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Zusammenfassung

Dieser Beitrag soll den Nutzen von Online-Fluoreszenzspektroskopie für die kontinuierliche
Überwachung und Charakterisierung von Bioprozessen demonstrieren. Als Beispiel dient
die Fermentation des filamentösen Pilzes Trichoderma reesei in Gegenwart von
Zellulosepartikeln als Kohlenstoffquelle. Dabei wurden verschiedene Strategien zur
Messung von Biomasse mittels Fluoreszenz untersucht: die Markierung des Pilzes mittels
eines Fluoreszenzproteins sowie die Messung der Autofluoreszenz. Um das volle
analytische Potenzial der Fluoreszenzmessungen auszuschöpfen, wurden während der
Kultivierung Exzitations-Emissions-Matrix(EEM)-Scans durchgeführt. Dadurch konnte die
Produktions- und Verbrauchskinetik verschiedener autofluoreszierender Komponenten
aufgeklärt werden. Zusätzlich wurden die Online-Fluoreszenzdaten mit Daten aus der
Online-Abgasüberwachung verglichen, welche einen alternativen Ansatz zu Echtzeit-
schätzungen des Zellwachstums und des Substratverbrauchs bieten.

Einleitung

Flexible Online-Messung
in trüben Medien
Auf dem Weg zu nachhaltigerem
Wirtschaften gewinnt die Bioka-
talyse in der Pharma- und Biotech-
nologieindustrie zunehmend an Be-
deutung [1, 2]. Im Vergleich zu
chemisch-katalytischen Prozessen
erlauben biokatalytische Prozesse
eine effizientere Ressourcennutzung.
Als Biokatalysatoren fungieren dabei
Enzyme. Die wirtschaftliche Her-
stellung dieser Enzyme ist jedoch
eine Herausforderung. Dies trifft ins-
besondere zu, wenn die kontinuier-
liche Prozesskontrolle durch die

Anwesenheit unlöslicher Medienbe-
standteile erschwert wird.

Die flexible Online-Fluoreszenz-
spektroskopie stellt eine Möglichkeit
dar, diese Herausforderung zu über-
winden. In dem hier vorgestellten
Beispiel zur Enzymproduktion in
einer Suspension wurde Trichoder-
ma reesei als Modellorganismus ge-
nutzt. Hierbei handelt es sich um
einen industriell vielfach genutzten
filamentösen Pilz zur Produktion
nativer sowie rekombinanter Protei-
ne [3]. Durch die Verwendung zellu-
losehaltiger Substrate bei der Fer-
mentation produziert Trichoderma
reesei einen ausgewogenen Enzym-
cocktail, der das eingesetzte Sub-

strat optimal hydrolysiert. Die Ver-
wendung von Feststoff-Substraten
wie Zellulose erschwert (wie ange-
führt) die Bioprozessanalyse stark
im Vergleich zur Verwendung lös-
licher Substrate wie z. B. Glukose.
Die festen Zellulosefasern verhin-
dern z. B. eine einfache Quantifizie-
rung der Zelltrockenmasse sowie
des Substratverbrauchs.

Optische, nicht spektral aufge-
löste Methoden zur Messung des
Wachstums wie etwa die optische
Dichte bei 600 nm können nicht ver-
wendet werden, da nicht zwischen
Lichtabsorption von Zellen und
Zellulose unterschieden wird und
beide Komponenten das Licht stark
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absorbieren. Auch kann das Sub-
strat nicht einfach mittels Hoch-
leistungs-Flüssigkeits-Chromatogra-
phie (HPLC) quantifiziert werden
wie etwa bei löslichen Substraten.

Eine der wenigen Methoden, die
sich auf zellulosehaltige Fermenta-
tionen anwenden lässt, um gravi-
metrische Daten für die Zelltrocken-
masse sowie der Zellulose zu erhal-
ten, ist eine sehr arbeitsaufwendige
Methode nach dem Verfahren von
Updegraff, modifiziert nach Ahamed
und Vermette [4, 5]. Bei dieser
Methode wird zunächst die Gesamt-
trockenmasse einer Probe bestimmt,
woraufhin die mikrobielle Biomasse
selektiv durch eine Mischung kon-
zentrierter Säuren aufgelöst wird.
Nach erneutem Eintrocknen der
Probe lässt sich aus der Massenbi-
lanz vor und nach Behandlung mit
der Säure auf die Menge and Zellulo-
se und Zelltrockenmasse in der Pro-
be schließen. Diese Methode ist
jedoch fehleranfällig, da einerseits
manche Teile der Zellulose labil, an-
dererseits gewisse Teile der Zelltro-
ckenmasse resistent gegenüber der
Säure sind. Besonders für die Etab-
lierung solch komplexer, feststoff-
haltiger Fermentationsprozesse ist
die Entwicklung neuer, nichtinvasi-
ver analytischer Methoden daher
von großem Interesse. Dazu gehören
wichtige Prozesse zur Verwertung
nachwachsender Rohstoffe wie z. B.
Simultaneous Saccharification and
Fermentation (SSF) oder Consolidat-
ed Bioprocessing (CBP).

Die Online-Fluoreszenzspektro-
skopie ist ein leistungsfähiges opti-
sches Verfahren zur Überwachung
von Bioprozessen, mit dem sich
verschiedene Merkmale wie das
Wachstum der Biomasse, der Sub-
stratverbrauch und die Produkt-
bildung überwachen lassen. Im
Vergleich zu anderen häufig ange-
wandten optischen Technologien
wie der optischen Dichte oder Streu-
licht werden Fluoreszenzmessungen
weniger durch die Anwesenheit
unlöslicher Partikel wie Zellulose
beeinträchtigt. Während Online-
Fluoreszenzmessungen in kleinen

Mikrotiterplatten-Kulturen gut etab-
liert sind, gibt es nur wenige Sys-
teme zur Messung der Fluoreszenz
in großen Rührkessel-Reaktoren [6].

Dank eines sterilisierbaren Spekt-
rometer-Ports in Kombination mit ei-
nem Fluoreszenzspektrometer kann
die Fluoreszenz von Rührkessel-Fer-
mentern im Labormaßstab bis hin zu
großen industriellen Anlagen online
gemessen werden. Durch den modu-
laren Aufbau des Spektrometer-Ports
und der zugehörigen Sonde kann ein
einzelnes Spektrometer dazu verwen-
det werden, sequenziell in unter-
schiedlichen Fermentern stichpro-
benartig zu messen. Auch kann die
Messung während der laufenden
Fermentation unterbrochen werden,
um etwa das gemessene Fluores-
zenzspektrum aus dem Fermenter
mit einer Referenzsubstanz außer-
halb des Fermenters abzugleichen.
Der Spektrometer-Port wird vor dem
Sterilisieren über einen Standardan-
schluss des Fermenters montiert,
um eine sichere und sterile In-situ-
Prozessüberwachung zu erlauben.

Um die Messung von Biomasse
mittels Fluoreszenz zu ermöglichen,
wurden verschiedene Strategien ge-
testet. Mithilfe eines Fluoreszenz-
Tagging-Ansatzes wurde T. reesei
rekombinant mit dem rot fluores-
zierenden Protein mCherry unter

der Kontrolle eines synthetischen
konstitutiven Promotors markiert.
Das Protein wurde zytoplasmatisch
exprimiert, was eine nichtinva-
sive Überwachung des Wachstums
durch Online-Fluoreszenzmessun-
gen ermöglicht. Neben der mCherry-
Fluoreszenz wurden auch verschie-
dene Autofluoreszenzkanäle zur
Messung des Biomassewachstums
untersucht.

Versuchsaufbau

Sterilsichere Online-
Prozessüberwachung mittels
Spektrometer-Port
Die Fermentation wurde bei 25 °C in
einem Mineralmedium mit 5 g/L
Glukose, 2 g/L Pepton und 30 g/L
Zellulose durchgeführt. Das Fer-
mentationsvolumen betrug 2,5 L, die
Belüftungsrate 2,5 L/min, die Rüh-
rerdrehzahl wurde nach den ersten
24 h von 600 U/min auf 800 U/min
erhöht und dann konstant gehalten.
Der pH-Wert wurde mittels 10 %
NaOH-Lösung auf 5,5 geregelt.

Für die nichtinvasive In-situ-
Prozessüberwachung wurden Schott
ViewPort® Spektrometer-Ports ver-
wendet (Abb. 1, Abb. 2). Diese bieten
eine sterile und sichere Schnittstelle
für optische Sensoren, wobei die
Messungen über das integrierte op-

Autoren

Dr. Ivan Schlembach
Dr. Ivan Schlembach absolvierte 2008–2013 ein
Biologiestudium an der RWTH Aachen University
und promovierte dort 2013–2017 am Institut
für Angewandte Mikrobiologie. Seit 2018 arbeitet
er als Postdoc am Biotechnikum des Leibniz
Institut für Naturstoff-Forschung und Infektions-
biologie – Hans-Knöll-Institut in Jena.

Christian Ott
Christian Ott absolvierte 2002–2007 ein Biotech-
nologiestudium an der University of Applied
Sciences Weihenstephan. Als Biotechnologe in der
strategischen Forschung und Entwicklung war er
2007–2011 bei Clariant beschäftigt. Seit 2011
arbeitet er bei der Schott AG in Landshut, zu-
nächst als Abteilungsleiter Analytik, seit 2017 als
Entwicklungsleiter Biotech.

TechnoPharm 13, Nr. 3, 118–123 (2023)
© ECV • Editio Cantor Verlag, Aulendorf (Germany) Schlembach und Ott l Fluoreszenzspektroskopie 119



tische Fenster des Spektrometer-
Ports erfolgen. Die eingesetzten
Materialien entsprechen den Anfor-
derungen der Good Manufacturing
Practice (GMP). Vor Versuchsbe-
ginn wurde die Einheit aus Reaktor
und Spektrometer-Port in einem
Dampfautoklaven für 20 min. bei
121 °C sterilisiert. Als Spektrometer
wurde ein Agilent Carry Eclipse in
Kombination mit einer faseropti-
schen Sonde genutzt, welche zu
jedem Zeitpunkt der Kultivierung

über den Spektrometer-Port am
Fermenter montierbar ist.

Resultate

Verlauf der Kultivierung
Die Kultivierung von Trichoderma
reesei RUT-C30-mCherry erfolgte in
einem Medium, das 5 g/L Glukose
und 30 g/L Alpha-Zellulose als Koh-
lenstoffquellen enthielt. Während
der Kultivierung verbraucht der Pilz
zunächst die Glukose und wächst
exponentiell, bis die Glukose aufge-
braucht ist. Dies ist durch einen ab-
rupten Abfall der CO2-Transferrate
(CTR) nach 100 h Kultivierung ge-
kennzeichnet (Abb. 3A). Nach der
Glukoselimitierung beginnt der Pilz
mit der Expression von Zellulasen,
was dazu führt, dass die CTR wieder
langsam ansteigt [7]. Dies wird auch
durch die Bestimmung der Protein-
konzentration im Kulturüberstand
sichtbar, da die Proteinkonzentra-
tion nach 100 h stark zu steigen
beginnt (Abb. 3C).

Da die Zellulasen die Zellulose
langsamer hydrolysieren als der Pilz
die freiwerdenden Zucker metabo-
lisieren kann, ist die CTR direkt pro-
portional zur Zuckerfreisetzungs-
rate. Mit zunehmender Zellulase-
konzentration wird die Zellulose
dabei immer schneller abgebaut,
weshalb die CTR langsam ansteigt.
Nach dem Erreichen eines CTR-Ma-
ximums nach ca. 150 h sinkt die
CTR wieder langsam. Während die-
ser Phase hängt die Zuckerfreiset-
zungsrate und somit auch die CTR
direkt von der Zellulosekonzentra-
tion ab, da alle Enzymbindestellen
an der Zellulose weitgehend mit
Zellulasen gesättigt sind [7].

Evaluation des mCherry-
Fluoreszenzsignals zur
Messung des Pilzwachstums
Als Referenzmethode für die Quanti-
fizierung des Pilzwachstums wurde
die Biotrockenmasse mittels der Up-
degraff-Methode bestimmt. Die CO2-
Freisetzungsrate (CTR) wurde als
nicht optische Referenzmethode zur
Echtzeitquantifizierung des Wachs-

tums und Analyse des Stoffwechsels
gewählt. Während des anfänglichen
exponentiellenWachstums korrelier-
te das mCherry-Fluoreszenzsignal
gut mit der nach der Updegraff-Me-
thode bestimmten Biotrockenmasse
(BTM) (Abb. 3A). Dies wird durch die
Abgasmessung weiter bestätigt.

Während des unlimitierten expo-
nentiellen Wachstums ist die CTR
direkt proportional zur Menge der
vorhandenen Pilzbiomasse, daher
kann dieses Signal auch zur Bestim-
mung des Wachstums des Organis-
mus in Gegenwart von Zellulosepar-
tikeln verwendet werden. Wie in
Abb. 3A zu sehen ist, korreliert die
CTR in dieser Phase gut mit der BTM.
Nach der exponentiellenWachstums-
phase korrelieren die Fluoreszenz
und die CTR jedoch nicht mehr mit
der BTM. Während die BTM ein Ma-
ximum von ca. 8 g/L nach 144 h Kulti-
vierung erreichte, stieg die mCherry-
Fluoreszenz unabhängig von der
BTM bis ca. 240 h weiter an. Dies
steht im Gegensatz zu Beobachtun-
gen in Mikrotiterplatten-Kulturen,
bei denen die mCherry-Fluoreszenz
auch weit über die Exponentialphase
hinaus mit der BTM korrelierte [8].
Dies ist wahrscheinlich auf eine Zell-
schädigung durch das Rührwerk im
Rührkessel-Fermenter zurückzufüh-
ren, wobei mCherry-Protein aus dem
Zytoplasma in das Medium freige-
setzt wird, wo es sich im Laufe der
Zeit unabhängig von der BTM anrei-
cherte.

Die Dynamik von Offline-Fluores-
zenzmessungen von mCherry (offene
rosa Kreissymbole) sowie Protein-
messungen aus dem zellfreien Über-
stand – gemessen mittels Bradford
Assay (hellblau gefüllte Kreise) – ist
in Abb. 3C dargestellt und zeigt, dass
der größte Anstieg nach dem Errei-
chen der maximalen BTM erfolgte.

Evaluation von
Autofluoreszenzsignalen zur
Messung des Pilzwachstums
Da die mCherry-basierte Schätzung
der Biomasse nur während des ex-
ponentiellen Wachstums zuverlässig
war, wurden andere Autofluores-

Abbildung 1: Versuchsaufbau: Rührkessel-
Fermenter mit faseroptischer Sonde und
Spektrometer-Port (Quelle: Hans-Knöll-
Institut, Schott).

Abbildung 2: Spektrometer-Port mit steril-
sicherem optischen Fenster (Quelle: Schott).
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zenzsignale untersucht, um nach
einem alternativen Biomasseindi-
kator zu suchen. Autofluoreszenz
hat den Vorteil, dass sie im Gegen-
satz zu rekombinanten fluoreszier-
enden Proteinen auch auf nicht
gentechnisch veränderten Wildtyp-
Organismen angewendet werden
kann.

Das stärkste Autofluoreszenzsig-
nal wurde bei einer Anregung von
285 nm und einer Emission von
350 nm beobachtet – dies ist wahr-
scheinlich auf Tryptophan-Fluores-
zenz zurückzuführen. Das Trypto-
phan-Signal war bereits vor dem
Wachstum im Medium vorhanden,
da das Medium 2 g/L Pepton ent-

hielt. Während des anfänglichen
Wachstums konnte eine Abnahme
dieses Signals beobachtet werden
(Abb. 3B). Dies deutet auf den Ver-
brauch von Pepton durch den Pilz
während des Wachstums hin. Kurz
bevor die Glukose aufgebraucht war,
begann das Signal wieder anzustei-
gen und folgte bis zum Ende der
Kultivierung einem ähnlichen Trend
wie das mCherry-Signal.

Abgesehen von Pepton sollte das
Signal mit allen Proteinen in der
Kulturbrühe zusammenhängen, ein-
schließlich der Pilzbiomasse, den
ausgeschiedenen Zellulasen und dem
mCherry-Protein. Ein weiteres Auto-
fluoreszenzsignal wurde für den
Spektralbereich der Riboflavin-Fluo-
reszenz (Anregung = 450 nm, Emis-
sion = 525 nm) aufgezeichnet. Flavin-
Fluoreszenz ist in Mikroorganismen
allgegenwärtig und kann auch zur
Abschätzung des Zellwachstums ver-
wendet werden.

Dieses Signal stieg parallel zu
BTM an und erreichte nach 120 h
ein Maximum (Abb. 3B). Dabei spie-
gelte es den mit dem Updegraff-As-
say gemessenen Wachstumstrend
viel besser wider als die mCherry-
oder Tryptophan-Fluoreszenz. So-
mit bildet die Flavin-Fluoreszenz
das Wachstum gut ab und kann
daher dazu genutzt werden, das
Wachstum in Wildtyp-Stämmen zu
verfolgen, die keine Fluoreszenzpro-
teine exprimieren.

Auflösung spektraler
Komponenten mittels
PARAFAC-Analyse
Dank des monochromatorbasierten
Spektrometers konnten die Daten
nicht nur als feste Anregungs-/Emis-
sions-Fluoreszenzkanäle, sondern
auch als vollständiger spektraler
Fingerabdruck analysiert werden.
Ein solcher Exzitations-Emissions-
Matrix(EEM)-Scan ist beispielhaft in
Abb. 4A dargestellt. Die hellen Fle-
cken zeigen deutliche Fluoreszenz-
signale im Bereich von 280 nm An-
regung und 365 nm Emission (Tryp-
tophan) sowie bei 590 nm Anregung
und 610 nm Emission (mCherry, rot

Abbildung 3: Fluoreszenzbasierte Charakterisierung von Wachstum und Proteinbildung von
T. reesei RUT-C30 mCherry während einer Fermentation in Gegenwart von Zellulose
(Quelle: Hans-Knöll-Institut).
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umkreist). Überlappende Spektren
(orange und cyan umkreist) lassen
sich mit bloßem Auge nicht unter-
scheiden und erfordern multivariate
statistische Analyse zur Unterschei-
dung.

Bei der Analyse der Anregungs-
spektren des Tryptophan-Peaks
zu verschiedenen Zeitpunkten der
Kultivierung wurde deutlich, dass
das Tryptophan-Signal ein Misch-
signal aus 2 spektral unterschiedli-
chen Komponenten war (Abb. 4B).
Das Tryptophan-Signal zu Beginn
der Fermentation, das im Laufe
der Zeit abnahm, unterschied sich
deutlich von dem Signal, das pa-
rallel zum mCherry-Signal zunahm
(Abb. 4B). Mittels eines vollstän-
digen EEM-Scans wurden sämtli-
che Anregungs- und Emissions-
Kombinationen zwischen 200 und
700 nm mit 5 nm Schrittweite ge-
messen, woraus 5 000 Fluoreszenz-
kanäle resultieren.

Diese Kanäle wurden mittels Pa-
rallelfaktoranalyse (PARAFAC) sta-
tistisch ausgewertet, um die Haupt-
komponenten aus den Signalen zu
extrahieren, die ursächlich für die
Fluoreszenz sind [9]. Dabei wurde
ein Modell mit 9 Komponenten ge-
wählt. Als Hauptkomponenten wur-
den neben mCherry 2 Tryptophan-

ähnliche Komponenten gefunden,
von denen eine spektral identisch
mit dem Spektrum von Pepton
(TryptophanPepton) und die zweite
Komponente identisch mit dem
Spektrum zum Ende der Fer-
mentation war (TryptophanProtein),
s. Abb. 4B. Auf diese Weise konnten
die beiden gemischten Komponen-
ten im Tryptophan-Fluoreszenz-
bereich durch PARAFAC erfolgreich
in die Pepton-Komponente, die ver-
braucht wird, und die Tryptophan-
Komponente, die aus Proteinen
stammt und im Laufe der Kultivie-
rung zunimmt, aufgetrennt werden
(Abb. 3C, Abb. 4B).

Interessanterweise begann die
Pepton-Komponente ab 168 h wie-
der aufzutauchen, als die BTM zu
sinken begann. Dies könnte also
eine Folge von Zelllyse sein. Da die
Tryptophan-Fluoreszenz ein kom-
biniertes Signal von gelöstem Pro-
tein sowie Pilzbiomasse darstellt,
wurden die Signale außerdem mit
dem zeitlichen Verlauf der Pro-
teinkonzentration im Überstand so-
wie der mCherry-Fluoreszenz aus
dem zellfreien Überstand verglichen
(Abb. 3C). Daraus wird ersichtlich,
dass der anfängliche Anstieg im Tryp-
tophan-Signal auf das Pilzwachstum
zurückzuführen ist, während der An-

stieg nach 144 h Inkubationszeit eher
auf extrazelluläre Proteine (Zellula-
sen und freigesetztes mCherry) zu-
rückzuführen ist.

Schlussfolgerung und
Ausblick

Die Vorteile einer kontinuierlichen
Überwachung und Charakterisie-
rung von Bioprozessen konnten im
vorliegenden Beispiel erfolgreich
demonstriert werden. Der Einsatz
von Online-Fluoreszenzspektrosko-
pie während der Fermentation über
das Sichtfenster eines sterilsicheren
Spektrometer-Ports erlaubte eine
vielfältige Analyse des Fermenta-
tionsverlaufs. Während der expo-
nentiellen Wachstumsphase konnte
das Pilzwachstum gut über die
mCherry- oder Tryptophan-Fluores-
zenz gemessen werden. Dabei zeigte
sich die Flavin-Fluoreszenz als be-
sonders geeigneter Marker, der auch
nach der exponentiellen Phase noch
gut mit der Biomasse korreliert.
Dank spektraler Analyse der Daten
konnte die peptonbedingte Trypto-
phan-Fluoreszenz klar von protein-
bedingter Tryptophan-Fluoreszenz
unterschieden werden. Dies erlaubt
eine optische Messung des Pepton-
Verbrauchs.

Abbildung 4: Spektral aufgelöste In-situ-Fluoreszenzmessung zur Unterscheidung und Separierung spektral ähnlicher Komponenten mittels
PARAFAC (Quelle: Hans-Knöll-Institut).

Fokus: Prozesstechnik

122 Schlembach und Ott l Fluoreszenzspektroskopie
TechnoPharm 13, Nr. 3, 118–123 (2023)

© ECV • Editio Cantor Verlag, Aulendorf (Germany)



Neben den hier erwähnten Ein-
satzmöglichkeiten bietet die Fluores-
zenzspektroskopie noch viele weitere
Möglichkeiten. So lässt sich anhand
von Flavin- und NADH-Autofluores-
zenz etwa der Redox-Status der Zel-
len in Echtzeit erfassen, um so etwa
Sauerstoff-Limitierungen unabhän-
gig von einer Sauerstoffelektrode zu
detektieren. Auch die Lyse von Zellen
ließe sich mittels Fluoreszenzmes-
sung möglicherweise abschätzen. So
trat etwa zeitgleich mit dem Ab-
sinken der Biotrockenmasse die Pep-
ton-Fluoreszenzkomponente auf. Die
Echtzeitüberwachung der Popula-
tionsdynamik fluoreszenzmarkierter
Co-Kulturen ist ein weiteres interes-
santes Anwendungsbeispiel [8, 10,
11]. Auch die Echtzeitüberwachung
der Bildung pigmentierter Antibio-
tika via Autofluoreszenz-Quenching
und spektraler Streulichtanalyse wur-
de bereits demonstriert [12].
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