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Zusammenfassung

Fir ein effizientes Monitoring von Fermentationsprozessen ist die kontaminationsfreie messtechnische
Erfassung des Prozessverlaufs unerlasslich. In diesem Beitrag wird eine Mikrowellensensorik zur kon-
taktlosen Bestimmung der frequenzabhangigen Permittivitat und Leitfahigkeit von Fermentationsmedien
vorgestellt. Da Mikrowellen (MW) ohne grofiere Dampfung Kunststoffe durchdringen, lassen sich
Messanordnungen realisieren, die ohne direkten Kontakt mit den zu untersuchenden Medien
funktionsfahig und langzeitstabil anwendbar sind. MW-Sensoren kénnen z.B. direkt an der AuRenhdille
eines Fermenters angebracht werden oder als “Clamp-On“-Sensor an Schlauchen installiert werden.
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Einleitung

“Single-Use“ (SU) bzw. Einweg-Technologien
fur biotechnologische Anwendungen basieren
mehrheitlich auf Kunststoffmaterialien und sind
fur den einmaligen Gebrauch bestimmt. Der
Mangel an geeigneter Sensortechnik fur
messtechnische Installationen an “Single-Use
Bioreactors® (SUB) fir die pharmazeutische
Produktion stellt einen bedeutenden limi-
tierenden Faktor fir deren weiteren Etablierung
dar. Bezlglich einer gewlinschten messtech-
nischen Ausstattung gibt es zwischen
Edelstahl- oder Glasreaktoren gegentber SUB
kaum Unterschiede. Da SUB aus Polymerfolien
bestehen und typischerweise mit Gamma-
strahlen sterilisiert werden, ergeben sich fir den
Einbau, Kalibration wund Sterilisation von
Sensoren neue Bedingungen. Durch den
Einweg-Charakter dieser Bioreaktoren sollten
Sensoren auch als SU Devices mit geringen
Kosten, einfacher Handhabung und hoher
Prazision zur Anwendung kommen. Dies
bedeutet, dass sterilisierbare Sensorelemente
als preiswerte Einwegartikel im Reaktor
konzipiert werden mussen (in-situ) oder dass
diese Uber einen mechanischen Port auerhalb
(ex-situ) montiert werden. Die dazugehdrende
elektronische Auswerteeinheit ist in beiden
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Fallen ein wiederverwendbarer Bestandteil der
Reaktorperipherie.

Fir die Messung von Standardparametern wie
Temperatur und Druck existieren Mess-
systeme. Auch fir pH und Gel6stsauerstoff
bzw. pO2 gibt es von verschiedenen Herstellern
bereits optische Messsysteme, welche in SU
etabliert sind [1]. Die Bestimmung der Lebend-
biomasse erfolgt Uber dielektrische bzw.
impedanzspektroskopische Messsysteme, bei
welchen Uber ein Elektrodensystem ein Mess-
signal von wenigen mV in einem Frequenz-
bereich von ca. 100 kHz bis 10 MHz einge-
koppelt wird [2]. Von der Firma ABER
Instruments Ltd wird ein Messsystem
angeboten, bei welchem die Elektroden als
Patch in den SUB eingeklebt und abschlieend
mit Gammastrahlen sterilisiert werden. Die
gemessene frequenzabhangige Kapazitat
korreliert mit dem Wachstumsverlauf der Zell-
kultur. Limitierend wirken sich die nicht vermeid-
baren Elektrodeneigenschaften wie Elektroden-
polarisation und Elektrodenfouling auf die
Langzeitstabilitat aus. Weitere noch nicht
kommerziell verfugbare ex-situ Ansatze
verschiedener MessgroRen fir das Prozess-
monitoring bestehen in der Installation von
kontaktlosen (keine direkte Bertihrung mit dem
zu untersuchenden Medium) optischen,
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Ultraschall- und Mikrowellen- bzw. Hoch-
frequenzsensoren. Diese ex-situ Sensoren
mussen Uber einen speziellen Port an den SUB
und an Zuleitungen angeschlossen werden.
Ultraschall und MW-Sensoren koénnen auch
optisch opake Materialien durchdringen und
eignen sich somit zur kontaktlosen Bestimmung
von Konzentrationsanderungen wahrend einer
Fermentation oder einer nachgeschalteten
Produktaufarbeitung. Der Wellenlangenbereich
fur die Hochfrequenzsensoren erstreckt sich
von dm bis mm. Eine Frequenz von 30 MHz hat
eine Wellenlange von 1 m, bei 30 GHz sind es
1 cm und bei 300 GHz nur noch 1 mm.

Messtechnischer Ansatz

In der Vergangenheit wurden Sensoren fiir den
Hochfrequenzbereich mit diskreten Lésungen
realisiert. Diese hatten bisher durch die relativ
groBen Abmessungen, einem komplexen
Aufbau, verbunden mit relativ hohen Kosten,
einen breiten Einsatz in der Industrie erschwert.
Mikrowellensensoren basieren auf der Wech-
selwirkung eines hochfrequenten elektromag-
netischen Felds mit Materie. Die Eigenschaft,
wie ein elektrisch isolierender, polarer oder
unpolarer Stoff (Dielektrika) von einem
elektromagnetischen Feld durchdrungen wird,
bezeichnet man als Permittivitat (dielektrische
Leitfahigkeit - Durchlassigkeit eines Materials
fur elektrische Felder). Die Wechselwirkung von
Mikrowellen mit polaren Stoffen z.B. Wasser
beruht darauf, dass sich die polarisierten
Molekile im angelegten elektrischen Feld
ausrichten. Wird das Feld umgepolt, richten
sich die Molekule neu aus. Das Zurickbleiben
der Molekile gegenliber dem hochfrequenten
elektrischen Feld (Phasenverschiebung) wird
makroskopisch mit einer komplexen relativen
Permittivitat (er) beschrieben (1). Der Ausdruck
o = 2xnf ist die Kreisfrequenz und f steht flr
Frequenz. Die Permittivitdt gibt somit an, um
wie viel groRer die Kapazitdt eines
Kondensators ist, wenn statt Luft (er = 1) ein
anderes  Material gleicher Dicke als
Dielektrikum verwendet wird. Der Realteil der
relativen Permittivitat (e) hangt mit der
Polarisierbarkeit eines Materials bzw. mit
dessen Fahigkeit, Ladungen zu speichern
(elektrische  Kapazitdt), zusammen. Der
Imaginarteil () erfasst die dielektrischen
Verluste durch Absorbieren von Energie
wahrend der Umpolarisierung und durch
ohmsche Verluste. Die komplexe Wechsel-
stromleitfahigkeit (o) ist Uber die Beziehung (2)
mit dem Imaginarteil der Permittivitat verknupft.

&.(w)=¢.(w) - je! (w) (1)

o'(w)=¢/(m) & (2)
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Da Mikrowellen ohne direkten Kontakt tief in
das Material eindringen oder das Material sogar
voll durchdringen koénnen, ist die Technik fur
zerstérungsfrei sensorische Anwendungen gut
geeignet. Wie bereits aus der optischen
Messtechnik bekannt, erfolgt beim Auftreffen
einer elektromagnetischen Welle auf eine
Grenzschicht eines Materials eine Reflexion
und beim Durchdringen eine Absorption durch
das zu untersuchende Material (“Material Under
Test*— MUT) sowie Streuungen an Material-
teilchen. Als Messverfahren kommen sowohl
Transmissions-, Reflexions- und Resonanz-
verfahren zum Einsatz.

Die Abb. 1 zeigt einen MW-Resonanzsensor,
welcher z.B. an Schlauchen als Input oder
Qutput Monitor fir flissige Medien am SUB
betrieben werden kann. Mit diesem Sensor
kénnen Materialuntersuchungen von pump-
fahigen Flussigkeiten im Frequenzbereich von
ca. 2,0 — 2,8 GHz durchgefuhrt werden. Die
Sensorgeometrie kann fir Schlauche von 0,5
mm bis 5 mm und gréRer angepasst werden.
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Abb. 1: Allgemeiner Aufbau einer MW-Reflexions-
messung mit Sensor (Resonator)

Zur Messung des komplexen Reflexionsfaktors
(Streuparameter Si1) mussen die zum
Messobjekt hinlaufende Welle (a) und die
ricklaufende Welle (b) durch Bauelemente mit
Richtwirkung voneinander getrennt werden. Der
Streuparameter S11 berechnet sich nach Formel
(3). Der Reflexionsfaktor und die Impedanz sind
wiederum durch die Funktion (4) verknUpft.
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Damit kann die materialabhangige Permittivitat
gr des Untersuchungsobjektes nach GI. 5.
berechnet werden. Dabei ist zu beachten, dass
alle GroéRen in den Formeln 3 bis 5 komplexe
Eigenschaften haben und den funktionalen
Zusammenhang darstellen.

b
S“ — ZMUT B ZO (4)
Zyur + 2y
Zyvur = % ()

”

Dabei ist Zwmur die Wellenimpedanz des
Untersuchungsobjektes und Zo die genormte
Wellenimpedanz (50 Ohm) der Messleitungen
und des Analysators. Die Signalanalyse beruht
somit auf Fehlanpassung durch die material-
abhangige Impedanz des MUT gegeniiber Zo
von 50 Ohm. Bei den meisten biologischen
Objekten ist pur= 1. Da sich die Permittivitat von
Wasser von anderen wassrigen und flissigen
Medien bzw. Mischungen stark unterscheidet
(gH20 - 80,5, Alkohol mit eczmson - 24,1, Cellu-
lose mit &celuose - 3,05 bei Frequenzen um
1 GHz und Temperatur von 25°C), haben MW-
Sensoren ein groRes Potenzial flr prazise und
schnelle Anwendungen in der Medizin, Bio-
technologie und Nahrungsmitteltechnik.

Durch Einbringen von Materialproben (MUT) in
einen Resonator werden infolge der Veran-
derungen der dielektrischen Eigenschaften als
Folge einer veradnderten Energiespeicherung
die Resonanzfrequenz (fr) und der Formfaktor
des Resonanzspektrums gegenuber dem unbe-
lasteten (leeren) Resonator verandert. Die
Resonanzfrequenz hangt von der geome-
trischen Bauform und den verwendeten
Materialien des Applikators ab. Diese
Eigenschaften ermoglichen eine Reihe von
Berechnungsmethoden zur Bestimmung der
komplexen Permittivitat [3].

In praktischen Anwendungen und besonders in
der Biotechnologie mit heterogenen Material-
mischungen ist die exakte Bestimmung der
komplexen Permittivitdt der einzelnen Stoff-
anteile kaum maoglich. Fir praktische Anwen-
dungen sollte ein Messverfahren bereitgestellt
werden, dass mit einfachen Mitteln die
Messung einer Produkteigenschaft mit hoher
Messgenauigkeit Uber einen grofden
Materialbereich, wie z.B. des Wasseranteils,
ermoglicht. Ein mit der Resonanzkurve zu-
sammenhangender materialabhangiger Mess-
wert, kann die Breite, die Amplitude, die
Steigung in einer Flanke oder die Frequen-
zverschiebung sein. Bei monotonem Verlauf
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kann mit diesen Werten ein funktionaler
Zusammenhang fur die Berechnung der
Materialeigenschaften hergestellt werden. Uber
eine angepasste Kalibrationsfunktion kann
dann Anderungen der Eigenschaften der
Resonanzkurve zur Berechnung von Material-
eigenschaften angewendet werden.

Bevor der Sensor konstruiert und gefertigt
wurde, erfolgten zunachst Simulationen der
elektromagnetischen Eigenschaften in
Verbindung mit einer optimalen Sensorgeo-
metrie unter Anwendung der ,electromagnetic
modeling and simulation software* WIPL-D.
Nach  Vorgabe einer  Sensorgeometrie
(Resonator mit Streifenleiter, mit einem
durchgezogenen Schlauch mit bekannten
mechanischen und dielektrischen Eigen-
schaften) erfolgten Berechnungen der elektro-
magnetischen Feldverteilungen innerhalb des
Sensors in Abhangigkeit der Fluideigenschaften
(Permittivitat, Leitfahigkeit von z.B. Wasser,
Alkohol, Elektrolyten u.a.). Die Abb. 2 zeigt
beispielhaft eine numerische Simulation mit
optimierter elektrischer Feldverteilung (E-Feld).

Abb. 2:  Elektromagnetisches Simulationsmodell

Nach  erfolgreicher  Simulation  wurden
Sensoren fir verschiedene Schlauchdurch-
messer gefertigt (Abb. 3).

Abb. 3:  Resonator mit Schlauchdurchfiihrung in
Clamp-On-Ausfiihrung

Der kompakte Sensor besteht aus einer
Durchflusskammer, welche als Resonator fiir
eine Resonanzfrequenz von ca. 2,2 GHz
entwickelt wurde

Die Abb. 3 zeigt ein Muster aus Edelstahl fur die
Aufnahme eines Schlauches (THOMAFLON-
PTFE-Chemieschlauch, Typ: RCT®-ZS-DKA-

205



SW, Innendurchmesser 1,9 mm, AuRendurch-
messer 2,8 mm, RCT Reichelt Chemietechnik
GmbH + CO).

Die hier vorgestellten experimentellen Unter-
suchungen erfolgten mit einem Messaufbau
(Abb. 4), bei welchem in einem Laborbioreaktor
(1L) der Firma Mytron sowohl Mischversuche
als auch die Kultivierung von Mikroorganismen
in einer gerthrten Flussigkeit bei konstanter
Temperatur mdglich sind. Durch den Einsatz
einer  sterilisierbaren Leitfahigkeitssonde
(Hamilton, Conducell 4USF Arc PG-120, feste
Messfrequenz bei ca. 10 kHz) konnte online die
Leitfahigkeit mitbestimmt werden.

Vector Network Analyser

VNA |_PC, USB-

Schnittstelle

LF-Transmitter

LF-Sensor

Fermenter (1L)
MW- Schlauch-
Sensor  pumpe

Abb. 4: Versuchsaufbau fiir Durchmischungs- und
bakterielle Wachstumsversuche

Die Sonde diente als Referenzmesssystem zur
Kalibrierung der MW-Sonde bei der
Bestimmung der Leitfahigkeit von Elektrolyten
mit unterschiedlichen Konzentrationen. Eine
Schlauchpumpe diente zur Forderung der
Reaktorflissigkeiten zum MW-Sensor. Um den
Einfluss von Schwankungen der Umgebungs-
temperatur zu vermeiden, wurde das Mess-
system zusammen mit dem Reaktor in einen
Warmeschrank der Firma Mytron (120L)
installiert. Fir den Reaktor und fir den
Warmeschrank wurde die gleiche Sollwert-
temperatur  entsprechend des Versuchs
vorgeben (Fluidmischungen bevorzugt bei einer
Referenztemperatur von 25 °C und Fermen-
tationen bei 37°C).

Experimente

Die Abb. 5 zeigt beispielhaft den Einfluss
verschiedener Inhaltsstoffe auf das Frequenz-
verhalten, wenn sich unterschiedlichen Permit-
tivitaten im Schlauchstliick des Resonators
befinden.

In weiteren experimentellen Applikationen unter
Anwendung des MW-Sensors soll die
Leistungsfahigkeit des Messsystems flr
fluidische Anwendungen dokumentiert werden.
Die MW-Messtechnik kann somit als eine
Methode der instrumentellen chemischen
Prozess-Analytik angewendet werden.
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Abb. 5:  Reflexionskoeffizient (S11) in Abhdngigkeit
vom  Flllmaterial des  Schlauchs.
(Schlauch gefillt mit Luft, Wasser und
Alkohol-Wassergemisch)

Applikation - Leitfahigkeitsmessungen

Die elektrische Leitfahigkeit (LF) einer Lésung
ist eine universelle physikalische GroRe. Alle in
der Probe gel6sten lonen beeinflussen die LF.
Bei der LF-Messung erfolgt also die Erfassung
eines Summenparameters. Abb. 6 zeigt die
Anwendung des MW-Sensors zur Bestimmung
der LF eines KCL-Elektrolyten.
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Abb. 6:  Korrelation von S11 (Festfrequenz von mit
der Leitfahigkeit in Abhéngigkeit von der
Leitfdhigkeit eines KCI Elektrolyten.

LF-Messungen ist eine Standardmessmethode
in der Prozessanalytik und im analytischen
Labor. Die messtechnische Bestimmung der LF
eignet sich optimal, um Wasser in verschie-
densten Anwendungen zu charakterisieren und
fur Reinheitsprifung von nichtwassrigen
Proben.

Applikation - Mischversuche

Flussigkeiten konnen auf Basis der material-
abhangigen frequenzabhangigen Permittivitat
messtechnisch charakterisiert werden. Somit
eignen sich messtechnische Methoden zur
Bestimmung der Permittivitat von z.B. flussigen
Medien, um Aussagen zur Reinheit, zum
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Mischungsverhaltnis und z.B. zur Alterung von
Olen und Schmierstoffen zu erfassen. Die
Abb. 7 zeigt die Bestimmung des Mischungs-
verhaltnisses von Wasser in  Alkohol.
Ausgangspunkt bilden die Spektren
Reflexionskoeffizienten (S11).

des

0

-20F Wasser in Ethanol
(0% vol. Wasser)

Wasser in Ethanol
-35I (33% vol. Wasser)

Refexionskoeffizient (S11) [dB]

40 A A A A
2,0 21 2,2 2,3 24
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Abb. 7:  Resonanz-Frequenzspektrum von Si11

einer Wasser/Ethanolmischung

Durch Berechnung der Verschiebung der
Resonanzfrequenz (S11) besteht eine relativ
einfache Auswertemethode. Die Abb. 8 zeigt
die Korrelation des berechneten Mischungs-
verhaltnisses mit der realen Wasser/Ethanol-
mischung in %.
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Abb. 8:  Berechnetes Mischungsverhéltnis

Die Abb. 9 zeigt die messtechnische Bestim-
mung einer Proteinkonzentration (Typton/Pep-
ton Casein von Roth: art. 8952.3) in einem
Phosphatpuffer (Sigma, p-4417-50TAB).

Zur Durchfuhrung einer quantitativen Analyse
ist die Kalibration mit einer Standardlésung
notwendig. Anschlielend erfolgt die Konzen-
trationsmessung der Proben. In der Routine
kann fur diese Bestimmungen ein Schlauch-
sensor in Analogie zu Durchflusskiivetten wie
diese fir photometrische Methoden, verwendet
werden zum Einsatz kommen.
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Bei diesem Versuch wurde Uber den Zeitverlauf
von 6 Stunden alle 60 Sekunden eine Messung
zur Aufnahme eines MW-Spektrums durch-
geflhrt.
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Abb. 9: Bestimmung einer Protein Konzentration in
einem Phosphatpuffer

Weitere Anwendungsmaoglichkeiten bestehen in
der Untersuchung der Kinetik von chemischen
Prozessen. Hier kann mit der MW-Spek-
troskopie die zeitliche Anderung der Konzen-
tration eines Reaktionspartners, verbunden mit
sich andernden dielektrischen Eigenschaften
durch Messung z.B. der des Resonanz-
verhaltens, in kurzen Zeitabstédnden Uber einen
langeren Zeitraum bestimmt werden. Die
Anderung der Dampfung durch Messung der
Reflektions-Transmissionsspektren Uber einer
bestimmten  Zeitspanne  entspricht  der
Geschwindigkeit der Reaktion.

Applikation — Mikrobielles Wachstums

Wenn Mikroorganismen in flissigen Nahr-
medien wachsen, entstehen durch den
Metabolismus und durch absterbende Zellen
kleinere geladene Molekile. Die dabei
entstehenden lonen filhren zu messbaren
Veranderungen der Kapazitdt und der
elektrischen Leitfahigkeit des Mediums.

Die Abb. 10 zeigt den typischen zeitlichen
Verlauf einer E. coli Batchkultur. Die zeitliche
Anderung der LF als Folge der Zellvermehrung
wurde mit dem kalibrierten MW-Sensor, wie in
Abb. 4 dargestellt, aufgezeichnet und berech-
net. Die Messwerte des kontaktlosen MW-
Sensors korrelieren mit den Messungen des
Referenzmesssystems zur Bestimmung der
Leitféahigkeit der Suspension und der Offline-
Trendbestimmung der optischen Dichte
(ODsé0o).

Als Nahrmedium wurde eine Lésung aus10 g/L
NaCl, 10 g/L Trypton und 5 g/L Hefeextrakt
hergestellt. In 500 ml sterilisiertes Nahrmedium
wurden beim Start 1,5 ml E. coli mit einer
Zelldichte von 2x107 Zellen/ml inokuliert.
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Abb. 10: Wachstumsverlauf einer E. coli Batch-
Kultur bei 37°C in einem 1 L Fermenter

Die ODsoo stieg Uber die gesamte Zeit von ca.
0.28 auf 4,1 an. Die Leitfahigkeit stieg von
18.26 mS/cm' bis auf 19,2 mS/cm® an und die
Anzahl von Zellen erreichte nach 6 h ca. 4x10°
Zellen/ml.

Haufig werden organische Sauren im
mikrobiellen Malistab hergestellt. Fir einen
optimalen Produktionsverlauf ist das Online-
Monitoring von wichtigen Prozessgrofen, wie
die Lebend-Biomasse (Zellzahl), Nahrstoff-
verbrauch, Produktkonzentration, der Anteil von
Gelostsauerstoff u.a., unter sterilen Beding-
ungen eine wichtige Voraussetzung.

Die Erfassung der komplexen frequenzabhang-
igen dielektrischen  Materialeigenschaften
entlang einer biologischen Prozesskette durch
breitbandige MW-Sensoren ermdoglicht in
Verbindung mit etablierten Prozessmess-
methoden einen tieferen Einblick in das
Prozessgeschehen.

Bezuglich ausfihrlicherer Informationen wird an
dieser Stelle auf die Literaturstelle [5]
verwiesen.

Zusammenfassung

In diesem Beitrag wurde modellhaft die
Anwendung von MW-Sensoren zur
kontaktlosen Uberwachung von Fliissigkeiten in
Reaktoren und Dosiersystemen vorgestellt. Die
berlhrungslose Arbeitsweise von kosten-
glnstig herzustellenden MW-Sensoren vermei-
det jegliche Kontamination der zu unter-
suchenden Proben. Somit sind fur das Moni-
toring von SUB kontaktlose, kontinuierliche
MW-Messverfahren zur dielektrischen Bestim-
mung der Permittivitat und der Leitfahigkeit mit
angepasster Tiefenauflésung in einem weiten
Frequenzbereich geeignet. Bisherige Unter-
suchungen zeigen, dass in einem weiten
Frequenzbereich sowohl einzelne Resonanzen
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als auch Mehrfachresonanzen flir sensorische
Anwendungen an SUB zur Charakterisierung
der Suspensionen anwendbar sind [4, 5].

Erste Modifikationen zur Entwicklung preis-
werter elektronischer Prozessmesstechnik fur
eine breite Anwendung konnten bereits
erfolgreich abgeschlossen werden.

Neben der Realisierung und Anwendung
weiterer Sensorelemente als Patches bzw.
Mikrostreifenleiter erfolgen aktuell Entwick-
lungen von “Six-Port-Reflectometer® [6] als
preiswerte Alternative flr handelstbliche
Standard-VNA mit hdherem elektronischem
Aufwand.

Die Hauptvorteile der MW-Spektroskopie sind:
berihrungsfreies Messen, kein Zerstéren der
Proben und eine hohe Messgeschwindigkeit.

Allgemein kann festgestellt werden, dass die
Anwendung von dielektrischen Hochfrequenz-
messtechniken im GHz Frequenzbereich nicht
nur das Potential fir SUT Applikationen hat,
sondern darlUber hinaus kénnen mit diesen
Messmethoden auch Informationen Uber
dynamische Strukturen von Proteinen und
Membranen von Zellen und Geweben erfasst
werden.

Vielfaltige Anwendungsmoglichkeiten in der
Pharmazie, der Lebensmittelproduktion und in
der medizinischen Diagnostik kdnnen mit dieser
Messtechnik erschlossen werden.
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