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Online-Ermittlung der Sauerstofftransferrate
von mikrobiellen Kulturen im Schiittelkolben

Tibor Anderlei

Jochen Biichs

Die Sauerstofftransferrate (OTR) ist
die am besten geeignete und univer-
sellste MeBgrioBe, um den physiologi-
schen Zustand und die Aktivitiit einer
Kultur aerober Mikroorganismen zu
charakterisieren und zu quantifizie-
ren, da fast jede metabolische Akti-
vitiit mit Sauerstoffverbrauch gekop-
pelt ist. Die Online-Messung der
Sauerstofftransferrate in geriihrten
Bioreaktoren ist technisch relativ
aufwendig, gehort aber zum Stand
der Technik. Dagegen war die Ermitt-
lung der Sauerstofftransferrate in
geschiittelten Bioreaktoren (Schiittel-
kolben) unter steriliechnischen
Bedingungen bisher nicht méglich.
Mit einer neu entwickelten MeBan-
lage wird dieses Defizit beseitigt. In
einer frithen Phase der Forschung
und BioprozeBentwicklung kéonnen
nun aus den MeBdaten exirem niitz-
liche und hilfreiche Riickschliisse auf
die Kultivierungsbedingungen und
den physiologischen Zustand der
Mikroorganismen gezogen werden.

Sauerstofftransferrate,
Schiittelkolben, Atmungsaktivitat,
Online-Messung, MeBtechnik
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? Einfiihrung

Unter Schiittelkolben (im folgenden
Text ,normaler Schiittelkolben* ge-
nannt) versteht man in der Biotechnolo-
gie Erlenmeyerkolben, die mit einem
SterilverschluB (Watte-, Papier- oder
Schaumstoffstopfen oder Metallkappe)
ausgestattet sind (Abb. 1). Mit diesen ge-
schiittelten Bioreaktoren werden schon
seit vielen Jahrzehnten wichtige For-
schungsarbeiten durchgefiihrt. Der erste
Einsatz von Schiittelkolben geht wahr-
scheinlich auf den Anfang dieses Jahr-
hunderts zuriick. 1933 waren es dann
Kluyver und Perquin [1], die mit Schiit-
telkolben die ersten Submersfermenta-
tionen von Pilzen durchfiihrien, die zu-
vor nur in Oberflichenkultur gezogen
worden waren. Heutzutage werden in
den Forschungslabors der groBen in der
Biotechnologie titigen Unternehmen
jéhrlich ca. 10000-100 000 Versuche im
Schiittelkolben unternommen. Diese Bi-
oreaktoren werden fiir Arbeiten verwen-
det, die zur Identifizierung vielverspre-
chender Produktionsorganismen, zur
Medienentwicklung, zur Aufklirung der
Stoffwechselwege mikrobieller Kulturen
und zur Untersuchung erster Betriebspa-
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rameter (Animpfverhilnis, pH- und Tem-
peraturoptima, Kulturzeit usw.) dienen.

Obwohl geschiittelte Bioreaktoren
sehr héufig eingesetzt werden und mit
ihnen die fiir die spédtere Eniwicklung
enischeidenden Weichstellungen erfol-
gen, existierten bisher keine geeigneten
Online-MeBméglichkeiten. Grundsétzlich
muB bei einer neu zu entwickelnden
MeBtechnik sichergestellt sein, daf
durch die Messungen die Hydrodynamik
im Kolben und damit die Kulturbedin-
gungen nicht beeinfluBt werden, da
sonst die Vergleichbarkeil zu den Ver-
suchsergebnissen in normalen Kolben
nicht mehr gegeben wiire. Die Verwen-
dung von Sensoren, die in die Kulturfliis-
sigkeit eintauchen, verbietet sich daher
von selber.

Der Erfolg der Schiittelkolben liegt in
ihrer einfachen Handhabbarkeit. Jede
Online-MeBtechnik, auch wenn sie noch
so einfach ist, wird den Arbeitsaufwand
beim Massenscreening mit Schiittelreak-
toren jedoch unweigerlich erhdhen. Bei
Versuchen mit nur wenigen Kolben spielt
das keine Rolle. Es wiire aber illusorisch,
auch beim Massenscreening mit vielen
Dutzenden von Kolben jeweils eine On-

Abb. 1: Vergleich eines normalen Schiittelkolbens mit einem MeBkolben
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Abb. 2: FlieBbild der MeBanlage mit zwei
angedeuteten MeBkolben

line-MeBtechnik einsetzen zu wollen.
Dieses ist, wie bereits vorliegende Erfah-
rungen zeigen, allerdings auch nicht not-
wendig. Die Empfehlung fiirs Massen-
screening geht vielmehr dahin, daB
parallel zu einem groBen Versuchsansatz
mit vielen normalen Kolben ausgewihlte
besonders interessante Versuchsbedin-
gungen in einer Online-MeBanlage mit-
laufen. Die online parallel gemessenen

Kolben wiirden quasi die Eckpfeiler des |

Hauptversuchansatzes reprisentieren.
Die absolute Vergleichbarkeit der Kul-
turbedingungen in der MeBanlage und in
den normalen Schiittelkolben ist daher
ein ganz wesentliches Element dieses
Konzeptes.

MeBanlage und -methode

Die Forderung nach dquivalenten Kulti-
vierungsbedingungen fiir die Mikroorga-
nismen in normalen Schiittel- und in
MeBkolben stand bei der Entwicklung
unserer Anlage an erster Stelle. Aus die-
sem Grund wurde der Mefkolben so ge-
staltet (Abb. 1), daf} er im unteren Teil, in
dem sich die Fliissigkeit befindet, geome-
trisch einem mnormalen Schiiltelkolben
absolut entspricht. Weiterhin wurde eine
Methode entwickelt, die es ermdoglicht,
allein aus der Anderung des Sauerstoff-
partialdrucks im Gasraum des MeBkol-
bens (keine eintauchende Sonde) die
Sauerstofftransferrate  zu bestimmen.
Somit wird eine mit dem normalen
Schiittelkolben vergleichbare Hydrody-
namik im MeBkolben erreicht. Eine
zweite MaBnahme zur Sicherstellung
dquivalenter Kultivierungsbedingungen
bezieht sich auf die Gaszusammenset-
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zung oberhalb der Kulturfliissigkeit. In
einem normalen Schiittelkolben ist diese
Gaszusammensetzung abhingig vom Dif-
fusionswiderstand der Sterilbarriere
(z. B. Wattestopfen) und von der At-
mungsaktivitit der Mikroorgansimen.
Beriicksichtigt man beide Aspekie, so
kann mit einem mathematischen Modell
die Gaszusammensetzung in einem nor-
malen Schiittelkolben berechnet werden.
Die Einhaltung dieser Gaszusammenset-
zung mul} auch in den Kolhen der MeB-
anlage sichergestellt werden. Anhand
der Abbildung 2, die das FlieBbild des
MeBsystems darstellt, sollen MeBme-
thode und -anlage vorgestellt werden.
Wihrend einer Fermentation wird
kontinuierlich ein sich wiederholender
MeBzyklus durchlaufen, der in eine MeB-
und eine Spiilphase unterteilt ist. In der
Spiilphase sind das Ein- (V1) und Aus-
laBventil (V2) gedffnet und der MeBkol-
ben wird mit Gas durchsirémt, das von
einer Gasmischbatterie aufbereitetet
wird. Mit der Gasmischbatterie wird die
korrekte Gaszusammensetzung (siehe
oben) eingeregelt. Die Filter (F1) und
(F2) sorgen fiir sterile Bedingungen im
Kolben. Zu Beginn der MeBphase wer-
den das Ein- und AuslaBiventil des Mep-
kolbens geschlossen. Die anhaltende At-
mungsaktivitit der Mikroorganismen
fithrt zur Verdnderung des Sauerstoff-
partialdruckes im Gasraum des MeBkol-
bens. Aus der Partialdruckiinderung, die
mit Hilfe eines Sauerstoffsensors erfaBt
wird, bestimmt der angeschlossene
Rechner  die  Sauerstoffiransferrate
(OTR) im MeBkolben. AnschlieBend wer-
den die Ventile (V1) und (V2) wieder
geoffnet und die nichste Spiilphase be-
ginnt. Eine spezielle Kalibriertechnik
stellt sehr gut reproduzierbare Messun-
gen sicher. Eine modulare Gestaltung der
MeBanlage erméglicht, daB auf einem
Schiitteltablar viele MeBkolben parallel
betrieben werden konnen. Die MeBan-
lage wird derzeit vom Lehrstuhl fiir Bio-
verfahrenstechnik (RWTH Aachen) und
die Firma HiTec Zang (Herzogenrath) fiir
den kommerziellen Einsatz entwickelt.

Anwendung

Die Kurvenverldufe der Sauerstofftrans-
ferraten (OTR) von Kulturversuchen so-
wohl aus geriihrten als auch aus ge-
schiittelten Bioreaktoren miissen
natiirlich interpretiert werden. Mit etwas
Erfahrung lassen sich aus den zeitlichen
Verldufen der Sauerstofftransferrate und
durch den Vergleich der Daten aus un-
terschiedlichen MeBkolben sehr viele
auBerordentlich niitzliche Informationen
iiber die untersuchten biologischen Sy-
steme ziehen. Die neue Qualitit besteht
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darin, daB mit der beschriehenen MeB-
anlage diese Informationen zu einem
sehr frithen Zeitpunkl der Forschung
bzw. der BioprozeBentwicklung mit rela-
tiv geringem Aufwand und in vielen Re-
aktoren gleichzeitig anfillt.

Fiir eine grofle Anzahl sehr unter-
schiedlicher Kultursysteme, von tieri-
schen und pflanzlichen Zellkulturen bis
zu pilzlichen und stark atmenden bakte-
riellen Systemen, liegen bereits Erfah-
rungen vor. Anhand folgender Auswahl
von drei Beispielfermentationen soll der
Nutzen der neuen MeBanlage verdeut-
licht werden. Alle drei Beispiele bezie-
hen sich auf KolbengréBen von 250 mL
Nennvolumen.

Saccharomyces cerevisiae

Die Hefe Saccharomyces cerevisiae
gehirt zu den am besten untersuchten
Mikroorganismen. Die Abbildung 3 zeigt
den Verlauf der Sauerstofftransferrate
wilhrend einer Fermentation der Hefe im
Schiittelkolben. Als Medium wurde Glu-
cose (1%), Pepton (0,5%) und Hefe-
extrakt (0,5%) eingesetzt. Die Mikroor-
ganismen wurden bei einer Temperatur
von 30 °C auf einer Schiittelmaschine mit
200 U/min und einem Schiitteldurchmes-
ser von 5 cm kultiviert.

Anhand der Sauerstoffiransferrate
(OTR) ldBt sich erkennen, daB die Hefe
ohne Verzégerungsphase anfingt Sauer-
stoff zu verbrauchen. Nach ca. 7 Stunden
ist simtliche Glucose von der Hefe umge-
setzt worden. Der darauffolgende An-
stieg der Sauerstofftransferrate zeigt an,
daB die Hefe nun auf eine andere Koh-
lenstoffquelle umschaltet und diese un-
ter hoherem Sauerstoffverbrauch konsu-
miert. Nach einer Fermentationszeit von
15 Stunden weist der steile Abfall der
Sauerstoffiransferrate auf den vollstin-
digen Verbrauch aller nutzbaren Kohlen-
stoffquellen hin.

Ein ganz dhnlicher Kurvenverlauf der
Sauerstoffiransferrate wurde z.B. von
Kédppeli [2] publiziert. Alle bisherigen
Verdffentlichungen beziehen sich aber
auf Untersuchungen in Fermentern, die
mit einer Abgasanalytik ausgestattet wa-
ren. Aus den Kurvenverldufen kann ge-
schlossen werden, daB im ersten Zeit-
raum Glucose, die zunichst in einer
hohen Konzentration vorliegt, von der
Hefe aufgrund des Crabtree-Effektes zu
Kohlendioxid (respirativer Glucose-Ab-
bau) und Ethanol (fermentativer Glu-
cose-Abbau) verstoffwechselt wird. Ist
die Glucose aufgebraucht, stellt die
Hefe ihren Stoffwechsel um und ver-
braucht den zuvor produzierten Ethanol,
bis auch dieser vollkommen umgesetzt
ist.
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Abb. 3: Zeitlicher Verlauf der Sauerstofftransferrate und der Glucosekonzentration einer Kultur der

Hefe Saccharomyces cerevisiae

Botrytis cinerea

Der Pilz Botrytis cinerea spielt im Wein-
bau eine groBe Rolle. In der Wachstums-
und frithen Reifephase der Weintrauben
werden diese bei Befall durch Botrytis ci-
nerea stark geschidigi. In einer spiten
Reifephase dagegen kann der Pilz durch-
aus erwiinscht sein, da die Weintrauben
durch die Aktivitit des Pilzes schrump-
fen und sich dadurch der Zuckergehalt
erhéht. Dies fiihrt zu der Erzeugung von
edlen Ausleseweinen mit hohem Ochsle-
grad.

100 mL eines komplexen Basismedi-
ums wurde mit Pilzsporen (103 /mL) von
Botrytis cinerea angeimpft und bei 18 °C
und 180 U/min auf einer Schiittelma-
schine mit 2,5 em Schiitteldurchmesser
kultivieri. Der Kurvenverlauf der At-
mungsrate ist in Abbildung 4 rot darge-

stellt. Zunichst ist bemerkenswert, daB
das allgemeine Atmungsniveau des lang-
sam wachsenden und Stoffwechsel be-
treibenden Pilzes sehr gering ist. Die vor-
gestellte MeBanlage liefert aber auch auf
diesem niedrigen Niveau zuverlissige
MeBdaten. Die Atmung des Pilzes auf
dem Basismedium setzt bei diesem Ver-
such nach ca. 20 Stunden schwach ein
und steigt nach ca. 60 Stunden stark an.
Das scharfe Abknicken der Atmung bei
etwa 75 Stunden ist typisch fiir eine
plotzlich einsetzende Limitierung. Eine
Inhibierung durch ein gebildetes Produkt
oder Nebenprodukt wiirde zu einem all-
méhlichen Abflachen des Anstieges
fiihren. Da die Atmung aber nicht auf
sehr kleine Werte zuriickgeht, sondern
sich auf einem mittleren Niveau einpe-
gelt, ist mit Sicherheit auch nach 75

| Stunden noch eine Kohlenstoffquelle vor-
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Abb. 4: Zeitliche Verlaufe der Sauerstofftransferraten von Kulturversuchen mit dem Pilz Botrytis cinerea
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Abh. 5: Zeitliche Verldufe der Sauerstofftransferraten von Kulturversuchen mit der Hefe Hansenula

polymorpha

handen. Denkbar ist eine Wachstumsli-
mitierung durch ein essentielles Substrat
oder eventuell das Umschalten von einer
bevorzugten Kohlenstoffquelle auf eine
sehr viel schlechter abbaubare. Interes-
santerweise firben sich die bis zu die-
sem Zeitpunkt (75 Stunden) gebildeien
auch mit dem Auge sichtharen, weiBlich
durchsichtigen Pellets nun schwarz, was
auf eine Sporenbildung zuriickzufiihren
ist. Um die angenommene Limitierung
aufzukldren, wurde in Parallelansiitzen
dem Basismedium verschiedenste Zu-
siitze beigemischt (Kurvenverlidufe nicht
alle dargestellt). Wie Abbildung 4 (blaue
Kurve) zeigt, konnten Magnesium-lonen
als limitierend identifiziert werden. In ei-
nem nicht dargestellten Versuch wurden
Sulfat bzw. die Schwefelquelle als limitie-
rende Komponente ausgeschlossen. Die
Atmung steigt bei Zugabe von Magnesi-
umsulfat auf ein viel héheres Niveau an,
pegelt sich jedoch anschlieBend nach ei-
nem Abfall ebenfalls auf ein mittleren
Wert ein. Es scheint also eine weitere Li-
mitation zu greifen, die allerdings noch
nicht weiter untersucht wurde.

Hansenula polymorpha

Die methylotrophe Hefe Hansenula poly-
morpha weist besonders giinstige Eigen-
schaften fiir die Produktion wirtschafi-
lich  interessanter  Proteine  auf.
Folgerichtig wurden basierend auf die-
ser Hefe Produktionssysteme fiir Serum-
proteine, Impfstoffe und andere thera-
peutisch  und  industriell —wichtige
Substanzen etabliert [3]. Zusammen mit
der Firma Rhein Biotech GmbH (Diissel-
dorf) untersuchen wir mit Hilfe der be-

schriecbenen MeBanlage die Kultivie-
rungsbedingungen rekombinanter
Stémme dieser Hefe. Eine Messung der
Uracil-auxotrophen  Ausgangsstimme
fiir die gentechnischen Arbeiten an Han-
senula, bei der die Konzentration der
Pyrimidinbase Uracil und das Fiillvolu-
men der Kolben verdndert wurde, ist in
der Abbildung 5 dargestellt. Es wurde
ein definiertes synthetisches Medium mit
Glycerin als einziger Kohlenstoffquelle
verwendet. Gearbeitet wurde bei 37°C
mit einer Schiittelfrequenz von 300
U/min bei einem Schiitteldurchmesser
von 2,5 cm.

Alle drei Kulturen in Abbildung 5 zei-
gen zunichst einen identischen Anstieg
der Sauerstofftransferrate. Nach 12
Stunden hat der MeBkolben mit 30 mL
Inhalt und einer Uracil-Ausgangskon-
zenlration von nur 20 mg/L sein Maxi-
mum der Sauerstofftransferrate erreicht.
Die Atmung verharrt aber insgesamt auf
einem relativ hohem Niveau, bis sie nach
ca. 30 Stunden endgiiltig auf sehr kleine
Werte absinkt. Dieses {ypisches At-
mungsverhalien wurde in vielen Versu-
chen reproduziert. Das Integral unter
diesen Kurven fiihrt zu einem Gesamt-
sauerstoffverbrauch, der unter Beriick-
sichtigung der Biomassebildung sehr
schén mit der theoretischen Stéchiome-
trie des Wachstums auf der Kohlenstoff-
quelle Glycerin iibereinstimmt. Das Ende
der Fermentation nach ca. 30 Stunden
ist also mit an Sicherheit grenzender
Wahrscheinlichkeit auf den vollstindigen
Verbrauch des Glycerins zuriickzu-
fithren. Unklar ist jedoch zunichst die
Ursache fiir das Stagnieren der Atmung
nach ca. 12 Stunden. Eine Sauerstoffli-
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mitierung kommt aufgrund des insge-
samt niedrigen Sauerstofftransferraten-
Niveaus nicht in Betracht. Der Grund fiir
das in Abbildung 5 gezeigte Atmungsver-
halten kann also nur in der Limitierung
durch ein fiir das Wachstum, nicht aber
fiir den sonstigen Stoffwechsel essentiel-
len Substrates liegen. Zusétzliche Gaben
an Vitaminen und komplexen Peptonen
fiihrten zu keiner Anderung (Kurven
nicht dargestellt). Wie ein Vergleich der
griinen mit der blauen Kurve in Abbil-
dung 5 zeigt, sind die Kulturen bei nur
20 mg/L. Uracil-limitiert. Vermutlich ist
unter diesen Bedingungen nach 12 Stun-
den das Wachstum beendet und in der
Zeit bis 30 Stunden findet nur noch Er-
haltungsstoffwechsel statt. Bei einer
doppelten Uracil-Anfangskonzentration
von 40 mg/l. werden Atmungsraten von
ca. 0,023 mol/L/h erreicht. Nach einem
Verharren der Atmung auf etwa gleich-
bleibendem Niveau fillt diese nach ca.
22 Stunden aul sehr kleine Werte. Das
Integral unter dieser Sauerstofftransfer-
ratenkurve 1Bt wieder auf einen voll-
stindigen Verbrauch des Glycerins zu
diesem Zeitpunkt schlieBen. Durch die
Reduktion des Fiillvolumens von 30 auf
20 mL bei 40 mg/L. Uracil kann schlief3-
lich noch nachgewiesen werden, daf bei
30 mL eine leichte Sauertofflimitierung
auftritt und dadurch das etwa 8 Stunden
dauernde gleichbleibende Atmungsni-
veau von ca. 0,023 mol/l/h bei der
blauen Kurve zu erkliren ist. Bekannter-
weise steigt die maximale Sauerstoff-
transferrate bei sonst gleichen Bedin-
gungen mit sinkendem Fiillvolumen. Bei
der (roten) Kultur mit 40 mg/L Uracil und
20 mL Fiillvolumen tritt gar kein Plateau
der Atmungsrate mehr auf. Das Integral
unter dieser Sauerstoffiransferraten-
kurve deutet auf einen vollstindigen Gly-
cerinverbrauch nach ca. 21 Stunden hin.
Bei dieser Kultur diirfte daher weder
eine Uracil- noch eine Sauerstofflimita-
tion aufgetreten sein.

Fazit

Diese drei Beispiele zeigen sehr schon,
wie viel Informationen aus wenigen ge-
schickt  geplanten  parallen  Ver-
suchsanséizen und einer Interpretation
der sich ergebenden Sauerstoffiransfer-

ratenkurven gezogen werden konnen,
ohne daBl auch nur eine Probe genom-
men und irgendwelche Offline-Analysen
durchgefiihrt werden. Die Interpretation
bzw. entwickelten Hypothesen konnen
anschlieBend in gezielten Versuchen mit
Probenahmen und entsprechenden Ana-
lysen verifiziert bzw. falsifiziert werden.
Sowohl Medien- als auch Schiittelbedin-
gungen kinnen mit der wvorgestellten
MefBanlage zu einem sehr friithen Zeit-
punkt der BioprozeBeniwicklung sehr sy-
stematisch optimiert werden. Aber auch
fiir  Biotechnologen/-verfahrenstechni-
ker, die mit dem Scale-up von Biopro-
zessen befalit sind, konnen die mit der
vorgestellten Anlage gemessenen Sauer-
stofftransferraten sehr hilfreich fiir die
MaBstabiibertragung sein.
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