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Prototyp zur inline Bestimmung von pH, pO2 und Biomasse
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In diesem Artikel wird ein neues System zur 
Biomasse-Messung in Schüttelkolben, basie-
rend auf Streulichtdetektion, vorgestellt. Die 

optosensorischen Komponenten für Biomasse-
Überwachung wurden dabei mit bereits eta-
blierter SFR Shake Flask Reader Technologie 
kombiniert, mit der optische Sauerstoff- und 
pH-Sensoren im Inneren der Schüttelkolben 
ausgelesen werden können. Dieses neue ana-
lytische System kann also eingesetzt werden 
um Biomasse, pO2 und pH gleichzeitig und in 
Echtzeit zu überwachen, wobei kontaktfrei 
durch den Boden des Schüttelkolbens gemes-
sen wird. Eine erste Anwendung des SFR va-
rio genannten Prototypen mit Escherichia coli 
K12 und Kluyveromyces marxianus Kulturen 
erbrachte reproduzierbare Biomasse-Daten, 
mit einem relativen Fehler, der dem von offline 
Messungen der optischen Dichte entspricht.
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Schüttelkolben werden häufig in den ersten 
Schritten der Bioprozessentwicklung einge-
setzt, da sich Ergebnisse mit geringem Auf-
wand erzielen, und viele Versuche parallel 
durchführen lassen. Jedoch ist es durch die 
kleinen Abmessungen der Schüttelkolben 
schwierig wichtige Kulturparameter zu über-
wachen und zu kontrollieren. Zum Beispiel 
ist das Monitoring des Zellwachstums bisher 
nur durch Probennahme und offline Ana-
lysen möglich, mit dem Nachteil, dass sich 
sowohl der Arbeitsaufwand als auch die Ge-
fahr einer Kontaminierung erhöhen. Darü-
ber hinaus liefern derartige offline Analysen 
nur Daten zu bestimmten Zeitpunkten der 
Kultur, wobei vielleicht gerade vollständige-
re Wachstumsinformation entscheidend für 
ein besseres Prozess-Verständnis sein könn-
te. Die Biomasse-Messung im Gerät basiert 
auf der Detektion von Licht, das von Parti-
keln im Kulturmedium gestreut wird. Durch 
nicht lineare Kalibriermodelle kann eine 
Korrelation dieser Messwerte mit optischer 
Dichte (OD) und Biotrockenmasse (BTM) er-
mittelt werden. Eine erste Evaluierung des 
neuen Gerätes wurde mit verschiedenen Mi-
kroorganismen durchgeführt.

Material & Methoden

Das Sensormodul zur Biomasse-Messung 
besteht aus einer LED und einer Photodio-
de zur Bestimmung von Streulicht mit ei-
nem Streuwinkel von etwa 360 °. Der von 
der LED ausgesandte Lichtstrahl dringt von 
unten durch die Wand des Schüttelkolbens 
und wird von Partikel (Zellen) im Medium 
gestreut; dieses Streulicht wird mit der Pho-
todiode  detektiert. Da die Flüssigkeit im 
Kolben während des Schüttelvorgangs eine 
Sichelform annimmt, wurde ein piezoelekt-
rischer Beschleunigungssensor in das Gerät 

integriert um den Messzyklus zu optimieren 
und den Zeitpunkt der Biomasse-Messung 
genau anpassen zu können. Die Leistung des 
neuen analytischen Systems wurde durch 
die Überwachung des Wachstums zweier 
Mikroorganismen – E. coli K12 und K. mar-
xianus – demonstriert. E. coli wurde dabei 
in Minimalmedium mit Glucose und Lacto-
se bei 37 °C kultiviert, um eine Diauxie zu 
verfolgen, und K. marxianus in YM-Medium 
mit Glukose-Monohydrat bei 30 °C. Für alle 
Kulturen wurden 500 ml Schüttelkolben mit 
Schikanen und integrierten O2 und pH Sen-
soren verwendet, mit einem Arbeitsvolumen 
von 100 ml und einer Schüttelgeschwindig-
keit von 150 rpm. Jede Kultur wurde vier-
fach unter denselben Bedienungen durch-
geführt, wobei drei der Kulturen benutzt 
wurden um ein Kalibriermodell von Streu-
lichtintensität als eine Funktion der OD600 
zu erstellen. Dazu entnahmen wir alle 60 
min Proben um unter sterilen Bedingungen 
die OD600 zu bestimmen. Die verbleibende 
Kultur wurde zur Validierung verwendet. 
Biomasse, pH und pO2 wurden mit einem 
Messintervall von 15 s aufgezeichnet.

Echtzeit Biomasse Überwachung 

Bevor der Prototyp zur Echtzeitüberwa-
chung der Biomasse eingesetzt werden 
konnte, musste eine gültige Korrelation 
zwischen Streulichtintensität und Biomasse-
konzentration abgeleitet werden, und zwar 
explizit für den überwachten Zelltyp unter 
den entsprechend vorherrschenden Bedin-
gungen. Dafür wurde die offline, durch Pro-
bennahme, bestimmte OD600 mit den ent-
sprechenden online gemessenen Werten des 
Prototypen korreliert. Für E. coli K12 und 
K. marxianus kann diese Korrelation am 
Bestem mit einer vereinfachten Bleasdale-
Nelder Funktion beschrieben werden:

y = (a + b · x)(-1/c)

wobei y für den OD600 Wert und x 
für die gemessene Streulichtintensi-
tät steht, und a – c die entsprechend 
für die verwendete Zell-Line bestimm-
ten und median-gefilterten Parameter-

werte darstellen. Abbildungen 2 und 3 
zeigen die Biomasse-Messungen, die mit 

Abb. 1: Prototyp (A);  
schematische Darstellung 
des Messprinzips (B); SFR 
vario Optik für Biomass 
(BM), O2 und pH Messung 
(C).



dem Prototyp in Kulturen beider Mikroor-
ganismen durchgeführt wurden. Zusätzlich 
sind in die Graphen online aufgezeichnete 
Sauerstoff- und pH-Werte, sowie die off-
line gemessenen Substratkonzentrationen 
eingetragen. Da das Messintervall für Bio-
massemessung auf 15 Sekunden festgelegt 
war, konnte eine große Menge an Daten 
aufgezeichnet werden, die einen sehr guten 
Echtzeit-Überblick über die Entwicklung 
des Zellwachstums lieferten. Zu Beginn der 
Kultivierung beider Mikroorganismen wurde 
etwas Messrauschen festgestellt. Dies ist auf 
die geringe Zelldichte zu Beginn und Refle-
xion des Lichtstrahls an der Grenzschicht 
der Flüssigkeitsoberfläche zurückzuführen. 
Mit wachsender Zelldichte und damit ver-
bundener Eintrübung des Kulturmediums 
allerdings stabilisierten sich die Werte und 
begannen zu steigen. Ein Medianfilter wurde 
angewendet um den Graphen zu glätten. 
Unterbrechungen in Sauerstoff- und pH-
Messungen wurden durch das Stoppen der 
Schüttelbewegung für die Probennahmen 
verursacht, die in dieser Studie notwendig 
waren um das neue System zu validieren.  
Die Messwerte in Abbildung 2 zeigen deut-
lich das zweiphasige Wachstum von E. coli. 
Nachdem Glukose im Medium komplett ver-
braucht war, fand eine Stoffwechselumstel-
lung von Glucose- zu Laktose-Verbrauch 
statt. Während dieser Umstellung gab es 
kein Wachstum, was sich auch in einem 
kleinen Plateau in den Biomasse-Messwer-
ten abzeichnete. Darüber hinaus konnte 
eine genaue Übereinstimmung des stagnie-
renden Wachstums mit rapide ansteigen-
dem Sauerstoffgehalt, sowie einem Plateau 
in den pH Messwerten beobachtet werden.  

Auch die verschiedenen Wachstumspha-
sen von K. marxianus ließen sich mittels 
der online Biomasse-Messungen analy-
sieren. In der ersten Phase wurde Glukose 
unter aeroben Bedingungen verstoffwech-
selt. Sobald Glukose im Medium fast auf-
gebraucht war, schaltete der Zellmetabolis-
mus auf den Verbrauch von Produkten des 
vorangegangen Glukoseverbrauchs um, der 
nun unter hohem Sauerstoffbedarf ablief. In 
dieser Phase zeigte K. marxianus eine merk-
lich geringere Wachstumsrate als zuvor, was 
deutlich in den Biomasse-Messungen zu 
erkennen war. Durch Sauerstofflimitierung 
war das Wachstum in dieser Phase linear.  
Der Prototyp versetzt den Anwender in die 
Lage, die Biomasse-Entwicklung von euka-
ryotischen und prokaryotischen Kulturen 
in Schüttelkolben genau zu verfolgen, und 
Messergebnisse zu erhalten, die in dieser 
Form noch nicht aufgezeichnet wurden. Mit 
den Daten, die der Prototyp lieferte, konn-
ten alle relevanten Informationen über Kul-
turbedingungen und Wachstum ganz ohne 
offline Analysen erfasst werden.

Zusammenfassung

Die Funktionsfähigkeit und das Potential 
dieses neuen Sensorsystems in der Echt-
zeitüberwachung konnte an verschiedenen 
Zelltypen gezeigt werden. Dabei konnte 
eine hohe Genauigkeit mit einer Fehlerrate 
von ca. 10 % und damit vergleichbar mit 
der von üblicherweise verwendeten off-
line Techniken erzielt werden. Fortlaufen-
de Untersuchungen mit weiteren Zelltypen 
und unterschiedlichen Kulturbedingun-

gen zeigen deutlich, dass online Messun-
gen von Sauerstoff, pH und Biomasse in 
Schüttelkolben in einem weiten Anwen-
dungsbereich eingesetzt werden können. 
Individuelle Kalibriermodelle, hergeleitet 
für unterschiedliche Zelltypen und Kultur-
bedingungen, liefern präzise Vorhersagen 
über die Biomassekonzentration in einer 
Kultur. Durch den Einsatz dieses Sensorsys-
tems zur kontaktfreien Messung durch den 
Kolbenboden ist es möglich, Informationen 
in Echtzeit mit nur geringem Arbeitsauf-
wand zu erhalten.

Abb. 2: Diauxie von E. coli K12 in Minimalmedium mit Glukose und 
Laktose: Online Biomasse (Median 45), gelöst Sauerstoff (DO), und pH 
Messungen aufgezeichnet mit dem Prototyp. Zusätzlich sind offline ge-
messene Substratkonzentrationen gezeigt. Vergrößerung: Deutliche 
Wachstumsänderung während des Substratwechsels von Glukose- zu 
Laktose.

Abb. 3: Wachstumsphasen von K. marxianus in YM-Medium in Schüt-
telkolbenkultur: Online Biomasse (Median 45), gelöst Sauerstoff (DO), 
und pH Messungen aufgezeichnet mit dem Prototyp. Zusätzlich sind 
offline gemessene Substratkonzentrationen gezeigt. Die geringere 
Wachstumsrate während der zweiten Phase ist in den Biomasse-Mes-
sungen deutlich sichtbar.
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Weitere Beiträge zum Thema: 
http://bit.ly/Bioprozesstechnik


