RAMOS
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(Respiration Activity MOnitoring System)

Online-Messung der Atmungsaktivitdten biologischer Kulturen in geschiittelten Bioreaktoren

In messtechnisch hochaufgeriisteten
geriihrten Bioreaktoren (Volumen >
1L) gehirt die Erfassung der At-
mungsaktivitit biologischer Kultu-
ren, reprisentiert durch die Sauer-
stofftransferrate (OTR), die
Kohlendioxidtransferrate (CTR) und
den Respirationsquotient (RQ), schon
lange zum Stand der Technik. In ge-
schiittelten Bioreaktoren ermoglicht
erstmals die neu entwickelte Messan-
lage ,RAMOS™ (siehe Abb. 1), wie in
Bioforum 4/99 berichtet, die Online-
Ermittlung der Sauerstofftransfer-
rate (OTR). Die Weiterentwicklung
von RAMOS in Kooperation mit der
Firma HiTec Zang GmbH (Herzogen-
rath) erlaubt nun zusiitzlich die Be-
stimmung der Kohlendioxidtransfer-
rate (CTR) respektive des
Respirationsquotienten (RQ). Damit
stellt RAMOS dem Anwender charak-
teristische GréBen seines Bioprozes-
ses online zur Verfiigung, die es ihm
ermiglichi Riickschliisse auf den
Metabolismus des mikrobiologischen
Systems und die Kulturbedingungen
zu ziehen.

Einfiihrung

In der Ausgabe Bioforum  4/99
(S. 182-186) haben wir bereits aul die
Bedeutung der Sauerstofftransferrate
(OTR) fiir die Prozessbheobachtung hinge-
wiesen und eine Messanlage zur Online-
Bestimmung dieser Sauerstofftransfer-
rate (OTR) unter sterilen Bedingungen in
geschiittelten Bioreaktoren vorgestellt.
Die Musterverliufe in Abbildung 2
zeigen eine kleine Auswahl der Auswir-
kungen biologischer Phianomene auf die
Sauerstolfiransferrate. Bild 1 stellt den
typischen Verlaul der Sauerstofftransler-
rate bei unlimitiertem Wachstum einer
Kultur auf Minimalmedium mit nur einer
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Abb. 1: RAMOS (Respiration Activity MOnitoring System), mit acht Messkolben und sechs normale
Schiittelkolben fiir die Probennahme auf einem Standardschiitteltablar, in der Mitte des Tablars befin-
den sich die Ein- und Auslassventile und die Steuerungselektronik

Kohlenstoffquelle dar. Die Sauerstoff-
transferrate nimmt exponentiell analog
zur Biomassebildung zu. Danach fillt die
Sauerstoffiransferrate steil ab. Dieses
rapide Absinken der Sauerstoffiransfer-
rate ist ein charakteristisches Merkmal
fiir die Erschipfung der Kohlenstoff-
quelle, bzw. der daraufhin eingestellten
Atmung der Mikroorganismen. Durch Li-
mitierungen (Bild 2, 3), Inhibitionen (Bild
4) und diauxisches Wachstum (Bild 5)
entstehen jeweils charakteristische ah-
weichende Verlidufe der Sauerstofftrans-
ferrate (OTR), aus denen man auf die Ur-
sachen der Verldufe schlieBen kann.

In den folgenden Abschnitten wird
eine Weiterentwicklung der Anlage vor-
gestellt: Die Online-Messung der Kohlen-
dioxidiransferrate (CTR), respektive des
Respirationsquotieniens (RQ).

Messanlage und -methode

Anhand Abbildung 3 soll die Messanlage
und die MeBmethode niher erldutert

werden. Wihrend eines Kullurversuches
in den Schiittelkolben wird kontinuier-
lich ein sich wiederholender Messzyklus
durchlaufen, der in eine Mess- und eine
Spiilphase unterteilt ist. In der Spiilphase
sind das Ein- und Auslassventil gedffnet
und der Messkolben wird mit Gas durch-
stromt, das von einer Gasmischhatterie
aufbereitetet wird. Filter im Einlass und
Auslass des Messkolbens sorgen fiir ste-
rile Bedingungen im Kolben. Zu Beginn
der Messphase werden das Ein- und
Auslassventil des Messkolbens geschlos-
sen. Die anhaltende Atmungsaktivitiit
der Mikroorganismen fiihrt zur Verinde-
rungen des Sauerstoff- und Kohlendio-
xidpartialdruckes im Gasraum des
Messkolbens. Aus den Partialdruckinde-
rungen, die mit Hilfe eines Sauerstoff-
und Kohlendioxidsensors erfasst wer-
den, bestimmt der angeschlossene Rech-
ner die Sauerstofl- (OTR) und Kohlendio-
xidtransferrate (CTR) und den
Respirationsquotienten (RQ) im Messkol-
ben. AnschlieBend werden die Ventile
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wieder gedffnet und der ndchste Messzy-
klus beginnt.

Anwendung

In der neuen Messanlage wurden bereits
mehrere biologische Systeme (Bakterien,
Pilze, tierische und pflanzliche Zellen, ...)
kultiviert. Exemplarisch soll hier am Bei-
spiel der Hefe Pichia stipitis der Nutzen
der Anlage fiir den Anwender erldutert
werden. Abbildung 4 zeigt den zeitlichen
Verlauf der Sauerstoffiransferrate (OTR)
giner Fermentation der Hefe Pichia stipi-
tis in einem 250 ml. Messschiittelkolben.
Nach einer kurzen Lag-Phase steigt die
Sauerstofftransferrate mit der Biomasse-
bildung steil an. Aus dem Anstieg der
Sauerstofftransferrate in dieser Phase
lisst sich die maximale Wachstumsrate
Hax Mit 0,54 1/h bestimmen. Nach etwa
6 Std. stagniert die Sauerstofftransfer-
rate und bildet ein Plateau bei einem
Wert von 0,018 mol/L/h. Dieser Verlauf

| der

Sauerstofftransferrate  entspricht
dem Musterverlauf in Abbildung 2.3 und
weist auf eine Sauerstofflimitierung der
Kultur hin. Das Plateau kennzeichnet die
maximale  Sauerstofftransferkapazitit
des Schiittelreaktors bei den gewéhlien
Kulturbedingungen. Das relativ niedrige
Niveau der Sauerstofftransferkapazitit
ist auf die geringe Schiittlerfrequenz von
100 Upm zuriickzufithren. Der steile Ab-
fall der Kurve nach ca. 21 Std. weist auf
die Erschiopfung der Kohlenstoffquelle zu
diesem Zeitpunkt hin und markiert da-
durch das Ende der Fermentation. Al-
leine aus dem zeitlichen Verlauf der Sau-
erstofftransferrate  (OTR) lassen sich
wichtige Informationen (Wachstumsrate,
Sauerstofflimitierung, Kulturdauer usw. )
ableiten. RAMOS bietet dem Anwender
aber seit neustem auch die Kohlendio-
xidtransferrate (CTR) und den Respira-
tionsquotienten (RQ) als Informations-
quelle online an, wie in Abbildung 4 zu
sehen ist.

Prof. Dr.-Ing. Jochen Biichs,
Dipl.-Ing. Tibor Anderlei; Lehrstuhl fiir
Bioverfahrenstechnik, RWTH Aachen

Die zusédtzlichen Daten (CTR, RQ) er-
lauben eine ganz neue Sichtweise der
Kultivierung von Pichia stipitis. Die Fer-
mentation der Hefe ldsst sich nun in drei
Phasen unterteilen, deren Bruttoreak-
tionsstdchiometrien in Abbildung 5 auf-
gefiihrt sind:
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Abb. 2: Auswirkungen von biologischen Phianomenen auf den Verlauf der
Sauerstofftransferrate (OTR)
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Abb. 3: Aufbau von RAMOS; Verlauf der Partialdriicke in der Mess- und
Spiilphase; vereinfachte Berechnungsformel von Sauerstofftransferrate
(OTR) und Kohlendioxidtransferrate (CTR), V,: Gasvolumen [mL], Vy:
Fliissigkeitsvolumen [mL], R: Ideale Gaskonstante [bar-L/mol/K], T: Tempera-
tur [K], Apm(cm],: Sauerstoff- (Kohlendioxid-) partialdruckdifferenz [bar],

At: Messzeit [h
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Abb. 4: Zeitliche Verlauf der Sauerstofftransferrate (OTR), Kohlen-
dioxidtransferrate (CTR) und des Respirationsquotienten (RQ)
wihrend einer Kultur von Pichia stipitis, Fiillvolumen 10 mL,
Schiittelfrequenz 100 Upm, Schiitteldurchmesser 50 mm, Tempe-
ratur 30°C, Medium: Komplexmedium mit 20 g/L Pepton, 10 g/L
Hefeextrakt und 20 g/L Glukose.

1) Glukose + O, === CO,+ Biomasse (RQ~1)
2) Glukose +0, ===p CO,+

3) Lanol + 0, === CQ,+ Biomasse (RQ=0,66)

Abb, 5: Stéchiometrische Grundlagen der drei Phasen der
Fermentation der Hefe Pichia stipitis
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1. Phase:

In den ersten 5 Std. verliuft die Kohlen-
dioxidtransferrate (CTR) annihernd pa-
rallel zur Sauerstoffiransferrate. In die-
ser Phase wird die Kohlenstoffquelle
Glukose vollstindig zu Biomasse und
Kohlendioxid oxidiert.

2. Phase:

Ab der 6. Std. stagniert die Sauerstoff-
transferrate aufgrund der Sauerstoffli-
mitierung. Die Kohlendioxidtransferrate
steigt wihrenddessen kontinuierlich bis
zur 9. Std. an. In diesem Zeitraum wird
dadurch mehr Kohlendioxid vom Mikro-
organismus produziert als Sauerstoff
aufgenommen. Dies fithrt zu einem Res-
pirationsquotienten, der bis auf 2,7 an-
steigt (sieche Abb. 4). In dieser Phase
schaltet die Hefe aufgrund der Sauerstoff-
limitierung parallel zur vollstdndigen
Oxidation der Glukose die Vergiirung zu
Kohlendioxid und dem Produkt Ethanol
hinzu, was stochiometrisch zu einem
Respirationsquotienten von gréBer 1
fiihrt.

3. Phase:

Nach ca. 10 Std. sinkt die Kohlendioxid-
transferrate steil ab und zeigt damit an,
dass die Kohlenstoffquelle Glukose ver-
braucht ist. Daraufhin fillt die Kohlen-
dioxidtransferrate auf einen Wert von ca.
0,01 mol/I/h unterhalb der Sauerstoff-
transferrate ab. Dies fiihrt zu einem Res-
pirationsquotient von ca. 0,6. Dies deutet
stochiometrisch auf die nun einsetzende
vollstéindige Oxidation des vorher produ-
zierten Ethanols zu Kohlendioxid und
Biomasse hin. Nach 21 Std. knicken
beide Kurven gleichzeitig ab und weisen
aul die Erschopfung der Kohlenstoff-
quelle Ethanol hin.

In Abbildung 6 sind die Analysener-
gebnisse (Konzentration von Glukose
und Ethanol) der Proben, die aus parallel
betriebenen Kolben entnommen wurden
dargestellt. Die Verliufe der Glukose-
und der Ethanolkonzentration verifizie-
ren die oben beschriebenen Fermenta-
tionsphasen.

Mit den zusitzlich aufgenommenen
Verldufen der Kohlendioxidtransferrate
(CTR) und des Respirationsquotienten
(RQ) wird die Information, die aus der
Sauerstofftransferrate (OTR) gewonnen
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Abb. 6: Zeitliche Verlauf der Sauerstofftransferrate, Kohlendioxidtransferrate, Glukose- und Ethanol-
konzentration wahrend einer Fermentation von Pichia stipitis, Fiillvolumen 10 mL, Schiittelfrequenz 100
Upm, Schiitteldurchmesser 50 mm, Temperatur 30°C, Medium: Komplexmedium mit 20 g/L Pepton, 10

g/L Hefeextrakt und 20 g/L Glukose

wurde, erginzt. Das diauxische Wachs-
tum der Hefe auf Glukose und Ethanol
und der Zeitpunkt der Erschépfung der
Glukose wurden erst mit Hilfe der Koh-
lendioxidiransferrate sichtbar.

Fazit

Mit RAMOS werden die Vorteile von ge-

schiittelten Bioreakioren (Parallelan-

siitze, kostengiinstig, einfache Handhab-

barkeit, ...) mit denen von geriihrten

Bioreaktoren (online Messtechnik) ver-

kniipft. Damit ist es nun méglich, in einer

friihen Phase der Forschung und Bio-

prozessentwicklung aus den Messdaten

extrem hilfreiche Riickschliisse auf die

Kultivierungsbedingungen und  den

physiologischen Zustand der Mikroorga-

nismen zu ziehen:

= Ermittlung geeigneter Bedingungen
fiir das konventionelle Massenscree-
ning (Versuchsdauer, Betriebsbedin-
gungen)

= Erkennung und Verhinderung von Li-
mitierungen (z. B. Sauerstoff) und In-
hibierungen

m Online-Verfolgung von mikrobiellen
Kulturen in Schiittelreaktoren

m Ermittlung von KenngréBen (OTR,
CTR, RQ, Py kia ... fiir ein sicheres
Scale Up

= Bilanzieren von Fermentationen
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