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schen und stöchiometrischen Datensätze zu 
generieren. Zahlreiche mikroskalige Para-
meter nicht linear verlaufener Populations-
dynamiken können mithilfe komplexer 
mathematischer Modelle berechnet werden.

Der Fokus der Modellierung liegt darauf, 
den größtmöglichen Ertrag zu generieren, 
der mithilfe aller gewonnenen Parameter 
(Abb. 2) der Population prognostiziert wer-
den kann. Dabei sind die Komponenten jeder 
einzelnen Zelle auf die bestmögliche Nut-
zung der verfügbaren Energie und des Koh-
lenstoffs angewiesen, um Ausbeutekoeffi zi-
enten zu maximieren. Die Massenbilanzie-
rung umfasst die Quantifi zierung sämtlicher 
extrazellulärer Stofffl üsse: Substrate, Meta-
bolite, Biomasse und eventuelle Nebenpro-
dukte (Abb. 1). Dies ermöglicht die Beurtei-
lung der Effi zienz des mikrobiellen Stoff-
wechsels, die Identifi zierung von Engpässen 
oder metabolischen Limitationen, Optimie-
rung mikrobieller Prozesse sowie produkti-
vitätsbestimmender katalytischer Heteroge-
nitäten einzelner Organsimen innerhalb der 
Population.

Dabei ist die Zusammensetzung der Orga-
nismen (Axenische oder Mischkulturen) 
inklusive ihrer Stärken, Schwächen und 
grundlegenden Bedürfnisse zu berücksichti-
gen. Jede Spezies konkurriert schlussendlich 
miteinander um Ressourcen, die zur Selbst-
erhaltung, Reproduktion und Produktbildung 
genutzt werden. Mit der Überwachung und 
Justierung von Modellparametern sowie dem 
Inkludieren eines Modell-Resümees kann der 
Verlauf des nächsten Experiments vorherge-
sagt und zur Systemanpassungen genutzt 
werden.

Die Gleichungen unseres Modells setzen 
sich aus zellulär-physiologischen Deskripto-
ren zusammen: der Kinetik des Zellwachs-
tums μ, der Substrataffi nität Ks , der Produkt-
bildung P, sowie den daraus ableitbaren 
stöchiometrischen Daten (Abb. 1). Diese 
bilden die Basis zur Erstellung von Massen-
bilanzen und den daraus zu ermittelnden 
biokatalytischen Effi zienzen [3]. Das Prinzip 
der Bilanzierung ist dabei eine tragende 
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ó Die Nutzung mikrobieller Zellen als Kata-
lysatoren zur Herstellung von Produkten des 
täglichen Lebens reicht mehrere Jahrtausen-
de zurück. Lebensmittel, Biokraftstoffe, 
medizinische Erzeugnisse bis hin zu biotech-
nologisch relevanten Fein- und Bulk-Chemi-
kalien sind dabei einige der wichtigsten Pro-
duktkategorien. Die biokatalytische Leis-
tungsfähigkeit einer Zelle ist im Gegensatz 
zu chemischen Katalysatoren abhängig von 
physikalischen, chemischen und biochemi-
schen Vorgängen inner- und außerhalb der 
Zelle [2]. Der messbare Output eines bioka-

talytischen Prozesses wird durch die kumu-
lative Aktivität der in Population vorhande-
nen Einzelzellen ausgewiesen. Die individu-
elle Zellleistung und die daraus abgeleitete 
katalytische Effi zienz und Produktivität wird 
jedoch durch Populationsanalysen maskiert. 
Der Beitrag und die Bedeutung von potenziell 
produktivitätsbestimmender katalytischer 
Heterogenität lässt sich nur durch mikro-
bielle Einzelzellanalysen erschließen [3].

Die Modellsoftware Berkeley Madonna ist 
in der Lage, grafi sch akkurate Prognosen mit 
unseren experimentell erhobenen kineti-

Single-cell mass balancing

Mikroskalige Massenbilanzierung 
in mikrofl uidischen Umgebungen

˚ Abb. 1: Kinetiken (rot) und Koeffi zienten (blau), die das Wachstum von Escherichia coli-
MG1665-Zellen auf Substrat (C-Quelle: Glucose) und die daraus mögliche Stoffwechselprodukte 
(Metaboliten, Biomasse) beschreiben.
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mi kroskaligen Reaktionsumgebungen war 
aufgrund technologischer und konzeptionel-
ler Hürden bis vor Kurzem kaum möglich.

Im Mittelpunkt unserer Studie steht die 
neuartige, nicht invasive und Marker-freie 
Technologie der quantitativen Phasenbildge-
bung (QPI), welche erstmalig Zugang zur opti-
schen Zellmassen- und Trockensubstanzdich-
tendetektion einzelner mikrobieller Zellen im 
sup-pg-Bereich ermöglicht. Eine Wachstums-
verfolgung mit solch präziser Aufl ösung ist 
die einzige Maßnahme zur genauen Analyse 
von μ, da die spez. Wachstumsrate als Mas-
senzunahme in einem kontrollierten biologi-
schen System über die Zeit defi niert ist. Die 
Zelltrockenmasse und die daraus ableitbare 
Trockensubstanzdichte bildet die Grundlage 
zur Berechnung des Biomasseausbeutekoef-
fi zienten (Abb. 2). Mikrofl uidische Perfusi-
onskultivierungen ermöglichen die Messun-
gen von Substrataffi nitäten, welche zwingend 
erforderlich sind, um die Effizienz der 
Umwandlung von Substrat in Biomasse und 
Produkte sowie deren Heterogenität auf Ein-
zelzellebene zu ermitteln. Durch Zell- oder 
Biomassekonzentration lassen sich wichtige 
Leistungsdeskriptoren wie Aufnahme- und 
Syntheseraten (Abb. 2) bestimmen [4].

Neben dem Wachstum ist die spezifi sche 
Substrataufnahmerate qS bei der Leistungs-
analyse von zellulären Biokatalysatoren von 
größter Bedeutung. Bioprozesse werden häu-
fig durch eine begrenzte Substratzufuhr 
gesteuert, um die Bildung von Bioprodukten 
zu verhindern oder das Wachstum zu begren-
zen [5]. Darüber hinaus können die spezifi -
schen Ausbeutekoeffi zienten der Biomasse 
mit qS und μ berechnet werden (Abb. 2). Die 
Analyse von Wachstum und Biomasseaus-
beute aus Pikoliter-Batch-Reaktoren diente 
somit zur Komplettierung der nötigen Para-
meter, um ein biologisch-dynamisches 
Modell mit präzisen Vorhersagen zu Ausbeu-
tekoeffi zienten der jeweiligen Systeme zu 
entwickeln (Abb. 1). Durch die geschickte 
Kombination dieser Daten lassen sich nun 
erstmals Massenbilanzen in mikroskaligen 
Reaktionsräumen aufstellen.

Um unser Konzept zu validieren, fokus-
sierte sich unsere Studie auf ein gut unter-
suchtes biologisches System mit großer 
Bedeutung für biotechnologische Anwendun-
gen. Die Analyse von Escherichia coli-
MG1665 Zellen als Biokatalysatoren, die 
ausschließlich mit Glucose als C-Quelle kul-
tiviert wurden, lieferte erstmals eine 
geschlossene, mikroskalige Massenbilanzie-
rung, die als Grundlage für ein auf Einzelzell-

daten basierendem Bioprozessmodell diente. 
Erkenntnisse aus klassischen Populationsan-
sätzen mit Durchschnittswerten können nun 
mit diesem Novum ergänzt werden und eröff-
nen neue Anwendungen zur Systembeschrei-
bung für ein umfassendes Spektrum an Pro-
dukten und Organismen (Abb. 1). Mit konti-
nuierlichem Balancing, konkret preformu-
lierten und anschließend implementierten 
Postparametern ist dieses Modell in der Lage, 
ein reales Populationsverhalten vorherzusa-
gen und Produkteffi zienzen von noch nie 
zuvor erreichter Genauigkeit zu liefern.

Final ist zu unterstreichen, dass die Studie 
kontinuierlich weiterentwickelt wird. Sowohl 
das axenische E.coli-Basismodell sowie diver-
se Ko-Kultursysteme wurden analog unter-
sucht und mit massenspektroskopischen 
Messergebnissen, wie durch Schirmer 2020 
[6] gezeigt, ergänzt. Diese wurden ins Modell 
implementiert, um Modellvoraussagen und 
reale Messdaten zur Ausbeutekoeffi zienz 
vorherzusagen und noch weiter zu präzisie-
ren. Die Effi zienz und Kinetik der Produkt-
bildung sind die wichtigsten Leistungspara-
meter in Bioprozessen. Die stetige Maximie-
rung der spezifi schen Produktbildungsrate 
rP eines Biokatalysators ist das zentrale Ziel 
im Bereich der biotechnologischen Verfah-
renstechnik. ó
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˚ Abb. 2: Kombinierter Workfl ow zur Erfassung der erforderlichen mikroskaligen Parameter der 
Einzelzellanalyse. Die linke Spalte gibt die Zielparameter an, während die mittlere Spalte mikro-
fl uidischen Kultivierungsmethoden und die entsprechende Analytik beschreibt. Die mathemati-
schen Ausdrücke der rechten Spalte korrespondieren mit den einzelnen Arbeitsschritten und den 
gewonnenen Parametern.


