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Kulturen beim Wachsen zusehen

David Frank, Konrad Herzog

Informationen liber den Verlauf einer mikrobiellen Fermentation liefert die Zelldichte als analytischer

Parameter. Die Messung ist nun auch bei Schiittelkolben automatisiert und nichtinvasiv méglich.

@ Schiittelkolben sind der meist-
genutzte Bioreaktor fur Fermenta-
tionen, um Biomolekule wie Pro-
teine und Nukleinsiuren im Labor-
mafdstab zu produzieren oder Fer-
mentationsprozesse zu entwickeln
oder zu optimieren. Voraussetzung
far eine erfolgreiche Entwicklungs-
arbeit ist die prazise Uberwachung
jedes Experiments. Als analytische
MessgrofSe eignet sich die Zelldich-
te, die den Verlauf des Bioprozesses
direkt wiedergibt.

Zelldichtemessung
in geschiittelten Systemen

©® Schittelkolben als Bioreaktor-
system sind nutzerfreundlich und
gut zu parallelisieren, allerdings
sind sie bisher nur schwer zugang-
lich fur prozessanalytische Techni-
ken. Ursache daftr ist einerseits
ihre geschlossene Geometrie und
andererseits der Schuttelvorgang
an sich, denn die Analyse einer
permanent rotierenden Flissigkeit
erfordert besondere Messtechni-
ken. Infolgedessen sind bisher Pro-
ben manuell zu entnehmen und of-
fline zu analysieren, um die Zell-
dichte zu bestimmen. Dies ist ein
zeitintensiver, fehleranfalliger Vor-
gang, der zudem den Prozess be-
einflusst.

Das Gerat cell growth quantifier
(cgq) misst automatisiert und
nichtinvasiv die Zelldichte in
Schiittelkolben in Echtzeit. Das
System besteht aus drei Kompo-
nenten (Abbildung 1A). Direkt am
Kolben befindet sich die Mess-

plattform, die tiber eine Basisstati-
on Messdaten an einen Computer
mit Analysesoftware sendet. Die
Messplattform erweitert den tubli-
chen Aufbau auf dem Schuttlertab-
lar um ein Sensorboard, das unter
dem Kolben in die Halteklammer
eingespannt wird. Zur Abschir-
mung der Messung von aufSeren
Storquellen verschliefSt ein licht-
undurchlassiger Mantel den Auf-
bau. So lasst sich der cgq in jede
vorhandene Laborinfrastruktur in-
tegrieren.

Die Zelldichte im Schuttelkol-
ben misst das System tiber das Sen-
sorboard mit einem nichtinvasiven
optischen Verfahren (Abbil-
dung 1C). Eine LED strahlt Licht
in die Kulturbrithe ein, das dort
abhangig von der Konzentration
der Zellen gestreut wird. Einen
Teil des gestreuten Lichts wandelt
eine Photodiode mit hoher Auflo-
sung in elektrischen Strom um.
Dieses Signal digitalisiert das Sen-
sorboard und verarbeitet es weiter,
um es abschliefSend als Streuinten-
sitait zum Messcomputer zu tber-
tragen.

Jede cgq-Basisstation tiberwacht
bis zu 64 Kolben parallel.

Kulturmedien evaluieren
und richtig einstellen

® Ein typisches Einsatzgebiet von
Schuttelkolbenfermentationen ist
die Evaluierung und Optimierung
von Kulturmedien. E. coli wachsen
im Labor hiufig in LB-Medium aus
Hefeextrakt, Peptidmischung und
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Abb. 1. Aufbau und Messprinzip des Zelldichte-Messsystems cgq:

A: 1 - Messplattform, 2 — Basisstation, 3 — Software.

B: Explosionszeichnung der Messplattform mit 1 — Kolbenklam-
mer, 2 — Sensorboard, 3 — Kulturkolben, 4 — Mantel.

C: Messprinzip, mit steigender Zelldichte (von oben nach unten)
steigt bei konstantem, durch die LED eingestrahltem Licht der
Anteil des durch die Zellen auf die Photodiode (PD) zurtick-

gestreuten Lichtes.
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Abb. 2. Optimierung eines Kulturmediums: E.-coli-BL21-(DE3)-Kultur auf LB-basierten Medien (25 mL Medium in

250 mL Kolben, geschiittelt bei 200 rpm, 37 °C und iiberwacht mit einer Messperiode von ca. 20 Sekunden).

den. a.u. = arbitrary units.

Kochsalz, das als Komplexmedium
kostengunstiger ist als die meisten
Minimalmedien. Allerdings wach-
sen die Mikroben in diesem Medi-
um nicht optimal, da der kultivier-
te Organismus seinen Metabolis-
mus im Laufe der Fermentation an
verschiedene  Kohlenstoffquellen
anpassen muss, was das Wachstum
verzogert.

Abbildung 2 zeigt drei Schritte
einer exemplarischen Optimie-
rung eines Kulturmediums fur E.
coli. Dargestellt sind fur jeden
Schritt die Ergebnisse der konti-
nuierlichen Zelldichtemessung
mit dem cgq sowie die Schlusswer-
te fur pH und Offline-Zelldichte
(als OD600, also Absorbanz bei
600 nm) nach einer Fermentati-
onsdauer von 8,3 Stunden. An-
fangspunkt der Optimierung ist
die Kultivierung in LB-Medium
(blau).

Im ersten Optimierungsschritt
wurde dieses Medium mit Glucose
angereichert als zusatzliche und
durch den Mikroorganismus bevor-
zugt metabolisierte Kohlenstoff-
quelle. Das Resultat (rot) ist ein an-
fangs deutlich schnelleres Wachs-
tum, das jedoch vorzeitig endet, so-
dass nach acht Stunden nur etwa
80% der Zellmasse entstanden

sind. Ursache dafur ist die Ansiue-

Ausschnitt A: Wachstumsverlangsamung bei zwei der Kulturen, Ausschnitt B: Abstinde der Messungen: 20 Sekun-

rung des Kulturmediums im Pro-
zessverlauf durch Essigsaure, die E.
coli bei Wachstum auf Glucose und
zu wenig Sauerstoff im Medium
bildet.

In einem weiteren Optimie-
rungsschritt wurde dem glucose-
haltigen LB-Medium zur pH-Stabi-
lisierung Phosphatpuffer zugege-
ben. Dies resultiert (griin) in eben-
falls beschleunigtem Wachstum ge-
gentber dem ursprunglichen LB-
Medium, wobei durch die pH-Puf-
ferung das Medium spiter und
schwacher ansauert als ohne Phos-
phatputffer.

Obwohl die Optimierung zu
diesem Zeitpunkt noch nicht ab-
erhohen beide

Schritte — die Zugabe der Glucose

geschlossen ist,
und des Puffers — die Effizienz
des Prozesses, und die Fermenta-
tion ist zwei Stunden frither been-
det.

Uberwachung
vom Start bis zum Ende

©® Die Zelldichtemessung liefert
selbst bei Messabstinden von 20
Sekunden mnoch hochaufgeloste
Zelldichtewerte mit minimalem
Rauschen (Abbildung 2B). Damit
lasst sich eine Fermentation in
Echtzeit tiberwachen. Mit einem

OD600-aquivalenten Messbereich
von < 0,2 bis >>60 lisst sich zudem
das Wachstum einer Schiittelkol-
benkultur erstmals vom Anwach-
sen bis zum Absterben vollstandig
automatisch beobachten.

Basierend auf der hohen zeitli-
chen und zelldichtebezogenen
Auflésung des cgq sind metaboli-
sche Veranderungen des kultivier-
ten Organismus bereits zu Beginn
der Fermentation bei geringen
Zelldichten zu erkennen. Der
Diagrammausschnitt A in Abbil-
dung 2 zeigt bei zwei der Kultu-
ren (blau und grun) eine kurzzei-
tige Wachstumsverlangsamung,
die auf eine Stoffwechselumstel-
lung hindeutet. Dies ist typisch
far das Wachstum auf Komplex-
medien.

Der Nutzer kann anhand der Da-
ten rechtzeitig in die Kultivierung
eingreifen, fehlerhafte Prozesse
fruhzeitig abbrechen und das Wis-
sen tiiber seinen Bioprozess verbes-
sern.

Ausblick

® Durch die Datendichte und
Datenqualitat der automatisierten
Zelldichtmessungen konnen Nut-
zer komplexe Wachstumsmodelle
iber die Zelldichte als einzige
Messgrofle evaluieren, um pro-
zessbegleitend beispielsweise
Substrat- und Sauerstofflimitatio-
nen, toxische Effekte und Inhibi-
tionen sowie Stoffwechselumstel-
lungen quantitativ zu beobach-
ten. Die Daten bilden eine Vo-
raussetzung, um Prozesse in
Schiuttelkolben automatisch zu
fuhren. Dies ist der erste Schritt,
um einen Bioprozesses auf Rithr-
kesselreaktoren zu skalieren, und
damit vom Labor- zum Produkti-
onsprozess.
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info@aquila-biolabs.de
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