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Abstract

Das vorgestellte Projekt befasst sich mit der Ecltlung eines automatisch regulierten BioreaktorazD
wurde eine UHPLC Uber ein eigens entwickeltes Rrabmesystem an einen Bioreaktor gekoppelt. Die
erfassten Analysendaten werden zusammen mit dersddes wie pH und pOzur Interpretation und
Steuerung des Fermentationsprozesses ausgewedatst. dher ,Anlernphase* kann der Fermenter somit
eigenstandig die Fltterungssteuerung anpassenlibaduktionsprozesse starten. Als Beispielapplikafiom

die Systementwicklung wurdBacillus subtilisin Fed-Batch Kultivierungen gewahlt. Unter ungioest
Milieubedingungen oder hoher Zelldichte findet Biédung von Endosporen als Uberdauerungsform statt.
Die Bildung der Endosporen soll mit dem entwickel8ystem kontrolliert und gezielt induziert werden.

1 Einleitung

Die bestehenden Kontrollsysteme flr Bioreaktoresidrend auf konventionellen Sensoren (pH-, T4 pO
etc.), geben keine ausreichende Information tber\derlauf komplexer biochemischer Reaktionen. Die
gebildeten Zielprodukte sowie der Zellzustand stelvahrend der Fermentation haufig eine unbekannte
Grol3e dar. Meist werden die fehlenden Informatioreitversetzt durch Offline-Analytik beschafft. Zur
Optimierung und Uberwachung der Prozesse ist afigsd eine mdglichst zeitnahe Quantifizierung
relevanter Konzentrationen im Bioreaktor erforddrli[1][2]. Diese ist nur mit einer automatisierten
Probenahme und moderner Analytik mdglich. Der Hmnsautomatisierter Probenahmesysteme in
Kombination mit modernen UHPLC Systemen ermdglibférbei kurze Messintervalle und somit die
Entwicklung neuer Regulierungs- und Optimierungéteres Als Modellorganismus fur die Entwicklung
wurde Bacillus subtilisherangezogen. Die Adaption des entwickelten Syst@mandere Organismen und
biotechnologische Produkte ist problemlos mdglich.

2 Probenahmemodul

Fir die Kopplung der UHPLC an den Bioreaktor muss dProbenahmemodul einen sterilen und
partikelfreien Filtratstrom gewahrleisten. Die Taltymina innerhalb des Moduls sind zu minimieren, um
eine schnelle und exakte Quantifizierung zu ernatigin. Weiterhin muss das Probenahmemodul im Prozess
autoklavierbar sein. Eine einfache Handhabung soeieunterbrechungsfreie Einsatz im Dauerbetrieb am
Bioreaktor missen ebenfalls gewéhrleistet sein Hiigation wird Gber einen Querstromfilter readisti

2.1 Konstruktion des Querstromfilters

Die Entwicklung des Querstromfilters bertcksichgsgivohl
die einfache Handhabung als auch die kostengiins
Fertigungsmoglichkeit. Der Querstromfilter bestehtis |
Lieferteilen sowie zwei PEEK-Drehteilen (sieBdd 1). Er
kann in wenigen Minuten demontiert, gereinigt unigder
montiert werden. Als Filtermembranen kdnnen kommadrz W
erhaltliche Filter eingesetzt werden. Bild 1 Explosionszeichnung des Querstromfilters




2.2 Simulation des Quer stromfilters zur Probenahme

Die optimierte Stromungsfiihrung ermdéglicht den kaurierlichen Abtrag von Zellen und Feststoffen vom
Filter zurick in den Bioreaktor und verhindert sbnden Aufbau eines Filterkuchens. Um eine
e geeignete  Filtergeometrie zu  ermitteln

I = wurden mehrere Stromungssimulationen
0.3 durchgefihrt.
‘0.2 Das Strémungsprofil iBild 2 zeigt eine
0.1 gleichméaRige Uberstromung der Filter-
0 oberflache. Es kommt zu keinen

Stromungskurzschlissen zwischen Ein-
und Auslass.

Die entstehenden Verwirbelungen sind
zur  Abtragung des  Filterkuchens
forderlich. Dies ist notwendig, um einen

Bild 2 Stromungsprofii im Querstromfilter (berechnet durc unterbrechungsfreien ~ Dauerbetrieb  zu
OpenFOAM) gewahrleisten.

3 Selbstoptimierung

Die Strategie der Selbstoptimierung orientiert saih dem Ablauf evolutionarer Algorithmen [3]. Die
komplexen, mehrdimensionalen Prozessfuhrungssieategon Bioprozessen besitzen eine nahezu
unendliche Variationsmoglichkeit. Daher ist es wgh von Beginn an mdglichst viele Ausgangs
Parametersatze zu besitzen. Die Integration vonelolerwissen soll mehrere Iterationen der Optimigrun
ersparen. Da die Optimierungsstrategie nicht mgdstlitzt ablauft, ist die Anzahl der mdglichendtemen

auf die Anzahl der tatséchlich durchgefihrten Fetat@onen begrenzt.

In Bild 3 ist der Ablauf der Optimierung schematisch dardiéstBundchst wird eine Vielzahl von
Prozessfiihrungsstrategien durch den Anwender in Siedem eingepflegt. Diese werden von einem
Interpreter in die Datenbank der Regelungsalgorithmeeschrieben. Jede diesanwenderdefinierten
Regelalgorithmermwird mehrmals zuProzesssteuerunign Fermenter angewandt. Die hierbei wahrend der
Fermentation gewonnen®mnozessdatewerden eineGutebewertunginterzogen.
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Bild 3 Systematik des selbstoptimierenden Fermentersvulutiondrer Optimierungsstrategie

Die Gitebewertungen werden in d@atenbank der Prozessbewertungdgelegt. Diese Bewertungen sind
eindeutig den einzelnen Regelalgorithmen zuzuordiséeine ausreichende Anzahl an Prozessbewertunge
vorhanden, werden die vielversprechenden Regellgaygamen aus deDatenbank der Regelalgorithmen
ausgewahlt $elektion der RegelalgorithmenDiese werden schlie3lich parameterweise verriisgm
Nachkommen zu erzeugeRdkombination der Regelalgorithmemie Parametersatze der Nachkommen



werden schlie3lich noch in geringem Rahmen zuféliggiiert Mutation der Regelalgorithmén Die
erzeugten Regelalgorithmewerden schlief3lich ebenfalls zur Prozesssteuenmrgvendet und einer
Gutebewertung unterzogen. Zudem werden sie ibdenbank der Regelalgorithmabgelegt.

Die Gute der Prozessfiuihrung wird sich von GenernatioGeneration unter leichter Fluktuation langseauh
ein Optimum zubewegen. Von entscheidender Bedeutiinglie Geschwindigkeit und die Qualitat der
Optimierung sind der Umfang und die Varianz der emeerdefinierten Reglungsstrategien. Liegen nur
wenige Informationen zur Prozessfiihrung vor, has dierschiedene Auswirkungen auf die Optimierung.
Sind z.B. viele Prozessfihrungsstrategien vorgaggbdoch nur von geringer Gite, kann es zu Bedamn
Optimierung noch zu starken Fluktuationen der Gigehin zu Totalausfallen kommen. Liegen hingegan n
wenige Prozessfiihrungsstrategien vor, diese jedoohhoher Gite, ist die Gefahr hoch, in einem lekal
Optimum stehen zu bleiben und das globale Optimichtrzu erreichen. Sind Varianz und Glte der
Anwendervorgaben jedoch ausreichend, wird die Qgtimg das globale Optimum anstreben.

4 Biotechnologische Ergebnisse

Die Entwicklung des Kontroll- und Steuerungssystenisigte am Beispiel einer Kultivierung im Fed-Biat
Verfahren mitBacillus subtilisals
, 1,0E+07 Modelorganismus.B. subtilis ist
dazu befahigt, unter unginstigen
Bedingungen wie beispielsweise
Néahrstoffmangel, hohe Zelldichte
und andere Stress ausldsende
Faktoren Endosporen als Uber-
dauerungsform zu bilden.
Bild 4 zeigt eine Fermentation
1,0E+01 unter Substratlimitierung. Mit dem
Eintreten der Limitierung wird ein

. , . , - Maximum an  2-Ketoglutarat
Bild4 Fed-Batch Fermentation voB. subtilis (chemisch definierte detektiert, was als StellgroRe fir

Medium, C-Quelle Glucose, Inokulum Ellen/ml, Beliiftung 1vvm, p© .
geregelt Giber Ruhrerdrehzahl, T=30°C, Fitterung?@h-mit p=0,25H ﬂleeranggazl:)(;gr?gwe(rjdeesn Ifarr?rzleslggf

die Steuerung des Prozesses
bedeutet die Detektion des 2-Ketoglutarates bdspise, dass ein Ereignis ausgeldst wird, welahes
Kultur entweder durch ein angepasstes Futterunfisprovegetativen Status halt oder aber durch Zugga
einer entsprechenden Substanz [4] die
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sechs Stunden verzdgert werden. EineBild 5 Sporen- und Zellzahl von Referenz- und kontrokiefed-
Vergleich der kontrolliert gefiihrten Fed-Batch Fermentation im Vergleich (in Bild 5 beschaae Fermentatic
Batch Fermentation mit deren Referendiente als Referenz; kontrollierte Fermentatioreuidentischen
zeigtBild 5. BedingungenZugabe der Substratfraktionen nach 9h, 12h und



5 Zusammenfassung

wird eine UHPLC (KNAUER GmbH,
Deutschand) in Kombination mit einem auf
Cross-Flow basierenden Probenahmemodul zur
(- \ X Analyse verwendet. Das Filtermodul wurde dabei
: -7 ™ Bypﬁ;@ ’l so konstruiert, dass ein unterbrechungsfreier
&-‘V— g Betrieb tber 240 h mdglich ist. Bereits wéahrend
Datenerféssung = . Querstromfilter der Iaufendgn Messung d(_er UHPLC w_|.rd die
-3 7 Probenschleife neu von Filtrat durchspilt und

und Regelung . W yelist

UHPLC Bioreaktor somit eine sehr schnelle Analysenfolge er-
moglicht. Die erhaltenen Messergebnisse werden

Bild 6 Schematischer Systemaufbau des selbstoptimierend@Htom_atiSCh ausgewgrtet und fur die Steuerung
Fermenters mit Probenahme und UHPLC-Analytik der Futterungsstrategie herangezogen.

E> Sensor-7 Aktor-Daten ﬁi Im verwendeten Systemaufbau (sieBdd 6)

6 Ausblick

Die Online-Analytik bestimmter Metabolite, Subs¢éraind Endprodukte basierend auf UHPLC-Technologie
bietet die Moglichkeit, die Optimierung und Ubenang von Bioprozessen zu verbessern. Die
Dokumentation von Daten in Echtzeit ermoglicht nemed komplexe Uberwachungsstrategien fiir
verschiedenste Bioprodukte. Aufgrund der gewonndiieenntnisse im Rahmen des Projektes sowie der
standig wachsenden Nachfrage nach optimierten Mexnfaund Prozessen fur die industrielle Biotechgielo
sind die beteiligten Partner bestrebt, die Entwickl im Bereich selbstoptimierender Bioreaktoren
konsequent voranzutreiben.
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dem Optimierungssystem und dem Bioreaktor herZastel

Literatur

[1] B. Hitzmann, T. Scheper: Bioprozesstechnik,Bazessanalytik und —steuerung. Spektrum
Akademischer Verlag 2011

[2] S. Buttgenbach, M. Michalzik, R. Wilke: Neue gitze zur Online-Bioprozessanalytik. Chemie
Ingenieur Technik, 77, S. 833-839. Weinheim: WILK'CH Verlag 2005.

[3] Volker Nissen: Einfihrung in Evolutionare Algthmen. Wiesbaden: Verlag Vieweg 1997.

[4] J.H. Hageman, G.W. Shankweiler, P.R. Wall, Karkich, G.W. McCowan, S.M. Cauble, J. Grajeda,
C. Quinones: Single, Chemically Defined Sporulafitedium for Bacillus subtilis: Growth, Sporulation,
and Extracellular Protease Production. Journalamtt&iology, S. 438-441, 1984

[5] P. Stragier, R. Losick: Molecular genetics pbrulation inBacillus subtilis Annu. Rev. Genet., 30,

S 297-341, 1996

[6] S. Kretschmer: Reversion sporulierenBacillus megateriumZellen zum Wachstum. Zeitschrift fur
allg. Mikrobiologie, 12, S. 459-467, 1972





