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Bioprosessin optimointia varten solutineyden seuraaminen on Kriittista.
Solutiheytta mittaamalla saadaan tietoa solukasvatuksesta, jolloin voidaan
arvioida miten bioreaktorin olosuhteita kannattaa séadelld tuotannon kannalta
ihanteelliseksi. Biotuotanto ja sen kannattavuuden optimointi on tuonut
painetta uusien solutiheys mittausmenetelmien kehittdmiseen. Nykyaén
menetelmissa painotetaan varsinkin reaaliaikaisuutta. Tutkielman tavoitteena
on késitella erilaisia nykyaikaisia solutiheyden mittausmenetelmia seké niiden
ominaisuuksia.

Solutiheyden mittausmenetelmét perustuvat eri tekniikoihin kuten optiseen
mittaukseen, virtaussytometriaan, kapasitanssi- tai ultrad@nimittauksiin.
Optiset mittaustekniikat, kuten turbidimetria, nefelometria, keskitetty
sédereflektanssimittaus, valokerroskuvaus ja Raman-spektroskopia, kayttavat
valoa arvioimaan solutiheyttd. Virtaussytometriassa voidaan kéyttdd myos
valoa solukasvatusten arviointiin, mutta myds fluoresenssisignaaleita seké
solujen kykya toimia sahkoisind eristeind. Kapasitanssimittaustekniikat
perustuvat  sahkOkentdtn  muutoksiin  ja  ultradénitekniikat  &énen
takaisinheijastukseen. Mittaustekniikoiden liséksi tutkielmassa kaydaan lapi
erilaisia l&hestymistapoja solutiheyden mittaamiseen kuten in-, on-, at- ja
offline-mittaukset, kajoava ja kajoamaton mittaus seka reaaliaikaisuus.

Yleisesti menetelmien soveltuvuus riippuu solutyypistd, bioreaktorin
vaatimista olosuhteista sekd kasvatuksen koosta, joten siksi monenlaisia
mittaustekniikoita on markkinoilla. Tutkielma pyrkii antamaan kattavan
kuvan eri solutiheyden mittausmenetelmistd, niiden ominaisuuksista ja
soveltuvuudesta erilaisiin bioprosesseihin.

Asiasanat: solutiheys, biotuotanto, mittaustekniikka, bioreaktori
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1 Johdanto

Biotuotannossa hyodynnetddn biologisia systeemejd, kuten soluja ja entsyymeja
tuottamaan biomolekyylejd, joita kaytetddn muun muassa elintarvike-, energia-,
materiaali- ja ld&keteollisuudessa (Y.-H. P. Zhang ja muut 2017). Jotta biotuotannosta
saadaan mahdollisimman tehokasta ja kannattavaa, bioprosessia optimoidaan saatamalla
bioreaktorin olosuhteita solukasvatukselle optimaaliseksi. Tuotantotehokkuus on
riippuvainen solutiheydestd (Kleman ja Strohl 1992), joka tekee siita kriittisen parametrin
arvioidessa bioprosessia.  Lisdksi  solutiheyttd seuraamalla voidaan havaita
solukasvatuksessa tapahtuvia muutoksia sekd arvioida vaadittavia jatkotoimia

kasvatuksen tasaiseen yll&pitoon.

Fermentointia on hyddynnetty jo tuhansia vuosia muun muassa elintarvikkeiden tekoon.
Kuitenkin vasta 1900-luvun alkupuolella Chaim Weizmann toi fermentoinnin
teollisuusmittakaavaan valmistamalla asetonia bioreaktoreissa. (O’Mara ja muut 2018.)
Nykyaan bioprosessien seurantaa ja hallintaa pyritddn jatkuvasti kehittdméaan
reaaliaikaiseksi ja automaattiseksi. Vuonna 2004 Yhdysvaltain elintarvike- ja
ladkevirasto (engl. Food and Drug Administration, FDA) julkaisi ohjeet
prosessianalyysitekniikan kaytostd biofarmaseuttisessa tuotannossa. FDA:n ohjeet
painottavat bioprosessin Kriittisten piirteiden reaaliaikaista tarkkailua ja kontrollointia
(Moore ja muut 2019), mik& on osaltaan tuonut painetta kehittdd uusia reaaliaikaisia
antureita ja mittaustekniikoita bioreaktoreihin. Tdma tutkielma késittelee solutiheyden
erilaisia mittaustekniikoita sekd niiden erilaisia ominaisuuksia ja vaatimuksia.

Tutkielmassa késitelladn myds kaupallisia esimerkkejd sek& menetelmien haasteita.

2 Lahestymistavat

2.1 In-, on-, at- ja offline-mittaus

In-, on-, at- ja offline termit kuvaavat tapoja, miten mittaus voidaan sijoittaa prosessiin

(kuva 1). Solutiheyttd voidaan mitata jokaisella ndill& eri tavalla riippuen kuitenkin

mittaustekniikasta.



Inline-mittauksessa mitattavaa naytettd ei poisteta prosessista. Inline-anturit voivat
mahdollistaa reaaliaikaisen tiedon kerdyksen. (Food and Drug Administration 2004.) Kun
inline-anturit ovat itse prosessin eli bioreaktorin sisélla, niiden taytyy kestaa

sterilointiesiké&sittely seka bioreaktorin olosuhteet (Paasikallio 2010).

Online-mittauksessa nédyte ohjataan prosessista pois mitattavaksi. Mittauksen jalkeen
néyte voidaan palauttaa prosessiin. (Food and Drug Administration 2004.) Online-mittaus
on yhdistetty prosessiin siten ettd anturi on yhteydessa bioreaktoriin. Toisin kuten inline-
mittauksessa, online-mittausanturi ei ole kuitenkaan suoraan esimerkiksi bioreaktorin
sisélla, jonka wvuoksi mittaus voi olla hitaampaa sekd prosessin kontrollointi
mittaustulosten avulla voi olla heikompaa. Koska anturi ei ole bioreaktorin siséll, online-
antureiden ei valttamatta tarvitse kestad sterilointia. (Paasikallio 2010.) Vaikka mittaus
saattaa olla hitaampaa kuin inline-antureilla, online-antureilla on myds mahdollista kerata

reaaliaikaista tietoa prosessista.

Atline-mittauksessa ndyte otetaan prosessista erilleen, mutta ndytteen analysointi
tapahtuu prosessin laheisyydessa (Food and Drug Administration 2004). Koska nayte
otetaan erilleen bioreaktorista, steriilit olosuhteet on varmistettava ndytteenotossa seké
analysoinnissa. Atline-mittaus voidaan toteuttaa manuaalisesta tai kayttamalla
automaattisia ndytteenotto- ja analysointilaitteita. Kuitenkin mittaustulokset voivat tulla

lilan hitaasti reaaliaikaiseen kontrollointiin. (Hamilton 2024a.)

Offline-mittauksessa néyte otetaan erilleen prosessista, ja sen analysointi tapahtuu
erillaén, minka vuoksi nédytteenotto ja analysointi vaativat steriilit olosuhteet. Offline-
mittaus toteutetaan manuaalisesti, minka takia mittaustulokset tulevat in-, on- ja atline-
mittaustapoja hitaammin. Hitauden vuoksi reaaliaikainen kontrollointi ei ole mahdollista,
ja néytteenotto on yleensd harvempaa. (Hamilton 2024a.) Liséksi ndytteen
kontaminaatioriski on suurempi kuin in- tai online-mittauksessa, koska néyte otetaan

erilleen bioreaktorista.
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Kuva 1. In-, on-, at- ja offline-mittaustavat (Minnich ja muut 2016).

2.2 Reaaliaikainen mittaus

Jos mittaustulokset saapuvat niin nopeasti, ettd tuloksien perusteella pystytaan tekemaan
jatkotoimia, on kyseessa reaaliaikainen mittaus. Minnich ja muut (2016) suosittelevat,
ettd reaaliaikainen-termié kaytettéisiin vain, jos siihen liittyvat kolme kriteerid tayttyvat.
Ensimmadisen kriteerin mukaan koko mittausprosessin kuuluisi olla kyllin nopea
verrattuna mitattavien komponenttien muutoksiin.  Toisen Kriteerin  mukaan
analyysituloksien kuuluisi saapua niin nopeasti, ettd ne edustavat odotettuja
fysikaaliskemiallisia muutoksia. Kolmannen kriteerin mukaan mittaustuloksien kuuluisi
saapua tarpeeksi nopeasti, jotta tuloksien perusteella ehditddn tehdd ajankohtaisia

jatkotoimia prosessiin.

Reaaliaikaisten mittaustulosten avulla prosessin eri parametreihin voidaan vaikuttaa
ajankohtaisesti, minka ansiosta prosessin hallinta on tasaisempaa sek& nopeampaa.
Esimerkiksi jos solutiheys laskee yllattéen, reaaliaikaisten antureiden avulla muutoksen
pystyy havaitsemaan ja tarvittavat jatkotoimet solutiheyden tasaamiseksi on mahdollista
toteuttaa. Reaaliaikainen mittaus vaatii kuitenkin in-, on- tai atline-mittausanturin, joka

ei valttamatta sovellu prosessin olosuhteisiin tai vaatimuksiin, kuten sterilointiin.

2.3 Kajoava ja kajoamaton mittaus

Kajoavassa mittauksessa mittausanturi on kosketuksissa prosessiin. Kun solutiheytta
mitataan kajoavasti, mittausanturi asetetaan bioreaktorin sisalle niin ettd se on
kosketuksissa solukasvatukseen. Kajoavan mittauksen vastakohta on kajoamaton mittaus,
jossa mittausanturi ei ole kosketuksissa prosessiin eli ei ole bioreaktorin sisélla. (Callis ja
muut 1987; Minnich ja muut 2016.)



Minnich ja muiden (2016) mukaan mittauksen lajittelu kajoavaan tai kajoamattomaan
mittaukseen ei kuitenkaan vélttdmatta kerro oleellisesti mittauksesta ja sen vaatimuksista.
Jos Dbioreaktorin solutiheyden mittaus toteutaan esimerkiksi optisella anturilla
lapindkyvan ikkunan l&pi tai sama optinen anturi laitetaan bioreaktorin sisalle,
tutkimusryhmén (Minnich ja muut 2016) mukaan mittauslahestymistapa ei vaikuta itse

mittaukseen oleellisesti vaan lahinnd sterilointiesikasittelyn tarpeeseen.

3 Mittaustekniikat

3.1 Optiset mittaustekniikat

Optiset solutiheyden mittaustekniikat perustuvat valon mittaamiseen. Solut muuttavat
valon kulkua; muun muassa valo voi sirota solujen pinnasta. Valon kulun muutosten
perusteella voidaan arvioida solutiheyttd. Seuraavissa kappaleissa kasitelldan erilaisia
optisia solutiheysmittaustekniikoita, kuten turbidimetriaa, nefelometriaa, keskitetty

sadereflektanssimittausta, valokerroskuvantaa sekd Raman-spektroskopiaa.

3.1.1 Turbidimetria

Turbidimetria on sameuden mittaamista, ja sité voidaan hyodyntaé naytteen solutiheyden
selvittdmisessa (kuva 2). Naytteen sameus méadritetadan spektrofotometrisesti mittaamalla
spektrofotometrin valotielle jd&dvan valon maardd. Von Weymarnin ja muiden (2002)
mukaan mittaus perustuu enemmé&n valon sirontaan solujen pinnasta kuin valon
absorptioon. Turbidimetrian yksikkona voidaan kayttaa yksikkda nimeltd optinen tiheys
eli OD (engl. Optical density). Kokonaissolutiheys voidaan mitata 600 nanometrin
aallonpituudella ja silloin voidaan kéyttdd ODeoo:aa yksikkond. (von Weymarn ja muut
2002.) Optiset tiheysanturit eivat pysty erottelemaan elédvia ja kuolleita soluja toisistaan

eiké kasvatusliuoksen muita partikkeleita soluista (Marose 1999).
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Kuva 2. Turbidimetrian perusperiaate

On olemassa optisen tiheyden online-antureita, jotka mittaavat solutiheyttd nakyvan
valon tai lahi-infrapunan aallonpituuksilla. N&ma anturit mahdollistavat solutiheyden
online-mittaukset ilman ajoittaista kalibrointia. (Marose 1999.) Esimerkiksi Hamilton
valmistaa reaaliaikaisia Dencytee Arc inline-antureita, jotka perustuvat turbidimetriaan

ja mittaavat kokonaissolutiheytté lahi-infrapunan aallonpituuksilla (Hamilton 2024b).

Turbidimetriaan perustuvien antureiden kéyttoskaala eri solutyyppien, -muotojen ja -
konsentraatioiden kanssa voi tuottaa ongelmia. Valon sironta ja absorptio ovat
epélineaarisesti riippuvaisia solutineydestd, mikd vaikeuttaa oikeiden kalibrointi- ja
regressioanalyysimenetelmén valintaa. Liséksi antureiden antamien tuloksien
toistettavuutta sekd antureiden kestavyyttd hankaloittaa biomassan ja proteiinien
kerdantyminen antureiden paihin. Prosessiin sisddn sijoitettujen antureiden antamat

tulokset ovat myos alttiita kuplille. (Marose 1999.)

3.1.2 Nefelometria

Nefelometriassa mitataan liuenneiden partikkeleiden aiheuttamaa valon hajontaa. Toisin
kuin turbidimetriassa, nefelometriassa mitataan valotielt4 pois sironneen valon maaraa.
Nefelometrinen sameusaste kuvaa solutiheyttd, koska valon hajonnan maara on suoraan
verrannollinen solutiheyteen (Thoré ja muut 2021). Menetelméd esiteltiin jo
vuosikymmenid sitten, mutta Thoré ja muut (2021) arvioivat sen kehittyneen tehokkaaksi

solukasvatusten mittaustekniikaksi vasta viime aikoina.



Nefelometriaa kdytetaan erityisesti levakasvatusten seurannassa, koska mittaustekniikka
on riippumaton solujen pigmentoinnista (Calmes ja muut 2020). Mikrolevien biomassan
seurantaan on kaytetty myds turbidimetriaa seka fluoresenssiin perustuvaa fluorometriaa,
mutta solujen pigmenttipitoisuus vaihteluiden vuoksi menetelmét ovat lopulta
monimutkaisempia kuin nefelometria (Thoré ja muut 2021). Tutkimusryhmat (Calmes ja
muut 2020; Thoré ja muut 2021) ovat osoittaneet nykyaikaisten nefelometriaan
perustuvien kajoamattomien reaaliaikaisten antureiden sopivan levakasvatusten

solutiheyksien mittaukseen.

3.1.3 Keskitetty sédereflektanssimittaus

Keskitetty sadereflektanssimittaus (engl. Focused beam reflectance measurement,
FBRM) on patentoitu optinen mittaustekniikka, joka perustuu naytteesta
takaisinheijastuvan detektointiin (kuva 3). Mittausmenetelmassé laserdiodilla tuotettu
valonséde keskitetddn tiettyyn polttopisteeseen linssien avulla ja mittaussysteemi
pyorittdd polttopistettd ympyrdnmuotoista kehada pitkin suurella nopeudella. Kun
valonsdde kohtaa partikkelin, partikkelista anturiin takaisinheijastuva valo kerdt&&n
mittaussysteemiin ja valofotodetektorin avulla valoenergia muutetaan sahkaoisiksi
signaaleiksi. Reflektiosignaalin kestosta méaaritetddn partikkelien jannepituudet, jotka
korreloivat partikkelien koon kanssa ja detektoitujen jannepituuksien taajuus kertoo

partikkelien méaaran fokustasossa. (Tadayyon ja Rohani 1998.)

Anturiin

Pybriva keskitetty takaisinheijastuvan valo

valonsade

Heijastuksen kesto kertoo
jannepituuden.

Kuva 3. FBRM:n mittausmenetelmén perusperiaate. Kuva muokattu léahteesta (Hopfner ja muut
2010).

FBRM mittausmenetelmdd on kéytetty seuraamaan solujen kasvua sekd& niiden

morfologisia muutoksia (Pearson ja muut 2004, 2008). Tutkimusryhma (Pearson ja muut



2004) kaytti onnistuneesti FBRM mittaustekniikkaan Streptomyces natalensis kasvun

offline-mittaukseen ja kertoo alustavien FBRM inline-mittaustuloksen olevan lupaavia.

3.1.4 Valokerroskuvaus

Valokerroskuvaus on interferometrinen kuvantamistekniikka, jonka avulla saadaan
poikkileikkauskuvia biologisista ndytteista (Schmitt 1999). Valokerroskuvaus kehitettiin
alun perin silman kuvantamiseen, mutta nykyadn tekniikka on laajasti kaytossa

biologisissa, lddketieteellisissa seka materiaalitutkimuksissa (Boppart 2005).

Valokerroskuvaus  perustuu  néytteestd takaisinheijastuvan  valon  optiseen
etaisyysmittaukseen (kuva 4). Koska valon nopeus on suuri, heijastuvan valon viivett4 ei
voida mitata suoraan, vaan taytyy kdyttaa interferometrisia keinoja. Yksi keino on kéyttaa
Michelsonin interferometria, jossa valon séde jaetaan kahteen: referenssivalonsateeseen
ja ndytteeseen ohjattavaan valonséteeseen. Referenssivalonsdde ohjataan kulkemaan
tunnetun matkan, jonka lopuksi se interferoituu néytteeseen ohjatun valonséteen
takaisinheijastuvien sateiden kanssa. Interferoituvat valonsdteet voimistavat tai
heikentdvat toisiaan riippuen niiden vaihe-erosta ja niiden summa muodostaa
interferenssikuvion. Interferenssikuvio muuttuu sen perusteella kuinka pitkdn matkan
naytteestd takaisinheijastuvat valonséteet kulkevat, koska kuljettu matka vaikuttaa
valonséteiden vaihe-eroon. Interferenssisignaalit havaitaan, kaistanpdastdsuodatetaan
elektronisesti, demoduloidaan, digitalisoidaan ja tallennetaan tietokoneeseen. (Boppart
2005.)
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Kuva 4. Valokerroskuvauksen perusperiaate

OCTiCell on ChromoLogic LLC:n valmistama kaupallinen esimerkki kajoamattomasta
reaaliaikaisesta inline-solukasvatusmittausanturista, joka perustuu valokerroskuvantaan.
Mittaussysteemi ei vaadi kayttajavuorovaikutusta, joten mittaus voi olla jatkuvaa seka
mahdollista etdnd. Anturi pystyy seurata bioreaktorin solukasvatusta ikkunan tai
lapindkyvan seindn l&pi ilman ettd itse anturi on bioreaktorissa. Koska solukasvatus ei
pysy paikallaan bioreaktorissa, OCTiCellissa on kiinted kuvantamisséde, joka kuvaa
solukasvatusta, kun se liikkuu sateen ohitse. Kuvantamisdatan perusteella voidaan
muodostaa etdisyys-aikakuva, jonka avulla voidaan madarittaa solutiheys, solujen koko
sek& solujen elossaolo. Mittausanturi laskee solukonsentraation sen perusteella, kuinka

monta solua havaitaan sekunnissa. (Brehove ja muut 2023.)

Brehoven ja muiden (2023) testasivat OCTiCell mittausanturia kiinank&apiohamsterin
munasarjasolujen (engl. Chinese hamster ovary cell line, CHO) ja UT7-erytropoietiini
erytroleukeemisten solujen kanssa ja saatujen yksittdisten kohteiden koko- ja
intensiteettitulokset vaihtelivat. Tutkimusryhmé& uskoo vaihtelun johtuvan siitd, ettd
objektit ohittavat kuvantamissateen keskuksen eri etdisyyksilld, jonka takia objektit
valaistuvat epéatasaisesti toisiinsa verrattuna sek& itse objektissa. Tutkimusryhmén
mukaan tdma voi viitata siihen, ettd mittaus herkkyys riippuu mitattavan objektin koosta.
Kuitenkin solukonsentraation tarkka mittaus on mahdollista tutkimusryhman mukaan,

koska anturi kalibroidaan jokaisen kasvatuksen alussa ja solujen suhteellinen



lisdédntyminen johtaa signaalin suhteelliseen kasvuun. Kuitenkin jos solujen koko
vaihtelee kasvatuksen aikana, signaalin kasvu ei ole enda suhteessa solukonsentraatioon.
(Brehove ja muut 2023.)

3.1.5 Raman-spektroskopia

Kun molekyyliin kohdistetaan valoa, molekyyli absorboi ja heijastaa sitéa.
Takaisinheijastuvan valon fotonien taajuus pysyy suurimmalla osalla samana, ja tata
kutsutaan Rayleigh’n sironnaksi. (Buckley ja Ryder 2017.) Kuitenkin pieni osuus
fotoneista heijastuu molekyylista eri taajuudella, suuremmalla tai pienemmalle, ja tata
kutsutaan Raman-sironnaksi (Lewis ja Edwards 2001) (kuva 5). Raman-sironneissa
fotoneissa on tietoa molekyylin rakenteesta (Buckley ja Ryder 2017), ja tahan tietoon
perustuu Raman-spektroskopia mittausmenetelmd. Bioreaktorin solutiheyttd voidaan
seurata Raman-spektroskopialla, ja se voi olla kajoamaton reaaliaikainen in- tai online-
mittaustapa. Tutkimusryhmét (Abu-Absi ja muut 2011; Mehdizadeh ja muut 2015) ovat
kéyttdneet Raman-spektroskopiaa seuraamaan eldvien CHO-solujen konsentraatioita.
Raman-spektroskopiaa on kdytetty myos bakteerisolujen inline-seurannassa (Lee ja muut
2004). Haasteena Raman-spektroskopiassa on datan kasittely (Brehove ja muut 2023),
mutta mittaustekniikkaa hyodyntavé sovellus on jo markkinoilla: Merckin ProCellics™

Raman Analyzer, joka on reaaliaikainen inline-analysaattori (Merck 2024).
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Kuva 5. Raman-sironta ilmio

3.2 Virtaussytometria

Virtaussytometria on mittaustekniikka, jonka avulla voi analysoida yksittaisia soluja tai
muita partikkeleita. Menetelmassa lasereiden avulla tuotetaan valoa, joka heijastuu

takaisin soluista detektorille (kuva 6). Takaisinheijastuksen lisdksi menetelméssa
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hyddynnetddn fluoresenssireagensseja, joiden avulla solu tai sen osat tuottavat
fluoresenssisignaaleja, kun ne viritetddn laservalolla. Fluoresoivien reagenssien avulla
voidaan varjatd muun muassa amiineja, joiden avulla paatellaan, onko solukalvo ehja, eli
onko solu elossa. My@s laservalon kulmaa muuttamalla saadaan erilaista tietoa soluista:
kohtisuoralla laserilla voidaan analysoida solujen kokoa, ja suorakulmalla saadaan
selville solun siséisia ominaisuuksia. Soluista tulevat valosignaalit muokataan

elektronisiksi signaaleiksi, jotka analysoidaan tietokoneella. (McKinnon 2018.)
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Kohtisuoraan heijastunut valo

Kuva 6. Virtaussytometrian perusperiaate

Virtaussytometria on perinteisesti offline-mittausmenetelmd, mutta on kehitetty myos on-
sekd atline-ratkaisuja. Esimerkki online-ratkaisusta on virtainjektiovirtasytometri, jossa
mittaus voidaan automatisoida (Zhao ja muut 1999). Virtaussytometriaa kaytetaan
yleisesti silloin, kun halutaan selvittda solutiheyden lisaksi solu yksildiden eroavaisuuksia

populaation sisélla (Broger ja muut 2011).

Heinsin ja muiden (2022) mukaan moderneja reaaliaikaisia automatisoituja
virtaussytometrialaitteistoja on harvoin kéytetty bioprosesseissa, mutta niill4 on
tulevaisuuden potentiaalia. Virtaussytometria on aikaa vieva seka kustannustehoton, kun

laskettavien solujen maaré on suuri (Chen 2012).
Coulter-laskuri on alkuperdinen virtaussytometri, ja sitd hyddynnetdan solutiheyden

mittaamiseen (Bakke 2001). Laskurissa laimennettu solukasvatus ohjataan kapean putken

lapi niin, ettd soluvirta koostuu yksittéisista soluista (von Weymarn ja muut 2002) (kuva
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7). Putken molemmilla puolilla on erimerkkiset elektrodit, joiden s&hkokenttdd solut
muuttavat. Solut ovat eristeitd, ja niiden kulkiessa putkessa elektrodien ohitse ne
muuttavat sdhkdisen reitin vastusta, jolloin muodostuu séhkdinen pulssi. Pulssien maara
kertoo solujen kappalemaarastd, ja pulssien amplitudi kertoo solujen koosta. (Rhyner ja
muut 2024). Coulter-laskurimenetelmassé ei voida erottaa elavia soluja kuolleista, seké
pienien solujen erottaminen on haastavaa (von Weymarn ja muut 2002). Beckman
Coulter myy esimerkiksi Multisizer 4e laitetta, joka pystyy yrityksen mukaan
tunnistamaan ja laskemaan erilaisia solutyyppeja sekd muita biologisia partikkeleita
(Beckman Coulter 2024).

Detektori

Jite

Puskuri

> Aukko, josta
solut kulkevat

Solut

Kuva 7. Coulter-laskurin perusperiaate. Kuva muokattu lahteesta (Vembadi ja muut 2019).

3.3 Kapasitanssimittaustekniikat

Solutiheyden mittaamiseen voidaan hyodyntdd kapasitanssimittaustekniikka, jota
kutsutaan myds nimelld dielektrinen spektroskopia, radiotaajuusimpedanssi seké
permittyvyys (Bergin ja muut 2022). Mittausmenetelméssa solukasvatuksen vesiliukoisia
ioneja liikutetaan séhkokentan avulla. lonit liikkkuvat myds solujen sisélla sahkokentan
ansiosta, jolloin positiivisesti varautuneet ionit liikkuvat toiselle puolelle solua ja
negatiiviset ionit liikkuvat toiselle puolelle. lonien liikkeen solun sisélla pysayttéda
solukalvo, jonka ansiosta solu polarisoituu: toinen puoli solusta on positiivisesti
varautunut ja toinen puoli negatiivisesti varautunut (kuva 8). Polarisoituneet solut
aiheuttavat muutoksia sahkokenttdan, jotka voidaan havaita ja ilmoittaa kapasitanssi

suureen avulla. Kapasitanssin yksikké on faradi (F), mutta usein tulokset ilmoitetaan
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pikofaradeissa (pF). Liuoksen kuolleilla soluilla tai muilla kiinteill& partikkeleilla ei ole
ehjadd solukalvoa, joten ne eivét polarisoidu ja vaikuta soluliuoksen kapasitanssiin
merkittavasti. Kapasitanssia seuraamalla voidaan arvioida liuoksen solujen méara, koska
kun solujen maara kasvaa polarisoituneiden partikkelien maara kasvaa, jolloin liuoksen

kapasitanssi kasvaa. (Carvell ja Dowd 2006.)

2 ™

Sahkékentidn aiheuttava Elavé solu Kaasukuplia

mittausanturi +
N e
o i

. Kiintea
Kuollut solu partikkeli

Kuva 8. Kapasitanssimittausanturin perusperiaate. Kuva muokattu lahteesta (Zitzmann ja muut
2017).

N S

Kapasitanssimittaustekniikkaa on kaytetty kaupallisten monoklonaalisten vasta-aineiden
tuotannossa seka tekniikan avulla on optimoitu virusvektorien tuotantoa (Carvell ja Dowd
2006; Negrete ja muut 2007). Zhang ja muiden (2015) mukaan
kapasitanssimittaustekniikka on yksi luotettavimmista tekniikoista eldvien solujen
seurantaan, koska muiden menetelmien kanssa saattaa olla haasteita tunnistaa eldavat solut
kuolleista. Liséksi tutkimusryhmén (A. Zhang ja muut 2015) mukaan
kapasitanssimittausmenetelmélld solukasvatusta voidaan mitata reaaliajassa, joka
mahdollistaa nopean, helpon seka tehokkaan prosessin seurannan ja hallinnan. Mooren ja
muiden (2019) mukaan kapasitanssin seuraaminen sopii korkean tiheyden omaavien
prosessien seurantaan, koska kapasitanssin tulokset voidaan suoraan yhdistaa
monimutkaiseen ravinteiden syottdén seka organismin metaboliittien kayttoon.
Tutkimusryhmé (Moore ja muut 2019) osoitti, ettd kapasitanssimittaustekniikka on myas
skaalautuva mittausmenetelmd, joka antaa johdonmukaisia tuloksia niin testaus- kuin
teollisuusmittakaavassa. Kuitenkin Bergin ja muiden (2022) mukaan télla hetkelld yksi
kapasitanssimittaustekniikan rajoitteista on pieneen mittakaavaan, 250 millilitran ja

pienempien bioreaktoreihin, sopivien mittausanturien puuttuminen.
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Bergin ja muiden (2022) mukaan on kaksi suurta kapasitanssimittausantureiden
valmistajaa, Aber Instruments ja Hamilton, jotka molemmat valmistavat kerta- seka
monikayttoisid mittausantureita. Valmistajien anturit eroavat toisistaan niiden muodon ja

elektrodien geometrian mukaan (Bergin ja muut 2022) (kuva 9).

e e—-

b) c) f'{‘

08
A

a)

Kuva 9. Kaupallisia esimerkkeja kapasitanssimittausantureista. a) Aber Instrumentsin
FUTURAT neotf™ kertakayttdinen anturi b) Hamiltonin Incyte-P SU kertakayttdinen anturi c)
Hamiltonin Incyte-P SU bioreaktoriin hitsattava kertakdyttdinen anturi. Kuva muokattu lahteesta
(Bergin ja muut 2022).

3.4 Ultradanimittaustekniikat

Ultradanta eli &antd, jonka taajuus on korkeampi kuin ihmisen kuuloalueen, voidaan
hyodyntdd  solutiheyden  madarittamisessd. Menetelma perustuu  &é&niaaltojen
takaisinheijastumiseen soluista. Akbari ja muut (2022) kehittivat solutiheyttd ja solujen
elinkykyd mittaavan  kajoamattoman reaaliaikaisen anturin, joka perustuu
ultradé@nipulssidoppleriin. Tutkimusryhman anturi lahettdd korkeataajuisia, 15 MHz,
ultraddnipulsseja  bioreaktorin  l&vitse,  jotka  takaisinheijastuvat  soluista.
Takaisinheijastuvat &&niaallon detektoidaan ja analysoidaan kadyttden monimuuttuja-

analyysia. (Akbari ja muut 2022.)

Akbari ja muut (2022) kayttivdt anturia CHO-solujen mittaamiseen, mutta

ultrad@nimittaustekniikkaa on kéytetty myds punasolujen seka hiivasolujen tiheyden
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mittaamisessa (Chen 2012; Elvira ja muut 2016). Ultradanisolutineysmittaustekniikat
mahdollistavat reaaliaikaisen tiedon saannin solukasvatuksesta, mutta menetelmét

vaativat monimuuttuja-analyysia, joka saattaa vaikeuttaa niiden kayttoonottoa.

4 Yhteenveto

Solutiheyden seuranta on bioprosessin optimoinnin kannalta tarkeéa, ja siksi useita
erilaisia mittausmenetelmi& on kehitetty. Mittausmenetelmét eroavat toisistaan niiden
hyo6tyjen, haittojen, vaatimuksien sekd kayttotarkoitusten perusteella. Osa tekniikoista
pystyy mittaamaan solutiheyttd esimerkiksi kajoamattomasti, kun taas toiset tekniikat
eivat. Tutkielman edellisissé kappaleissa ké&siteltiin osa solutiheyden erilaisista olemassa
olevista mittaustekniikoista. Taulukossa 1 vertaillaan tutkielmassa esiteltyjd markkinoilla

olevia solutiheysmittaussysteemeja.

Taulukko 1. Solutiheyden eri kaupallisia tuotteita ja niiden ominaisuuksia.

Tuote Mittaustekniikka Mittaustapa Reaaliaikainen | Kokosolutiheyden | Eldvien solujen
mittaaminen tunnistaminen
Hamiltonin Turbidimetria Inline Kylla Kylla Ei
Dencytee Arc
ChromoLogic Valokerroskuvaus Inline Kylla Kylla Kylla
LLC:n OCTiCell
Merckin Raman- Inline Kylla Kylla Kylla
ProCellics™ spektroskopia
Raman Analyzer
Beckman Virtaussytometria Offline Ei Kylla Kylla
Coulterin
Multisizer 4e
Hamiltonin Kapasitanssimittaus Inline Kyll4 Ei Kyll4
Incyte-P SU

Vaikka monista menetelmistd on jo kaupallisia sovelluksia, niitd kehitetddn jatkuvasti
lisad. Talla hetkelld yksi tarkeimmista solutiheysmittausanturin kriteereistd ja useiden
menetelmien kehityskohteista on reaaliaikaisuus, silla reaaliaikaisella tiedonkeruulla
voidaan hallita bioprosessia ajankohtaisesti. Solutiheyden liséksi antureita kehitetdén
mittaamaan muitakin solukasvatuksen ominaisuuksia kuten solujen elinvoimaisuutta ja
rakenteita. Tulevaisuudessa markkinoilla on luultavasti erilaisiin mittausmenetelmiin
perustuvia antureita, koska jokaisessa menetelmdssé on sen omat hyodyt, mutta anturit
ovat luultavasti kaikki reaaliaikaisia, sekéd ne pystyvat mittaamaan solutiheyden lisaksi

muita ominaisuuksia.
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