Uberwachung biologischer Prozesse mit
Hilfe der Spurengasanalyse
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Roadmap

Spurengasanalyse
* lonenmobilitatsspektrometrie (IMS)
- Beispielanwendung GC-IMS am Bioreaktor

+ Beispielanwendung GC-MS an Stammzellkulturen

« Diskussion
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Spurengasanalyse — was ist das ?

Rest:

* Gebrauchliche Einheiten:
ppm,, (Volumenanteil 10-°)

¥ ppb,, (Volumenanteil 10-)

Zusammensetzung von Luft
(trocken, auf Meereshohe) Spurengase

(VOCGs) aus
kunstlichen und
naturlichen Quellen

78,1 % vol.
Zusammensetzung teils
spezifisch
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Spurengasanalyse - Anwendungsbereiche
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Spurengasanalyse in der Biotechnologie - Vorteile

* Nicht-invasiv .

« Spezifischere Information Uber Medium und Kultur

« Automatisierbar

« Anwendbar von Petri-Schale bis Bioreaktor
(Nanoreaktor oder single-use)
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Spurengasanalyse - Workflow

» Entwicklung anwendungsspezifischer Losungen
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(organische) Spurengasanalyse - Messmethoden

« Optische Verfahren Spezifische Anforderungen:

» Halbleitergassensoren (Arrays: e-Nose) * Sensitivitat

« Mikroschwinger (QCM / SAWs) « Selektivitat
 Massenspektrometer « Anzahl ,Kanale”
 lonenmobilitatsspektrometer « Reproduzierbarkeit
°c ...  Kosten, Grofe, ...
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lonenmobilitatsspektrometer - Funktionsweise
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lonensorten durch eine Messung der Driftzeit (t): tq Epr

* Geringe Nachweisgrenzen fur (VOCs) im Bereich
weniger ppb
« Vergleichsweise geringe BaugroBe

GEMLU/Hannover
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lonenmobilitatsspektrometer — Bildung von Analytionen

Bildung stabiler
Reaktantionen aus den
ionisierten Bestandteilen der Luft

lonisation der
Analytmolekiile durch

Reaktion mit Reaktantionen

~EE

Primére /_\ T
lonisation 'Reaktantionen
der Luft

Reaktionskette

N,* +2N, - N,” +N,
N, + H,0 - 2N, + H,0"

H,0* + H,0 OH

Protonentransfer:
M+ H;0" = MH* + H,0
ARG ~ AH = PA(H,0) — PA(M)

SEHR
GUT
NACHWEISBAR

phpsphororganische

Hohe
Sensitivitat

)

Verbindungen

Sulfoxide
Ammoniak NH,

Ketone
Aromate

Ester
Alkohole

= ——H,0

Kohlendioxid CO,
Stickstoff N,
Sauerstoff O,

Argon Ar — gering
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Anwendungsbeispiel |
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GC-IMS am Bioreaktor - Beispielprozess

« Escherichia coli BL2 in 2L Bioreaktor
« Auto-induzierte Produktion von GFP markiertem Protein (konstante Bedingungen)

Wasserfalle Abluft
(ca. 12 °C)

Luftversorgung
(ca. 2 L/min)

S

Nahrmedium

(Glukose, Laktose, kontinuierliche

Gylcerin, ...) Probenentnahme,
GC Analyse
alle 20 min

Port far

Sensoren

(pH, pO,, ...)

Abgassensoren
(CO, 0., ...)

Ruhrer mit Luftdisen

(Drehzahl gesteuert) Probenentnahme fur

Offline Analytik
(OD, Fluoreszenz)

Bioreaktor (2 L)

Langejuergen J, Beutel S., Scheper T., Zimmermann S., Non-invasive monitoring of Projektgruppe fur
bacterial growth and auto-induced protein production in a bioreactor with a closed-loop
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GC-IMS am Bioreaktor — Aufbau des Gerates

e |MS-Driftgas
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Kirk A.T., Allers M., Cochems P., Langejuergen J., Zimmermann S., A compact high ; -
resolution ion mobility spectrometer for fast trace gas analysis. Analyst 2013;138:5200-7 PrOJektgruppe far
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Langejuergen J, Entwicklung und Realisierung kompakter Messsysteme zur quantitativen Medizin und Biotechnologie PAMB

Detektion von organischen Spurengasen in Luft, Hannover, 2015
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GC-IMS am Bioreaktor - Charakterisierung
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GC-IMS am Bioreaktor — Ergebnisse |

. Uber 100 Peaks kbnnen wahrend
des Prozesses detektiert werden.
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GC-IMS am Bioreaktor - Ergebnisse Il

Verlauf Beispielpeaks

Verlauf Referenzen
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Langejuergen J, Beutel S., Scheper T., Zimmermann S., Non-invasive monitoring of bacterial growth Projektgruppe far

and auto-induced protein production in a bioreactor with a closed-loop GC-IMS,. Int. J. lon Mobil.

Spec. (2015)

Automatisierung in der
Medizin und Biotechnologie PAMB

\

~ Fraunhofer



Prozess-Trajektorien

Identifikation der Hauptkomponenten

aus den n>100 Substanzen und T -
Darstellung als Prozesstrajektorie | T
. Uberwachung des Prozesses
(Qualitatskontrolle, ggf.
frihzeitige Aufgabe ;
~pathologischer” Prozesse) I
o c
. Verstandnis S |
£ L1+
. Steuerung (Regelung anhand von Q |
Abweichungen) }
i
. Pradiktion

Komponente 2
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Anwendungsbeispiel I
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Anwendungsbeispiel Il — Zellkulturen im Inkubator

. Geringere Konzentrationen
. Kein definiertes Abgas

. Ziel ist

. Detektion und Identifikation von Erregern
. Qualitatskontrolle
» Zunachst ist eine Verwendung von
Massenspektrometern aufgrund der héheren

analytischen Leistungsfahigkeit notwendig.

» Das Gas muss geeignet vor-konzentriert werden.

!
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GC-MS an Stammzellkulturen

. Mesenchymale Stammzellen
(MSC) fir die Therapie

. Stammzellen werden nach
mehreren Passagen ,seneszent”

. Frihdetektion der Seneszenz und
Qualitatsmerkmal

. Vermeidung von
Kontaminationen unbedingt
notwendig

19
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GC-MS an Stammzellkulturen — Aufbau Probenentnahme

«  Vorreinigen der Flasche mit

T40 Flasche

. Samplingzeit 20 Minuten
*  Analysezeit 60 Minuten

*  Analyse mit TDS-GC-MS
. (Potentiell auch mit TDS-GC-IMS
maoglich)

TDS CIS AP MS
o — |\ CECUI (9 )

N N eyortrep (DA
spit t H

T heating Tenax TA ‘ vaive f heating  heating f ic
N, inket split LN, cooling dry air inlet P

40 scem 34 scom 800 scem
20
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Anwendungsbeispiel: GC-MS an Stammzellkulturen

Intensitat n Counts

Flask Growth medium  P15/P16 P30
1X10° v rrr—r7r"r s e S —
—A
I B
= | , “ . Reproduzierbares Sampling mit
geeigneter Sensitivitat

Intensitat n Counts

5x10° |ﬂ |
I ‘.l,(l I

w_ﬁ‘.'d‘ W b-”‘d M,, L\W ;|; L «  Identifikation eines Markers fur die
dRAN ‘*v “‘ " Seneszenz.

T T ] T ' L] T T T T
132 135 138 141 144 147 150 153 158 159

-Retentionszeit in Minuten . ..
I «  Die Kulturen haben tiberlebt.
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Zusammenfassung
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. Fliichtige organische Spurengase kénnen
reprasentativ fur einen Prozess oder den R
Zustand einer Kultur sein.

A}

. Die Entnahme und Analyse kdnnen nicht-
invasiv, online und automatisiert erfolgen.

. GC-IMS und GC-MS eignen sich fir eine
Analyse.

. Fur eine Integration der Gasanalyse muss
der gesamte Analyseprozess an den
jeweilig betrachteten Bioprozess angepasst
werden.
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Vielen Dank fir lhre Aufmerksamkeit!
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Dr.-Ing. Jens Langejurgen
Jens.Langejuergen@ipa.fraunhofer.de
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