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Schonende Forderung

von Biofluiden

Wie groR darf die mechanische
Belastung auf Biofluide sein und
kann ein moglichst zerstérungs-
freier Transport von Zellsuspen-
sionen in industriellen Verfahren
erfolgen? Mit Hilfe der einzelligen
Alge Euglena gracilis wurde die
Eignung von Mikrozahnringpum-
pen fiir die schonende Férderung
empfindlicher Fliissigkeiten liber-
prift.

*) HNP Mikrosysteme GmbH, Juri-Gagarin-
Ring 4, 19370 Parchim, Tel. 03871/451-
352, Fax 03871/451-333, E-Mail info@
hnp-mikrosysteme.de,  www.hnp-mi-
krosysteme.de.

26  MikroFluidik September 2012

Scherarmes Forderprinzip

Industrielle Verfahren und eine zuneh-
mende Automatisierung von Laborpro-
zessen im Bereich der weilen Biotech-
nologie sind angewiesen auf eine exakte
Dosierung und eine zerstorungsfreie For-
derung von Zellsuspensionen, zum Bei-
spiel in der prozessbegleitenden Analytik.
Aus der Vielzahl von Dosiersystemen und
-pumpen kommen jedoch nur wenige in
Frage, wenn empfindliche Flissigkeiten
geférdert und eine schonende Produk-
tion sowie die Nachhaltigkeit von Zellen
gewahrleistet werden missen. Haufig
kommen dann Mikrozahnringpumpen
von HNP Mikrosysteme zum Einsatz.
Mikrozahnringpumpen gehéren zur
Gruppe der rotatorischen Verdranger-
pumpen, bei denen der Verdranger aus
zwei Bauteilen beseht: Einem Innenrotor
und einem AuRenrotor, die sich um ihre
exzentrisch versetzten Rotationsachsen
drehen. Dabei vergroRern sich die Férder-
kammern auf der Saugseite, wahrend sie
sich auf der Druckseite gleichzeitig verklei-
nern. Zwischen den nierenférmigen Ein-
bzw. Auslassoffnungen, die mehrere For-
derkammern verbinden, entsteht so ein
pulsations- und scherarmer Forderstrom.
Allerdings bringt das Pumpenprinzip
mit sich, dass feine Spalten von etwa 2

Tabelle 1: AuswertungsgroBen des ECOTOX-Systems.
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Funktionsprinzip einer
Mikrozahnringpumpe.
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pum zwischen den Rotoren existieren. Das
wirft die Frage auf, ob die Férderung ei-
ner Zellsuspension mit einer Mikrozahn-
ringpumpe eine zu hohe Beanspruchung
der Zellen hervorruft. Zur experimentel-
len Untersuchung dieser Fragestellung
werden das Verhalten und die Schadi-
gung der Indikatorzelle Euglena gracilis
betrachtet.

Detektion der
Zellschadigung

Die GrofRe und Form der einzelligen Alge
Euglena gracilis hdngt stark von ihren
Lebensbedingungen ab. Mit einer Lan-
ge zwischen 30 und 100 um und einem

AuswertungsgroRe Beschreibung

Motilitét (in %)

selter Zellen.

Up-Wert (in %)

Formfaktor (ohne Wert)
motilen Zellen.

Geschwindigkeit (in um/s)

Anteil der motilen Euglena bezogen auf die Gesamtzahl der wahrgenommenen Zellen.
Als motil werden Zellen bezeichnet, die sich mindestens mit einer definierten Minimal-
geschwindigkeit fortbewegen. Sie entspricht der Sedimentationsgeschwindigkeit verkap-

Charakterisierung des gravitaktischen Bewegungsverhaltens. Anteil der motilen Zellen,
die einen nach oben gerichteten Geschwindigkeitsvektor besitzen.

Abweichung von einer Kugelgestalt (Formfaktor = 1). Verhaltnis von Umfang zu Flache der

Geschwindigkeit der motilen Zellen, berechnet aus gemessenem Geschwindigkeitsvektor
der Lange d und der Messzeit At pro Vektor.




Durchmesser von 8...12 um kann sie von
einem spindelférmigen langgestreckten
in einen kreisrunden Zustand wechseln.
Voraussetzung fir dieses Verhalten
ist das Fehlen einer starren Zellwand.
Stattdessen ist sie von einer flexiblen
Proteinhiille umgeben, die sie auf hy-
drodynamische Reize wie Scher- und
Dehnstromungen duflerst sensibel re-
agieren ldsst. Eine etwa korperlange
SchleppgeiBel befahigt die Alge zu ei-
ner selbstdndigen Fortbewegung. Die
Geschwindigkeit betrdgt maximal 100
um/s.

Unter normalen Bedingungen lebt
Euglena gracilis photoautotroph. Ein
fein ausbalanciertes Zusammenspiel
von Photo- und Gravitaxsis dient der
Suche nach Habitaten mit optimalen
Bedingungen fir Licht und Nahrung.
Als Gravitaxsis wird die Orientierung
im Schwerefeld der Erde, als Phototax-
sis die auf eine Lichtquelle bezogene
Bewegung bezeichnet. Um in Bereiche
der Wassersdule zu gelangen, in der
die Photosynthese am effektivsten ist,
schwimmen die Zellen gesteuert durch
ihre negative Gravitaxsis nach oben.
Diese Reaktion wird durch geringen
Lichteinfall unterstitzt.

Vermehrung von Euglena gracilis im
Erlenmeyerkolben.

Unglinstige Lebensbedingungen, wie
limitierte Nahrstoffmengen oder stro-
mungsmechanische Krafte, fihren zu
einer Veranderung der Geschwindigkeit
und Gerichtetheit ihrer Bewegungen
sowie zu Veranderungen des ZellduRe-
ren. Bei steigender hydrodynamischer
Belastung wird die Alge langsamer,
verandert ihre Form zu einer kugelfor-
migen Gestalt und verliert die Fahigkeit
zur Orientierung, bis sie ihre Geillel ab-
wirft und sich in einer Gallerthlle ver-
kapselt.

Fachbeitrag

ECOTOX
Monitoring-System

Die Schadigung kann mit dem speziell
fur die Indikatorzelle Euglena gracilis
entwickelten ECOTOX Monitoring-Sys-
tem untersucht werden. Es handelt sich
dabei um ein Echtzeit bildverarbeiten-
des Analysesystem, welches verschie-
dene Bewegungs- und Formparameter
des Einzellers quantifizieren kann. Hier-
bei werden Veranderungen der spezi-
fischen Eigenschaften der Indikatorzelle
ausgewertet, die auf mechanische Reize
dulerst sensibel mit Verdnderungen
der Zellform, dem Verlust der Orien-
tierungsfahigkeit und der Motilitdt re-
agiert. So kann einfach und schnell die
Inhibierung der Zellen aufgrund mecha-
nischer Belastung bestimmt werden.

Das Herzstiick des Systems ist eine
kleine Klivette, in die die Probe gepumpt
wird. Uber ein Miniaturmikroskop und
eine CCD-Kamera wird ein Videosig-
nal generiert, welches digitalisiert und
ausgewertet wird. Zunachst wird eine
unbelastete Vergleichsprobe mit Hilfe
einer Peristaltikpumpe in die Kilvette
gepumpt und die Bewegungsparameter
der Zellen tGber einen gleichbleibenden
Zeitraum aufgenommen. AnschlieBend
wird die beanspruchte Probe in die Ki-
vette gefordert. Die Daten der Probe
werden mit den Kontrollmessungen
verglichen und ausgewertet. So gelingt
es nicht nur, verkapselte von aktiven
Zellen zu unterscheiden, es ist auch
moglich, die Schadigung der weniger
beeintrachtigten Algen abgestuft zu
quantifizieren.

Entwickelt wurde das automatisierte
biologische Testsystem ECOTOX zur kon-
tinuierlichen  Gewasseriiberwachung.
Es konnen aber auch Messungen mit
bekannten Substanzen wie Schadstof-
fen und Hemmstoffen durchgefiihrt
werden. Der Fachbereich Chemische
und Biologische Prozesstechnik der Uni-
versitat Erlangen-Nilrnberg nutzt das
System, um die mechanische Belastung
von Biofluiden in biotechnologischen
Prozessen zu untersuchen. Beispiels-
weise gibt ein Vergleich der Parameter
vor und nach dem Durchstrémen einer
Pumpe Aufschluss tGber deren Wirkung
auf die Zellen.

Die Untersuchungen zur Zellschadi-
gung wurden mit der Mikrozahnring-
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Innibierung Motilitat [%]

pumpe mzr-2921 bei vier verschiedenen
Volumenstrémen von 0,1...18 ml/min
durchgefiihrt, das entspricht einem Dreh-
zahlbereich von 33...6000 min™.

Die Inhibierung der Motilitdt dndert
sich mit steigendem Volumenstrom fast
linear und erreicht einen Maximalwert
von knapp 20 %. Das bedeutet, dass etwa
vier Fuinftel aller Zellen die Pumpe lebend
passieren, ohne ihre Geil3el zu verlieren.

Die Verdanderungen der anderen Pa-
rameter verlaufen nicht linear. Der Up-
Wert, der dem Prozentsatz an nach oben
schwimmenden Zellen bezogen auf die
Gesamtheit aller aktiven Zellen ent-
spricht, erreicht eine Inhibierung von 10
%. Bei einer Standardabweichung von ge-
ringfligig unter 10 % ist der Einfluss der
Mikrozahnringpumpe auf diesen Wert als
gering einzustufen.

Weder der Formfaktor noch die Ge-
schwindigkeit verdndern sich im Ver-
gleich zur Referenzprobe signifikant. Bei
einem Volumenstrom von 0,1 ml/min
wird die Form der Zellen etwas gestreck-
ter, bei héheren Volumenstromen etwas
rundlicher. Die Inhibierung der Geschwin-
digkeit verhalt sich dhnlich. Bei der kleins-
ten Drehzahl ist sie negativ, das bedeutet,
die Zellen schwimmen im Vergleich zur
Kontrollmessung schneller, bei hoheren
Drehzahlen werden sie etwas langsamer.

Welumenstrom [mbimin]
Mbrzzanyngewepe

~+Zahnradpumpe

= Schiauchpimpe -

Mikrezaharingpumpe g =

Valumeanstram [mbimin]

Inhibierung der Motilitdt als Funktion

des Volumenstroms in der Mikrozahnring-
pumpe mzr-2921 im Vergleich zu einer
Zahnradpumpe und einer Schlauchpumpe.

Insgesamt hat die untersuchte Pumpe
mzr-2921 einen sehr geringen Einfluss auf
das Verhalten von Euglena gracilis. Inhi-
bierungen bis 10 % sind bei biologischen
Systemen noch innerhalb der erwarteten
Standardabweichung. Einzig die Motilitat
der Zellen wird signifikant reduziert, was
auf die bei 6000 min* schon deutlich ge-
steigerten fluid-dynamischen Effekte wie
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Scher- und auch Dehnstromungen zu-
rickzufiihren ist.

Pumpen im Vergleich

Um die Auswirkungen der Forderung von
Zellen durch die Mikrozahnringpumpe
mzr-2921 einordnen zu konnen, ist eine
vergleichende Betrachtung mit anderen
Pumpentypen geboten. Dazu wurde ei-
nerseits eine Zahnradpumpe und anderer-
seits eine Schlauchpumpe herangezogen.
Bei der Zahnradpumpe handelt es sich
um eine selbstansaugende Kraftstoff- oder
Wasserpumpe, bei der Schlauchpumpe
um ein Model mit sechs Rollen. Die unter-
schiedlichen Drehzahlbereiche der Pum-
pen sind in Tabelle 2 aufgelistet.

Vergleicht man die Inhibierung der Mo-
tilitdt in Abhangigkeit vom Volumenstrom,
so zeigt sich, dass die Zahnradpumpe, die
allgemein als ungeeignet flir schersensitive
Suspensionen gilt, die Zellen am starksten
inhibiert. Mehr als 80 % der Zellen werden
bei der hochsten Drehzahl so belastet,
dass sie sich verkapseln oder vollig inaktiv
werden. Die Anfangsdrehzahl von 2250
min? fuhrt dagegen unerwarteter Weise
zur Aktivierung der Zellen.

Schlauchpumpen werden in der For-
schung und Industrie hdufig zur Férderung
von Biofluiden eingesetzt. Sie haben den
Ruf, besonders schonend zu empfind-
lichem Fordergut wie beispielsweise Blut-
zellen zu sein. Die Ergebnisse der fiir diesen
Forderversuch eingesetzten Schlauchpum-
pe bestdtigen dies jedoch nicht. Schon bei
einer geringen Drehzahl von 60 min™*war
eine Inhibierung der Algen im Bereich von
10 % zu beobachten, bei der hochsten
Drehzahl von 200 min*lag die Inhibierung
bei ca. 35 % und damit deutlich unterhalb
der Schadigungsrate der Zahnradpumpe.
Die frihe Schadigung ist vermutlich auf
Quetschungen von Zellen zuriickzufiihren,
die sich im Schlauch durch das Zusammen-
driicken zwischen den Andruckfiihrungen
der Rollen ergeben.

Vergleicht man das Ergebnis von 20 %
Inhibierung der Motilitdt durch die Mi-
krozahnringpumpe mit 70 % Inhibierung
durch die Zahnradpumpe bei einer Dreh-
zahl von 6000 min?, so ist die Inhibierung
der Motilitdt in der Mikrozahnringpumpe
als gering einzustufen.

Ein dhnliches Bild zeigen die Ergebnisse
zur Inhibierung des Up-Wertes: Wahrend
die maximale Inhibierung durch die Mikro-

Tabelle 2: In der Versuchsreihe verwendeter Pum-
pendrehzahlbereich [min-].

minimal maximal
Zahnradpumpe 2250 11200
Schlauchpumpe 60 200
Mikrozahnringpumpe 33 6000

zahnringpumpe bei 10 % liegt, nimmt die
Desorientierung der Zellen, die die Zahn-
radpumpe passiert haben, mit steigender
Drehzahl bis zu einem Wert von fast 45
% zu. Ahnlich verlduft die Inhibierung im
Fall der Schlauchpumpe, allerdings belauft
sich der Maximalwert hier auf 20 %.

Fazit

Die Versuchsergebnisse zeigen, dass die
Mikrozahnringpumpe auch bei hohen
Drehzahlen schonend arbeitet. Als Grund
hierflr werden die engen Spalte an den Ro-
torstirnflachen unterstellt, die das Eindrin-
gen der Zellen in die scherkraftintensiven
Spalte verhindern. Ein weiterer Grund
wird in der Prazision der Pumpe gesehen,
die gegeniiber der Zahnradpumpe keine
Relativbewegung zeigt. Die Prazision wird
als die Hauptursache fiir das positive Er-
gebnis angenommen. Zu bedenken bleibt
allerdings, dass es sich um zellspezifische
Messdaten handelt. GroRere oder kleinere
Zellen oder Zellen mit einem anderen Auf-
bau kénnen zu anderen Untersuchungser-
gebnissen flihren.

Die Frage nach der Eignung von Mikro-
zahnringpumpen fiir die schonende For-
derung empfindlicher Fllssigkeiten konn-
te somit positiv beantwortet werden. Im
speziellen Anwendungsfall empfiehlt sich
jedoch ein Test mit der vorgesehenen Zell-
suspension.

Die Untersuchungen wurden am Lehr-
stuhl flr Prozessmaschinen und Anlagen-
technik der Friedrich-Alexander-Universi-
tat Erlangen-Nirnberg von Frau Menden
durchgefiihrt, Lehrstuhlinhaber ist Prof.
Dr-Ing. E. Schliicker.
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