pH-Optoden ist dem von pO2z-Optoden sehr dhnlich (vgl.
Abbildung 3B). Ein absorbierender oder fluoreszierender Indikatorfarbstoff ist in

einem Tragerpolymer immobilisiert, welches direkt auf einem Lichtleiter oder in

10
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Form eines Patches auf ein optisches Fenster aufgebracht wird [42]. Fiir Absorpti-
onsmessungen werden beispielswiese Kresolrot, Phenolrot, Bromphenolblau oder
Chlorophenolrot als Indikatorfarbstoffe verwendet [43, 44]. Fiir die bei pH-Optoden
haufig verwendete Fluoreszenzmessungen eignen sich z.B. Fluoresceinamin, Flu-
orescin Derivate oder HTPS (8-Hydroxyl-1,3,6-Pyrentrisulfonsaure) [39].
pH-Optoden weisen mit pO2-Optoden vergleichbare Vorteile wie Miniaturisier-
barkeit, Storunanfalligkeit gegeniiber elektromagnetischen Feldern, Druckunab-
hangigkeit und Modularisierung auf. Nachteilig ist, dass pH-Optoden stark von der
Ionenstarke beeinflusst werden und einen geringen dynamischen Bereich von we-
nigen pH-Einheiten aufweisen. Aufierdem verlieren sie ihre Sensitivitdt durch Ste-
rilisations- und Reinigungsprozesse, da der Indikatorfarbstoff dadurch ausgewa-
schen wird. Die Farbstoffe unterliegen zudem einem Bleachingeffekt, welcher durch
ratiometrische Messungen ausgeglichen werden kann. Dazu muss der Farbstoff eine
pH-abhangiges und ein pH-unabhdngiges Intensitatsmaximum aufweisen, aus de-
nen das Intensitatsverhaltnis errechnet wird [25, 32, 39]. Fiir weitere Inform-atio-
nen uber optische pH-Wertmessung in Bioprozessen geben Lam und Rao eine um-

fangreiche Ubersicht [45].

2.4 Bestimmung der metabolischen Aktivitit in Bioprozessen

Die in situ Bestimmung der Konzentration an viablen, metabolisch aktiven Zellen ist
in der Bioprozessiiberwachung von besonderem Interessen, denn nur diese bilden
das gewtinschte Produkt.

Einige der in Kapitel 2.1 prasentierten Biomassesensoren erlauben bereits Riick-
schliisse auf die Bioaktivitat. So konnen zum Beispiel mit der Triibungsmessung In-
formationen tliber Zellgrofde und Morphologie erlangt werden, wenn sich das Sen-
sorsignal schneller dndert als das tatsdchliche Zellwachstum. Impedanzsensoren
messen per se nur viable Zellen und kdnnen unter anderem zur Messung der Lipid-
einlagerung in Hefen genutzt werden. Auch ISM Messungen liefern direkt Informa-
tionen tiber Zellgrofie und Morphologie.[9]

Fir die spezifische Analyse der metabolischen Aktivitat eigenen sich dartiber hin-
aus in situ Techniken, die in Tabelle 1 zusammen mit den genannten Biomassesenso-

ren aufgefiihrt sind und in der Folge prasentiert werden.

11
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Tabelle 1: In situ Messtechniken und Zielgrof3en zur Biomassebeschreibung, nach[9]

Zielgrofde Literatur
Methode N

Konzentration Morphologie Aktivitat Beispiele

[17, 19, 21-23,
ISM X X X

46, 47]
Triibung X X [7]
Impedanz X [10, 14, 15]
Kalorimetrie X X [48-50]
Spektroskopie X X [32,51-61]
NMR-Spektr. X [62, 63]
OUR/qOUR X X [64-73]

2.4.1 Kalorimetrie

Zu den Verfahren, mit denen die metabolische Aktivitit der kultivierten Zellen nicht
invasiv - also ohne Probenahme - bestimmt werden kann, gehort die Kalorimetrie.
Sie basiert auf der Messung der Warme, die von der biologischen Aktivitat, der Bio-
massekonzentration und dem Stoffwechselumsatz der Organismen abhangig ist. Die
Schwierigkeit bei diesen Messungen ist, dass die Gesamtwarmeproduktion erfasst
wird. Die warmeproduzierenden zellbasierten Prozesse miissen aus der Gesamt-
warmeentwicklung hergeleitet werden [4]. Spezielle apparative Aufbauten sind no6-
tig und eine Anpassung an verschiedene Prozesstypen und -verfahren ist nur be-
grenzt moglich. Es konnte zum Beispiel eine Schatzung der Biomasse und der spezi-
fischen Wachstumsrate von crabtree-negativen Hefezellen durchgefiihrt werden, in
dem der metabolische Warmefluss mit einem hochauflésenden Biokalorimeter ge-
messen wurde [48]. Fiir Organismen mit komplexerem Metabolismus sind aller-

dings aufwandige Modelle notig und eine direkte Korrelation ist meistens nicht

12
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moglich. Pionierarbeiten auf diesem Gebiet wurden von Stockar und Marison geleis-

tet [49, 50, 74-76].

2.4.2 Spektroskopie

Andere Moglichkeiten zur nicht-invasiven Messung metabolischer Aktivitaten bie-
ten die in situ Spektroskopie-Verfahren. Sie umfassen eine Vielzahl von Methoden
wie Fluorometrie, UV/VIS-, IR- oder Raman- Spektroskopie. IR-Sonden erlauben die
Detektion von extrazelluliren Komponenten wie Glukose, Laktat oder Acetat und
die Biomasse als wichtige biologische Grofie [51-54]. 2D-Fluoreszenzsensoren er-
moglichen dagegen die simultane Detektion einer Vielzahl biogener Fluorophore
wie der Konzentration von Aminosauren/Proteinen, Vitaminen und Coenzymen in-
nerhalb und aufserhalb der Zellen und lassen damit Riickschliisse auf die biologische
Aktivitat zu [32, 55, 56]. Neben dem Monitoring von Zellwachstum und Stressreak-
tion von Hefen [57] konnte beispielsweise die Stabilitat eines plasmidhaltigen E. coli
Stammes untersucht [58] oder die online Uberwachung von Lebendzellzahl sowie
(rekombinante) Proteinproduktion in Sdugerzellkulturen durchgefiihrt werden [59,
60]. Auch das NAD(P)H-abhangige Fluoreszenzsignal kann genutzt werden, um me-
tabolische Veranderungen zu detektieren und es gibt Informationen iiber den Re-
doxstatus der Kultur [61]. Die (Fluoreszenz-)Spektren der Fermentationsbriithen
zeigen oft komplexe Wechselwirkungen und Uberlagerungen, sodass eine genaue
Bestimmung der Prozessgrofden nur mit multivariaten Auswerteverfahren und
chemometrischen Modellen in genau definierten Experimentalraumen moglich ist.

[32, 77]

2.4.3 NMR Spektroskopie

Kernmagnetische Resonanz (NMR)-Spektroskopie ist eine direkte, nicht invasive
Technik, um Informationen iiber den Zellmetabolismus zu erlangen [78, 79].
Brecker et al. [62] nutzte H-NMR zur Bestimmung eines metabolischen Wechsels
vom Citrat- zum Glukosemetabolismus von E. coli. Auch eine Methode zur Uberwa-
chung von tierischen Zellkulturen wurde von Bradley et al. vorgestellt [63]. Die

Nachteile dieser Technologie sind hohe Anschaffungskosten und vor allem die tech-

13
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nische Umsetzung am Bioprozess. Es sind nur Messungen in sehr kleinen Durch-
flusszellen in Magnetfeldern moglich (keine Stahleinbauten, etc.), die Messzelle ist
meist mit einem Kultivierungsreaktor verbunden, aus dem die Zellsuspension durch
die Messzelle gepumpt wird. Die Messbedingungen in der NMR-Kammer spiegeln
somit nicht unbedingt die Bedingungen im Kultivierungsreaktor wider. Trotz hoher
Biomassekonzentration sind die Messzeiten mit tiber 10 Minuten pro Messpunkt

sehr hoch. [80, 81]

2.4.4 Bestimmung der Sauerstoffaufnahmerate

Die Sauerstoffaufnahmerate bzw. die spezifische Sauerstoffaufnahmerate ist ein ro-
buster Indikator zur Bestimmung zellularer Aktivitat, denn eine Vielzahl von mikro-
biellen Prozessen, die meisten Pilz- und Pflanzenkulturen und alle Saugerzellkultu-
ren sind aerobe Prozesse. Als eine der fundamentalen physiologischen Charakteris-
tiken des Kulturwachstums kann sie zur Optimierung von Bioprozessen verwendet
werden [66, 82, 83]. Auf Basis der OUR wurde eine online Vorhersage der Viabilitat
und der Wachstumsphase von Insekten und tierischen Zellkulturen ermdoglicht [68,
82]. Zudem konnte die Zufiitterung von Saugerzellkulturen mit Aminosauren auf Ba-
sis der Sauerstoffaufnahmerate durchgefiihrt werden [84] oder sie diente als Faktor
zur Bestimmung des hydrodynamischen Stresses, der Zellschadigung und des Zell-
tods [69], [64]. Auch die Charakterisierung und Aktivitat der organischen Zusam-
mensetzung in der Abwasserverarbeitung wurden mittels OUR-Messungen be-
stimmt [65, 85-88]. Abbildung 5 zeigt den typischen Verlauf der OUR, qOUR und des
pO2 im ungeregelten Bioprozess. Wahrend die Zellen wachsen steigt die Sauerstoff-
verbrauchsrate exponentiell an. Aufgrund des gestiegenen O2-Bedarfs sinkt der pO2
in diesem Zeitraum ab. Sobald die Organismen das Wachstum reduzieren, steigt
auch die OUR nicht weiter an. Anschliefend ist in der Regel ein Absinken der OUR
sowie ein Anstieg des pOz zu verzeichnen, da die Zellen aufgrund von Nahrstoffman-

gel absterben und weniger Sauerstoff verbrauchen.
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Abbildung 5: Typischer Verlauf der OUR, pO2 und Biomasse im Bioprozess.

Verschiedene Methoden zur Bestimmung der OUR, basierend auf der Sauerstoffbi-
lanz tiber den gesamten Reaktor oder in der fliissigen Phase, sowie mit variablem
Gelost-Sauerstoffpartialdruck, sind bekannt. Die gangigsten Methoden sollen im Fol-

genden kurz vorgestellt werden.

2.4.4.1 Gasmassenbilanzierung

Bei der Gasmassenbilanzierung wird der Sauerstoffpartialdruck in den Zu- und Ab-
luftstromen des Reaktors bestimmt und aus der Differenz der Verbrauch errechnet.
Abbildung 6 zeigt schematisch einen typisch instrumentierten Bioreaktor inklusive

Begasung.

Gasanalysatoren
Zuluft =) =) > Abeas
VCeml Yein O Vcausl Yaus
M
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Abbildung 6: Schematischer Uberblick iiber einen typisch instrumentierten Biore-
aktor und dessen Begasung.
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Der Gasstrom VGein [mol-h-1] mit dem Stoffmengenanteil an Sauerstoff y,;, [%]
stromt liber den Kopfraum und/oder einer Submersbegasung (Sparger) in den Re-
aktor. Im Kopfraumvolumen V;; [L] betragt die Sauerstoffkonzentration c; [mol-L-1].
Der Sauerstoff 10st sich in der fliissigen Phase V; [L] mit einer Konzentration
¢, [mol-L1] iiber die Austauschfliche a [m?2], welche der Fliissigkeitsoberflache
und/oder der Oberflache der Gasblasen entspricht (oxygen transfer rate, OTR). In
der fliissigen Phase verbrauchen ausschliefdlich die Zellen den Sauerstoff. Der
Gasstrom verlasst schlief3lich den Reaktor mit dem Volumenstrom VGaus [mol-h1]
und dem O2 Stoffmengenanteil y,,,s [%] [89]. Die OUR lasst sich daher mittels einer

globalen Massenbilanzierung tiber die Fliissig- und Gasphase gemaf3 Gleichung (1)

ermitteln:
dcy dcg ) )
E'VL'FE'VG=VGein'yein_VGaus'yaus_OUR'VL (1)
Wenn die O2-Konzentrationen im Reaktor konstant sind ( % =0 und %G =0),

kann die Gleichung wie folgt vereinfacht werden.

OUR = VGein *Yein — VGaus " Yaus

- (2)

Mit den Kenntnissen des Gasfluxes und der Zusammensetzung in den Zu- und Ab-
gangen kann somit die OUR errechnet werden.[64, 89]

Dies ist eine verlassliche und exakte Methode, benotigt aber teure, sehr genaue
Messinstrumente. Ublicherweise kommen hierbei Massenspektrometer oder
Gasanalysatoren zum Einsatz, die zudem auf eine vorherige Trocknung des Gases
angewiesen sind. Die Abgasanalysatoren BluelnOne Cell bzw. BluelnOne Ferm der
BlueSens gas sensor GmbH, sind Beispiele fiir kommerziell erhaltliche Systeme zur
Abgasanalyse.

Insbesondere bei kleinen Reaktorsystemen oder tierischen Zellkulturen ist die

Anwendung dieser Methode schwierig, da die Konzentrationsunterschiede zwi-
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schen Zu- und Abluft sehr gering sind [64]. Variable Zuluftmenge, grofse Kopfraum-
volumina oder Perfusionsprozesse, bei denen Sauerstoff mit dem Medium ausge-

schleust wird, bereiten zusatzliche Schwierigkeiten [90].

2.4.4.2 Flussigphasenbilanz

Die Sauerstoffaufnahmerate ist auch durch ausschliefdliche Bilanzierung der fliissi-
gen Phase ermittelbar. Dies hat den Vorteil, dass einfachere und weniger genaue
Messgerate verwendet werden konnen. Die Sauerstoffbilanz der Fliissigphase im

Reaktor ergibt sich aus Gleichung ( 3 ).

dc;
—=0TR — OUR 3
r (3)

mit

Ptot " Ve CL)

0TR=kLa( (4)

Wobei ptot den Umgebungsdruck in bar beschreibt und H den Henry-Koeffizienten
in bar-L-mol-L. Der k; a fasst den Stofftransportkoeffizienten k; (Proportionalitits-
faktor) und die Stoffaustauschfliche a zu einem volumenbezogenen Sauerstoft-
tibergangskoeffizienten zusammen. Je Grofder dieser Koeffizient ist, desto hoher ist

der Sauerstofftransport von der Gasphase in das Medium. Wenn die Geldst-Sauer-
o I , d
stoffkonzentration im Reaktor konstant (stationar) gehalten wird (% = 0), kann

die OUR aus der OTR entsprechend Gleichung ( 5 ) bestimmt werden.
OTR = kya(c; —c,) = OUR (5)

Dabei steht ¢; fiir die O2-Sattigungskonzentration in mol-L-1. Nachteil bei dieser Me-
thode ist, dass der k;a und c; iliber den gesamten Bioprozess bekannt sein miissen.
Besonders in Prozessen, die liber Sparger begast werden, kann der k; a stark variie-
ren, da sich die Gasblasengrofie im Prozessverlauf aufgrund von physikalischen Ver-

anderungen des Mediums wie Dichte, Viskositdt oder Oberflaichenspannung dndert.
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Deshalb eignet sich die Methode am besten fiir oberflichenbegaste Prozesse, bei de-
nen der pOz durch Regelung der Gaszusammensetzung im Prozess konstant gehal-
ten wird. Die jeweilige O2-Sattigungskonzentration c; lasst sich aus dem Stoffmen-
genanteil y; in der Gasphase mittels Massendurchflussregler bestimmen, wenn der

Henry-Koeffizient bekannt ist. [64, 89]

2.4.4.3 Dynamische Methode

Die dynamische Methode ist eine der einfachsten zur direkten Bestimmung der OUR.
Sie basiert auf der respiratorischen Aktivitit der Organismen in der Kultur und ist
unabhangig von der Begasungsstrategie [64]. Hierfiir wird die Sauerstoffzufuhr un-
terbrochen und der Abfall des Geldst-Sauerstoffpartialdrucks in der Kulturbriihe
(fliissige Phase) beobachtet. Abbildung 7 zeigt einen typischen pO2-Verlauf wahrend
der dynamischen OUR-Messung.

Begasung aus

Steigung ~ OUR

C,(%-sat)

Zeit (s)

Abbildung 7: Verlauf des Geldst-Sauerstoffpartialdrucks wahrend einer dynami-
schen Messung der OUR im Bioprozess.[64]

Die Steigung der Kurve ist proportional zu dem Sauerstoffverbrauch der Organis-

men. In diesem Fall vereinfacht sich Gleichung ( 3 ) zu,

dc;
. 6
T OUR (6)
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da OTR = 0. Eine solche Messung der Sauerstoffaufnahmerate in einem Produkti-
onsbioreaktor verursacht allerdings unerwiinschte Storungen des Systems, welche
sich negativ auf die Produktbildung oder das Wachstum der Zellen auswirken kon-
nen [89, 90].

Die OUR kann daher auch dynamisch inline bestimmt werden. Dazu wird eine
Sauerstoffelektrode am Ende eines Bypasses vom Bioreaktor installiert, durch den
die zellhaltige Kulturbriihe geférdert wird. Die Sauerstoffaufnahme wird aus dem
pO2-Unterschied zwischen Bioreaktor- und Bypasselektrode sowie der Aufenthalts-
zeit der Zellen im Bypass berechnet. Der Nachteil dieser Methode ist, neben dem
instrumentellen Aufbau, dass die Elektroden sehr exakt auf einander abgestimmt
sein mussen [91].

Die dynamische Methode wird zudem zur offline Bestimmung der OUR genutzt.
Hierbei wird bei einer Probe aus dem Bioreaktor der Sauerstoffabfall in einem voll-
standig gefiillten Gefaf3 iiberwacht, welches iiber eine Temperatur- und Riithrersteu-
erung verfiigt [92, 93]. Das FOL oxygen monitoring system der Instech Laboratories,
Inc.,, USA ist ein Beispiel fiir ein kommerziell erhaltliches System zur offline Messung

der Sauerstoffaufnahmerate [94, 95].

2.4.4.4 Spezifische Sauerstoffaufnahmerate

Die spezifische Sauerstoffaufnahmerate (qOUR) beschreibt den O2-Verbrauch pro
Zeiteinheit und Zelle bzw. Biomasse. Sie ist charakteristisch fiir jeden Mikroorganis-
mus und liefert wichtige Informationen tiber den Zellmetabolismus und die Zellphy-
siologie, auf deren Basis beispielsweise Feed-Strategien oder Prozessteuerung ent-
wickelt werden kénnen [96].

Fir die Ermittlung der spezifischen Sauerstoffaufnahmerate aus der OUR ist des-
halb die Kenntnis der aktuell vorhandenen Biomasse bzw. Zellkonzentration cy no-

tig. Die Berechnung der qOUR wird durch Gleichung ( 7 ) beschrieben. [64]

OUR
—qOUR = (7)
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Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass bis heute kein robustes und einfaches
Verfahren zur direkten, automatisierten online Bestimmung der spezifischen Sauer-
stoffaufnahmerate von Zellpopulationen und Mikroorganismen auf Basis der dyna-
mischen Methode verfiigbar ist. Zwar existieren in situ Sensorkonzepte, die die OUR
auf dem Prinzip einer verschlief3baren Messkammer ermitteln. Jedoch erlauben
diese nicht die simultane Bestimmung der Biomasse, weshalb fiir eine qOUR Mes-
sung dabei weiterhin zusatzliche Sensoren oder eine offline Probenahme notig ist
[71,97].

Die Entwicklung eines Messsystems zur online qOUR-Bestimmung, das in ver-
schiedenen Reaktortypen und bei unterschiedlichen Begasungsstrategien angewen-
det werden kann, ist somit fir ein besseres Prozessverstindnis und zur Kontrolle

von Kultivierungsprozessen unabdingbar.
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3. Konzept und Design des ISICOM

Mit dem nicht-invasiven in situ Kombi-Sensor (ISICOM) zur Bioprozessiiberwa-
chung sollen der pO2-Wert und die Biomassekonzentration simultan bestimmt wer-
den, optional sollen iiber einen sogenannten Multisensorport weitere Messungen,
wie z.B. des pH-Werts moglich sein. Die Messung der Prozessvariablen erfolgt so-
wohl inline im Bioprozess als auch in einem kurzzeitig gasdicht abgeschlossenen Vo-
lumenelement, wodurch die spezifische Sauerstoffaufnahmerate tiber die dynami-
sche Methode online zuganglich wird. Der metabolische Zustand der Zellen im Bi-
oprozess lief3e sich so Uiber den gesamten Prozessverlauf in regelmafdigen Abstan-
den ohne Probenahme ermitteln.

Der Sensor ist so konzipiert, dass ein definiertes Volumenelement gasdicht abge-
schlossen und so von der Sauerstoffbegasung getrennt wird. In diesem Volumenele-
ment erfolgt die Bestimmung der Biomassekonzentration (Triibungsmessung) und
des Sauerstoffgehalts liber einen definierbaren Zeitraum. In der abgeschlossenen
Kammer ist dadurch der qOUR-Wert aus der Abnahme des Sauerstoffpartialdrucks
in Bezug auf die Biomassekonzentration zuganglich. Wenn im Multisensorport zu-
satzlich eine pH-Sonde integriert ist, konnten im geschlossenen Zustand auch
pH-Wert-Anderungen durch Uberginge der Stoffwechselvorginge erfasst werden
(Acetatbildung, Lactatbildung etc.).

Nach einem mdglichst kurzen, aber fiir die Messung ausreichenden Zeitraum,
wird die Kammer geoéffnet und die separierte Zellsuspension wieder mit dem Ge-
samtreaktorvolumen vermischt, bevor eine Schadigung der Zellen auftritt. Bei offe-
ner Kammer kénnen die Sensoren den pO2-Wert, die Triibung und ggf. den pH-Wert
kontinuierlich messen und mit den Standardsensoren im Reaktor abgeglichen wer-
den. Damit ist prinzipiell eine stindige Rekalibrierung der Sensoren im ISICOM Sen-

sor moglich, was vor allem bei Langzeitprozessen relevant sein kann.
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Fiir die Bestimmung der Biomasse wird eine faseroptische Triibungssonde einge-
setzt. Sauerstoffpartialdruck und pH-Wert werden iiber die in Kapitel 2.2.2 und 2.3.2
beschrieben Optoden gemessen. Alle drei optischen Sensoren sind im Sensorkopf
integriert und konnen gleichzeitig betrieben werden. Abbildung 8 gibt einen sche-

matischen Uberblick iiber die Funktionsweise des Sensors.

A)
Messkammer
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Verschlussmechanismus
offen
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Abbildung 8: Schematisierte Darstellung der Funktionsweise des ISICOM Sensors.
(A) zeigt das Durchstromen der Kultursuspension bei gedffneter Probenkammer
mit gleichzeitiger Sauerstoff-, pH- und Biomassemessung. (B) zeigt die durch-
mischte Messkammer des Sensorkopfes bei geschlossener Probenkammer wahrend
der qOUR Messung.

Bei geoffneter Kammer durchstromt die Zellsuspension die Messkammer. Ist die
Kammer geschlossen sorgt der integrierte Rithrmechanismus fiir eine ausreichende,
aber schadigungsfreie Durchmischung, um eine Sedimentation oder einen Sauer-
stoffgradienten zu verhindern. Das Schliefden der Kammer erfolgt durch das Ver-

schieben des Sensorstempels mit der Sensorik in das Innere der Messkammer.
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Durch automatisches Zuriickziehen des Sensorstempels wird der Messspalt im Sen-
sorkopf wieder freigegeben und durch die Konvektion im Reaktor erneut von der

Zellsuspension durchstromt.

3.1 Technische Umsetzung des Konzepts

Der ISICOM Sensor ist fiir den Einsatz im 25 mm Ingold-Port entworfen und besteht
aus drei Hauptbauteilen: Dem Sensorkdérper mit Messkammer, dem beweglichen
Sensorstempel und den drei optischen Sensoren mit den Lichtleitern. In Abbildung
9 sind die einzelnen Komponenten des demontierten Sensors dargestellt. Abbildung

10 zeigt einen Halbschnitt des zusammengebauten Sensors.

Dampfventil

Sensorkorper

Sensordeckel

Sensorstempel Verstelleinheit

Lichtleiterfiihrung \ EPDM-Membran

Sterilkappe Drei Lichtleiter

Abbildung 9: Bauteile des demontierter ISICOM Sensors.
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Dampfzugang

EPDM-Membran
(Sterilgrenze)

optisches Fenster
Sensorpatches

Riihrmotor
Magr\)et

Lichtleiter

Lichtleiterfithrung
(entkoppelbar)

Riihrfisch

Sensorkorper Sensordeckel
Messkammer

Dampfausgang Sensorstempel
(beweglich)

Abbildung 10: Halbschnitt durch den ISICOM Sensor ohne Verstelleinheit des Ver-
schlussmechanismus, Dampfventil und Verschlusskappe. Die Sterilkappe am
Dampfausgang ist nicht gezeigt.

Zur Integration des Riihrmechanismus wird ein Magnetriihrsystem genutzt, wes-
halb am Kopf des Sensorkérpers ein Rithrmotor in einem dicht verschlossenen
Raum fixiert ist. Der Riihrfisch befindet sich in der Messkammer des ISICOM, die
durch den beweglichen Sensorstempel mittels der Verstelleinheit ge6ffnet und ge-
schlossen wird.

Dieser Verschlussmechanismus basiert folglich auf einem beweglichen Bauteil,
das regelmaf3ig mit dem Reaktorinhalt in Kontakt kommt und zum Teil wieder in
den Sensorkdper zurilickgezogen wird. Damit dieser Prozess steril ablaufen kann,
darf die Sterilgrenze nicht am O-Ring 2 (vgl. Abbildung 10) liegen, sondern muss
innerhalb des Sensorkérpers platziert werden. Dazu dient eine EPDM (Ethylen-Pro-
pylen-Dien-Kautschuk) Flachmembran, die zwischen Sensorkoérper und Sensorde-
ckel sowie dem Sensorstempel fixiert ist. Ahnlich der Funktionsweise eines kom-
merziell erhaltlichen Probenahmeventils, bewegt sich diese Membran zusammen
mit dem Stempel und gewdhrleistet, dass das Sensorinnere reaktorseitig stets vom
Deckel und der Verstelleinheit separiert wird. Der Durchmesser der Membran be-
tragt 10 cm, damit die Bewegung des Stempels vollstandig aufgenommen werden
kann.

Uber den Dampfzu- und abgang des Sensorkorpers kann das Sensorinnere ein-

malig vor Prozessbeginn fiir 30 Minuten sterilisiert werden. Der Heifddampfeingang
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kann iiber ein Ventil ge6ffnet werden und miindet in einem Winkel auf dem Sensor-
stempel. So wird dem Dampf bereits eine Flussrichtung vorgeben, die gewéahrleistet,
dass der Sensorstempel vollstindig umstromt ist. Am Dampfausgang befindet sich
eine handelsiibliche Sterilkappe (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Gottingen), gefullt
mit Glasseide, welche die Bildung von Unterdruck beim Abkiihlen verhindert.

Am schragen, reaktorseitigen Ende des Sensorstempels ist das optisches Fenster
integriert, auf dem die Sensorpatches fiir pO2- und pH-Messung befestigt sind. In-
nerhalb des Stempels sind die drei Lichtleiter der optischen Sensoren mit Hilfe einer
Flhrung positioniert, die aus dem Sensor entfernt werden kann. Abbildung 11 zeigt

den vollstandigen Aufbau des Sensors schematisch.

Ethernet

OCTEEEEEES

Heiffdampf

Riihrmotor

Steuereinheit
Kammer-Verschluss

Ausleseeinheit
Tritbung

Lichtleiter

|

liiNls
\
[ ) |
Verstelleinheit

Ingold-Port
Bioreaktor Sterilkappe

Ausleseeinheit
p0,-Wert

______________

Abbildung 11: Schematische Darstellung des gesamten ISICOM Aufbaus. Die gestri-
chelten Linien versinnbildlichen Kabelverbindungen zur Kommunikation und Steu-
erung der Einheiten. Die rote, gestrichelte Line stellt eine Heifddampfleitung dar und
die blauen, durchgezogenen Linien symbolisieren die Lichtleiter der optischen Sen-
soren.

Die Lichtleiter werden aus dem Sensor zu den Ausleseeinheiten der optischen Sen-

soren gefiihrt, die mit der ISICOM-Steuereinheit verbunden sind. Die Steuereinheit
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kontrolliert zudem den Rithrmotor und die Verstelleinheit des Verschlussmechanis-
mus. Zur Kommunikation mit der externen Peripherie dient eine Ethernet-Schnitt-
stelle. Ein Video veranschaulicht die Funktionsweise des Sensors, welches iiber den

QR-Code in Abbildung 12 abgerufen werden kann.

E

|
|
Abbildung 12: QR-Code zum Video, das die Vorbereitung und Anwendung des
ISICOM zeigt, Link: https://youtu.be/G2flbDkOyFE

3.2 Sensorsteuereinheit

Die Sensorsteuereinheit dient zur Kontrolle des Offnens und Schlieens der Mess-
kammer sowie zur Steuerung des Rithrmechanismus. Auch die Datenaufzeichnung,
Datenauswertung und -weitergabe wird durch diese Einheit gewahrleistet. Sie be-
steht aus einem Gehause, in dem ein Raspberry Pi (Model B+, Raspberry Pi Founda-
tion, UK) mit Pi Face Erweiterungskarte (OpenLX SP Ltd, UK), die Motorsteuerung
des Rithrmotors sowie eine Spannungsversorgung eingebaut sind.

Der kompakte Einplatinencomputer Raspberry Pi bietet viele Schnittstellen, wie
z.B. USB oder Ethernet zur Kommunikation mit anderen Geraten. Das Linux Be-
triebssystem (Rasbian, Raspberry Pi Foundation, UK) ist ideal zur Anbindung aller
benotigten Komponenten des ISICOMs, da auf umfangreiche Funktionserweiterun-
gen zur Implementierung von Protokollen zuriickgegriffen werden kann. Abbildung

13 zeigt das System mit gedffnetem Gehause.
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Ethernet
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einheiten und Motoren
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Pi Face

Abbildung 13: Steuereinheit des ISICOM Sensors im geoffneten Zustand.

Alle Prozessablaufe sind in Python programmiert, da diese Programmiersprache
eine betriebssystemunabhdngige Entwicklungsumgebung und vielseitige Funkti-
ons- und Protokollbibliotheken bietet. Zur Datenauswertung wird die Open Source
Softwareumgebung SciPy (http://www.scipy.org) genutzt, die umfangreiche
Python-Bibliotheken mit mathematischen Werkzeugen beinhaltet.

Uber Kabelverbindungen sind die Ausleseeinheiten der drei optischen Sensoren
und die Schrittmotoren von Riithr- und Verschlussmotor flexibel angeschlossen. Die
Kommunikation mit den Ausleseeinheiten erfolgt liber eine serielle Schnittstelle
(via USB-Seriell-Wandler) und eines am Institut fiir Technische Chemie (Universitat
Hannover) entwickelten MODBUS-Treibers. Schlief3lich ermdglicht ein Ethernetan-
schluss die Verbindung mit externen Geradten sowie die Integration in Prozessleit-

systeme.

3.3 Sensorintegration

Fur die Erfassung des pO2-Wertes, des pH-Wertes und der Triibung kommen opti-
sche Sensoren zum Einsatz. Die Sensoren werden als pH- und pO2-Optoden (Fluo-
reszenzprinzip) der Firma Presens GmbH, Regensburg (pH-4 Mini und 0XY4-Mini)
verwendet. Die Biomasse bzw. optische Dichte (ODeoo) wird tiber einen faseropti-

schen LED-Streulichtsensor via Reflexionsmessungen bestimmt.
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Optische Sensoren bieten den Vorteil, dass die Lichtleiter und Elektronik vom ei-
gentlichen Sensorelement entkoppelt werden kénnen. Daher entsteht die Moglich-
keit kostengiinstigere Bauteile zu verwenden, die nicht hitzebestdndig und wahrend
des Sterilisationsprozesses aus dem ISICOM entfernbar sind.

Die Integration wird im ISICOM mit Hilfe eines optischen Fensters am reaktorsei-
tigen Ende des Sensorstempels umgesetzt. Die Lichtleiter der drei Sensoren werden
mit Hilfe einer schwarzen Kunststofffiihrung aus Polyoxymethylen (POM) im Sen-

sorstempel positioniert, sobald die Sterilisation abgeschlossen ist (Abbildung 14).

Sensorstempel

und Deckel

EPDM-Membran

Lichtleiterfithrung
aus POM

Triilbung

pO2-Patch

pH-Patch

Abbildung 14: Sensorstempel mit optischem Fenster und Lichtleiterfithrung aus
POM. Die Enden der beiden Bauteile sind noch einmal vergrofiert abgebildet.

Auf der medienberiihrenden Seite des Fensters befinden sich die Sensorpatches der
pO2- und pH-Optode (SP-PSt3-YAU-D3-YOP und SP-HP5-D3-US, Presens GmbH, Re-
gensburg), welche mit Silikonkleber (SG1 Silicone Glue, Presens GmbH, Regenburg)
befestigt werden. Aufbau und Funktion der Optoden wurde bereits in Kapitel 2.2.2
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und 2.3.2 erldutert. Aufgrund des abgeschragten Endes der Fiihrung und des Stem-
pelsist eine korrekte Orientierung der Lichtleiter zu den Patches stets gewahrleistet.

Die Triibungssonde basiert auf einer Freistrahloptik. Der Lichtleiter ist in Abbil-
dung 15 schematisch dargestellt. Sechs 200 pm-Glasfasern dienen zur Einstrahlung
des Lichts und eine Faser dient zur Detektion (FCR-7IR200-2-ME-3X250, Avantes,

Inc., Niederlande).

200pm Faser
1 lesende Faser SMA-905
6 einstrahlende 6 Fasern

! 250 mm |
Edelstahlspitze o

SMA-905
1 Faser

@3 mm -

Abbildung 15: Schematische Darstellung des Lichtleiters der entwickelten Trii-
bungssonde.

Als Lichtquelle dient eine LED (SFH480-2 TO18, OSRAM Opto Semiconductors, Re-
gensburg) mit einer Wellenldnge im nahen Infrarot von 890 nm, da handelsiibliche
Kulturmedien bei dieser Wellenlange kaum Absorption zeigen [5]. Die Detektion
erfolgt mittels einer Photodiode mit integriertem Verstarker (SD 112-45-11-221,
Advanced Photonix, Inc., USA). Beide sind an die Elektronik zur Ansteuerung und Sig-
nalauswertung gekoppelt (Schaltplan im Anhang 9.3). Die Verbindung des Lichtlei-
ters zur LED und zum Detektor erfolgt iiber SMA-905 Konnektoren. Die Lichtemis-
sion ist moduliert und wird mit Hilfe eines Lock-in-Verstarkers elektronisch gefil-
tert, sodass storendes Umgebungslicht bei der Messung effektiv eliminiert wird.
Die optimale LED-Intensitat und -Orientierung des Lichtleiters zum optischen
Fenster wurden im Rahmen der Bachelorarbeit ,Technische Charakterisierung ei-
nes neu entwickelten Sensors zur Bestimmung zellularer Aktivitat“ von E. Kesdiren
(2015, Institut fir Technische Chemie, Universitdt Hannover) ermittelt [98]. Dabei
zeigte sich, dass eine im 45° -Winkel zur Lichtleiterachse orientierte 1 mm dicke
Quarzglasscheibe (Aachener Quarz-Glas Technologie Heinrich, Aachen) fiir eine sto-
rungsarme Einstrahlung und Detektion am besten geeignet ist. Bei einer Orientie-
rung im 180° Winkel zur Einstrahlrichtung wird dagegen ein Grof3teil des Lichts di-
rekt an der Glasscheibe zurilick zum Detektor reflektiert. Spezielle optische Kleb-

stoffe oder Kontaktmittel konnen diesen Effekt zwar verhindern, erschweren jedoch
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das Entfernen der Lichtleiter aus dem Sensorstempel wahrend des Sterilisations-
prozesses deutlich.

Aus diesem Grund ist das optische Fenster am Sensorstempel im 45° Winkel zur
Sensorachse montiert (vgl. Abbildung 8 und Abbildung 11B). Der Nachteil dieser
Anordnung ist, dass das eingestrahlte Licht nicht vollstdandig zur Streulichtmessung
genutzt wird, da ein Teil des Lichts an dem Fenster gebrochen wird. Der LED-Strom
wurde daher auf die mit der Elektronik maximal méglichen 60 mA gesetzt, wodurch
eine ausreichende Sensitivitit der Messung gewadhrleistet ist. Damit das einge-
strahlte Licht moglichst weit in die Kammer strahlt, ist der Lichtleiter so im Stempel

positioniert, dass die Pfadlange zur Riickwand der Messkammer maximiert wird.

3.4 Aufbau des Verschlussmechanismus

Der Verschlussmechanismus des ISICOM muss gasdicht, autoklavierbar und tiiber
den gesamten Kultivierungszeitraum steril zu betreiben sein. Aufderdem miissen in
der geschlossenen Sensorkammer die verschiedenen optischen Sensoren unterge-
bracht werden, um eine Messung des pOz-Werts, der Triibung und ggf. des pH-Werts
zu jedem Zeitpunkt zu ermoglichen.

Damit diese Anforderungen erfiillt werden, basiert der entwickelte Mechanismus
auf einem beweglichen Sensorstempel im Inneren des Sensorkdrpers. Dieser Stem-
pel wird durch die Verstelleinheit vor- und zuriickbewegt. Die Verstelleinheit wird
am hinteren, dufieren Ende des ISICOMs befestigt und kann entfernt werden. Die
eigentliche Bewegung wird durch einen Hohlwellen-Schrittmotor (L4118M1804-
T5x5, Nanotec GmbH & Co. KG, Feldkirchen) erzeugt, der via Gewindestange mit der
Halterung des Sensorstempels verbunden ist. Um den Stempel korrekt zu positio-
nieren, ist ein Endschalter mit der Steuerelektronik des Motors gekoppelt, der die
Position fiir eine gedffnete Kammerstellung definiert. Das Gehduse des Motors und
der Steuerelektronik ist zu einem grofien Teil additiv aus Kunststoff gefertigt, um
das Gewicht moglichst gering zu halten. Die Verbindung der Verstelleinheit zur Sen-
sorelektronik erfolgt mittels eines 8-poligen Steckers. Abbildung 16 zeigt die Ver-

stelleinheit am ISICOM, der in einen Ingold-Port eines Reaktors eingesetzt ist.
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Ventil/

Dampfzugang

Endschalter

Sterilkappe/

Dampfabgang Verstelleinheit

Abbildung 16: ISICOM-Sensor im Bioreaktor eingesetzt. Die Verstelleinheit ist am
Ende des Sensors montiert. Die Dampfsterilisationsbauteile sind ebenfalls markiert.

Abbildung 17 stellt die Funktion des Verschlusses dar. Bei gedffneter Kammer be-
findet sich der Stempel in Position 1 und gibt den Zugang zu Messkammer frei. Da-
mit der Reaktorinhalt nicht in den Sensorkorper lauft, dichtet ein O-Ring (2) direkt
hinter dem Offnungsspalt zwischen Sensorstempel- und Koérper den Zwischenraum
ab. Zum Verschluss wird der Stempel in Position 2 bewegt, sodass ein weiterer
O-Ring (1) am Einlass der Messkammer den Stempel komplett umschlief3t und die
Kammer abdichtet. Dadurch, dass das optische Fenster am Ende des Stempels mon-
tiert ist, konnen die Sensoren sowohl bei geoffneter als auch in der geschlossenen

Messkammer Daten liefern (wahrend der OUR-Messung).

31



3. Konzept und Design des ISICOM

Position 1: Kammer geoéffnet

O-Ring1  O-Ring 2
Sensorstempel
Position 2: Kammer geschlossen

Messkammer

Abbildung 17: Funktionsweise des Verschlussmechanismus im Halbschnitt. Der
Sensorstempel wird durch die Verstelleinheit (nicht gezeigt) in die jeweilige Posi-
tion gefahren.

3.5 Aufbau des Riihrmechanismus

Um den spezifischen Sauerstoffverbrauch bei geschlossener Messkammer valide be-
stimmen zu kénnen, dirfen sich keine Sauerstoff- und Biomassegradienten in der
Kammer bilden. Es muss daher fiir eine ausreichend homogene Durchmischung des
separierten Volumenelementes gesorgt sein.

Im ISICOM wurde ein magnetisches Riihrsystem zur Mischung innerhalb der
Messkammer gewdhlt. Dieses bietet den Vorteil, dass das Rithrelement (Riihrfisch)
vom Antrieb getrennt werden kann und keine weiteren Dichtungen oder Schmier-
mittel notig sind, die mit dem Reaktorinhalt in Kontakt kommen. Aufierdem sind
Rihrfische in der Regel mit chemisch inertem, hitzebestdndigem PTFE ummantelt
und konnen bei Bedarf leicht ausgetauscht werden.

Der Rithrmotor (SP1018M, Nanotec GmbH & Co. KG, Feldkirchen) ist in einer
dicht verschlossenen Kammer im Sensorkopf positioniert und iibersteht die Hitzen-
twicklung wahrend der Sterilisation schadlos. Die Kabel zur Stromversorgung und
Steuerung sind mit Hilfe vier kleiner (2 mm) Bohrungen durch den Sensorkérper zu
einer gemeinsamen Steckverbindung gefiihrt. Auf der Rithrwelle ist ein Neodym-
Ringmagnet mit diametraler Polung (RM-12x04x06-N-D, magnets4you GmbH, Lohr
a. Main) befestigt, der zur Kopplung der Drehbewegung dient. Das eigentliche
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Rithrelement - der Riihrfisch - befindet sich an der medienberiihrenden Riickwand
der Messkammer und wird durch den Ringmagnet dauerhaft in Position gehalten,
sodass er auch bei sehr turbulenter Stromung im Bioreaktor nicht aus der geoffne-

ten Kammer gespiilt wird.

Abbildung 18: 1,5 x 4 mm Riihrfisch des ISICOM.

Im Rahmen der Abschlussarbeit ,Technische Charakterisierung eines neu entwi-
ckelten Sensors zur Bestimmung zelluldrer Aktivitat” von E. Kesdiren (2015, Institut
fiir Technische Chemie, Universitat Hannover), wurden verschiedene Riihrfische bei
unterschiedlichen Riithrgeschwindigkeiten getestet [98]. Das beste Verhaltnis aus
Rihrleistung und Gréfde wurde mit einem 1,5 x 4 mm Riihrfisch (Rotilabo®-Micro
PK70.1, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) erreicht (Abbildung 18).

Zur Beurteilung dieses Sensoraufbaus wird der ISICOM im Folgenden genauer

charakterisiert und in verschiedenen Bioprozessen verwendet.
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4. Charakterisierung des Sensors

Der Sensor setzt sich sowohl aus mechanischen als auch aus sensorischen Kompo-
nenten zusammen. Fiir die mechanischen Komponenten, den Verschluss- und den
Rithrmechanismus wurde untersucht, ob sie den Anforderungen wie Sterilitat und
Gasdichtigkeit ohne Schadigung der Zellen gentigen. Die drei sensorischen Kompo-
nenten werden im Folgenden anhand von Kalibrationen in Standardlésungen auf

Messbereich und Genauigkeit beschrieben.

4.1 Verschlussmechanismus

Der Verschlussmechanismus soll ein Volumenelement separieren, um unter Aus-
schluss weiterer Sauerstoffzufuhr den spezifischen Sauerstoffverbrauch der einge-
schlossenen Zellen bestimmen zu kénnen. Somit muss der Verschlussmechanismus
die Gasdichtigkeit garantieren, ohne durch die mechanischen Teile die Sterilitat des

Bioprozesses zu gefahrden.

4.1.1 Sterilfunktion

Fiir den Test auf Sterilitit wurde der Sensor-Prototyp zusammen mit 6 Litern
LB-Kulturmedium in einen 10 L Riihrkesselreaktor sterilisiert, wahrend gleichzeitig
der integrierte Sterilisationsmechanismus des ISICOMs ablief. Uber eine Woche lang
wurde die Sterilitdat des Systems unter Kultivierungsbedingungen - ohne Mikroor-
ganismen - iiberwacht. In diesem Zeitraum 6ffnete und schloss sich die Sensorkam-
mer regelmafdig. Nach Abschluss des Steriltests war keine Kontamination des Reak-
tors festzustellen. Somit kann der ISICOM bedenkenlos in Bioprozessen eingesetzt

werden.

4.1.2 Gasdichtheit

Damit der Sauerstoffverbrauch bestimmt werden kann, darf bei geschlossener Kam-

mer kein Gas- und Fliissigkeitsaustausch zwischen einem separiertem und einem
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gesamten Reaktorvolumen stattfinden. Um die Gasdichtigkeit zu tiberpriifen, wur-
den der Sensor-Prototyp sowie eine Referenz-Sauerstoffelektrode (Clark-Elektrode)
in einen mit VE-Wasser gefiillten Riihrkesselreaktor eingebaut. Der Sauerstoffparti-
aldruck wurde im Reaktor durch Stickstoffbegasung auf 35 %-sat geregelt und die
Sensorkammer daraufhin geschlossen. Danach wurde der pO2 im Reaktor durch
weitere Begasung auf 70 %-sat O2-Sattigung eingestellt.

Bei einem gasdichten Verschluss der Sensorkammer bleibt der Sauerstoffpartial-
druck innerhalb der verschlossenen Kammer konstant bei 35 %-sat, wahrend er au-
3erhalb ansteigt. Das Ergebnis der Messung ist in Abbildung 19 A dargestellt. Der
Sauerstoffpartialdruck bleibt nach dem Schliefden der Kammer tliber 30 Minuten
konstant, was einen gasdichten Verschluss belegt.

In einem weiteren Experiment wurde die Kammer in regelmafigen, zeitlich defi-
nierten Abstanden gedffnet und wiederholt verschlossen. Dabei stieg der Sauerstoff-
partialdruck in der Umgebung von 0 %-sat auf 100 %-sat an. Der gewahlte Aufbau
des Experiments simuliert den Ablauf im realen Bioprozess und soll iberpriifen, ob
auch nach mehreren Verschlusszyklen die Funktionalitat gewahrleistet werden
kann. Abbildung 19 B zeigt das Ergebnis dieser Messung. In der Zeit, in der die Kam-
mer verschlossen ist, bliebt der Sauerstoffpartialdruck konstant, wahrend er sich in
der Umgebung dndert. Nach Offnung der Kammer erreicht der mit dem ISICOM ge-

messene Wert sehr schnell den der Referenzelektrode.
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Abbildung 19: Gasdichtigkeit des Verschlussmechanismus tliber einen Zeitraum
vom 30 Minuten (A) und bei wiederholtem Offnen und SchlieRen der Sensorkam-
mer (B).
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Der Verschlussmechanismus der Kammer erfiillt somit die Anforderungen und er-

moglicht ein gasdichtes Separieren des zu vermessenden Volumens.

4.2 Rithrmechanismus

Der Rihrmechanismus der ISICOM-Sensorkammer verhindert ein Sedimentieren
der Zellen in der geschlossenen Kammer und beugt einem Sauerstoffgradienten in
der Kammer vor. Da sich der Riithrfisch im Strahlengang der Triibungssonde befin-
det, muss zunachst sein Einfluss auf die Triibungsmessung ermittelt werden. Erst

im Anschluss ist die optimale Riihrfrequenz bestimmbar.

4.2.1 Einfluss des Riihrers auf die Triibungsmessung

Welchen Einfluss der Riithrer auf die Triibungsmessung tatsachlich hat, wurde mit
Hilfe des Signal-Rauschverhaltnisses (S/N) ermittelt. Dieses beschreibt das Verhalt-
nis vom Messwert zu der Standardabweichung. Fiir die Messung wurde der Sensor-
stempel mit eingesetztem Sensorlichtleiter in einem mit VE-Wasser gefiillten Nach-
bau der Sensorkammer eingesetzt und der Rithrmechanismus bei verschiedenen
Ruhrfrequenzen fiir 20 Minuten betrieben. Daraufhin wurden sowohl Mittelwert
als auch Standardabweichung fiir diesen Messzeitraum bestimmt und aus den er-
haltenen Werten das S/N bestimmt. Als Referenz wurde das S/N ohne Bewegung
des Riihrfischs genutzt. Ein hoher Wert bedeutet, dass das gemessene Signal im Ver-
haltnis zur Standardabweichung hoch ist. Abbildung 20 zeigt das Ergebnis der Mes-

sungen.
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Abbildung 20: Das Signal-Rauschverhaltnis der Triibungsmessung in Wasser bei
verschiedenen Riihrerdrehzahlen.
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Ohne Riithren betragt das Signal-Rauschverhaltnis 1116. Der Triibungs-Messwert ist
dementsprechend 1116-mal grofier als das Rauschen. Bei einer Rithrfrequenz von
50 rpm sinkt das Signal-Rauschverhaltnis drastisch auf einen Wert von lediglich 11
ab. Die Erhohung der Riihrgeschwindigkeit verbessert das S/N wiederum deutlich.
Die hochsten und damit besten Signal-Rauschverhaltnisse im Vergleich zur Referenz
werden bei 200 und 300 rpm erzielt und ergeben einen Wert von 757 bzw. 772. Bei
dieser Einstellung interferiert der Riihrfisch nur gering mit der Messfrequenz (1 s)
und der elektronischen Signalfilterung der Triibungssonde. Somit sollte fiir die Mes-
sungen bei geschlossener Sensorkammer eine Rihrfrequenz zwischen 200 und

300 rpm gewdhlt werden, um die Triibungsmessung nur minimal zu beeinflussen.

4.2.2 Ermittlung der optimalen Rihrfrequenz

Die optimale Riihrfrequenz zur Durchmischung der Sensorkammer wurde mit 4000
FNU (Formazin nephelometric unit) Formazindispersion (ca. 2 mL) ermittelt. Hierbei
wurde die Triibung bei verschiedenen Riihrfrequenzen iiber einen Zeitraum von
20 Minuten aufgezeichnet. Sobald die Sensorkammer homogen durchmischt ist, also
keine Sedimentation mehr stattfindet, bleibt das Triibungssignal innerhalb der
Kammer konstant. Sedimentation fiihrt dagegen zu einer Anderung des Triibungs-
signals. Als Referenz dient auch hier eine Messung, bei der in der Kammer nicht ge-
rithrt wurde.

In Abbildung 21 ist zu erkennen, dass das Triibungssignal ohne Durchmischung
nach 20 Minuten deutlich abnimmt und die Formazinpolymere sedimentieren. Bei
Riihrfrequenzen von 20 und 50 rpm bleibt das Triibungssignal ebenfalls nicht kon-
stant. Erst ab einer Rithrfrequenz von 100 rpm stellt sich ein stabiles Signal ein, bei
dem auch nach 20 Minuten keine wesentliche Veranderung und somit auch keine

Sedimentation eintritt.

37



4. Charakterisierung des Sensors

260

2404 g o -
220 -
2 200
3180—_
© 160
g) -
Q 140-_
© 120 -
= ]
S 100 0 rpm
~ 804 —— 20 rpm
g 60| —— 50 rpm
O 40] —— 100 rpm
(2] ]| —— 200 rpm
20| —— 300 rpm
o——¥¥¥r 171
0 2 4 6 8 0 12 14 16 18 20
Zeit (min)

Abbildung 21: Zeitlicher Verlauf des Triibungssignals in der Messkammer bei ver-
schiedenen Rithrerdrehzahlen fiir Formazin.

Da das Sedimentationsverhalten von Formazin nicht direkt auf Mirkoorganismen
Ubertragbar ist, wurde das Experiment zusatzlich mit E. coli und S. cerevisiae durch-
gefiihrt. Dazu wurden Zellen aus jeweils einer E. coli K1 und S. cerevisiae Schiittel-
kultur abzentrifugiert und drei Mal mit PBS gewaschen. Anschlief3end wurde die
Kultur in PBS resuspendiert, sodass eine ODeoo von 45 (E. coli) bzw. 50 (S. cerevisiae)
vorlag. Die Kulturlésungen wurden dann bis zum Einfiillen in die Messkammer auf
Eis gelagert und vor jeder Messung gut gemischt.

E. coli K1 zeigt innerhalb des gewahlten Messzeitraums von 20 Minuten nahezu
keine Sedimentation. S. cerevisiae hingegen sedimentiert ohne Durchmischung in-
nerhalb von 20 Minuten deutlich. Bei Hefen wird dagegen eine Riihrfrequenz von
200 rpm bendtigt, um eine Sedimentation zu (vgl. Anhang, Abbildung 46).

Fiir alle weiteren ISICOM-Experimente, die eine Durchmischung der Messkam-
mer vorsehen, wurden 200 rpm als Riihrfrequenz genutzt. Bei dieser Geschwindig-
keit kann eine Sedimentation der Organismen in der Kammer verhindert werden,

ohne dass die Triibungsmessung durch den Riihrfisch beeinflusst wird.

4.2.3 Zellschadigung durch den Rithrmechanismus

Zur abschliefenden Charakterisierung des Rithrmechanismus muss ausgeschlossen

werden, dass die Organismen in der Messkammer durch den Riihrfisch geschadigt

38



4. Charakterisierung des Sensors

werden. Da tierische Zellen keine Zellwand besitzen, sind sie besonders anfallig fiir
mechanische Belastung und wurden als Modellorganismen fiir diesen Versuch ge-
wahlt.

Zur Messung wurden CHO K1 Zellen aus einer Schiittelkultur mit einer Zellkon-
zentration von ca. 8 x 106 Zellen-mL-! und einer Viabilitidt von 99,17 % in die Mess-
kammer gefiillt und bei Raumtemperatur fir 5 Minuten und 200 rpm geriihrt. Im
Anschluss wurde die Gesamt- und Lebendzellkonzentration (VCC und TCC) erneut
mit einem automatischen Zellzahlgerat (Cedex, Roche Innovatis AG, Prenzberg) be-
stimmt. Um einen Einfluss der Lagerung auf die Konzentration der Zellen auszu-
schlief3en, ist nach Ablauf der Mischzeit zusatzlich eine Kontrolle mit ungertiihrter
Probe vermessen worden. Alle Analysen wurden in Doppelbestimmung durchge-

fiihrt. Abbildung 22 zeigt das Ergebnis des Versuchs.

Zellkonzentration (Zellen mL™)

I tcCvor Mix [l TCC nach Mix [l TCC ohne Mix
[CJvcCvorMix  [[]VCC nach Mix [ VCC ohne Mix

Abbildung 22: Einfluss des Rithrmechanismus bei 200 rpm auf die Gesamt- und
Lebendzellkonzentration von CHO K1 Zellen.

Es wird deutlich, dass die Gesamt- und Lebendkonzentration der Zellen durch den
Rithrmechanismus nicht signifikant beeinflusst wird. Die Abweichung zum Start-
wert und zur ungeriihrten Kontrolle liegt innerhalb der Messgenauigkeit des Cedex,
weshalb festgehalten werden kann, dass der Rithrmechanismus die Zellen innerhalb

der Messkammer nicht schadigt.
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4.3 Triibungssonde

Die Triibungsmessung ist ein essentieller Bestandteil des ISICOM Sensors zur Be-
stimmung der spezifischen Sauerstoffaufnahmerate. Bei einem beweglichen Sensor-
stempel befindet sich der Lichtleiter in verschiedenen Positionen, die die Triibungs-
messung beeinflussen. Fiir die Charakterisierung dienten Formazindispersionen
zwischen 0 und 4000 FNU als Triibungsstandard. Anschliefend wurde tiberpriift,
ob sich das beobachte Verhalten auf Messungen mit Mikroorganismen (E. coli) iiber-
tragen lasst. AufSerdem wurde die Langzeitstabilitat der Messung und deren Tem-
peraturabhangigkeit tiberpriift, um wahrend eines Bioprozesses auch tiber mehrere

Tage verlassliche Messwerte zu liefern.

4.3.1 Kalibrationen mit Triibungsstandard

Fur die Untersuchung wurden je 15 mL der Kalibrationslésungen in ein 50 mL Re-
aktionsgefaf$ gefiillt und der Kopf des ISICOM Sensors mit dem Lichtleiter darin ein-
getaucht. Die Messung ohne Kammer erfolgte in einem verdunkelten und mit 40 mL
gefiillten Gefaf3, um das Einstrahlen von Umgebungslicht zu verhindern. Alle Mes-
sungen erfolgten in Dreifachbestimmung.

Abbildung 23 zeigt die Resultate der Tribungskalibrationen mit
Formazindispersionen. Die Messung ohne Kammer beschreibt den alleinigen
Einfluss der Triibung auf das Sensorsignal. Mit steigener Formazinkonzentration
steigt das Sensorsignal von 15 rel. AU auf 225 rel. AU in Form einer

Sattigungsfunktion an.
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Abbildung 23: Kalibration des ISICOM Triibungssignals bei verschiedenen Ver-
diinnungen der Formazindispersion, Positionen des Sensorstempels und Modifika-
tion der Sensorkammer.

Wird der Sensorstempel in der ISICOM-Kammer montiert und die Messung bei ge-
offneter Kammer wiederholt, zeigt sich, dass die Kammer bei geringen Tribungen
starken Einfluss auf das Triibungssignal hat. Der Nullwert betrdagt mit 96 rel. AU ei-
nen fast siebenfach hoheren Wert als bei der Messung ohne Kammer. Bei Erhhung
der Triibung auf 100 FNU steigt das Messsignal auf 130 rel. AU an und fallt danach
wieder ab. Erst bei hoheren Triibungen ab 1200 FNU nahern sich die gemessenen
Werte denen ohne Kammer an.

Dieser Effekt verstarkt sich deutlich, wenn die Kammer geschlossen ist. Der
Nullwert liegt hier bei 164 rel. AU und steigt bis zu einer Triibung von 300 FNU auf
ein Maximum von 240 rel. AU an. Danach sinkt das Signal wieder ab und nahert sich
erst ab 3000 FNU dem Verlauf der Messung ohne Kammer an.

Ein Vergleich der Nullwerte der Messungen ,ohne Kammer” mit denen aus
,Kammer auf” und ,zu”“ zeigt, dass bereits ohne Streuzentren hohe Signale in der
Messkammer des ISICOM gemessen werden. Das eingestrahlte Licht wird an der
Kammerriickwand reflektiert und trifft direkt wieder auf den Detektor. In der
geschlossenen Kammer verkiirzt sich die Wegstrecke bzw. Pfadlange zur Riickwand

und die Reflexion wird dadurch verstarkt.
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Werden hingegen Partikel in der Messzone vom eingestrahltem Licht getroffen,
wird ein Teil des Lichts absorbiert und ein Grofsteil in alle Raumrichtungen gestreut.
Das Streulicht wird sowohl an der Edelstahlriickwand als auch Seitenwand der
Messkammer reflektiert und trifft zu einem Teil auf den Detektor, zusatzlich zu dem
direkt von den Partikeln gestreuten Licht. Diese Reflexion wirkt damit verstarkend
auf die Messung und erklart den voriibergehenden Anstieg des Signals bei geringen
Triibungen. Je mehr Streuzentren sich in der Kammer befinden, desto mehr
Reflexionen treten auch an der Kammerwand auf.

Ab einer bestimmten Partikelanzahl in der Messzone reduziert sich die Menge an
Licht, die direkt auf die Riickwand der Messkammer trifft. In diesem Fall kommt es
gewissermafen zu einer Transflexionmessung. Die Partikel streuen das Licht, bevor
es die Kammerriickwand erreicht, und das Messsignal fallt mit steigender Triibung
wieder ab. Im Signalminimum trifft das von der Kammerriickwand oder Seitenwand
reflektierte Licht kaum mehr direkt auf den Detektor und das Signal wird bei
weiterer Erhohung der Partikelanzahl mafdgeblich durch das Streulicht der Partikel
selbst bestimmt.

Um den Einfluss der ISICOM-Messkammer auf die Triibungsmessung genauer zu
untersuchen, wurde eine Kammer angefertigt, die mit Titanaluminiumnitrid (TiAIN)
beschichtet worden ist. Das biokompatible TiAIN verursacht eine Schwarzung und
kann so moégliche Reflexionen reduzieren. Mit diesem Aufbau waren lediglich ver-
gleichende Messungen mit geschlossener Kammer moglich.

Der Nullwert liegt hierbei auf einem vergleichbaren Niveau mit der unbeschich-
teten, geschlossenen Kammer. Das Signal bei steigender Triibung fallt in der schwar-
zen Kammer jedoch direkt bis auf ein Minimum bei 400 FNU ab und steigt im Ver-
gleich zu der ungeschwarzten Kammer zuvor nicht an. Ab dieser Triibung dhneln
sich die Verlaufe von gedffneter und geschwarzter Kammer und sind ab 1200 FNU
vergleichbar mit der Messung ohne Kammer. Durch Schwarzen kann somit die
partikelbedingte Verstirkung der Reflexion bei geringen Tribung deutlich
reduziert werden. Trotzdem ist die Beeinflussung des Messsignals durch die
Reflexionen nicht vollstindig unterbunden. Grund hierfiir sind ungleichmafiige

TiAIN-Beschichtungen und damit Schwarzungsgrade innerhalb der Kammer, die

42



4. Charakterisierung des Sensors

bedingt durch das Beschichtungsverfahren auftreten. Daher wird in weiteren
Experimenten auf eine Schwarzung der Messkammer verzichtet.

Die Charakterisierung der Triibungssonde zeigt, dass die gewahlte Konfiguration
grundsatzlich geeignet ist, um Tribungsveranderungen einer Losung zu messen.
Aufgrund des Aufbaus der ISICOM Messkammer kommt es bei geringen Triibungen
zu einer Beeinflussung des Streulichtsignals, welches sich durch den Anstieg und
Abfall des Signals in diesem Bereich zeigt. Die Effekte lassen sich zusammenfassend

folgendermafien einteilen:

1. Reine Reflexion -> Basissignal

2. Verstarkung der Reflexion durch

Streuung der Partikel /Organismen - Signalanstieg

3. Uberlagerung von Streuung und Reflexion

(Transflexion) -> Signalabfall

4. Reine Streuung - erneuter Signalanstieg

Die Intensitat des jeweiligen Effekts hdngt von der Position des Sensorstempels
(Kammer auf/zu) und damit der Pfadlange des Lichts in der Messkammer ab. Dieses
auf den ersten Blick komplexe und schwer zu kalibierende Senosorverhalten birgt
in der Praxis Vorteile. Durch diese Transflexionsmessung werden auch bei geringen
Triibungen oder nur schwach streuenden Partikeln bzw. Organismen bereits grofe
Signalveranderungen hervorgerufen. Einfache lineare Kalibrationsmodelle sind fiir

geringe Triibungen jedoch nicht geeignet.

4.3.2 Kalibrationen mit E. coli

Zur Uberpriifung, ob das mit Formazin beobachtete Verhalten des Triibungssensors
auch bei Mikroorganismen auftritt, wurde eine Kalibration mit E. coli K1 durchge-

fithrt. Der Messaufbau war identisch zu dem in Kapitel 4.3.1.
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Die Zellen einer E. coli K1 Schiittelkultur wurden nach Erreichen der frithen statio-
ndren Phase abzentrifugiert und drei Mal mit PBS gewaschen. Anschliefend wurde
die Kultur in PBS resuspendiert und auf eine ODsoo zwischen 0 und 115 verdiinnt.
Alle Messungen erfolgten in Doppelbestimmung.

Abbildung 24 A zeigt das Triibungssignal des ISICOM bei gedffneter und geschlos-
sener Messkammer in Abhangigkeit von der eingestellten ODeoo. Auch bei E. coli K1
steigt das Messsignal mit steigender Triibung an und fillt danach wieder ab. Das
Minimum des Abfalls liegt bei der ge6ffneten Kammer bei einer ODeoo von ca. 2,58
und bei geschlossener Kammer bei ca. 5,08. Ab einer ODsoo von 34,75 unterscheiden

sich die Messsignale kaum voneinander.
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Abbildung 24: (A) Verlauf des Triibungssignals von E. coli K1 bei steigender ODeoo.
(B) Lineare Regression des Streulichtsignals auf die ODsoo bei gedffneter Messkam-
mer ab ODsoo 2,58.

Anders als bei dem Sattigungsfunktionsanstieg des Triibungssignals bei Formazin-
messungen steigt das Signal fiir E. coli K1 nach Erreichen des Minimums linear an.
Abbildung 24 B zeigt die lineare Regression des Triibungssignals ab einer ODeoo von
2,58 bis zu 114,33 (£ Biotrockenmasse (BTM) 1,09 bis 32,04 g-L-1, vgl. Anhang, Ab-
bildung 45) fiir die geoffnete Messkammer. Bei geringeren Triibungen miissten

komplexe Kalibrationsmodelle angewandt werden.

4.3.3 Langzeitstabilitdt und Temperaturabhangigkeit

Damit die Triibungsmessung mit dem ISICOM verlasslich und reproduzierbar tiber

einen gesamten Bioprozess erfolgen kann, muss die Langzeitstabilitdt der Messung
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gewahrleistet sein. In einem 0,5 L Bioreaktor wurden 0,4 L VE-Wasser auf 37 °C kon-
stant temperiert und das Triibungssignal tiber 14 Stunden beobachtet. Das Signal
blieb tiber die gesamte Messzeit konstant (vgl. Anhang, Abbildung 47).

Im Verlauf von Bioprozessen kann es zudem nétig sein, die Temperatur zu an-
dern. Mogliche Anwendungsfalle sind beispielswiese Temperaturabsenkungen nach
Induktion der Expression zur Erhéhung der Loslichkeit von Proteinen. Dies verlang-
samt den Metabolismus der Organismen und das Protein bekommt mehr Zeit zur
korrekten Faltung [99].

Damit die Kalibration der Triibung auch nach einer solchen Anderung giiltig
bleibt, wurde die Temperaturabhdngigkeit der Messung bestimmt. Dazu wurde
wahrend der Aufzeichnung des Tribungssignals die Temperatur periodisch zwi-
schen 18 °C und 40 °C geandert. Aus Abbildung 25 ist ersichtlich, dass sich das Tru-
bungssignal in Abhédngigkeit von der Temperatur des Mediums um maximal
+2 rel. AU andert. Der ISICOM kann somit in Bioprozessen verwendet werden, in de-

nen Temperaturanderung notig sind.
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Abbildung 25: Triibungssignal des ISICOM bei variierender Umgebungstempera-
tur tiber die Zeit.

4.4 Bestimmung der Sauerstoffkonzentration

Die Messung des Sauerstoffgehalts und somit auch der Sauerstoffverbrauchsrate er-

folgt iiber Sauerstoffoptoden der Firma Presens, Regensburg. Funktion, Messprinzip
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und Aufbau sind in Kapitel 2.2.2 dargestellt. Fiir den Einsatz im ISICOM von beson-
derer Bedeutung sind das Ansprechverhalten, die Langzeitstabilitat und die Tempe-
raturabhédngigkeit der Sauerstoffmessung. Die Bestimmung des OUR Messbereichs

der Sauerstoffoptoden erfolgt anhand eines biochemischen Experiments.

4.4.1 Ansprechverhalten des pO2-Sensors

Fiir die Messung der Sauerstoffaufnahmerate ist entscheidend, wie schnell eine Ver-
anderung der Sauerstoffkonzentration erfasst werden kann, da die OUR Messung
mittels dynamischer Methode auf der Bestimmung der Anderungsrate des O2-Ge-
halts basiert. Fiir eine verlassliche Messung muss der Sensor diese schnell genug
und ohne Verzogerung erfassen. Das Ansprechverhalten bzw. die Reaktionszeit
wird definiert als die Zeit, die vom Sensor benétigt wird, um 90 % eines vorgegebe-
nen Endwerts zu erreichen.

Um das Ansprechverhalten des Sauerstoffpatches zu ermitteln, wurde ein Modell-
reaktor mit 300 mL PBS gefiillt und die Sauerstoffkonzentration durch Begasung mit
Druckluft auf 100 %-sat geregelt. Nach einer Vorlaufzeit von etwa 2 Minuten wur-
den 100 mL einer 1 M Natriumsulfitlésung hinzugegeben. Dadurch erfolgte eine so-
fortige Desoxygenierung der Pufferlésung, was eine sprunghafte Anderung des
Sauerstoffgehalts zur Folge hatte. Abbildung 26 zeigt die Verlaufe mehrerer Des-
oxygenierungen fur die pOz2-Optode und die Clark Elektrode als Referenz.
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Abbildung 26: Antwortverhalten der Sauerstoffoptode und Clark Elektrode bei ei-
ner sprunghaften Verringerung des Sauerstoffgehalts von 100 %-sat auf 0 %-sat.
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Die Sauerstoffkonzentration liegt vor der Zugabe der Natriumsulfitlosung bei
100 %-sat. Danach féllt die Konzentration bei allen Versuchen vergleichbar schnell
fiir die jeweilige Messmethode ab. Die theoretische, sprunghafte Anderung ist als
rote Line dargestellt. Schraffiert gekennzeichnet ist die Ansprechzeit too. Im Mittel
liegt diese bei 34 * 3 s fiir die Sauerstoffoptode und bei 94,5 * 5,26 s fiir die Refe-
renzelektrode. Beide Ansprechzeiten liegen damit innerhalb der Spezifikationen der
Herstellerangaben, wobei die Optode deutlich schneller auf Veranderung reagiert.

Die Sauerstoffaufnahmerate entspricht der Steigung des Verlaufs der Sauerstoff-
messung. Somit kann aus der Desoxygenierung die maximal messbare Aufnahme-
rate bestimmt werden. Da die Abnahme der Sauerstoffkonzentration bei diesem
schnellen Verbrauch entgegen der Literaturangeben [64] nicht linear verlauft,
wirde eine lineare Regression lUiber den gesamten Messzeitraum zu einer mittleren
Abnahmerate fiihren, die nicht die minimale Steigung erfasst. Abbildung 27 A ver-
deutlicht dieses Phanomen.
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Abbildung 27: Ermittlung der Steigung der Sauerstoffkonzentration. (A) Lineare
Regression (B) polynomische Interpolation und Ableitung.

Der Auswertungsalgorithmus des ISICOMs benutzt deshalb lediglich bei einem Re-
gressionskoeffizienten von iiber R = 0,97 die lineare Regression zur Ermittlung der
Sauerstoffaufnahmerate. Sobald ein Regressionskoeffizient von 0,97 unterschritten
ist, wird ein Polynom 5. Ordnung durch die Messpunkte interpoliert und die erste
Ableitung gebildet. Das Minimum dieser Ableitung beschreibt die hochste Steigung

im Wendepunkt des Polynoms und wird als Basis fiir die OUR-Berechnung genutzt
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(Abbildung 27 B). Eine Wahl des Auswertealgorithmus anhand des Regressionsko-
effizienten ist notigt, da die Steigung bei flachem Sauerstoffabfall bzw. Messungen
uber einen langeren Zeitraum, mittels der Polynomanpassung nicht eindeutig be-
stimmt werden kann (siehe Anhang 9.3.3). In einem solchen Fall kommt es aufgrund
von geringen pO2-Wertschwankungen zu vielen lokalen Minima und Maxima,
wodurch ein einzelnes Minimum nicht eindeutig zu bestimmen ist.

Die maximal messbare Steigung liegt fiir die Optode bei -5,25 + 0,5 %-s1, was un-
ter gegebenen Bedingungen einer OUR von 60 + 10 mmol-L-1-h-! entspricht. Mit der
Clark-Elektrode betragt die maximale Steigung lediglich -1,93 + 0,4 %-s1 respektive
20 + 5 mmol-L-1-h-1, Noch schnellere Anderungen bzw. héhere Verbrauchsraten kén-
nen mit diesen Systemen nicht erfasst werden. Fiir die dynamische Bestimmung der
Sauerstoffaufnahmerate ist der optische pOz-Sensor folglich besser geeignet als am-

periometrische Clark-Sensoren.

4472 Langzeitstabilitat

Mit der Zeit verblasst der Farbstoff in Sauerstoffoptoden aufgrund der wiederholten
Bestrahlung durch die Ausleseeinheit. Dieser sogenannte Bleaching-Effekt sorgt da-
fiir, dass es zu einer Drift des Signals im Verlauf der Messung kommen kann. Zur
Untersuchung, ob dieser Effekt fiir die Sauerstoffmessung im ISICOM relevant ist,
wurde die Sauerstoffkonzentration mit einem pO:z-Patch bei 37 °C in PBS tber
6 Tage beobachtet. Durch konstante Begasung mit 1 vvm Druckluft und Riihren bei
500 rpm wurde die Losung liber die gesamte Versuchsdauer auf einem pO2 von
100 %-sat gehalten und mit dem maximalen Messintervall von 3 s die Sauerstoft-
konzentration aufgezeichnet.

Abbildung 28 zeigt, dass es iiber 6 Tage zu keiner Anderung des Sauerstoffsignals
gekommen ist. Gemittelt liber jeweils einen Zeitraum von 10 Minuten zu Beginn und
zum Ende der Messung lag der gemessene pO2-Wert bei 98,79 + 0,21 % bzw.
98,46 * 0,34 % und unterscheidet sich damit lediglich um 0,33 %. Bei einer tiblichen
Laufzeit biotechnologischer Batch-Prozesse zwischen 8 h und 6 Tagen ist der Ein-

satz des gewahlten pO2-Patches fiir die Sauerstoffmessung deshalb gut moglich.
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Abbildung 28: Sauerstoffsignal des pOz-Patches liber die Dauer von 160 Stunden
zur Untersuchung der Langzeitstabilitat.

4.4.3 Temperaturabhangigkeit

Die Loslichkeit von Sauerstoff in wassrigen Medien sinkt mit steigender Temperatur
[100]. Die Sauerstoffausleseeinheit des ISICOM (Oxy-4 Mini, Presens GmbH, Regens-
burg) bietet bereits eine interne Temperaturkompensation, auf die die Software des
ISICOMs zurtickgreifen kann. Die Software des ISICOM bietet dem Nutzer die Mog-
lichkeit, die Prozesstemperatur entweder manuell zu setzten, oder online iiber eine
entsprechende MODBUS-Schnittstelle auszulesen. Dies erlaubt den Einsatz des
ISICOMs bei Bioprozessen, in denen ein Temperaturshift vorgesehen ist, ohne den
Sensor neu kalibrieren zu miissen. Auf weitere Untersuchungen zur Temperaturab-

hangigkeit der Sensorpatches wird daher im Rahmen dieser Arbeit verzichtet.

4.4.4 Ermittlung der Sauerstoffaufnahmerate im Modell

Zur Charakterisierung wurde der pOz-Sensor mittels eines Modellsystems zur Be-
stimmung der Sauerstoffaufnahmerate getestet. Als Modellsystem diente das Enzym
Glukoseoxidase (GOD), das unter Verbrauch von Sauerstoff Glukose zu Glukonsaure
umsetzt [29, 101].

Fiir die Messung wurde eine PBS Pufferl6sung mit 50 g-L-1 Glukose versetzt und
auf 35 °C temperiert, bei 1000 rpm geriihrt und mit 1 vvm Druckluft begast. Nach

einer Equibrilationszeit von 10 Minuten wurde 4 g-L-1 GOD-Losung zugesetzt und
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die OUR-Messung mit dem ISICOM mittels Schlieféen der Messkammer gestartet.
Durch wiederholtes Offnen und Schliefen der Kammer konnten im Laufe der Zeit
verschiedene Sauerstoffverbrauchsraten gemessen werden, da die Aktivitat des En-

zyms nachlief3. Als Referenz diente die Abgasmessung mit dem BluelnOne Gas-

sensor zur Gasmassenbilianzierung.
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Abbildung 29: (A) Abnahme der Sauerstoftkonzentration fiir verschiedene Sauer-
stoffverbrauchsraten nach GOD Zugabe. (B) Vergleich der OUR-Messungen mit

ISICOM und Gasmassenbilanzierung.
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In Abbildung 29 A ist die Abnahme der Sauerstoffkonzentration in der geschlosse-
nen Kammer des ISICOM tuiber die Zeit dargestellt. Jede Kurve entspricht einer Mes-
sung bei unterschiedlicher Sauerstoffverbrauchsrate. Je steiler der Abfall, desto gro-
3er ist die Verbrauchsrate.

Aufgrund des in Kapitel 4.4.1 beschriebenen Ansprechverhaltens des pO2-Sen-
sors verlauft die Abnahme der Sauerstoffkonzentration bei hohen Verbrauchsraten
nicht linear. Daher wurde die Steigung mittels der variablen Auswertealgorithmik
fir jede Verbrauchskurve bestimmt. Die in Kapitel 4.4.1 ermittelte maximale Stei-
gung (5,25 * 0,5 %-s1) wurde bei diesem Versuch nicht erreicht, sie betragt hochs-
tens 2,68 %-s1. Grund hierfiir ist, dass nicht alle Messungen bei einem pO2-Aus-
gangswert von 100 %-sat beginnen. Trotz der hohen Riihrerdrehzahl und Bega-
sungsrate wurde so viel Sauerstoff durch die enzymatische Reaktion verbraucht,
dass der pO2-Wert im Reaktor nicht auf 100 % gehalten werden konnte. Folglich war
der Sauerstoff in der geschlossenen Messkammer schneller vollstiandig verbraucht
und es standen weniger Messpunkte fiir die Ermittlung der Steigung zur Verfligung.
Deswegen erhoht sich der Fehler der Auswertung und der OUR-Messbereich ist
nochmals verringert.

Abbildung 29 B zeigt, dass die aus der Steigung errechneten OUR-Werte des
ISICOMs bei hohen Verbrauchsraten deutlich geringer sind als die der Gasmassen-
bilanzierung. Die dynamisch ermittelte OUR nahert sich dabei einem Maximum von
22 mmol-L-1-h-1 an, um das sie aufgrund der geringen Messpunktanzahl deutlich
schwankt. Mit der Gasanalytik werden dagegen OUR Werte bis zu 181 mmol-L-1-h-1
gemessen werden. Bei geringen Verbrauchsraten < 7 mmol-L-1-h-1 zeigen beide
Messmethoden vergleichbare Resultate und unterscheiden sich im Mittel um ledig-
lich 1 %. Der Grund fiir die Abweichung bei hohen Verbrauchsraten ist, neben der
geringen Zahl an Messpunkten, das Ansprechverhalten des pO2-Sensorpatches im
ISICOM. Obwohl ein schnellerer Verbrauch des Sauerstoffs in der Messkammer vor-
handen sein sollte, kann keine gréfiere Steigung bzw. Sauerstoffaufnahme gemessen
werden. Der Einfluss der in diesem Modellversuch beobachteten Effekte auf die Sen-

soranwendung zur Bioprozessiiberwachung wird in Kapitel 5 untersucht.
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4.5 Nutzung des dritten Sensorports zur Messung des pH-Werts

Der ISICOM verfligt tiber die Moglichkeit, drei Sensoren parallel zu betreiben. Die
Sauerstoff- und Triibungssonden sind fiir die Bestimmung der qOUR zwingend er-
forderlich. Der dritte Port erlaubt die Nutzung eines weiteren, fiir die Bioprozess-
uiberwachung geeigneten, optischen Sensors. Wie bereits in Kapitel 3.3 erlautert,
soll dies im Rahmen der vorliegenden Arbeit am Beispiel der pH-Wert Messung mit-
tels Optode gezeigt werden. Da weder die Presens Sensoren noch die Optoden an-
derer Hersteller offiziell als dampfsterilisierbar vertrieben werden, wird zuerst der
Einfluss des Sterilisationsprozesses auf den Sensor untersucht. Die Widerstandsfa-
higkeit gegeniiber einer Dampfsterilisation ist fiir den Einsatz des ISICOM im Bi-
oprozess unerlasslich, da der Sensor im Betrieb immer zusammen mit dem Reaktor
sterilisiert werden muss.

Fiir das Experiment ist ein pH-Patch gemafd den Herstellervorgaben im ISICOM
eingebaut und kalibriert worden. Danach wurde PBS bei pH 7,4 und 37 °C mit dem
ISICOM tiber 5 Minuten gemessen. Im Anschluss ist das SIP (steam in place) Pro-
gramm gestartet und der Sensor bei 121 °C fiir 30 Minuten sterilisiert worden.
Schliefilich wurde der pH-Wert erneut iiber eine Dauer von 5 Minuten aufgezeich-

net. Als Referenz diente bei dem gesamten Experiment ein pH-Glaselektrode.

T
vor Steri. nach Steri. vor Steri. nach Steri.

pH-Optode Glaselektrode

Abbildung 30: Messung des pH-Werts mittels pH-Optode im ISICOM und Referenz
Glaselektrode vor und nach der Dampfsterilisation. Die gestrichelte Linie markiert
den Sollwert.
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In Abbildung 30 sind die Mittelwerte der Messungen vor und nach der Sterilisation
dargestellt. Vor der Sterilisation unterscheidet sich der Optoden-Wert um 0,08 pH-
Einheiten vom Sollwert. Diese Abweichung liegt innerhalb der Herstellerangaben
fir vorkalibrierte Sensorpatches [102]. Auch nach dem Sterilisationsprozess ist es
moglich, den pH-Wert mittels Optode auszulesen. Die Differenz zum Sollwert erhéht
sich jedoch auf 0,24 Einheiten. Diese Verschiebung ist auf die durch Dampfsterilisa-
tion bedingte Auswaschung des Farbstoffs zuriickzufiihren [39]. Fir den Einsatz im
Bioprozess bedeutet dies, dass eine Rekalibration nétig ist, um den pH-Wert basie-
rend auf dieser Messung korrekt zu bestimmen. Abbildung 30 zeigt zudem, dass
auch bei dem Einsatz von klassischen elektrochemischen pH-Glaselektroden eine
solche Rekalibration nétig ist, weil es ebenfalls zu einer Anderung des Messwertes
durch den Sterilisationprozess kommt. Da die Kalibrationsfunktion von pH-Optoden
im Gegensatz zu elektrochemischen Sensoren jedoch nicht linear verlauft, miisste
die Kalibration mit verschiedenen Puffern bei unterschiedlichen pH-Werten durch-
gefiihrt werden (vgl. Anhang 9.3.4). Dies ist aus praktischen Griinden im sterilisier-
ten Reaktor nicht mehr moglich, da in der Regel bereits Kulturmedium eingeftllt ist.
Eine einfache Rekalibration des pH-Sensorpatches kann daher nicht durchgefiihrt

werden.

4.6 Zusammenfassung der Sensorcharakterisierung

In diesem Kapitel wurden die Komponenten, Verschluss- und Rithrmechanismus,
Triibungs- und Sauerstoffsensor des ISICOMS charakterisiert. Dariiber hinaus
konnte gezeigt werden, dass der dritte Sensorport fiir die Messung des pH-Werts
mittels Optode geeignet ist.

Die Charakterisierung hat gezeigt, dass der entwickelte Sensoraufbau einen ste-
rilen Betrieb im Bioreaktor ermdéglicht. Der Verschlussmechanismus ist gasdicht
und der Riihrer verhindert bei einer Drehzahl von 200 rpm die Sedimentation von
Zellen in der Messkammer, ohne die Organismen zu schadigen oder die Triibungs-
messung zu beeinflussen.

Der Streulichtsensor erméglicht die Uberwachung der Triibung sowohl bei ge-

schlossener als auch geoffneter Messkammer. Die Messung ist stabil und unabhén-
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gig von der Temperatur des Kulturmediums. Es zeigt sich allerdings, dass die Edel-
stahlaufbauten des ISICOM Reflexionen verursachen, die eine Beeinflussung des
Streulichtsignals bei geringen Triibung hervorrufen. Am Beispiel von E. coli K1 ist
somit eine lineare Kalibration erst ab einer ODsoo von 2,58 moglich. Messungen bei
geringerer Triibung bendtigen daher komplexere Modelle wie z.B. kiinstliche neu-
ronale Netze oder multi-lineare-Regression. Die Schwarzung der Kammer mit TiAl
kann diesen Effekt etwas reduzieren, jedoch aufgrund der ungleichmafigen TiAl-
Schicht nicht aufheben. Eine mégliche Verbesserung der Triibungsmessung mittels
ISICOM ist die Erganzung von optischen Bauteilen am Lichtleiter oder der Messkam-
mer. So konnte zum Beispiel ein Spiegel an der Kammerriickwand dazu dienen, das
Licht gezielt zurtick zum Detektor zu flihren, um so die bislang undefinierte Reflek-
tion besser zu charakterisieren und ggf. zur Signalauswertung zu nutzen. Der Strah-
lengang des einstrahlenden und gestreuten Lichts lief3e sich alternativ durch Linsen
auf einen definierten Punkt innerhalb der Messzone fokussieren [103], damit St6-
reinfliisse durch die Sensorkammer minimiert werden. Winkelprismen konnten
hingegen das eingestrahlte und gestreute Licht so ablenken, dass es anstatt in die
Messkammer storungsfrei in die Kulturbriihe des Reaktors strahlt. In diesem Fall
ware allerdings keine Messung bei geschlossener Kammer maoglich. Die Optik muss
bei allen Optionen immer vom optischen Fenster entkoppelbar sein, damit weiter-
hin giinstigere, weniger hitzebestdndige Bauteile verwendet werden kdnnen. Auch
eine geanderte Position des Lichtleiters im Sensorkopf konnte zu einer Reduktion
der Reflexion fiihren, da dies die Pfadlange des Lichts verdndert, das auf die Kam-
merwande trifft. Ein weiterer Optimierungsansatz ist eine variable Lichtintensitat
der einstrahlenden LED. Durch niedrige Intensitat bei geringen Tribungen und
adaptiver Steigerung mit zunehmender Partikelzahl konnte nur jeweils so viel Licht
eingestrahlt werden, dass gerade keine Beeinflussung durch die Kammer auftritt.
Sollte keiner dieser Ansatze erfolgreich sein, ist auch die Adaption und Integration
eines spektroskopischen Fluoreszenz-[104], NIR-[105] oder Raman-[106] Sensors
in den ISICOM anstatt einer Streulichtoptode denkbar.

Der Sauerstoffpatch des ISICOMS erméglicht die Messung der OUR nach der dy-
namischen Methode. Die Messung des pO2-Werts ist iiber die libliche Prozessdauer

stabil und die Temperaturabhadngigkeit softwareseitig kompensiert. Durch einen
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optimierten Algorithmus zur Auswertung der pO2-Kurven bei Sauerstoffverbrauch
konnen Steigungen bis zu -5,25 + 0,5 %-s'! ermittelt werden, was deutlich iiber dem
Ergebnis der Referenz-Clark-Elektrode liegt. Trotzdem konnen schnellere Steigun-
gen und damit schnellere Sauerstoffverbrauchsraten nicht gemessen werden. Dies
wurde durch einen Test des ISICOMs an einem dynamischen System basierend auf
Glukoseoxidase weiter untersucht. Mit Hilfe des Modellsystems konnten verschie-
dene OUR-Werte herbeigefiihrt und vergleichend mit dem ISICOM und der Gasmas-
senbilanzierung ausgewertet werden. Fiir Verbrauchsraten bis 7 mmol-L-1-h-1 zeig-
ten beide Messungen vergleichbare Ergebnisse. Bei hoheren Raten lagen die Resul-
tate der beiden Messungen bis zu 89 % auseinander. Da bei hohen OUR-Werten der
Start-pO2-Wert von 100 %-sat bei Beginn der jeweiligen Messung nicht erreicht
werden konnte, standen nur wenige Messpunkte zur Auswertung zur Verfiigung,
wodurch sich der Messbereich im dynamischen Modellsystem nochmals reduzierte.
Grofiere Sauerstoffaufnahmeraten als 22 mmol-L-1-h-1 konnten mit dem ISICOM da-
her nicht gemessen werden. Dies gilt es bei einem Einsatz im Bioprozess zu bertick-
sichtigen, falls mit hohen Sauerstoffverbrauchraten gerechnet wird und ein geringer
pO2-Wert zu Beginn der OUR-Messungen zu erwarten ist.

Um hohere Sauerstoffaufnahmeraten bestimmen zu konnen, sind Verbesserun-
gen des Ansprechverhaltens der pOz-Sensorpatches notig. Dazu kann zum einen die
Abtastrate des Sensors von Seiten des Herstellers erhoht werden, wodurch auch bei
niedrigen pO2-Ausgangskonzentration mehr Messpunkte zur Bestimmung der Stei-
gung zur Verfiligung stiinden. Zum anderen kénnen das Sensorlayout sowie Hand-
ling modifiziert werden. Die Sensorpatches werden bislang mit Silikonkleber auf
dem optischen Fenster des ISICOMs montiert. Trotz grofdter Sorgfalt ist nicht ausge-
schlossen, dass die Silikonschicht eine unterschiedliche Dicke aufweist oder Spuren
des Klebstoffs auf der medienberiihrenden Seite des Sensors verbleiben. Die Silikon-
schicht ist zwar sauerstoffdurchlassig, wirkt aber diffusionslimitierend und kann
das Ansprechverhalten des Sensors negativ beeinflussen. Ein modifiziertes Layout
hinsichtlich kiirzerer Ansprechzeiten und reproduzierbarer Montage ist in Zusam-

menarbeit mit dem Hersteller daher anzustreben.
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Sobald der Sensor entsprechend verbessert ist, kann eine erweiterte Charakterisie-
rung durchgefiihrt werden. Dafiir ist ein Teststand zu entwickeln, mit dem definierte
Sauerstoffverbrauchsraten unter verschiedensten O2-Sattigungsgeraden reprodu-
zierbar herbeifiihrbar sind. Ein Beispiel fiir einen méglichen Aufbau gibt Abbildung
31.
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Abbildung 31: Vorschlag eines moglichen Teststandes fiir ein Modellsystem zur
Herbeifiihrung definierter OUR bei verschiedenen Sauerstoffsattigungen.

Auf einem Tragermaterial in Form von Beads (z.B. aus Calciumalginat [107, 108])
befindet sich immobilisierte Glukoseoxidase in einem Testreaktor. Der Reaktor ist
mit einer Pufferlosung gefiillt und die Temperatur sowie der Sauerstoffpartialdruck
werden mittels einer Prozessregelung konstant auf dem gewtiinschten Niveau gehal-
ten. Die Pumpen fordern eine Pufferlésung kontinuierlich durch den Reaktor. Durch
Schalten eines Ventils kdonnen anstatt des Puffers jeweils unterschiedlich kon-
zentrierte Glukoseldsungen durch den Reaktor gepumpt werden. Ein Filter am Re-
aktorausgang verhindert das Ausspiilen der Beads, sodass die Enzymkonzentration
im Reaktor konstant bleibt. Sobald sich jeweils eine konstante Glukosekonzentra-
tion im Reaktor eingestellt hat, verursacht diese aufgrund der Enzymkinetik eine
andere, aber definierte Sauerstoffverbrauchsrate. Der ISICOM ist im Reaktor instal-
liert und misst regelmaf3ig durch Schliefden der Kammer die OUR, die durch die ein-

geschlossenen GOD-Beads verursacht wird. Entscheidend bei diesem Aufbau ist,
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4. Charakterisierung des Sensors

dass ein Auswaschen des Enzyms aus den Beads minimiert und die Aktivitat stabili-
siert wird. Nur so konnen reproduzierbare Messergebnisse erhalten werden.

Der optionale dritte Sensorport des ISICOMs eignet sich prinzipiell zur Messung
des pH-Werts via Optode. Obwohl die Sonden offiziell nicht als dampfsterilisierbar
vertrieben werden, liberstehen sie eine einmalige Behandlung. Die Prozedur fiihrt
jedoch zu einer Verschiebung des Signals, das aufgrund der komplexen Kalibrati-
onsroutine nicht ohne weiteres zu korrigieren ist. Eine Moglichkeit hierzu wére ein
Verfahren, wie es auch bei der y-Sterilisation der Patches tiblich ist. Dafiir wird je-
weils eine komplette Charge bestrahlt und im Anschluss anhand einiger weniger
Sensoren kalibriert. Da alle Patches aus der Charge derselben Behandlung unterzo-
gen wurden, sind die Kalibrationsdaten auf alle anderen tibertragbar. Die Ermitt-
lung solcher Kalibrationsdaten nach einer Dampfsterilisation fiir eine gesamte
Charge konnte die Verwendbarkeit der pH-Optoden im ISICOM entscheidend ver-
bessern. Dennoch sind in der aktuellen Konfiguration eventuell relative pH-Shifts in
der geschlossenen Kammer messbar.

Die Charakterisierung der einzelnen Komponenten zeigt, dass der ISICOM ftir den
Einsatz im Bioprozess geeignet ist. Inwiefern der Sensor zur Bestimmung der spezi-
fischen Sauerstoffaufnahmerate von verschiedenen Mikroorganismen genutzt wer-

den kann, wird durch die folgenden Experimente in Bioprozessen gezeigt.
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5. Anwendung zur Bioprozessiiberwachung

Nach der Charakterisierung des ISICOMs wurde der Sensor an biotechnisch relevan-
ten Modellprozessen erprobt. Es wurden Kultivierungen von Escherichia coli, Pichia
pastoris sowie CHO Zellen durchgefiihrt und die Einsatzfahigkeit des Kombi-Sensors
fiir die Uberwachung der spezifischen Sauerstoffaufnahmerate iiberpriift. Der E. coli
Prozess weist eine einfache Prozessfiihrung mit konstanter Begasung sowie Riih-
rung auf, wobei durch die Zellen relativ hohe Sauerstoffverbrauchsraten erzielt wer-
den. P. pastoris erzielt im Bioprozess sehr hohe Biomasse, und CHO Zellen zeichnen
sich im Vergleich zu den mikrobiellen Organismen durch deutlich geringere Sauer-
stoffverbrauchsraten sowie ein schwaches Streulichtverhalten aus. Die verwende-
ten Messparameter, Einstellung und Datenverarbeitung des ISICOM sind in Kapitel

9.2.1 aufgefiihrt.

5.1 Batch-Kultivierung von E. coli K1 zur Produktion von Polysialinsdure

Der ISICOM wurde an E. coli K1 in einem Batch-Prozess zur Produktion von human-
identischer Polysialinsdure (polySia) getestet [109, 110]. Hierbei wurden iiber die
gesamte Kultivierung die Parameter Rithrerdrehzahl und Begasungsrate konstant
gehalten. Da diese Parameter auf das Tribungssignal Einfluss nehmen, ist dies fiir
die anschliefend vergleichende Analytik der Triibungs- und OUR-Messung von Vor-
teil (siehe Anhang 9.3.5). Wahrend der Kultivierung wurden regelmafsig offline Pro-
ben entnommen und die optische Dichte, Biotrockenmasse sowie die Glukosekon-
zentration bestimmt. Dariiber hinaus wurden die wahrend der Kultivierung ent-
standenen Streulichtsignale mit einer kommerziell erhaltlichen Triibungssonde (in-
Pro 8100, Mettler-Toledo GmbH, Gief3en) verglichen. Diese diente im weiteren Ver-

lauf als Referenzmessung.
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5. Anwendung zur Bioprozessiiberwachung

5.1.1 Kalibration der Triibungssonde

In der ersten Kultivierung wurde die Trilbbungsmessung ausschlief3lich mit geoffne-
ter Kammer durchgefiihrt, um die Vergleichbarkeit zur Referenzmessung zu erho-
hen. Ziel war es, die ODeoo fiir E. coli K1 Kultivierungen aus dem Triibungssignal des

ISICOM zu ermitteln. Der Verlauf der Kultivierung ist in Abbildung 32 dargestellt.

8500 4 140 30 24

T ] | 22
8oooH 1304

.\.

20

) ! L
7500 1201 ~ u
| -\ [ o L 18
=110 L
<7000 2 - 20 - 16
ST E [

1 S1004 — L 18 —~
2500 &% | = Tritbung ISICOM -14 )
§ 2 Triibung inPro8100 -16 = [, &
: 1 5 904 - ] 5
= 6000 | ='§ ODeo 14 o %
8 ,:80_ BTM [ 2 O -10 X
Y = —&— Glukose o
© 55004 O - 10 -8
o Q 70 .
£ 7] L8 6

5000 -

4500 -

4000 - ! T - .

p

§
o

I
o

Zeit (h)

Abbildung 32: Zeitlicher Verlauf der Triibungsmessung von ISICOM und Referenz-
sonde wahrend der Kultivierung von E. coli K1. Zusatzlich ist der Verlauf der Gelds-
Sauerstoffkonzentration, Glukosekonzentration, ODeoo sowie der BTM dargestellt.

Nach einer einstiindigen lag-Phase gehen die Zellen fiir ca. sieben Stunden in die ex-
ponentielle Wachstumsphase tiber, bis die Glukose im Medium nach weiteren drei-
einhalb Stunden verbraucht ist. Dieser Verlauf korreliert mit der pO2-Konzentration,
die wahrend der Kultivierung analog zum Zellwachstum von 100 %-sat bis auf
35 %-sat sinkt. Ein sprunghafter Anstieg auf 100 %-sat ist nach Verbrauch der Glu-
kose zu beobachten. Anschliefdend gehen die Zellen in die stationdre Phase liber und
der Prozess wird beendet.

Die unterschiedlichen Wachstumsphasen der Zellen lassen sich iliber die Trii-
bungsmessung sowohl mit dem ISICOM als auch mit der Referenzmessung sehr gut
online iberwachen. Das Triibungssignal korreliert mit der ODesoo und somit mit dem
Zellwachstum. Ein Vergleich der beiden Sonden zeigt, dass ihre Verldaufe nahezu

identisch sind. Die absoluten Werte unterscheiden sich nur aufgrund der Einheiten
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der Sensorelektronik (rel. AU zu pA). Die beiden Spriinge im Signal des ISICOM zwi-
schen dreieinhalb und viereinhalb Stunden sind auf eine Gasblase zuriickzufiihren,
die sich vor der Optik festgesetzt hatte.

Wahrend dieser Kultivierung kann keine Beeinflussung des Triibungssignals
durch Reflexion fiir geringe optische Dichten beobachtet werden. Bedingt durch die
hohe Rithrerdrehzahl und Begasungsrate in dem Prozess, befinden sich von Anfang
an sehr viele Streuzentren bzw. Luftblasen im Medium, sodass das Messsignal schon
zu Beginn zwischen 40 und 50 rel. AU bzw. im Bereich des reinen Streulichts liegt
(vgl. Abbildung 23 und Abbildung 24). Die Reflexionen in der Messkammer des
ISICOMs konnen daher bei der Kalibration dieses E. coli K1 Prozesses vernachlassigt
werden.

Aus den Daten von zwei Kultivierungen wurde eine lineare Regression der Trii-
bung fiir den polySia Prozess erstellt. Die Daten einer dritten Kultivierung standen
fir die Modellvalidierung zur Verfiigung. Abbildung 33 zeigt das Ergebnis der Ka-

libration und Validierung fiir die ODeoo.
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Abbildung 33: Kalibration und Validierung des Streulichtsignals von E. coli K1 auf
die ODsoo.

Der Zusammenhand zwischen der gemessenen Triibung und der optischen Dichte
wird durch ein lineares Regressionsmodell gut beschrieben. Das Bestimmtheitsmaf3

(R2) und der RMSEC (root mean square error of calibration) dient zur Beurteilung

60



5. Anwendung zur Bioprozessiiberwachung

der Giite der Anpassung und ergibt mit R2 = 0,9958 bzw. RMSEC = 1,81 eine gute
Modellgiite fiir die ODeoo. Abbildung 33 zeigt aber auch, dass das Modell fiir den Va-
lidierungsdatensatz bei niedrigen optischen Dichten zu hohe und bei grof3en opti-
schen Dichten zu niedrige Werte ergibt. Daher ist der mittlere quadratische Fehler
der Validierung (root mean square error of validation, RMSEV) mit 2,25 hoher als der
der Kalibrierung.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass sich die ISICOM-Triibungssonde fiir
die Bestimmung der optischen Dichte von E. coli K1 im geoffneten Zustand sehr gut
nutzen lasst. Der Verlauf der Triibungsdaten stimmt mit denen einer Referenzsonde
iiberein. Bei Prozessen, die aufgrund von hohen Begasungsraten und Ruhrerdreh-
zahlen bereits ein relativ grof3es Triibungsbasissignal erzeugen, sind die in Kapitel
4.3 beobachteten reflexionsbedingten Stérungen nicht messbar. Fiir solche Pro-
zesse wurde ein lineares Kalibrationsmodell fiir optische Dichten zwischen 0,95 und

28 aufgestellt.

5.1.2 Messung des pH-Werts

Im Rahmen der Sensorcharakterisierung wurde gezeigt, dass der Multisensorport
des ISICOM prinzipiell zur Nutzung einer pH-Optode geeignet ist. Zum Test einer
solchen Optode im Bioprozess wurde der pH-Wert wahrend einer E. coli K1 Kulti-
vierung simultan mit einer klassischen, elektrochemischen Glaselektrode (Referenz)
und dem ISICOM aufgezeichnet. Die Kultivierungsbedingungen entsprachen denen
aus Kapitel 5.1. Vor Prozessbeginn wurde der Reaktor mit den Sonden dampfsteri-
lisiert und die Referenzelektrode anschliefdend rekalibriert. Abbildung 34 zeigt ne-
ben der ODsoo auch die NaOH-Zugabe sowie die pH-Wert Messungen beider Sonden

tiber die Kultivierungsdauer.
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Abbildung 34: Zeitlicher Verlauf der pH-Wert Messung mittels Optode und Refe-
renz-Glaselektrode wahrend einer E. coli K1 Kultivierung. Zusatzlich ist die NaOH-
Zugabe und die ODeoo aufgetragen.

Durch regelmaflige, pulsartige Zugabe von Base (NaOH) wird der pH-Wert basie-
rend auf der Messung der Referenzelektrode auf dem Sollwert gehalten und verlauft
wahrend der ersten flinf Stunden im Mittel bei 7,46. In der exponentiellen Wachs-
tumsphase produzieren die Zellen deutlich mehr Acetat und das Volumen der zuge-
gebenen Base steigt dementsprechend exponentiell an, um den pH-Wert konstant
zu halten. Die Zugabepulse sind gut im Verlauf der pH-Wertmessungen zu erkennen
und noch einmal vergrofiert innerhalb des Diagramms dargestellt.

Die Optode liefert nach der Dampfsterilisation des Reaktors pH-Messwerte mit
einer Abweichung von 0,6 Einheiten zu der Referenzmessung. Uber die Kultivie-
rungszeit von 10 Stunden ist zudem ein Drift der optischen pH-Messung von 6,9 auf
6,83 zu bemerkten. Dass die Optode nach dem Sterilisationsprozess im Kulturme-
dium nicht zur fehlerfreien pH-Messung genutzt werden kann, wurde schon in Ka-
pitel 4.5 beschrieben. Der Drift ist eine neue Beobachtung. Auffallig ist aufderdem,
dass die Referenzelektrode starker auf die Zugabepulse mit pH-Wertschwankungen
reagiert als der optische Sensor.

Diese geringere Sensitivitat des optischen Sensors wird durch das sterilisations-

bedingte Auswaschen des pH-Indikatorfarbstoffs aus dem Sensorpatch verursacht.
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Die regelmafdige Illumination flihrt aufderdem zu dem Bleaching-Effekt des Farb-
stoffs und erklart somit auch die Drift, welche besonders bei ldngeren Prozessen zu
berticksichtigen ist.

Folglich ist der Multisensorport fiir die pH-Wertmessung in Bioprozessoren in
seinem aktuellen Zustand, und unter Verwendung der getesteten Optode noch nicht
zuverlassig einsetzbar. Zur Behebung der beobachteten Ungenauigkeiten miissten
verbesserte Sensorpatches verwendet werden, die ein Auswaschen des pH-Indika-
tors minimieren und gleichzeitig eine vereinfachte Rekalibrationsroutine aufweisen

(bzw. Kalibrierdaten fiir dampfsterilisierbare Patches liefern, siehe Kapitel 4.5).

5.1.3 Bestimmung der Sauerstoffaufnahmerate

Die Messung der Sauerstoffaufnahmerate stellt den wesentlichen Anwendungsbe-
reich des Sensors dar. Ob dies in E. coli Prozessen mittels ISICOM méglich ist, wird
anhand von einer 10 L E. coli K1 Kultivierung ermittelt. Da der Vorversuch aus Ka-
pitel 4.4.1 gezeigt hat, dass es bei hohen Verbrauchsraten zu einer Limitierung in
der OUR-Messung mittels dynamischer Methode kommt, wurde die Prozesstempe-
ratur auf 30 °C reduziert. Dadurch sollte das Zellwachstum und somit auch die
Sauerstoffverbrauchsrate etwas reduziert werden, um fiir die dynamische Bestim-
mung der OUR tiber den ISICOM in einem geeigneten Messbereich zu liegen. Als Re-
ferenz diente die Gasmassenbilanzierung (GMB) mit dem Abgassensor BlueInOne
Ferm (BlueSens gas sensor GmbH, Herten). In Abbildung 35 ist die berechnete OUR
beider Messmethoden tliber die Kultivierungszeit aufgetragen. Zusatzlich ist sowohl
der pOz2-Wert im Reaktor als auch die Triibung bei ge6ffneter Kammer tiber die Zeit

aufgetragen. Sie dient zur Beurteilung des Zellwachstums.
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Abbildung 35: Zeitlicher Verlauf der OUR-Messung mittels ISICOM und GMB sowie
Triibungs- und pOz-Verlauf wahrend einer E. coli K1 Kultivierung.

Es wird deutlich, dass sich die OUR-Messergebnisse auch in diesem Versuch bei ho-
hen Sauerstoffverbrauchsraten, trotz Reduktion der Prozesstemperatur, stark von-
einander unterscheiden. Wahrend der ersten sieben Stunden dhneln sich die OUR-
Werte, die der GMB schwanken jedoch aufgrund der geringen Konzentrationsunter-
schiede in Zu- und Abluft stark. Im Anschluss steigt die mittels GMB errechnete OUR
exponentiell an und erreicht ein Maximum von etwa 90 mmol-L-1-h-1 nach zwdlfein-
halb Stunden. Die mit dem ISICOM ermittelte OUR steigt jedoch deutlich schwacher
und erreicht bereits nach neun Stunden ein Plateau bei etwa 18 mmol-L-1-h-1. Ab
diesem Zeitpunkt schwankt sie um den Maximalwert. Nach zwoélfeinhalb Stunden
fallen beide Kurven ab, da die Glukose im Medium verbraucht ist (erkennbar am
plotzlichen pO2-Anstieg). Der Grund fiir den grofden Unterschied der Messungen
liegt im Ansprechverhalten des Sauerstoffpatches, das in Kapitel 4.4.1 und 4.4.4 be-
reits ausfiihrlich beschrieben wurde. Bei hohen Verbrauchraten fallt die Sauerstoff-
konzentration in der Messkammer schneller, als dies liber den Sensor gemessen
werden kann. Die maximal ermittelte OUR des ISICOMs liegt daher in der Grofden-
ordnung, die in Kapitel 4.4.4 im Rahmen der Sensorcharakterisierung beschrieben

wurde.
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Der ISICOM ist somit nur bedingt zur Bestimmung der Sauerstoffaufnahmerate wah-
rend dieses E. coli K1 Batch-Prozesses geeignet. Es besteht dringender Optimie-
rungsbedarf an der Sauerstoffoptode, damit durch schnellere Ansprechzeiten und
Messintervalle in Zukunft auch mikrobielle Bioprozesse mit hohen Sauerstoffver-

brauch mit dem Sensor tiberwachbar sind.

5.1.4 Zusammenfassung der Bioprozesstiiberwachung von E. coli K1

In diesem Kapitel wurden die Ergebnisse der Sensoranwendung von der Triibungs-
sonde, der pH-Optode und der Messung der Sauerstoffaufnahmerate mit dem
ISICOM anhand einer E. coli K1 Batch-Kultivierung im 10L Maf3stab vorgestellt.

Die Triibungsmessungen bei gedffneter Sensorkammer ergaben eine sehr gute
Ubereinstimmung von ISICOM und Referenzmessungen. Wie bereits bei der Sen-
sorcharakterisierung beobachtet, konnte auch fiir die Kalibration ein linearer Zu-
sammenhang zwischen Triibungssignal bei ge6ffneter Sensorkammer und optischer
Dichte angenommen werden. Die reflexionsbedingten Stérungen des Triibungssig-
nals bei geringen Triibungen spielen bei diesem Prozess keine Rolle, da dieser Effekt
durch die hohe Ruhrerdrehzahl und Begasungsrate nicht messbar ist. Wenn die
Kammer wahrend der OUR-Messung geschlossen ist, werden die Triibungsdaten
nicht ausgewertet. Da dies lediglich einen kurzen Zeitraum von maximal 5 Minuten,
bzw. im exponentiellen Wachstum weniger als 1 Minute betrifft, konnen die Werte
problemlos interpoliert werden.

Der Einsatz einer pH-Optode innerhalb des ISICOMs ist unter den gegebenen Be-
dingungen nicht sinnvoll. Prinzipiell sind zwar pH-Wertdnderungen messbar, doch
ein Vergleich mit der Referenzsonde zeigt, dass es bedingt durch das Auswaschen
des Indikatorfarbstoffs wahrend der Dampfsterilisation zu deutlichen Abweichun-
gen in den Messergebnissen kommt. Dennoch hat dieses Experiment gezeigt, dass
der dritte Port des ISICOMs fiir weitere optische Sensoren genutzt werden kann,
ohne weitere Reaktorzugange zu belegen.

Die Bestimmung der Sauerstoffaufnahmerate mit dem ISICOM ist wahrend der
E. coli K1 Kultivierung moglich. Die verwendeten pO2-Optoden haben jedoch ein zu

langsames Ansprechverhalten, um bei hohen Verbrauchraten tiber 15 mmol-L-1-h-1
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eine verldssliche Bestimmung der Steigung und somit OUR zu erméglichen. Ein Ver-
gleich mit der Gasmassenbilanzierung als Referenzmessung macht deutlich, dass
mit der Abgasanalytik bis zu sechsfach hore Sauerstoffaufnahmeraten ermittelt
werden. Bei geringem Sauerstoffverbrauch ist der ISICOMs dagegen von Vorteil, da
die pO2-Unterschiede in Zu- und Abluft in dem Fall sehr gering sind und der Mess-

wert der Gasanalytik, im Gegensatz zum ISICOM-Messwert, stark schwankt.

5.2 Batch-Kultivierung von P. pastoris zur Erzeugung hoher Biomasse

Pichia pastoris ist ein in der Biotechnologie weit verbreiteter Mikroorganismus, der
in Batch-Kultivierungen sehr hohe Zelldichten und damit ODeoo bzw. BTM-Werte er-
reicht. Daher sollte insbesondere die Triibungssonde des ISICOM anhand eines

P. pastoris Prozesses getestet werden.

5.2.1 Kalibration der Triitbungssonde

Flir die Kalibration der Streulichtsignale auf die ODs0o und Biotrockenmasse wurde
das Signal im geoffneten Zustand ausgewertet, um Reflexionen der Messkammer
moglichst gering zu halten. Als Referenz wurde das Streulicht mit einer kommerziell
erhaltlichen Tribungssonde (inPro 8100) parallel aufgezeichnet. Abbildung 36
stellt den zeitlichen Verlauf der beiden Triibungsmessungen, pO2-Wert und Riihrer-

drehzahl dar.
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Abbildung 36: Zeitlicher Verlauf der Triibungsmessung von ISICOM und Referenz-
sonde wahrend der Kultivierung von P. pastoris im 10L Maf3stab. Zusatzlich ist der
Verlauf der Gelost-Sauerstoffkonzentration, ODsoo und BTM aufgetragen.

Nach einer zwolfstiindigen lag-Phase gehen die Zellen in die exponentielle Wachs-
tumsphase liber. Wahrend dieser Zeit sinkt der pO2-Wert von 100 %-sat auf
20 %-sat ab. Im Anschluss steigt die Reaktorriihrerdrehzahl zur Regelung der Ge-
lost-Sauerstoffkonzentration von 150 auf ca. 500 rpm an. Bedingt durch eine starke
Schaumbildung kommt es zwischen 24 und 36 Stunden zu Stérungen der Riihrer-
drehzahl-gesteuerten pO2-Regelung. Die Drehzahl schwankt stark, was sich direkt
auf die Triibungsmessung auswirkt, da die Schaumblaschen in der Kulturbriihe die
Messung beeinflussen. Dieser Effekt konnte erst durch die Zugabe von Antischaum-
mittel nach 36 Stunden behoben werden. Nach 40,5 Stunden erreicht die Kultur die
stationdre Phase und stellte das Wachstum bei einer ODsoo von 135 bzw. BTM von
48,5 g-L1 ein. Zu diesem Zeitpunkt sinkt der Sauerstoffbedarf stark ab und die Riih-
rerdrehzahl fallt zuriick auf den eingestellten Minimalwert von 150 rpm. Dieser Ab-
fall spiegelt sich in der Abnahme des Triibungssignals wider.

Der Verlauf beider Triilbungsmessungen zeigt eine gute Ubereinstimmung von
ISICOM und Referenzsonde. Ein Vergleich der Triibung mit den ODsoo und BTM Mes-

sungen verdeutlicht, dass sich die Wachstumsphasen der Kultur gut im Triibungs-
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signal widerspiegeln. Reflexionsbedingte Storungen des ISICOM-Signals bei gerin-
gen optischen Dichten lassen sich auch in dieser Kultivierung nicht erkennen. Die
Basistriibung liegt bereits so hoch, dass die Reflexionen der Messkammer nicht von
Relevanz sind.

Das Ergebnis der Kalibration fiir ODeoo und BTM zeigt Abbildung 37. Die Mess-

werte, die wahrend der Schaumbildung aufgenommen wurden, sind dabei nicht be-

ricksichtigt.
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Abbildung 37: (A) Kalibration des Streulichtsignals von P. pastoris gegen (A) ODeoo
und (B) BTM auf Basis eines Prozesses bei geoffneter Sensorkammer. Die Giite der
Regression wird durch das Bestimmtheitsmafd R? beschrieben.

Die Kalibrationen weisen einen linearen Zusammenhang zwischen optischer Dichte
bzw. Biotrockenmasse und Triibungssignal auf (R2=0,99516 bzw. 0,98676). Zur Va-
lidierung des Kalibrationsmodells miisste die Kultivierung mehrfach wiederholt
werden. Dennoch zeigt dieses Experiment, dass der ISICOM-Triibungssensor gene-
rell gut fiir Prozesse geeignet ist, bei denen hohe Biomassen (bis zu 48,5 g-L-1) bzw.

optische Dichten (bis zu 135) erreicht werden.

5.2.2 Bestimmung der Sauerstoffaufnahmerate

Wahrend der P. pastoris Kultivierung wurde neben der Triibung auch die OUR mit-
tels ISICOM und der Gasmassenbilanzierung via BlueInOne Ferm aufgezeichnet. Ab-

bildung 38 zeigt den zeitlichen Verlauf.
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Abbildung 38: Zeitlicher Verlauf der OUR-Messung mittels ISICOM und GMB so-
wie ODeoo-Verlauf wahrend der P. pastoris Kultivierung. Zwischen Stunde 11 und
19 kam es zu einer technischen Stérung des Sensors und die Daten konnten nicht
ausgewertet werden.

Die OUR der GMB korreliert mit dem exponentiellen Zellwachstum und erreicht
nach etwa 40 Stunden ein Maximum von 150 mmol-L-1-h-1. Sobald die Zellen in die
stationdre Phase libergehen, sinkt der Sauerstoffverbrauch deutlich ab. Die grofien
Messwertschwankungen zwischen Stunde 24 und 36 sind auf die beschriebene
Schaumbildung und einen damit verbundenen verstopften Abluftfilter zurtickzufiih-
ren. Die mittels ISICOM gemessene OUR liegt wiahrend der gesamten Kultivierung
weit unter dem Ergebnis der Gasmassenbilanzierung.

Dieses Resultat deckt sich mit den Beobachtungen der Sensorcharakterisierung
und dem E. coli K1 Prozess. Der Grund hierfiir ist das Ansprechverhalten der pO2-
Sensorpatches, welches nicht schnell genug ist, um hohe Verbrauchsraten erfassen
zu konnen. Bei diesem Prozess kommt aufderdem noch hinzu, dass der pO2-Wert im
Reaktor auf lediglich 20 %-sat geregelt wurde. Damit standen zur Auswertung des
Sauerstoffkonzentrationsabfalls nur sehr wenige Messpunkte zur Verfligung, bevor

die Messkammer des ISICOMs wieder gedffnet wurde.
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5.2.3 Zusammenfassung der Bioprozessiiberwachung von Pichia pastoris

In diesem Kapitel wurden die Versuchsergebnisse der Triibungssonde und die OUR-
Bestimmung mit dem ISICOM anhand eines P. pastoris Prozesses prasentiert. Es
konnte gezeigt werden, dass mittels der Triibungsmessungen bei ge6ffneter Sensor-
kammer optische Dichten von bis zu 135 und Biotrockenmassen von 48,5 g-L-1 er-
mittelt werden konnen. Der Verlauf des Triibungssignals stimmt dartiber hinaus mit
dem der Referenzmessung iiberein. Die reflexionsbedingten Stérungen durch die
Messkammer des ISICOMs bei geringen Triibungen spielen auch hier keine Rolle
und es kann ein linearer Zusammenhang zwischen Streulichtsignal und optischer
Dichte bzw. Biotrockenmasse ermittelt werden.

Die Bestimmung der Sauerstoffaufnahmerate wahrend des Prozesses ist mit dem
ISICOM nur eingeschrankt moglich. Dies liegt daran, dass die OUR bedingt durch die
hohe Zelldichte friihzeitig im Prozess sehr hoch ansteigt. Dadurch reicht die An-
sprechzeit des pOz-Sensors nicht aus, um den realen Abfall der Sauerstoffkonzent-
ration in der Kammer zu beschreiben. Dieses Ergebnis bestitigt sowohl die Be-
obachtung aus der Sensorcharakterisierung als auch die der Bioprozessiiberwa-

chung von E. coli K1.

5.3 Batch-Kultivierung von CHO K1

Die Anwendung des ISICOMs in Batch-Kultivierungen von E. coli K1 und P. pastoris
hat gezeigt, dass mikrobielle Bioprozesse hinsichtlich der Triibungsmessung sehr
gut zu tiberwachen sind. Bei der Messung der Sauerstoffaufnahmerate konnte der
ISICOM dabei jedoch keine verlasslichen Resultate liefern. Daher sollte der Sensor
anhand eines Saugerzellprozesses mit CHO K1 Zellen im Batch-Betrieb getestet wer-
den. Saugerzellen erreichen sehr viel geringere Zellkonzentrationen und daraus re-
sultierend deutlich niedrigere Sauerstoffverbauchsraten. Diese sollten mit dem

[SICOM besser zu erfassen sein.

5.3.1 Kalibration der Triibungssonde

Zur Ermittlung eines Zusammenhangs zwischen Triibungssignal des ISICOMs und
Zellkonzentration wurde die Triibung mit dem ISICOM und einer Referenzsonde

(inPro 8100) wahrend einer CHO Kultivierung aufgezeichnet. CHO Zellen streuen
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Licht nur schwach, da sie keine Zellwand besitzen (maximal ODsoo Werte von 3
[111]). Es war daher zu erwarten, dass Reflexionen durch die Messkammer des
ISICOMs das Signal beeinflussen. Deshalb wurden die Triibungssignale sowohl bei
geoffneter als auch geschlossener Messkammer ausgewertet. Aufgrund des langsa-
men Wachstums der CHO Zellen kann der geringe zeitliche Versatz zwischen den
Messungen in der geschlossenen und geoffneten Kammer vernachlassigt werden.

Abbildung 39 zeigt den Kulturverlauf.
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Abbildung 39: Zeitlicher Verlauf der Triibungsmessung von ISICOM und Referenz-
sonde (inPro 8100) wahrend der Kultivierung von CHO K1 im 7,5 L Maf3stab. Zu-
satzlich ist der Verlauf der Gesamtzell- (TCC) und Lebendzellkonzentration (VCC)
aufgetragen.

Die Triibungswerte der Referenzmessung unterscheiden sich stark von denen des
ISICOMs. Eine Signaldnderung ist mit dem inPro 8100 erst ab Zellkonzentrationen
tiber 1,5:106 Zellen-mL-! (nach ca. 80 Stunden) zu bemerken. Aber auch in der expo-
nentiellen Wachstumsphase erhoht sich das Referenzsignal nur langsam. Beim
Ubergang in die stationire bzw. Absterbephase steigt das Triibungssignal weiter an,
obwohl die Gesamtzellkonzentration konstant bleibt. Wahrscheinlich wurde die
Messung durch Zelltriimmer der absterbenden Zellen beeinflusst, da die Lebendzell-
zahl wahrend dieser Phase stark abnimmt. Somit stellt die Referenzmethode keine
geeignete Sensorik zur online Erfassung der Zellzahl in tierischen Kultivierungen

dar.
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Bei der Messung mit dem ISICOM ist zu Beginn des Prozesses, bei einer Zellkonzent-
ration von 0,35-10¢ Zellen-mL-1, das Triibungssignal mit getffneter und geschlosse-
ner Kammer nahezu identisch. Im Verlauf der Kultivierung unterscheiden sich die
Triibungssignale jedoch. Zunachst steigen beide Messsignale mit zunehmender Zell-
konzentration an. Bei geschlossener Kammer steigt das Signal deutlich starker und
erreicht ein Maximum nach etwa 40 Stunden bzw. bei einer Zellkonzentration von
1,74-106 Zellen-mL-1. Dieses Maximum wird bei gedffneter Kammer bereits nach
20 Stunden und 0,77-10° Zellen-mL-1 erreicht. Wahrend der exponentiellen Wachs-
tumsphase der Zellen sinken beide Signale wieder ab. Auch hier ist das Signal der
geoffneten Kammer weitaus niedriger als das bei geschlossener Kammer und er-
reicht ein Minimum nach 110 Stunden bzw. 16,76-10¢ Zellen-mL-1, dem Zeitpunkt
des Ubergangs des Zellwachstums in die stationidre Phase. Bei geschlossener Kam-
mer wird das Minimum nach 150 h und 19,79-10¢ Zellen-mL-! erreicht. Danach stei-
gen beide Messwerte bis zum Ende der Kultivierung nur noch schwach an.

Der mit dem ISICOM beobachtete Verlauf bestatigt, dass die reflexionsbedingte
Beeinflussung des Triibungssignals bei der Prozessbeobachtung von CHO Zellen be-
riicksichtigt werden muss. Anders als bei der Referenzmessung fiithren hier bereits
geringe Triibungen zu deutlich erkennbaren Signalverdnderungen. Analog zu den
mit Formazin ermittelten Effekten (vgl. Kapitel 4.3.1) verstarken die Zellen bei ge-
ringen Zellkonzentrationen das Streulichtsignal. Bei steigenden Konzentrationen
schirmen die Zellen das an den Kammerwanden reflektierte Licht immer starker ab,
bis der Reflexionseffekt vollstandig liberlagert wird und das reine Streulicht der Zel-
len gemessen wird. Aufgrund der veranderten Pfadlange bzw. geringen Abstands
von Lichtquelle und Kammerriickwand ist dieser Effekt bei geschlossener Kammer
starker (hohere Tribungswerte) als bei geoffneter. Der Triibungsverlauf macht
auch deutlich, dass keine lineare Korrelation von Triibungssignal und Zellkonzent-
ration moglich ist und ein komplexeres Kalibrationsmodell benotigt wird. Hierbei
ist von Vorteil, dass fiir jeden Wert der Zellkonzentration zwei Triibungswerte zur
Kalibration zur Verfligung stehen (die der geoffneten und geschlossenen Kammer).

Zur Erstellung der Kalibration wurde die Kultivierung zweimal wiederholt und

auf Basis beider Prozesse eine Multi-Lineare-Regression durchgefiihrt
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(Matlab Ver. R2011a, The MathWorks, Inc., USA). Werden die beiden Triibungssig-
nale, ihr Quadrat sowie das Verhaltnis der Signale zur Bildung eines Kalibrations-

modells genutzt, ergibt sich Gleichung ( 8 ):

X =3,95-107 — 2,29 - 10° - Kpppp — 4,23 - 10* - K,

K.
—4,76 - 10° - —= + 412 - Ko, f* + 121 - K2 (8)

auf

Aufgrund der nicht Linearitidt des Zusammenhangs zwischen Zellzahl und Sensor-
signal wird ein polynomisches, bivariates Modell gewahlt, um den Anstieg und Ab-
fall der Signale bei steigender Zellzahl beschreiben zu kénnen. Dieses Modell wird
um das Verhaltnis zwischen beiden Messgroféen ergianzt, welches ebenfalls nicht li-
near verlauft, aber Informationen tber die Pfadldngenunterschiede zwischen den
beiden Sensorpositionen in der Messkammer enthalt. Abbildung 40 A stellt das Er-
gebnis dieser nicht linearen Regression grafisch dar. Vorhergesagte und Zielwerte
liegen nahe der Winkelhalbierenden, was auf eine gute Vorhersagegiite hindeutet.
Die Kalibration weist ein RMSEC von 0,607 - 106 Zellen-mL-! auf. Zur Validierung
wurde eine dritte Kultivierung unter gleichen Bedingungen durchgefiihrt und das

Modell auf die erhaltenen Daten angewendet.
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Abbildung 40: (A) Polynomische, bivariate Kalibration des Streulichtsignals von
CHO K1 gegen die Gesamtzellkonzentration auf Basis von zwei Prozessen bei geoff-
neter und geschlossener Sensorkammer. (B) Validierung der Kalibration anhand
eines unabhingigen, dritten Prozesses.
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Abbildung 40 B stellt die aus dem Modell berechneten Zellzahlen gegen die gemes-
senen Werte dar. Der RMSEV betragt 0,582 - 106 Zellen-mL-1 und liegt damit in der
Grofdenordnung des RMSEC. Bei Zellkonzentration unter 1-106 Zellen-mL-! ergeben
sich mit dem Kalibrationsmodell im Mittel sehr hohe Abweichung von 59 %. Bei
Konzentrationen zwischen 1:106 und 18,6:10¢ Zellen-mL-! reduziert sich die Abwei-
chung im Mittel auf 9,2 % und liegt damit innerhalb der Messgenauigkeit der Cedex
Referenzmessung. Somit ist eine Multivariate Kalibration der Streulichtsignale des
ISICOMs zur Bestimmung die Zellkonzentration zwischen 1-10® und

18,6-10° Zellen-mL-1 moglich.

5.3.2 Bestimmung der Sauerstoffaufnahmerate

Anders als bei mikrobiellen Kultivierungen ist bei diesem Saugerzellprozess die
Gasmassenbilanzierung als Referenzmessung ungeeignet. Zum einen kann die Gas-
zufuhr aufgrund der Begasungsstrategie nicht prazise genug erfasst werden (vgl.
Kapitel 9.2.5.3). Zum anderen wird der Reaktorkopfraum mit Druckluft (6 L-min-!
vs. 1 L-min-1) gespult. Damit sind der zugegebene Gasvolumenstrom und die Sauer-
stoffkonzentration in der Gasphase (VGein) im Prozessverlauf nicht konstant. Zusatz-
lich wird das Prozessgas des Spargers durch die Kopfraumspiilung stark verdiinnt.
Dieses komplexe Verfahren erschwert die exakte Messung der Sauerstoffkonzent-
rationsunterschiede in Zu- und Abluft enorm.

Als Referenzmessung wurde daher eine offline Methode gewahlt, bei der eine
Probe aus dem Reaktor zligig in ein im Wasserbad (64, Julabo GmbH, Seelbach) auf
37°C temperiertes, durchmischtes 20 mL Glasgefafs (SensorVial SV-PSt3-20mL-YST,
Presens GmbH, Regensburg) tiberfiihrt worden ist. Das Gefafd wurde dabei randvoll
mit Kulturbriihe gefiillt und dicht verschlossen, sodass kein Gasraum entstand. An-
schliefdend wurde der Verbrauch des Geldst-Sauerstoffs innerhalb der Probe mittels
pO2-Optode aufgezeichnet und nach der dynamischen Methode ausgewertet. Diese
offline OUR-Messung wurde einmal taglich durchgefiihrt.

In Abbildung 41 A ist der zeitliche Verlauf der Gesamt- und Lebendzellkonzent-
ration sowie die durch ISICOM und die offline Messung ermittelte OUR aufgetragen.
Die ISCOM OUR wurde zuvor mit einem Medianfilter geglattet (Fensterbreite 10).
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Abbildung 41 B zeigt den entsprechenden Verlauf der Glukose-, Laktat- und Gluta-

minkonzentration zusammen mit der OUR-Messung des ISICOMs.
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Abbildung 41: (A) Zeitlicher Verlauf der OUR vom ISICOM und offline Referenzmes-
sung wahrend einer Kultivierung von CHO K1 im 7,5 L. Maf3stab, Verlauf der Gesamt-
zell- (TCC) und Lebendzellkonzentration (VCC). (B) ISICOM OUR im Vergleich zum
Verlauf der Glukose-, Laktat- und Glutaminkonzentration derselben Kultivierung.

Die Zunahme der Sauerstoffaufnahmerate des ISICOM korreliert wihrend der ers-

ten 90 Stunden mit dem Zellwachstum der Kultur. Innerhalb dieser Zeit durchlaufen

die Zellen die lag- sowie die exponentielle Wachstumsphase. Dabei verstoffwechseln

sie Glukose und Glutamin, wobei Laktat gebildet wird. Nach 90 Stunden ist Glutamin
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im Kulturmedium vollstdndig verbraucht und die Laktatkonzentration erreicht ihr
Maximum. Dieser Zeitpunkt geht mit einem Stopp der Zunahme der OUR bei etwa
2,5 mmol-L-1-h-1 wahrend der folgenden 50 Stunden einher. Innerhalb dieser Zeit
andert sich der Zellstoffwechsel und das zuvor gebildete Laktat wird nun, ebenso
wie die Restglukose, von den Zellen verbraucht [112]. Sobald die Absterbephase be-
ginnt und sich somit der Anteil der toten Zellen in der Kultivierung erhé6ht, sinkt
auch die OUR.

In der Literatur werden fiir CHO Batch-Prozesse vergleichbare OUR-Werte be-
schrieben, wie die hier ermittelten Sauerstoffverbrauchsraten [71, 86, 91, 96, 113-
115]. Die maximal erreichte OUR in diesem Prozess ist um ca. Faktor 10 geringer als
bei den mikrobiellen E. coli Kultivierungen und liegt damit in einer Gréf3enordnung,
bei der sich das Ansprechverhalten der pO2-Optode nicht limitierend auf die Mes-
sung auswirkt.

Ein Vergleich der offline OUR-Messung mit den ISICOM Ergebnissen zeigt, dass
diese zumeist etwas niedrigere Verbrauchsraten ergibt. Grundsatzlich liegen die
Messungen jedoch in derselben Grofienordnung und der Verlauf stimmt gut iiberein.
Lediglich bei der hdchsten gemessenen OUR nach etwa 120 Stunden ist eine grofere
Abweichung zu vermerken, die zudem hoher als die des ISICOM ist. Diese Differen-
zen sind auf die Methodik des offline OUR-Messverfahrens zuriickzufiihren, bei dem
die Kulturprobe wihrend der Uberfiihrung in das externe Messgerit um wenige
Grad abkiihlt. Insbesondere bei hohem Sauerstoffverbrauch kann dies dazu fiihren,
dass der geloste Sauerstoff bereits verbraucht ist, bevor die Kulturbriihe wieder auf
37 °C erwarmt wird. Der Temperaturunterschied wird bei der Sauerstoffmessung
durch die offline Bestimmung nicht berticksichtigt, was das Messergebnis verfalscht
und die oben genannten Abweichungen erklart.

Der ISICOM ist zur online Bestimmung der Sauerstoffaufnahmerate eines CHO
Prozesses sehr gut geeignet. Im Gegensatz zur offline Bestimmung muss dabei keine
Probe aus dem Reaktor gezogen werden und die Ergebnisse stehen kontinuierlich
zur Verfliigung. Die gemessenen OUR-Werte bieten dariiber hinaus Riickschliisse auf
den Zellmetabolismus, denn liber ihren Verlauf kann der Zeitpunkt des vollstandi-
gen Glutaminverbrauchs ermittelt werden. Auch die Wachstumsphasen der Kultur

konnen angesichts des Verlaufs der Sauerstoffaufnahmerate abgeleitet werden. Es
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gibt bisher keine andere Moglichkeit, die Sauerstoffaufnahmerate online an diesem
CHO Prozess zu bestimmen, da die Abgasanalytik, im Gegensatz zu den mikrobiellen

Prozessen, hier nicht eingesetzt werden kann.

5.3.3 Betrachtung der spezifischen Sauerstoffaufnahmerate

Die spezifische Sauerstoffaufnahmerate beschreibt den Sauerstoffverbrauch pro
Zelle in einem definierten Zeitintervall. Da mit dem ISICOM wahrend des CHO K1
Batch-Prozess sowohl die Zellkonzentration als auch die OUR online ermittelt wer-
den kann, ist die Bestimmung der qOUR aus diesen beiden Grofden innerhalb des
Messbereichs der Triibungssonde moglich. Die spezifische Sauerstoffaufnahmerate
ist eine wichtige Grofde zur Beurteilung der metabolischen Aktivitat und des physi-
ologischen Zustands der Kultur (vgl. Kapitel 2.4.4). In Abbildung 42 sind die Verlaufe
der qOUR und der Lebendzellzahl (VCC, offline Cedex Messung) der CHO Kultivie-

rung aus Kapitel 5.3.2 exemplarisch aufgetragen.
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Abbildung 42: Zeitlicher Verlauf der qOUR und VCC (ermittelt mit dem Cedex) wah-
rend der CHO K1 Batch-Kultivierung.

Zu Beginn des Prozesses ist die Zellkonzentration so gering, dass ihre Bestimmung
mit dem ISICOM einem grofden Fehler unterliegt (vgl. Kapitel 5.3.1). Dies hat eine
fehlerhafte qOUR Berechnung zur Folge, welche stark zwischen 3,5 und

9 pmol-Zelle-1-d-1 schwankt. Nach ca. 40 Stunden kann die Zellkonzentration tiber
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die Triibung und somit auch die qOUR verlasslich bestimmt werden. Zu diesem Zeit-
punkt beginnt die exponentielle Wachstumsphase der Kultur und die spezifische
Sauerstoffaufnahme betragt ca. 7 pmol-Zelle-1-d-1. Im weiteren Verlauf des Prozes-
ses sinkt die qOUR kontinuierlich bis auf 1,5 pmol-Zelle-1-d-1 ab. Vergleichbare Ver-
laufe zeigten sich zudem bei zwei weiteren Wiederholungen der CHO K1 Kultivie-
rungen (siehe Anhang 9.3.6). Diese Verbrauchsraten entsprechen in ihrer Grofien-
ordnung den Literaturangaben fiir CHO Zellen [91, 96, 116]. Die Abnahme der spe-
zifischen Sauerstoffaufnahme der Zellen bei hoheren Zellkonzentrationen ist bereits
durch Yoon und Konstantinov beobachtet worden [91]. Sie ist ein Indiz fiir eine
Schwachung des Zellmetabolismus im Verlauf der Kultivierung. Mégliche Griinde
hierfiir konnen z. B. physiologische Faktoren wie Zell-Zell-Interaktion, Zellalterung
oder Anderung der Wachstumsumgebung durch Akkumulation inhibierender Stoff-
wechselprodukte im Kulturmedium sein [91].

Im Folgenden soll untersucht werden, ob die mit dem ISICOM ermittelte qOUR
dazu genutzt werden kann, weitere Riickschliisse auf die metabolische Aktivitat der
Zellen zu ermoglichen. Dazu ist in Abbildung 43 A die spezifische Wachstumsge-
schwindigkeit p in Abhangigkeit von der qOUR dargestellt.

Die spezifische Wachstumsrate ist eine wesentliche Kenngréfde von Kultivie-
rungsprozessen. Sie beschreibt die relative Zunahme der Zellkonzentration bzw.
Biomasse pro Zeit und ist abhdngig von Umgebungsbedingungen wie pH-Wert, Tem-
peratur oder Substratkonzentration. Bei optimalen Bedingungen erreicht p sub-
stratabhdngig ein Maximum pimax, das fiir einen Organismus bei Wachstum auf einem
bestimmten Substrat spezifisch ist [117]. Fiir diese CHO K1 Kultivierung liegt pmax
in der Regel bei ca. 1-d-1. Anderungen der Wachstumsgeschwindigkeit kénnen ein
Indiz fiir Substratmangel sein und somit zum Beispiel als Basis flr Feed-Strategien
dienen, die diesem Mangel vorbeugen kdonnen. Die Berechnung der spezifischen
Wachstumsrate erfolgte auf Basis der offline Messwerte des Cedex und wurde an-
schliefRend mit einem Savitzky-Golay-Filter geglattet (Fensterbreite 15). Ohne diese
Datenvorverarbeitung wiirden die p-Werte stark streuen. Abbildung 43 zeigt die
Wachstumsgeschwindigkeit in Abhangigkeit von der qOUR von drei CHO K1 Kulti-

vierungen, die mit dem ISICOM tiberwacht wurden.

78



5. Anwendung zur Bioprozessiiberwachung

) 15 )
[T 100
] L] iy 2
H oL . W e "
1,04 [ LA '
4 A 90 P
P P
" - -/5
0.5 - bed £ ¥ "
_Ig n . A g Ak a
ES L £ A :E 70 -
0,0 u >
" 60 -
] A Kultivierung 1 A Kultivierung 1
0,54 = Kultivierung 2 50 = Kultivierung 2
Kultivierung 3 1 = Kultivierung 3
T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
QOUR (pmol Zelle™ d™) qOUR (pmol Zelle" d™)

Abbildung 43: Wachstumsgeschwindigkeit p (A) und Viabilitat (B) in Abhangigkeit
von der qOUR auf Basis von drei CHO K1 Batch-Prozessen.

Bei allen drei Batch-Prozessen ist der Zusammenhang von p und qOUR ahnlich. Es
wird deutlich, dass die CHO-Zellen bei qOUR Werten zwischen 5 und
10 pmol-Zelle-1-d-1 eine Wachstumsgeschwindigkeit zwischen 0,8 und 1,2 erreichen.
Dies lasst auf optimale Wachstumsbedingungen in der Kulturbriihe schlief3en. So-
bald die qOUR unter 5 pmol-Zelle-1-d-1 fillt, wachsen die Zellen deutlich langsamer.
Bei spezifischen Sauerstoffaufnahmeraten von 2 pmol-Zelle-1-d-1 ist das Wachstum
komplett eingestellt. Anhand der qOUR kann dementsprechend das Wachstumsver-
halten der CHO Zellen beschrieben werden.

In Abbildung 43 B ist die Viabilitdt der Zellen in Abhangigkeit von der qOUR dar-
gestellt. Die Viabilitat gibt Auskunft tiber den physiologischen Zustand der Kultur
und beschreibt das Verhaltnis von lebenden zu toten Zellen in Prozent. So stehen
Viabilitaten tiber 90 % fiir intakte Zellkulturen, wohingegen drastische reduzierte
Viabilitaten in der Absterbephase zu verzeichnen sind. Der Verlauf ist hier fiir alle
drei Prozesse vergleichbar. Bei spezifischen Sauerstoffaufnahmeraten grofier
3 pmol-Zelle-1-d-! liegt die Viabilitat der Zellen tiber 90 %. Im Bereich zwischen 3
und 1 pmol-Zelle-1-d-1 fallt sie hingegen linear auf bis zu 50 % ab. Die qOUR Bestim-
mung mittels ISICOM erlaubt daher wahrend des CHO Prozesses Riickschliisse auf
die Zellviabilitat, die alleine auf Basis einer Triibungsmessung nicht moglich ware.

Zusammenfassend stehen mit Hilfe der spezifischen Sauerstoffaufnahmerate und

den daraus ableitbaren Informationen tiber die spezifische Wachstumsgeschwin-
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digkeit sowie Viabilitdt umfangreiche Informationen iiber den metabolischen Zu-
stand der Kultur zur Verfligung. In zukiinftigen Experimenten kann durch gezielte
Veranderung von Prozessvariablen oder biochemischen Assay, welche die Zellrespi-
ration fordern bzw. inhibieren, gezielt Einfluss auf die qOUR genommen werden.
Daraus ergibt sich ein tiefgreifendes Verstandnis liber die metabolische Bedeutung
der spezifischen Sauerstoffverbrauchsrate, das zur Prozesssteuerung und -regelung
genutzt werden kann. Auf dieser Basis sind Verbesserungen des Bioprozesses mog-
lich, welche zum Beispiel wahrend kontinuierlicher Kultivierungen zur Aufrechter-

haltung einer fiir das Zellwachstum bzw. Produktbildung optimalen qOUR dienen.

5.3.4 Zusammenfassung der Bioprozessiiberwachung von CHO K1

In diesem Kapitel wurden die Ergebnisse des Einsatzes des ISICOMs zur Bioprozess-
iiberwachung eines CHO K1 Batch-Prozesses gezeigt. Bei der Streulichtmessung
stellte sich heraus, dass die Messung stark von den durch die Sensorkammer verur-
sachten Reflexionen beeinflusst wurden. Hierdurch waren bereits bei geringen Trt-
bungen deutliche Messwertianderungen zu verzeichnen, die mit der Referenztri-
bungssonde nicht erfasst werden konnen. Dadurch, dass sich die Signale von ge-
schlossener und geoffneter Messkammer unterscheiden und somit zwei Messwerte
fir die Datenauswertung zur Verfiigung standen, konnte eine polynomische, bivari-
ate Kalibration erfolgreich fiir Zellkonzentrationen zwischen 1-10¢® und
18,6:106Zellen -mL-1 + 9,2 % durchgefiihrt werden.

Neben der Tribung wurde die Sauerstoffaufnahmerate wahrend der
Kultivierungen mit dem ISICOM und einer offline Methode bestimmt und verglichen.
Im Gegensatz zu den mikrobiellen Prozessen liegen die OUR-Werte bei diesen
Kultiverungen in einer Gréfdenordnung, die mit dem ISICOM bzw. der pO2-Optode
auswertbar ist. Beide Messmethoden ergeben vergleichbare Resultate und liegen in-
nerhalb der in der Literatur beschriebenen Gréfsenordnung. Der ISICOM ist damit
auch zur online Bestimmung der Sauerstoffaufnahmerate wahrend des CHO Prozes-
ses sehr gut geeignet und es ist hieraus die spezifische OUR online am Bioprozess
messbar. Daruber hinaus konnen Riickschliisse uber den Zellmetabolismus, wie
zum Beispiel der Zeitpunkt des vollstindigen Glutaminverbrauchs oder die Wachs-

tumsphase der Kultur, gezogen werden. Zum einen erlaubt diese eine Einschatzung
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der respiratorischen Aktivitat der Zellen. Zum anderen konnte gezeigt werden, dass
sich daraus die spezifische Wachstumsgeschwindigkeit sowie die Viabilitat der Kul-
tur ableiten lasst. Dadurch stehen dank ISICOM umfangreiche Informationen liber
die metabolische Aktivitat sowie den physiologischen Zustand der Kultur online zur
Verfligung, ohne dass eine Probe aus dem Reaktor gezogen werden muss. Das ist vor
allem bei diesem CHO Prozess von besonderer Bedeutung, da die komplexe Bega-
sungsstrategie keine verldssliche Gasmassenbilanzierung als alternative online
OUR-Messmethode zuldsst. Auf Basis dieser Daten kann in Zukunft eine Optimie-
rung des CHO K1 Prozesses erfolgen. Zudem ist die Entwicklung einer Feed-Strate-

gie fiir einen Fedbatch-Prozess moglich.

5.4 Zusammenfassung der Anwendung des ISICOM zur Bioprozessiiberwa-

chung

In diesen Versuchen wurde der ISICOM an zwei verschiedenen mikrobiellen Biopro-
zessen (E. coli, P. pastoris) sowie einem Saugerzellprozess (CHO K1) getestet. Dabei
wurde sowohl die Sauerstoffaufnahmerate bestimmt als auch die Triibungsmessung
zur Biomassenbestimmung untersucht. Des Weiteren wurde gepriift, ob der Einsatz

einer pH-Optode im ISICOM sinnvoll ist. Tabelle 2 fasst die Ergebnisse zusammen.

Tabelle 2: Zusammenfassung der Ergebnisse der Anwendung des ISICOMs in drei
verschiedenen Bioprozessen.

Messgrof3e/Prozess E. coli K1 P. pastoris CHO K1
ODs00 0,95-28 2-135 -
1,25-11,1 2-48,5 1-106-18,6-1090
BTM/Zellzahl
gLt gLt Zellen-mL-1
Grundsatzlich verwendbar, aber optimierte Patches und
pH-Wert
Kalibrationsroutinen notig
bis 15 Bis 2,5
OUR limitiert
mmol-L-1-h-1 mmol-L-1-h-1
Bis zur max. Ja,ab 1-10¢
gOUR limitiert
OUR Zellen-mL-1
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Die Triibungsmessungen mit der gedffneten Messkammer ergeben bei den E. coli
und P. pastoris Prozessen eine sehr gute Ubereinstimmung von ISICOM und Refe-
renzmessung. Zudem kann ein linearer Zusammenhang zwischen Trubungssignal
und ODeoo bzw. BTM ermittelt werden, da eine das Streulichtsignal beeinflussende
Reflexion bei diesem Prozess nicht messbar ist. Dies ist dem hohen Basissignal
durch die Begasung und Rithrung geschuldet. Fiir den kurzen Zeitraum von maximal
5 Minuten, indem die die Kammer zur Messung der OUR geschlossen ist, wird das
Signal nicht ausgewertet. Diese Zeitspanne ist im Verhaltnis zum Zellwachstum ge-
ring, weshalb das Triibungssignal liber den gesamten Zeitraum interpoliert und
prinzipiell der jeweiligen OUR-Messung zugeordnet werden kann.

Fur die Bestimmung der Zellkonzentration wahrend des CHO Prozesses ist ein
komplexeres polynomisches, bivariates Kalibrationsmodell notig, da die Reflexio-
nen der Messkammer das Triibungssignal beeinflussen. Deshalb wird das Signal so-
wohl bei gedffneter als auch geschlossener Messkammer ausgewertet. Der zeitliche
Versatz zwischen der Triibungsmessung in beiden Positionen, bedingt durch die
OUR-Messung, kann vernachldssigt werden, da die CHO Zellen ein langsames
Wachstum aufweisen. Trotz eines aufwandigeren Modells hat dies den Vorteil, dass
bereits geringe Zellkonzentration auswertbar sind. Die Referenzmessung verzeich-
net dagegen bei geringen Zellzahlen noch keine Signaldnderungen.

Die Verwendung einer pH-Optode erwies sich als méglich aber aktuell nicht sinn-
voll, da die pH-Patches des Sensors wahrend der Dampfsterilisation so stark aus-
bleichen, dass eine Rekalibration nétig ist. Diese kann aus praktischen Griinden im
sterilen Reaktor nicht mehr erfolgen. Hier konnten durch den Hersteller vorkalib-
rierte Sensoren eine Besserung schaffen. Dennoch zeigt dieses Experiment, dass mit
dem ISICOM prinzipiell drei Messgrofden parallel erfasst werden kénnen und dabei
nur ein Reaktorzugang belegt wird.

Die Bestimmung der Sauerstoffaufnahmerate mit dem ISICOM ist wahrend der
E. coli und P. pastoris Prozesse grundsatzlich moéglich. Aufgrund des langsamen An-
sprechverhaltens der im Sensor verbauten pO2-Optode konnen hohe Verbrauchsra-
ten tiber 15 mmol-L-1-h-1 jedoch nicht ausgewertet werden. Mit der Gasmassenbi-

lanzierung als Referenzmethode werden hingegen sechs- (E. coli) bis zwanzigfach
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(P. pastoris) hohere Werte gemessen. Es besteht daher ein dringender Optimie-
rungsbedarf der pO2-Optode, wie in Kapitel 4.6 dargelegt. Bei geringem Sauerstoff-
verbrauch ist der ISICOM allerdings von grofiem Nutzen, da die
Sauerstoffkonzentrations-unterscheide in den Zu- und Abluftstrémen des Reaktors
sehr gering sind und die Gasmassenbilanzierungen daher einem grofderen Fehler
unterliegen.

Bei der OUR-Messung wahrend des CHO Prozesses waren die Verbrauchraten
deutlich niedriger und erreichten maximal 2,5 mmol-L-1-h-1. Diese sind mit dem
ISICOM verlasslich online bestimmbar und decken sich sehr gut mit der offline Refe-
renzmessung. Auf Basis dieser Daten lassen sich verschiedene Informationen iiber
die Kultur, wie z.B. Wachstumsphase oder Zeitpunkt des Glutaminverbrauchs, er-
mitteln. Dartiber hinaus kann aus Tribungs- und OUR-Messung die spezifische Sau-
erstoffaufnahme berechnet werden. Diese liefert zusatzliche Erkenntnisse tiber die
respiratorische und damit auch metabolische Aktivitit der Zellen, wodurch Ab-
schatzung der spezifischen Wachstumsrate und Viabilitat der CHO Zellen méglich
sind.

Aufgrund der komplexen Begasungsstrategie und dem verhaltnismaf3ig geringen
Sauerstoffverbrauch war bei diesem CHO Prozess die Gasmassenbilanzierung zur
online Bestimmung der OUR ungeeignet. Daher ist der ISICOM bei diesen Saugerzell-
prozessen der erste Sensor, der eine online Messung der spezifischen Sauerstoffauf-
nahmerate mit der dynamischen Methode ermdglicht. Alternative Messtechniken
sind hierbei entweder nicht geeignet, stellen einen unerwiinschten Eingriff in den
Prozess dar oder sind lediglich offline verfiigbar.

Daraus ergeben sich neue Madglichkeiten zur Bioprozessautomatisierung.
Frithere Arbeiten haben gezeigt, dass Glutamin ein Hauptfaktor zur effektiven Pro-
zessfilhrung in CHO Kultivierungen darstellt und in nicht limitierenden Mengen vor-
liegen sollte [112, 118]. Basierend auf den Messdaten des ISICOM kann somit eine
Prozessregelung etabliert werden, die einem Glutaminmangel wahrend der Kulti-
vierung vorbeugt. Anhand der Sauerstoffaufnahmerate ist der Zeitpunkt des voll-
standigen Verbrauchs der Aminosaure indirekt online bestimmbar und ein entspre-

chender Feed kann gezielt zum Prozess gegeben werden.
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Dariiber hinaus leistet der ISICOM einen Beitrag zur Umsetzung der im Jahr 2004
von der amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) veroffentlichen PAT
(Process Analytical Technology) Initiative. Ziel dabei ist es, die Qualitat nicht durch
die Analyse des finalen Produktes zu definieren (quality-by-inspection), sondern die
Kontrolle bereits in den Bioprozess einzubinden (quality-by-design, QbD). Durch
Identifikation, Uberwachung und Regelung der kritischen Prozessparameter (criti-
cal process parameter, CPP), die die Produktqualitit beeinflussen, soll so ein besse-
res Prozessverstandnis erlangt werden. Dadurch sind Fehler friihzeitig feststellbar
und Prozesse kontinuierlich optimierbar. [119, 120] CPPs sind neben den physika-
lischen und chemischen Zustandsgrofien auch biologische Eigenschaften, wie die
(qQ)OUR, Viabilitat und Wachstumsgeschwindigkeit der Kultur. Diese stehen mit

Hilfe des ISICOMs fiir den gezeigten CHO Prozess erstmals online zur Verfiigung.
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6. Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein in situ Sensor zur Bestimmung der
metabolischen Aktivitdt in Bioprozessen auf Basis der dynamischen Messung der
Sauerstoffaufnahmerate entwickelt.

Das Konzept des Sensors basiert auf einer in definierten Intervallen gasdicht ver-
schliefSbaren Messkammer im Sensorkopf, die mit drei faseroptischen Sensoren
tiberwacht wird. Uber einen O2-Sensor ldsst sich der Sauerstoffverbrauch der Orga-
nismen in der geschlossenen Kammer bestimmen. Durch Integration einer
180°-Streulichtoptode in den Aufbau kann die Biomasse bzw. Zellkonzentration er-
mittelt und somit die spezifische Sauerstoffverbrauchsrate berechnet werden. Der
dritte Sensorzugang erlaubt die Nutzung weiterer faseroptischer Sensoren, was in
der vorliegenden Arbeit am Beispiel einer pH-Optode gezeigt worden ist. Der ent-
scheidende Vorteil dieses Systems ist, dass nicht die gesamte Zellsuspension im Re-
aktor untersucht wird, sondern nur ein kleines, definiertes Volumen. Damit ist die
spezifische Sauerstoffaufnahmerate direkt mit der dynamischen Methode bestimm-
bar, ohne den Kultivierungsprozess durch Abstellen der Begasung zu beeinflussen.
Im Anschluss an die Entwicklung eines Sensorprototyps wurde dieser technisch
charakterisiert und in verschiedenen biotechnisch relevanten Modellprozessen an-
gewendet.

Der Prototyp ist fiir den 25 mm Ingold-Port entworfen und besteht im Wesentli-
chen aus dem Sensorkérper mit Messkammer, einem beweglichen Sensorstempel
und den faseroptischen Sensoren. Durch Vor- und Zurtickfithren des Stempels im
Sensorkorper kann die Messkammer geschlossen bzw. ge6ffnet werden. Die techni-
sche Charakterisierung hat gezeigt, dass dieser Mechanismus die Kammer gasdicht
verschliefdt, ohne die Sterilitat des Prozesses aufgrund der mechanischen Bewegung

zu gefahrden.
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Innerhalb der geschlossenen Messkammer verhindert ein integrierter Magnetriihr-
mechanismus die Sedimentation von Zellen und beugt so Sauerstoffgradienten vor.
Tests zum Sedimentationsverhalten von Formazindispersion sowie Saccharomyces
cerevisiae und Escherichia coli bei verschiedenen Rithrgeschwindigkeiten haben ge-
zeigt, dass bei einer Drehzahl von 200 rpm eine Sedimentation effektiv vermieden
wird. Mittels Gesamt- und Lebendzellkonzentrationsbestimmung von besonders
scherempfindlichen CHO Zellen konnte zudem nachgewiesen werden, dass bei die-
ser Rihrgeschwindigkeit keine Schadigung der Organismen in der Kammer auftritt.

Weiter wurden die optischen Sensoren fiir die Verwendung im ISICOM getestet
und hinsichtlich Messbereich, Temperaturabhangigkeit und Langzeitstabilitat cha-
rakterisiert. Die Lichtleiter der Optoden sind ausgehend von ihren Ausleseeinheiten
innerhalb des Sensorstempels zu einem reaktorseitigen optischen Fenster gefiihrt.
Der Streulicht- bzw. Triibungssensor strahlt frei durch das Fenster in die Messkam-
mer. Die Charakterisierung hat gezeigt, dass dieser durch den Rithrmechanismus
nicht gestort wird, jedoch fiihren Reflexionen bedingt durch die Edelstahlaufbauten
des Sensors zu einer deutlichen Beeinflussung des Streulichtsignals bei geringen
Triibungen. Diese sind dartiber hinaus in ihrer Intensitat abhangig von der Position
des Stempels, sodass fiir die ge6ffnete und geschlossene Kammer jeweils ein ande-
res Signal gemessen wird. Trotzdem sind im Modell einfache, lineare Kalibrationen
am Beispiel von E. coli ab ODsoo von 2,58 moglich. Fiir Messungen bei geringen Trii-
bungen sind komplexere Kalibrationsmodelle notig.

Die Sensorpatches der pO2z- und pH-Optoden sind auf der medienberiihrenden
Seite des optischen Fensters befestigt. Mit der pO2-Optode ist der Sauerstoffver-
brauch bei geschlossener Messkammer im Modellsystem auf Basis von Glukose und
Glukoseoxidase bis zu einer OUR von 22 mmol-L-1-h-1 bestimmbar. Ein Vergleich mit
der OUR-Messung auf Basis der Gasmassenbilanzierung hat gezeigt, dass ein schnel-
lerer Verbrauch in dem Modellsystem trotz eines entwickelten, optimierten Aus-
wertealgorithmus nicht messbar ist. Grund hierfiir ist in erster Linie die Ansprech-
zeit und Abtastrate der pO2-Optode, die in der aktuellen Konfiguration mit 34 + 3 s

und einem Messintervall von 3 Sekunden zu gering fiir hohe Verbrauchsraten ist.
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Der dritte Sensorport kann grundsatzlich in Verbindung mit einer pH-Optode ge-
nutzt werden. Allerdings fiihrt die Hitzebehandlung wahrend der Sterilisation zu ei-
ner Driftim Messsignal, das ohne modifizierte Rekalibrationsroutine des Herstellers
nicht nachtraglich korrigiert werden kann.

Nach der technischen Charakterisierung wurde der ISICOM mittels zweier ver-
schiedener mikrobieller Bioprozesse (E. coli, P. pastoris) und eines Saugerzellpro-
zesses (CHO) erprobt, um die Einsatzfahigkeit des Kombi-Sensors zur Uberwachung
der (spezifischen) Sauerstoffaufnahme unter Prozessbedingungen zu ermitteln.

Wahrend die Triibungsmessung mit gedffneter Sensorkammer bei den mikro-
biellen Prozessen sehr gute Ubereinstimmung zur Referenzmessung sowie lineare
Kalibrationsmodelle bis zu optischen Dichten von 135 btw. Biotrockenmassen von
48,5 g-L'1 (P. pastoris) zeigt, ist die Sauerstoffaufnahmerate hier eingeschrankt be-
stimmbar. Bereits frith im Prozess uibersteigt die Verbrauchsgeschwindigkeit die
Ansprechzeit der pO2-Optode, sodass maximal 15 mmol-L-1-h-1 gemessen werden
konnen. Mit der Referenz-Gasmassenbilanzierung sind hierbei Werte bis zu
150 mmol-L-1-h-1 ermittelt worden. Fiir Prozesse mit sehr hohem Sauerstoffver-
brauch ist die Abgasanalytik somit deutlich besser zur Bestimmung der OUR geeig-
net als der ISICOM.

Ganz im Gegensatz dazu ist die OUR wahrend der Saugerzellkultivierung mit dem
ISICOM sehr gut messbar, da die Verbrauchsraten hierbei mit maximal
2,5 mmol-L-1-h-1 deutlich niedriger sind als bei den beiden mikrobiellen Prozessen.
Trotz der schwachen Streulichteigenschaften der CHO Zellen und der damit verbun-
denen Beeinflussung des Triibungssignals durch Reflexionen in der Messkammer,
kann mittels eines polynomischen, bivariaten Kalibrationsmodells ein Zusammen-
hang zwischen Triibungssignal bei gedffneter sowie geschlossener Messkammer
und Zellkonzentration zwischen 1-10¢ und 18,6-10¢ Zellen-mL-! beschrieben wer-
den. Der geringe zeitliche Versatz der Trilbungsmessungen in beiden Positionen ist
aufgrund des langsamen Zellwachstums vernachlassigbar. Dadurch ist die spezifi-
sche Sauerstoffaufnahmerate wahrend des Prozesses online, in situ bestimmbar. Mit
Hilfe der OUR konnen sowohl Riickschliisse tiber die Wachstumsphase der Kultur
als auch Veranderungen im Zellstoffwechsel, wie z.B. ein Wechsel von Glutamin zu

Laktatstoffwechsel, ermittelt werden. Die qOUR liefert dariiber hinaus Riickschliisse
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tiber die metabolische Aktivitat der Zellen, mit denen die spezifische Wachstums-
rate und Viabilitat abgeschatzt werden konnen. Dieses Resultat ist besonders be-
merkenswert, da bei vielen Saugerzellprozessen eine Gasmassenbilanzierung auf-
grund der vergleichsweise niedrigen Sauerstoffverbrauchsraten und komplexen Be-
gasungsstrategien deutlich schwieriger oder gar nicht durchfiihrbar ist.
Zusammenfassend ist der ISICOM der erste Sensor zur in situ online Bestimmung
der spezifischen Sauerstoffaufnahmerate und damit Aktivitat von Saugerzellpopu-
lationen auf Basis der dynamischen Methode. Der Sensor kann in verschiedenen Re-
aktortypen, unabhdngig von der Begasungsstrategie, angewendet werden und er-
moglicht so in Zukunft ein besseres Prozessverstandnis. Die daraus resultierenden
erweiterten Kontroll- und Regelmoglichkeiten von Bioprozessen kénnen dazu die-
nen, den Anteil der metabolisch aktiven Zellen im Prozess zu maximieren und die

Produktausbeute von Bioprozessen langfristig erhohen.
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Der im Rahmen dieser Arbeit entwickelte ISICOM kann sehr gut fiir die in situ Mes-
sung der metabolischen Aktivitdt in Saugerzell-Bioprozessen genutzt werden. Da
der Verschluss und Rithrmechanismus steril und verlasslich arbeitet, sollte der Fo-
kus bei zukiinftige Weiterentwicklungen zunachst auf einer Optimierung der opti-
schen Sensoren liegen. Die Streulichtoptode kann zum Beispiel mit Hilfe von spezi-
ellen Optiken oder variablen Lichtintensitdaten verbessert werden, um die durch die
Sensormesskammer bedingten Reflexionen zu minimieren und den Messbereich zu
erweitern (vgl. Kapitel 4.6).

Da die sich die Verwendung der pH-Optode als problematisch erweisen hat, ist es
sinnvoll, den Multisensorport des ISICOM fiir alternative optische Systeme, wie zum
Beispiel einem in situ Mikroskop oder einem 2D-Fluoreszenzspektrometer, zu nut-
zen. Somit wiirden morphologische Messungen oder Metabolitbestimmungen den
der Wert der Analysen nochmals steigern.

Die pO2-Optode birgt das grofdte Verbesserungspotential. Durch eine deutliche
Reduzierung der Ansprechzeit waren auch hohe Sauerstoffverbrauchsraten in mik-
robiellen Prozessen mit der dynamischen Methode messbar. Wenn diese
Optimierungen realisiert sind, kann der ISICOM an einem Modellsystem (Teststand,
Abbildung 31) nochmals ausfiihrlich hinsichtlich Zuverlassigkeit, Messempfindlich-
keit und Genauigkeit untersucht werden.

Anschlief3end kann die spezifische Sauerstoffaufnahmerate wahrend verschiede-
ner Kultivierungen gezielt beeinflusst werden, um den Nutzen zur Bioprozesstiber-
wachung weiter zu untersuchen. Eine Moglichkeit dazu ist die Veranderung von ein-
fach zuganglichen Prozessvariablen. Eine verringerte Temperatur oder ein redu-

zierter Sauerstoffpartialdruck hat - abhdngig vom Mikroorganismus - Einfluss auf
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das Wachstumsverhalten, welches eine verdanderte spezifische Sauerstoffaufnahme-
rate erwarten lasst.

Dartiber hinaus sind biochemische Versuche sinnvoll, die die metabolische Akti-
vitdt der Zellen beeinflussen. Geeignet sind Assays, die die Zellatmung oder -prolife-
ration férdern bzw. inhibieren, wie zum Beispiel 2,4-Dinitrophenol, Antimycin A,
Cyanid oder Zytostatika. 2,4-Dinitrophenol bewirkt die Entkopplung der oxydativen
Phosphorylierung in den Mitochondrien der Zellen und erh6ht somit den Sauerstoff-
verbrauch. Zugabe von Antimycin A inhibiert die Oxidation in der mitochondrialen
Elektronentransportkette und reduziert den Sauerstoffverbrauch der Zellen.

Die gezielte Verdnderung der Kultivierungsbedingungen gibt weitere Auf-
schlisse tiber die metabolische Bedeutung der qOUR in den verschiedenen Organis-
men und ist Grundlage fiir eine qOUR-basierte Prozessregelung. Aufbauend auf die-
sen Erkenntnissen konnen qOUR-basierte Regelungsexperimente zur Prozesssteu-

erung durchgefiihrt werden.
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9. Anhang

9. Anhang

9.1 Material

In den folgenden Tabellen sind alle in dieser Arbeit verwendeten Medien, Standard-

l6sungen, Puffer, Materialien und Gerate aufgelistet.

9.1.1 Losungen und Kulturmedien

Tabelle 3: Zusammensetzung der Medien. Nach dem Auflésen der Komponenten in
VE-H20 werden die Kulturmedium im Autoklav sterilisiert. Medienzusatze, Glukose
und Puffer werden jeweils separat sterilisiert und danach hinzugegeben.

Salz Salz
LB YPD BMYG Medium Medium
E. coli P. pastoris
Bacto Pepton 10gtLt 20gtLl 20g!L!
Biotin 0,4 mg1L1 0,4 mg1L1
CaCl2-2 H20 0,013 g1L1
CaHz -2 H20 0,28 g1L1
Glucose 10g1L1 20gtL1 25gtL1
Glycerol 50 mL
Hefeextrakt 10g1L1 10g1L1 10glL1
K2HPO4 9,3gtL1
K2S04 1,1g1L1
K3PO4 100 mmol L1
KH2PO4 2,03gtL1t 94
MgSO04-7 H20 4.6
NacCl 5glL1 1,2g!L?
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Salz Salz
LB YPD BMYG Medium Medium
E. coli P. pastoris
NH4SO04 10 g1L1t 15,7
YNB 1,34 g1L1
YTM-Lsg. 4,56
Spurensalzlsg. 1 mL L1
Antischaum
0,2 mL L1 0,2 mL L1
Desmophen
Antischaum
1 mL L1 1 mL L1 1 mL L1
Ucolub N115
pH-Wert 7,5 5,5 6,0 7,5 5,5

Tabelle 4: Medienzusatze. Alle Zusitze werden steril filtriert.

Spurensalzlésung YTM-Losung
BH303 46,3 mg1L1
CuSO04- 5 H20 1g1Lt
FeClz- 6 H20 12,0 g1L1t
FeSO4 -7 H20 150 g1 L1
H2S04 9,2glL1
KI 207,5mg1 L1
MgS04 - 7 H20 1g1Lt
MnSO4 760,6 mg1 L1
NazMoOs4 484 mg1 L1
ZnS04 - 7 H20 5032g1L1

106



9. Anhang

Tabelle 5: Puffer und weitere Losungen. Die Losungen werden nach dem Auflésen
im Autoklav sterilisiert.

PBS (x 10) Saline Natriumsulfit
CuSo4+ 5 H20 0,1 gmL1
KCL 2glL!
KH2PO4 2,72 g1 L1
NazHPO4 14,4 g1 L1
Na2S03 126,04 g1 L1
NaCl 80g!L1 9glLt
pH-Wert 7,5

9.1.2 Formazin Standarddispersion nach ISO 7027

Zur Herstellung der Formazin Standarddispersion werden 10 g Hexamethylentetra-
min und 1 g Hydrazinsulfat jeweils in 100 ml VE-Wasser geldst. Anschliefdend wer-
den die beiden Losungen zu gleichen Teilen gemischt und bei 25 °C £ 3 °C fiir 24
Stunden unter dem Abzug stehen gelassen. Formazin selbst entsteht dabei durch
eine Kondensationsreaktion der beiden Ausgangsstoffe und ist ein wasserunlosli-
ches Polymer. Bei dunkler Lagerung und Raumtemperatur ist die Dispersion fiir ca.

4 Wochen haltbar.[121]

9.1.3 Materialien und Gerate

Tabelle 6: Liste der in der vorliegenden Arbeit genutzten Materialien und Gerate.

Bezeichnung Produkt Bezugsquelle

Sartorius Stedim Biotech,
Gottingen
Sartorius Stedim Biotech,

0,2 um Luftfilter Sartolab® P20
0,5 Liter Edelstahl-

®
reaktor BIOSTAT® B Gottingen
15 Liter Edelstahl- BIOSTAT® Cplus S:art(')rlus Stedim Biotech,
reaktor Gottingen
15 Liter Edelstahl- BIOSTAT® C S:art(')rlus Stedim Biotech,
reaktor Gottingen
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Bezeichnung Produkt Bezugsquelle
Abgasanalytik BlueInOne Ferm BlueSens gas sensor GmbH,

Herten

Sartorius Stedim Biotech
Analysenwaage AC210S GmbH, Géttingen

Sartorius Stedim Biotech
Analysenwaage CP8201 GmbH, Géttingen
Autoklav Systec V-150 Systec GmbH, Wettbergen
Automatischer Zell- Cedex Roche Innovatis AG,

zahler

Penzberg

Institut fiir Technische Che-

Autosampler Div. Bauteile nach [118] .

mie, Hannover
Biochemischer YSI Inc., Yellow Springs,
Analysator YSI 2700 und YSI 2950 Ohio, USA
Datenaufzeichnung . Delphin Technology AG,
Software ProfiSignal Bergisch Gladbach
Datenbank Soft- SIPAT SIPAT, Siemens Inc., Briissel,
ware Belgien

Einkanal-Pipette

Reference, Research,

Eppendorf AG, Hamburg

div. Grofden
. . Transferpette® S, Brand GmbH & Co. KG,
Einkanal-Pipette div. Grofden Wertheim
Gasmischstation E-7000 Bronkhorst Hogh-Tech,
Ruurlo
Glasflaschen SCHOTT Duran®, div. Gro- - ¢, AG, Mainz

3en

Ingold-Probenah-

SVC 25, B221610000103

Sartorius Stedim Biotech,

meventil Gottingen
Inkubationsschiitt- KS 4000 ic control [IKA®-Werke GmbH & Co.
ler KG, Staufen
Inkubator CH-4015 INFORS AG, Basel, Schweiz
Inkubator HERACcell 240, Thermo Electron Corp. Wal-
CO2 Incubator tham, MA, USA
) , American National Can
Klebefilm Parafilm® M Group, Chicago, USA
Magnetrihrer MSH basic IKA-Werke GmbH & Co. KG,
Staufen
Massendurchfluss- EL-FLOW Bronkhorst Hogh-Tech,
regler (0 - 2000 mL min-1) Ruurlo
Messkammerbe- . . . .
schichtung TiAIN-Beschichtung Feilen Pieper, Wagenfeld
. . 3} Omnilan-Laborzentrum
Messzylinder diverse Grofden GmbH & Co. KG, Bremen
Nutschenfilter 514-0342 VWR International GmbH,
Darmstadt
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Bezeichnung Produkt Bezugsquelle
. . SensorVial Presens GmbH,
Offline OUR Gefdlt oy poia o0omr-ysT Regensburg
Petrischalen 94 mm, Kunststoff Gr.e iner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

pH-Elektrode

EASYFERM Plus

Hamilton Messtechnik
GmbH, Hochst

Hanna Instruments,

pH-Meter HI211 Kehl am Rhein
Photometer Libra S50 311(<)Chrom Ltd, Cambridge,
Photometerkivet- . Sarstedt AG & Co. KG,
Halbmikro )

ten Niimbrecht

. . . R VWR International GmbH,
Pipettenspitzen Diverse Grofien Darmstadt

. . . Brand GmbH & Co. KG,
Pipettierhelfer Accu-jet pro® Wertheim
pO2-Sonde fiir 0,5 L InPro 6850i Mettler Toledo GmbH,
Reaktor Gieféen

pO2-Sonde fiir 10 L

Hamilton Messtechnik

Reaktor OXYFERM FDA GmbH, Hochst
P"robenrohrchen PP 14 mL 100x16 mm §-prep GmbH,

fiir Probensammler Uberlingen

Reaktionsgefafie 15 mL, 50 mL Corning Inc, Corning
Reaktionsgefafie 1,5 mL, 2 mL Sarstedt AG & Co, Niimbrecht

Ruhrfisch 0,5 L Re-
aktor

Rotilabo®-Dreikant-Mag-
netstabchen 1662.1

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Sacova-Ventil Safe Coupling Valve, Sartorius Stedim Biotech,
DE-1002707 Gottingen
Schlauch fur C-Flex Clear 082, Saint-Gobain, Courbevoie,
Schweifdgerat 3/16"x5/16" Frankreich
Schlauchschweif- BioWelder® Konnektor . .o
serit 16370 Sartorius AG, Gottingen
Schiittelkolben 250 mL sorning Tewksbury, MA,
. Vier, ohne Schikanen, PC, . .
Schiittelkolben 125 mL, 250 mL, 500 mL Corning Inc, Corning
N Vier Schikanen, Duran®, .
Schiittelkolben 250mL, 500mL, 1L, 2 L Schott AG, Mainz
Schiittelschrank Certomat® BS-1 B. Braun Biotech Internatio-

nal GmbH, Melsungen

Serologische Pipet-
ten

Stripette®, 1 -50 mL

Corning Inc, Corning

Silikonschlauch

div. Grofden

VWR International GmbH,
Darmstadt
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Bezeichnung Produkt Bezugsquelle
) Thermo Fischer Scientific
Sterilbank MSC-Advantage 1.2 Inc, Waltham, MA, USA
. Thermo Scientific Germany
Sterilbank Herasafe Ltd. & Co. KG, Bonn
e 1 Sartorius Stedim Biotech
Sterilfilter 0,2 um PTFE Midisart ® GmbH, Géttingen
e . Sartorius Stedim Biotech
Sterilfilter 0,2 pm PTFE Minisart ® GmbH, Gottingen
o . Sartorius Stedim Biotech
Sterilfilter 0,2 pm Minisart ® GmbH, Gottingen
Streulichtsonde inPro8100 Mettler Toledo GmbH,
Giefden
Thermostat Thermomix® ME B. Braun Biotech Internatio-
nal GmbH, Melsungen
Transmitter Streu- M800 Mettler Toledo GmbH,
lichtsonde Giefien
Trockenschrank BK 5060 E rP}I::;aeus Holding GmbH, Ha-
Vakuumpumpe N811KN.18 KNI.: Neuberger GmbH,
Freiburg
Vortex Mixer Whirlmix FISION Scientific Co.

Samjeong-Dong

Wasseraufberei- Arium® 661 Ultrapure Sartorius Stedim Biotech

tungsanlage water system GmbH, Gottingen

Wasserbad WNB 14 Memmert GmbH & Co. KG,
Schwabach

Wasserbad Julabo 6A Julabo GmbH, Seelbach

Zentrifuge Centrifuge 5415 R Eppendoorf AG, Hamburg

Zentrifuge Centrifuge 5702 Eppendoorf AG, Hamburg

Zentrifuge Pico Heraeus Thermo Fisher Scientific Ger-

many Ltd. & Co. KG, Bonn

9.1.4 Materialien und Bauteile fiir den ISICOM

Tabelle 7: Liste der Materialien und Bauteile fir den ISICOM.

Bezeichnung Produkt Hersteller
Autodesk Inventor Autodesk, Inc., San Rafael,
CAD-Software Professional 2014 CA, USA

Dampfschlauch

SS-FJ4TA4TA4-100CM

BEST Fluidsysteme
GmbH, Brackel
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Bezeichnung

Produkt

Hersteller

EPDM Membran

1,5 mm Stirke

Kautasit Gummitechnik
GmbH, Dresden

EPDM O-Ringe

div. Groflen

C. Otto Gehrckens GmbH
& Co. KG, Pinneberg

Erweiterungskarte

Pi Face

OpenLX SP Ltd, UK

FDM-Drucker

MakerBot Replicator Z18

Stratasys GmbH, Rhein-
munster

Osram Opto Semiconduc-

LED SFH480-2 TO18
tors, Regensburg
Lichtleiter POF-L2.5-1SMA Presens GmbH,
Regensburg
Lichtleiter IR FCR-7IR200-2-ME-3X250 Avantes Inc., Niederlande
. N Institut fiir Technische
Lichtleiterfiihrung Aus Polyoxymethylen Chemie, Hannover
Motorsteuereinheit SMCI12 Nanotec GmbH & Co. KG,

Feldkirchen

Netzteil fur
Steuereinheit

Schaltnetzteil 76,8 W, 3,2 A,

24V

reichelt elektronik GmbH
& Co. KG, Sande

Optisches Fenster

Imm Quarz-Glas

Aachener Quarz-Glas
Technologie Heinrich,
Aaachen

pH-Messgerat

pH-4 Mini

Presens GmbH,
Regensburg

Advanced Photnoix, Inc,

Photodiode SD 112-45-1-221 USA
pH-Patch SP-HP5-D3-US Presens GmbH,
Regensburg
pO2-Patch SP-PSt3-YAU-D3-YOP Presens GmbH,
Regensburg
. " BEST Fluidsysteme
Reduzierstiick SS-400-R-2 GmbH, Brackel
. i N magnets4you GmbH,
Ringmagnet RM-12x04x06-N-D Lohr a. Main
Riihrfisch Rotilab®-Micro PK70.1 Carl Roth GmbH & Co. KG
Karlsruhe
R Nanotec GmbH & Co. KG,
Rithrmotor SP1018M Feldkirchen
Sauerstoffmessgerat  0XY4-Mini Presens GmbH,
Regensburg
Silikonkleber SG1 Silicone Glue Presens GmbH,
Regensburg
Sterilkappe SV25/SVC25 Sartorius Stedim Biotech

GmbH, Gottingen
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Bezeichnung Produkt Hersteller
Steuerrechner Raspberry Pi Model B+ Eispberry Pi Foundation,
I BEST Fluidsysteme
Ventil /Kiikenhahn SS-2P4T GmbH, Brackel
Verstellmotor L4118M1804-T5x5 Nanotec GmbH & Co. KG,

Feldkirchen

9.1.5 Chemikalien

Tabelle 8: Liste der in der vorliegenden Arbeit genutzten Chemikalien.

Bezeichnung Hersteller
2-Propanol Sigma-Aldrich, Miinchen
Agar-Agar Fluka, Buchs, Schweiz

Ammoniaklésung 25% NH4+OH

Carl Roth GmbH + Co. KG,,
Karlsruhe

Ammoniumsulfat, (NH4)2S04

Fluka, Buchs, Schweiz

Antischaum Ucolub N115

Fragol GmbH + Co. KG

Biotin, C10H16N203S

Biochrom, Berlin

Borsaure H3BO3

Carl Roth GmbH + Co. KG,,
Karlsruhe

Calciumchlorid, CaClz - 2H20

Fluka, Buchs, Schweiz

D-(+)-Glucose, C6H1206

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Desmophen 3900

Bayer AG, Leverkusen

di-Kaliumhydrogenphosphat, KzHPO4

AppliChem, Darmstadt

Dimethylsulfoxid (DMSO) (CH3),SO

Sigma-Aldrich, Miinchen

di-Natriumhydrogenphosphat, NazHPO4

Sigma-Aldrich, Miinchen

Eisenchlorid, FeCls - 6H20

Sigma-Aldrich, Miinchen

Eisensulfat, FeSO4 - 7H20

Sigma-Aldrich, Miinchen

Glutamin, CsH10N203

Biochrom, Berlin

Glycerol, C3HsOs3

AppliChem, Darmstadt

Hefextrakt

Sigma-Aldrich, Miinchen

Hexamethylentetramin, CsH12N4

Sigma-Aldrich, Miinchen

Hydrazinsulfat, N2HeSO4

Sigma-Aldrich, Miinchen

Kaliumchlorid, KCl

AppliChem, Darmstadt

Kaliumdihydrogenphosphat KH2PO4

Sigma-Aldrich, Miinchen

Kaliumdihydrogenphosphat, KH2PO4

AppliChem, Darmstadt

Kaliumiodid KI

Carl Roth GmbH + Co. KG,,
Karlsruhe

Kaliumsulfat K2S04

Sigma-Aldrich, Miinchen
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Bezeichnung

Hersteller

Kalziumhydrid CaH2 2H20

Sigma-Aldrich, Miinchen

Kupfer(II)-sulfat-Pentahydrat CuSos 5H20

Sigma-Aldrich, Miinchen

Magnesiumsulfat, MgSOa4 - 7H20

Fluka, Buchs, Schweiz

Mangansulfat, MnSO4 - H20

Merck, Darmstadt

Natriumchlorid, NaCl

Fluka, Buchs, Schweiz

Natriumhydroxid, NaOH

Merck, Darmstadt

Natriummolybdat NazMoO4

Carl Roth GmbH + Co. KG,,
Karlsruhe

Natriumsulfit, Na2S03

Fluka, Buchs, Schweiz

Pepton

Carl Roth GmbH + Co. KG,,
Karlsruhe

Salzsaure, HCI

Sigma-Aldrich, Miinchen

Schwefelsaure H2S04

Carl Roth GmbH + Co. KG,,
Karlsruhe

Trypanblau, C34H28N9014S4

Biochrom, Berlin

Yeast nitrogen base w/o amino acids and

Becton, Dickinson and Company,

(NH4)2504 USA
Zellkulturmedium , . .
CHOMACS CD Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Zinksulfat, ZnSO4 - 7H20

Sigma-Aldrich, Miinchen
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9.2 Methoden

9.2.1 Konstruktion, Messung und Datenauswertung des ISICOM

Die folgenden Kapitel geben Informationen tiber die Entwicklung und Nutzung des

ISICOM im Rahmen der in dieser Arbeit gezeigten Experimente.

9.2.1.1 Konstruktion und Bau

Alle Entwiirfe des ISICOM wurden mit der CAD (computer aided design)-Software
Autodesk Inventor Professional 2015 (Autodesk, Inc., San Rafael, CA, USA) erstellt.
Der Bau aus Edelstahl erfolgte in der institutseigenen Mechanikwerkstatt. Teile der
Verstelleinheit sind zudem mit einem 3D-Drucker nach dem FDM (Fused Deposition
Modeling) Verfahren hergestellt worden (MakerBot Replicator Z18, Stratasys GmbH,

Rheinmiinster).

9.2.1.2 Messstation zur Sensorcharakterisierung im 0,5 L. Maf3stab

Fiir die Charakterisierungsexperimente im 0,5 L. Mafdstab wurde ein Edelstahl-Re-
aktor (Eigenbau, Institut fiir Technische Chemie, Universitat Hannover) in Verbin-
dung mit einer Biostat B DCU (digital control unit) (Sartorius Stedim Biotech GmbH,
Gottingen), zur Regelung des pH-Werts, des Geldst-Sauerstoffgehalts sowie der
Temperatur, genutzt. Der Reaktor verfiigt liber Standard PG-13,5 Ports im Deckel
zur Installation von pH-, pO2z (InPro 6850i, Mettler Toledo GmbH, Giefden)- und Tem-
peratursonden (Pt100), sowie zwei 25 mm Ingoldports, von denen einer zum Ein-
bau des ISICOM genutzt wurde. Ein Doppelmantel diente zur Temperaturregulation
des Inhalts. Fiir die Durchmischung wurde der Reaktor auf einem Magnetriihrer
platziert (MSH basic, IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen) und mittels Riihrfisch (Ro-
tilabo®-Dreikant-Magnetstabchen 1662.1, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) auf
Stufe 4 geriihrt. Die Prozessgase Druckluft und Stickstoff konnten iiber einen Spar-
ger zugefiihrt werden, wobei ein digitaler Gasmischer (E-7000, Bronkhorst High-
Tech, Ruurlo) in Verbindung mit zwei Massendurchflussreglern (EL-FLOW, Bronk-
horst High-Tech, Ruurlo) zur Regelung der Begasungsrate und Mischungverhaltnis

diente. Um Verdunstung zu vermeiden, ist ein Abluftkiihler am Gasausgang des Re-
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aktors befestigt worden. Die Steuerung des Massendurchflussreglers und die Daten-
aufzeichnung erfolgte mit der Software ProfiSignal (Delphin Technology AG, Ber-
gisch Gladbach).

9.2.1.3 Sensorkalibration und Installation

Die Montage der Sensorpatches der pO2z- und pH-Optoden (SP-PSt3-YAU-D3-YOP
und SP-HP5-D3-US, Presens GmbH, Regensburg) wurden mittels Silikonkleber (SG1
Silicone Glue, Presens GmbH, Regenburg) auf dem optischen Fenster des ISICOM
nach den Herstellerangaben befestigt. Nach der Montage wurde mindestens 12
Stunden bis zur ersten Verwendung gewartet, damit der Klebstoff vollstandig aus-
hartet.

Vor jedem Experiment sind die Sensoren gemaf3 den Herstellerangaben kalibriert
worden. Im Fall der pO2-Optode wurde zum Festlegen des Werts fiir 100 %-sat der
jeweilige Reaktor mit Wasser gefiillt, geriihrt und temperiert. Durch 20-miniitige
Begasung mit Druckluft iiber einen Sparger wurde die Losung mit Luft gesattigt und
die Begasung gestoppt. Nach weiteren 10 Minuten wurde der Wert fiir 100%-sat in
der Software festgelegt. Durch 20-miniitige Begasung mit Stickstoff konnte der
0 %-sat Wert ermittelt werden.

Zur Kalibration der pH-Optode sind die Kalibrationsdaten, die der jeweiligen

Charge beilagen, in die Geratesoftware eingegeben worden.

9.2.14 Messparameter, Datenauswertung und OUR-Berechnung

Bei allen Kultivierungen erfolgte die (q)JOUR Messung im Abstand von jeweils
5 Minuten. Der ISICOM ist so konfiguriert, dass die Messkammer nach dem Schlie-
f3en den pO2- bzw. pH-Wert mit der maximalen Messfrequenz von 3 s erfasst. Sobald
der Sauerstoffpartialdruck unter 5 %-sat sinkt oder die Kammer 300 s lang ge-
schlossen ist, wird sie automatisch wieder ge6ffnet und das separierte Volumen frei-
gegeben. Die Ermittlung der Triibung erfolgt sekiindlich. Die Triibungswerte einer
kompletten Messung bei geschlossener Kammer werden gemittelt und fiir die qOUR
Berechnung sowie Kalibration genutzt. Der Riihrer durchmischt die Kammer wah-

rend der Messung mit 200 rpm.
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Bei geoffneter Kammer ist der Rithrer gestoppt und die pO2 sowie pH-Wert Mess-
frequenz reduziert sich auf 15 s, um den Indikatorfarbstoff weniger zu beanspru-
chen. Die Triibung wird weiterhin sekiindlich aufgezeichnet. Zur Datenauswertung
und Kalibration der Triibungswerte bei ge6ffneter Kammer wurden diese im Nach-
hinein tiber den gesamten Kulturverlauf mit einem Medianfilter (Fensterbreite 10)
geglattet. Die Zuordnung der offline Referenzwerte zu den nachstgelegenen Tri-
bungswerten bei ge6ffneter und geschlossener Kammer erfolgte mit Hilfe der Excel-
Funktion ,VERWEIS".

Die Berechnung der Sauerstoffaufnahmerate aus der Steigung des pO2 Verlaufs

in %-sat. erfolgte nach Gleichung (9 ):

154
OUR;sicom 100t% - (T) (9)

. d . . . e :
Mit % als Steigung in %-sat/s und c; (T) als Sauerstoffsattigungskonzentration der

der Losung bei gegebener Temperatur T in mol-L-1. Die jeweilige Sattigungskon-
zentration kann nach dem Gesetz von Henry berechnet werden. Demnach ist die
Konzentration eines Gases in der Flissigkeit direkt proportional zum Partialdruck

des Gases tiber der Flussigkeit (Gleichung ( 10 )).[122]
¢, =H-p0,,,,. (10)

Mit H als Henry-Koeffizient, welcher fiir ein Gas spezifisch und temperaturabhangig

ist, sowie dem Sauerstoffpartialdruck in Luft p0O, ,, . bei Atmosphérendruck.

9.2.2 Messung mit Formazin als Kalibrationsstandard

Formazin ist eine polymere Verbindung, welche aus Hydrazinsulfat und Hexame-
thylentramin hergestellt wird. Sie dient bei der Kalibration von Triibungsmessun-
gen mit Photometern als primares Standardmaterial und ist bei Raumtemperatur
und dunkler Lagerung bis zu vier Wochen haltbar. Die Triibung einer frischen, un-
verdiinnte Formazindispersion betragt 4.000 FNU (Formazin Nephelometrie Unit).
Durch Verdiinnen mit VE-Wasser konnen verschiedene Triibungen zur Kalibration
erzeugt werden. Abbildung 44 zeigt den Zusammenhang zwischen FNU und ODsoo

ermittelt mit einem Spektralphotometer (Libra S50, Biochrom Ltd, Cambridge, UK).
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y = 0,00182x + 0,07302
R® = 0,99894

m  Datenpunkte
Linear Fit
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Abbildung 44: Zusammenhang zwischen FNU und ODeoo ermittelt mit einem Spekt-
ralphotometer in Dreifachbestimmung. Ab einer ODeoo von 0,6 wurden die Proben
entsprechend verdiinnt.

Zur Messung der Formazindispersion mit dem ISICOM wurde der Sensorstempel
mit Optode in der Messlosung positioniert oder die Losung direkt in die Messkam-
mer gefillt. Sobald sich ein stabiles Signal eingestellt hatte, wurde dieses zur Kalib-

ration genutzt.

9.2.3 Messung von Zellsuspensionen mit konstanter Konzentration

Flr die Messung von E. coli und S. cerevisiae Zellsuspensionen, bei denen sich die
Triibung nicht dndert, wurden Zellen einer Schiittelkultur zweimal bei 2.500 xg und
4 °C fur 10 Minuten zentrifugiert und mit jeweils 30 mL gekiihlter PBS gewaschen.
Nach dem letzten Waschschritt diente das resuspendierte Pellet als Basis fiir Ver-
diinnungsreihen. Bis zur Messung wurden die Verdiinnungen bei 4 °C gelagert.

Zur Messung der Verdiinnungen der Zelllosung mit dem ISICOM wurde der Sensor-
stempel mit Optode in der Messlosung positioniert oder die Losung in die Messkam-
mer gefiillt. Sobald sich ein stabiles Signal eingestellt hatte, wurde dieses zur Kalib-
ration genutzt. Als Referenzmessung sind die Proben photometrisch vermessen
(ODs00) sowie ihre Biotrockenmasse bestimmt worden. Der Zusammenhang zwi-

schen ODesoo und BTM ist fiir E. coli K1 in Abbildung 45 dargestellt.
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Abbildung 45: Zusammenhang zwischen ODesoo und BTM fiir E. coli K1.

9.2.4 Mikrobielle Arbeiten

Tabelle 9 listet die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Mikroorganismen auf.

Alle mikrobiellen Arbeiten erfolgen unter sterilen Bedingungen.

Tabelle 9: Ubersicht der verwendeten Mikroorganismen.

Spezies Stamm Medium
LB;
E. coli K1
definiertes Salzmedium
S. cerevisiae H1024 PYD
BMMY; BMGY;
P. pastoris X33-1P

Definiertes Medium

CHO K1-HP CHOMACS CD

9.2.4.1 Stammbhaltung

Die Stammbhaltung der Mikroorganismen erfolgte in 1,5 mL Kryokulturen. Die Bak-
terien und Hefen wurden dazu jeweils bis zum Ende der exponentiellen Phase im

entsprechenden Medium kultiviert und dann zur Lagerung bei -80°C 1:1 mit
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80% (v/v) Glycerin gemischt. Die Sdugerzellkulturen wurden im CHOMACS CD Me-
dium (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach), versetzt mit 10% DMSO Losung, iiber
fliissigem Stickstoff gelagert.

9.2.4.2  Schiittelkolben Kultur E. coli

Fur die Schiittelkolben Kultivierungen wurden jeweils 100 mL LB-Medium in einen
500 mL Schiittelkolben mit Schikanen gegeben und mit 100 pL einer Kyrokultur in-
okuliert. Anschlief3end erfolgte die Inkubation der Kultur bei 37 °C und 130 min-!
fiir 8-9 Stunden (ca. ODeoo ~ 6).

9.2.4.3  Schiittelkolben Kultur P. pastoris

Zur Kultivierung von P. pastoris in Schiittelkulturen wurden die Pellets von Kyrokul-
turen in BMMY Medium verdiinnt, auf 2% BMGY-Agar ausplattiert, einzelne Kolo-
nien isoliert und in 25 mL BMYG-Komplexmedium in 100 mL Schiittelkolben mit
Schikanen tiberfiihrt. Nach Inkubation bei 30 °C und 160 rpm bis zu einer ODeoo von
ca. 5 wurde aus dieser Kultur eine weitere 100 mL Vorkultur in 500 mL Schiittelkol-
ben inokuliert und unter gleichen Bedingungen bis zu ODsoo ~ 5 inkubiert. Schlief3-
lich diente diese Kultur zur Inokulation der Vorkultur fiir die Reaktorkultivierungen.
Dazu wurden zwei 2 L Schiittelkolben (mit Schikanen) mit 500 mL des definierten
Mediums gefiillt, auf ODsoo ~ 0,5 angeimpft und ebenfalls bei 30 °C und 160 rpm
inkubiert. [123]

9.2.4.4  Schiittelkolben Kultur S. cerevisiae

Die Schiittelkolben Kultivierungen von S. cerevisiae erfolgten in jeweils 100 mL YPD-
Medium in einen 500 mL Schiittelkolben mit Schikanen gegeben und mit 100 pL ei-
ner Kyrokultur inokuliert. Anschliefsend erfolgte die Inkubation der Kultur bei 30 °C

und 130 min-1.

9.2.4.5 Schiittelkolben Kultur CHO K1

Fur die CHO-K1 (AG Zellkulturtechnik, Universitat Bielefeld) Kultivierung wurde ein
Schiittelkolben ohne Schikanen mit CHOMACS CD-Medium, versetzt mit 8 mM L-Glu-
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tamin, gefiillt. Nach Zugabe einer Kryokultur wurde die Kultur bei 37°C unter Schiit-
teln fiir ca. 4 Tage inkubiert. Innerhalb dieser Zeit erreichten die Zellen eine Kon-
zentration von ungefahr 1:107 Zellen-mL-1 und wurden auf eine Zellkonzentration
von 4 - 5:105 Zellen-mL-1 passagiert. Wenn die Zellen fiir eine Reaktorkultivierung
verwendet werden sollten, erfolgte nach mindestens zwei Passagen eine Expansion

auf ein ausreichendes Inokulationsvolumen.

9.2.5 Reaktorkultivierungen

Der ISICOM wurde im Rahmen dieser Arbeit an verschiedenen Reaktorkultivierun-
gen im 10 L Maf3stab erprobt. E. coli und P. pastoris wurden in einem Biostat C
(Sartorius Stedim Biotech GmbH, Gottingen, ehemals B. Braun Biotech International)
durchgefiihrt. Die Kultivierung der CHO Zellen erfolgte in einem Biostat Cplus
(Sartorius Stedim Biotech GmbH, Gottingen). Der grundsatzliche Aufbau der beiden
Reaktorsysteme ist identisch und sie unterscheiden sich lediglich im Funktionsum-
fang der Steuereinheit (DCU).

Die Systeme bestehen aus einem 15 L Edelstahlreaktor mit 10 L Arbeitsvolumen.
Der Kessel ist vollstandig SIP fahig und verfiigt iiber einen Doppelmantel mit Ther-
mostat zur Temperierung. Uber verschiedene Deckelzuginge und Standard 25 mm
Ingoldports kénnen Messsonden, Anstechgarnituren, ein Probenahmeventil oder
weitere externe Apparaturen angeschlossen werden. Die Riihrung erfolgt iber den
Deckel, wobei die Konfiguration der Rithrer von dem kultivierten Organismus ab-
hangig ist. Alle zugefiihrten Gase werden durch einen Sterilfilter mit 0,2 pm Poren-
weite gefiihrt und das Abgas wird nach dem Austritt aus dem Reaktor gekiihlt.

Bei allen Prozessen wurde zu online Analytik der pH-Wert (EASYFERM Plus,
Hamilton Messtechnik GmbH, Hochst) der pOz2-Wert (OXYFERM FDA, Hamilton Mess-
technik GmbH, Hochst) sowie die Temperatur (Pt100) iiberwacht und tiber die DCU
geregelt. Bei den mikrobiellen Prozessen stand zudem eine Abgasanalytik mittels

BluelnOne Ferm (BlueSens gas Sensor GmbH, Herten) zur Verfiigung.

9.2.5.1 E. coliK1

Der ISICOM wurde an E. coli K1 in einem Batch-Prozess zur Produktion von human-

identischer Polysialinsdaure (a2,8-verkniipfte 5-N-Acetylneuraminsaure, polySia)
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getestet, welche im Tissue Engineering Einsatz findet. Dort dient sie zum Beispiel als
Geriistmaterial flir die Regeneration von Nervenzellen [110].

Der Prozess dient als Modell, da hierfiir sowohl die optimalen Kultivierungsbedin-
gungen eingehend untersucht wurden als auch ein chemisch definiertes Medium zur
Verfligung steht (siehe Kapitel 9.1.1) [109, 110]. Als Inokulum dienten 100 mL einer
E. coli K1 Schiittelkultur in LB-Medium bei einer ODeoo von 6. Tabelle 10 fasst die
Kultivierungsbedingungen zusammen. Wahrend der Kultivierung wurden regelma-

3ig steril offline Proben entnommen.

Tabelle 10: Kultivierungsbedingungen 10 L E. coli K1 Batch-Prozess, nach[109, 110]

Parameter Eigenschaft

Kulturmedium Definiertes Salzmedium
Temperatur 30°C

Rihrwerk 1000 rpm, 4 Rushton-Turbinen
Begasung 10 L-min-1 tiber Ringsparger
pH 7,5 geregelt mit HCL und NaOH
pO2 20 %-sat uiber Ruihrer geregelt
Inokulum 0Ds00 0,2 - 0,5

9.2.5.2  P. pastoris

Die Batch-Kultivierung von P. pastoris diente als Modellprozess zur Erprobung des
ISICOM bei hohen Biomassekonzentrationen. Als Medium diente ein definiertes
Salzmedium (siehe Kapitel 9.1.1). Die Kultivierungsbedingungen sind in Tabelle 11
zusammengefasst. Als Inokulum dienten Vorkulturen, wie in Kapitel 9.2.4.3 be-
schrieben. Wahrend der Kultivierung wurden regelmafiig steril offline Proben ent-

nommen.
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Tabelle 11: Kultivierungsbedingungen 10 L P. pastoris Batch-Prozess, nach [123].

Parameter Eigenschaft

Kulturmedium Definiertes Medium

Temperatur 30°C

Rithrwerk Kaskadierend 150 - 1000rpm, 4
Rushton-Turbinen

Begasung 25 L-min-! Druckluft, Ringsparger

oH 5,5 geregelt mit 12,5 % (v/v)
Ammoniak und HCL

pO2 20 %-sat.

Inokulum 0De600 0,2 - 0,5

9.25.3 CHOK1

Die CHO K1 Reaktorkultivierung erfolgte mit einem Arbeitsvolumen von 7,5 L in
chemisch definiertem CHOMACS CD Medium, dem 300 mL L-Glutamin (8 mM) zu-
gesetzt wurden. Die Kultivierungsbedingungen sind in Tabelle 12 aufgefiihrt. Mittels
einer automatischen Probenahme wurden regelmafiig offline Proben entnommen
und einmal taglich zur Bestimmung der Zell-, Glukose-, Laktat- und Glutaminkon-

zentration entsprechend den Protokollen aus [118] vermessen.

Tabelle 12: Kultivierungsbedingungen des 7,5 L CHO K1 Batch-Prozesses.

Parameter Eigenschaft

Kulturmedium CHOMACS CD + 8 mM L-Glutamin

Temperatur 37 °C

100 rpm, Rushton Turbine oberhalb des Mediums zur
Schaumentfernung

Rithrwerk
Schragblatt-Riihrer unterhalb der Oberflache

Rushton Turbine am unteren Ende der Rithrwelle
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Parameter Eigenschaft

Kopfraumspiilung mit Druckluft, Regelbares Druckluft
Begasung

Sauerstoffgemisch tiber Ringsparger (max. 1 L-min-1)
pH-Wert 7,1 geregelt iber 1M Na2C03 und COz2 (liber Sparger)
p02 40 %-sat. iiber Begasungsrate und Luft/Sauerstoffgemisch
Inokulum 4 - 5-10° Zellen-mL-1

9.2.5.4 Datenaufzeichnung

Die Software ProfiSignal (Delphin Technology AG, Bergisch Gladbach) diente bei den
Kultivierungen zur automatische Aufzeichnung von den online Daten von Riihrer-
drehzahl, Temperatur, Gelost-Sauerstoffgehalt, Abgaszusammensetzung (CO2 und
02), Triibungsdaten, ISICOM-Messdaten und pH-Wert. Bei der CHO Kultivierung er-
folgte die Datenaufzeichnung zusatzlich tber die Software MFCS (Sartorius Stedim

Biotech GmbH, Gottingen).

9.2.5.5 Abgasanalytik und Gasmassenbilanzierung

Zur Abgasanalytik wahrend der E. coli und P. pastoris Kultivierungen wurde ein
BlueInOne Ferm (BlueSens gas sensor GmbH, Herten) verwendet. Das Gerat misst
sowohl die Sauerstoff- als auch Kohlendioxidkonzentration. Es muss vor jeder Kul-
tivierung einmalig fiir 30 Minuten mit dem Prozessgas gespiilt und anschlief3end ka-
libriert werden. Die Messung des Sauerstoffgehalts basiert auf einer Zirkoniumdi-
oxid-Sonde. CO2 wird spektroskopisch basierend auf IR-Absorption detektiert.

Zur OUR Bestimmung mittels Gasmassenbilanzierung nutzt die Software des

BlueInOne Gleichung ( 11):
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4 o co
OUR_VGeiTl.pa. 0> _ 1_yei$1_yein2 . .,02 11
" V.-R-T Yein 1 — 9% _ €0 Yaus (11)
L aus aus

Mit:

VGein: Volumenstrom des eintretenden Gases  [L-h'1]

p% Normaldruck 1,0133 bar

Vi: Flissigvolumen des Reaktors [L]

R: Gaskonstante 8,214-10-2bar L-K-1-mol-!
T: Temperatur 273,15 K

yein92: Molenbruch von Oz im Gaseintritt 0,2097

yaus?2: Molenbruch von 02 im Gausaustritt gemessener Wert / 100
yein®02: Molenbruch von CO2z im Gaseintritt 0,0004
yaus“02:Molenbruch von CO2 im Gausaustritt gemessener Wert / 100

9.2.6 Offline Analytik

Aufzahlung und Erlauterung tiber die verwendete offline Analytik.

9.2.6.1 Bestimmung der optischen Dichte

Die optische Dichte der Bakterien und Hefekulturen wurde bei Raumtemperatur in
einem Photometer (Libra S50, Biochrom Ltd, Cambridge, UK) bei einer Wellenldnge
von 600 nm in 1,5 mL Einwegkiivetten (Halbmikrokiivette, Sarstedt AG & Co. KG,
Nimbrecht) bestimmt. Um im linearen Messbereich des Gerats zu messen, wurden
die Proben ab einer ODsoo grofier 0,6 entsprechend mit 0,9 % NaCl (Saline) ver-
diinnt. Saline diente zudem als Referenz zur Nullwertbestimmung. Die Messungen

erfolgten stets in Doppel- bzw. Dreifachbestimmung.

9.2.6.2 Bestimmung der Biotrockenmasse

Zur Bestimmung der Biotrockenmasse wurden jeweils 1,5 mL einer Probe in ein
1,5 mL Reaktionsgefafs gefiillt. Das Leergewicht dieser Gefafde wurde zuvor nach
Trocknung im Trockenschrank und Abkiihlung im Exsikkator ermittelt. Die Probe

wurde anschlieRend fiir 5 Minuten bei 13.000 xg zentrifugiert und der Uberstand
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fiir weitere Analysen abgenommen bzw. eingefroren. Das Zellpellet konnte anschlie-
f3end im Trockenschrank bei 105 °C bis zur Massenkonstanz getrocknet und die Dif-
ferenz zum Leergewicht bestimmt werden. Die BTM-Bestimmungen erfolgten in

Doppel- bzw. Dreifachbestimmung.

9.2.6.3 Zellkonzentrationsmessungen

Zur Messung der Zellkonzentration und Viabilitdt der CHO Zellen wurde der auto-
matische Zellzahler Cedex (Roche Innovatis AG, Penzberg) verwendet. Basierend auf
Mikroskopaufnahmen, die von den Zellen beim Durchtritt einer Durchlaufzelle er-
stellt werden, kann die Zahlung mittels Bildauswertalgorithmus erfolgen. Lebende
und nekrotische Zellen werden dabei durch automatisches Anfarben mit Trypan-
blau unterschieden. Dieser Farbstoff dringt nur durch die Plasmamebran von toten
Zellen, wodurch diese deutlich blau in der Aufnahme erscheinen [124]. Alle Messun-
gen erfolgten zur statistischen Absicherung in Dreifachbestimmung und der Einstel-
lung ,superior”, bei der pro Probe 30 Bildaufnahmen ausgewertet werden. Um stets
innerhalb des Messbereichs des Cedex zu messen, wurden die Proben bei einer

Uberschreitung von 1107 Zellen-mL-! zuvor manuell mit PBS verdiinnt.

9.2.6.4 Nahrstoff- und Metabolitkonzentrationsmessungen

Die Bestimmung der Konzentration von Glutamin, Laktat und Glukose erfolgt aus
dem Uberstand der Kulturproben mit dem Analysator YSI 2950 (KREIENBAUM Wis-
senschaftliche Mefssysteme e.K.,, Langenfeld).

Auf der jeweiligen analytspezifischen Membran wird das Substrat durch ein im-
mobilisiertes Enzym stochiometrisch zu H202 umgesetzt. Als Transducer wirkt eine
Platinelektrode, an der das H202 zu Sauerstoff oxidiert wird. Dabei entsteht ein
Strom, der proportional zur Analytkonzentration ansteigt und gemessen wird. [6,
125, 126]

Um Fehler durch manuelle Verdiinnung zu vermeiden, wurden alle Proben un-
verdiinnt analysiert. Eine Ausnahme bildet die Glutaminbestimmung, da die Aus-

gangskonzentration im Medium aufderhalb des Messbereichs des Gerates liegt.
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Diese Proben wurden innerhalb der ersten 48 Stunden 1:2 verdiinnt. Alle Messun-
gen erfolgten in Dreifachbestimmung. Zur Minimierung des Geratefehlers erfolgte

nach jeder fiinften Probe eine automatische Kalibrierung.
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9.3 Erganzende Graphen

9.3.1 Ermittlung der optimalen Riihrfrequenz mit E. coli und S. cerevisiae
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Abbildung 46: Zeitlicher Verlauf des Triibungssignals in der Messkammer bei ver-
schiedenen Riihrerdrehzahlen fiir (A) E. coli und (B) S. cerevisiae.

9.3.2 Langzeitstabilitat der Trilbungsmessung mit dem ISICOM
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Abbildung 47: Langzeitstabilitat des Triibungssignals des ISICOMs bei konstanten
Umgebungsbedingungen.

127



9. Anhang

9.3.3 Variable lineare oder polynomische Auswertung der Steigung
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Abbildung 48: Variabler Auswertealgorithmus bei linearer Regression (A) und Po-
lynomanpassung (B) derselben ISICOM-Messung bei geschlossener Kammer. Bei
der flachen Steigung ist die lineare Regression robuster und die Polynomanpas-
sung weist mehrere Minima auf, die nicht die korrekte Steigung wiedergeben.

9.3.4 Typische Kalibrationsfunktion einer pH-Optode
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Abbildung 49: Beispiel einer Kalibrationsfunktion fiir eine pH-Optode. Der Zu-
sammenhang zwischen der gemessenen Phase und dem pH-Wert ist nicht linear.
Eine Rekalibration mit nur einem Messwert ist somit nicht méglich. Nach [127].
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9.3.5 Abhangigkeit der Triibungsmessung von der Reaktor-Riihrerdrehzahl

Tribungssignal (%)
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Abbildung 50: Abhdngigkeit der Triibungsmessung von der Reaktor-Riihrerdreh-
zahl im 10 L Biostat C (10 L dH20, 37 °C) bei getffneter ISICOM Kammer. Ab einer
Drehzahl von 400 rpm reduziert sich das Signal mit weiterer Erh6hung und be-
tragt bei 1400 rpm nur noch 58 % der Ausgangssignalstarke bei 0 rpm. (jeweils
Mittelwerte einer Messung liber zwei Minuten)

9.3.6 Vergleich der offline OUR Bestimmung mit den ISICOM Messwerten fiir drei
CHO K1 Batch-Kultivierungen
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Abbildung 51: Vergleich der offline OUR Bestimmung mit den ISICOM Messwer-
ten fiir drei CHO K1 Batch-Kultivierungen. Die rote, gestrichelte Linie stellt den
Verlauf bei idealer Ubereinstimmung dar.
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9.3.7 qOUR Verlaufe von drei CHO K1 Kultivierungen
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Abbildung 52: Zeitlicher Verlauf der qOUR und VCC (ermittelt mit dem Cedex)
wahrend dreier CHO K1 Batch-Kultivierung. Die Daten sind erst ab Zeitpunkt ge-
zeigt, ab dem die Zellkonzentration verlasslich mit dem ISICOM bestimmt werden
kann (1-10° Zellen mL-1).
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9.4 Technische Zeichnungen des ISICOM
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9.5 Schaltplan der Elektronik der Streulichtsonde des ISICOM.
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Abbildung 53: Schaltplan der Elektronik der Streulichtsonde des ISICOM.
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9.6 Unterstiitzende Arbeiten

Im Folgenden werden Personen aufgefiihrt, die bei der vorliegenden Arbeit unter-

stiitzend tatig waren.

Tabelle 13: Unterstiitzende Tatigkeiten im Rahmen der vorliegenden Arbeit.

Unterstiitzende Tatigkeit

Name

CHO K1 Kultivierungen

Philipp Biechele, M.Sc.
Jens Clafden, M.Sc.
Florian Aupert, M.Sc.

Tamanna Nagraik, M.Sc.

Datenauswertung der Triibung

CHO Kultivierungen

Dr. Dorte Solle
Dr. Patrick Lindner

E. coli K1 Kultivierungen

Ingo de Vries, MEng

Elektrische Installation

Dipl.-Ing. (FH) Thorleif Hentrop

Andreas Kosterke

P. pastoris Kultiverungen

Daniel Marquard, M.Sc.

Sensorfertigung, Modifikation

und mechanische Aufbauten

Thorsten Strempel

Friedbert Gellermann

Software

Dipl.-Ing. (FH) Thorleif Hentrop

Vorabtest der Triibungssonde,

Verschluss- u. Rihrmechanismus

Esra Kesdiren, B.Sc.
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