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Optisches Monitoring der Stoffwechselaktivität für Zellkulturen,  

 TI – Institut für Drucktechnologie 



Berner Fachhochschule | Haute école spécialisée bernoise | Bern University of Applied Sciences 2

 Hintergrund
 Technologie, Zellkulturen  

 Biologie, Zellatmung

 Aufbau
 Komponenten 

 Fehleranalyse und Charakterisierung

 Experimente
 Arbeitsschritte

 Resultate und Beobachtungen

 Fazit

Agenda :
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Hintergrund: Zellkulturen

Source : Google images 

Zellprobe

Zellkultur Kulturmedium
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Hintergrund: Zellkulturen 

Source : Google images 

 Anwendung

 Forschung

 Physiologie und Biochemie

 Medikamentenherstellung 

 Insulin, Penizillin

 Chemikalien testen

 Shaking Flaks Deck 250 [ml]

 Culture tubes 50 [ml] 

 Bio Reaktors über 200 [Liter] 

Kontrollierte
geregelte
Umgebung
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 Kontrollparameter

5

Hintergrund: Kontrolle und Regelung

 Kritische Punkte

 Sensor in Kontakt mit Zellen

 Probe entnehmen
Risiko Kontamination

 Bewegungen stoppen

 Zeitliche Verzögerungen 

 Stoffwechsel
 dCO2, dO2

 Metaboliten

 Biomasse, Zählung
 Viskosität 

 Optische Dichte

 Mikroskopie

 Medium
 pH, Temperatur

 O2, CO2

Source : Google images 

Wir sind hier

Regelkreis

 Nährstoff

 Glucose
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Hintergrund: Biologie: Zellatmung  

Source : Essential of cell biology 2004 [2]

 Stoffwechsel, Zellatmung 
 Biochemische Reaktionen für die Erfüllung biologischer Funktionen. Energie zu erzeugen (ATP).

3x1x
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Hintergrund: Biologie: RR  

Source : Autofluorescence spectroscopy in redox monitoring across cell confluencies [3]

 Redox Ratio (RR)

 Verhältnis NADH/FAD,

 Korreliert mit der Dichte der 
Biomasse (2D),

 Stoffwechselaktivität (intern),

 Zellzyklus abhängig.

 …

Autofluorescence spectroscopy in redox monitoring 
across cell confluencies [3]
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Hintergrund: Biologie: Fluoreszenz  

Source : Principals of fluorescence spectroscopy [1]

Anwendungen als Biomarker:
Fluoreszenzmikroskopie 

NADH
FAD

 NADH : Ex 360 [nm] / Em ~460 [nm]

 FAD :    Ex 450 [nm] / Em ~530 [nm]
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Hintergrund: Ziel der Studie

Source : google images.

 Anwendungen 

 Fluoreszenzmikroskopie

 Detaillierte örtliche Auflösung

 Beobachtete Zellen ~100 − 102

 2D Flächen: [um2] bis [mm2]

 Neue Anwendung 

 Kultur Monitoring

 Volumenmessung

 Beobachtete Zellen ~105 − 107

 3D Volumen: [mm3] bis [cm3] 
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Studie Aufbau

 Konzept:

 Fluoreszenzverhalten von NADH /FAD untersuchen.

 Aufbau charakterisieren (Fehleranalyse).

 Molekülkonzentrationen aus 1000 [ul] Proben ermitteln.

 Reine Chemikalien verwendet.
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Aufbau: Optik (Path) 

1) Eingang Signal 

2) LED Treiber 

3) 360 [nm] LED

4) 450 [nm] LED 

Sample area
360 nm

450 nm Spectrometer

Intensity Filter 

Sign. Generator 

Driver

Driver

Switch 

1)2)

3)

4)

5) 2x2 Faserkoppler

6) 2x1 Faserkoppler

7) Glasfaser
8) Optischer Switch

9) Bypass Filter 

10) Spektrometer

5)

6)

7)

7)
8)

9)

10)𝐼𝐼0
𝐹𝐹
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Aufbau: Optik Fehleranalyse 

Sample area
340 nm

450 nm Spectrometer

Intensity Filter 

Sign. Generator 

Driver

Driver

Switch 

𝐼𝐼0
𝐹𝐹

𝐹𝐹 = 𝜙𝜙 ⋅ 𝐼𝐼0 1 − 10−𝜖𝜖𝜖𝜖𝜖𝜖

 Fehlerquellen identifizieren
 Eingang (𝐼𝐼0)
 Ausgang (F)

 Probe  

 Fehlerquellen 
charakterisieren
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Aufbau: Charakterisierung 𝐼𝐼0

 Linearer Arbeitsbereich LED? 
 Messung bei verschiedenen Treiber-

parameter

 Verluste durch die Fasern? 
 Ulbricht-Kugel Messung 

 Eigenschaften der Filter? 
 Messung  der Transmission der 

Komponenten

 Definiert die optischen 
Transferfunktionen (TF) der 
verschiedenen Komponenten.

𝐼𝐼0′ = 𝐼𝐼0 ⋅ 𝑇𝑇𝐹𝐹1 ⋅ 𝑇𝑇𝐹𝐹2 ⋅ … ⋅ 𝑇𝑇𝐹𝐹𝑛𝑛

𝐹𝐹′ = 𝜙𝜙 ⋅ 𝐼𝐼𝐼0 1 − 10−𝜖𝜖𝜖𝜖𝜖𝜖

𝐹𝐹𝐹 = 𝐹𝐹 ⋅ 𝑇𝑇𝐹𝐹1−1 ⋅ 𝑇𝑇𝐹𝐹2−1 ⋅ … ⋅ 𝑇𝑇𝐹𝐹𝑛𝑛−1
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Aufbau: Charakterisierung 𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃

 Quanteneffizienz
 Temperatur

 pH, Umgebung

 Molekulardichte
 Molarität

 𝑆𝑆𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹 = 0.02 [𝑚𝑚𝑚𝑚]  𝑆𝑆𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹 = 0.5 [𝑚𝑚𝑚𝑚]

Quenching
Statisch

Dynamisch

𝜙𝜙 𝜆𝜆 =
𝑘𝑘𝑓𝑓

𝑘𝑘𝑓𝑓 + ∑𝑘𝑘𝑛𝑛𝑛𝑛 + 𝑘𝑘𝑞𝑞[𝑄𝑄]

Source : S. E. Braslavsky. Glossary of Terms Used in Photochemistry [7].

Self absorbtion

(Lambert-Beer)
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Aufbau: Charakterisierung

 Eingang: Einflüsse auf  𝐼𝐼0  Probe: Einflüsse Ausgang: Einflüsse auf  𝐹𝐹

𝐹𝐹′ = 𝜙𝜙 ⋅ 𝐼𝐼′0 1 − 10−𝜖𝜖𝜖𝜖𝜖𝜖

Quanteneffizienz
Extinktionsfaktor Länge

Konzentration

charakterisiert

Experiment ! 
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Experimente

 Pure FAD 
 Max 0.1 [𝑚𝑚𝑚𝑚]
 Verdünnung 1 -100x

 Mix NADH/FAD
 10 Proben bei 

10 verschiedenen RR

 Pure NADH 
 Max 0.2 [𝑚𝑚𝑚𝑚]
 Verdünnung 1 -100x

 Ziel:
 Messverhalten des Aufbau 

 Emissions-/Absorptionsspektrum untersuchen 

 Mathematische Modelle testen:
𝐶𝐶 = 𝑓𝑓(𝐼𝐼0,𝐹𝐹, [𝑇𝑇𝐹𝐹1,𝑇𝑇𝐹𝐹2, … ,𝑇𝑇𝐹𝐹𝑛𝑛])

 Ziel:
 RR trend.
 Prädiktives Model: 

 FAD 

 NADH
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Experimente : FAD

 Pure FAD 
 0.1 [𝑚𝑚𝑚𝑚]
 0.05 [𝑚𝑚𝑚𝑚]
 0.02 [𝑚𝑚𝑚𝑚]
 0.01 [𝑚𝑚𝑚𝑚]
 0.002 [𝑚𝑚𝑚𝑚]
 0.001 𝑚𝑚𝑚𝑚

 Input Licht 450 [nm]

450 nm LED

Exitation 
Sample Measures 

 Emission
 Anteil der Eingangs 

Intensität die in 
Fluoreszenz 
umgewandelt wird.

Referenzwerte, vorbereitet mit Microwaage (Mettler Toledo XP26)

Volumetrisch verdünnt pipettiert (Hirschmann pipettor) 

 Transmission
 Anteil der Eingangs 

Intensität die nicht 
durch die Probe 
kommt. 
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Experiment: FAD
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Exitation 
Sample Measures 

360 nm LED 

19

Experiment: NADH

 Pure NADH 
 0.2 [𝑚𝑚𝑚𝑚]
 0.1[𝑚𝑚𝑚𝑚]
 0.02 [𝑚𝑚𝑚𝑚]
 0.01 [𝑚𝑚𝑚𝑚]
 0.002 [𝑚𝑚𝑚𝑚]

 Input Licht 360 [nm]

Referenzwerte, vorbereitet mit Microwaage (Mettler Toledo XP26)

Volumetrisch verdünnt pipettiert (Hirschmann pipettor) 

 Emission
 Anteil der Eingangs 

Intensität die in 
Fluoreszenz 
umgewandelt wird.

 Transmission
 Anteil der Eingangs 

Intensität die nicht 
durch die Probe 
kommt. 
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Experiment: NADH
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360 nm LED 

450 nm LED

Measures 

Sample
Exitation 
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Experiment: Mix 

 Mix NADH/FAD 
 0.1/0.0[𝑚𝑚𝑚𝑚]
 0.09/0.01[𝑚𝑚𝑚𝑚]
 0.08/0.02[𝑚𝑚𝑚𝑚]
 0.07/0.03[𝑚𝑚𝑚𝑚]
 0.06/0.04[𝑚𝑚𝑚𝑚]
 0.05/0.05[𝑚𝑚𝑚𝑚]
 0.04/0.06[𝑚𝑚𝑚𝑚]
 0.03/0.07[𝑚𝑚𝑚𝑚]
 0.02/0.08[𝑚𝑚𝑚𝑚]
 0.01/0.09[𝑚𝑚𝑚𝑚]
 0.0/0.1[𝑚𝑚𝑚𝑚]

 Input Licht

 450 [nm]

 360 [nm] Referenzwerte, vorbereitet mit Microwaage (Mettler Toledo XP26)

Volumetrisch verdünnt pipettiert (Hirschmann Pipettor) 
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Experiment Mix Data Vorbereitung

 Mix NADH/FAD 
 0.1/0.0[𝑚𝑚𝑚𝑚]
 0.09/0.01[𝑚𝑚𝑚𝑚]
 0.08/0.02[𝑚𝑚𝑚𝑚]
 0.07/0.03[𝑚𝑚𝑚𝑚]
 0.06/0.04[𝑚𝑚𝑚𝑚]
 0.05/0.05[𝑚𝑚𝑚𝑚]
 0.04/0.06[𝑚𝑚𝑚𝑚]
 0.03/0.07[𝑚𝑚𝑚𝑚]
 0.02/0.08[𝑚𝑚𝑚𝑚]
 0.01/0.09[𝑚𝑚𝑚𝑚]
 0.0/0.1[𝑚𝑚𝑚𝑚]

 Input Licht

 450[nm]

 360 [nm]
Y = Proben Infos X = Spektral Infos

Endprodukt : 110 x 8 Matrize
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Experiment Mix PCA (Principal Component Analyses)
 PCA :

 Verhaltensmuster in Daten identifizieren:

 Projektion von multidimensionalen Daten auf kleinere Dimensionen (PC1 /PC2)  

Source : Prediction of emission spectra of fluorescence materials using principal component analysis [4].

 Mix NADH/FAD 
 M00 = 0.1/0.0[𝑚𝑚𝑚𝑚]
 M01 =0.09/0.01[𝑚𝑚𝑚𝑚]
 M02 =0.08/0.02[𝑚𝑚𝑚𝑚]
 M03 = 0.07/0.03[𝑚𝑚𝑚𝑚]
 M04 = 0.06/0.04[𝑚𝑚𝑚𝑚]
 M05 = 0.05/0.05[𝑚𝑚𝑚𝑚]
 M06 = 0.04/0.06[𝑚𝑚𝑚𝑚]
 M07 =0.03/0.07[𝑚𝑚𝑚𝑚]
 M08 =0.02/0.08[𝑚𝑚𝑚𝑚]
 M09 = 0.01/0.09[𝑚𝑚𝑚𝑚]
 M10 = 0.0/0.1[𝑚𝑚𝑚𝑚]

 Input Licht

 450[nm]

 360 [nm]
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Experimente Mix PLSR  ( Partial Least Square Regression)

 PLS :
 Auf PCA basierte Regressionsmethode

Source : Orange: Data mining toolbox in python. Journal of Machine Learning Research [5].
Development and characterisation of a new fluorescence sensor for online monitoring of bioprocesses. Journal of Sensors and Sensor Systems [6].

 Mix NADH/FAD
 Datenset aus 

verschiedenen 
Mischungsverhältnissen

 𝑀𝑀𝑀𝑀 = [𝑉𝑉1,,𝑉𝑉2, … ,𝑉𝑉5]
 𝑀𝑀01
 𝑀𝑀02
 𝑀𝑀03
 …

 𝑀𝑀𝑛𝑛𝑛𝑛

 Y        =           X

X Y Model+ = X ŶModel+ =

Training Set (Random)
Aus ≥ 5 verschiedenen Konzentrationen  

Validation Set (Random) 
Aus ≥ 10 verschiedenen Konzentration 
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Experiment Mix PLSR  (Partial Least Square Regression)

Source : Orange: Data mining toolbox in python. Journal of Machine Learning Research[5].

Model 1 : NADH Model 2 : FAD
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 Output: 

 Optischer Messstand für NADH / FAD Fluoreszenz.

 Charakterisierung des Aufbaus (Messung der Komponenten).

 Untersuchung der Emission von NADH und FADH.

 Tendenzen von verschieden RR Proben untersucht.

 Herstellung von prädiktiven Modellen für NADH und FAD.

Fazit
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Voilà

Source : google images

Questions 
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Sources
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Setup und Aufbau : Charakterisierung

 Charakterisiertes Input Licht 
Verhalten  (𝑰𝑰𝟎𝟎 )

 Optische Komponenten sind  
gemessen (𝑻𝑻𝑻𝑻 )

 Mechanisch untersucht 
(Misalignment) 

 Output Signal charakterisiert 
(𝑭𝑭)

 Sample Dichte (min/max)

 …
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Setup und Aufbau : Optik (Probe) 

1) Input Linse 

2) Output Linsen

3) Input Filter 

1)

2)

2)

4) Probe Küvette
5) Output Filter 1& 2  

6) Output Filter 3 & 4
7) 0° Lichtstrahl

8) 90°Lichtstrahl 

3 4 5

6 7

8
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Setup und Aufbau : Grobkonzept 

Source : Principals of fluorescence spectroscopy [1].

1000 [ul] Probe

DetektorQuelle

360 [nm]

450 [nm]

460 [nm]

530 [nm]

𝐼𝐼0 𝐹𝐹𝐹𝐹 = 𝜙𝜙 ⋅ 𝐼𝐼0 1 − 10−𝜖𝜖𝜖𝜖𝜖𝜖

Quanteneffizienz
Extinktionsfaktor Distanz

Konzentration
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Setup und Aufbau : Charakterisierung 𝐹𝐹

 Sensoreffizienz
 Spektrometeroptik

 Linsen
 Fokusverschiebung, Position.

𝐹𝐹𝐹 = 𝐹𝐹 ⋅ 𝑇𝑇𝐹𝐹1 ⋅ 𝑇𝑇𝐹𝐹2 ⋅ … ⋅ 𝑇𝑇𝐹𝐹𝑛𝑛

 Mechanische Verluste (90°-0°) 
 Ausrichtungsfehler 

 Wiederholbarkeit (statistisch) TINPUT 

𝐹𝐹𝐹 = 𝜙𝜙 ⋅ 𝐼𝐼𝐼0 1 − 10−𝜖𝜖𝜖𝜖𝜖𝜖
 Küvette

 Oberflächenreflexion.
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