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lle Lebensvorginge sind mit der
A Freisetzung von Wirmeenergie

verbunden (Abb. 1). Die kontinu-
ierliche Natur des Wirmesignals erlaubt
ein Online-monitoring metabolischer Ak-
tivitit. Kalorimetrie kann also zur Erfas-
sung von Stoffwechselprozessen genutzt
werden. Die produzierten Wirmemengen
sind je nach Organismus und Wachs-
tumsbedingungen verschieden [25]. Ge-
wohnlich sind die in einer mikrobiellen
Kultursuspension auftretenden Wiirme-
mengen im Vergleich zu chemischen Re-
aktionen klein und werden insbesondere
im Labormafstab von 1 bis 21 Volumen
kaum erfaBt. Bei der ersten dokumentier-
ten kalorimetrischen Vermessung einer
Fermentation wurde daher ein Eichenfal3
mit 21,4 m? benutzt und darin Melasseld-
sung mit 2,56 t an kristallisierbarem Zuk-
ker zu Alkohol vergoren. Die Tempera-
turerhdhung im FaB betrug 10 °C. Da
groBBe Mengen an Kohlendioxid freige-
setzt wurden, berichtet der Autor auch fol-
genden Befund: ,,Die Experimente haben
(mitunter) beeindruckend geendet, indem
die von uns verwendeten Fiisser explo-
dierten ... Nichtsdestotrotz werden wir
diese Versuche fortfiihren* [9].

Kalorimetrische MeBtechniken
Seit den geschilderten Anfingen hat sich
die kalorimetrische MeBtechnik stiir-
misch fortentwickelt [2, 12, 25]. Die ver-
fiigbaren Kalorimeter lassen sich je nach
GroBe ihrer MeBzelle und der damit ver-
bundenen Sensitivitit in Mikro- und Ma-
krokalorimeter Kklassifizieren (s.u.). Man
unterscheidet Kompensations- von Wir-
mefluBkalorimetern, die adiabatisch oder
isotherm betrieben werden kénnen. Im er-
sten Fall versucht man einen Wirmeab-
fluB aus dem ReaktionsgefiB so weit wie
mdglich zu vermeiden. Die Temperatur-
erhdhung in der Suspension wird gemes-
sen und dient als MaB fiir die Wirmeent-
wicklung. Da Stoffwechselprozesse tem-
peralurabhanglg verlaufen, kénnen uner-
Verf T Da-
her wird diese Betriebsart in der Biokalo-
rimetrie kaum verwendet. Bei isothermem
Betrieb wird ein kontrollierter Warmefluf3
zwischen Fermenter und dem umgeben-
den Medium erzeugt und die Fermenter-
temperatur konstant gehalten Diese Be-
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Biokalorimetrie

Methoden und Nutzungspotential

Kalorimetrische Methoden
werden seit Jahrzehnten in der
Chemie und in den Biowissen-
schaften eingesetzt.

Zur Bearbeitung einiger
bes'imm'er b'o-

h 1t

sind die blsher verfugburen

Mikrokalorimerrie

Kommerziell verfiigbar und in den An-
wendungsgebieten Physiologie, Okolo-
gie, Pharmakologie, Bodenbiologie und
Abwasserremlgung etabliert ist ein be-
Mikrokalorimetertyp. Mikroka-

Gerdte jedoch
Ein neu emwickehes Fer-
menter-Kalorimeter erlaubt
nun die einfach durchzu-
fohrende und reproduzierbare
Quum |erung der Warme-

lorimeter werden auch vielfach zur Mate-
rialpriifung benutzt 3, 4, 5, 8, 12, 13, 24,
28]. Sie bestehen aus einer MeB- und Re-
ferenzzelle in einem Thermoblock, der
von einem groBvolumigen Temperierbad
ben ist. Das MeBprinzip beruht auf

prozessen unler 'echnls:h

triebsart ist in den ten am
meisten verbreitet. Einige darauf aufbau-
ende Kalorimeterkonzepte werden im fol-
genden beschrieben.

* Dr. M. Meis Prof. Dr. G. Ej
Institut fiir Chemische Verfahrenstechnik der Univer-
sitiit Stuttgart, D-70199 Stuttgart.

bedmgungen.

WiirmefluB. Als Signal dient die Tempe-
raturdifferenz zwischen beiden Zellen,
die mit Thermosiulen oder Peltierele-
menten gemessen wird. Mikrokalorime-
ter zeichnen sich durch geringen Bedarf
an Probenvolumen (einige ml) und hohe
Sensitivitit aus (je nach Betriebsart 0,05
bis 0,2 uW).

Die miniaturisierte Bauweise ist jedoch
fiir viele biologische und auch biotechni-
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sche Fragestellungen von Nachteil, weil
sich die Stoffeigenschaften (Viskositit)
und die Betriebsbedingungen (Gasge-
halt) in der Mefzelle im Versuchsverlauf
dndern, in der Referenzzelle jedoch stets
konstant bleiben.

Zeitgleiche Probenahmen fiir analyti-
sche Messungen parallel zur Wirmemes-
sung sind kaum méglich. Dies ist fiir ei-
nige der genannten Einsatzbereiche auch
nicht nétig, fiir die Nutzung in der Bio-
technologie hingegen unerliBlich. Tei
weise Abhilfe erreicht man mit Durch-
fluBbetrieb: Dabei wird die separat in
einem Fermenter kultivierte Zellsuspen-
sion iiber Wiirmetauscher zur Mefzelle
und wieder zuriick zum Fermenter ge-
pumpt. Die Analysen werden mit der Fer-
mentersuspension durchgefiihrt, die Wiir-
memessung dagegen bezieht sich auf die
MeBzelle [11, 14]. Die Aufenthaltszeit der
Suspension im Wirmetauscher liegt im
Bereich von einigen Minuten. Der physio-
logische Zustand der Zellen ist wiihrend
dreserZeumchtknn(rolherbar Esistsehr
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Fermenter

solches Reaktionskalorimeter zu einem
Fermenter umriistet und als Biokalorime-
ter betreibt. Die solchermafen erzielten
Ergebnisse stellen ganz unzweifelhaft
einen grund]egenden Beitrag zur thermo-

wahr daB der Metaboli

der Zellen dabei Veriinderungen erfihrt,
so dal3 quantitative Aussagen nur einge-
schrinkte Giiltigkeit besitzen.

Reaktionskalorimetrie

Reaktionskalorimeter dagegen sind ein-
facher als Mikrokalorimeter fiir biotech-
nische Zwecke zu handhaben. Aufgrund
des groBBen Arbeitsvolumens von I bis2 L
ist dieser Kalorimetertyp im Vergleich zu
Mikrokalorimetern weniger storanfillig
gegen AuBeneinfliisse [1]. Reaktionskalo-
rimeter werden hiiufig zur Untersuchung
und Optimierung chemischer Reaktionen
eingesetzt [21, 22]. Bei einem weit verbrei-
teten System wird mit Hilfe einer Wirme-
fluBregelung die Reaktortemperatur kon-
stant gehalten; WirmefluB und Wirme-
entwicklung sind dann einander direkt
proportional. Der meist aus Glas beste-
hende Fermenter ist von einem Kithiman-
tel umgeben. Sowohl die Fermenter- als
auch die Kiihlmitteltemperatur werden

d hen Charakterisierung biologi-
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3 Aufgrund des rauscharmen MeBsi-
gnals kann auch der Eintrag kleiner Wa
memengen (10 und 20 mW/I) detektiert
und in Abhangigkeit von der Einstrah-
lungsdauer und Signalfilterung quantifi-
ziert werden.

scher Reaktionen und zur Nutzung des
Wirmesignals in der Biotechnik dar [6,
16, 20, 25, 26]. Allerdings sind modifi-
zierte Reaktionskalorimeter kommerziell
nicht verfiigbar. Der zeit- und kostenauf-
wendige Umbau muf3 daher von _jedem
potentiellen Anwender selbst durchge-
fithrt werden, was eine Verbreitung der
Technik behindert. Weiterhin von Nach-
teil fiir biokalorimetrische Untersuchun-
gen ist die geringe Sensitivitit des Reak-
tionskalorimeters von 200 mW/1 Arbeits-
volumen. Die erstellten Bilanzen sind da-
her relativ ungenau. Zusammenfassend
ist festzustellen, daB auch diese MeBtech-
nik fiir die biotechnische Nutzung nicht
optimal ist.

Fermentations-Kalorimetrie

Aufgrund der geschilderten Nachteile der
verfiigbaren Systeme begannen wir mit
der Entwicklung und Erprobung eines ei-
genen, zweckbestimmt konstruierten Ka-
lorimeters [10, 17, 18, 19]. Es hat ein Ar-
beitsvolumen von 2 L und verfiigt gleich-
zeitig iiber alle Fermenterfunktionen
(Temperieren, Riithren, Begasen, pH-Re-
geln, Probenahmen, In-situ-Sterilisie-
rung, wmpulergesleuene MeB- und Re-

mit Hilfe von Widerstandsther n
bestimmt. Der WirmefluB zwischen Fer-
menter und Kithimantel wird nicht direkt
gemessen, sondern unter Beriicksichti-
gung des Wirmedurchgangskoeffizien-
ten und der wirmetauschenden Fliche
berechnet. Die Temperatur der Kiihlfliis-
sigkeit wird durch Mischen eines warmen
mit einem kalten Teilstrom eingestellt;
entsteht Wiirme im Reaktionsgefil, so
wird die Menge des warmen Teilstroms
vermindert; dies liefert das MeBsignal.
Die geschilderten Nachteile von Mi-
krokalorimetern fiir biologische Untersu-
chungen sind vermeidbar, wenn man ein
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Betriebsarten Batch-, Fed-
Balch und kontinuierliche Kultur). Auf-
grund dieser Kopplung bezeichnen wir
das Geriit als Fermenter-Kalorimeter und
die MeBtechnik sinngemiB als Fermenta-
tions-Kalorimetrie.

Abb. 2 zeigt eine Schemazeichnung mit

3 ) der zugehdrigen Peripherie. Das Gerit
EthOH () besteht aus zwei ineinander sitzenden
4 Batch-Fer Gla: dBen, dem Fermenter und dem
momonas mobilis in xmedi hlieBend: D Die
(PH 5.5, 30°C, Ru hwind M der Wi eugung beruht

500 UPM). Verlauf von Optischer Dnchie
und Waérmeentwicklung (rechtes Dia-
gramm) und Glucose- bzw. Ethanolkon-
zentration im Medium (linkes Dia-
gramm).

auf Leistungskompensation, allerdings
nach einem anderen Konzept als vorste-
hend fiir das Reaktionskalorimeter be-
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schrieben. Proportional zur Temperatur-
differenz zwischen Fermenter und Kiihl-
mantel wird dem Fermenter iiber den
Luftspalt ein konstanter Wirmestrom
entzogen. Wird keine Fermentations-
wiirme freigesetzt, so muB dieser Wirme-
strom vollstindig durch eine elektrische
£ i it :

werden. Jede Wirmeerzeugung im Fer-
menter fiihrt somit zu einer Erniedrigung
der elektrischen Heizleistung. Diese An-
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derung der Leistung der Komp ions-
heizung stellt das MeBsignal dar.

Um eine hohe MeBgenauigkeit zu errei-
chen, wird die Fermentertemperatur mit
Hilfe eines Thermistors hochgenau erfalll
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vicklung einer Fer-

und iiber die K

konstant gehalten. Die Temp diffe-
renz im Luftspalt zwischen Fermenter
und Kiihimantel wird mit Hilfe eines re-

ist id des exponentiel-
len F it der Konzentra-
tion von Biol und Produkt
korreliert (| hanol beider
anaeroben on mit Zy-

g Ther k gehal-
ten. Zur Messung dieser Temperaturdif-
ferenz dient eine selbstentwickelte Ther-
mosiule, die eine Serienschaltung von
Thermoelementen darstellt und durch
ihre U-férmige Anordnung eine hochge-
naue integrale Temperaturdifferenzmes-
sung iiber den Umfang des Fermenters er-
laubt. Warmeverluste iiber den Deckel
werden verhindert, indem dieser eben-
falls auf Fermentertemperatur geregelt
wird. Als MeBglied fiir diesen Regelkreis
dient ebenfalls eine Thermosiule.

Alle Zuliufe werden mit Hilfe eines
Wirmetauschers vortemperiert. Im Falle
einer Begasung wird das Gas zusiitzlich
mit Wasser gesittigt. Anderungen der ein-
getragenen Riihrleistung sowie deren An-
derung durch Viskosititswechsel wih-
rend einer Fermentation werden durch
Drehmomentmessung erfat und in der
Energiebilanz ebenso beriicksichtigt wie
die durch Dosierung von Lauge entste-
hende Neutralisationswirme. Zur Be-
rechnung der mit dem Abgaskondensat
entzogenen Verdampfungswirme wird
die erzeugte Abgasmenge erfafB3t.

Ein wesentliches Charakteristikum des
Fermenter-Kalorimeters ist die einfache
Sterilisierbarkeit und der monoseptische
Betrieb. Die Sterilisierung kann in situ mit
der Wirmetrigerfliissigkeit und rechner-
gesteuert durchgefiihrt werden. Lauge-
und Substratzufuhr erfolgen rechnerge-
steuert iiber Schlauchpumpen und Do-
sierwaagen. Die Software fiir die MeB-
und Regellechmk wu'd denelt aufein PC-
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ten Diagramm die Entwicklung der opti-
schen Dichte im Vergleich zum Thermo-
gramm bei einer anaeroben Batch-Fer-
mentation im Fermenter-Kalorimeter mit
Zymomonas mobilis. Beide Kurven ver-
laufen weitgehend parallel. Die Biomas-
sebildung kann daher anhand der Wir-
meproduktion online, d.h. direkt wih-
rend des Reaktionsgeschehens, beobach-
tet werden. Die begleitende HPLC-Ana-
Iytik zeigt (Abb. 4 linkes Diagramm), dal
zum Zeitpunkt des drastischen Abfalls in
der Wiirmeproduktion das Substrat (Glu-
cose) verbraucht war.

Nicht nur zwischen Wirmeentwick-
lung und Substratverbrauch, sondern
auch zwischen Wirme, Produktbildung
und der Biomasseentwicklung besteht
enge Korrelation (vgl. Abb. 5). Aus dem
Wiirmesignal lassen sich daher spezifi-
sche Aussagen in Verbindung mit den ge-
nannten Parametern gewinnen.

Geringere Zahl von Kontrollmessungen

Aufgrund der Reproduzierbarkeit unse-
rer Experimente und der bestehenden
Korrelation von Edukten und Produkten
mit der Wirmeproduktion 4Bt sich an-
hand der anfangs etablierten Beziehung
bei nachfolgenden Batch-Fermentatio-
nen sehr genau auf die Edukte und Pro-
dukte schlieBen. Das Wérmecigna] ist
vonellhal‘l weil fiir die Messung eine Pro-
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10 mW/1 (Abb. 3). Sie kann bei Bedarf
auf Kosten der Ansprechzeit noch weiter
herabgesetzt werden, so daB auch kleine
Wirmeeintriige (10 — 20 mW/1) gemessen
werden kdnnen. Die Ansprechzeit liegt je
nach Filterung des Signals zwischen 30 s
und 8 min.

ial der Biokalori-

metrie
Online-Analyse von Stoffwechselprozessen

hme und deren Aufarbeitung nicht
notig ist. Analytische Kontrollmessungen
werden daher seltener bendtigt, was den
mitunter zeit- und kostenintensiven Auf-
wand deutlich reduziert. Ein erster Ver-
such zur Online-Abschitzung von Pro-
zeBparametern anhand der Wirmetd-
nung wurde kiirzlich fiir eine aerobe
Batch-Fermentation von Saccharomyces
cerevisiae beschrieben [15].

Energiebilanz nutzbar fiir Scale-up

Die sichere Bilanzierung einer Fermenta-
tion ist notwendig fiir die kostengiinstige
MalstabsvergroBerung vom Labor- auf
den ProduktionsmaBstab. Es reicht zur
Bilanzierung einer Batch-Fermentation
aus, die Edukt-Anfangskonzentrationen
und die Produkt-Endkonzentrationen zu
bestimmen und diese Daten mit der Wir-
meproduktion zu verbinden. Da der Ver-
lauf der Wirmeentwicklung einer Fer-
mentation im groBtechnischen MaBstab
relalw emfach iiber eine genaue Kiihlmit-

iiber-
tragen und an einen neuen Prototypen des
Fermenter-Kalorimeters angepalt.

Das Fermenter-Kalorimeter wurde zu-
niichst physikalisch getestet. Die Auflo-
sung des MeBsignals ist bei guter Lang-
zeitstabilitit der Basislinie besser als

er ist, kénnen die im

Die Wirmep einer Z T
hselakti-

sion ist ihrer Stoff
vitiit proportional. Das Nutzungspoten-
tial dieses Befundes wird im folgenden
anhand eigener Fermentationsversuche
in Verbindung mit den Ergebnissen ande-
rer zusammengefaBt. Abb. 4 zeigt im rech-

Labormalfstab gefund: Charakteri-
stika der Wirmeproduktion ohne weite-
res direkt auf die groBtechnische Anlage
iibertragen werden.

Eine erste diesbeziigliche Nutzung von
Thermogrammen wurde kiirzlich be-
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schrieben [27]. Aufgrund der benutzten,
sehreinfachen Laborapparatur (Schiittel-
flasche mit 60 ml Kultursuspension) un-
terscheiden sich die Ergebnisse im Ver-
gleich zur Pilotanlage mit 2 m* Volumen
jedoch um etwa 25%. Die mit Hilfe des
Fermenter-Kalorimeters erzielten Ther-
mogramme dagegen sind quantitativ
nutzbar und sollten eine wesentlich bes-
sere Ubertragbarkeit garantieren.

i und Prozef3)
In der Biotechnik wird zunehmend konti-
nuierlich fermentiert. Dabei spielt die
Optimierung der Substratzusammenset-
zung eine wichtige Rolle. Im Chemosta-
tenbetrieb lassen sich im Fermenter-Ka-
lorimeter positive wie negative Effekte
auf die Stoffwechselaktivitit, bedingt
durch die schnelle zeitliche Auflosung des
Wirmesignals, direkt erfassen. Wir haben
dies bei einer kontinuierlichen Fermenta-
tion mit Zymomonas mobilis durch vari-
ierte Zulaufkonzentrationen von Glu-
cose, Ammonium, Phosphat, Magnesium
und Vitaminen getestet (Abb. 6).

Aus den Ergebnissen lassen sich Mo
lichkeiten zur thermogrammkontrollier-
ten Substratoptimierung ableiten. Weiter-
hin stellt das Wiirmesignal eine verldBli-
che und (beziiglich der Randbedingun-
gen) unkritische MeBgroBe zur Entwick-
lung modellgestiitzter Verfahren dar. Ein
erstes Beispiel zur Fiihrung einer Fermen-
tation anhand des Wirmesignals findet
sich unter [25].

Aerobe und anaerobe Fermentationen

Da unter Sauerstoffzufuhr im Vergleich
zu anaeroben Reaktionen viel groBere,
leicht zu messende Wirmemengen frei
werden, wurden die meisten publizierten,
kalorimetrischen Experimente bisher mit
Sauerstoff zehrenden Organismen durch-
gefiihrt. Die Bedeutung von anaeroben
oder fakultativ anaeroben Fermentatio-
nen nimmt jedoch aufgrund ihres Potenti-
als fiir Synthesen und Abbauprozesse zu
[23], so daB sich hier ein breites Feld fiir
kalorimetrische MeBverfahren mit hoher
Empfindlichkeit erdffnet. Das gleiche gilt
fiir Saduger- oder Insektenzellkulturen
aufgrund der durch die niedrigen Zell-
dichten bedingten geringen Wirmefrei-
setzung [30].
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Fazit

Die Biokalorimetrie hatte in den letzten
15 Jahren des biotechnischen Auf-
schwungs neben apparativen Problemen
vor allem einen Nachteil: ,microbial ca-
lorimetry is unfamiliar to most workers*
[7]. In der Biotechnologie gab es daher
kaum Ansiitze zum Einsatz des Wirmesi-
gnals zur Untersuchung, Fiihrung oder
Optimierung von Fermentationsprozes-
sen. Mit der Fermentations-Kalorimetrie

~ BioTec TREND

Flow microcalorimetry in monitoring biological
activity  of  aerobic and  anaerobic
wastewater-treatment. processes. Anal. Chim
Acta 213, 165 —

{15] Larsson, C., Blomberg, A., Gustafsson, L
(1991): Use of microcalorimetric monitoring in
establishing continuous energy blances and in
continuous determinations of substrate and pro-
duct concentrations of batch-grown Saccharo-
myces cerevisiae. Biotech. Bioeng. 38, 447 — 458.

[16] Marison, I W., von Stockar, U. (1987): A calori-
metric investigation of the aerobic cultivation of
Kluyveromyces fragilis on various substrates.
Enzyme Microb. Technol. 9, 33 43

M., Grosshans,
G. (1992): i

trol of fermentation processes using fermenter-
calorimetry. In: Dechema-Biotechnol. Conf, 5,
403-407. G. Kreysa, A. J. Driesel (eds.), VCH-
Publishers, Weinheim, FRG.

[18] Meier-Schneiders, M., Grosshans, U., Busch, C.,

steht nun eine geeignete, ho und  [17] Mei
einfach zu handhabende M hnik zur
Verfiigung.
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