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Symbolverzeichnis

Symbol Bedeutung Einheit
Umax Spezifische Wachstumsrate h?

a Spezifische Phasengrenzfliche m?m?3
Co2 Sauerstoffkonzentration mgL?
co2” Sauerstoffsattigungskonzentration mgL?

do Schitteldurchmesser m

Dw Well-Durchmesser m

fa Resonanzfrequenz st

g Erdbeschleunigung ms?

hm Mittlere Tropfenhéhe m

j Schwingungsmodus -

ka Volumetrischer Stofflibergangskoeffizient ht

L Tropfenlange m

Liit Kritische Kapillarlange m

N Zellkonzentration Zellen mL?
Nirit Kritische Schiittelfrequenz min?t
OTR Sauerstofftransferrate, engl. oxygen transfer rate mgLth?
OUR Sauerstoffaufnahmerate, engl. oxygen uptake rate mglLth?
p Bogenlange m

q Kreiswellenzahl m?

Goluc Spezifische Glucoseverbrauchsrate umol 10°® Zellen d*
R Tropfenradius m

Re Reynoldszahl -

tm Mischzeit s

Vi Flussigkeitsvolumen m3

A Wellenlange m

) Dichte kg m3

o Oberflachenspannung kg s?

w Kreisfrequenz st
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Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Bedeutung
UPIV Micro particle image velocimetry
cwMBR Engl. Capillary wave microbioreactor
DMF Engl. digital microfluidics
EWOD Engl. electrowetting on dielectric
HTP High throughput
LB Engl. Lysogeny Broth
LED Engl. Light emitting diode
LS Lichtstreuung
MBR Mikrobioreaktor
MSR Micro Sphere Reactor
MTP Mikrotiterplatte
NTU Engl. nephelometric turbidity unit
oD Optische Dichte
PCR Polymerase-Kettenreaktion, engl. polymerase chain reaction
PLA Engl. Poly lactic acid
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Kurzfassung

Miniaturisierte Kultivierungssysteme mit einem hohen MaR an integrierter Sensorik und
Kontrollmoglichkeit haben sich als leistungsfahige Werkzeuge in der Entwicklung moderner
Bioprozesse erwiesen. Besonders Tropfen-basierte Mikrobioreaktorsysteme (tMBR) er6ffnen
weitreichende Moglichkeiten zur parallelisierten Kultivierung von Zellen im Hochdurchsatzverfahren
bei geringem Probeneinsatz. Das abgeschlossene Fluidelement eines Flussigkeitstropfens wird dabei
genutzt, um eine Kompartimentierung zu erzeugen und separate biologische Prozesse durchzufiihren.
Zur Erhebung umfangreicher Mengen an experimentellen Daten kommen tMBR in der
biopharmazeutischen Forschung zunehmend bei Screening-Anwendungen zum Einsatz. Dabei kann in
kurzer Zeit eine Vielzahl von Parametern und Einflussfaktoren mit verringerten Aufwendungen
untersucht werden. Im Gegensatz zur Tropfen-basierten Mikrofluidik mit kontinuierlicher
Fluidférderung, ermdglichen Kultivierungssysteme mit sessilen Tropfen eine erhohte Flexibilitat in der
Fluidhandhabung sowie eine Integration von kontinuierlicher online-Analytik. Allerdings bergen das
Aufrechterhalten einer optimalen Kultivierungsumgebung als auch die Férderung von Zellwachstum in
einem Flussigkeitstropfen inharente Herausforderungen, besonders in Bezug auf Stofftransport und

Verdunstung.

Gegenstand dieser Arbeit ist die Entwicklung eines Tropfen-basierten Kultivierungssystems zur
Kultivierung und Untersuchung von Zellen. Durch die Implementierung einer aktiven Mischtechnik und
umfangreicher Sensorik wurde ein leistungsfahiges Kultivierungssystem entwickelt, das als

analytisches Werkzeug fiir biopharmazeutische Applikationen eingesetzt werden kann.

Aktive Durchmischung und Stofftransport wurden durch die Anregung von Kapillarwellen auf der
Tropfenoberflache mittels vertikaler Oszillation erzeugt. So kann der gesamte Reaktorinhalt innerhalb
von 3 s homogenisiert und k.a-Werte von bis zu 345 h erzeugt werden, ohne bewegte Mischelemente
in den Reaktionsraum zu integrieren. Durch die Kontrolle der Kultivierungsbedingungen kann direkter
Einfluss auf das Zellwachstum genommen werden. Die Flussigkeitstropfen sind dabei in einen Glas-
Chip eingebettet, der fiur eine definierte Tropfenform und die Integration optischer Sensoren sorgt.
Das hohe Potential des entwickelten Tropfen-basierten Mikrorektorsystems, das aufgrund der
eingesetzten Mischtechnik als capillary wave microbioreactor (cwMBR) bezeichnet wird, wurde in
einem proof-of-concept durch die Kultivierung von Escherichia coli und der Steuerung der
Wachstumsbedingungen aufgezeigt. Neben dem Einsatz fiir bakterielle Anwendungen konnten die
Vorteile des cwMBR ebenfalls fir Kultivierung tierischer Zellkulturen dargestellt werden, deren

metabolische Aktivitat umfassend Giberwacht werden konnte.

IX
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Das in dieser Arbeit entwickelte MBR-System verbindet somit die Vorteile von Tropfen-basierten MBR
mit den vielseitigen Kontrollmoglichkeiten klassischer Bioreaktoren, wodurch effiziente

Screeninganwendungen in der biopharmazeutischen Forschung ermoglicht und beschleunigt werden

kénnen.
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Abstract

Miniaturized cultivation systems with extensive measures for control and analytics have proven to be
both effective and indispensable tools for modern bioprocess development. Particularly droplet based
microbioreactors (MBR) open up profound possibilities for parallelized cultivation of cells in high-
throughput manner with reduced sample expense. These systems use segregated fluid droplets for
compartment enabling the application of several biological processes at a time. In biopharmaceutical
research MBRs are progressively applied for screening applications allowing for the generation of high
volumes of data. In less time multiple parameters and influencing factors can be examined with lower
expenses. In contrast to droplets in microfluidics with continuous flow, MBR systems with sessile
(stationary) droplets allow for enhanced flexibility in fluid manipulation and handling as well as in
implementation of online analytics. However, ensuring a biologically active environment promoting
cell growth in a fluid droplet of a few microliters implies intrinsic challenges, especially concerning

mass transport and evaporation.

This thesis therefore aims to develop a droplet-based MBR system to cultivate cells and examine
cellular processes. By the implementation of an active mixing technique and surround analytical
methods, a potent cultivation system was generated, which can be applied as analytical tool for diverse

biopharmaceutical purposes.

In this MBR system with a reaction volume of 7 uL, active mixing is induced via the excitation of
capillary waves on the droplet surface by vertical oscillation enhancing mass transfer into and inside
the fluid. The entire reaction volume can thus be homogenized within 3 s and k.a values up to 345 h*!
can be achieved, without implementing movable mixing parts inside the fluid volume. By controlling
the process conditions in the MBR, cellular metabolism and growth can be directly affected. Each fluid
droplet is embedded in a glass chip ensuring a defined droplet shape as well as the integration of online
sensors. Because of its unique mixing technique, the MBR is called capillary wave microbioreactor
(cwMBR) and its considerable potential was demonstrated in a proof-of-concept cultivating Escherichia
coli under controlled growth conditions. Besides bacterial applications, the cwMBR could proof its

benefits for mammalian cell culture monitoring its metabolic activity.

The MBR system developed in this thesis combines advantages of droplet based MBRs with the control
capabilities of lab-scale bioreactors, facilitating its application for efficient screenings in

biopharmaceutical research.
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