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Entwicklung eines neuartigen, nicht invasiven
In-situ-Kombi-Sensors zur Uberwachung des
metabolischen Zustands von Kultivierungs-

prozessen (ISICOM)

Die Herausforderung

Biotechnologische Prozesse sind komple-
xe Mehrphasenprozesse, deren ganzheit-
liche Beschreibung nur mit erheblichem
Zeit- und Kostenaufwand maglich ist. Zu-
dem erfordern der steigende Pharma-
zeutikabedarf sowie steigende Qualitats-
anforderungen in der Pharmazie- und Le-
bensmittelbranche eine Steigerung von
Effizienz und Verlisslichkeit der Uberwa-
chung und Regelung mehrphasiger bio-
technologischer Prozesse. Um solche Pro-
zesse sicher und effizient zu gestalten,
bedarf es Sensoren, die den Prozess- und
insbesondere den Zellzustand moglichst
nicht-invasiv und in situ erfassen. Diese
Sensorkonzepte zur nicht-invasiven Echt-
zeiterfassung metabolischer  Aktivitat
existieren bisher nicht.

Die Innovationsidee

Ziel des Projekts war die Entwicklung ei-
nes In-situ-Kombi-Sensors, der durch si-
multane Messung von Biomassekonzen-
tration und pO,-Wert in einer kurzzeitig
abgeschlossenen Kammer den O,-Ver-
brauch als Indikator des Zellzustands
wahrend der Kultivierung online ohne

Probenahme ermittelt. Das Konzept des
Sensors sollte auf der Miniaturisierung
der dynamischen Methode beruhen: In
einer Messkammer sollte ein fiir das ge-
samte Kulturzellvolumen definiertes und
reprasentatives, zeitlich segmentiertes
Volumenelement vom Rest der Zellsus-
pension aus dem Reaktor isoliert und sau-
erstoffdicht abgeschlossen werden. Der
Sensor muss somit einen gasdichten Ver-
schluss einer moglichst kleinen Messkam-
mer garantieren. In der Messkammer
sollten dann Uber Sensoren basierend
auf Glasfaseroptik der pO,-Wert und die
Biomassekonzentration Uber eine inte-
grierte Streulichtoptode ermittelt wer-
den, umden O,-Verbrauch zu bestimmen.

Der Vorteil dieser Sensorkombination
ware, dass der Sensor bei gedffnetem
Messraum als konventionelle pO,- und
Streulichtoptode arbeiten kann und die
von diesen Sensoren ermittelten Werte
mit denen der Sensoren im Reaktor ab-
geglichen werden kénnen. Bei geschlos-
sener Messkammer ist die spezifische
Sauerstoffaufnahmerate der Zellen be-
stimmbar, ohne den Kultivierungspro-
zess zu beeinflussen oder eine Probe aus
dem Reaktor entnehmen zu missen.
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Das Programm ,,Industrielle Ge-

meinschaftsforschung” (IGF) ...

... fordert Studien zur industriellen Mach-
barkeit von Innovationsideen und be-
schleunigt so Technologietrends. Dazu
arbeiten Wissenschaft, Industrie und
Politik zusammen:

0 Das BMWi fordert vorwettbewerbliche,
innovationsorientierte Forschung mit
dem IGF-Programm.

1 Industrie und Wissenschaftler entwi-
ckeln Innovationsideen und geben
Projektimpulse.

2 AiF-Forschungsvereinigungen, wie die
F.0.M., finden Forschungspartner.

3 Wissenschaftler von je 1-3 Forschungs-
einrichtungen schreiben Forderantrage.

4 Industrieunternehmen beraten bei der
Entwicklung der Antrage.

5 Die Forschungsvereinigungen optimie-
ren die Qualitat der Vorhaben und der
Antrage und reichen die Antrage ein.

6 Die Arbeitsgemeinschaft industrieller
Forschungsvereinigungen (AiF) lasst die
Antrage durch Experten aus Industrie
und Wissenschaft begutachten.

7 Das BMWi finanziert die Forschungs-
kosten bis max. 275/525/750 T EUR.

8 Die Industrie teilt sich die Administra-
tionskosten.

9 Die Wissenschaftler der Forschungsein-
richtungen fuhren die Forschung durch.

10 Die Forschungsvereinigungen stellen
mithilfe von je 10-20 Unternehmen pro-
jektbegleitender Industrieausschiisse
mit mindestens 50 % KMU einen regen
Technologietransfer bis hinein in die
Branchen sicher.

11 Die Industrie sorgt durch Bekundung
ihrer Interessen fir die Praxisrelevanz
der Forschung, steuert Industrieexperti-
se bei und validiert die Ergebnisse.

Gemeinsam starken wir die Innovations-
kraft des Mittelstands und den Fachkraf-
tenachwuchs in Deutschland.

Flr eine ausfihrlichere Fassung des Ab-
schlussberichts wenden Sie sich bitte an:
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Werderscher Markt 15, 10117 Berlin
0304140 21-39
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Die Ergebnisse

Der ISICOM-Sensor konnte erfolgreich
entwickelt werden: Die Messkammer
schlief3t ein definiertes Volumenelement
kurzzeitig und gasdicht ein, um dort den
pO,-Wert und die Biomassekonzentra-
tion simultan zu erfassen. Die simultane
Erfassung wurde durch die Implementie-
rung von zwei Messprinzipien im Sen-
sorkopf erreicht: Zur Ermittlung des pO,-
Werts wurden faseroptische Sensoren
genutzt, die die sauerstoffabhangige Flu-
oreszenz in den Sensorspots auf der Glas-
scheibe der dufleren Lichtleiterfiihrung
erfassen. Der dazugehorige Lichtleiter
wurde durch die innere Lichtleiterfiih-
rung von hinten genau dort an die Glas-
scheibe gefiihrt, wo der Sensorspot posi-
tioniert ist. Diese raumliche Trennung des
Sensorspots von der optischen Faser er-
moglicht ein Sterilisieren des Sensor-
kopfs, ohne die Sensorelektronik und die
temperaturempfindlichen Lichtleiter zu
zerstoren. Die Biomassebestimmung er-
folgt optisch mittels Triibungsmessung
(180°-Streulicht). Hierfir wurde ein wei-
terer Lichtleiter mit dem inneren Sensor-
stempel an die Glasscheibe gefiihrt, der
das rickgestreute Licht und damit die
Tribung in der Kammer direkt durch die
Glasscheibe misst.

Die spezifische Sauerstoffaufnahmerate
(gOUR) von Bakterien- (E. coli), Hefe- (K.
phaffi) und Tierzell- (Chinese Hamster
Ovary-/CHO-)Kultivierungen konnte mit
dem Sensor erstmalig online in situ be-
stimmt und der metabolische Zustand
der Zellen Uber den gesamten Kultivie-
rungsprozess ohne Probenahme er-
schlossen werden. Somit waren Riick-
schlisse auf die Anlaufphase des Popula-
tionswachstums (,,Lag-Phase”), die Ande-
rungen des metabolischen Zustands und
die Produktivitat der Zellen moglich.

Die qOUR-Bestimmung war mit dem
ISICOM-Sensor jedoch nur fir geringere
Zelldichten mit einer resultierenden
gOUR bis zu 20 mmol/I/h) méglich. Fir

hohere Zelldichten erwies sich die Sauer-
stoffsensorik als zu langsam. Dennoch
konnten auch bei hohen Zelldichten be-
reits durch die Online-Bestimmung der
Biomasse wichtige Informationen gewon-
nen werden.

Die Verwertung

KMU-Nutzen

Biotechnologische Prozesse finden eine
breite Anwendung in der (Bio-)Pharma-
zeutika- und Lebensmittelbranche. Wah-
rend viele der in der Lebensmittelbran-
che tatigen Unternehmen KMU sind,
steigt mit steigendem Bedarf an Pharma-
zeutika auch der Bedarf an neuen Sen-
sorkonzepten, die von KMU entwickelt
und geliefert werden kdnnen. Fir eine
zuverlassige Produktion werden Prozess-
analysatoren zur Prozessiiberwachung
und -regelung bendtigt. Der ISICOM-Sen-
sor kann hier entscheidende Informa-
tionen zur Prozessoptimierung und -aus-
legung liefern: Bei der Prozessiiberwa-
chung ist mit dem Sensor eine friihzei-
tige Fehlchargenerkennung und optima-
le Endpunktbestimmung mdglich, sodass
Ressourcen eingespart werden kdnnen.
Zudem kann durch den Online-Einsatz
des Sensors bei Bedarf gezielt wahrend
der Produktion in den Prozess eingegrif-
fen werden. In der Prozessentwicklung
kénnen durch den Einsatz des ISICOM-
Sensors Entwicklungszeit und somit Ent-
wicklungskosten eingespart werden.

Umsetzung

Im direkten Anschluss an das Projekt
wurde der ISICOM-Sensor bei einem Un-
ternehmen zur Online-Uberwachung
zweier Batch-Hefekultivierungen (von
Saccharomyceten und Non-Saccharomy-
ceten) eingesetzt. Obwohl die Zelldich-
ten zu groll waren, um die spezifische
Sauerstoffaufnahmerate zu bestimmen,
konnten anhand der online-bestimmten
Zellzahlen neue Erkenntnisse Uber den
industriellen Produktionsprozess gewon-
nen und der Produktionsprozess opti-
miert werden.
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Prinzip der dynamischen Methode zur Bestimmung der Sauerstoffaufnahmerate (OUR).



