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1 Einführung 

Prozesse der Bioverfahrenstechnik sind aus dem heutigen Leben nicht mehr wegzudenken: 

Sie reichen von der Abwasseraufbereitung (Felleisen, 2001) bis zu biogenen Treibstoffen (Lee 

et al., 2008) und sind allgegenwärtig in der Nahrungsmittelherstellung; sei es bei der seit 

Jahrhunderten angewendeten alkoholischen Gärung oder modernen Prozessen, wie die 

Gewinnung von zum Beispiel Vitamin C, Verdickungsmitteln wie Xanthan oder diversen 

Aminosäuren (Storhas, 2003).  

Speziell in der Medizin hat die Bioverfahrenstechnik in den letzten Jahrzehnten stark an 

Einfluss gewonnen. So werden zum Beispiel Pflanzen- und Tierzellen sowie Mikroorganismen 

genutzt um verschiedenste biochemische Komponenten mittels rekombinanter DNA 

herzustellen (Thiemann and Palladino, 2007). Allein in Deutschland waren im Jahr 2012 109 

medizinische Wirkstoffe auf dem Markt, die mittels Gentechnologie entwickelt wurden, allen 

voran der vermutlich bekannteste Vertreter Insulin (Storhas, 2003). Die Einsatzmöglichkeiten 

der Bioverfahrenstechnik sind noch lange nicht ausgeschöpft, wie zukunftsweisende 

Forschungsprojekte zum Beispiel für die Herstellung von Biokunststoffen (Lienhard et al., 

2010) oder die Herstellung von Spinnenseide (Scheibel, 2009) zeigen. 

So unterschiedlich diese industriellen Endprodukte auch sein mögen, so liegt ihnen doch oft 

der gleiche Prozess zu Grunde, nämlich eine Kultivierung von Mikroorganismen in 

Bioreaktoren mit möglichst hoher Produktrate. Diese kann nur gewährleistet werden, wenn die 

Bedingungen für die Zelle so optimal wie möglich gestaltet werden und zusätzlich das 

Zusammenspiel aller Prozessstufen gesichert ist (Storhas, 1994). 

Insbesondere die fortschreitenden Erkenntnisse im Bereich des metabolic engineering und der 

gezielten Züchtung machen es möglich, den Produktausstoß in bereits etablierten Prozessen 

oder auch die Reaktionen von neuen vielversprechenden Mikroorganismen zu verbessern 

(Chartrain et al., 2000). 

Unter Berücksichtigung des Zeit- und Kostenfaktors erfolgen diese Optimierungen in der Regel 

im kleinen Maßstab und werden anschließend in den Labor- oder industriellen Maßstab 

übertragen (Storhas, 1994). Jegliche Aspekte der Bioprozesstechnik in kleinen 

Reaktionsvolumina werden dabei unter dem Oberbegriff Mikro-Bioverfahrenstechnik 

zusammengefasst (Weuster-Botz, 2006). 

Eine entscheidende Rolle spielen dabei die Beherrschung der Stofftransporte von 

beispielsweise Substraten oder Gasen in den sehr kleinen Reaktionsräumen sowie die 

Optimierung der dynamischen Wechselwirkungen zwischen biologischem System und 

Mikroumgebung, zum Beispiel über die Art des Energieeintrags (Weuster-Botz, 2006). 

Die Standardmethoden zur Entwicklung oder Verbesserung von Biokatalysatoren basieren alle 

auf parallelen, vorzugsweise automatisierten Verfahren vom Nano- bis hin zum 

Milliliterbereich, um den Arbeitsaufwand, die Kosten für teure Substrate oder Medien sowie die 
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hohe Anzahl an Testreihen auf ein vertretbares Maß zu beschränken (Freyer et al., 2004; 

Weuster-Botz, 2006). 

Schon seit Jahrzehnten werden Schüttelkolben im Maßstab von Millilitern bis mehreren Litern 

eingesetzt, um Mikroorganismen im parallelisierten Satzverfahren zu kultivieren, wobei deren 

einfache Handhabung einer schwierigen Übertragung in den industriellen Maßstab 

gegenübersteht, da der Gaseintrag über Schütteln und nicht über Rühren erfolgt (Wenk et al., 

2012a; Weuster-Botz, 2006). 

Das gleiche Problem gilt auch für den Einsatz von Mikrotiterplatten mit 24-1536 Vertiefungen, 

die als geschüttelte Bioreaktoren eingesetzt werden, auch wenn diese automatisiert befüllt und 

mit Online-Sensorik ausgestattet werden können sowie einen höheren parallelisierten 

Durchsatz als Schüttelkolben aufweisen (Wenk et al., 2012a; Weuster-Botz, 2006). Außerdem 

kann das, in der Industrie häufig verwendete Zulaufverfahren (Pörtner, 2006), bei 

Mikrotiterplatten nicht eingesetzt werden (Weuster-Botz, 2006), auch wenn es erste 

Entwicklungsansätze gibt (Zanzotto et al., 2004). 

Dies führt zu einem hohen Risiko für den Betreiber, da Vorhersagen über das Verhalten bei 

der Maßstabsvergrößerung nur schwer möglich sind (Storhas, 1994) oder sogar zum 

Scheitern bei der Übertragung führen (Chmiel, 2011). 

Um die genannten Probleme zu umgehen und da das Standardinstrument zur Kultivierung in 

der Biotechnologie der Rührkessel ist, geht der Trend auch zu dessen Miniaturisierung, meist 

im Bereich von 10-100 ml (Weuster-Botz, 2006), wodurch die Vorteile einer exakten 

Dosierung, sowie parallelisierter und automatisierter Evaluierung mit der Maßstäblichkeit für 

die Industrie kombiniert werden können (Betts and Baganz, 2006; Storhas, 2013). 
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2 Problemstellung und Zielsetzung 

Damit vielversprechende Bioreaktionen in kleinen Volumina nicht an der Übertragung auf den  

industriellen m3-Maßstab scheitern ist die Auslegung und Entwicklung von Miniatur-

Bioreaktoren essentiell (Chmiel, 2011). Unter Berücksichtigung der industriellen 

Anforderungen an eine effiziente und kostengünstige Bioprozessentwicklung wurden am 

Lehrstuhl für Bioverfahrenstechnik der Technischen Universität München entsprechende 

Miniaturbioreaktoren entwickelt: Bis zu 48 parallele Rührkessel-Bioreaktoren werden im 

Mililitermaßstab beispielsweise mit magnetisch-induktiv angetriebenen gasinduzierenden 

Rührorganen betrieben (Knorr et al., 2007; Kusterer, 2007; Puskeiler et al., 2005a, 2005b; 

Weuster-Botz et al., 2005). 

Die Dosierung der Medien in die Milliliter-Bioreaktoren fand dabei mit Hilfe des Pipettierarms 

eines Laborroboters statt. Da dieser Roboter jedoch parallel noch die individuelle pH-Regelung 

sowie die Probenahme bewältigen muss, liegen die Abtastraten für jeden Bioreaktor bei rund 

10 Minuten, weshalb von einem intermittierenden Zulaufverfahren gesprochen werden muss 

(Knorr et al., 2007). Ferner sind die Anschaffung und der Betrieb eines Laborroboters mit 

hohen Kosten verbunden und bergen zudem das Risiko von Kontaminationen durch die 

Bewegung der Pipettenspitzen in der keimbelasteten Laborumgebung. 

Daher wurde am Lehrstuhl für Bioverfahrenstechnik in Zusammenarbeit mit 2mag AG, 

München ein erstes Labormuster einer magnetisch-induktiven Mikrodosiereinheit mit 144 

Mikromembranpumpen entwickelt, die vollständig in den Deckel des 

Parallelbioreaktorsystems integriert ist und gleichzeitig alle Bioreaktoren mit bis zu drei 

verschiedenen Fluiden individuell im Mikroliterbereich versorgen kann. Erste 

Charakterisierungen sowie Kultivierungen mit Saccharomyces cerevisiae mit Hilfe dieser 

neuartigen Dosiertechnik waren erfolgreich (Gebhardt et al., 2011). 

Allerdings konnten nicht alle 144 Mikromembranpumpen gleichzeitig und zuverlässig betrieben 

werden. So konnten beispielsweise nur 6 von 48 Reaktoren parallel im pH-kontrollierten 

Zulaufverfahren von Saccharomyces cerevisiae erfolgreich eingesetzt werden (Gebhardt et 

al., 2011). Weiterhin zeigten sich gerade bei für Bioprozessen im 10 Milliliter-Maßstab üblichen 

Dosierraten von rund 100 µL h-1 große Standardabweichungen. Damit ist dieses erste 

Labormuster einer magnetisch-induktiven Mikrodosiereinheit nicht für den Einsatz zur 

Bioprozessentwicklung im 48-fach Parallelbetrieb geeignet. 

Eine Zielsetzung dieser Arbeit ist daher die Funktionsoptimierung dieses speziellen 

Mikrodosiersystems für die Bioprozessentwicklung und die Charakterisierung der 

Einzelkomponenten. 

Die Mikrodosiereinheit ist mit 3 Kanälen ausgestattet um beispielsweise neben der 

Substratversorgung auch zwei Titrationsmittel zur pH-Kontrolle dosieren zu können. Die 

Überwachung des pH ist ein wichtiger Faktor bei der Prozessführung von Kultivierungen zum 
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Erreichen hoher Zellzahlen im Bioreaktor, welche vorzugsweise on-line stattfindet (Weuster-

Botz, 2005). Dafür werden häufig Einstabmessketten mit elektrochemischem Messprinzip 

eingesetzt. Diese sind jedoch für den Gebrauch in Einwegreaktoren zu teuer und zudem 

schwierig zu sterilisieren und werden in Miniaturform hauptsächlich in der Diagnostik 

eingesetzt (Lab-on-a-Chip). Eine günstigere und leichter zu miniaturisierende Methode stellen 

chemische Sensoren dar, die optisch ausgelesen werden können und bereits verstärkt in 

Miniaturformat eingesetzt werden; sei es bei der pH-Überwachung in Schüttelkolben (Scheidle 

et al., 2007), in Mikrotiterplatten (John et al., 2003; Kocincova et al., 2008) oder in parallelen 

Rührkesselreaktoren (Kusterer et al., 2008). Bisher sind diese jedoch nur für den pH-Bereich 

pH 6,0 bis pH 8,0 verfügbar. Das Fermentationsoptimum liegt in der industriellen 

Biotechnologie bei der Herstellung von Chemikalien aus nachwachsenden Rohstoffen jedoch 

häufig bei pH 4,0 bis pH 6,0. So ist dieser pH-Bereich wichtig bei der Herstellung organischer 

Säuren und zur Reduzierung der Kontaminationsgefahr. 

Für den Messbereich unterhalb von pH 6,0 sind bislang keine optisch auslesbare chemische 

Sensoren verfügbar. 

Daher ist es das weitere Ziel Niedrig-pH-Sensoren für den pH-Bereich unterhalb von pH 6,0, 

zu etablieren, die weitgehend kalibrierfrei sowie unempfindlich gegenüber Störungen durch 

Metabolite und Produkte aus Fermentationsprozessen sind. 

Durch folgende Arbeitsschritte sollen die gesetzten Ziele erreicht werden: 

¶ Prüfen und gegebenenfalls optimieren von Einzelkomponenten der magnetisch-

induktiven Mikrodosiereinheit 

¶ Messung der Kennlinien der einzelnen Mikrodosierpumpen und Identifikation 

wesentlicher Betriebsgrößen 

¶ Ermittlung der Betriebscharakteristika im Mehrkanalbetrieb 

¶ Sicherstellung der Autoklavierbarkeit 

¶ Prozesseinsatz der optimierten und charakterisierten Mikrodosiereinheit am Beispiel 

paralleler Zulaufverfahren mit Escherichia coli. 

 

¶ Prüfen der Kalibrierbarkeit der Niedrig-pH-Sensoren in Nährmedien und 

Kulturüberständen 

¶ Identifikation möglicher Störgrößen bei der Kalibrierung 

¶ Charakterisierung und Auswahl geeigneter Niedrig-pH-Sensoren für den Prozesseinsatz 

¶ Prozesseinsatz der Niedrig-pH-Sensoren am Beispiel paralleler Satzkultivierung von 

Clostridium acetobutylicum bei pH unterhalb 6,0. 
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3 Theoretischer Hintergrund 

3.1 Betrieb von Bioreaktoren 

3.1.1 Mikrobielle Kinetik 

Die industrielle Kultivierung von Mikroorganismen umfasst ein weites Feld, von der 

Abwasserbehandlung, über die Produktion von Antibiotika, bis hin zu Herstellung von 

Proteinen durch rekombinante Bakterien (Nielsen, 2007; Schügerl, 1997). Diesen 

Produktionsprozessen liegt zu Grunde, dass Mikroorganismen Substrat verbrauchen und sich 

dadurch vermehren, während es gleichzeitig zu einer Anhäufung von Stoffwechselprodukten 

kommt (Storhas, 1994). Der Wachstumsprozess von Mikroorganismen ï ausgehend von einer 

idealen Durchmischung im Reaktionssystem und ohne Eingriff von außen (Satzverfahren) ï 

gliedert sich dabei in mehrere Phasen, dargestellt in Abbildung 3.1 (Pörtner, 2006). 

1. In der lag-Phase nach dem Animpfen stagniert das Wachstum und es erfolgt die 

Anpassung an das neue System, zum Beispiel einhergehend mit der Produktion von 

Enzymen. 

2. Es folgt eine Phase exponentiellen Wachstums mit entsprechendem Substratverbrauch. 

3. Auf Grund von Substratlimitierung oder Inhibierung durch Stoffwechselprodukte nimmt 

der Anstieg der Biomassekonzentration in der Phase des limitierten Zellwachstums ab. 

4. In der stationären Phase ist die Absterbe- und Wachstumsrate der Mikroorganismen 

annähernd gleich, so dass eine konstante Zellkonzentration vorliegt. 

5. In der Absterbephase findet kaum noch Wachstum oder Vermehrung statt und die 

Zelllyse setzt ein, was zu einer Abnahme der Biomasse führt. (Pörtner, 2006) 

 
Abbildung 3.1: Mikrobielles Wachstum ohne Eingriffe von außen; X = Zellkonzentration, (1) lag-Phase, 
(2) Übergangsphase, (3) exponentielles Wachstum, (4) limitiertes Zellwachstum, (5) stationäre Phase, (6) 
Absterbephase (modifiziert nach Braha & Groza, 2006; Pörtner, 2006) 
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Mikroorganismen haben sich seit Milionen von Jahren an ihre Umgebung adaptiert, daher ist 

es nötig diese Umweltbedingungen auch im Reaktor nachzuempfinden, um hohe 

Wachstumsraten erzielen zu können (Schügerl, 1997). In einer konkurrenzlosen Umgebung 

werden die vorhandenen Nährstoffe hauptsächlich für das Zellwachstum eingesetzt. Wird bei 

der Kultivierung jedoch die Produktion darüber hinausgehender Produkte angestrebt, müssen 

die Umgebungsbedingungen gegebenenfalls entsprechend abgeändert werden. Zu den 

wichtigsten Parametern gehören dabei pH, Druck, Temperatur, Strömungsgeschwindigkeit, 

Flüssigkeits- und Gasdurchsatz, sowie Rührerdrehzahl und Leistungseintrag (Schügerl, 1997). 

Ziel der Kultivierung im Bioreaktor ist ein effizientes und kostengünstiges Produktionsverfahren 

mit möglichst wenig Nebenprodukten und hoher Produktausbeute, wobei dafür der 

mikrobiellen Umsetzung eine wesentliche Bedeutung zukommt. Daher ist nicht nur die Wahl 

eines geeigneten Reaktortyps (zum Beispiel Strömungsrohr, Rührkessel) sondern auch die 

Entscheidung über die Art der Prozessführung maßgeblich (Grönke, 2011; Pörtner, 2006). Es 

werden dabei kontinuierliche und diskontinuierliche (Satz oder Zulauf-) Verfahren 

unterschieden (Pörtner, 2006), deren Eignung abhängig ist von den eingesetzten 

Mikroorganismen, der Art der Produktbildung und einer Risikoabschätzung bezüglich Mutation 

und Kontamination (Storhas, 1994). 

Das kontinuierliche Verfahren zeichnet sich dadurch aus, dass sich das Reaktionssystem im 

Fließgleichgewicht mit konstantem Volumen befindet, bei dem ein ständiger Zulauf von 

frischem Medium erfolgt, während gleichzeitig verbrauchtes Medium samt Biomasse 

abgepumpt wird (Pörtner, 2006). Bei einem typischen kontinuierlich betriebenen 

Rührkesselreaktor (Chemostat) werden sämtliche Prozessparameter konstant gehalten, was 

sich auch in einer stationären Biomasse-, Substrat- und Produktkonzentration niederschlägt 

(Pörtner, 2006). Diese Betriebsweise wird häufig zur Charakterisierung von Mikroorganismen 

benutzt, weil der Stoffwechsel der Zellen über einen längeren Zeitraum beobachtet werden 

kann (Grönke, 2011). Da kontinuierliche Prozesse aber das Risiko von Mutationen und 

Kontaminationen bergen (Nielsen, 2007; Storhas, 1994), spielen sie in der industriellen 

Produktion nur eine untergeordnete Rolle (Grönke, 2011; Nielsen, 2007). Die beiden 

diskontinuierlichen Verfahren werden in den folgenden Kapiteln näher beschrieben. 

3.1.2 Satzverfahren 

Ein industriell sehr weit verbreitetes, einfaches und zuverlässiges Verfahren ist die Satz- 

(Batch) Betriebsweise (Pörtner, 2006), dessen Verlauf in Abbildung 3.2 dargestellt ist und 

dessen Wachstumsrate weitgehend der Darstellung in Abbildung 3.1 entspricht. Dabei 

erfolgen nach einer einmaligen Substratzugabe und dem Animpfen keine weiteren Eingriffe in 

das Reaktionssystem, so dass das Volumen V konstant bleibt. Ausnahmen sind ein 



 Theoretischer Hintergrund 15 

eventueller Gaseintrag sowie die Zugabe von Antischaummittel oder Titrationsmittel zur 

Einstellung eines konstanten pH (Grönke, 2011; Pörtner, 2006; Storhas, 1994). 

  
Abbildung 3.2: Verlauf einer Satz-Kultur, X= Zellkonzentration, S = limitierende Substratkonzentration, P = 
Produktkonzentration, V = Volumen (modifiziert nach Pörtner, 2006) 

Abbildung 3.2 zeigt, dass die Zellkonzentration X demnach so lange zunimmt, bis eine 

Inhibierung durch Stoffwechselprodukte erfolgt oder bis die limitierende 

Substratkonzentration S einen limitierenden Wert erreicht (Grönke, 2011; Pörtner, 2006). Ein 

Prozessabbruch kann daher auch bei der maximal erreichbaren Produktkonzentration P 

erfolgen (Pörtner, 2006). 

Da der Betrieb weitgehend ohne externe Regelung erfolgt, führt der spontane Verlauf der 

Substratumwandlung zu schwer kontrollierbaren Prozessbedingungen, da sowohl die 

Zusammensetzung des Mediums als auch die Biomasse- und Produktkonzentration 

fortwährenden Änderungen unterliegt (Storhas, 1994). Die Produktivität des Satz-Verfahrens 

wird durch die maximal mögliche Substratkonzentration zu Beginn des Prozesses bestimmt, 

welche sich hemmend auswirken und / oder zu einem überhöhten Ausstoß von ihrerseits 

inhibierenden Stoffwechselprodukten führen kann (Krahe, 2003; Pörtner, 2006). Ein weiterer 

Nachteil liegt darin begründet, dass nur bei hoher Biomassekonzentration eine hohe 

volumenspezifische Produktivität vorliegt, wohingegen diese in der langen Anwachsphase nur 

gering ist (Krahe, 2003). 

3.1.3 Zulaufverfahren 

Um die Wachstumslimitationen des Satz-Betriebes zu umgehen, kann das Zulauf- (Fed-Batch) 

Verfahren genutzt werden. Dabei wird der Bioreaktor mit 30 - 50% des maximalen Volumens 

befüllt und zunächst im Satz-Betrieb gestartet. Ist das limitierende Substrat verbraucht oder 
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tritt eine Inhibierung des Wachstums aufgrund der zunehmenden Produktkonzentration auf, 

wird frisches Medium zugegeben (Grönke, 2011; Pörtner, 2006). 

 
Abbildung 3.3: Verlauf einer Zulauf-Kultur, beginnend als Satz-Verfahren bis zum Start des Zulaufprozesses, X= 
Zellkonzentration, S = limitierende Substratkonzentration, P = Produktkonzentration, V =Volumen, F = 
Zulaufkonzentration (Pörtner, 2006) 

Dieses Prinzip ist in Abbildung 3.3 dargestellt: Die ursprüngliche Substratkonzentration S 

nimmt - ebenso wie beim Satz-Verfahren - mit zunehmender Metabolisierung durch die Zellen 

ab. Allerdings wird bei einer prozessspezifischen Substratkonzentration der Zulauf F gestartet, 

welcher in dem dargestellten Beispiel erst konstant und mit zunehmendem 

Biomassewachstum X exponentiell zugeführt wird. Dadurch wird die limitierende 

Substratkonzentration S konstant gehalten, wodurch auch das Volumen V ansteigt. Durch den 

Zulaufbetrieb kann die Wachstumsphase verlängert werden, wodurch die 

Produktkonzentration P und Produktausbeute steigen (Pörtner, 2006). Durch Variation des 

Volumenstroms ist es möglich, das spezifische Optimum der Substratkonzentration zu 

ermitteln. Bei konstanter Reaktionsgeschwindigkeit kann der Zulauf (Feed) in ebenfalls 

konstanter Dosierung stattfinden. Alternativ kann dieser beispielsweise an die Konzentration 

von Substrat oder Produkt gekoppelt sein, sofern eine In-line oder On-line-Messung gegeben 

ist (Storhas, 1994) Nachteilig ist ein erhöhter apparativer Aufwand, da nicht nur 

Vorlagebehälter für die Medien, sondern auch Regelungstechnik zur Steuerung des Zulaufs 

nötig sind (Pörtner, 2006). 

An beide vorgestellten diskontinuierlichen Verfahren schließen sich nach jeder Fermentation 

Reinigungs- und Sterilisationsprozesse an, welche zwar zeit-, kosten und personalintensiv 

sind, aber andererseits auch Kontaminationen und Mutationen verhindern und damit zum 

Erfolg der Satz- und Zulauf-Betriebsweise in der industriellen Praxis beitragen (Storhas, 1994). 
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3.2 Dosiertechnik in Parallelbioreaktoren 

Im Rahmen der automatisierten Prozesstechnik sind Dosiervorgänge aus den meisten 

Produktionsverfahren nicht mehr wegzudenken (Vetter, 2003), wobei sich der Dosierprozess 

als ein Zusammenspiel von Messen, Fördern und Regeln darstellt (Vetter, 2001). In der 

Medizin, Biologie und anderen ähnlichen Bereichen sind insbesondere Mikrofluidikprozesse in 

den Fokus gelangt (El-Sadi and Esmail, 2006), bei denen häufig Medien in sehr kleinen 

Mengen zum Einsatz kommen, typischerweise mit nur wenigen Mikrolitern (Ashraf et al., 2011; 

Schlücker, 2001). Um auch unter diesen Bedingungen eine optimale Dosierung zu 

gewährleisten, nimmt der Förderprozess eine Schlüsselrolle ein, denn je geringer die 

Dosiermenge, desto schwieriger gestaltet sich die Einhaltung der volumetrischen 

Genauigkeiten (Schlücker, 2001). Dies erklärt die intensive Entwicklung von Mikropumpen seit 

Mitte der 1970er Jahre mit ganz unterschiedlichen Wirkprinzipien, wie zum Beispiel Kolben-, 

Schlauch- oder Membranpumpen (Schlücker, 2001; Woias, 2005). Entsprechend zeigen 

Mikropumpen eine große Variation an Funktionsprinzipien. Ein Ansatz ist die Miniaturisierung 

von etablierten mechanischen Prinzipien aus dem makroskopischen Bereich. Des Weiteren 

können auch neue Pumpeffekte genutzt werden, die im Mikromaßstab effektiver sind als im 

makroskopischen Maßstab (Nguyen and Wereley, 2002). Im Folgenden wird eine kurze 

Übersicht verschiedener Dosierkonzepte für miniaturisierte Bioreaktorsysteme 

wiedergegeben. 

3.2.1 Pipettierroboter 

Mit einer Vielzahl am Markt verfügbarer Modelle bieten sich Pipettierroboter für die Dosierung 

in verschiedensten Parallelbioreaktorsysteme an. Grundlegend können zwei Arten von 

Pipettierrobotern unterschieden werden. Einmal gibt es Roboter mit fest montierten Pipetten, 

welche im Prozess zur Vermeidung einer Kontamination gereinigt und sterilisiert werden 

können. Eine andere Lösung sind Roboter mit sterilen Einwegpipettenspitzen, welche bei 

Bedarf im Prozess gewechselt werden können. Allen Systemen gemein ist der Nachteil einer 

iterativen Dosierung, da die in der Regel mit Kolbenpumpen versehenen Roboter nur begrenzt 

Flüssigkeit mit den Pipetten aufnehmen können. Besonders bei Parallelreaktorsystemen mit 

kleinen Arbeitsvolumen stellen zudem die Mindestvolumina mit denen der Roboter präzise 

Flüssigkeitsmengen dosieren kann eine Limitierung dar. So müssen oftmals zusätzlich 

enzymatische Systeme für eine präzisere Kontrolle der Substratfreisetzung verwendet werden 

(Wenk et al., 2012b). 

Das am Lehrstuhl für Bioverfahrenstechnik entwickelte Parallelbioreaktorsystem 

bioREACTOR (2mag AG, München) im 10 mL Maßstab ist mit herkömmlichen 

Pipettierrobotersystemen, wie Beispielsweise dem Freedom EVO (Tecan, Crailsheim) 

kompatibel. Dabei können über fest montierte Pipetten Volumen von 10 bis 500 µL mit einer 
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Schrittzeit von gewöhnlich 10 bis 20 Minuten gefördert werden (Hoefel et al., 2012). Das 

System ist in einer 8-fach und einer 48-fach Version erhältlich wobei in beiden Systemen 

Einwegreaktoren mit und ohne Schikanen eingesetzt werden können. Über in den Deckel des 

Bioreaktorblocks integrierte Kanäle kann der Kopfraum jedes Reaktors begast werden. An der 

Unterseite des Deckels sind die Achsen zur Führung verschiedener magnetisch induktiv 

betriebener Rührer befestigt. Je nach gewähltem Rührer erfolgt der Gaseintrag in die 

Flüssigphase über deren Oberfläche oder kann beispielsweise bei erhöhtem Sauerstoffbedarf 

drehzahlabhängig über auf einer Hohlachse gelagerte gasinduzierende Rührer erfolgen. Je 

nach Rührerart können Drehzahlen von 400 bis 3000 U min-1 eingestellt werden. Mit Hilfe von 

zwei integrierten Wärmetauschern können der Reaktionsraum und der Kopfraum der 

Reaktoren temperiert werden. Am Boden jedes Bioreaktors befinden sich zwei optisch 

auslesbare Sensoren zur Bestimmung des pH und der Gelöstsauerstoffkonzentration. Das in 

Abbildung 3.4 dargestellte System wurde bereits erfolgreich für die Kultivierung 

verschiedenster Mikroorganismen wie Streptomyces tendae, Escherichia coli und Clostridium 

acetobutylicum eingesetzt (Hortsch, 2011; Puskeiler, 2004; Schmidt, 2013).  

 

Abbildung 3.4: In ein Laborrobotersystem integriertes des 48-fach bioREACTOR Parallelbioreaktorsystem (1). Jede 
der 48 Positionen des Reaktorblocks kann individuell vom Pipettierarm (2) des Roboters angefahren werden, wobei 
im Regelfall eine Pipette eine Zeile mit 6 Reaktoren anfährt. Weiterhin stehen Vorlagegefäße für Flüssigkeiten (3) 
zur Verfügung. Der Greifarm (4) kann Mikrotiterplatten zur Waschstation (5) oder zum Photometer (6) befördern 
(Gebhardt, 2010). 

Das ebenfalls im 10 mL MaÇstab dimensionierte Parallelbioreaktorsystem ambrÊ (The 

Automation Partnership, Herts, England) mit 24 oder 48 Rührkesselreaktoren wird dagegen 

mit Einwegpipettenspitzen versorgt. Es stehen 1 mL und 5 mL Spitzen zur Verfügung mit 

denen Volumen von 20 µL bis 4 mL zu dosiert werden können. Im Gegensatz zum 

bioREACTOR ist das ambr System nur mit dem integrierten Pipettierroboter verwendbar. Ein 

Wechsel der Pipettierroboters ist nicht vorgesehen. Die Reaktoren sind mit Begasungsrohren 

für den Gaseintrag von bis zu 1 mL min-1 versehen. Der Energieeintrag erfolgt über 

Schrägblattrührer welche mit 300 bis 2000 U/min betrieben werden können. Am Boden jedes 

Bioreaktors befinden sich optisch auslesbare Sensoren zur Bestimmung des pH und der 
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Gelöstsauerstoffkonzentration. Das System wurde erfolgreich für die Kultivierung von 

Suspensionzellen wie Blutstammzellen, Chinesische Hamster Ovarialzellen und die 

Produktion monoklonaler Antikörper eingesetzt (Hsu et al., 2012; Moses et al., 2012; Ratcliffe 

et al., 2012). Ebenfalls liegt am Beispiel von Escherichia coli eine erste Arbeit über die 

erfolgreiche Kultivierung von Mikroorganismen in dem System vor (Lee et al., 2006). 

 

Abbildung 3.5: ambr System mit zwei temperierbaren Kultureinheiten (1) mit je 12 Reaktoren, welche über den 
integrierten Pipettierroboter (2) angefahren werden können. Hierfür stehen auf der Arbeitsfläche sterile 
Einwegpipettenspitzen (3) und Vorlagegefäße für Flüssigkeiten (4) zur Verfügung. 

Das Mikrotiterplatten basierende RoboLector® Bioreaktorsystem (m2p-labs GmbH, 

Baesweiler) bietet 48 mit Schikanen versehene Kulturkammern pro Mikrotiterplatte. Es werden 

Platten für Volumen von 800 µL bis 2400 µL angeboten, wobei der Energieeintrag durch einen 

orbitalen Schüttler mit 3 mm Exzentrizität und mit bis 1500 U min-1 erfolgt. Am Boden jeder 

Kulturkammer befinden sich optisch auslesbare Sensoren zur Bestimmung des pH und der 

Gelöstsauerstoffkonzentration. Für die Dosierung werden verschiedene Pipettierroboter mit 2 

bis 8 Pipetten angeboten, wobei sowohl Einweg- als auch fest montierte Pipettenspitzen 

verwendet werden. Das Pipettiervolumen beträgt dabei in allen Fällen 10 ï 1000 µL. Mit 

Pseudomonas putida, Escherichia coli, und Hansenula polymorpha wurden bereits mehrere 

Mikroorganismen erfolgreich in diesem System kultiviert. 
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Abbildung 3.6: RoboLector mit in einen Laborrobotersystem (Tecan) integrierter BioLector Inkubationseinheit (1). 
Über eine Öffnung kann ein Pipettierarm (2) die Reaktionskammern des Mikrotiterplatten basierenden Systems (3) 
mit Flüssigkeiten versorgen. Hierfür stehen auf der Arbeitsfläche des Laborrobotersystems mehrere 
Vorlagebehälter zur Verfügung (4). 

Ein weiteres Mikrotiterplatten basierendes System wurde am Lehrstuhl für medizinische 

Elektronik der Technischen Universität München entwickelt. Jede Mikrotiterplatte bietet 24 

Kulturkammern mit einem Volumen von etwa 23 µL. Je zwei seitliche Behälter sind über 

Kanäle mit der Kulturkammer verbunden. Über einen Pipettierroboter kann Flüssigkeit aus den 

seitlichen Behältern entnommen oder hinzu dosiert werden. Der Roboter ist mit 24 Pipetten, 

welche ein Volumen von bis zu 250 µL aufnehmen können, ausgestattet. Durch Aufnahme von 

Flüssigkeit aus dem ersten Behälter und Zugabe von Flüssigkeit in den zweiten Behälter erfolgt 

über die Kanäle ein hydrostatischer Druckausgleich. Dabei wird das Medium in der 

Kulturkammer ausgetauscht. Die minimal mögliche Schrittzeit beträgt 2 Minuten. Jedoch 

werden für die Kultivierung typische Schrittzeiten mit 10 bis 30 Minuten angegeben, in denen 

über optisch auslesbare Sensoren am Boden der Kulturkammer pH und 

Gelöstsauerstoffkonzentration überwacht werden können. Zusätzlich befinden sich am Boden 

der Kulturkammer Impedanzsensoren, um beispielsweise die Adhärenz der Zellen zu messen. 

Das System wurde erfolgreich für die Kultivierung der humanen Brustkrebszelllinie MCF-7 

eingesetzt (Kleinhans et al., 2012; Wolf et al., 2013) 
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Abbildung 3.7:Übersicht des in einen Inkubationsschrank integrierten Mikrotiterplatten basierenden Systems (A) mit 
eingelegter Sensorplatte (B; Detailansicht F). Der Pipettierarm (C) kann gleichzeitig alle Positionen der Sensorplatte 
anfahren und mit Flüssigkeiten aus bis zu sieben Vorlagebehältern (D) austauschen. Über eine automatisierte 
Ausleseeinheit (E) erfolgen mikroskopische Aufnahmen und das Auslesen der optischen Sensoren. Die zweiteilige 
Sensorplatte (F) besitzt 24 Positionen mit je drei Kammern (G). Die mittig angeordnete Kulturkammer (H) besitzt 
optischen Sensoren für pH (pH) und Gelöstsauerstoffkonzentration (OS) sowie Impedanzelektroden (IE). Die 
Kulturkammer wird über einen Einsatz (I) auf ein Mikrovolumen (MV) reduziert. Mit der Kulturkammer verbundene 
Seitenkammern (SC) erlauben den Flüssigkeitstransfer durch den Pipettierroboter (Wolf et al., 2013). 

3.2.2 Peristaltikpumpen und Schlauchpumpen 

Da sie keine Ventile besitzen, eignen sich Peristaltikpumpen aufgrund ihrer einfachen 

Bauweise zur Miniaturisierung für maßstabsverkleinerte Parallelbioreaktorsysteme. In Form 

von Schlauchpumpen findet zudem bereits im Labormaßstab ein breiter Einsatz dieses 

Pumpentyps statt. Das größte Problem von Peristaltikpumpen ist Leckage. Schon ein kleiner 

Druckunterschied zwischen Eingang und Ausgang führt zu einem Rückfluss, wenn die Pumpe 

nicht betrieben wird. In Systemen bei denen ein Rückfluss nicht stattfinden darf, wird dieser 

entweder durch die Kopplung mit einem Ventil oder Betrieb der nicht angesteuerten Pumpe 

bei minimaler Förderrate verhindert. Damit werden jedoch eine erhöhte Komplexität oder eine 

herbeigeführte permanente Minimaldosierung des Systems in Kauf genommen (DASGIP, 

2014; Nguyen and Wereley, 2002). 

Das DASbox® System (DASGIP GmbH, Jülich) ist modular aufgebaut und kann mit 4 bis 32 

oder mehr Bioreaktoren parallel betrieben werden. Die wiederverwendbaren Reaktoren aus 

Glas besitzen ein Arbeitsvolumen von 60 bis 250 mL. Der Energieeintrag erfolgt wahlweise 

über Scheiben- oder Propeller-Rührer, die mit 20 bis 3000 U min-1 betrieben werden können. 

Wahlweise kann die Begasung über den Kopfraum als auch über eingetauchte Gasverteiler 

gewährleistet werden. Durch den Reaktordeckel können handelsübliche Sensoren für die 

Messung von pH und Gelöstsauerstoffkonzentration eingeführt werden. In der 

Standardausführung besitzt jeder Reaktordeckel zwei Anschlüsse für die Dosierung von 
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Flüssigkeiten. Diese erfolgt über Schlauchpumpen in 4-fach oder 8-fach Modulen, wobei je 

nach Ausführung ein Volumenstrom von 0,3 mL h-1 bis 5,0 L h-1 eingestellt werden kann. Das 

System wurde bereits erfolgreich für die Kultivierung zahlreicher Mikroorganismen wie 

beispielsweise Escherichia coli oder Corynebacterium glutamicum eingesetzt (Seibold et al., 

2007; Seibold and Eikmanns, 2007). 

 

Abbildung 3.8: DASbox® System mit vier Rührkesselreaktoren (1) und einem Dosiermodul mit 8 Schlauchpumpen 
(2), sowie einer Gasmischstation (3). 

Aufbauend auf dem in Kapitel 3.2.1 beschriebenen geschüttelten Mikrotiterplatten-

basierenden RoboLector® System wurde der Mikrofluidik BioLector® entwickelt. Hierbei wird 

der Boden der Mikrotiterplatte durch einen aufgeklebten Mikrofluidik-Chip aus Polystyrol 

(ChipShop GmbH, Jena) ersetzt. Der aufgeklebte Chip bedeckt die 6 in einer Reihe liegenden 

Positionen der Mikrotiterplatte. Zwei dieser 800 bis 1500 µL fassenden Gefäße dienen als 

Vorlagebehälter zur Versorgung der 4 übrigen Positionen über in den Chip eingebrachte 

Fluidkanäle. Die Kanäle sind mit einer Polystyrolmembran versiegelt, welche gleichzeitig 

pneumatisch zur Betätigung der Pumpenfunktion eingesetzt wird. Beide Vorlagebehälter 

werden für den Betrieb unter Druck gesetzt. Das Hubvolumen der Pumpkammern beträgt etwa 

250 bis 300 nL und muss vor der Kultivierung kalibriert werden. Die Dosierung konstanter 

Förderraten von 4 µL h-1, was einer Abtastzeit von etwa 5 min entspricht, wie auch die 

Dosierung von exponentiellen Zulaufprofilen mit einer Wachstumsrate von 0,2 h-1 wurden für 

die Kultivierung von Escherichia coli berichtet (Funke, 2010; Funke et al., 2010). 
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Abbildung 3.9: Schnittzeichung des Mikrofluidik BioLectors® mit in der Flowerplate® (3) integrierter mit 
Druckanschluss versehener Vorlagekammer (1) und mit optischen Sensoren für pH und 
Gelöstsauerstoffkonzentration (6) versehener Kulturkammer (2). Beide Kammern sind über einen Mikrofluidik Chip 
(4) verbunden, welcher durch eine Membran (7) abgedichtet ist. Diese liegt auf dem mit einer Silikondichtung (5) 
und Druckanschlüssen für die Ventilkammern (9 und 11) und die Pumpkammer (10) versehenen Schütteltisch (8) 
auf (modifiziert nach Funke et al., 2010).  

Das Intelligent Mobile Lab (IMOLA) System (Cellasys GmbH, München) ist modular aufgebaut 

und kann mit 1 bis 6 Einweg-Bioreaktoren betrieben werden. Dabei kann das Einzelmodul 

dank einer Batterie sogar mobil betrieben werden. Die Reaktoren besitzen ein Volumen von 

7 µL oder mehr bei 6 mm Durchmesser. Am Reaktorboden befinden sich zwei Metalloxid pH-

Sensoren, ein amperometrischer Sensor zur Gelöstsauerstoffkonzentrationsmessung, zwei 

Strukturen zur Impedanzmessung und ein Temperatursensor. Über Membranpumpen 

(ISMATEC IPC ISM931, IDEX Health & Science GmbH, Wertheim) kann die Reaktorkammer 

mit einer Förderrate von mindestens 120 µL h-1 durchspült werden. Der Standardzyklus sieht 

3-minütiges Pumpen mit einer Förderrate von 3,6 mL h-1 gefolgt von einer 7-minütigen Pause 

vor. Das System wurde sowohl für die Kultivierung von Mikroorganismen wie Saccharomyces 

cerevisiae, Escherichia coli und Chromera velia, als auch für adhärente Krebszelllinien wie 

MCF-7 und HeLa sowie Gewebeproben erfolgreich getestet (Weiss et al., 2013). 

 

Abbildung 3.10: In einem Schrankinkubator installiertes 6-fach IMOLA System (1). Jedes Modul versorgt eine der 
mit zwei elektrischen Impedanzsensoren, zwei pH-Sensoren, einem amperometrischen Sensor und einem 
Temperatursensor versehenen Kulturkammern der sechs BioChip-D (2) (Weiss et al., 2013). 
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3.2.3 Membranpumpen 

Mit einem Einlassventil und einem Auslassventil versehene Membranpumpen sind der 

häufigste Pumpentyp im makroskopischen Maßstab. Aus diesem Grund wurde auch mit der 

Entwicklung miniaturisierter Membranpumpen für parallele Bioreaktorsysteme begonnen  

(Nguyen and Wereley, 2002). 

Für das in Kapitel 3.2.1 beschriebene Parallelreaktorsystem bioREACTOR 48 (2mag AG, 

München) wurde ein mit magnetisch-induktiven Mikro-Membranpumpen versehenes 

Labormuster einer Mikrodosiereinheit entwickelt. Abbildung 3.11 zeigt den schematischen 

Aufbau einer magnetisch-induktiven Mikro-Membranpumpe. Diese sind vollständig in den 

Deckel des Bioreaktorblocks integriert. Ausgestattet mit 144 Mikro-Membranpumpen erlaubt 

die Mikrodosiereinheit die Durchführung von individuellen parallelen Zulaufprozessen mit bis 

zu drei Substraten oder Titrationsmitteln. Das minimale Dosiervolumen der mit bis zu 2 Hz 

ansteuerbaren Mikropumpen beträgt etwa 1,6 µL pro Pumpenhub. Daraus resultierend sind 

Förderraten von bis zu 11,5 mL h-1 möglich. Die Charakterisierung der Pumpen erfolgte über 

die Bestimmung des Dosiervolumens je Pumpenhub bei der Förderung von Glycerinlösungen 

unterschiedlicher Konzentrationen. Hierdurch wurde zugleich das Förderverhalten der 

Pumpen bei Flüssigkeiten mit unterschiedlicher Viskosität wie beispielsweise glucosehaltigen 

Substratlösungen untersucht. 

Bei mit 1 und 2 Hz angesteuerten Mikropumpen konnte Flüssigkeit bis zu einer Viskosität von 

8,2 mPa s gefördert werden, ohne dass eine Beeinträchtigung des Hubvolumens gemessen 

wurde. Jedoch zeigte sich bei Frequenzen unterhalb von 1,25 Hz eine Zunahme der 

Dosierfehler. Für den Bioprozesseinsatz sind jedoch gerade niedrige Förderraten unterhalb 

einer Frequenz von 1 Hz erforderlich. So wurde das System für die Kultivierung von 

Saccharomyces cerevisiae eingesetzt, wobei Förderraten zwischen 75 und 150 µL h-1 für den 

Substratzulauf angegeben wurden. Hierbei erfolgte jedoch nur an je drei Reaktoren für ein 

konstantes und ein exponentielles Zulaufprofil eine Auswertung. Auch bei der pH-Reglung 

einer Satzkultivierung von Saccharomyces cerevisiae erfolgte die Auswertung nur an acht 

Reaktoren. 

Durch die kontaktfreie magnetisch-induktive Kraftübertragung der Pumpe kann die mit der 

Spule versehene Steuereinheit einfach von der autoklavierbaren Mikrofluidikeinheit getrennt 

werden. Die kompakte Konstruktion erlaubt weiterhin die Integration in kommerziell erhältliche 

Laborrobotersysteme für eine automatisierte Probenahme (Gebhardt et al., 2011).  
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Abbildung 3.11: Querschnitt des schematischen Aufbaus einer magnetisch-induktiven Mikromembranpumpe. Über 
die in der Platine (A) der Steuereinheit angeschlossene elektromagnetische Spule (D) mit Stahlkern (B) wird der 
magnetische Aktor (C) angezogen. Durch die Führung (E) in der Metallfassung wird dabei die Hebelkraft über eine 
Metallkugel (G) auf die obere Silikondichtung (I) übertragen, welche gleichzeitig als Pumpmembran dient. Durch 
einen Führungsstift (H) und einen von einem Deckblech (F) definierten Anschlagpunkt wird dabei ein 
gleichbleibendes Hubvolumen bei der Hebelauslenkung gewährleistet. Über ein zuführendes 
Lippenrückschlagventil (K) und ein abführendes Lippenrückschlagventil (L) aus Silikon welche in die mit 
Pumpkammer und Kanalsystem versehene Fluidikplatte aus PEEK (J) eingebracht sind wird die Flüssigkeit in den 
Injektor (N) befördert. Eine zweite Silikondichtung (M) schließt das Kanalsystem an der Unterseite ab (modifiziert 
nach Gebhardt et al. 2011). 

Die beschriebenen Ergebnisse sind der Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit. Daher wird 

im Folgenden näher auf die Funktionsweise von Mikro-Membranpumpen eingegangen. 

3.3 Mikro-Membranpumpen 

Auf Grund ihrer hohen volumetrischen Präzision und ihrem breiten Betriebsbereich in Bezug 

auf Förderdrücke und Viskosität (Vetter, 2003) zählen die Mikromembranpumpen zu den 

wichtigsten Ansätzen für fluidfördernde Mikrodosiersysteme (Richter et al., 1998; Vetter, 1998) 

und werden nachfolgend näher vorgestellt. 

3.3.1 Aufbau von Mikro-Membranpumpen 

In Abbildung 3.12 ist der grundlegende Aufbau einer Mikro-Membranpumpe dargestellt. Es 

handelt sich meist um eine einzige Pumpkammer, die mit einer Membran verschlossen ist 

(Ashraf et al., 2011) und Ein- und Auslassventile aufweist, welche die Flussrichtung des 

geförderten Mediums bestimmen (Cheng et al., 2005). Dabei kann zwischen aktiven Ventilen 

und passiven Ventilen unterschieden werden, wobei passive Ventile auf Druckdifferenz 

reagieren und meist nur eine Fließrichtung haben, während aktive Ventile mittels externem 

Antrieb geöffnet und geschlossen werden können (Ashraf et al., 2011). Aufgrund ihrer 

einfachen Bauweise bieten sich passive Rückschlagventile für die Verwendung in 

miniaturisierten Membranpumpen an. 

Der Antriebsmechanismus oder Aktor ist in den meisten Fällen mit der Membran verbunden 

und setzt Energie in Bewegung um. Dadurch bewirkt er die Wölbung der Membran und löst 
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die Volumenänderung der Kammer aus (Ashraf et al., 2011; Cheng et al., 2005). Es existieren 

vielfältige Antriebsverfahren, wie zum Beispiel piezoelektrische, thermopneumatische oder 

elektromagnetische Aktoren (Ashraf et al., 2011; Woias, 2005). 

 
Abbildung 3.12 Beispielhafte Darstellung einer Membranpumpe modifiziert nach (Woias, 2005) 

Das von den Membranen und Ventilen eingeschlossene Kammervolumen im Ruhezustand 

wird auch als Totvolumen V0 bezeichnet. Die Volumenänderung oder auch das Hubvolumen 

ȹV wird durch die maximale Auslenkung der Membran bestimmt und verändert den 

Kammerdruck p (Cheng et al., 2005). 

3.3.2 Arbeitsweise von Membranpumpen 

Grundlegend basiert die Arbeitsweise von Membranpumpen auf einem zyklischen Prozess 

aus den alternierenden Vorgängen Befüllen und Pumpen, wobei durch die Membranbewegung 

ein ständiger Wechsel zwischen Über- und Unterdruck ȹp in der Pumpkammer erzeugt wird. 

Das Überschreiten der kritischen Druckdifferenz ȹpkrit löst dabei abwechselnd die Öffnung der 

Ventile aus (Richter et al., 1998). 

Der vereinfachte Arbeitszyklus einer Mikro-Membranpumpe zur Förderung eines 

kompressiblen Mediums ist in Abbildung 3.13 dargestellt. Der Zyklus beginnt mit der 

Auslenkung der Membran durch den Aktor, wodurch das Volumen der Pumpkammer 

vergrößert wird. Bei geschlossenem Auslassventil erfolgt das Einströmen des Mediums durch 

das geöffnete Einlassventil bis zum Erreichen der Maximalauslenkung der Membran (1). 

Anschließend kommt es zur Entspannung der Membran, wodurch das Pumpkammervolumen 

reduziert wird und ein Überdruck entsteht. Dieser sorgt für die Schließung des Einlassventils 

bei gleichzeigter Öffnung des Auslassventils (2). Durch die Rückkehr der Membran in die 

Ruheposition ï dem Zustand des geringsten Volumens (3) wird das Medium bei konstantem 

Druck aus der Pumpkammer gefördert. Durch die Auslenkung der Membran (4) kommt es zu 

einer Volumenvergrößerung der Pumpkammer und damit zu einem Druckabfall, was zum 

Umschalten der Ventile führt, so dass erneut Medium einströmen kann, bis der Zustand der 
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mechanismus 

Membran 

Einlassventil 

pein paus 

Auslassventil 

Pumpkammer 

Druckschwelle des 
±Ŝƴǘƛƭǎ ɲǇkrit 

IǳōǾƻƭǳƳŜƴ ɲ± 

Kammerdruck p 

Totvolumen V0 

 



 Theoretischer Hintergrund 27 

Vollauslenkung erreicht ist (5) und sich der Zyklus mit (6) wiederholt. Die maximale 

Membranauslenkung bestimmt die Volumenänderung und damit den Volumenstrom während 

der Förderung (Cheng et al., 2005). 

 

Abbildung 3.13: Arbeitszyklus einer Mikro-Membranpumpe bei der Förderung eines kompressiblen Mediums 
(Cheng et al., 2005) 

Mit passiven Rückschlagventilen versehene Membranpumpen funktionieren unter der 

Bedingung einer geringen Kompressionsrate in Verbindung mit einem ausreichend hohen 

Kammerdruck. Die Kompressionsrate Ɋ ist das Verhältnis von Hubvolumen ȹV und 

Totvolumen V0: 

     ɰ
Ў

     Gleichung 3-1  

ȹV  Hubvolumen      m3 

V0 Totvolumen oder Kammervolumen  m3 

Ɋ  Kompressionsrate     -  
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Dabei ist ein ausreichend hoher Kammerdruck von dem kritischen Druck zum Öffnen der 

Rückschlagventile ȹpkrit abhängig: 

ȿὴ ὴ ȿ Ўὴ
ȿὴ ὴ ȿ Ўὴ

    Gleichung 3-2  

p  Kammerdruck     Pa 

paus Druck hinter dem Auslassventil  Pa 

pein Druck vor dem Einlassventil   Pa 

pkrit Kritischer Öffnungsdruck der Ventile  Pa 

 

Funktionskriterium für eine Flüssigkeit fördernde Membranpumpe ist eine Kompressionsrate, 

welche über der minimalen zur Förderung der Flüssigkeit notwendigen Kompressionsrate 

Ɋflüssig liegt: 

ɰ İ ɡȿɝὴ ȿ    Gleichung 3-3  

Ɋflüssig  Kompressionsrate Flüssigkeitsförderung - 

Ū Kompressibilität der Flüssigkeit  Pa-1 

Pkrit Kritischer Öffnungsdruck der Ventile  Pa 

 

Da  die  Werte  der  Kompressibilität  von  Flüssigkeiten, wie  etwa  Wasser  mit  ŪWasser = 

0,5 GPa-1, im Vergleich zu den von verschiedenen Aktoren verursachten Drücken sehr gering 

sind, kann diese Voraussetzung leicht erfüllt werden. Dies gilt jedoch nur, wenn die 

Pumpkammer vollständig mit Flüssigkeit gefüllt ist. Im praktischen Betrieb gibt es jedoch häufig 

durch die geförderte Flüssigkeit eingetragene oder durch Ausgasen entstandene Gasblasen 

in der Pumpkammer (Nguyen and Wereley, 2002). 

3.3.3 Fehlerquellen bei Mikromembranpumpen 

Eine typische Fehlerquelle mit Auswirkung auf die Funktionalität der Pumpe stellen Gasblasen 

in der Pumpkammer dar. Diese absorbieren, wie in Abbildung 3.14 dargestellt, aufgrund ihrer 

Kompressibilität die Volumenänderung, welche das Medium während des Pumpvorgangs 

fördern soll. Dadurch wird der Volumenstrom verringert und die Förderleistung der Pumpe 

unvorhersehbar gemindert (Wijngaart, 2002). Im Extremfall reduziert die Gasblase den Druck 

der Kammer derart, dass die Druckschwelle ȹpkrit der Ventile nicht mehr erreicht wird, was zu 

einem Totalausfall der Pumpe führt (Richter et al., 1998). 
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Abbildung 3.14: Auswirkung von Gasblasen in Mikro-Membranpumpen modifiziert nach (Wijngaart, 2002) 

Ferner können Gasblasen sich an Ein- und Auslässen festsetzen und verändern dadurch 

deren Geometrie. Um diese negativen Einflüsse zu verhindern und die Funktionsfähigkeit der 

Membranpumpe zu gewährleisten, ist die Entgasung des Mediums nötig, sowie die gasdichte 

Auslegung der Anschlüsse und Leitungen (Wijngaart, 2002). 

Alternativ kann bei der Auslegung und Fertigung von Membranpumpen durch folgende 

Maßnahmen die Anfälligkeit gegen Gasblasen reduziert werden (Nguyen and Wereley, 2002): 

¶ Minimierung des kritischen Drucks zum Öffnen der Ventile ȹpkrit durch Verwendung 

flexibler Ventile mit geringem Elastizitätsmodul. 

¶ Maximierung des Hubvolumens ȹV durch Verwendung von Aktoren mit großem 

Hubvolumen oder flexiblere Pumpenmembranen. 

¶ Minimierung des Totvolumens V0 durch feinere Fertigungstechniken. 

¶ Maximierung des Kammerdrucks p durch kräftigere Aktoren. 

3.4 Fluorimetrische Mikrosensoren 

3.4.1 Photolumineszenz 

Die verwendeten Sensoren basieren auf den Prinzipien der Fluoreszenz und Phosphoreszenz, 

also auf Lichtemissionen, welche aufgrund von Elektronensprüngen von kernnahen auf 

kernferne Bahnen entstehen und durch Absorption von Photonen ausgelöst werden (Kuchling, 

1999; Meister, 2012). Beide Prozesse können daher unter dem Oberbegriff Photolumineszenz 

zusammengefasst werden, weisen aber Unterschiede im photophysikalischen Mechanismus 

auf (Meister, 2012), die nachfolgend näher erläutert werden. 

Sowohl Fluoreszenz als auch Phosphoreszenz werden in der Analytik zur Detektion, 

quantitativen Bestimmung oder auch Charakterisierung von Stoffen eingesetzt. So erlauben 
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zum Beispiel mit lichtleitenden Fasern versehene ionenselektive und pH-empflindliche 

Fluorophore in-situ Analysen auch an schwer zugänglichen Orten (Meister, 2012). 

Fluoreszenz 

Die Grundvoraussetzung für Fluoreszenz ist die Absorption eines Photons durch ein 

geeignetes Molekül, wodurch es zu einer Energieübertragung an ein Elektron kommt. Das 

Molekül wird dadurch von seinem Singulett-Grundzustand S0 in einen energetisch 

höhergelegenen Singulett-Zustand, zum Beispiel S1 überführt (Cox, 2012; Meister, 2012). Um 

in den Ursprungszustand zurückzukehren, gibt es mehrere Möglichkeiten, welche in Abbildung 

3.15 vereinfacht in einem Jablonski-Diagramm zu sehen sind. 

 
Abbildung 3.15 Jablonski-Diagramm; schematische Darstellung der Fluoreszenz, ausgehend vom Singulett 
Grundzustand S0 zum energiereicheren Zustand S1 (und höher) und der anschließenden Rückkehr in den 
Ausgangsenergiezustand und Aussendung von Wärme und Licht (modifiziert nach Cox 2012) 

Das Molekül befindet sich in der Regel nicht im niedrigsten energetischen Level, da die 

absorbierte Energie meist höher ist, als zum Erreichen dieses Zustandes nötig wäre (Cox, 

2012). Da eine Rückkehr zum Grundzustand jedoch nur über dieses Level möglich ist, erfolgt 

zunächst eine Abgabe von überschüssiger Energie durch emissionslose innere Konversion 

(Internal Conversion) (Meister, 2012), also Stöße an die umgebenden Teilchen, dargestellt als 

Zick-Zack-Linien im Jablonski-Diagramm (Cox, 2012). Die Rückkehr in den metastabilen 

Ausgangszustand erfolgt anschließend entweder durch strahlungslose Desaktivierung oder 

durch spontane Emission von Fluoreszenz-Strahlung mit einer Dauer von 10-12 bis 10-8 s 

(Meister, 2012). Fluoreszenz entsteht dabei stets in einem langwelligeren Spektrum als die 

Absorption, da ein Teil der aufgenommenen Energie strahlungslos umgewandelt wurde (Cox, 

2012). 
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Phosphoreszenz 

Neben dem Singulett-Zustand, in dem alle Elektronen spin-gepaart vorliegen, existiert noch 

der ebenfalls energetisch angeregte Triplett- Zustand mit spin-ungepaarten Elektronen (Cox, 

2012). Wie in Abbildung 3.16 ersichtlich, kann eine Überführung des Moleküls vom Singulett-

Zustand S1 in den Triplettzustand T1 (auch T2 oder höher) durch strahlungslose Spin-Umkehr 

(Intersystem Crossing) erreicht werden (Lakowicz, 2006; Meister, 2012). Die Rückkehr zum 

Grundzustand S0 erfolgt dann entweder über weitere strahlungslose Spin-Umkehrprozesse 

oder über die Abgabe von Phosphoreszenz-Strahlung (Meister, 2012), die im Vergleich zu 

entsprechender Fluoreszenz in einem energieärmeren Wellenlängenspektrum stattfindet 

(Lakowicz, 2006). 

 
Abbildung 3.16: Schematische Darstellung der Unterschiede von Fluoreszenz und Phosphoreszenz (modifiziert 
nach Lakowicz 2006) 

Der T1-Zustand ist um mehrere Zehnerpotenzen langlebiger als der S1-Zustand. Der 

Übergang von T1 zu S1 ist aufgrund der Spin-Auswahlregel verboten, daraus folgend sind die 

Strahlungsübergangsarten eingeschränkt. Daher dauert das Nachleuchten einer 

Phosphoreszenz in der Regel Millisekunden bis Sekunden, es findet also in einem deutlich 

längeren Zeitraum als Fluoreszenz statt (Kuchling, 1999; Meister, 2012). 

3.4.2 Dual lifetime referencing 

Die Bestimmung der Fluoreszenzintensität wird in der quantitativen Analytik häufig verwendet, 

sie weist aber einige Nachteile auf, wie zum Beispiel die Beeinflussung durch die Fluorophor-

Konzentration, die Farbgebung der Probe oder den Brechungsindex (Klimant et al., 2001).  

Das Prinzip des Dual Lifetime Referencing (DLR) nutzt einen optischen Sensor, der per 

Fluorometrie verschiedene chemische, physikalische oder biologische Parameter bestimmen 

kann, basierend auf einer Umwandlung der Fluoreszenzintensität in eine Phasenverschiebung 

(Frequency Domain) oder einen Zeit-abhängigen Parameter (Time Domain), welche von den 
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genannten negativen Faktoren weitgehend unbeeinflusst bleibt (Klimant and Leiner, 2002). 

Nachfolgend soll nur auf das verwendete Prinzip der Phasenmodulation näher eingegangen 

werden. 

Dafür werden zwei Luminophore auf einem Sensor co-immobilisiert (Klimant, 1999): Ein 

fluoreszierender Indikator, dessen Intensität von dem zu messenden Parameter abhängt und 

eine kurze Abklingzeit aufweist, sowie eine phosphoreszierende Referenz mit langer 

Abklingzeit (Huber et al., 2001; Klimant and Leiner, 2002), welche als konstantes 

Hintergrundsignal dient, da seine Lumineszenz nicht auf die Analytkonzentration reagiert 

(Huber et al., 2001; Klimant, 1999). Beide Luminophoren haben überlagerte Anregungs- und 

Emissionsspektren, so dass die Anregung bei der gleichen Wellenlänge stattfinden kann und 

die Emission mit einem einzigen Photodetektor erfasst werden kann (Huber et al., 2001; 

Klimant, 1999). 

Zur Anregung des Sensors dienen blaue oder grüne LED, welche mit handelsüblichen 

Oszillatoren sinusmoduliertes Licht aussenden (Klimant et al., 2001). Wie in Abbildung 3.17 

ersichtlich, stellt das erzeugte analytische Gesamtsignal eine Überlagerung der verzögerten 

Sinuswelle der phosphoreszierenden Referenz und der Sinuswelle des fluoreszierenden 

Indikators dar, welche in niedrigen Modulationsfrequenzen (d.h. im kHz Bereich) keine 

Phasenverschiebung ū aufweist. 

 
Abbildung 3.17: Verªnderung der Phasenverschiebung der Gesamtlumineszenz ūm, der Referenz ūref und der 
Indikatorfluoreszenz ūind (A) ohne Analyt und (B) mit Analyt (Weidegans, 2004). 

Da nur die Intensität des Indikators veränderlich ist, bestimmt diese auch das Verhältnis. Somit 

ist die Phasenverschiebung ūm nur von der Konzentration des zu messenden Analyts 

abhängig (Klimant and Leiner, 2002). Während sich die Amplitude der Referenz nicht ändert, 

zeigt der Indikator eine hohe Amplitude in Abwesenheit eines Analyten (Abbildung 3.17 A) und 

eine niedrige in Anwesenheit des Analyten (Abbildung 3.17 B), wodurch sich das 

Gesamtsignal ebenfalls ändert. 
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Die Überlagerung der Signal-Amplituden wird nach (Klimant et al., 2001) dargestellt als: 

 

ὃ ὧέί  ὃ ὧέί  ὃ ὧέί      Gleichung 3-4  

 
ὃ ίὭὲ  ὃ ίὭὲ  ὃ ίὭὲ      Gleichung 3-5  

 

ɮ   der Phasenwinkel des Superpositionssignals   [°] 

ɮ   der Phasenwinkel des Referenzfarbstoffs    [°] 

ɮ   der Phasenwinkel des Indikatorfarbstoffs    [°] 

ὃ   die Signalintensität des Superpositionssignals   [cd] 

ὃ   die Signalintensität des Referenzfarbstoffs    [cd] 

ὃ   die Signalintensität des Indikatorfarbstoffs    [cd] 

Da die die Referenz vom Analyt nicht beeinflusst wird, gilt: 

  Ὧέὲίὸὥὲὸ 

ɮ   der Phasenwinkel des Referenzfarbstoffs    [°] 

Da der Indikator eine deutlich kürzere Abklingzeit aufweist als die Referenz, geht die 

Phasenverschiebung gegen Null: 

  ᴼπ 

ɮ   der Phasenwinkel des Indikatorfarbstoffs    [°] 

Damit können die Gleichungen 3-4 und 3-5 vereinfacht werden, und es ergibt sich nach 

(Klimant, 1999): 

ÃÏÔɮ       Gleichung 3-6  

Nach Klimant et al., 2001 konnte in einem DLR Versuch mit einem pH-empfindlichen Indikator 

nachgewiesen werden, dass bei konstantem pH Veränderungen wie Farbgebung, 

Verdünnung, Streuung oder Lichtintensität zwar Veränderungen der Lumineszenzintensität 

auslösten, jedoch der Phasenwinkel konstant blieb, die Messung also nicht beeinflusste. Die 

Stabilität des Phasenwinkels wurde nur durch intrinsische Hintergrundfluoreszenz gestört, da 

diese nicht von der Fluoreszenz des Indikators unterschieden werden konnte. 

3.5 Escherichia coli 

Pharmazeutische Produkte, wie Insulin, die auf rekombinanten Proteinen von Pro- und 

Eukaryoten basieren, spielen eine wichtige Rolle im Gesundheitswesen. Einer der 

meistbenutzten Prozesse, um diese rekombinanten DNA-Produkte herzustellen, ist die 

Hochzelldichtekultivierung von Escherichia coli (Riesenberg et al., 1991; Shiloach and Fass, 
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2005), einem der bestuntersuchtesten Lebewesen der Welt (Riesenberg et al., 1991). Es 

handelt sich dabei um ein gram-negatives, stäbchenförmiges Bakterium der Familie 

Enterobacteriaceae mit circa 2,5 ɛm Lªnge und einem Durchmesser von 0,8 ɛm, das mit Pili 

und Flagellen ausgestattet ist (Schügerl, 1997; Sussmann, 1997). 

Sein Temperaturoptimum liegt bei 37°C, da es natürlicherweise im Darm von Warmblütern 

vorkommt und es wächst auf einer großen Bandbreite einfacher Kulturmedien (Sussmann, 

1997). Sein Vorteil liegt zudem in der Abwesenheit von Pathogenitäts- und Virulenzfaktoren, 

einem schnellen Wachstum mit einer Zellteilung von bis zu 20 min (Berg, 2004) sowie einer 

hohen volumenbezogenen Produktivität (Shiloach and Fass, 2005). Da E. coli fakultativ 

anaerob ist, kann es sowohl einen fermentativen als auch einen respirativen Stoffwechsel 

aufrechterhalten und ist dabei unter anaeroben Bedingungen auf fermentierbare Kohlehydrate 

wie Glucose angewiesen (Sussmann, 1997), und es kommt zur Bildung von Nebenprodukten 

wie Acetat, Ethanol, Laktat und Formiat (Riesenberg et al., 1991). 

3.6 Clostridium acetobutylicum 

Wie alle Mitglieder der Familie der Bacillaceae gehören auch Clostridien zu den gram-

positiven, sporenbildenden Bakterien. Sie wachsen strikt anaerob wobei Clostridium 

acetobutylicum als eine der wenigen Ausnahmen aerotolerant ist (Grote and Antranikian, 

2006). Der Mikroorganismus ist beweglich, stäbchenförmig und weist eine Länge von 2,4 bis 

4,7 ɛm und einen Durchmesser von 0,6 bis 0,9 ɛm auf. Sein Temperaturoptimum liegt bei 

37°C (Schragg, 2009) und es kann eine große Anzahl an verschiedenen Substraten verwerten, 

zum Beispiel Stärke, Xylose, Glykogen oder Glukose (Grote and Antranikian, 2006; Schragg, 

2009).  

C. acetobutylicum verfügt in Satzverfahren über einen zweistufigen Gärungsmechanismus: 

Während des exponentiellen Wachstums werden unter neutralen pH-Bedingungen Essig- und 

Buttersäure gebildet, wodurch der pH sinkt. Zu Beginn der stationären Phase wird die 

Produktion der Säuren eingestellt und im nun sauren Milieu stattdessen Butanol und Aceton 

hergestellt, teilweise unter Aufnahme und Umwandlung der vorher produzierten Säuren. 

Dadurch kommt es wieder zu einer Erhöhung des pH des Mediums. Auf Grund dieser pH-

Abhängigkeit ist die Überwachung und Steuerung des pH bei der Kultivierung ein wichtiger 

Faktor (Bahl, 2006; Schönheit, 2006; Schragg, 2009). 

In der ersten Hälfte des 20. Jahrhunderts wurde die Aceton-Butanol-Gärung großindustriell 

betrieben, bevor in den 1960er Jahren aufgrund niedrigerer Rohölpreise die petrochemische 

Gewinnung massiv an Bedeutung gewann (Bahl, 2006; Grote and Antranikian, 2006). 

Unter Betrachtung des Nachhaltigkeitsaspektes sowie knapper werdenden Erdölreserven, 

gerät die Aceton- und Butanolherstellung mittels Clostridium acetobutylicum wieder in den 

wirtschaftlichen Fokus (Bahl, 2006; Grote and Antranikian, 2006; Millat et al., 2011). 
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4 Material und Methoden 

4.1 Parallelbioreaktorsystem 

Das am Lehrstuhl für Bioverfahrenstechnik entwickelte Parallelbioreaktorsystem 

bioREACTOR (2mag AG, München) in seiner Version mit 48 Rührkesselreaktoren im 10 mL 

Maßstab ist in Abbildung 4.1 zu sehen. Zum Einsetzen der Einwegreaktoren kann die 

autoklavierbare Abgashaube abgenommen werden. 

 
Abbildung 4.1: Mit Einwegreaktoren bestückter Bioreaktorblock mit aufgesetzter Begasungshaube. An der 
Kopfseite des Bioreaktorblocks befinden sich die Anschlüsse für die zwei Wärmetauscher zur Temperierung der 
Reaktoren und des Kopfraumes. Am unteren Wärmetauscher befindet sich zudem der Anschluss für die 
Spannungsversorgung und Steuerung des integrierten magnetisch-induktiven Rührerantriebs. Die 
Begasungshaube besitzt Anschlüsse für die Gasversorgung, sowie den Ablauf von gegebenenfalls auftretendem 
Kondenswasser. 48 mit Teflonbuchsen versehene Öffnungen in der Begasungshaube erlauben Abgas auszutreten 
und die Probenahme oder auch Flüssigkeitsdosierung. 

Die im Parallelbioreaktorsystem verwendeten Einwegreaktoren sind mit und ohne Schikanen 

erhältlich. Abbildung 4.2 zeigt einen Einwegreaktor an dessen Kopfende sich ein Kragen zum 

Dichtschluss mit der aufgesetzten Begasungshaube befindet. Am Fußende besitzt der Reaktor 

zwei konkave Linsen zur Aufnahme von fluorimetrisch auslesbaren Sensoren zur Messung 

des pH und der Gelöstsauerstoffkonzentration. 




