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(54) Vorrichtung fiir direkte Vergleichsmessung von optischen Eigenschaften und lonenumsatz in Zellsu-
spensionen ’

(57) Die Erfindung ,Vorrichtung fir direkte Vergleichsmessungen von optischen Eigenschaften und lonenumsatz in
Zellsuspensionen” 148t sich im Screeningtest, der Mikrobiologie und der Biotechnologie anwenden. Sie verfoigt das
Ziel, optische Analysen bei unterschiedlichen definierten Wellenidngen oder Wellenidngenbereichen sowie
lonenumsatzanalysen dber pH-MeRketten oder ionenselektive Elektroden in einem Arbeitsgang durchzufihren und
durch Vergleich der Analysenergebnisse Effektoren nach ihrer Wirkspeazifik differenzieren und selektieren kénnen.
Dazu werden in einem: Analysator, pH-Mefketten oder ionenselektive Elektroden mit optischer Meftechnik liber
Lichtleitkabel und Phototransistoren so gekoppelt, daf eine optische Analyse und eine lonenaustauschanalyse in
einem Arbeitsgang moglich sind. Dieser Analysator wird mit beliebigen Anzuchtaniagen fir Zell-, Zellpartikei- oder
Organismenkulturen so verbunden, daR eine Analyse der optischen Eigenschaften sowie des lonenumsatzes in
beliebiger Zeitfoige liber die ,in situ”-Technik oder Gber DurchfluBkiivette erfolgen kann.
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Erfindungsanspriiche:

1. Vorrichtung flir optische Analysen und lonenaustauschanalysen in Zeil-, Zellpartikein- oder Organismenkulturen, dadurch
gekennzeichnet, daf? ein Lichtkarussellthermostat zur Anzucht von Suspensionskulturen mit einem Analysator gekoppelt
ist, der optische Analysen und lonenumsatzanalysen in einem Arbeitsgang in Suspensionskulturen nach der ,in situ”-Technik
dadurch gestattet, daB eine pH-MeRelektrode oder ionenselektive Elektrode seitlich mit zwei Lichtleitkabein versehen ist,
die Licht definierter und unterschiedlicher Wellenldnge in die Suspensionskultur leiten, das nach Passieren einer MeRstrecke
in der Suspensionskultur Gber Phototransistoren oder Lichtleitkabel wieder aufgefangen und anschlieRend registriert wird.

2. Vorrichtung nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, dal als Anzuchtaniage flir Suspensionskultur geschlossene Fermentoren
oder beliebig anders gestaltete Anzuchtfermentoren oder -anlagen verwendet werden.

3. Vorrichtung nach Punkt 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dal3 die optische Analyse und gegebenfails die
lonenaustauschanalysen in einer DurchfluBkiivette erfolgen und die Proben mittels Pumpe transportiert werden.

Hierzu 6 Seiten Zeichnungen

Anwendungsgebiet der Erfindung

Analysen der optischen Eigenschaften und des lonenumsatzes in autotrophen und heterotrophen Zellsuspensionen sowie
auspendierten Mikroorganismen, Biotechnologie, Screeningtests, Mikrobiologie, biochemische und biologische Labore

Charakteristik der bekannten technischen Losungen

Es ist bekannt, da3 optische Analysen von unbehandelten und wirkstoffbehandelten Zeilsuspensionen und suspendierter
Mikroorganismen wie auch pH-Messungen an solchen Kulturen zur Wachstumskontrolle benutzt werden.
Erfindungsgeman wird das in den Patenten DD 94234 sowie DD 2004 72/1 als getrennte Verfahrensmdglichkeit beschrieben.
Dazu stehen eine Vielzahl an industriell gefertigten Me2geriten zur Verfligung, die optische Analysen und pH-Messungen
getrennt oder parailel gestatten. Solche Messungen werden bisher getrennt und nebeneinander durchgefliihrt. Besonders in
groReren Reihen unterschiedlicher Kuitivierung bedingen die Probenentnahme, der Probentransport sowie die getrennte
Analyse der optischen Verhéltnisse und des lonenumsatzes einen groRen Arbeitsaufwand.

Ziel der Erfindung

. Die Erfindung verfolgt das Ziel, eine Varrichtung zu entwickeln, die optische Analysen bei einer gegenfalls bei mehreren
definierten Wellenlangen beziehungsweise Wellenlangenbereichen im infraroten, sichtbaren und ultravioletten Spektrum
sowie lonenaustauschanalysen, besonders pH-Analysen, in einem Arbeitsgang und definierter Zeitfolge, in suspendierten Zell-
" Zellpartikel- und Organismenkulturen beliebiger Anzahi zur Beurteilung der Wirkspezifik von Bioeffektoren erméglicht.

Dariegung des Wesens der Erfindung

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaR dadurch geldst, daR ein Lichtkarussellthermostat gemaR der Erfindung mit einem
Analysator gekoppelt wird, der gleichzeitig eine optische Analyse und eine lonenaustauschanalyse von suspendierten Zell-,
Zellpartikeln- oder Organismenkulturen gestattet. Im Lichtkarussellthermostat angezogene Zellsuspensionen, die mit
Bioeffektoren behandeit werden und solche, die nicht behandelt wurden, werden dem Analysator zur Vergleichsmessung

. mittels Pumpen zugefiihrt, oder es taucht der Analysator direkt in soiche Kufturen ein.

Dabei kénnen die Kulturen im Licht autotroph oder im Dunkeln heterotroph angazogen werden. Der Analysator wird dazu in
der Weise gestaitet, daf? eine pH-MeRelektrode seitlich mit 2 Lichtleitkabeln gekoppelt wird, die Licht definierter und
unterschiedlicher Weilenldngen in die Zellsuspension leiten, das nach dem Passieren einer Mel3strecke in der Zellsuspension
Uber Phototransistoren wieder aufgefangen wird und mit den pH-Werten zur Auswertung den MeRBgeraten zugeleitet wird. Die
MeRgerate werden mit entsprechenden Registriergeraten gekoppelt, die es gestatten, Vergleichs- und Differenzanalysen von
optischen Werten und pH-Werten unmittelbar darzustelien. Das Prinzip einer solchen Vorrichtung wird in der Fig. 1 dargestellt.
Der Lichtkarussellthermostat 1 dient zur Anzucht der Suspensionskulturen bei definierter Temperatur und gleichen
Lichtverhéltnissen. Dabei werden die Kulturréhren 4 nach einer programmierten Steuerung kreisférmig in einem temperierten
Wasserbad bewegt. Der Lichtkarussellthermostat ist mit dem Tauchheber 2 gekoppelt, der den Anaiysator 3 zur optischen
Analyse sowie zur lonenaustauschanalyse tragt. Durch Eintauchen des Analysators in die Suspensionskultur oder
Probenzuflihrung mittels Pumpe in eine DurchfluRkiivette erfolgen die Analysen. Die so erhaltenen Signale der optischen und
lonenaustauschanalyse werden (ber einen mV-Verstarker und Operatcr jeweils entsprechenden mV-Schreibern zugeleitet und
registriert.

Die Fig. 2 zeigt das Grundprinzip des speziellen Analysators flr eine gleichzeitige optische und lonenaustauschanalyse. Die pH-
MeRelektrode 1 ist zeitlich mit zwel Lichtleitkabeln gekoppelt, die Licht unterschiedlicher definierter Wellenlangen zuflhren,
das nach Durchstrahlen einer MeRstrecke 4 von Phototransistoren 3 wieder aufgefangen wird. Die erhaitenen Signale werden
verstarkt, gegebenfalls verglichen und anschiieRend registriert.



Ausfithrungsbeispiele
1.Ausflihrungsbeispiel
Von der zu prifenden Substanz A werden in einem Autotrophtest die Beeinflussungen der optischen Eigenschaften bei 680
und 759 nm sowie des pH-Wertes wihrend des Wachstums von Chlorellasuspensionen mit Hilfe der erfindungsgeméRen
Vorrichtung untersucht. Hierzu werden frisch geschllipfte Aplanosporen synchroner Kulturen einzelliger Griinalgen der Species
Chlorella vulgaris var. vulgaris, Stamm BOHM und BORNS 1972/1 in eine anorganische Nahridsung N so Uberfiihrt, daB im
Autotrophtest jeder Kubikzentimeter der Suspension etwa sechs Millionen Algenzellen enthalt.
11 der Kultur-Nahriésung N setzt sich dabei aus den drei Teilndhridsungen Ny, N, und N3 zusammen:
1000ml = 998cm® N; + 1em® N, + Tem® N,
Fiir die Nahridsung Ny werden zunéchst die Stammlosungen 1 bis 4 durch Abfullen der geannten Substanzmengen mit Aqua
dest. hergestellt: )
Stammidsung 1: 100g K NO5/1000cm?
Stammlésung 2: 25g Ca Cl,. 6 H,0/1000cm?
Stammidsung 3: 250g Mg SO, . 7 H,0/1000¢m?
Stammldsung 4: 160g K H, PO,/1000cm?
Aus je 5¢m? der Stammidsung 1, 0,5¢cm® der Stammidsung 2, 1cm® der Stammidsung 3 und 5cm? der Stammiésung 4 werden
durch Auffiillen mit destilliertem Wasser entweder 1000cm? bzw. bei Beachtung der entsprechenden Verhaltnisse eine andere.
gewiinschte Menge der Nahrldsung N, hergestellt.
Die Nahridsungen N, und N enthalten in 1000cm? Lsung 61mg H; BO;, 169mg Mn SO, . H30, 287mg Zn SO, .7 H,0, 2,5mg
Cu SO,. 5 H,0 und 12,4mg (NH,),Mo0, bzw. 6,9g FeSO, . 7 H,0 und 9,3g Na-EDTA.
Je 80cm? der so hergestellten Suspension werden in je eine Kulturrdhre eingebracht und mit je 1¢m? verschiedener
konzentrierter waRriger Losung der zu priifenden Substand A beimpft. Die so vorgerichteten Kulturrdhren werden dann in den
LLicht-Karussellthermostaten” der erfindungsgeméaBen Vorrichtung eingesetzt, durch ein Gemisch aus gereinigter Luft mit
2 Vol.% Kohiendioxid begast und bei 37,5°C belichtet, so daR alle erforderlichen Voraussetzungen flr die Photosynthese
gegeben sind. Die Analysen der optischen Eigenschaften bei 680 und 750nm und des pH-Wertes der Suspensionen erfo(gten
in diesem Fall in der in situ-Technik mit Hilfe des beschriebenen Analysators.
Die Ergebnisse der Analysen sind den Fig.3 Az und A, Fig. 4, A; und Fig. 5, Ag—A,, zu entnehmen.
Die Fig. 3, A; enthéit die dekadischen Logarithmen der Extinktionsmessungen bei 880 nm fiir die unbehandelte Kontrolle K und
mit abgestuft zunehmenden Konzentrationen der Substanz A versetzten Proben 1 bis 4 und Fig. 3, Ag die entsprechenden
Ergebnisse solcher Extinktionsmessungen bei 750nm. Wahrend in Fig. 3, A; erst nach einiger Zeit ein konzentrationsabhéngiger
Hemmeffekt nachweisbar ist, der bis zum Ende des Versuchs erhalten bleibt, (ibersteigen in Fig. 3, A5 die Extinktionsmessungen
bei 750nm auch Konzentrationsabhingig sogar den Kontrollwert, was auf eine Beeinflussung der Streueigenschaften der
Zellen durch Substanz A zurtickzufiihren sein dirfte. Nach etwa 4 Stunden stimmen die Extinktionswerte behandeiter und
unbehandelter Proben wieder weitgehend (iberein. Erst danach erweisen sich die Proben 1 bis 4 auch bei dieser Wellenldnge
als merklich gehemmt.
Deutlich zeigen sich die unterschiedlichen Beeinflussungen der optischen Eigenschaften bei 680 und 750nm bei Korrelationen
der dekadischen Logarithmen der Extinktionswerte zueinander bzw. bei Auftragungen der Q-Werte, Q = Eggo/Ess0, iN
Abhéngigkeit von der Wirkdauer.
Zu weiterreichenden SchiuRfolgerungen gelangt man, wenn die Analysenergebnisse der pH-Wertbeeinflussungen, die
proportional mit den Beeinflussungen des Stickstoffhaushaltes der Zellen korrespondieren, in die vergleichenden Betrachtungen
einbezogen werden. In Abhéngigkeit vom Anfangs-pH-Wert der substanzbehandelten Suspensionen lassen sich prinzipieil drei
Typen von pH-Zeit-Wirkbilder unterscheiden, wie es anhand der Wirkbilder Fig.4, C, B und A, fir die Effektoren A, Bund Cin
Fig.4 illustriert wird.
Die Fig.4, A, zeigt die Analysenergebnisse der wachstumsbedingten pH-Wertbeeinflussungen, die durch die Substanz A
determiniert sind. Auffailig ist hier neben der dosisabhangigen Verringerung der pH-Wertzunahme eine starke desisabhéngige
Absenkung des Anfangs-pH-Wertes, die durch die Sdure-Basen-Eigenschaften der Substanz A bestimmt wird, und eine zur

" Kontrolle vergielchswease Uberhdhte pH-Wert Beeinflussung durch Dosis 1. Einen besseren Uberblick dieses Sachverhaltes
vermittelt das normierte Wirkbiid Fig. 5, Ag. Im Unterschied zu Fig. 4, A; wurden die einzelnen pH-Zeitkurven parallel zur Zeitachse
so angehaoben, daB die Anfangs-pH-Werte aller Graphen mit dem der Kontrolle Gbereinstimmen.
Auftragungen der Ig E-Daten fiir 880 und 750 nm in Abhangigkeit der entsprechenden pH-Werte zeigt fir beide Wellenlangen
weitgehend vergleichbare Kurvenverlaufe der Ig E-pH-Kurven fir die Kontrollen und substanzbehandelten Suspensionen,
Fig.5, Ae/As,. Die entsprechend normierten Wirkbilder Fig. 5, A,; bzw. A, zeigen, dafd mit groer werdender Dosis die
wachstumsbedingte pH-Wert-Zunahme vergleichsweise zu den optischen Eigenschaften zunehmend stérker gehemmt wird.
Damit kann aus den gezeigten Analysenergebnissen fir die Beeinflussung autotroph kultivierter Chloreilasuspensionen
geschluBfolgert werden, daB der Effektor A ein vorrangiger Hemmer des Stickstoffhaushaltes ist.



2. Ausfiihrungsbeispiel o

Mit Substanz E wurde wie im 1. Ausfiihrungsbeispie! verfahren. Die Analysen der optischen Eigenschaften bei 680 und 750nm
und des pH-Wertes der Suspensionen erfolgten dhnlich wie im 1. Ausfihrungsbeispiel in der ,in situ “-Technik, aber mit einem
modifizierten Analysator, bei dem das Licht definierter Wellenldnge nach Passieren der MeRstrecke (iber Optokabel dem
Empfanger zugeleitet wird.

Von der Substanz E, iber deren Analysenergebnisse und Auswertungen Fig. 6 informiert, wurde der Einfluf® von 6 abgestuft
zunehmenden Konzentrationen 1 bis 6 auf Wachstum und Stickstoffhaushalt von Chiorellasuspensionen untersucht. Ein
Vergleich der Wirkbilder fir die Wachstumsbeeinflussungen, die durch Extinktionsmessungen bei 680nm, Fig.6, E,, bzw. bei
750nm, Fig.6, E, erhalten wurden, mit dem Wirkbild fiir die Beeinflussung des pH-Wertes der Suspensionen der Substanz E,
Fig.6, E,, zeigt deutliche Unterschiede im Einsetzen, Verlauf und in der Bestandigkeit der Wirkungsauspragung in Abhangigkeit
von der Dosis und von der Einwirkungsdauer des Effektors. Das wird besonders durch die unterschiedlichen dosisabhangigen
Wirkungsverlaufe in den Wirkbildern Fig.6, E, bis Eg verdeutlicht. Auftragungen der Logarithmen der Extinktionen bei 680 und
750nm zueinander, Fig.6, E,, zeigen fiir die Dosen 2 bis 4 eine zunehmend stérkere Wachstumshemmung bei 680nm an. Das
weist diese Substanz als einen Photosynthesehemmer aus. Ein Vergleich der Wachstumsbeeinflussungen bei 680 bzw. 750nm
mit der entsprechenden Beeinflussung des pH-Wertes, Fig. 6, Es und Eg, illustrieren in &hnlicher Weise besonders in den ersten
Wirkungskurvenabschnitten, daf8 mit zunehmenden Dosen der Substanz E die optischen Eigenschaften bei 680 und 750 nm
starker beeinfluRt werden als der wachstumsbedingte Stickstoffhaushalt. Damit kann Substanz E als primarer
Photosyntheseeffektor bestétigt werden.

3. Ausfiihrungsbeispiel )

Auch mit Substanz F wurde wie im 1. Ausfiihrungsbeispiel verfahren. Allerdings erfolgten die Analysen der optischen
Eigenschaften bei 680 und 750nm in einer spezifischen Durchlaufkiivette, wahrend der pH-Wert der Suspensionen in ,in situ“-
Technik mit Hilfe einer pH-MeBsonde, die mit der Ansaugevorrichtung fiir die Durchlaufkiivette fest verbunden ist, analysiert
wurde.

Die entsprechenden Analysenergebnisse fiir Substanz F sind der Fig.7, F, bis Fg zu entnehmen.

Auch hier zeigen die Fig.7, F,, F, und F; die zeitabhdngigen Beeinflussungen der optischen Eigenschaften bei 680nm, Fig.7, F,
und bei 750nm, Fig.7, F,, sowie des pH-Wertes, Fig.7, F;. Eine Auftragung der Logarithmen der Extinktionen bei 680 und
750nm gegeneinander, Fig.7, F,, zeigt auch hier, dafy das Wachstum dosisabhangig bei 680 nm starker gehemmt wird als bei
750 nm. Das weist Substanz F zunéchst als einen vorrangigen Photosynthesehemmer aus. Aber einen Vergleich der ,
{Wachstumsbesinflussungen mit der BeeinflGssung des Stickstoffhaushaltes durch Substanz F in Form von Alistragungen der
Logarithmen der Extinktionen bei 680nm, Fig.7, F5, bzw. bei 750nm, Fig.7, F;, in Abhéngigkeit vom pH-Wert der Suspensionen
-zeigt in beiden Wirkbildern, daf die wachstumsbedingte pH-Wert-Zunahme und damit der Stickstoffhaushalt mit zunehmender
Dosis im ersten Wirksamkeitsabschnitt stirker gehemmt bzw. beeinflul3t werden, als die Chiorophylibildung oder das
Zellwachstum. Gleichzeitig verdeutlicht Fig. 7, F5, vergleichsweise zu Fig.7, Fg, da die pH-Wertbeeinflussung und damit die
Stérung des Stickstoffhaushaites eine vergieichsweise starkere Hemmung der Chlorophyiibildung nach sich zieht, wie die
weiteren Veriaufe der Graphen in Fig.7, Fs zeigen.
“Damit kann Substanz F als ein primérer Effektor des Stickstoffhaushaltes eingestuft werden.

Vergleicht man die Aussagen der Fig. 2 bis 6 fiir die Substanzen A bis F miteinander, so wird deutlich, daB gleichzeitige pH-
Wertmessungen, die nur eine von menreren mdglichen lonenumsatzanalysen darsteilen, neben Wachstumsanalysen in sinem
Arbeitsgang sehr differenzierte Aussagen hinsichtlich der Hauptwirkung und Charakterisierung der Wirkspezifik von Effektoren
und damit eine sehr differenzierte Selektion solcher Effektoren erméglichen. .
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