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Bioreaktoren simulieren Stoffwechselfunktionen

Modell eines wachsenden Bioreaktors / Von Manfred Sernetz

Der Entwicklung von Bioreaktoren mit immobilisierten Enzymen kommt heute in der Biotechnologie grofic Bedeutung zu fiir die Nutzu

biospezifischer enzymatischer Reaktionen fiir analytische und chemisch-technische Prozesse. Umgekehrt konnen die an Bioreaktoren zu be
obachtenden Phiinomene der Wechselwirkung von Reaktion und Transport aber auch zu einem besseren Verstiindnis strukturgebundener big,
chemischer Umsetzungen im Organismus verhelfen. Hierzu gehiren das Studium des FlieBgleichgewichts und des Wachstums in einem offeneu
System, die Untersuchung periodischer Vorgiinge im Stoffwechsel und die Analyse von Chaos und Ordnung in der Struktur des Organisml\
(JLU-FORUM 4, 1985). Solche Fragen lassen sich mit Modellreaktionen in Bioreaktoren simulieren und mit stoffwechselphysiologische“

Befunden bei Mensch und Tieren vergleichen.

Der Bioreaktor

Fiir die Untersuchung des reaktionskineti-
schen Verhaltens eines solchen, kontinuier-
lich arbeitenden Bioreaktors unter experi-
mentell vorgebbaren Wachstumsbedin-
gungen™ dient ein in der Arbeitsgruppe An-
gewandte Biochemie entwickelter Modell-
bioreaktor. Der spezielle Typ dieses Reak-
tors wird CSTR (Continuous stirred tank
reactor) genannt, da in ihm eine enzymati-
sche Reaktion bei stindigem Durchfluf} des
Substrats und unter intensivem Mischen
kontinuierlich aufrechterhalten wird.

Die Analyse von Umsetzungen in Bioreak-
toren erfordert zum Teil die Entwicklung
neuer Meltechniken und Steuerungen, um
die in ihm ablaufende heterogene Katalyse,
d.h. Umsetzung in einem Mehrphasensy-
stem, unter Variation der Betriebszustinde
erfassen und beschreiben zu kénnen. Dies
wird an diesem Reaktor mit zwei Verfahren
gezeigt, namlich mit der simultanen Mes-
sung des Gesamtumsatzes mittels Durch-
fluBfluorometrie und mit der Messung der
Umsatzverteilung iiber alle Einzelpartikel
der Trigergel-Suspension mittels Durch-
fluB-Impulsfluorometrie als dispersivem
MeBverfahren.

Im Bioreaktor (Bild 1 und 4) wird in einer
enzymatischen Reaktion ein gelostes Sub-
strat durch ein Enzym als Biokatalysator
umgesetzt, das auf einem Trigergel immo-
bilisiert ist. Der Biokatalysator liegt nichtin
freier Losung vor, sondern ist kovalent an
eine feste Phase gebunden. Die Reaktion
zwischen Substrat und Enzym erfolgt also
in der stationdren Phase, ndmlich an der du-
Beren und inneren Oberfliche des als Tri-
germatrix in Perlform dienenden pordsen
Gels (Bild 2). Bei einem gegebenen Gehalt
des Reaktors an diesen Enzymgelpartikeln,
bei gleichméBiger Zufiihrung der Substrat-
16sung und bei turbulenter Mischung durch
Rithrung wird kontinuierlich das ge-
wiinschte Produkt gebildet, dessen Bil-
dungsgeschwindigkeit im Auslauf des Re-
aktors als Funktion der Versuchsvariablen
gemessen werden kann.

In unserem Fall wurde das Enzym f-Galac-
tosidase an ein oxiranaktiviertes, makropo-
roses, perlfomiges Polymethacrylamidgel
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Bild 1: Schema der Prozefisteuerung des Bio-
reaktors mit integraler und dispersiver Um-
satzmessung.

(Eupergit C) gebunden (Bild 3). Natiirli-
ches Substrat der f-Galactosidase ist der
Milchzucker, der in Glucose und Galactose
gespalten wird. Im Reaktor bieten wir der
f-Galactosidase jedoch ein sogenanntes
fluorogenes, kiinstliches Substrat an, das ei-
ne besonders empfindliche fluorometrische
Meftechnik ermdglicht. Fluorogene Sub-
strate sind Verbindungen, hier Galactoside,
die selbst farblos sind, aber bei der enzyma-
tischen Spaltung fluoreszenzfithige Produk-
te liefern. Als fluorogenes Substrat dient
hier das von uns synthetisierte Resorufinga-
lactosid, das nach Spaltung durch die im-
mobilisierte f-Galactosidase das rotfluores-
zierende Resorufin als Produkt liefert.

Bild 3: Schema der fluorogenen Mefireakti-
on der Umsetzung durch das an der Tréiger-
gelpartikel kovalent gebundene Enzym -Ga-
lactosidase.
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Integrale und dispersive Messung

Der Gesamtumsatz des Reaktors wird kon_
tinuierlich und in konventioneller Weise, al,
so integral aus der Konzentration des Pro,
dukts und dem Volumenstrom im Auslaul‘
des Reaktors bestimmt, der durch dig
DurchfluBkiivette eines Spektralfluorome,
ters geleitet wird (Bild 4). Dieser UmsaQ
stellt die Summe aus den individuellen Bej,
triigen aller im Reaktor dispergierten Ep,
zymgelpartikeln dar. Da sich diese Partj,
keln jedoch in ihrer Gréfle und Enzymbelg,
dung und damit im individuellen Umsa[‘<
sehr unterscheiden konnen, ist es wiin,
schenswert, auch die Verteilung der die Par,
tikeln charakterisierenden GroBen zu ken,
nen. Die konventionelle Umsatzmessun,
kann dariiber jedoch keine Information lig_
fern. Die Untersuchung von Partikelsus
pensionen hinsichtlich etwa Anzahl, Dich
te, GroBenverteilung, Enzymbeladung ode,
Umsatz erfordert neue, dispersive MeBver,
fahren, welche gestatten, Melldaten der in,
dividuellen Partikeln und ihre Verteilung pa)
erfassen. Hierfir wurde erstmals das bisher
vorwiegend in der Medizin und Biologie zy,
automatischen und schnellen Diagnostik
von Zellen in Suspension entwickelte Ve,
fahren der DurchﬂuB-Impulsﬂuorometri\\
auf die Analyse der Partikelsuspension ej,
nes Bioreaktors iibertragen. Bei diesem dis.
persiven Verfahren (Bild 4 und 5) wird dig
zu untersuchende und fluoreszenzmarkier
Partikelsuspension in einer Kapillare mit ¢,
nem Mantelstrom umhiillt und hydrodyna,
misch fokussiert, sodal} die Partikeln in ei,
nem sehr feinen Flissigkeitsfaden einzely
hintereinander und in schneller Folg
(~1000s) durch den Anregungsstrahl e,

nes Lasers gefithrt werden. Hier erzeuge)
sie Lichtblitze, die zum einen als Streulicht,

impulse dem Partikelvolumen und zum an

deren als Fluoreszenzimpulse der Meng

des Fluorochroms pro Partikel proportio.

nal sind.

Die Streulicht- und Fluoreszenzimpuls

werden elektronisch gezihlt, tiber Vielka

nalanalysatoren simultan nach GroBBe sor.

tiert und liefern so die Partikeldichte und

die mehrparametrigen ImpulsgroBenvertel

lungen der Suspension. Damit kann z.B
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Bild 2: Mikroaufnahmen der Trégergelkugeln Eupergit C ( Réhm), a) Rasterelektronenmikroskopie zur Darstellung der Oberflichenstruk tur
des trockenen Gels ( Durchmesser ca. 0,1 mm), b und ¢) Interferenzmikroskopie zur Messung der Homogenitdit und der Porenradienverteilung

des gequollenen Gels.

durch Fluoreszenzmarkierung der f-Galac-
tosidase mit Fluoresceinisothiocyanat die
Verteilung der Enzymbeladung im Triiger-
gel fluorometrisch bestimmt werden.

Bei der Messung von Fluoreszenzimpulsen
der Enzymtrigerpartikeln mufl man unter-
scheiden zwischen statischen, konstanten
Fluoreszenzfirbungen, die man an entnom-
menen Proben zu beliebiger Zeit messen
konnte, und dynamischen, zeitabhiingigen
Fluoreszenzfirbungen, die unterschiedlich
analysiert werden miissen. Bei der Hydroly-
se des fluorogenen Substrats Resorufinga-
lactosid durch die immobilisierte f-Galac-
tosidase entsteht das fluoreszierende Pro-
dukt Resorufin in dem pordsen Trigergel,
aus dem es wieder herausdiffundiert. Der
momentane Produktgehalt einer Partikel
stellt das FlieBgleichgewicht aus dem Ein-
diffundieren des Substrats und dem Ausdif-
fundieren des Produkts dar. Diese Art von
Fluoreszenzfirbung ist also zeitabhiingig
und die Messung des Umsatzes in Partikeln,
und seine Verteilung mull daher unmittel-
bar am Reaktor erfolgen.

Dafiir war es notwendig, eine neue Mel3-
sonde fir die kontinuierliche Durchfluf3-
Impulsfluorometrie zu entwickeln (Bild 5).
Diese Mefsonde ist durch eine besondere
optische Anordnung und ein neues Verfah-
ren der Mantelstromtechnik gekennzeich-
net. Der MeBkopfist vom Impulsfluorome-
ter getrennt. Die optische Kopplung mit
dem MelBgerit erfolgt tiber Lichtleiter so-
wohl fiir die Anregung durch den Laser als
auch fiir die MeBimpulsleitung. Ein Ellip-
soidspiegel ermoglicht eine empfindliche
Impulsaufnahme mit hoher Apertur zwi-
schen dem Anregungsfokus des Lasers und
dem Eingangsfokus des MebBlichtleiters.
Der Partikel- und Mantelstrom im Mef3-
kopf werden durch eine spezielle Anord-
nung von Prizisionspumpen erzeugt, deren
Volumenstréome in Differenz geschaltet
sind.

Die Analysenmaoglichkeiten an diesem Mo-
dellreaktor sind somit durch die Kombina-
tion zweier kontinuierlicher on-line Techni-
ken gekennzeichnet, nimlich durch die inte-
grale Messung des Gesamtumsatzes mittels
DurchfluBfluorometrie und durch die dis-
persive Umsatzmessung mittels Durchfluf3-
Impulsfluorometrie.

Eine Nutzanwendung dieser Technik unab-
hiingig von der hier geschilderten Aufgabe
ist die dispersive Analyse von Zell- und Par-
tikelsuspension. Dies ermdglicht z. B. toxi-
kologische Experimente auf Zellebene, wie
etwa die Bestimmung der Dosis-Wirkungs-
Beziehung bei der Phagozytose von Mi-
kropartikeln mit gebundenen Wirkstoffen
durch Zellen (Bild 6).

Wachstum von Reaktoren und Organen

Der Umsatz eines Bioreaktors als Mehr-
phasensystem mit heterogener Katalyse ist
nicht nur — wie bei homogener Katalyse in

Losung — abhingig von den Konzentratio-
nen der beteiligten Enzyme und Substrate
und ihrer Wechselwirkung im molekularen
Bereich. Vielmehr ist er auch abhingig von
makroskopischen Eigenschaften des offe-
nen Systems, wie der Partikelgréfe, der
Partikeldichte und ihrer Anderung, der
Vermischung der Phasen durch turbulente
Rithrung und der Geometrie, GroBle und
Volumeninderung des Reaktors. Insbeson-
dere die Vorstellung eines kontinuierlich
betriebenen Reaktors mit lebenden und sich
vermehrenden Zellen (Fermenter) erlaubt
zwei extreme Fille zu unterscheiden, ndm-
lich den tblichen technischen Fall eines Re-
aktors mit konstantem Volumen und wach-
sender Zellmasse (Biomasse) und damit
Zelldichte und den eher hypothetischen Fall
eines bei konstanter Zelldichte mit der Zell-
vermehrung wachsenden Reaktorvolu-
mens.

Man kann diese Terminologie der heteroge-
nen Katalyse aber auch auf die Stoffwech-
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Bild 4: Funktionsdiagramm der Steuerung des Wachstums des Bioreaktors, der Versorgung
mit fluorogenem Substrat und mit der Enzymgelmatrix, der integralen Sluorometrischen Um-
satzmessung in der Durchflufikiivette und der dispersiven Partikelanalyse mit der Impulsmef3-

sonde.
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Bild 5: Schema des Aufbaus der neuen Impulsmefsonde mit der zentralen Mantelstromkapil-
lare fiir die Partikeln, der Anregung mittels Laser iiber Lichtleiterkabel, der Impulsfokussie-
rung mittels Ellipsoidspiegel zum Impulslichileiter, sowie den Schlauchverbindungen zu den

Pumpen des Mantelstromsystems.

selprozesse im Organismus {ibertragen, die
in Analogie zum CSTR bei kontinuierlicher
Aufnahme des Substrats und Umsetzung in
den Zellen ablaufen. Die Zellen entsprechen
dabei als ,Enzymtrigerpartikel™ der statio-
niren Phase. Dann ist der Organismus in
kinetischer und struktureller Hinsicht als
ein solcher Bioreaktor im FlieBgleichge-
wicht zu beschreiben, der im Verlauf seines
Lebens bei konstanter Partikeldichte das
Reaktorvolumen nach einer Wachstums-
funktion vergroBert und gleichzeitig eine
spezifische innere Struktur entwickelt.

Der hier vorgestellte Modellreaktor ist ge-
rade daraufhin konzipiert worden, solche
Wachstumsprozesse zu simulieren. Sein ki-
netisches Verhalten 148t sich mit dem von
wachsenden Organismen vergleichen, bei
denen analoge Stoffwechselfunktionen wie
Clearance und Umsatzraten als Funktion
der KorpergrofBe seit jeher untersucht wer-
den. Die zeitliche Anderung des Volumens
des Bioreaktors kann nach frei vorgebbaren
Wachstumsfunktionen variiert werden. Die
Steuerung des Wachstums und der Vermi-
schung im Reaktor erfolgt durch einen Pro-
zeBrechner, der gleichzeitig auch die inte-
gralen und dispersiven Mefdaten verarbei-
tet. Der Zuwachs an ,,Biomasse* (Partikeln
oder Zellen) wird durch die Versorgung mit
Enzymtrigergel aus einem Matrixreservoir
(Bild 1 und 4) erreicht. Damit kann einer-
seits z.B. gleiche Partikeldichte wihrend
des Wachstums eingehalten werden, ande-
rerseits wird auch die fiir die dispersive Um-
satzmessung notwendige Entnahme von
Partikelsuspension kompensiert.

Turbulenz und fraktale Struktur

Bei Umsetzungen in Bioreaktoren wird an-
gestrebt, hohe Effektivitit zu erreichen. Die
Effektivitiit eines Bioreaktors wird durch
seinen Wirkungsgrad definiert, der die ge-
messene, durch den Transport limitierte
Leistung zu der bei vorgegebener Enzym-
ausstattung maximal moglichen in Bezie-
hung setzt. Ein hoher Wirkungsgrad wird
beim Bioreaktor durch moglichst gute Mi-

schung der reagierenden Komponenten,
z.B. durch turbulentes Riihren erreicht
(Bild 4), um die Transport- und Diffusions-
wege moglichst klein zu halten. Beim
Wachstum ist daher auch der Aufwand fiir
die Vermischung zu variieren, etwa durch
entsprechende Regelung der Riihrerdreh-
zahl.

Fiir hohe Wirkungsgrade im Bioreaktor ist
turbulente Mischung notwendig. Thr ent-
spricht im Organismus als strukturelles
Aquivalent die besondere Form der frakta-
len inneren Organisation. Fraktale Struktur
bedeutet rekursive Wiederholung eines
Konstruktionsmerkmals durch viele Mal3-
stabsbereiche. Wir finden sie in der fortge-
setzten Unterteilung der Verzweigungen
des GefiBsystems wie in der gleichfalls hier-
archisch fortschreitenden Faltung der Ge-
webe vom makroskopischen bis zum sub-
mikroskopischen Bereich. Dieses allgemei-
ne Bauprinzip des Organismus, schafft erst
wie bei turbulenten Systemen, hier dem Bio-
reaktor, die fiir den Stofftransport und
-austausch notwendigen groflen inneren
Oberflichen.

Rasterelek tronenmikroskopische

Bild 6:
Aufnahme von Zellen, die in Zellkultur mo-
nodisperse Mikropartikel (Eupergit Cl1Z,
Rohm, Durchmesser ca. 1 pm) phagozytiert
haben, auf denen eine definierte Menge eines
Wirkstoffes gebunden wurde.

Bild 7:  Rechnersimulation des ﬁ'aktale;,
Wachstums eines Gefifisystems, z.B. de,
Verzweigung von Arterien oder Venen in e,
ner Niere, mittels rekursiver Computerpro,

gramme.

In Verbindung mit dem expcrimentel]q
Vergleich von Umsetzungen in wachsende
Bioreaktoren und Organismen stehen daher
auch Arbeiten der Forschungsgruppe, ej
nerseits diesen fraktalen Aufbau von Gewe,
ben und Verzweigungssystemen zu analy,
sieren und durch fraktale Dimensionen "‘.ls
Kenngrofien der Strukturiertheit zu chg,
rakterisieren, andererseits aber durch di
Entwicklung rekursiver Computerpro,
gramme die innere Struktur und ihr Wachs,
tum zu simulieren. Dies wird am Beispiel ¢,
nes rechnergenerierten fraktalen Gefif
stammbaums (Bild 7) demonstriert. Durq}
geeignete Wahl der Parameter kdnnen g
gewebs- und organspezifische Baumuste,
simuliert werden. Das Studium der Eigen,
schaften turbulenter Prozesse in Bioreakito,
ren und fraktaler Strukturen kann somit pa
einem neuen Verstindnis der Organisatio,
und Funktion von Organismen beitragen,'

Die Arbeitsgruppe

Biotechnologie ist kein klassisches Fachge
biet, sondern Neuland und Schnittfeld viele,
naturwissenschaftlicher Disziplinen. Hig,
flieBen Aspekte der Enzymbiochemie, de
Gel- und Partikelanalytik, fluorometrische,
MebBtechniken, der Zellbiologie und dg
vergleichenden  Stoffwechselphysiologic
der Ingenieurtechnik, ProzeBsteuerung ung
Datenverarbeitung zusammen. Die hig
vorgestellten Verfahren stammen aus de
Zusammenarbeit einer Arbeitsgruppe, i
der Chemiker, Physiker, Ingenieure, Biolo
gen und Tierdrzte mit ihrem eigenen Fach
wissen zu einem fachiibergreifenden Kon
zept beitragen. Die Arbeiten stellen Teiler
gebnisse zu grundlagen- und anwendungs
orientierten Forschungsprojekten dar, di
von der Deutschen Forschungsgemein
schaft und dem Bundesministerium fi
Forschung und Technologie gefordert wer
den.



