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Single-cell mass balancing

Mikroskalige Massenbilanzierung
in mikrofluidischen Umgebungen
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Implementing key biochemical engineering principles based on the
kinetics and stoichiometry of growth unlocks the full potential of micro-
fluidic single-cell analysis. We introduce a unique integrative approach,
using non-invasive advanced microfluidic cultivation and analysis
technologies to integrate physiologic single-cell data. Our groundwork
enables microscale material balancing beyond population-based
average values and advances modern bioprocess modeling [1].
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B Die Nutzung mikrobieller Zellen als Kata-
lysatoren zur Herstellung von Produkten des
taglichen Lebens reicht mehrere Jahrtausen-
de zuriick. 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-
tungsfahigkeit einer Zelle ist im Gegensatz
zu chemischen Katalysatoren abhdangig von
physikalischen, chemischen und biochemi-
schen Vorgangen inner- und auBlerhalb der
Zelle [2]. Der messbare Output eines bioka-

talytischen Prozesses wird durch die kumu-
lative Aktivitat der in Population vorhande-
nen Einzelzellen ausgewiesen. Die individu-
elle Zellleistung und die daraus abgeleitete
katalytische Effizienz und Produktivitat wird
jedoch durch Populationsanalysen maskiert.
Der Beitrag und die Bedeutung von potenziell
produktivititsbestimmender katalytischer
Heterogenitit ldsst sich nur durch mikro-
bielle Einzelzellanalysen erschlieBen [3].
Die Modellsoftware Berkeley Madonna ist
in der Lage, grafisch akkurate Prognosen mit
unseren experimentell erhobenen Kineti-
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A Abb. 1: Kinetiken (rot) und Koeffizienten (blau), die das Wachstum von Escherichia col-
MG1665-Zellen auf Substrat (C-Quelle: Glucose) und die daraus mogliche Stoffwechselprodukte

(Metaboliten, Biomasse) beschreiben.

schen und stochiometrischen Datensétze zu
generieren. Zahlreiche mikroskalige Para-
meter nicht linear verlaufener Populations-
dynamiken konnen mithilfe komplexer
mathematischer Modelle berechnet werden.

Der Fokus der Modellierung liegt darauf,
den groBtmoglichen 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 bestmdgliche Nut-
zung der verfiigbaren Energie und des Koh-
lenstoffs angewiesen, um Ausbeutekoeffizi-
enten zu maximieren. Die Massenbilanzie-
rung umfasst die Quantifizierung samtlicher
extrazellularer Stofffliisse: Substrate, Meta-
bolite, Biomasse und eventuelle Nebenpro-
dukte (Abb. 1). Dies ermoglicht die Beurtei-
lung der Effizienz des mikrobiellen Stoff-
wechsels, die Identifizierung von Engpédssen
oder metabolischen Limitationen, Optimie-
rung mikrobieller Prozesse sowie produkti-
vitatsbestimmender katalytischer Heteroge-
nitdten einzelner Organsimen innerhalb der
Population.

Dabei ist die Zusammensetzung der Orga-
nismen (Axenische oder Mischkulturen)
inklusive ihrer Stirken, Schwachen und
grundlegenden Bediirfnisse zu beriicksichti-
gen. Jede Spezies konkurriert schlussendlich
miteinander um Ressourcen, die zur Selbst-
erhaltung, Reproduktion und Produktbildung
genutzt werden. Mit der Uberwachung und
Justierung von Modellparametern sowie dem
Inkludieren eines Modell-Restimees kann der
Verlauf des nachsten Experiments vorherge-
sagt und zur Systemanpassungen genutzt
werden.

Die Gleichungen unseres Modells setzen
sich aus zelluldr-physiologischen Deskripto-
ren zusammen: der Kinetik des Zellwachs-
tums y, der Substrataffinitat K, der Produkt-
bildung P, sowie den daraus ableitbaren
stochiometrischen Daten (Abb. 1). Diese
bilden die Basis zur Erstellung von Massen-
bilanzen und den daraus zu ermittelnden
biokatalytischen Effizienzen [3]. Das Prinzip
der Bilanzierung ist dabei eine tragende
Saule der modernen Biotechnologie und Bio-
verfahrenstechnik. Dessen Anwendung in
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mikroskaligen Reaktionsumgebungen war
aufgrund technologischer und konzeptionel-
ler Hiirden bis vor Kurzem kaum moglich.

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 ermoglicht. Eine Wachstums-
verfolgung mit solch praziser Auflosung ist
die einzige MaBnahme zur genauen Analyse
von , da die spez. Wachstumsrate als Mas-
senzunahme in einem kontrollierten biologi-
schen System {iber die Zeit definiert ist. Die
Zelltrockenmasse und die daraus ableitbare
Trockensubstanzdichte bildet die Grundlage
zur Berechnung des Biomasseausbeutekoef-
fizienten (Abb. 2). Mikrofluidische Perfusi-
onskultivierungen ermoglichen die Messun-
gen von Substrataffinitdten, welche zwingend
erforderlich sind, um die Effizienz der
Umwandlung von Substrat in Biomasse und
Produkte sowie deren Heterogenitit 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 spezifische
Substrataufnahmerate qq bei der Leistungs-
analyse von zelluldren Biokatalysatoren von
groBter Bedeutung. Bioprozesse werden hau-
fig durch eine begrenzte Substratzufuhr
gesteuert, um die Bildung von Bioprodukten
zu verhindern oder das Wachstum zu begren-
zen [5]. Dariiber hinaus konnen die spezifi-
schen Ausbeutekoeffizienten der Biomasse
mit qq und p berechnet werden (Abb. 2). Die
Analyse von Wachstum und Biomasseaus-
beute aus Pikoliter-Batch-Reaktoren diente
somit zur Komplettierung der notigen Para-
meter, um ein biologisch-dynamisches
Modell mit prazisen Vorhersagen zu Ausbeu-
tekoeffizienten der jeweiligen Systeme zu
entwickeln (Abb. 1). Durch die geschickte
Kombination dieser Daten lassen sich nun
erstmals Massenbilanzen in mikroskaligen
Reaktionsraumen aufstellen.

Um unser Konzept zu validieren, fokus-
sierte sich unsere Studie auf ein gut unter-
suchtes biologisches System mit groBer
Bedeutung fiir biotechnologische Anwendun-
gen. Die Analyse von Escherichia coli-
MG1665 Zellen als Biokatalysatoren, die
ausschlieBlich mit Glucose als C-Quelle kul-
tiviert wurden, lieferte erstmals eine
geschlossene, mikroskalige Massenbilanzie-
rung, die als Grundlage fiir ein auf Einzelzell-
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A Abb. 2: Kombinierter Workflow zur Erfassung der erforderlichen mikroskaligen Parameter der
Einzelzellanalyse. Die linke Spalte gibt die Zielparameter an, wahrend die mittlere Spalte mikro-
fluidischen Kultivierungsmethoden und die entsprechende Analytik beschreibt. Die mathemati-
schen Ausdriicke der rechten Spalte korrespondieren mit den einzelnen Arbeitsschritten und den

gewonnenen Parametern.

daten basierendem Bioprozessmodell diente.
Erkenntnisse aus klassischen Populationsan-
sdtzen mit Durchschnittswerten konnen nun
mit diesem Novum ergidnzt werden und eroff-
nen neue Anwendungen zur Systembeschrei-
bung fiir ein umfassendes Spektrum an Pro-
dukten und Organismen (Abb. 1). Mit konti-
nuierlichem Balancing, konkret preformu-
lierten und anschlieBend implementierten
Postparametern ist dieses Modell in der Lage,
ein reales Populationsverhalten vorherzusa-
gen und Produkteffizienzen 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, ergédnzt. Diese wurden ins Modell
implementiert, um Modellvoraussagen und
reale Messdaten zur Ausbeutekoeffizienz
vorherzusagen und noch weiter zu prazisie-
ren. Die Effizienz und Kinetik der Produkt-
bildung sind die wichtigsten Leistungspara-
meter in Bioprozessen. Die stetige Maximie-
rung der spezifischen Produktbildungsrate
1, eines Biokatalysators ist das zentrale Ziel
im Bereich der biotechnologischen Verfah-
renstechnik.
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