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| Nomenklatur
CsL := Gleichgewichtssubstratkonzentration in der Flissigphase [oL"]
CxL := Gleichgewichtsbiomassekonzentration in der Flissigphase [oL]
CL := Konzentration der Komponente | in der Flussigphase [oL]
CpL := Produktkonzentration in der Flissigphase [oL]
CsoL := Konzentration des Substrats 2 in der Flissigphase [gL"]
CsoR2 := Konzentration im Reservoir des Substrats 2 [gL"]
CsL pi := Substratkonzentration in der Flissigphase in der Verdiinnungsrate Di [oL"]
CsL := Substratkonzentration in der Fliissigphase [oL]
Csr := Substratkonzentration im Reservoir [gL™]
Cri := Konzentration des Titrationsmittels Ti gL
CxL BTM := Zellkonzentration aus der Biotrockenmassebestimmung [gL"]
CXL opt := optimale Zellkonzentration gL
CXL turb := Zellkonzentration aus der Tribungsmessung [gL"]
CxL := Zellmassenkonzentration in der Flissigphase [oL]
D, Di := VerdUnnungsrate, Verdiinnungsrate i [h'"]
Derit := kritische Verdlinnungsrate [h""]
Dopt := optimale Verdinnungsrate [h""]
F := Volumenstrom [Lh]
Fn := Ernterate [Lh"]
Frar .= Luftbegasungsrate unter Normalbedingungen [Lh™]
e := Gesamtbegasungsrate unter Normalbedingungen [Lh™]
Frnz .= Stickstoffbegasungsrate unter Normalbedingungen [Lh™]
Fr := Zufitterrate [Lh"]
Fr2 := Substratzufiitterrate aus dem Reservoir 2 [Lh"]
ITR := Transferrate der Komponente | [gL'h]
lw := Sollwert eines Parameters / einer Variable / einer Prozessgroie | [-]
ki, k2 := Korrelationsparameter [-]
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I'hCG ein
m G aus
m Gein
mLcL

M
MMRG
MMRG tot
I'hOG ein
mMgr
msL

m ii+1
mxc
Nst
ODeoo
pO2
Qco2
Q max
Qo2

QYE
re
RQ
S1
S2

Stu rb

tq

:= Sattigungs- oder Affinitdtskonstante des Substrats

:= Kohlenstoffdioxideingangsmassenstrom in die Gasphase
:= Ausgangsmassenstrom der Komponente | aus der Gasphase
:= Eingangsmassenstrom der Komponente | in die Gasphase
:= Masse einer Komponente | in der Flissigphase

:= Molmasse der Komponente |

:= Masse eines Mikroreaktionsgefalies

:= Gesamtmasse eines MikroreaktionsgefalRes mit Zellpellet
:= Sauerstoffeingangsmassenstrom in die Gasphase

:= Masse des Zulaufreservoirs

:= Substratmasse in der Fliissigphase

:= Masse des Titrationsmittels Ti zum Zeitpunkt i+1

:= Zellmasse in der Flissigphase

:= Ruhrerdrehzahl

:= optische Dichte bei einer Wellenlange von 600 nm

:= relativer Sauerstoffpartialdruck in der Flissigkeit

:= volumetrische Kohlenstoffdioxidaustragsrate

:= maximale volumetrische Eintragsrate der Komponente |
:= volumetrische Sauerstoffeintragsrate

:= volumetrische Verbrauchsrate des Korrekturmittels Ti

:= volumetrische Hefeextraktzulaufrate

:= Reaktionsrate der Komponente | in der Flussigphase

:= Respirationsquotient

:= Substrat 1 (Glukose)

:= Substrat 2 (Hefeextrakt)

:= optisches Signal der Tribungsmessung

:= (Prozess)Zeit

:= Verdopplungszeit

[9L"]
[gh™]
[gh™]
[gh™]
[d]
[gmol]
[d]

[d]
[gh™]
[d]

[d]

[d]

[d]
[min”']
[-]

[%]
[gL'h7]
[gL"h7]
[gL'h7]
[gL'h7]
[gL'h7]
[gL'h7]
[-]
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[-]

[AU]

[h]

[h]

\



Masterthesis

Nomenklatur

Xce
Xco2
Xco2 ein
XD
XDmax
Xo2
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XoG

Yxis

Mmax

Pri
o

Aip

:= Generationszeit

:= Titrationsmittel i

:= Flussigkeitsvolumen im Reaktor / Reaktionsvolumen
:= Reaktionsvolumen in der jeweiligen Verdinnungsrate Di
:= Molvolumen eines Gases unter Normalbedingungen
:= Probenvolumen

:= Abgasmolenbruch Kohlenstoffdioxid

:= Kohlenstoffdioxidmengenanteil im Abgasstrom

:= Kohlenstoffdioxidmengenanteil im Eingangsstrom

:= Raum-Zeit-Ausbeute / Produktivitat

:= maximale Raum-Zeit-Ausbeute / Produktivitat

:= Sauerstoffmengenanteil im Abgasstrom

:= Sauerstoffmengenanteil im Eingangsstrom

:= Abgasmolenbruch Sauerstoff

:= Ausbeutekoeffizient Biomasse/Substrat

.= zellspezifische Wachstumsrate

:= maximale zellspezifische Wachstumsrate

:= hydraulische Verweilzeit

:= Dichte des Korrekturmittels Ti

:= Temperatur in der Flissigphase

:= Differenz von Wachstums- und Verdiinnungsrate

[h]

[-]

[L]

[L]
[Lmol']
[L]

[-]

[%]

[%]
[gL'h""]
[gL'h""]
[%]

[%]

[-]

[-]

[h]
[h]

[h]
[oL"]

[ C]

[h]
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Abkurzungsverzeichnis

B. licheniformis

BTM, CDW
DCU

E. coli
GRAS

HPLC

LB-Medium
MFCS/win
MRG

rpm
VE-Wasser

WCB

Abkilirzungsverzeichnis

Bacillus licheniformis

Biotrockenmasse (engl. cell dry weight)

digitale Kontrolleinheit (engl. digital control unit)

Escherichia coli

allgemein als sicher anerkannt (engl. generally recognized as safe)

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
(engl. high performance liquid chromatography)
lysogeny broth Medium

Multi Fermentor Control System for Windows
Mikroreaktionsgefaly

Umdrehungen pro Minute (engl. revolutions per minute)
vollentmineralisiertes Wasser

Working-Zellbank (engl. working cell bank)

Vi
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Masterthesis Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG
Titel der Masterthesis

Etablierung und Analyse kontinuierlicher Kultivierungen von Bacillus licheniformis

mit Hefeextrakt als einzige Kohlenstoffquelle
Zusammenfassung

Kontinuierliche Kultivierungen konnen fur die Analyse kinetischer Parameter, wie
die Sattigungskonstante, der Bestimmung der optimalen und kritischen
Verdinnungsrate sowie der maximalen Produktivitat herangezogen werden. Diese
Parameter dienen der Optimierung biotechnologischer Prozesse, bei denen ein
primares Ziel eine hohe Zeit-Raum-Ausbeute ist. Hefeextrakte stellen aufgrund ihrer
vielfaltigen Zusammensetzung und ihres hohen Gehalts an essenziellen
Substanzen wie Aminosauren, Mineralien und Vitaminen eine kostengunstige
Nahrstoffkomponente in Bioprozessen dar. Experimente haben gezeigt, dass der
gram-positive Modellorganismus Bacillus licheniformis DSM 13 in der Lage ist, alle
essenziellen Aminosauren zu synthetisieren und Hefeextrakte als einzige
Kohlenstoff- und Energiequelle fir den Wachstums- und Erhaltungsstoffwechsel zu

nutzen.

In dieser Thesis wurde fur die Etablierung kontinuierlicher Prozesse die
Anlagenperipherie einer Multifermenteranlage erfolgreich verandert. In mehreren
Kultivierungen in 1L Bioreaktoren wurden verschiedene Hefeextrakte bei
Verdlnnungsraten von 0,07 h ' bis 0,977 h ' getestet. Die Reservoirkonzentration
wurde dabei immer konstant auf 10gL' eingestellt. Eine anschlieBende
Hochleistungsflussigkeitschromatographie gab Aufschluss Uber verbrauchte
Kohlenstoffquellen. Zusammen mit der Biotrockenmasse ermdglichte sie die
Auftragung im X-D-Diagramm und damit die Bestimmung der maximalen
Produktivitat des Hefeextraktes als einzige Kohlenstoffquelle
(XDmax.Leber: 0,5878 gL 'h '; XDpmaxLa emand: 0,8726 gL Th '). Die Bestimmung der
Sattigungskonstante war aufgrund der Datenlage nicht moglich. Eine stark
ausgepragte Biofilmbildung an der Glasinnenwand und den Sonden des Bioreaktors

erschwerte die Analyse der Prozesse.
XV
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ABSTRACT
Title of the master thesis

Establishment and analysis of continuous cultivations of Bacillus licheniformis using
yeast extract as the only carbon source

Abstract

Continuous cultivation can be used for the analysis of kinetic parameters such as
saturation constant, the determination of optical and critical dilution rate and the
maximum productivity. These are helpful parameters in optimizing the time-space-

yield in biotechnological processes.

Yeast extracts provide an inexpensive nutrient media component in bioprocesses
due to their diverse composition and high content of essential substances such as
amino acids, minerals and vitamins. Experiments have shown that the gram-positive
model organism, Bacillus licheniformis DSM 13, is able to synthesize all essential
amino acids and use yeast extracts as the only carbon source and energy source

for growth and maintenance metabolism.

In this thesis, the plant periphery of a multifermenter plant was successfully modified
for the establishment of continuous processes. Several cultivations were performed
in a 1L bioreactor to test different yeast extracts at dilution rates ranging from
0,07 h't0 0,977 h ', while the reservoir concentration was kept constant at 10 gL ".
A subsequent high performance liquid chromatography provided information about
consumed carbon sources. Together with the cell density, it allowed plotting on the
X-D-diagram to determine the maximum productivity of the yeast extract
(XDmax.Leber: 0,5878 gL 'h *; XDinax La emand: 0,8726 gL Th ).

Determination of the saturation constant was not possible due to the data situation.
The analysis was complicated on account of the complex composition of the yeast
extract and a strong biofilm formation on the inner wall and probes of the bioreactor.

XVI
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1 EINLEITUNG

Hefeextrakte stellen ein klassisches Produkt der Biotechnologie dar. Aufgrund ihrer
reichhaltigen Inhaltsstoffe, wie Aminosauren, Vitamine und Mineralien, werden sie
auch gerne als Nahrmedienbestandteil in biotechnologischen Prozessen zur

Kultivierung von Mikroorganismen eingesetzt.

Die unterschiedlichen Herstellungsprozesse der Hefeextrakte konnen dabei zu
variierenden Zusammensetzungen fuhren. Die Vielfalt an Hefeextrakten auf dem
Markt, sowie deren Chargenvarianz kann zu Instabilitat in Hinsicht auf Wachstum
und Produktion fuhren und ein ernstes Problem in Bioprozessen darstellen. Die
Qualitat der Hefeextrakte spielt daher eine wichtige Rolle in der Produktion. Je nach
genetischen Eigenschaften des Produktionsorganismus kann ein Hefeextrakt, als
Teil des Nahrmediums, signifikanten Einfluss auf das mikrobielle Wachstum haben.
Daher ist es von Relevanz, dass Hefeextrakte zusammen mit dem Mikroorganismus
getestet werden, bevor sie fur die industrielle Anwendung genutzt werden.
(Tachibana et al., 2019)

Zur Beurteilung der Qualitat eines Hefeextraktes kdnnen verschiedene Verfahren
angewendet werden. Beispielsweise konnen Hefeextrakte mit Hilfe von
Standardlaboranalysemethoden, basierend auf ihren Inhaltsstoffen, verglichen
werden. Dies reicht aber nicht aus, um eine qualitative Aussage uber die
wachstumsfordernde Leistung der Hefeextrakte fur das mikrobielle Wachstum
treffen zu konnen. Daher sind direkte Anwendungsmethoden, wie Kultivierungen,

notwendig.

Bei der Medienentwicklung und -beurteilung kommt oft die kontinuierliche
Prozessfuhrung zum Einsatz. Im Chemostatbetrieb erlaubt sie die ldentifizierung
der Sattigungskonstante der zu untersuchenden Medienkomponente und dient zur
Bestimmung der optimalen und kritischen Verdlinnungsrate sowie der maximalen
Zeit-Raum-Ausbeute (Produktivitat). (Chmiel, 2011)

Das Ziel industrieller Bioprozesse ist generell die Maximierung der Produktivitat mit
gleichzeitiger Einsparung an Rohstoffkosten und Zeitaufwand. Die Gesamt-
produktivitat hangt dabei von der Produktivitdt der einzelnen Teilbereiche eines
Verfahrens ab. Daher ist der Einsatz des richtigen Hefeextraktes in Zusammenhang
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mit dem gewunschten Produktionsorganismus, sowie dessen Chargen-Stabilitat
von grofder Wichtigkeit fur einen 6konomisch erfolgreichen Bioprozess.

Diese Thesis zielt auf die Etablierung und Analyse eines kontinuierlichen Prozesses
im Chemostatbetrieb zur qualitativen Beurteilung der wachstumsfordernden
Leistung von Hefeextrakten ab. Als Modellorganismus dient ein Stamm der Spezies
Bacillus licheniformis. Mikroorganismen dieser Spezies zahlen aufgrund hoher
Produktion und Sekretion von Exoenzymen zu den relevantesten Produzenten in

der industriellen Biotechnologie (Schallmey et al., 2004).

Eine besondere genetische Eigenschaft des Bacillus licheniformis ist die
Autosynthese aller essentiellen Aminosauren und die Fahigkeit Hefeextrakte als
einzige Kohlenstoffquelle zum Zellerhalt (maintenance) und Zellwachstum nutzen
zu konnen. (Rachinger, 2010; Rey et al., 2004; Schwarzer, 2010; Veith et al., 2004)
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1.1 Problemstellung und Zielsetzung

Ziel dieser Thesis ist die Etablierung eines kontinuierlichen Prozesses an einer
Multifermenteranlage, sowie die Analyse der Kultivierungen. Die Herausforderung
besteht darin, kontinuierliche Kultivierungen im Chemostatbetrieb  mit
Bacillus licheniformis mit Hefeextrakt als einzige Kohlenstoffquelle durchzufuhren.
Dies gibt die Moglichkeit, Eigenschaften von Hefeextrakten zu ermitteln und
kinetische Parameter, wie die Sattigungskonstante der Hefeextrakte, bestimmen zu

konnen.



Masterthesis Theoretischer Hintergrund

2 THEORETISCHER HINTERGRUND

21 Die Gattung Bacillus und der Modellorganismus Bacillus licheniformis

Phylogenetisch betrachtet zahlt die Gattung Bacillus (lat. Stdbchen) zur Familie der
Bacillaceae, welche unter anderem auch die Gattung Clostridium umfasst. Im
Gegensatz zu diesen Anaerobiern kann die Gattung Bacillus sowohl einen aeroben
als auch einen fakultativ anaeroben Metabolismus betreiben (Clements et al., 2002;
Turnbull, 1996).

Trotz dieser Fahigkeit konnen Umwelteinflusse, wie beispielsweise oxidativer oder
osmotischer Stress, Nahrstoffmangel oder hohe Zelldichten die Bildung von Sporen
beglnstigen. Die Sporulation bietet dem Organismus dabei die Moglichkeit diese
unvorteilhaften physikalischen oder chemischen Einflisse zu Uberdauern
(Zhou et al., 2019).

Bacillus licheniformis (B. licheniformis) wird zumeist aus Bodenproben isoliert, tritt
aber auch in Vogelfedern, Wasser- und Essensproben auf (Garrity et al., 2010). Das
mesophile, gram-positive Bakterium zeigt bei Temperaturen im Bereich von 20 °C
bis 40 °C ein Wachstum, wobei das Temperaturoptimum bei 37 °C liegt
(Andriani et al., 2017; Seiler, 2010). Ebenso ist Bacillus licheniformis fahig in einem
pH-Bereich von pH 3 bis 11 zu wachsen (Ates et al., 2007; Ghani et al., 2013).

Auf festen Nahrboden bildet B. licheniformis krustige, flechtenartige, beige
Kolonien. Bei stark eisenhaltigen Medien weisen die Kolonien eine rot-braune
Farbung aufgrund des Pigments ,Pulcherrimin“ auf (Jayalakshmi et al., 2012).

Der Organismus besitzt eine langliche, stabchenformige Morphologie (Abbildung 1)
sowie eine peritriche Begeiselung, welche ihm eine aktive Bewegung im
Lebensraum ermdglicht (Seiler, 2010; Zhou et al., 2019). Die Zellen der Gattung
Bacillus weisen zumeist eine Lange von 2 bis 5 ym und einen Durchmesser von
1 ym auf (Fuchs et al., 2007).
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Abbildung 1:  Mikroskopische Aufnahme einer B. licheniformis Kultur unter dem
Phasenkontrastmikroskop. (Garrity et al., 2010)

Die Abbildung 1 zeigt eine mikroskopische Aufnahme einer B. licheniformis Kultur

unter dem Phasenkontrastmikroskop. Die stabchenférmige Morphologie sowie die

Verkettung einiger Zellen sind erkennbar. Ebenso sind helle, ellipsoidische, zentrale

und subterminale Sporen sichtbar. (Garrity et al., 2010)

Der in dieser Arbeit verwendete Stamm B. licheniformis DSM 13 (ATCC 14580) ist
ein Neotyp des B. licheniformis (Smith et al., 1964). Untersuchungen seines
Genoms zeigten, dass dieses aus einem einzigen Chromosom mit 4.222.748
Basenpaaren (GC-Gehalt: 46,2 %) besteht. AuRerdem besitzt es alle notwendigen
Enzyme fur die zentralen Stoffwechselwege der Glykolyse, des Pentosephosphat-
Wegs und des Tricarbonsaurezyklus sowie fur den Glyoxylat-Bypass. Dies
ermoglicht dem Organismus unter anderem die Metabolisierung von sieben der 18
proteinogenen Aminosauren, so dass sie ihm als Stickstoff- und Kohlenstoffquelle
dienen konnen. Daruber hinaus ist der Organismus fahig, alle essentiellen
Aminosauren und Vitamine zu synthetisieren. (Rachinger, 2010; Rey et al., 2004;
Schwarzer, 2010; Veith et al., 2004)
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2.2 Industrieller Einsatz von Bacillus licheniformis

Die U.S. Food and Drug Administration stuft Bacillus licheniformis als allgemein
sicher anerkannten (engl. generally recognized as safe, GRAS) Organismus ein.
Neben der Moglichkeit bereits auf einfachen Routinemedien wie Nahrstoffagar oder
lysogeny broth hohe Zelldichten zu erreichen, bietet die GRAS-Klassifizierung den
Vorteil, den Organismus als sicheren und vielseitigen Produzenten industrieller
Bioprodukte (z. B. Antibiotika, Chemikalien, Enzyme) einzusetzen (Garrity et al.,
2010). In der biotechnologischen Produktion konnen dabei grof’e Mengen an
Exoenzymen, wie Amylasen oder Proteasen, in hohen Konzentrationen von 20 bis
25 gL ' gewonnen werden. (de Boer et al., 1994; Schallmey et al., 2004; Veith et al.,
2004)

Extrazellulare Enzyme sind durch ihren einfacheren Downstream-Prozess in der
industriellen Anwendung lukrativer als intrazellulare Produkte. Des Weiteren
mussen bei gram-positiven Organismen keine Lipopolysaccharide, welche als
Endotoxine fungieren, entfernt werden, was mit hohen Kosten und Produktverlust
verbunden ist. Besonders die Produktion rekombinanter Proteine wie der
alkalischen Serin-Protease aus Bacillus subtilis, welche einen Hauptbestandteil
vieler Waschmittel darstellt, aber auch die Produktion nativer Proteine wie
beispielsweise Amylasen, Lipasen, Pektatlyasen und Tannasen in B. licheniformis
stellen durch die oben genannten Eigenschaften eine hohe Attraktivitat fir die
Industrie dar. (Drejer et al.,, 2018; Mohapatra et al., 2009; Patel et al., 2017;
Veith et al., 2004; Wiegand et al., 2013)

Wichtige Aspekte in der Produktion sind hohe Zeit-Raum-Ausbeuten. Diese lassen
sich durch die Optimierung des Fermentationsprozesses und/oder durch genetische
Veranderung des verwendeten Organismus bzw. des Zielenzyms (Genetic-/Protein-

Engineering) realisieren (Schallmey et al., 2004).

Ein wichtiger Teil der Optimierung von Prozessparametern, neben pH und
Temperatur, stellt dabei die Zusammensetzung des Nahrmediums dar. Dieses kann

sowohl definierte als auch komplexe Bestandteile, wie Hefeextrakte, enthalten.
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23 Herstellung von Hefeextrakten

In der industriellen Biotechnologie fungieren Hefeextrakte nicht nur als Produkt, sie
konnen auch als Substrat eingesetzt werden. Neben der Verwendung als Wurz-
oder Nahrungserganzungsmittel in der Lebensmittelindustrie wird Hefeextrakt
zudem als Bindemittel in Tabletten fur die Pharmaindustrie und als Komponente in
Nahrmedien in der Biotechnologie genutzt. Durch die einfache Produktion und dem
hohen Anteil vieler wichtiger Substanzen wie Aminosauren, Vitaminen und
Mineralstoffen werden Hefeextrakte in der Industrie in groien Mengen produziert.
Im Jahr 2019 lag die jahrliche Produktion weltweit bei 160.000 Tonnen Hefeextrakt,
Tendenz steigend (Undersun Biomedtech Co.Ltd, 2019). Der dabei am haufigsten
verwendete Organismus ist Saccharomyces cerevisiae. Die Hefeextrakte lassen
sich je nach Zellaufschlussverfahren der Autolyse, Plasmolyse oder Hydrolyse
zuordnen. (Tanguler & Erten, 2009; Zarei et al., 2016)

mneras amnoacds

4 nuc eot des
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Herstellungsprozesses von Hefeextrakten.
Grafik erstellt in Anlehnung an (Jacob, Striegel, et al., 2019; Jacob, Methner, et al.,
2019)

Die Autolyse ist der gangigste Prozess. Es handelt sich um einen enzymatischen
Prozess, bei dem zelleigene Enzyme zur Lyse der Zelle genutzt werden. Diese
konnen durch erhdhte Temperaturen (45 °C bis 60 °C, einige Stunden bis zu
mehreren Tagen) oder osmotischen Druck aktiviert werden. Bei der Plasmolyse wird
der autolytische Prozess durch hohe Konzentrationen eines Plasmolyten, wie
beispielsweise Natriumchlorid unterstitzt, wahrend bei der Hydrolyse Salzsaure

zum Einsatz kommt, bevor im Anschluss eine Neutralisierungsreaktion stattfindet.
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Bei der Aufreinigung werden zunéchst die Zellbruchstiicke vom Uberstand getrennt,
bevor der Uberstand, wie in Abbildung 2, in einem Spriihtrocknungs- oder
Abdampfungsprozess formuliert wird. (Jacob, Methner, et al., 2019; Tanguler &
Erten, 2009; Zarei et al., 2016)

2.4 Fermentationsverfahren

Fermentationsverfahren finden in Bioreaktoren statt, wobei in diskontinuierliche
(Batch, Fed-Batch) und kontinuierliche Prozesse unterschieden werden kann. Der
kontinuierliche Prozess zeichnet sich dabei durch einen Zu- und Ablauf aus,
wahrend in diskontinuierlichen Prozessen nur Zustrome vorhanden sind. Neben der
Konstruktion des Bioreaktors spielen auch die Prozessparameter pH-Wert,
Temperatur, BelUftungssystem und Zusammensetzung des Nahrmediums, sowie

ein leistungsfahiger Organismus eine entscheidende Rolle in Bioprozessen.

Um Fermentationsverfahren genauer zu beschreiben und zu untersuchen, werden
mathematische Modelle zur Hilfe herangezogen, sogenannte Bioprozessmodelle.
(Chmiel, 2011; Metz, 1971)

241 Bioprozessmodelle und Monod-Kinetik

Bioprozessmodelle beziehen zum einen die Aspekte der technischen Anlage
(Bioreaktor) und zum anderen die biochemischen Eigenschaften des
Mikroorganismus mit ein. Diese Kombination ermdglicht die genauere
Beschreibung eines Bioprozesses. Um die mathematischen Modelle zu
vereinfachen, wird der Bioreaktor als ,ideal durchmischter Ruhrkessel“ betrachtet.
Die Kinetik basiert dabei auf dem Wachstumsmodell nach Monod (Monod, 1949).
Im folgenden Abschnitt wird auf die verschiedenen Betriebsweisen genauer
eingegangen. Dabei wird sich hauptsachlich an der Beschreibung der
Losungsansatze fur die einzelnen Betriebsweisen nach Chmiel, 2011 und
Cornelissen 2004, orientiert. (Chmiel, 2011; Cornelissen, 2004)



Masterthesis Theoretischer Hintergrund

Allgemein l3sst sich sagen, dass die Anderung einer Masse im System mit der Zeit

dm
dt

mit

dm||__d[C|L(t) -V ()] (2.1)
dt dt

Akkumu at on

= Fe n(t) "CiLe n(t) - Faus(t) ’ CIL,aus(t) T rIL(t) ’ VL(t) T VL ) ITR(t)

Konvekt on Reakt on
my. := Masse einer Komponente | in der Flussigphase [a]
t = Zeit [h]
CiIL := Konzentration der Komponente | in der Flussigphase [gL "]
Vi := Reaktionsvolumen (Arbeitsvolumen) [L]
F := Volumenstrom [Lh "]
ITR  := Transferrate der Komponente | [gL 'h 1]
1 := Reaktionsrate der Komponente | in der Flussigphase [gL 'h 1],

durch die Zu- und Abfuhr (mit ,ein® bzw. ,aus” gekennzeichnet) dieser Masse, sowie

deren Umsatz, mit der Zeit formuliert werden kann (Gl.(2.1)).

Massen stellen dabei abhangige Variablen, Volumenstrome operative Parameter

und die Zeit eine unabhangige Variable dar. Die Reaktionsgeschwindigkeit r der

Komponente | wird fur Substrate mit einem negativen und flr Produkte mit einem

positiven Vorzeichen versehen.

Das Modell nach Monod wird herangezogen, um die Eigenschaften der Biophase

zu beschreiben. Hierbei wird der Biomassekonzentration in der Flussigphase cy

eine direkte Proportionalitat zur Wachstumsgeschwindigkeit ry, zugeschrieben,

mit

rxL(t) = u(t) - cx (M) (2.2)

¥ := zellspezifische Wachstumsrate [h"]

CxL := Biomassekonzentration in der Flussigphase [gL "],
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welche als autokatalytische Reaktion bezeichnet wird. Der Proportionalitatsfaktor ist
dabei die zellspezifische Wachstumsgeschwindigkeit p (2.2). (Monod, 1949)

Gleichzeitig ist zu beachten, dass die Wachstumsgeschwindigkeit y als eine
Funktion der Nahrstoffversorgung angesehen werden kann. Ublicherweise liegt
eine Medienkomponente limitierend vor (limitierendes Substrat), wahrend die
restlichen Medienbestandteile im Uberschuss vorhanden sind. Die GI.(2.3) ist an die
Standardgleichung einer enzymatischen Reaktion mit einem Substrat an Michaelis

und Menten angelehnt. (Michaelis & Menten, 1913)

_ - Gsi(b) (2.3)
MO = Hnax ™ 500 + Ks
mit p__. = maximale zellspezifische Wachstumsrate [h"]
CsL := Substratkonzentration in der Flussigphase [gL "]
Ks := Sattigungs- oder Affinitatskonstante des Substrats [gL"]

Die Sattigungs- oder Affinitatskonstante Kg nimmt dabei den Wert der limitierenden
Substratkonzentration an, bei der die Halfte der maximalen spezifischen
Wachstumsgeschwindigkeit erreicht ist (siehe Abbildung 3).

10
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Abbildung 3: Exemplarische Darstellung der spezifischen Wachstumsgeschwindigkeit p in
Abhiéngigkeit der limitierenden Substratkonzentration cs. nach dem Monod-
Modell. Mit pmax = 0,6 h™' und Ks = 0,05 gL™". Eigene Darstellung nach (Michaelis
& Menten, 1913)

Zur Bestimmung der Sattigungskonstante kann in der Praxis das Lineweaver-Burk-
Diagramm genutzt werden. Durch die doppeltreziproke Auftragung der Michaelis-
Menten-Gleichung, Gl.(2.3), erhalt man nachstehende Geradengleichung (2.4).

Die Abbildung 4 zeigt eine exemplarische Darstellung eines Lineweaver-Burk-

Diagrammes.

1"
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Abbildung 4: Exemplarische Darstellung eines Lineweaver-Burk-Diagramms zur
Bestimmung der Sattigungskonstante Ks. Eigene Darstellung nach (Lineweaver
& Burk, 1934).

Der Schnittpunkt mit der X-Achse gibt nach Umformung die Sattigungskonstante Kg

wieder. Durch die Umformung des Y-Achsenabschnitts erhalt man p

max”

Die Zellkonzentration cy, ist Gber den sogenannten Ausbeutekoeffizienten y, o mit

der Substratkonzentration cg_ verbunden. Dieser stellt das Verhaltnis von
Biomassewachstums- und Substrataufnahmegeschwindigkeit dar Gl.(2.5) und gibt
Auskunft daruber, wie viel Gramm Biomasse X aus einem Gramm Substrat S
entstehen kann unter der Annahme, dass die einzige Eigenschaft der Biomasse das

Wachstum sei.

AX A(x-V) _ Acx. _ cx(t) —cxu(to) (2.5)

Yxis = A T Alc-V)  Acg  cg(tg) — Coi(t)

mit AX := Anderung der Biomasse [d]
AS := Substratverbrauch [9]

12
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Dies bedeutet, es wird in gleichem Male Substrat verbraucht, wie Biomasse
entsteht (2.6).

'xL =  TsL " Yys (2.6)

In den folgenden Abschnitten wird nun naher auf die einzelnen Prozessmodelle

eingegangen.
2.4.2 Satzbetrieb (Batch)

Der Satzbetrieb, auch Batch genannt, stellt die einfachste Umsetzung eines
Fermentationsverfahrens dar. Fur Vorversuche in kleinen Malstaben werden
zumeist Schuttelkolben benutzt. Hierbei handelt es sich um ein nahezu
geschlossenes System, da ein geringer, nicht kontrollierbarer Gasaustausch
stattfindet. Es werden keine Korrektur- und Antischaummittel hinzugefugt. Ein
Durchmischen und eine konstante Temperatur konnen durch einen

Schuttelinkubator sichergestellt werden.

Der Satzbetrieb wird auch als Vorkultur fir einen folgenden Prozess oder als
Hauptkultur im Bioreaktor verwendet. Hierbei wird neben der Temperierung auch
ein kontrollierter Gasaustausch (Zufuhr von Sauerstoff und Abfuhr von
Kohlenstoffdioxid) sowie die Zufuhr geringer Mengen Korrekturmitteln (pH-Wert,
Antischaum) sichergestellt. Diese Mengen sind vernachlassigbar klein, wodurch fur
die folgenden Betrachtungen die Annahme eines konstanten Volumens
vorausgesetzt werden kann. Wahrend der Batch-Kultivierung liegen alle

Medienkomponenten in ausreichenden Mengen vor (cg »>Kg) womit der

Sattigungsterm (%
SL S

Die Wachstumsrate p nahert sich somit auch der maximalen spezifischen

) der Michaelis-Menten-Gleichung (2.3) gegen Eins strebt.

Wachstumsrate p_ . an.

13
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Es ergeben sich aus den Gleichungen (2.1) und (2.2) fur die Biomassebilanz im
Satzbetrieb die Gleichungen (2.7) und (2.8).

d t 2.
C>d<|£( ) = rx.(t) =7
)~ e utt) (29)

Bei der Annahme, dass p =y__  konstant ist, kann nach der Variablentrennung

integriert werden. Unter unlimitierenden Bedingungen verlauft das Zellwachstum

exponentiell und Gl.(2.9) ergibt sich.

Cx(t) = Cxio * €¥max” (1) (2.9)

In der Praxis kann fur die Bestimmung der Wachstumsrate in der Batch-Phase die
Gl.(2.9) logarithmiert werden, wodurch sich Gl.(2.10) ergibt.

In(cy, (1) =M -t+In(cy ) (2.10)

Durch die halblogarithmische Auftragung der logarithmierten

Biomassekonzentration In(c,, ) Uber die Zeit lasst sich durch das Einfugen einer
Regressionsgeraden in der Batch-Phase die Wachstumsrate y bestimmen.

Mit steigender Zellkonzentration nimmt die Substratkonzentration ab, bis durch die
Limitierung eines Substrates das Zellwachstum gegen Null geht. Die

Wachstumsphase ist beendet und der Prozess kann gestoppt oder in einen anderen
Betriebsmodus geandert werden.
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2.4.3 Kontinuierlicher Betrieb

Charakteristisch fur den kontinuierlichen Prozess, ist der kontinuierliche Zulauf von
sterilem Kulturmedium bei parallelem Ablauf der Zellsuspension mit gleicher
Flussrate. Dabei stellt sich ein FlieRgleichgewicht (engl. steady-state), sowie ein
konstantes Reaktionsvolumen im Bioreaktor ein. Aul3erdem wird angenommen,
dass es sich um einen ideal kontinuierlich durchstromten RuUhrkesselreaktor
(engl. ideal continuous-flow stirred-tank reactor) handelt. Dies bedeutet, dass die
Konzentrationen innerhalb des Reaktors ¢, gleich der Konzentrationen im Ablauf

CiLaus Sind und die Mischzeit bei einem ideal durchmischten Rihrkessel Null ist.

Im kontinuierlichen Betrieb liegt fir das Reaktionsvolumen,
VL(t) = VLO = V|_ = const. (21 1)

eine Konstanz vor (2.11). Mit konstantem Reaktionsvolumen gilt damit fur die
Substratzufutterrate Fg die nachstehende Gl.(2.12).

Fr(t) = Fu(t) = F(t) (2.12)

Die Verdunnungsrate D (eng. dilution rate) ist der, auf das Reaktionsvolumen
bezogene Strom und setzt sich aus dem Quotienten der Zuflutter- bzw. Ernterate F
sowie dem Reaktionsvolumen V| zusammen (2.13) und hat die Einheit einer

reziproken Zeit [h ].

_F (2.13)
P=v
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Das Flie3gleichgewicht wird auch als pseudostationarer und zeitinvarianter Zustand
beschrieben. Damit reduziert sich im Fliel3gleichgewicht die Massenbilanz fur jede
Komponente | im System zu GI.(2.14).

dmy (t) _ dc, (t) - V(] _
d dt -

0 (2.14)

Somit gilt fir die Biomassebilanz im Flie3gleichgewicht die folgende GI.(2.15).

do (Vi _ (2.15)
dt -
Mit den Gleichungen (2.2), (2.12) und (2.13) ergibt sich auRerdem Gl.(2.16).
e =M CxL =D - (CxLaus Cxien) (2.16)

Mit der Annahme, das zugeflhrte Medium sei zellfrei cy o, =0 und die
Konzentrationen im Reaktor ¢, seien gleich den Konzentrationen im Ablauf, kann

das folgende Gleichgewicht aufgestellt und gelost werden.

“'CXLzD'CXL (217)

FUr Bioprozesse gilt die Annahme cy,_ > 0, da ein Bioprozess ohne Organismen

(Biokatalysatoren) nicht sinnvoll ist.
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Somit ergibt sich als Losung nach Einstellung eines FlieRgleichgewichtes mit
konstanter Zelldichte die nachstehende Beziehung (2.18).

u=D (2.18)

Das zeigt, dass im kontinuierlichen Betrieb eine physiologische Grof3e y durch eine
operative GroRe D (innerhalb bestimmter Grenzen) eingestellt werden kann. Dies
wird auch als Kernbeziehung des Chemostaten bezeichnet. Die Ubereinstimmung

der Beziehung aus Gl.(2.18) kann in der Praxis mit Gl.(2.19) Uberpruft werden.

*Ap =p-D (2.19)

Der Begriff Chemostat bedeutet, dass rein durch das Dosieren einer Chemikalie,
das heil3t durch das Limitieren eines Substrates, ein pseudostationarer Zustand
erreicht wird. Eine weitere Fahrweise ware der Turbidostat, bei dem der
pseudostationare Zustand uber die Turbiditat geregelt wird. AuRerdem gibt es das
Konzept des Permittistaten, des Nutristaten und den Spezialfall des pH-Auxostaten,

auf die hier im Folgenden aber nicht weiter eingegangen wird.

Um die gewunschte Verdunnungsrate D zu erhalten, muss ein bestimmter
Volumenstrom F eingestellt werden. Der Volumenstrom F (2.20) ist die zeitliche
Ableitung des geforderten Volumens Vg und lasst sich Uber eine Pumpe regulieren.
Der maximale bzw. minimale Volumenstrom F ist somit sowohl von der Leistung der
eingesetzten Pumpe als auch von den Durchmessern der verwendeten Schlauche

abhangig.

dVe (2.20)
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In der Praxis kann die Bestimmung der tatsachlichen Flussrate des Zulaufreservoirs
Fr Uber die Massendifferenz des Zulaufreservoirs mg und der zeitlichen Differenz

erfolgen. Dazu kann die Gl.(2.21) genutzt werden.

mg(t+1) — mr(t
Fo = R(t+1) — mg(t) (2.21)
ty
mit
Fr := Flussrate des Zulaufreservoirs [Lh "]
mg := Masse des Zulaufreservoirs (9]

Bis sich ein Gleichgewicht in einem kontinuierlichen Prozess einstellt, muss zumeist
das komplette Reaktorvolumen mehrmals ausgetauscht werden. Dies kann
mehrere Stunden bis Tage in Anspruch nehmen (Ziv et al., 2013). Als “Faustregel”
wird oft die Dauer des Austausches des drei- bis funffachen Reaktionsvolumens als
Anhaltspunkt herangezogen (“Interdisziplinares Praktikum - Kontinuierliche
Fermentation von Saccharomyces cerevisiae” 2008). Zur Bestimmung der Zeit,
welche benotigt wird, um das Reaktionsvolumen im Bioreaktor einmal komplett
auszutauschen, wird der Kehrwert der Gl.(2.13) genutzt und wird als mittlere
hydraulische Verweilzeit t [h] bezeichnet, Gl.(2.22).

T=

ﬁ (2.22)
F

ol =

Wie den Gleichungen (2.16) und (2.17) zu entnehmen ist, entspricht die
Biomassekonzentration im Bioreaktor cy , der aus dem Bioreaktor ausgetragenen
Biomassekonzentration ¢y .. Da im  Kkontinuierlichen Betrieb das
Reaktionsvolumen konstant ist, ergibt sich fur die entstehende bzw. ausgetragene

Biomasse my, im Gleichgewichtszustand die GI.(2.23).
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Die GI.(2.23) enthalt einen ,Ernteterm®, der eine Verringerung der Zellmasse und
einen ,Wachstumsterm®, der den Zuwachs an Zellmasse ausdruckt.

My, ()= F@® -cx (D) + pt) - my (B (2.23)

Ernteterm Wachstumsterm

Umgestellt nach der Wachstumsrate p erhalt man die GI.(2.24).

_Mx ) +F(t) - ® (2.24)
My (D

M

Die Gl.(2.24) kann in der Praxis zur Bestimmung der Wachstumsrate p in der

kontinuierlichen Phase einer Kultivierung genutzt werden.

Entspricht die Zeit dt der hydraulischen Verweilzeit t, so entspricht auch das
geforderte Volumen dVg dem Reaktionsvolumen V| . Daher ergibt sich fur die
Biomasse my, zum Zeitpunkt t = T aus Gl.(2.23) die Gl.(2.25).

My (1) = Cx. - VL = my (2.25)

Dies zeigt, dass die Biomasse my, im FlieRgleichgewicht aufgrund der Zeitinvarianz
zu allen Zeitpunkten t gleichbleibend ist. Zum Zeitpunkt to liegt also die gleiche

Menge an Biomasse vor, wie zum spateren Zeitpunkt t.

Im Modell des kontinuierlichen Bioprozesses wird angenommen, dass der
verwendete Organismus wahrend des gesamten Prozesses keinerlei Mutationen
eingeht. Dies bedeutet, alle Zellen seien genetisch identisch und das Wachstum
beschranke sich ausschliel3lich auf die, zu einem bestimmten Zeitpunkt

vorhandene, Zellzahl.
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Fur das Fliel3gleichgewicht ergibt sich somit eine konstante Verdopplungszeit tq als
auch eine konstante Generationszeit tg (2.26).

(2.26)

ol -
T | =

Gl.(2.26) zeigt, dass sich die Biomasse innerhalb des Zeitraumes t =t einmal
verdoppelt. Das heil’t die vorliegende Zellpopulation, die sich in der Zeit t=1
gebildet hat, ist hinsichtlich ihrer Morphologie, Physiologie und Zusammensetzung
konstant und daher reprasentativ fur die vorliegenden Parametereinstellungen,

unter der Voraussetzung, dass diese gleichbleibend fur den Zeitraum t = t sind.

Fir die Substratmassenbilanz im FlieRgleichgewicht gilt Gl.(2.27) mit einer
negativen Reaktionsgeschwindigkeit fur das Substrat.

desy _ 2.27
Tzo:D'CSL,en D-cgL rsL ( )

Umgestellt nach der Reaktionsgeschwindigkeit fur das Substrat rg gilt die
nachfolgende Gl.(2.28).

rst =D - (CsL —CsLen) (2.28)

Gemal den Gleichungen (2.2) und (2.6) erfolgt fur die Biomassekonzentration im
Fliel3gleichgewicht Cy Gl.(2.29)

CxL = Yys " (CsL,en—CsL) (2.29)
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Die Gleichgewichtsbiomassekonzentration ist somit von einem biologischen (y, )
und einem operativen Parameter (Cs o) sowie einer Zustandsvariablen (Cg )
abhangig.

Der Ausbeutekoeffizient y, . lasst sich im FlieRgleichgewicht durch Umstellung der

Gl.(2.29) nach y, o bestimmen, wodurch sich GI.(2.30) ergibt.

N (2.30)
Y% = (Csen  GsL)

Durch die Kernbeziehung des Chemostaten (2.18) und unter Anwendung der
Monod-Kinetik (2.3) ist die Gleichgewichtssubstratkonzentration €5, mit Gl.(2.31)

bestimmbar.

. _ D-Kg
SsL= ——§ (2.31)

Mmax —

Die grafische Darstellung der Zustandsvariablen cy, und cg  erfolgt Uber ein
sogenanntes X-D-Diagramm (siehe Abbildung 5). Dabei werden die Zell- und
Substratkonzentrationen gegen die jeweiligen Verdunnungsraten aufgetragen. Als
weitere GrolRe kann die Produktivitat aufgetragen werden. Diese ist das Produkt der

Zellkonzentration cy, und der Verdunnungsrate D.
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Die Abbildung 5 zeigt eine exemplarische Darstellung eines X-D-Diagrammes.

12 T T T T T T T T T
-1
Oy [OL7]
cg [oL™]
10 XD [gL'h"]
(o] cXL,max
o CXL,opt
8 o XDmax _
o Dcrit
Qo
3
. Bk i
—
o C
o L XL
-, © opt
X
o
4 I \ |
2+ XDmax B
crit
0
I I I I I I I I I
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1

D[]

Abbildung 5: Exemplarische Darstellung eines X-D-Diagramms. Mit Ks=0,3gL",
pmax = 0,8 h™', yxis = 0,5 gg™ und csr = 10 gL,

Mit steigender Verdunnungsrate nimmt durch Abnahme der Verbraucher auch die
Substratkonzentration zu. Dies geschieht bis die Substratkonzentration cg die
Zulaufreservoirkonzentration cgg erreicht. Ab diesem Punkt nimmt die
Zellkonzentration ¢y, den Wert Null an, da keine Zellen mehr vorhanden sind, die
Substrat verbrauchen koénnten. Dieser Punkt wird auch als kritische
Verdunnungsrate D.; bezeichnet und lasst sich mit nachstehender GI.(2.32)

bestimmen.

CSLen

Dert = Moy Coron * K (2.32)
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Oftmals ist eine hohe Produktrate Ziel des Fermentationsprozesses, welche
wiederum aus einer hohen Biomassekonzentration resultiert. Mit Hilfe des
Produktivitatsgraphen XD (Abbildung 5) Iasst sich am Maximum dessen (XDax),
die optimale Verdinnungsrate D,,; und Zellkonzentration cx ot bestimmen. Unter
der allgemeinen Bedingung, dass die erste Ableitung des Graphen an einem
Extrempunkt Null ist, kann die folgende GI.(2.33) zur Bestimmung der optimalen

Verdunnungsrate D,,; genutzt werden.

K
Dogi= - [ 1= [—— 2.33
p max KS+CSLen ( . )

Diese Werte ermoglichen einen Bioprozess am  Optimum seines

Produktivitatsmaximums zu betreiben.

Wahrend des Prozesses kann es zu Storungen kommen. Diese konnen auf
Grundlage unterschiedlicher Faktoren resultieren und werden in ,Puls-“ und
,Sprungstérungen® unterteil. Zu einer Pulsstorung kommt es durch die Anderung
einer Zustandsgrofe, beispielsweise der Anderung einer Konzentration durch die
Zugabe konzentrierter Substratldsungen. Bei einer Sprungstorung (engl. shift oder
step) liegt die Ursache in der Anderung einer BetriebsgroRe. Dies kann zum Beispiel
die Einstellung der Pumpleistung und somit eine Veranderung der Verdinnungsrate
bedeuten. Ebenso zahlt der Wechsel des Zulaufreservoirs zu einer Sprungstorung.

Bei beiden Methoden wird zunachst das Fliel3gleichgewicht gestort und das System
wird sich (sofern keine weiteren Storungen auftreten) allmahlich wieder stabilisieren.
Solche Transienten lassen sich in der Praxis nicht verhindern, da jede
kontinuierliche Kultur zunachst Uber eine initiale Satzkultur gestartet werden muss.

Zur Erstellung eines X-D-Diagramms, ist es notwendig shift-Experimente, d.h.
Anderungen in den Verdiinnungsraten, durchzufiihren. Ein Anndhern an die
optimale Verdunnungsrate geschieht dabei uber die schrittweise Erhohung der
Verdinnungsrate, also tber die Anderung eines Parameters (z. B. Pumpleistung)
und somit die Veranderung der operativen GroRe (z. B. Verdunnungsrate).
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Betrachtet man nun die Biomassebilanz nach der Erhdhung der Verdinnungsrate,
so zeigt sich, dass zu Beginn der Akkumulationsterm negativ wird. Grund dafur ist
die sofortige Anderung des Konvektionsterms D -cy und eine verzogerte
Anderung des Reaktionsterms + y - ¢y, . Durch die Erhdhung der Verdiinnungsrate
steht den Mikroorganismen bei gleichbleibender Reservoirkonzentration eine
hohere  Substratkonzentration pro  Zeiteinheit zur  Verfugung. Die
Substratkonzentration muss zunachst akkumulieren, bevor sich die zellspezifische
Wachstumsrate anpassen kann. Dies ist auch in der Substratbilanz zu sehen. Hier
stellt sich eine sofortige Anderung im Konvektionsterm +D - CsLen UNd eine
Verzdgerung im Anstieg des Reaktionsterms, also im Substratverbrauch - cg,
ein. Schlussendlich stellt sich ein neues FlieRgleichgewicht bei hoherer
Substratkonzentration und niedrigerer Biomassekonzentration ein, wie die Graphen

im X-D-Diagramm in Abbildung 5 zeigen.

Bei Betrachtung des Monod-Modells (Gl.(2.3)) fallt auf, dass die Produktbildung
vernachlassigt wird. Diese ist jedoch oft das Ziel eines Fermentationsprozesses.
Daher ist eine Erweiterung des Monod-Modells erforderlich. Dazu konnen die
Produkte zunachst in verschiedene Kategorien klassifiziert werden. Die erste
Gruppe bilden Produkte, die streng an den Primarstoffwechsel gekoppelt sind. Sie
konnen zur Energiegewinnung weiter abgebaut oder ausgeschieden werden.
Hierzu zahlen zum Beispiel Kohlenstoffdioxid, Acetat oder Citrat. Die zweite Gruppe
umfasst Aminosauren oder organische Sauren, welche Komponenten des priméaren
Anabolismus sind. Wie die erste Produktgruppe, sind auch diese Substanzen
weitgehend wachstumsassoziiert. Antibiotika oder Toxine sind typische Produkte,
die zu den Sekundarmetaboliten zahlen und somit die dritte Gruppe bilden. Diese
werden hauptsachlich in der stationaren Phase produziert, um den Zellen einen
Uberlebensvorteil zu verschaffen. Die vierte Gruppe stellen Enzyme dar, welche je
nach ihrer spezifischen Funktion im Stoffwechsel der Zellen sowohl wachstums- als
auch nicht wachstumsassoziiert sein konnen. Sie unterliegen vor allem dem
physiologischen Bedarf der Zellen. Die funfte Gruppe bilden Transformations-
produkte, welche beispielsweise aus Hydrolyse-, Synthese-, Additions-, Redox- und

Isomerisationsverfahren resultieren.
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2.4.4 Zulaufverfahren (Fed-Batch)

Zur Vollstandigkeit wird im Folgenden das Zulaufverfahren, der sogenannte Fed-
Batch, kurz erlautert. Der Fed-Batch definiert sich durch die (kontinuierliche) Zugabe
von Medienkomponenten, ohne die Abfuhr von Zellsuspension. Dies hat zur Folge,
dass das Reaktionsvolumen stetig zunimmt und das Volumen als Zustandsvariable

hinzukommt. Auf entsprechende Formeln wird hierbei verzichtet.

Der Fed-Batch kommt zum Einsatz, wenn beispielsweise die Substratkonzentration
niedrig gehalten werden muss, um eine Substrathemmung oder
Katabolitenrepression der Produktsynthese zu vermeiden. Durch die Einstellung
eines vorgegebenen Flussprofils oder mit Hilfe eines Regelkreises ermdglicht der
Fed-Batch, dass die spezifische Substrataufnahmegeschwindigkeit unter einem
kritischen Wert gehalten werden kann. Nachteilig ist zum einen der erhohte
apparative Aufwand fur dieses Verfahren. AulRerdem werden hohe Zelldichten, wie
im Batch-Verfahren, erst zu Ende des Prozesses erreicht und die Totzeit der
Produktion durch die Entleerung, Reinigung und Neubefullung des Reaktors ist, im
Vergleich zum kontinuierlichen Prozess, beim Batch und Fed-Batch langer. (Chmiel,
2011; Minihane & Brown, 1986)
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3 DAS MULTI-BIOREAKTORSYSTEM BIOSTAT® QPLUS

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Multifermenteranlage der Firma Sartorius
Stedim Systems verwendet. Sie umfasst neben einem 5 L Zellanzuchtsbioreaktor
BIOSTAT® Bplus sechs weitere 1L BIOSTAT® Qplus Bioreaktoren fir
Entwicklungs- und Optimierungsversuche. Zum Multi-Bioreaktorsystem BIOSTAT®
Qplus gehoren ein Grundgerat mit einer digitalen Kontrolleinheit (engl. digital control
unit, DCU), zwei Versorgungseinheiten und sechs Bioreaktoren. Eine
Versorgungseinheit kann dabei bis zu drei Bioreaktoren versorgen. Diese
ermoglicht die separate Begasung und Temperierung, die Regelung des pH-Wertes
durch Zugabe von Saure und Base und die Eindammung von Schaum durch

Antischaummittelzugabe Uber dort angebrachte Pumpen. (Fricke, 2015)

Fur die hier durchgeflihrten Versuche wurde ein 1 L BIOSTAT® Qplus Bioreaktor
genutzt und die Anlagenperipherie fur den kontinuierlichen Prozess entsprechend
verandert. Abbildung 6 zeigt eine schematische Darstellung des Bioreaktoraufbaus
(siehe auch Abbildung 11, S. 44).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Anlagenperipherie fiir den kontinuierlichen

Prozess. Quelle: Labor fiir Bioprozessautomatisierung, veranderte Darstellung.
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Das KulturgefaR des BIOSTAT® Qplus Bioreaktors besteht aus einem
autoklavierbaren Glasgefal® mit Doppelmantel zur Temperierung und umfasst ein
Arbeitsvolumen von 0,5L bis 1L. Ein fur den BIOSTAT® Qplus Bioreaktor
konzipierter Edelstahlring befindet sich zwischen Kulturgefal® und Deckel. Dieser
ermoglicht den Anschluss von vier Sterilkupplungen der Firma Staubli, sowie vier
weiteren Anschlissen Uber Schlaucholiven. An einem freien Deckelport
(dummy plug) wurde ein Steigrohr auf der Hohe des Fullstandes angebracht. Dieses
Steigrohr dient zum Ablauf der Zellsuspension (harvest) im kontinuierlichen
Prozess. Der Zulauf des frischen Mediums (feed) erfolgt im kontinuierlichen Betrieb
Uber eine Sterilkupplung am Edelstahlring. Die Deckelbelegung des BIOSTAT®
Qplus Bioreaktors ist in der Abb. A. 1 im Anhang zu sehen.

Auf die vorhandene Messtechnik, welche neben der Abgasanalytik auch die pH-,
pO2- und Tribungsmessung umfasst, wird in Kapitel 3.2 Messtechnik genauer

eingegangen.

Die DCU stellt ein Bindeglied zwischen Bioreaktor und dem Prozessleitsystem dar.
Sie dient neben der Erfassung von Messwerten auch der Steuerung und Regelung
von ProzessgroRen, der Kalibrierung der verschiedenen Sensoren und der
Uberwachung eingestellter Alarmkriterien. Ein in die DCU integriertes Touchpanel
ermdglicht die direkte Bedienung des Bioreaktors. Uber einen Computer lassen sich
die meisten Einstellungen auch fernsteuern (Remote-Modus). Der Remote-Modus
erfordert ein System zur Uberwachung, Steuerung und Datenerfassung
(engl. supervisory control and data acquisition; SCADA). Fur Bioreaktoren der Firma
Sartorius Stedim Systems dient dabei das Prozessleitsystem MFCS/win.

3.1 Das Prozessleitsystem MFCS/win

Das Prozessleitsystem MFCS/win steht fur Multi Fermentor Control System for
Windows und ist eine von der Firma Sartorius entwickelte Software zur Steuerung
und Regelung sowie Dokumentation von Prozessparametern. Es bietet die
Moglichkeit, Automatisierungsstrategien fur Bioprozesse umzusetzen und
Fermentationsphasen zu planen. Wahrend des laufenden Prozesses kann auf die
Parameter jederzeit zugegriffen werden. Ebenso konnen zur Online-Verfolgung des

aktuellen Prozesses graphische Darstellungen erstellt und Prozessgrolien
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verandert werden. MFCS/win steht dabei in stetigem Austausch mit der digitalen
Kontrolleinheit. Uber ein Prozessdatennetzwerk kdénnen Prozessdaten
kontinuierlich ausgetauscht werden. Der Betreiber hat dadurch die Moglichkeit, in
Echtzeit auf Veranderungen des Prozesses zu reagieren. MFCS/win besteht aus
Teilprogrammen, welche Uber die Bedienungsoberflache (MFCS/win shell,
Abbildung 7) angewahlt werden konnen. Die verschiedenen Optionen werden im

Folgenden kurz erlautert.

MFCS Shell [BPA1638 (local)/mfcs] — X
File  Run View Help

| Eb|w|B|mm i e

LoglIn/Logout —/ |\ Configuration Management

Operator Service Plotting

Sample Data Management Reporting

Batch Management

Abbildung 7: Bedienungsoberflache der MFCS/win shell.

Teilprogramme von MFCS/win:

= Der Operator Service gibt dem Benutzer die Moglichkeit, neue Prozesse zu
starten, aktuelle Prozessdaten, wie beispielsweise pO2, Temperatur,
Pumprate oder Ruhrerdrehzahl einzusehen und Prozessparameter manuell

zu verandern.

» Das Sample Data Management dient zur Eintragung und Verwaltung
vorgenommener Probennahmen und deren Offline-Daten (z. B. optische
Dichte).

= Das Batch Management gewahrt Zugriff auf die Daten von bereits beendeten
Kultivierungen. Ebenso lassen sich neue Kultivierungen planen und mit dem

im Configuration Management erstellten Rezepten verknupfen.

= Unter der Option Reporting kbnnen Daten vergangener Kultivierungen fur die
weitere Verarbeitung in verschiedene Dateiformate exportiert werden.
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» Plotting bietet die Moglichkeit einer visuellen Darstellung ausgewahlter

Parameter des laufenden oder bereits beendeter Prozesse(s).

» Das Configuration Management ermoglicht neue Rezepte zu erstellen oder
vorhandene Rezepte einzusehen und ihre Prozessvariablen zu modifizieren.
Ein Rezept beinhaltet dabei die einzelnen Fermentationsphasen eines

Prozesses und arbeitet diese nacheinander ab.

3.2 Messtechnik

Um optimale Bedingungen im Bioreaktor zu schaffen, sind prazise Kontrollen
wahrend des Prozesses wichtig. Online- und Inline-Messungen bieten die
Moglichkeit einer stetigen Prozessiberwachung und der schnellen Einflussnahme
auf das Prozessgeschehen. Dazu kénnen am Reaktor verschiedene Sonden
angebracht werden, um weitere Prozessdaten zu generieren. Die am Bioreaktor

Qplus installierte Messtechnik ist in der folgenden Tabelle 1 aufgelistet.

Tabelle 1: Auflistung der Online- und Inline-Messtechnik am Bioreaktor Qplus.

MessgroRe Parameter Sonde/Sensor Messbereich Hersteller

Jumo GmbH & Co.
Temperatur o Pt100 -50-150 C KG, Fulda,
Deutschland

EasyFerm Plus Hamilton Bonaduz

pH-Wert pH K8325 pH 0-14 AG, Bona_duz,
Schweiz
Sauerstoff- o 341000003/ 1 oob-40 Do Mettler Toledo,
partialdruck pL2 41887034 PP PP Columbus, USA
. optek-Danulat GmbH,
Turbiditat Sturb ASD19-N-EB-10 0-6 AU Essen, Deutschland
Sauerstoff- 0
molenbruch Xo2 BCP-02 1-50 % BlueSens gas sensor
GmbH,
Kohlenstoff- Xcoz BCP-CO2 0-25 % Herten Deutschland

dioxidmolenbruch

3.2.1 Kalibrierung der pH- und pO2-Sonde

Die Kalibrierung der Sonden findet vor jeder Kultivierung statt. Aufgenommene
Kalibrierdaten (Nullpunkt  und Steigung)  werden in  zugehdrigen

Kultivierungsdateien dokumentiert.
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pH-Sonde

Die potentiometrische pH-Sonde wird aullerhalb des Reaktors vor dem
Autoklavieren kalibriert. Dazu wird in der DCU das Menu Calibration aufgerufen und
eine Zweipunktkalibrierung bei Raumtemperatur, welche einem Thermometer zu
entnehmen ist, durchgefuhrt. Die Sonde wird in einem Stativ fixiert und die jeweilige
Pufferlosung auf einem Magnetrihrer positioniert. Im ersten Schritt der
Zweipunktkalibrierung wird die Sonde in eine Pufferlosung mit pH-Wert 7,0
getaucht, um den Nullpunkt zu bestimmen. Im zweiten Schritt wird eine Pufferlosung
mit einem pH-Wert von 4,0 verwendet, um die Steigung zu erfassen. Vor und nach
jedem Schritt wird die Sonde mit vollentmineralisiertem (VE) Wasser gespult. Die
Kalibrierung ist beendet, wenn fur beide Pufferlosungen ein stabiles Signal der

Sonde festgestellt werden konnte.
pO2-Sonde

Zur Bestimmung des Sauerstoffpartialdrucks wird eine polarographische Clark-
Elektrode eingesetzt. Vor der Kalibrierung wird die Sonde fur mindestens zwei
Stunden unter Kultivierungsbedingungen (30 °C, 400 min') in VE-Wasser
polarisiert. Die Zweipunktkalibrierung wird nach dem Autoklavieren im
Kulturmedium durchgefuhrt. Zur Nullpunktbestimmung wird der Bioreaktor zunachst
mit Stickstoff Fano = 100 % begast und anschliel3end die Steigung, mit Hilfe der
Begasung mit Druckluft Frair = 100 %, bestimmt.

3.2.2 Inline-Messung der optischen Zelldichte

Eine 1-Kanal-NIR-Absorptionssonde ermoglicht die Inline-Messung der Zelldichte.
Diese bietet gegenuber der Offline-OD-Messung den Vorteil, dass die Zelldichte
stetig aufgenommen und verfolgt werden kann. Die Funktionsweise beruht dabei
auf einer LED, welche Licht in der Wellenlange von 840 bis 910 nm in die Flussigkeit
emittiert, wahrend die Sonde die daraus resultierende Absorption misst. Als
Detektor dient eine Fotodiode aus Silizium, welche von der Fermentationsbruhe
durch ein Saphirglas hermetisch abgetrennt ist.

Eine Korrelation zwischen dem analog aufgezeichneten Tribungssignal S, und
der offline analysierten Zelldichte aus der Biotrockenmasse cy gt ermoglicht die

Bestimmung der Zellkonzentration cx,_y,, Wahrend des Prozesses. Hierbei werden
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die Daten der Trubung auf die Zeitachse der offline bestimmten Zelldichten zum
Zeitpunkt 't interpoliert und ein exponentieller Ansatz mit zwei

Korrelationsparametern k4 und k, zur Bestimmung gewahlt.

CxLurb(t) = Ky - (gk2 " Sun®) 1) (3.1)

Unter Anwendung eines least-squares-Algorithmus nach dem Simplex-Verfahren
(Nelder & Mead, 1965) mit der Software MATLAB® der Fa. The MathWorks GmbH,
USA kdénnen nun die Korrelationsparameter k; und k, bestimmt und die

Zellkonzentration cy v, berechnet werden.
3.2.3 Abgasanalytik und Gasphasenbilanzierung

Zur Online-Bestimmung der Sauerstoff- und Kohlenstoffdioxidmolenbriche (xgo
und Xco2) ist die Multifermenteranlage mit Abgassensoren der Fa. BlueSens gas
sensor GmbH, ausgestattet. Diese ermoglichen eine Online-Messung direkt im
Abgasstrom des Bioreaktors. Die Sensoren unterscheiden sich dabei in ihrer

Messmethodik.

Der Sensor zur Bestimmung des Sauerstoffmolenbruchs basiert auf einem
elektrochemischen Prinzip mit einer Sauerstoffpumpzelle. Dabei werden durch
Anlegen einer Spannung negativ geladene Sauerstoffionen O? von der Kathode zur
Anode gepumpt (siehe Abbildung 8).
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Abbildung 8:  Prinzip zur Bestimmung des Sauerstoffmolenbruchs. (Fricke, 2015)

Die Kathode wird daraufhin mit einer undurchlassigen Gasbarriere abgeschirmt,
wodurch sich beim Erhohen der Spannung ein Sattigungsstrom einstellen kann.
Dieser ist ein Mal} fur die in der Umgebung vorliegende Sauerstoffkonzentration.

Die folgende Abbildung 9 zeigt das Messprinzip des Kohlenstoffdioxidsensors,
welcher auf der Infrarotspektroskopie basiert. Im Sensorkopf befindet sich eine
Strahlungsquelle und ein Detektor. Die Strahlungsquelle strahlt dabei Licht in die
Messzelle ein, welches von den im Analytgas anwesenden CO2-Molekulen
absorbiert und dadurch abgeschwacht wird. Die Intensitat des Infrarotlichts kann
dann vom Detektor erfasst werden und ist damit ein Mal® fur die im Abgas
vorliegende Kohlenstoffdioxidkonzentration.
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Abbildung 9:  Prinzip zur Bestimmung des Kohlenstoffdioxidmolenbruchs. (Fricke, 2015)

Die Messzelle ist vom Sensorkopf durch ein Saphirglas abgedichtet, um direkten
Kontakt zwischen Analyten und Detektor zu verhindern. Ein Sterilfilter am Eingang
zur Messzelle dient dem Ruckhalt von Partikeln und dem Eindringen von Wasser.
Zur Vorbeugung von Kondensatbildung im Messadapter befindet sich neben dem
Detektor und der Strahlungsquelle auch eine Heizung im Sensorkopf.

Die Abgasanalytik ermoglicht die globale Gasphasenbilanzierung des
Fermentationsprozesses. So konnen die Prozesswerte, wie beispielsweise der
Respirationsquotient RQ oder die volumetrischen Ein- und Austragsraten Q,
bestimmt werden.
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Mit Hilfe der Abgasmolenbriche kann der Respirationsquotient,

Qco2(t) - Moy (3.2)

RQ() =
® Mcoz * Qo2(t)
_Xce® - [1 = X06.en®] —Xcen® - [1 = Xo6(1)]
Xogen® - [1=xca(®] Xoc® - [1 = Xcgen(t)]
mit
Q := volumetrische Gaseintragsrate der Komponente | [gL 'h 1]
M, := Molmasse der Komponente | [gmol "]
X := Ausgangsmolenbruch der Gaskomponente | [-]
Xgen = Eingangsmolenbruch der Gaskomponente | [-1,

bestimmt werden.

Die maximalen volumetrischen Eintragsraten fur Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid
leax:

_ Fac® - M, (3.3)
Qimax(® = VAEYAC)
mit
Frnc := Gesamtbegasungsrate unter Normbedingungen [Lh "]
M, := Molmasse der Komponente | [gmol "]
Vom := Molvolumen des Gases unter Normbedingungen [Lmol ']
Vi := Reaktionsvolumen [L],

geben an, wieviel Masse dem Organismus pro Volumen und Zeiteinheit zur

Verfugung steht.
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AnschlieBend konnen mit dem Respirationsquotienten RQ die volumetrische

Eintragsrate flr Sauerstoff Qg,

XOG,e n(t) XOG(t) (3-4)
1-[1-RQ)] - xoc®

rhOG,e n (t) rhOGaus (t)
Vi (®

QoM = = Qozmax(® -

sowie die volumetrische Austragsrate fur Kohlenstoffdioxid Q¢g»

Mcgaus()  Megen(®) (3.5)

Qco2(®) = v.®

Xcc()  Xcgen()
1-[1=RQ ()] - xce®

= QCOZmax (t) ’

mit

Migen := Eingangsmassenstrom der Komponente | in die Gasphase [gh

Migaus = Ausgangsmassenstrom der Komponente | aus der Gasphase [gh

berechnet werden.

]
]
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4 MATERIAL

Das folgende Kapitel umfasst alle relevanten Informationen zu den eingesetzten
Materialien und Geraten.

4.1 Organismus

In dieser Arbeit dient der Stamm Bacillus licheniformis DSM 13 mit der Deklarierung
ATCC 1458 als Modellorganismus. Der Organismus wurde von der Deutschen
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) des Leibnitz-Instituts

bezogen.

4.2 Chemikalien

Die Tabelle 2 zeigt alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien auf.

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien mit Hersteller, Artikelnummer und Charge.

Chemikalie Hersteller Artikelnummer Charge
Carl Roth GmbH + Co. KG,
Agar-Agar, Kobe | Karlsruhe, Deutschland 5210.3 152182069
Ameisensaure
ROTIPURAN® Cﬂ;ﬁ;ﬂ‘hgr‘gb;t;cﬁén’f’ 47243 168270127
>98 %, p.a., ACS ’
. Carl Roth GmbH + Co. KG,
Ammoniak 25 % Karlsruhe, Deutschland 5460.1 476251466
Merck KGaA, Darmstadt,
Anthron Deutschland 1.01468.0010 | K48580168 714
Citronensaure Carl Roth GmbH + Co. KG,
>99,5 %, p.a., ACS Karlsruhe, Deutschland X863.2 319285213
Carl Roth GmbH + Co. KG,
D-Mannose Karlsruhe, Deutschland 4220.1 178265356
D(+)-Glukose Carl Roth GmbH + Co. KG,
Monohydrat Karlsruhe, Deutschland 6887.5 449288914
di-Kaliumhydrogen-
Carl Roth GmbH + Co. KG,
phosphat Karlsruhe, Deutschland P749.2 290298676
>99 %, p.a., ACS
DL-Arabinose Carl Roth GmbH + Co. KG,
>99 % Karlsruhe, Deutschland 8954.1 148270153
Entschiumer Schill+Seilacher Struktol GmbH, 1673 02041;
schaume Hamburg, Deutschland KA00501
_ Carl Roth GmbH + Co. KG,
Essigsaure Karlsruhe, Deutschland 3738.5 403205399
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. Carl Roth GmbH + Co. KG,
Ethanol, vergallt Karlsruhe, Deutschland K928.4 429110479
Hefeextrakt Leiber GmbH, Bramsche,
Fermentation H Deutschland 100434 17005684
Hefeextrakt FMgo3 | ANGEL YEASTCﬁSé’LTD’ Yichang, FM803 201801310286
Lallemand Bio-Ingredients Inc.,
Hefeextrakt FNI 103 Montreal Kanada 33103-44-26 12906129
Hefeextrakt,
pulverisiert fiir die Carl Roth GmbH + Co. KG, 2363.2 446250133
. . Karlsruhe, Deutschland
Bakteriologie
Kaliumdihydrogen-
phosphat C?{Lﬁ;ﬂ‘hggb;t;cﬁén?’ 3904.1 027253659
>99 %, p.a., ACS ’
LB-Medium Carl Roth GmbH + Co. KG, X964.2 )
(Lennox) Karlsruhe, Deutschland ’
. . Carl Roth GmbH + Co. KG,
Natriumchlorid Karlsruhe, Deutschland 9265.1 486252534
ortho- Carl Roth GmbH + Co. KG,
Phosphorsaure Karlsruhe, Deutschland 6366.1 260290073
. Carl Roth GmbH + Co. KG,
Pepton aus Casein Karlsruhe, Deutschland 8986.1 337259477
. Carl Roth GmbH + Co. KG
0, ]
Schwefelsaure 96 % Karlsruhe, Deutschland 9316.2 134210532

4.3 Gerate

Die verwendeten Geratschaften dieser Arbeit sind in Tabelle 3 aufgelistet.

Tabelle 3: Verwendete Gerate mit Typ und Hersteller.

Gerate Typ Hersteller
Sartorius AG, Goéttingen,
Analysenwaage LA 230 S Deutschland
Hochleistungsflissigkeits- D-7000 Hitachi Merck KGaA, Darmstadt,
chromatographie Deutschland
. VWR International GmbH,
Magnetrihrer VS-C10 Darmstadt, Deutschland
REGLO Digital MS- Cole-Parmer GmbH, Wertheim,

Mehrkanal-Dosierpumpe

2/12 / 1ISM596D

Deutschland

Mehrkanal-

Kassettenpumpe mit

Planetenantrieb

IPC-N 8 / ISM936

Cole-Parmer GmbH, Wertheim,
Deutschland

Mikroplatten-Reader

INFINITE 200 PRO

Tecan Austria GmbH, Mannedorf,
Schweiz
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pH-Meter pH 211 Microprocessor Héo‘n’:lt’)\:_'lb‘ i\r;;:}r::;eerr\]t,s& ilgiﬂ;;réd
Schiittelinkubator Certomat BS-1 bbi-bioEeecStSszlr;la Berlin,
Sicherheitswerkbank HERAsafe Thermo FisS:LtithTgrtjgc Heraeus,
Spektralphotometer Ultrospec 3000 pro Amersham plc, Little Chalfont, GB
Standautoklav VX-150 Systegeiggméhijnden,
Trockenschrank ) Heraeus Hé)éiitr;gcﬁgtéﬂ Hanau,
Ultratiefkiihlschrank HFU B Series Fs'iﬂvev';f’é'ec'}iﬁfsfﬁ?ﬁrﬁ

4.4 Hefeextrakte

In dieser Arbeit wurden vier verschiedene Hefeextrakte unterschiedlicher Hersteller
verwendet. Dabei handelte es sich um Produkte von Angel Yeast Co., LTD,
Lallemand, Leiber GmbH und Carl Roth GmbH + Co. KG (siehe Tabelle 2).
Informationen uber die Inhaltsstoffe der Hefeextrakte, sofern diese vorhanden sind,
sind im Anhang unter A.2 einzusehen. Alle vier Hefeextrakte sind Produkte der

Backer-/Bierhefe Saccharomyces cerevisiae.

Fir diese Arbeit ist vor allem der Vergleich der vorhandenen Kohlenhydrate in den
jeweiligen Hefeextrakten von Bedeutung, da in den Versuchen keine weitere
Kohlenstoffquelle  zugefuttert wird. Fur die Hefeextrakte der Firma
Angel Yeast Co., LTD, der Carl Roth GmbH + Co. KG und Lallemand sind keine
Angaben Uber den Kohlenhydratgehalt vorhanden. Ausschlief3lich die Leiber GmbH
gibt einen Kohlenhydratgehalt (total) von 13,1 g / 100 g an. Davon sind 0,1 g/ 100 g

Zucker.

Die Hefeextrakte konnen auf Basis ihrer vorhandenen Aminosauren verglichen
werden, da auch diese als Energiequelle dem Organismus dienen konnen. Fur den

Hefeextrakt der Fa. Carl Roth liegen hierfur keine Daten vor.
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In Tabelle 4 sind die vorhandenen Aminosauren in den drei weiteren Hefeextrakten

gelistet.

Tabelle 4: Enthaltene Aminosauren in den verwendeten Hefeextrakten.

Hefeextrakt Aminosauren
Anael Ala, Arg, Asp, Cys, Glu, Gly, His, lle, Leu, Lys, Met, Phe, Pro,
nge Ser, Thr, Tyr, Val
. Ala, Arg, Asp, Cys, Glu, Gly, His, lle, Leu, Lys, Met, Phe, Pro,
Leiber / Lallemand Ser, Thr, Trp, Tyr, Val

Der Hefeextrakt der Fa. Angel unterscheidet sich von den anderen beiden
(Lallemand und Leiber) durch das Fehlen der Aminosaure Tryptophan. Die
vorliegende Form der Aminosauren (frei bzw. gebunden) sowie deren Menge ist in

den Datenblatter der Hefeextrakte im Anhang unter A.2 aufgelistet.
Aullerdem enthalten die Hefeextrakte diverse Vitamine und Mineralstoffe.

Der Organismus B. licheniformis ist aufgrund seines Metabolismus fahig,
Tryptophan zu synthetisieren. Aullerdem ist es ihm moglich, alle fur sich
essentiellen Aminosauren herzustellen, sowie einige als Kohlenstoffquelle zu
nutzen. (Schwarzer, 2010; Voigt et al., 2015)

4.5 Zusammensetzung 10x Phosphatpuffer

Fur die Vorversuche wird eine zehnfachkonzentrierte Phosphatpuffer-Stocklosung
(Tabelle 5) als Puffersystem genutzt. Diese setzt sich aus di-
Kaliumhydrogenphosphat und Kaliumdihydrogenphosphat zusammen und wurde
mit 25 %iger Ammoniaklosung auf einen pH-Wert von 7,0 eingestellt.

Tabelle 5: Zusammensetzung des 10x Phosphatpuffers.

Komponente c[gL"]
Ammoniumchlorid NH4CI 50
di-Kaliumhydrogenphosphat K2HPO4 53
Kaliumdihydrogenphosphat KH2PO4 133
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5 METHODEN

Das folgende Kapitel umfasst die Methoden, welche fur die vorliegende Arbeit
relevant sind. Zunachst wird auf die Herstellung einer Working-Zellbank und die
Vorversuche eingegangen. Diese dienten als Vorbereitung fur die Hauptversuche
und um erste Informationen zu sammeln. Die nachstehende Abbildung 10 zeigt eine
schematische Darstellung des Vorgehens von der Working-Zellbank Uber die
Vorkulturen bis hin zu den Hauptversuchsreihen.

1 Working Cell Bank
b n 2 mL cryo tubes

Pre-culture
n 300 mL baff ed f asks

Main culture
n 1L b oreactor

M M M
- li [ v ' - :7 [ v ' - li [ v '
Test series 1 Test series 2 Test series 3
* 1 pO, probe * 2p0O, probe * 2 p0, probe
« 3xCDW + 5x CDW « 5xCDW
*« < 5L Feed /Harvest * <5L Feed /Harvest * < 30L Feed /Harvest
conta ner conta ner conta ner

Abbildung 10: Ubersicht des generellen Vorgehens fiir die Fermentationen in Form eines

Flussdiagramms.
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5.1 Working-Zellbank

Die Working-Zellbank (WCB) diente zum Animpfen der Vorkulturen. Die Herstellung
einer WCB erfolgte Uber das Ansetzen einer Vorkultur mit einer Master-Zellbank
des Stammes B. licheniformis DSM 13. Dazu wurden 100 mL eines komplexen
Mediums (12,5 gL ' Hefeextrakt + 20 gL ' Glukose + 10x Phosphatpuffer) mit 50 uL
der Kryokultur angeimpft und bei 30 °C und 160 Umdrehungen pro Minute
(revolutions per minute; rom) im Schuttelinkubator Uber Nacht kultiviert. Die
Medienbestandteile und bendtigten GefalRe wurden separat autoklaviert und
anschliellend unter laminarem Luftstrom in einer Sicherheitswerkbank gemischt.
15 mL der Zellsuspension wurden in ein steriles 50 mL Reaktionsgefal® uberfuhrt,
mit 15 mL 50 %igem Glycerin versetzt und mit Hilfe eines Reagenzglasschuttlers
kurz gemischt. Die Aliquotierung erfolgte zu je 1 mL in sterile Kryorohrchen, welche
entsprechend beschriftet und bei - 80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert
wurden. Die Working-Zellbank wurde zur Kontrolle auf Kontamination
mikroskopisch untersucht und auf Agarplatten mit lysogeny broth (LB)-Medium

ausgestrichen.

Fir den Ausstrich auf den Agarplatten wurden zunachst 20 g LB-Medium der
Fa. Roth in 1 L VE-Wasser gelost. Die Formulierung des LB-Mediums nach Lennox
beinhaltet 5 gL' Natriumchlorid, 5 gL' Hefeextrakt und 10 gL' Trypton. Dazu
wurde Agar-Agar entsprechend hinzugefugt, um eine 1,5 %ige Agar-LOosung zu
erhalten. Fur einen weiteren Ansatz wurde LB-Medium aus den Einzelkomponenten
angesetzt und mit 5 gL ' Hefeextrakt der Fa. Lallemand supplementiert. Der pH-
Wert wurde mit Hilfe einer 3 M Natronlauge auf einen pH-Wert von 7,0 eingestellt.
Die Losung wurde autoklaviert und anschlieRend auf ca. 50 °C abgekuhlt und unter
laminarem Luftstrom in einer Sicherheitswerkbank in Petrischalen gegossen. Die
Platten wurden bei Raumtemperatur abgekuhlt und nach Erstarren des Mediums
konnte der Ausstrich der Working-Zellbank mit Hilfe einer sterilen Impfose erfolgen.
AnschlieRend wurden die Platten bei 30 °C im Warmeschrank fur mehrere Tage
inkubiert.

Zur Kontrolle wurden 10 pyL der Working-Zellbank auf einen Objekttrager pipettiert
und mikroskopisch bei 400-facher Vergrofderung untersucht.

41



Masterthesis Methoden

5.2 Vorversuche

Um erste Erkenntnisse Uber die Hefeextrakte zu gewinnen, wurden Vorversuche in
Schikanekolben durchgefuhrt. Diese dienten der Datengenerierung und

Konzeptionierung der Hauptversuche.

Um die wachstumsfordernde Leistung der verschiedenen Hefeextrakte vergleichen
zu koénnen, wurden Vorversuche in 300 mL Schuttelkolben durchgefuhrt. Zum einen
wurden Ansatze mit 20 gL' Glukose und jeweils einem Hefeextrakt in den
Konzentrationen 5gL", 7,5gL", 10gL", 12,5gL" und 15 gL " vorbereitet. Zum
anderen gab es Anséatze mit ausschlieBlich 10 gL ' Hefeextrakt als Nahrmedium.

Die Medienbestanteile wurden getrennt autoklaviert und anschliefend in
entsprechender Konzentration gemischt. Als Puffersystem diente ein
10x Phosphatpuffer mit pH7 (Tabelle5), von dem jeweils 2,5mL den
Kultivierungsansatzen hinzugegeben wurde. Das Volumen in den Schuttelkolben
fur die Vorversuche betrug 100 mL. Es wurde mit 50 pyL der Working-Zellbank des
B. licheniformis DSM 13  Wildtyps inokuliert. Die WCB wurde dazu bei
Raumtemperatur aufgetaut und nach Gebrauch verworfen. Die Ansatze wurden
anschlieBend bei 30 °C und 160 min ' in einem Schiittelinkubator fiir bis zu drei
Tagen inkubiert.

Bei jeder Probennahme wurde 1 mL der Bakteriensuspension steril unter laminarem
Luftstrom in einer Sicherheitswerkbank aus den Schikanekolben entnommen und

die Zellkonzentration, wie unter 5.6.2 beschrieben, bestimmt.

5.3 Kalibrierung der Zufiitterpumpe

Zur Einstellung der Verdunnungsraten im kontinuierlichen Prozess war es
notwendig, die Zufatterpumpen (ISM936 und ISM596D) zu kalibrieren. Dazu
wurden Schlauche (PharMed BPT, Cole-Parmer GmbH) mit verschiedenen
Innendurchmessern (1,30 mm, 2,06 mm und 2,76 mm) in der jeweiligen
Mehrkanalpumpe getestet. Alle getesteten Schlauche haben eine Wandstarke von
0,85 mm und eine Lange von 400 mm.

Fir die Kalibrierung der Pumpen wurde ein Becherglas mit VE-Wasser gefullt. Ein
weiteres, leeres Becherglas wurde auf einer Waage positioniert und die Waage

tariert. Der zu testende Schlauch wurde in die Pumpe eingelegt und vollstandig mit
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VE-Wasser befullt, indem manuell VE-Wasser gepumpt wurde. Die
Drehzahleinstellung wurde zunachst auf 100 % eingestellt. Die Pumpe wurde
gestartet und das Waagensignal nach 5 Minuten notiert. AnschlieRend wurden die
Drehzahleinstellungen 75 %, 50 %, 25 % und 10 % eingestellt, fur 5 Minuten
gepumpt und jeweils die geforderte Masse notiert. Dies ermdglichte die Bestimmung
der Flussrate [Lh '] und der Verdlinnungsrate [h '] (siehe GI.(2.13)).

54 Fermentation an der Multifermenteranlage

Die Hauptversuche kdnnen in drei Versuchsreihen gegliedert werden. Im Folgenden
wird auf den grundsatzlichen Aufbau der Anlage, die generellen
Kultivierungsbedingungen und den allgemeinen Ablauf der Fermentationen naher
eingegangen. Anderungen in der Anlagenperipherie und der Probenanalytik in den
jeweiligen Versuchsreihen werden anschlieRend entsprechend erlautert.

5.4.1  Aufbau der Qplus-Anlage fur den kontinuierlichen Betrieb

Die Hauptversuche fanden an der BIOSTAT® Qplus-Multifermenteranlage statt. Der
generelle Aufbau dieser Anlage wurde bereits im Kapitel 3 erklart. Fur den
kontinuierlichen Betrieb wurden von jeder Versorgungseinheit zwei der drei
Bioreaktoren entfernt und mit den notwendigen Elementen (Zulaufreservoir,

Pumpsystem, Erntegefal’) fur den kontinuierlichen Prozess ausgestattet.

Der grundsatzliche Anlagenaufbau fur die Hauptversuche ist in der nachfolgenden
Abbildung 11 gezeigt.
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Position 1 Position 2 Position 3 Position 4 Position 5

Abbildung 11: Anlagenaufbau der Qplus-Anlage fiir den kontinuierlichen Betrieb. Die
Titrationsmittel zur pH-Wert-Regulierung sind auf Position 1 positioniert. Auf
Position 2 befindet sich das Zulaufreservoir. Das Pumpsystem befindet sich auf

Position 3. Position 4 und 5 belegen der Bioreaktor Qplus 1 L und das Erntegefal.

Fur den kontinuierlichen Prozess wurden als Titrationsmittel zur Korrektur des pH-
Wertes 1,5 molare Phosphorsaure (T1) und 12,5 %ige Ammoniaklosung (T2)
eingesetzt. Fur die Massenbilanz und zur Bestimmung der volumetrischen
Verbrauchsrate an Korrekturmitteln Qr1, Qr2 [gL 'h '] wurden diese auf Waagen
positioniert und deren Signale uber MFCS/win aufgezeichnet.

Das Zulaufreservoir wurde auf einer Waage und einem Magnetrihrer positioniert.
Der Magnetruhrer dient dabei zur kontinuierlichen Durchmischung des
Zulaufreservoirs und sorgt somit fur eine homogene Zusammensetzung, um das
Absetzen von Schwebstoffen, welche sich im Hefeextrakt befinden kdnnen,

vorzubeugen.

Die Forderung des Zulaufs und der Abtransport von Zellsuspension wurde uber ein
Pumpsystem realisiert. Dabei kam entweder eine Mehrkanal-Kassettenpumpe mit
Planetenantrieb (IPC-N 8 /1SM936) oder Mehrkanal-Dosierpumpen (REGLO
Digital MS-2/12 / ISM596D) der Firma Cole-Parmer GmbH zum Einsatz (Position 3
in Abbildung 11).
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Der Bioreaktor verfugt uber einen Edelstahlring mit vier Sterilkupplungen, welche
zum Teil mit einem Tauchrohr versehen sind. Dort sind die Korrekturmittel (Saure,
Base, Antischaum) sowie das Zulaufreservoir angeschlossen (Abb. A. 1). Dabei ist
zu beachten, dass das Zulaufreservoir gegenuberliegend vom Steigrohr fur die
Ernte liegt. Dies beugt dem direkten Abtransport von frischem Nahrmedium uber
das Ernte-Steigrohr vor. Das Antischaummittel wird an einem Sterilport ohne
Tauchrohr angeschlossen, damit dieses direkt an der Oberflache auftretenden
Schaum zerstoren kann. Eine Fullstandssonde ist fur das Auslosen der

Antischaummittelpumpe am Deckel des Bioreaktors angebracht.

Die Temperatur wird mit Hilfe einer Temperatursonde Uber den Glasdoppelmantel

geregelt.

Zur Vorbeugung wurden ab Versuchsreihe 2 (siehe 5.5), zwei pO2-Sonden
angebracht, um im Falle eines Ausfalls einer Sonde die Anschlisse wechseln und

weiterhin ein funktionierendes Signal aufzeichnen zu konnen.

Des Weiteren ist eine Turbiditats- und pH-Sonde (siehe 3.2 Messtechnik) sowie ein
Abgaskuhler am Deckel des Bioreaktors montiert. Die Begasung mit Druckluft
erfolgt Gber einen PTFE-Luftfilter (Sartorius Midisart® 2000).

Das Rihrwerk besteht aus einem abnehmbaren Motor und einer Rihrwelle mit zwei

Sechsblattscheibenrihrern.

Fir die Probennahmen sind zwei Probennahmegefalle vorhanden. Ein
Probennahmegefal® ist fur die Batch-Phase und uUber ein Steigrohr am
Reaktordeckel befestigt. Das zweite Probennahmegefal® ist uber ein Y-
Schlauchverbinder an den Ernteschlauch angeschlossen, um moglichst wenig
Volumen wahrend des kontinuierlichen Prozesses bei der Probennahme zu

verlieren.

Das Erntegefaly besitzt eine STT-Schnellkupplung, welche den Anschluss eines
zweiten Gefalles ermdglicht, um das erste, welches direkt mit dem Bioreaktor

verbunden ist, zu leeren oder um ein frisches Erntegefald anzuschlieen.
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5.4.2 Vorbereitung des Inokulums

Das Inokulum des Bioreaktors wurde in zwei 300 mL Schikanekolben mit je 100 mL
Nahrmedium angesetzt. Das Nahrmedium bestand aus 10 gL' des jeweiligen
Hefeextraktes, 20 gL' Glukose sowie 2,5 mL 10x Phosphatpuffer pH 7. Die
bendtigten Materialien wurden separat autoklaviert (121 °C, 20 Minuten, 2 bar) und

die Vorkulturen wurden steril mit 50 yL der B. licheniformis-Kryokultur angeimpft.

Die Vorkulturen wurden am Tag vor der Inokulation (ca. 16 h vor Inokulation)
angesetzt, um die Zellen moglichst in der exponentiellen Phase in den Reaktor
Uberfuhren zu kdnnen. Die Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 30 °C und 160 rpm
im Schuttelinkubator.

5.4.3 Vorbereitung des Bioreaktors

Nachdem in den Vorversuchen die verschiedenen Hefeextrakte getestet wurden,
konnte aufgrund dieser Ergebnisse eine Hefeextraktkonzentration fur den
kontinuierlichen Prozess  ausgewahlt  werden. Diese  wurde als

Zulaufreservoirkonzentration cgor, festgelegt und betrug 10 gL .

Das Zulaufreservoir wurde mit 10 gL ' Hefeextrakt vorbereitet und anschlieRend
autoklaviert. Die Harvest-Gefalke wurden im Inneren angefeuchtet und leer

autoklaviert.

Der Bioreaktor wurde zum Tarieren der Waage vor dem Autoklavieren vollstandig
an die Anlage angeschlossen, so dass alle Schlauche, Verbindungen und Sonden
sowie der Motor befestigt und eingebaut wurden. Der Doppelmantel wurde
vollstandig befullt und das Waagensignal des Bioreaktors wurde tariert. Der
Bioreaktor wurde vor dem Autoklavieren mit 500 mL Hefeextrakt mit einer
Konzentration von 15 gL " befiillt, um nach Zufligen von Glukose und Inokulum eine
Endkonzentration von 10 gL' bei einem Reaktionsvolumen V| von 0,75L zu
erreichen. In eine separate Schottflasche wurden 15 g Glukose eingewogen und mit
100 mL VE-Wasser aufgeflillt. Zur Sicherstellung einer sterilen Uberfihrung der
Glukose in den Bioreaktor nach dem Autoklavieren wurde die Schottflasche mit
einer Sterilkupplung versehen. Eine weitere Schottflasche mit Sterilkupplung wurde
leer autoklaviert und diente zur Uberfiinrung des Inokulums in den Bioreaktor.
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Die pH-Sonde wurde aullerhalb des Bioreaktors, wie unter 3.2.1 beschrieben,
kalibriert und vor dem Autoklavieren wieder in den Bioreaktor eingebaut.

Vor der Kultivierung wurde kontrolliert, ob ausreichend Korrekturmittel (Base, Saure,
Antischaummittel) vorhanden sind und wenn notig, neu angesetzt. Alle
Korrekturmittel verfugten Uber eine Sterilkupplung. Saure und Antischaummittel
wurden, anders als die Base wegen ihrer Fluchtigkeit, bei jeder Kultivierung erneut
autoklaviert.

Fir das Autoklavieren des Bioreaktors wurden die Schlauchklemmen der
Probennahmegefalle geodffnet und alle Filter, elektrischen Anschlisse und die
Ruhrwelle mit Alufolie versehen, um Schaden durch Kondensat zu vermeiden. Der
Doppelmantel wurde vor dem Autoklavieren geleert, die Schlauche des
Doppelmantels wurden entfernt und mit Schutzkappen aus Gummi versehen, um
das Glasgewinde nicht zu beschadigen. Alle Sterilkupplungen wurden mit einem
durchlassigen Gegenstuck versehen und der Abgasfilter fur den Druckausgleich
geoffnet. Das Rohr des Pt100 der Kempe Sonde wurde mit VE-Wasser gefullt und
die Temperatursonde des Autoklaven eingefuhrt. Alle Schlauche wurden vor und
nach dem Autoklavieren auf Unversehrtheit kontrolliert, um die
Kontaminationsgefahr zu minimieren. Nach dem Autoklavieren wurden alle
Sterilkupplungen unverzuglich mit undurchlassigen Gegenstucken bestluckt, sowie
der Abluftfilter geschlossen. Ebenso wurden alle Schlauchklemmen geschlossen.

Im ersten Schritt wurde die separat autoklavierte Glukose uber eine Sterilkupplung
angeschlossen und die Ventilbricke fur 10 Minuten mit Heilldampf sterilisiert.
Parallel wurden die Korrekturmittel angeschlossen und ebenfalls dampfsterilisiert.
Anschlieend konnte die Glukose in den Bioreaktor Uberfuhrt werden und die pO»-
Sonden konnten wie unter 3.2.1 beschrieben, kalibriert werden. Die Schlauche der
Korrekturmittel wurden manuell vorgepumpt und die Schalter der Pumpen
anschlielend auf ,auto” gestellt. Die Schaumregelung des Reaktors wurde an der
DCU im Menu ,Main® unter ,FOAM® auf ,auto“ gesetzt.

Der Doppelmantel des Bioreaktors wurde Uber die Versorgungseinheit per Schalter
manuell mit Wasser befullt.
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544 Inokulation

Vor der Inokulation wurden die Kultivierungsbedingungen im Bioreaktor manuell
Uber das Prozessleitsystem MFCS/win eingestellt. Der Bioreaktor wurde auf 30 °C
temperiert und der pH-Wert auf pH 7 eingestellt. Zur Durchmischung wurde der
Rihrer zunachst auf 400 min' gestellt. Es wurde eine Probe des Mediums
genommen, bevor die Inokulation stattfand.

Die Vorkulturen wurden aus dem Schattelinkubator entnommen und steril unter
einer Sicherheitswerkbank in einem der beiden Schikanekolben gemischt.
AnschlieRend wurden 150 mL der Vorkultur in einem autoklavierten Messzylinder
abgemessen und in die leere Schottflasche mit Sterilkupplung Uberfihrt. Das
Inokulum wurde an den Bioreaktor angeschlossen und die Ventilbricke flr
10 Minuten mit Heilddampf sterilisiert. Im Prozessleitsystem MFCS/win wurde das
entsprechende Rezept (siehe nachfolgender Abschnitt) fur die Kultivierung gestartet
und das Inokulum in den Bioreaktor gepumpt. Unverzlglich wurde eine Probe des

frisch angeimpften Mediums genommen.

Der genaue Probennahmevorgang und die weitere Verarbeitung der
Fermentationsproben werden im nachfolgenden Abschnitt 5.6 Offline-Analytik
beschrieben.

5.4.5 Fermentationsrezept MFCS/win

Fir den Batch und die kontinuierlichen Fermentationen wurde ein gemeinsames
Rezept im Configuration Management des Prozessleitsystems MFCS/win erstellt.
Dieses Rezept basiert auf einem bereits vorhandenen Rezept eines Fed-Batch-
Prozesses, welches entsprechend fur den kontinuierlichen Prozess erganzt wurde.

Im Nachfolgenden wird genauer auf die Funktionen des Rezepts eingegangen.

Die vier Hauptphasen (siehe Abbildung 12) gliedern sich in die Initialisierung (1), die
Batch-Phase (2), die kontinuierliche Phase (3) und das Ende (4).
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(1)

Initialisation
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(2)
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Abbildung 12: Schematische Darstellung des Ablaufs des automatisierten

Kultivierungsprozesses.

Die Initialisierungsphase dient dazu, den Reaktor flr den Prozess vorzubereiten, so
dass die Inokulation stattfinden kann. Die nachstehende Tabelle 6 zeigt die fur den

Prozess gesetzten Sollwerte der Prozessparameter.

Tabelle 6: Sollwerte der Prozessparameter und -variablen in der Initialisierungsphase.

Prozessparameter/-variable Sollwert
pH 7,0
pO:2 30 %
Frar 90 Lh™
o 30 C
Nst 400 min™

Auf die Initialisierungsphase folgt mit der Inokulation die Batch-Phase. Die Sollwerte
bleiben hier unverandert. Die pO2-Regelung wird gestartet. Sofern der pO2-Wert
Uber dem Sollwert liegt, dreht der Rihrer auf seiner Minimaldrehzahl (400 min ).

Der Ruhrer befindet sich in einer Kaskadenregelung mit dem pO2-Regler. Dies
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bedeutet, dass die Ruhrerdrehzahl bei Bedarf ansteigt, um den pO2-Wert auf 30 %
halten zu kdnnen (pO2/Drehzahl-Regelung).

Die Batch-Phase (2) soll beendet werden, wenn eine stationare Phase im
Zellwachstum ersichtlich wird oder ein Peak im Sauerstoffpartialdruck und des pH-
Wertes auftritt. Der Phasenubergang von der Batch- zur kontinuierlichen Phase (3)
wird manuell bestatigt. Die Zufutterpumpe wird aktiviert und kann manuell Gber den
Operator Service auf die gewunschte Drehzahl eingestellt werden. Die
kontinuierliche Phase wird so lange fortgefuhrt, bis sie vom Nutzer manuell beendet
wird. Anschlielend wird die Phase (4) Ende eingeleitet. In dieser Phase werden alle
Prozessparameter und -variablen, sowie Regler auf Null gesetzt. Zur Beendigung
der Kaskadenregelung muss zunachst der pO2-Regler beendet werden, bevor der

Ruhrer auf Null gesetzt werden kann. Der Prozess ist somit beendet.

Das komplette Rezept ist im Anhang unter A.3 einzusehen.
5.4.6 Batch-Phase

In der Batch-Phase wurden zu Beginn und Ende des Batches Proben genommen.
Das Ende der Batch-Phase ist erreicht, sobald oben genannte Kriterien eingetreten
sind. Je nach Versuchsreihe wurden auch wahrend der Batch-Phase Proben fur die
Zellkonzentrationsbestimmung genommen. Die Verarbeitung der Proben wird im
Kapitel 5.6 Offline-Analytik erlautert. Die Kultivierungsbedingungen sind dem

vorangegangenen Abschnitt zu entnehmen.
5.4.7 Chemostat-Phase

Beim Ubergang von Batch- zu kontinuierlicher Phase ist zumeist noch Glukose
vorhanden, welche nicht verstoffwechselt wurde. Daher wurde mindestens eine
Verweilzeit abgewartet, bis das komplette Reaktionsvolumen ausgetauscht war, so
dass sichergestellt werden konnte, dass die komplette Glukose verbraucht bzw.
ausgewaschen wurde. Nach Ablauf dieser ,Ubergangsphase“ wird der Start der
kontinuierlichen Phase definiert.

Die Einstellung der Verdunnungsrate erfolgte uber die manuelle Einstellung der
Drehzahleinstellung der Zufutterpumpe. Es wurde mit niedrigen Verdlinnungsraten
begonnen und nach Einstellung eines Gleichgewichts die Verdinnungsrate erhoht.
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Das Gleichgewicht wurde erreicht, wenn ein (moglichst) stationares Signal der
Turbiditat festgestellt werden konnte. Nach Eintritt des Gleichgewichts erfolgte die
Probennahme nach 0 min, 30 min und 60 min. Diese Proben stehen stellvertretend
fur die jeweilige Verduinnungsrate und werden im Folgenden als

,Gleichgewichtsproben® bezeichnet.

Zum Teil wurden auch Proben genommen, bevor sich ein Gleichgewicht eingestellt
hatte, um beispielsweise die Zellkonzentration zu prufen. Diese Proben wurden im
Folgenden aber weitestgehend vernachlassigt. Die weitere Behandlung der Proben
wird unter 5.6 erlautert.

Der Prozess wurde beendet, sobald ausreichend Daten aufgenommen wurden.

5.5 Versuchsreihen

Im Rahmen dieser Masterarbeit wurden mehrere Experimente durchgefuhrt, welche
sich in verschiedene Versuchsreihen gliedern lassen. Die Versuchsreihen
definieren sich Uber gewisse Prozesseigenschaften, die im Folgenden
entsprechend erlautert werden. Veranderungen in den jeweiligen Versuchsreihen
beruhen auf Erkenntnissen und Informationen aus den vorangegangenen
Experimenten und dienten der Optimierung des Prozesses. Auf die jeweiligen

Optimierungsmalinahmen wird im nachsten Abschnitt eingegangen.

Die Bezeichnung der durchgefuhrten Fermentationen ist wie folgt:

K = kontinuierliche Fermentation
1,2, ... = Nummer des Prozesses
L,LM = Hefeextrakt Leiber (L), Lallemand (LM)

Beispiel: die zweite kontinuierliche Fermentation des Hefeextraktes der Firma
Leiber wird als K2L bezeichnet.

551 Versuchsreihe 1

Der Versuchsreihe 1 werden die Fermentationen K1L und K2L zugeordnet. Die
Fermentation K1L wird im Folgenden nicht weiter berucksichtigt, da sie
ausschlieflich als Testlauf der Anlage diente.
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In der Versuchsreihe 1 wurde nur eine pO2-Sonde verwendet, die Deckelbelegung
war ansonsten wie in Abb. A. 1 dargestellt. Der freie Deckelport war mit einem
Blindstutzen verschlossen. Die Zu- und AblaufgefaRe umfassten ein Volumen von

bis zu 5 Litern.

Proben wurden zu Beginn und Ende der Batch-Phase genommen, sowie wahrend
der kontinuierlichen Phase und im Gleichgewicht. Es erfolgte eine
Dreifachbestimmung der Biotrockenmasse und eine Doppelbestimmung der
optischen Dichte bei 600 nm. Neben der Zellkonzentrationsbestimmung erfolgten
vier Offline-Analysemethoden zur Ermittlung der Substratkonzentration. Neben der
chromatographischen Analyse (siehe 5.6.3) wurden eine Fluoreszenzanalyse, eine
Gesamtkohlenhydratanalyse sowie eine Analyse freier Aminostickstoffe
durchgefuhrt.

Die Fluoreszenzanalyse wurde in einem Mikroplatten-Reader (INFINITE 200 PRO)
der Firma Tecan Austria GmbH durchgefuhrt. Gesamtkohlenhydrat- und
Aminostickstoffanalyse erfolgten in einer Einmalkuvette mit Hilfe eines
Photometers. Wahrend die Fluoreszenzanalyse auf der Eigenfluoreszenz des
Hefeextraktes basiert, sind sowohl die Gesamtkohlenhydrat- als auch die
Aminostickstoffanalyse kolorimetrische Analysen, welche auf Farbreaktionen
basieren. Die verschiedenen Analysemethoden waren notwendig, um zunachst
ermitteln zu kdnnen, welche Methode zielfUhrende Ergebnisse liefert. Im Folgenden

wird nicht weiter auf diese Analysemethoden eingegangen.
5.5.2 Versuchsreihe 2

Der zweiten Versuchsreihe konnen die Fermentationen K3L und K1LM zugeordnet
werden. Die Fermentation K3L musste aufgrund erhohter Mengen an

Antischaummittel abgebrochen werden und wird daher nicht weiter betrachtet.

Eine Optimierungsmalnahme im Vergleich zur Versuchsreihe 1 war die Anbringung
einer zweiten pO2-Sonde, wie der Deckelbelegung in Abb. A. 1 zu entnehmen ist.
Des Weiteren wurden Funffachbestimmungen der Zellbiotrockenmasse (BTM)
durchgefiinrt. So stand ausreichend Uberstand zur Analyse der
Fermentationsproben zur Verfugung.
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55.3 Versuchsreihe 3

Die Versuchsreihe 3 beinhaltet die Fermentationen K4L und K2LM. Im Vergleich zu
den vorherigen Versuchsreihen wurden fur diese Fermentationen zusatzlich
grolBere Zu- und AblaufgefalRe verwendet. Die Zulaufgefalle umfassten ein
Fidllvolumen von 20L und ermoglichten Fermentationen mit hoheren
Verdunnungsraten, so dass ausreichend Zulaufreservoir uber Nacht zur Verfugung
stand. Fur den Ablauf wurde ein 30 L Edelstahlbehalter genutzt und auf dem Boden
vor der Anlage positioniert. Aufgrund des hohen Gewichtes des Edelstahlbehalters,
konnte in diesen Fermentationen kein Waagensignal fur den Ablauf aufgezeichnet

werden.

Es wurde ebenfalls eine Funffachbestimmung der Zellbiotrockenmasse und eine

Doppelbestimmung der optischen Dichte durchgefuhrt.

Die Tabelle 7 fasst die Eigenschaften der jeweiligen Versuchsreihen zusammen.

Tabelle 7: Ubersicht der Eigenschaften in den Versuchsreihen.

Anzahl Volumen Zu- o Anzahl
Fermentation Ve::iuhcehs- PBTM' Ablattll?geféli sPyusrtT:a‘:n Schlauch Sgr?(;;n
roben L] [mm]

K1L 1 3 <5 IPC-N 8 1,30 1
K2L 1 3 <5 IPC-N 8 1,30 1
K3L 2 5 <5 IPC-N 8 2,06 2
K4L 3 5 <30 ISM596D 1,30 2
K1LM 2 5 <5 IPC-N 8 2,06 2
K2LM 3 5 <30 ISM596D 1,30 2

Die Tabelle 7 zeigt alle durchgefuhrten kontinuierlichen Fermentationen auf. Weil}
hinterlegte Fermentationen wurden fur die weitere Auswertung nicht weiter
bertcksichtigt. Grau hinterlegte Fermentationen werden im Folgenden genauer
betrachtet.

Die folgende Tabelle 8 zeigt eine Ubersicht der durchgefiihrten Fermentationen
sowie die jeweiligen Sollwerte der Verdinnungsraten Dy und deren Dauer im

Kultivierungsprozess auf.
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Tabelle 8: Ubersicht der Fermentationen und der Sollwerte der Verdiinnungsraten sowie

deren Dauer.

Fermentation

Sollwert der jeweiligen

Verdiinnungsrate D;,, [h]

Dauer der Verdiinnungsrate

[h]

D+ 0,070 120,1
D2 0,080 73,95
Ds 0,090 95,95
KoL Da4 0,100 71,82
Ds 0,110 71,74
Ds 0,120 67,43
D7 0,135 23,98
Ds 0,150 23,92
D+ 0,250 22,06
D2 0,300 45,45
Ds 0,350 26,85
Da4 0,400 44,91
K4L Ds 0,450 29,16
Ds 0,525 20,79
D7 0,600 23,43
Ds 0,702 23,06
Do 0,972 24,9
D+ 0,100 48,17
D2 0,130 90,52
KALM Ds 0,150 53,20
Da4 0,170 112,3
Ds 0,200 29,30
Ds 0,300 19,50
D+ 0,400 17,97
D2 0,475 25,66
Ds 0,575 21,69
K2LM Da4 0,650 28,64
Ds 0,700 22,03
Ds 0,812 22,62
D7 0,934 7,781
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5.6 Offline-Analytik

Wahrend der Fermentation wurden Proben fur die Offline-Analytik genommen. Die
Methoden der Offline-Analytik werden im Folgenden erlautert.

56.1 Probennahme

Die Probennahme erfolgte Uber ein Probennahmegefal3e (sample tube), welches
mit zwei Schlauchen und Schlauchklemmen versehen ist. Ein Schlauch ist dabei mit
dem Reaktor verbunden, wahrend der andere vom Probennahmegefal® zu einem
50 mL Sammelgefald (collection vessel) fuhrt. Ein weiterer Schlauch ist mit einem
Filter versehen, auf dem eine Spritze montiert werden kann (siehe Abbildung 13).

syringe

s PTFE-filter

pipe clip pore s ze: 0.2 ym
open pipe clip

‘ 4 cosed

4

bioreactor
collection vessel
50 mL sample tube

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Probennahme. Die Darstellung zeigt den
Zustand der Probennahme, wenn die Probe vom Probennahmegefall in das
Sammelgefal® gepumpt wird. Dabei ist die Schlauchklemme zwischen Bioreaktor
und Probennahmegefal® geschlossen, wahrend die Schlauchklemme vom

Probennahmegefall zum Sammelgefald gedffnet ist.

Im  Normalzustand, d.h. wahrend des Prozessbetriebs, sind beide
Schlauchklemmen geschlossen. Zur Probenahme wird eine Spritze auf dem Filter
angebracht und die Schlauchklemme zwischen Bioreaktor und Probennahmegefal}
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geoffnet. Durch das Aufziehen der Spritze entsteht ein Unterdruck im
Probennahmegefall, wodurch die Bakteriensuspension aus dem Reaktor in das
Probennahmegefall Uberfuhrt werden kann. Um die Bakteriensuspension vom
Probennahmegefal} in das Sammelgefal® zu uberfuhren, wird die Schlauchklemme
zum Bioreaktor geschlossen und die Schlauchklemme zum Sammelgefal geoffnet.
Die Luft in der Spritze wird nun Uber den sterilen Filter zurick in das
Probennamegefald gedriuckt, wodurch die Probe in das Sammelgefal} tberfuhrt
wird. Das erste Aliquot einer jeden Probennahme von ca. 5 mL wird in einem 50 mL
Sammelgefall aufgefangen und verworfen, da es ausschlieBlich dazu dient
Ruckstande aus dem Probennahmeschlauch zu entfernen. Das zweite Aliquot von
ca.5bis 10 mL dient der Bestimmung der optischen Dichte und der

Biotrockenmasse.
5.6.2 Offline-Bestimmung der Zellkonzentration

Die Methode der optischen Dichtemessung zur Bestimmung der Zellkonzentration
erfolgte photometrisch und ist eine Streulichtmessung. Dazu wurden die
Fermentationsproben, wenn noétig, mit vollentmineralisiertem Wasser so verdunnt,
dass sie im linearen Bereich des Photometers zwischen 0,1 und 0,3 AU lagen. Zur
Messung wurden 1 mL Einmalkuvetten verwendet und gegen VE-Wasser (Nullwert)
gemessen. Es wurde eine Doppelbestimmung durchgefuhrt. Das restliche Aliquot

wurde zur Biotrockenmassebestimmung verwendet.

Mikroreaktionsgefalle (MRG) mit einem Volumen von 1,5 mL wurden fur die
Bestimmung der Leermasse myrgo fUr mindestens 24 h bei 80°C im
Trockenschrank geotffnet getrocknet und anschlieend mit geschlossenem Deckel
auf Raumtemperatur abgekuhlt und gewogen. Nach der Probennahme wurden die
Mikroreaktionsgefalte mit je 1 mL Bakteriensuspension geflillt und bei 14.800 min
fir 10 Minuten abzentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir die weitere Analytik bei
- 20 °C eingefroren. Das Zellpellet wurde fur mindestens 24 h bei 80 °C im
Trockenschrank mit geoffnetem Deckel getrocknet. Zur Bestimmung der
Gesamtmasse des Mikroreaktionsgefaltes mit Zellpellet myrgt wurden die
Mikroreaktionsgefal’e geschlossen und auf Raumtemperatur gekuhlt, bevor ihr
Gewicht bestimmt wurde. Dabei wurden stets Einmalhandschuhe getragen. Je nach

56



Masterthesis

Methoden

Versuchsreihe erfolgte eine Dreifach- bzw. Funffachbestimmung

wurden gemittelt.

Die Biotrockenmasse cy; g,

_ Myrg tot(t) = Mure o
CxgTm(t) =

VProbe

mit

Mure tot-= Gesamtmasse Mikroreaktionsgefall + Zellpellet
Mure,o = Leermasse des Mikroreaktionsgefalles

Vpobe .= Probenvolumen

. Die Ergebnisse

(5.1)

[9]
[9]
[L],

ist eine gravimetrische Methode zur Bestimmung der Zellkonzentration und Iasst

sich mit GI.(5.1) bestimmen.

Der Zusammenhang von optischer Dichte und Biotrockenmasse kann uber den

Proportionalitatsfaktor Ky,op ausgedruckt werden. Der Proportionalitatsfaktor lasst

sich durch Auftragung der Daten der Biotrockenmasse gegen die Daten der

optischen Dichte aus der Steigung bestimmen.

cxL,on(t) = Kxop - OD(t)

mit

Kxop := Proportionalitatsfaktor
oD := optische Dichte bei 600 nm

und Kyop = 0,41 gL TAU ™.

Der Proportionalitatsfaktor wurde in den Fermentationen K2L, K4L,

bestimmt und gemittelt. Fur die Fermentationen K2L und K4L

[gL 'AU ']
[AU]

K1LM und K2LM

belauft sich der
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Proportionalitatsfaktor auf 0,4103 gL 'AU' bzw. 0,4033 gL'AU' mit einem
BestimmtheitsmaR R? von 0,9933 bzw. 0,9729. Der Proportionalitatsfaktor fir die
Fermentationen K1LM und K2LM liegt bei 0,4085 gL 'AU ' bzw. 0,4129 gL "AU " mit
einem BestimmtheitsmaR R? von 0,9792 bzw. 0,9883. Zugehorige Diagramme sind
in dieser Arbeit nicht gezeigt.

5.6.3 Analyse der Kohlenhydrate und organischen Sauren per HPLC

Im Hefeextrakt und in der Fermentationsbrihe enthaltene Kohlenhydrate und
organische Sauren wurden offline mit Hilfe einer lonenausschlusschromatographie
in einem Hochleistungsflissigkeitsverfahren analysiert. Dies ermoglichte sowohl die
Bestimmung der verbrauchten als auch produzierten Kohlenhydrate und

organischen Sauren.

Die Hochleistungsflussigkeitschromatographie (engl. high performance liquid
chromatography; HPLC) ist ein chemisches Analyseverfahren zur Trennung nicht-
fluchtiger Substanzen, welches zur Identifizierung und Quantifizierung (mit Hilfe von
Internen Standards) dient. Dabei wird die zu untersuchende Substanz zusammen
mit der flussigen mobilen Phase (Eluent) unter hohem Druck durch die feste
stationare Phase in der Trennsaule gepumpt und chromatographisch getrennt.

FUr die Bestimmung der Kohlenhydrate und organischen Sauren in den
Hefeextrakten und im Uberstand der Fermentationsproben, wurde eine
Hochleistungsflussigkeitschromatographieanlage (Hitachi LaChrom, Fa. Merck) mit
einer sulfonierten Polystyrol-Divinylbenzol-Saule (I0OA-1000) der Firma Hichrom
Limited (Hauptsaule) verwendet. Zum Schutz der Hauptsaule wurde ein Carbo-H-
Vorsaule der Firma Phenomenex® (4-3,0) mm genutzt, um Verunreinigungen und

Substanzen welche irreversibel an die Saulenmatrix binden, zu filtern.
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Die nachstehende Tabelle 9 umfasst die Einzelteile der HPLC-Anlage sowie deren

Modellnummern.

Tabelle 9: Aufbau der Hochleistungsfliissigkeitschromatographieanlage.

Einzelteile der HPLC-Anlage Modellnummer
Automatischer Probennehmer (autosampler) L-7250
Brechungsindex-Detektor L-7490
Diodenarraydetektor (diode array detector, DAD) L-7455
Pumpsystem L-7100
Séaulenofen L-7360
Schnittstelle (inferface) D-7000

Der Saulenofen wurde auf 60 °C temperiert. Als Eluent wurde 5 mM Schwefelsaure
angesetzt und steril filtriert (Porengrofle < 45 ym). Zum Equilibrieren der Saule
wurde mit dem Eluenten bei 0,1 mLmin' gespiilt, bis ein konstantes Signal im
Brechungsindex-Detektor festzustellen war.

Fur die Probenanalytik wurden mehrere Standards gewahlt, welche Anhaltspunkte
uber die in den Hefeextrakten vorhanden Kohlenhydraten und organischen Sauren,
geben sollen. Die folgende Tabelle 10 zeigt die Liste der getesteten Standards in
der Konzentration 5 gL .

Tabelle 10: Ubersicht der Standards fiir die Kohlenhydrat- und organischen Sauren-Analytik

per HPLC.
Standard

Acetat Glukose
L(-)-Apfelsaure o-Lactose
DL-Arabinose D-Mannose
Bernsteinsaure Milchsaure
Citrat Propionsaure
Formiat Pyruvat

59



Masterthesis Methoden

Des Weiteren wurden von den Hefeextrakten (Leiber, Lallemand) Verdinnungen fur
eine Standardreihe vorbereitet. Die Konzentrationen hierfir sind der nachstehenden
Tabelle 11 zu entnehmen.

Tabelle 11: Ubersicht der Konzentrationen der Hefeextrakte fiir die Standardreihen fiir die
Kohlenhydrat- und organischen Sauren-Analytik per HPLC.

Standard Konzentrationen [gL"]

25,0
10,0
7.5
Hefeextrakte 50
(Leiber, Lallemand) 2,5
2,0
1,0
0,5

Zur Probenvorbereitung wurden zunéchst die Uberstéande der Fermentationsproben
bei Raumtemperatur aufgetaut. Alle zu analysierenden Proben und Standards
wurden mit einer 0,5 M Schwefelsdure angesauert, um eine Konzentration von
5 mM in den Proben zu erreichen. Anschliefiend wurden die Proben fur 10 Minuten
bei 14.000 min ' zentrifugiert, um ausgefallene Probenbestandteile abzutrennen.
Mit Hilfe einer 1 mL Spritze wurde der Uberstand der Proben abgenommen und
durch einen 0,2 ym Nylonfilter in 1,5 mL GlasgefalRe (HPLC-Vials) mit 0,2 mL
Mikroeinsatze gefullt. Die HPLC-Vials wurden mit einem Schraubverschluss

inklusive Septum verschlossen.

Nachdem ein konstantes Signal durch das Equilibrieren der Saule festzustellen war,
konnte die Messung gestartet werden. Die Methode umfasst eine Flussrate von
0,4 mLmin' und bendtigt pro Probe 40 Minuten. Das automatische
Injektionsvolumen betragt dabei 25 pL. Nach Beendigung der Messung wurde die
Saule ausgebaut und in 5 mM Schwefelsaure gelagert. Die Anlage wurde nach
Ausbau der Saule und Ausschalten des Saulenofens mit 20 %igem Ethanol gespuilt.
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6 ERGEBNISSE

6.1 Uberpriifung der Working-Zellbank

Zur Uberpriifung der Working-Zellbank auf Kontaminationen und Vitalitat wurde die
Kryokultur auf Petrischalen ausgestrichen und mikroskopisch untersucht. Die
Aufnahmen in Abbildung 14 zeigen mit B. licheniformis bewachsene Petrischalen
nach drei Tagen Inkubation bei 30 °C im Warmeschrank.

Abbildung 14: Kolonien von B. licheniformis auf Agarplatten. Links auf LB-Medium mit Agar-

Agar. Rechts auf LB-Medium mit Agar-Agar und Hefeextrakt der Fa. Lallemand.

In Abbildung 14 (links) sind die beigefarbenen Kolonien des B. licheniformis zu
erkennen. Ebenso wird die krustige Struktur des Organismus in Abbildung 14
deutlich. Eine rot-braune Farbung der Kolonien ist in Abbildung 14 (rechts) sichtbar.
Kontaminationen durch Pilze oder Hefen sind in beiden Ansatzen nicht
festzustellen.
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Die mikroskopischen Aufnahmen der Working-Zellbank in Abbildung 15 zeigen die
stabchenférmigen Zellen des B. licheniformis.

Abbildung 15: Mikroskopische Aufnahmen der B. licheniformis DSM 13-Working-Zellbank
bei 400-facher VergroBerung.

Neben den einzelnen Stabchen sind auch verkettete Stabchen und punktférmige

Zellen in den mikroskopischen Aufnahmen zu sehen.

6.2 Vorversuche

In den Vorversuchen wurde der Einfluss der vier Hefeextrakte auf das mikrobielle
Wachstum getestet. Die Tabelle 12 zeigt eine Ubersicht aller Ansatze mit den
jeweiligen getesteten Hefeextraktkonzentrationen sowie die Glukosekonzentration.
Des Weiteren sind die erreichten Maximalwerte der Zellkonzentrationen aufgelistet,

sowie die Kultivierungszeit als diese gemessen wurden.
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Tabelle 12: Ubersicht der maximalen Zellkonzentration in den Vorversuchen mit den

jeweiligen Hefeextrakten.

Konzentration Konzentration max. Kultivierunaszeit
Hefeextrakt Hefeextrakt Glukose Zellkonzentration g
. . . h
[oL"] [oL"] [oL"] [hl
5 2,378 44
75 2,332 65
10 20 4,535 24
Angel
12,5 3,943 44
15 4,859 29
10 - 3,143 45
S 0,481 44
7,5 1,151 65
10 20 2,547 24
Roth
12,5 1,362 23
15 1,443 29
10 - - -
5 3,406 41
7,5 4,379 42
10 20 4,900 24
Leiber
12,5 5,392 24
15 7,052 22,5
10 - 3,157 29
5 1,664 17
7,5 2,353 24
10 20 8,770 24
Lallemand
12,5 4,034 42
15 4,670 26,5
10 - 2,257 27

Bei einer Konzentration von 5 gL ' Hefeextrakt und 20 gL ' Glukose konnte in allen

Ansatzen in den ersten 6 h kein Wachstum nachgewiesen werden. Im Ansatz mit

5 gL ' Angel-Hefeextrakt setzte das Wachstum erst nach 16 h ein. Der Maximalwert

der Zellkonzentration konnte nach 44 h Kultivierung gemessen werden und liegt bei
2,378 gL '. Auch der Ansatz mit 7,5 gL' Angel-Hefeextrakt und 20 gL ' Glukose
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zeigte erst nach 18 h Wachstum und erreichte nach 65 h eine Maximalkonzentration
von 2,332 gL ".

Gleiches gilt fiir die Ansatze des Roth-Hefeextraktes. In den Ansatzen mit 5 gL’
und 7,5gL" des Hefeextraktes der Fa. Roth und 20 gL' Glukose dauerte die
Anlaufphase (lag-Phase) bis zu 16 h an. Nach 44 h konnte im Ansatz mit 5 gL ' ein
Maximalwert der Zellkonzentration von 0,481 gL ' gemessen werden, im Ansatz mit
7,5 gL ' Hefeextrakt lag die Zellkonzentration nach 65 h bei 1,151 gL '. Der Ansatz
mit 5 gL ' Hefeextrakt der Fa. Lallemand und 20 gL ' Glukose zeigte nach 17 h
Kultivierung einen Maximalwert der Zellkonzentration von 1,664 gL ' auf, wahrend
mit der héheren Konzentration von 7,5 gL' Hefeextrakt der Fa. Lallemand eine
Konzentration von 2,353 gL ' nach 24 h gemessen wurde.

Der Ansatz mit Hefeextrakt der Fa. Leiber erreichte bereits mit 5 gL ' Hefeextrakt
und 20 gL ' Glukose eine Zellkonzentration von 3,406 gL ' nach 41 h Kultivierung.
Mit 7,5gL" Hefeextrakt der Fa.Leiber konnte nach 42h eine maximale
Zellkonzentration von 4,379 gL ' erreicht werden.

Die Ansatze mit 10 gL ' Hefeextrakt wurden sowohl mit als auch ohne Glukose
getestet. Wahrend im Ansatz ohne Glukose und 10 gL ' Hefeextrakt der Fa. Angel
das Wachstum erst nach 23 h eintrat und nach 45 h eine Zellkonzentration von
3,143 gL' erreichte, konnte im Ansatz mit Glukose nach 24 h bereits eine
Zellkonzentration von 4,535 gL ' gemessen werden. Im Ansatz mit 10 gL ' Roth-
Hefeextrakt konnte ohne Glukose kein Wachstum festgestellt werden. Jedoch
konnte mit 20 gL' Glukose eine Zellkonzentration von 2,547 gL' nach 24 h

gemessen werden.

Ohne Glukose wurde in den Ansatzen mit 10 gL' Leiber- bzw. Lallemand-
Hefeextrakt eine maximale Zellkonzentration von 3,157 gL ' bzw. 2,257 gL " nach
29 h bzw. 27 h erreicht. Hingegen wurde in den Ansatzen mit Glukose nach je 24 h
eine Zellkonzentration von 4,900gL' (Leiber) bzw. 8,770gL' (Lallemand)
gemessen. Dagegen zeigte der Ansatz mit 12,5 gL ' Leiber-Hefeextrakt nach 24 h
eine Zellkonzentration von 5,392 gL' auf. Im Ansatz mit 12,5gL" Lallemand-
Hefeextrakt wurde eine Zellkonzentration von 4,034 gL' nach 42 h Kultivierung
gemessen. Fur die Ansatze mit Angel- und Roth-Hefeextrakt wurde mit einer
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Konzentration von 12,5 gL ' eine Zellkonzentration von 3,943 gL ' nach 44 h bzw.
1,362 gL " nach 23 h erreicht.

Im Ansatz mit der héchsten Hefeextraktkonzentration von 15gL " und 20 gL’
Glukose konnte beim Hefeextrakt der Fa. Angel bis 29 h kein Wachstum festgestellt
werden. Nach 40 h erreichte die Zellkonzentration 4,859 gL '. Mit 15 gL' Roth-
Hefeextrakt und 20 gL ' Glukose wurde nach 29 h bereits eine Zellkonzentration von
1,443 gL ' gemessen.

Die Ansatze mit 15 gL ' Leiber- und Lallemand-Hefeextrakt zeigten eine lag-Phase
von 7,5 h auf. AnschlieBend stieg die Zellkonzentration im Ansatz mit Leiber-
Hefeextrakt auf 7,052 gL " nach 22,5 h Kultivierung an. Im Lallemand-Ansatz wurde
eine Zellkonzentration von 4,670 gL ' nach 26,5 h erreicht.

Die Abbildung 16 zeigt die Graphen aller Hefeextrakte der Kultivierung mit 10 gL
Hefeextrakt und 20 gL ' Glukose. Alle anderen Daten sind in dieser Arbeit nicht
gezeigt.

Angel - — —
Roth x— — —

Leiber / b
Lallemand /

Cy [oL]

time [h]

Abbildung 16: Wachstumsgraphen aller vier Schiittelkolben-Ansétze mit 10 gL' Hefeextrakt
und einer Glukosekonzentration von 20 gL™. Kultivierungsbedingungen: 30 C,
160 min', 24 h.
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6.3 Kalibrierung der Zufiitterpumpen

Vor den Kultivierungen wurden die Zufutterpumpen ISM936 und ISM593D kalibriert,
um einen kontinuierlichen Zufluss des Mediums wahrend des Prozesses
sicherzustellen. Die Abbildung 17 zeigt die Kalibriergeraden der Zufltterpumpe
ISM936 fur die Schlauchinnendurchmesser 1,30 mm, 2,06 mm und 2,76 mm. Zu
sehen sind die jeweils erreichten Flussraten [Lh'] bei den getesteten
Drehzahleinstellungen von 10 %, 25 %, 50 %, 75 % und 100 %.

0.6

y = 0.0058 x

R® = 0.9986

05 tube diameter: 2.79 mm i

y =0.0036 x

R? = 0.9607
tube diameter: 2.06 mm

0.4 y =0.0016 x %

R% = 0.9959
tube diameter: 1.30 mm

FLh]

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
speed setting [%]

Abbildung 17: Kalibriergeraden der Zufiitterpumpe ISM936. Schlauchinnendurchmesser:
1,30 mm, 2,06 mm und 2,79 mm.

Mit einem Schlauchinnendurchmesser von 2,79 mm konnte eine maximale
Flussrate von 0,5688 Lh ! erreicht werden. Fr die beiden anderen Schlauche mit
Innendurchmesser von 2,06 mm bzw. 1,30 mm liegt die maximale Flussrate bei
0,4016 Lh ' bzw. 0,1668 Lh .
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Fur die Zufutterpumpe ISM596D wurde ausschliel3lich der Schlauch mit einem
Innendurchmesser von 1,30 mm getestet, da dieser ausreichend Volumen forderte.
Die zugehorige Kalibriergeraden ist in Abbildung 18 gezeigt.

0.9

0.7 - 4

0.6 - y =0.0081 x *

R = 0.9997
tube diameter: 1.30 mm

— 0.5 b

F[Lh™

02r 4

0 | | | | | | | | | A
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

speed setting [%]

Abbildung 18: Kalibriergerade der Zufiitterpumpe ISM936. Schlauchinnendurchmesser:
1,30 mm.

Hierbei konnte eine maximale Flussrate von 0,8316 Lh ' erreicht werden, was bei

einem Reaktionsvolumen von 0,75 L einer Verdinnungsrate Gber 1 h ' entspricht.

6.4 Fermentationsverlaufe

Im Folgenden sind Ausschnitte der Fermentationen K2L, K4L, K1LM und K2LM
dargestellt und beschrieben. Die weiteren Ausschnitte der Fermentationsverlaufe
sind im Anhang unter A.4 einzusehen. Zu den Zeitpunkten wo die volumetrische
Hefeextraktzulaufrate Qyg den Wert Null annimmt, wurde ein Wechsel des
Zulaufreservoirs durchgefuhrt, welcher mit einer zehnminutigen Sterilisationszeit

verbunden war.
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6.4.1 Fermentation K2L

Zum Zeitpunkt t = 0,5867 h fand die Inokulation statt. Die Zellkonzentration nach
dem Animpfen betrug 0,3321gL'. Nach ca. 1,6 h setzte die pO/Drehzahl-
Regelung ein, welche durch eine ansteigende Ruhrerdrehzahl bei einem Sollwert
des Sauerstoffpartialdrucks von 30 % zu sehen war (Abbildung 19). In der Batch-
Phase wurde Uberwiegend Base fur die pH-Wert-Regulierung bendtigt.

Der Batch wurde nach 3,818 h mit einer Zellkonzentration von 2,557 gL ' beendet
und die Chemostat-Phase gestartet. Die erste volumetrische Zulaufrate an
Hefeextrakt Qyg betrug 0,6265 gL 'h .

Wahrend der Ubergangsphase (ca. 15 h) zeigte sich zundchst ein Anstieg der
Zellkonzentration. Diese sank bis zum Zeitpunkt t = 15,5 h wieder ab und ging in

eine nahezu stationare Phase uber.

Im Chemostastbetrieb wurde kontinuierlich Saure hinzugegeben, wahrend der
Verbrauch an Base stagnierte (siehe Tabelle 22). Der pO. stieg nach der
Ubergangsphase an und die Rihrerdrehzahl war konstant am vorgegebenen
Minimum der Rihrerdrehzahl von 400 min '. Eine neue Korrekturmittelflasche mit
Saure wurde nach ca. 316 h angeschlossen.

In den Chemostat-Phasen D> und D3 nahm der Sauerstoffpartialdruck langsam
wieder ab, bis in der Chemostat-Phase D4 starke Schwankungen und ein Anstieg
im pO2-Signal zu vernehmen waren, die sich bis zum Ende des Prozesses
durchzogen (siehe Abb. A. 2 und Abb. A. 3). In der Chemostat-Phase Dg Ubersteigt
das pO2-Signal die 100 %, weshalb die Skalierung der entsprechenden Achse hier
angepasst (0-1000 %) wurde (Abb. A.3). Starke Veranderungen in der
Rahrerdrehzahl spiegelten sich in der Zellkonzentration cy . Wwider. Alle
zugehdrigen Graphen befinden sich im Anhang unter A.4.1. Die Anderungen in den
Zeitachsen sind zu beachten. Eine Abgasanalytik war aufgrund falscher

Kalibrierung der Abgassensoren nicht maglich.
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6.4.2 Fermentation K4L

Die Zellkonzentration betrug zu Beginn der Fermentation 0,4442 gL'. Bereits nach
0,83 h war die pO2/unkontrollierte Phase zu Ende und die pO2/Drehzahl-Regelung
hat gestartet (Abbildung 20). Zu Ende der Batch-Phase nach 4,324 h betrug die
Zellkonzentration 8,454 gL'. Die kontinuierliche Phase startete mit einer
volumetrischen Hefeextraktzulaufrate Qyg von 1,997 gL 'h '. Die kalkulierten Daten
far die Auftragung von cx_y, Stimmen im Batch nahezu mit den Offline-Messungen
CxLprm Uberein, wahrend die Daten in der Chemostat-Phase abweichen. Ein
Anstieg der Zellkonzentration nach Start der kontinuierlichen Phase war nicht zu
beobachten. Als Korrekturmittel fur den pH-Wert wurde in der Batch-Phase
vorwiegend Base zugegeben, im Chemostatbetrieb hauptsachlich Saure. Erstin der
letzten Verduinnungsrate Do (Abbildung 21) stagnierte die Saurezugabe und die

Zugabe an Base stieg wieder an.

Gegen Ende der Verdinnungsrate D3 (ca. t=91h) waren bis zum Zeitpunkt
t = 180 h starke Schwankungen in der pO2-Messung und der Ruhrerdrehzahl zu
beobachten (Abb. A. 4).

Wahrend diesem Prozess wurde die Begasungsrate mit Luft F,,r mehrmals
verandert. In der Batch-Phase wurde eine Begasungsrate von 45 Lh ! eingestellt. In
der Verdiinnungsrate D3 wurde die Begasungsrate auf 36 Lh ' herabgesetzt. In der
Chemostat-Phase Ds wurde die Begasungsrate fiir kurze Zeit wieder auf 45 Lh '
eingestellt bevor sie dann auf 60 Lh ' bzw. 90 Lh ' erhéht wurde (Abbildung 22).
Trotz veranderter Begasungsrate konnten keine Verbesserungen in Bezug auf die
Schwingungen des pO.-Singals beobachtet werden (Abb. A. 4).

Der Respirationsquotient RQ stieg wahrend der Batch-Phase bis auf einen Wert von
ca. 1,25 an. Zu Beginn der Chemostat-Phase sank er zunachst auf ca. 1,0 ab. Im
Laufe der kontinuierlichen Phase befand sich der Respirationsquotient zumeist im
Bereich von 0,5 und 1,0, wobei der Respirationsquotient in der letzten
Verdunnungsrate Dg vornehmlich im Bereich von 0,5 lag (Abb. A. 5 und Abb. A. 6).
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6.4.3 Fermentation K1LM

Bei der Fermentation K1LM kam es bei der Datenaufzeichnung uber MFCS/win zu
Ausfallen, in denen keine Signale aufgenommen werden konnten. Aus diesem
Grund konnten in der Verdinnungsrate D2 in den Zeitraumen 55,52 h bis 88,74 h;
89,21 h bis 104,9 h; 106,5 h bis 118,9h und 132,2 h bis 142,9 h keine Daten

aufgezeichnet werden.

Nach der Inokulation betrug die Zellkonzentration im Reaktor 0,6039 gL '. Der
Sauerstoffpartialdruck fiel nach Inokulation rapide auf ca. 30 % ab, wodurch die
pO2/Drehzahl-Regelung einsetzte. Dabei waren zu Beginn starke Schwankungen
im Sauerstoffpartialdruck zu beobachten (Abbildung 23). Nach 5,6 h konnte eine
Zellkonzentration von 7,100 gL' erreicht werden. Fir den Batch wurde
uberwiegend Base zur Korrektur des pH-Wertes bendtigt, wahrend Saure erst in der
kontinuierlichen Phase zugegeben wurde. Im restlichen Verlauf der Chemostat-
Phase wurde kaum noch Base zugegeben und der pH-Wert wurde durch
Saurezugabe geregelt. Die Zellkonzentration fiel nach Start der kontinuierlichen
Phase ab und stieg erst in der Verdunnungsrate Ds wieder leicht an. Der
Sauerstoffpartialdruck nahm gleichzeitig zum Zeitpunkt t =26 h zu, bis er in der
Verdunnungsrate D3 sank und Schwankungen bis zum Ende der Verdinnungsrate
Ds zeigte. Die volumetrische Hefeextraktzulaufrate Qyg startete mit 1,006 gL 'h "
und betrug in der letzten Verdiinnungsrate des Prozesses 2,982 gL 'h . Die Offline-
Messungen der Zellkonzentration cx_gry korrelieren in der Batch-Phase gut mit der

Zellkonzentration cy 1,1, wahrend sie in der Chemostat-Phase starker abweichen.

Die Abgasanalyse in Abbildung 24 zeigt nach anfanglichen Schwankungen des
Respirationsquotient einen Anstieg auf 2,0. Im restlichen Verlauf der Batch-Phase
bewegte sich der Respirationsquotient zwischen 1,0 und 1,5. Auch in der
Chemostat-Phase befand sich der Respirationsquotient hauptsachlich bei 1,0 und
hoher.

Wahrend des Prozesses wurde durchgangig mit einer Begasungsrate F,5r von

90 Lh ' begast (Daten nicht gezeigt).
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6.4.4 Fermentation K2LM

Die Fermentation K2LM startete mit einer Zellkonzentration von 0,1233 gL *. Nach
ca. 2,5 h trat die pO2/Drehzahl-Regelung mit steigender Ruhrerdrehzahl ein. Die
Batch-Phase wurde nach einem Anstieg im Sauerstoffpartialdruck und im pH-Wert
nach 7,543 h beendet. Am Ende der Batch-Phase wurde eine Zellkonzentration von
8,237 gL' gemessen. Wahrend der Batch-Phase wurde (iberwiegend Base zur
Korrektur des pH-Wertes zugegeben. Die kontinuierliche Phase begann mit einer

volumetrischen Hefeextraktzulaufrate von 3,97 gL 'h .

In diesem Prozess wurde vor allem Base in der kontinuierlichen Phase zur
Regelung des pH-Wertes zugegeben. Nach 55,5 h und nach 144 h wurde eine neue
Korrekturmittelflasche mit Base angeschlossen.

Zu Beginn der Chemostat-Phase (Abbildung 25) bis zum Anfang der
Verdinnungsrate D2 (Abb. A. 8) waren Schwankungen im Sauerstoffpartialdruck zu
erkennen, welche sich in der Ruhrerdrehzahl Ng; und der Zellkonzentration ¢y 1

widerspiegelten.

Im Zeitraum von ca. 86 h bis 94 h sank Uber Nacht das Reaktorvolumen ab,

wahrend die Rihrerdrehzahl auf maximaler Einstellung (1200 min ") lief.

Bei auftretender Biofilmbildung wurde die Ruhrerdrehzahl kurzzeitig manuell erhoht.
Langzeitige Anstiege der Ruhrerdrehzahl resultieren aus der automatischen
pO./Drehzahl-Regelung.

In der Abgasanalyse und -bilanzierung (Abbildung 26) waren in der Batch-Phase
hohe Schwankungen im Respirationsquotienten zu erkennen. Die Skalierung der
RQ-Achse wurde entsprechend erweitert, um die Daten darstellen zu kdnnen. Ab
der Verdunnungsrate D2 wurde die Skalierung wieder zurtickgesetzt. Im kompletten
Prozessverlauf schwankte der Respirationsquotient stark, befand sich aber
(ausgenommen der Batch- und Chemostat-Phase D1) in einem Bereich zwischen
0,5und 1,0.

Es wurde wahrend des Prozesses konstant mit einer Begasungsrate F,5r von

90 Lh ' begast (Daten nicht gezeigt).
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6.5 Auswertung der kontinuierlichen Prozesse

Fur die Beurteilung der kontinuierlichen Prozesse kdnnen verschiedene Aspekte
betrachtet werden. Ein Qualitatsmerkmal ist die Genauigkeit der eingestellten
Verdunnungsrate. Sie lasst sich Uber die Akkuratesse der Flussrate des
Zulaufreservoirs und der Stabilitat des Reaktionsvolumens beurteilen. Des Weiteren
lasst sich beurteilen, ob die Bedingung aus Gl.(2.18), dass die Wachstumsrate
gleich der Verdlnnungsrate ist, stimmt.

6.5.1 Istwerte der Flussrate, des Reaktionsvolumens und der Verdinnungsrate

Die Bestimmung der tatsachlichen Verdunnungsrate D erfolgt Gber die Bestimmung
der tatsachliche Flussrate des Hefeextraktzulaufreservoirs Fgro, und des

tatsachlichen Reaktionsvolumens V| .

Die tatsachliche Flussrate des Zulaufreservoirs wurde mit Hilfe der aufgezeichneten
Daten von MFCS/win bestimmt werden. Dazu wurde innerhalb einer
Verdunnungsrate, ein Zeitraum ausgewahlt, in dem kein Wechsel des
Zulaufreservoirs stattfand. In diesem Zeitraum wurde die gravimetrische Differenz
des Waagensignals des Hefeextraktzulaufreservoirs mg, bestimmt und mit

Gl.(2.21) die tatsachliche Flussrate des Hefeextraktzulaufreservoirs ermittelt.

Die Tabelle 13 zeigt ein Vergleich der Soll- und Istwerte der Flussraten, sowie die
prozentuale Abweichung.
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Tabelle 13: Vergleich der Soll- und Istwerte der Flussraten des Zulaufreservoirs in der

jeweiligen Verdiinnungsrate.

. Sollwert der Flussrate Istwert der Prozentuale
Fermentation Verc:'::‘e“gings' des Zulaufreservoirs ZEII::; reast:rsg?rs Abweichung
Frow [Lh™] Frz [Lh™] [%]

D+ 0,0525 0,0426 18,86

D2 0,0600 0,0486 19,00

Ds 0,0675 0,0564 16,44

KoL D4 0,0750 0,0665 11,33
Ds 0,0825 0,0708 14,18

Ds 0,0900 0,0803 10,78

D7 0,1013 0,0856 15,46

Ds 0,1125 0,0998 11,29

D+ 0,1875 0,1522 18,83

D2 0,2250 0,1905 15,33

Ds 0,2625 0,2132 18,78

D4 0,3000 0,2423 19,23

K4L Ds 0,3375 0,2932 13,13
Ds 0,3938 0,3339 15,20

D7 0,4500 0,3805 15,44

Ds 0,5265 0,4280 18,71

Do 0,7290 0,6727 7,723

D+ 0,0750 0,0770 2,667

D2 0,0975 0,0950 2,564

KALM Ds 0,1125 0,1130 0,444
D4 0,1275 0,1350 5,882

Ds 0,1500 0,1532 2,133

Ds 0,2250 0,2350 4,444

D+ 0,3000 0,3235 7,833

D2 0,3563 0,3660 2,737

Ds 0,4313 0,4438 2,910

K2LM D4 0,4875 0,5385 10,46
Ds 0,5250 0,5343 1,771

Ds 0,7050 0,6208 11,94

D7 0,8100 0,7751 4,309

Durchschnittliche prozentuale Abweichung 10,66 %
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Die Tabelle 13 zeigt, dass die Flussraten zum Teil bis zu 20 % von ihrem Sollwert
abweichen. Im Durchschnitt betragt die prozentuale Abweichung 10,66 %. Fur eine
genauere Beurteilung der tatsachlichen Verdunnungsrate wird das tatsachliche
Reaktionsvolumen bendtigt.

Das tatsachliche Reaktionsvolumen wurde durch das Waagensignal des
Bioreaktors m_ bestimmt. Dazu wurde der Mittelwert Uber den Zeitraum einer
gesamten Verdunnungsrate gebildet. Es wurde zur Vereinfachung angenommen,
dass 1 mL Zellsuspension einem Gramm entspricht. Der Sollwert des

Reaktionsvolumens V,,, betrug zu jedem Zeitpunkt der Fermentation 0,75 L.

Die nachstehende Tabelle 14 zeigt die Mittelwerte des tatsachlichen
Reaktionsvolumens V| in den jeweiligen Verdunnungsraten der Fermentationen

sowie deren prozentuale Abweichung vom Sollwert V.
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Tabelle 14: Mittelwerte des Reaktionsvolumens wiahrend der jeweiligen Verdiinnungsraten

sowie die prozentuale Abweichung vom Sollwert.

Mittelwert des Prozentuale
Fermentation | Verdiinnungsrate D; Reaktionsvolumens V, Abweichung
[L] [%]
D+ 0,680 9,333
D2 0,715 4,667
Ds 0,764 1,867
KoL D4 0,723 3,600
Ds 0,730 2,667
Ds 0,798 6,400
D7 0,764 1,867
Ds 0,750 0,000
D+ 0,762 1,613
D2 0,770 2,680
Ds 0,780 4,013
D4 0,774 3,213
K4L Ds 0,767 2,293
Ds 0,732 2,453
D7 0,754 0,547
Ds 0,760 1,387
Do 0,782 4,240
D+ 0,765 2,027
D2 0,800 6,627
KALM Ds 0,776 3,467
D4 0,781 4,067
Ds 0,739 1,413
Ds 0,788 5,093
D1 0,815 8,653
D2 0,760 1,293
Ds 0,791 5,547
K2LM D4 0,714 4,707
Ds 0,742 1,053
Ds 0,756 0,787
D7 0,793 5,747
Durchschnittliche prozentuale Abweichung 3,44 %
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Die prozentuale Abweichung des Reaktionsvolumens vom Sollwert belauft sich in
zwei Fallen auf 8,65 % bzw. 9,33 %. Im Durchschnitt betragt die prozentuale
Abweichung 3,44 %.

Mit den Istwerten der Flussrate des Zulaufreservoirs Fgr, und dem
Reaktionsvolumen V| konnte mit Hilfe der GI.(2.13) die tatsachliche

Verdlinnungsrate bestimmt werden.

Die folgende Tabelle 15 zeigt den Vergleich der Soll- und Istwerte der

Verduinnungsraten der Fermentationen, sowie die prozentuale Abweichung.
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Tabelle 15: Vergleich der Soll- und Istwerte der Verdiinnungsraten in den Fermentationen.

) Sollwert der Istwert der Prozentuale
Fermentation Ver(:::\engings' Ver:ﬁiwnitlgsgrate Verdiinnungsrate | Abweichung
Due [h] D [h] [%]

D1 0,070 0,063 10,50

D2 0,080 0,068 15,04

Ds 0,090 0,074 17,98

KoL D4 0,100 0,092 8,022
Ds 0,110 0,097 11,83

Ds 0,120 0,101 16,15

D~ 0,135 0,112 17,01

Ds 0,150 0,133 11,29

D+ 0,250 0,200 20,12

D2 0,300 0,247 17,54

Ds 0,350 0,273 21,92

D4 0,400 0,313 21,75

K4L Ds 0,450 0,382 15,07
Ds 0,525 0,456 13,07

D~ 0,600 0,505 15,90

Ds 0,702 0,563 19,82

Do 0,972 0,860 11,48

D+ 0,100 0,101 0,627

D2 0,130 0,119 8,620

KALM Ds 0,150 0,146 2,921
D4 0,170 0,173 1,745

Ds 0,200 0,207 3,598

Ds 0,300 0,298 0,617

D1 0,400 0,397 0,755

D2 0,475 0,482 1,425

Ds 0,575 0,561 2,498

K2LM D4 0,650 0,753 15,92
Ds 0,700 0,720 2,855

Ds 0,812 0,821 12,63

D~ 0,934 0,977 9,509

Durchschnittliche prozentuale Abweichung 10,94 %
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Die prozentuale Abweichung der Verdunnungsrate von den Soll- und Istwerten
bewegt sich in einem Bereich von 0,6 % bis 22 %. Im Durschnitt liegt die prozentuale
Abweichung der Verdunnungsraten bei 10,94 %.

Mit den Istwerten der Verdunnungsraten aus Tabelle 15 konnte durch Bildung des
Kehrwertes der Verdunnungsraten die hydraulische Verweilzeit, wie in Gl.(2.26)
gezeigt, bestimmt werden. Mit den Kultivierungszeiten der jeweiligen
Verdinnungsraten aus Tabelle 8 liel3 sich die Anzahl an Durchlaufen bestimmen.
Die Anzahl an Durchlaufen ist der Quotient aus Kultivierungsdauer und der
hydraulischen Verweilzeit. Ein Durchlauf entspricht einem vollstandigen Austausch
des Reaktionsvolumens. Die zugehorigen Daten sind im Anhang in Tab. A. 1

einzusehen.
6.5.2 Bestimmung der Wachstumsrate

Die Bestimmung der Wachstumsrate in der Batch-Phase erfolgte uUber das
Logarithmieren der Biomassekonzentration cyx; und uber die anschlielende
halblogarithmische Auftragung der logarithmierten Biomassekonzentration gegen
die Zeit (siehe GI.(2.10)).

Fur die halblogarithmische Auftragung der Biomassekonzentration gegen die Zeit
wurden die Turbiditatsdaten verwendet. Unter Verwendung der in 3.2.2
beschriebenen Gl.(3.1), konnte die Zellkonzentration cy 1, Uber den kompletten
Prozess aus den Turbiditatsdaten berechnet werden. Wie bereits in 3.2.2
beschrieben, mussen dazu die Korrelationsparameter k; und k, fur jede

Kultivierung, fur die Batch- und die kontinuierliche Phase bestimmt werden.
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Die Tabelle 16 zeigt die, unter Anwendung des least-squares-Algorithmus nach

dem Simplex-Verfahren bestimmten, Korrelationsparameter k; und ks.

Tabelle 16: Korrelationsparameter k1 und k: fiir die Fermentationsphasen.

Fermentation Korrelationsparameter Batch-Phase Chemostat-Phase
ki 0,2168*
K2L
k2 1,402
ki 1,702 104,8
K4L
k2 1,031 0,0142
ki 0,978 171,6
K1LM
k2 1,375 0,0084
ki 1,702 60,58
K2LM
k2 1,031 0,0375

*gemeinsame Korrelationsparameter aufgrund unzureichender Daten

Mit den Korrelationsparametern k; und k, aus Tabelle16 wurde die
Biomassekonzentration aus den Turbiditatsdaten bestimmt. Anschliel3end erfolgte
das Logarithmieren der Daten und die Auftragung gegen die Zeit (siehe
Abbildung 27). Die Bestimmung der Wachstumsrate in der Batch-Phase erfolgte in
der exponentiellen Phase. Mit der Software MATLAB® kann eine lineare
Regressionsgerade bestimmt werden. Die Steigung der Geraden gibt die
Wachstumsrate y an. In Abbildung 27 ist die logarithmierte Funktion sowie das

Bestimmtheitsmal} der Funktion angegeben.
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Abbildung 27: Bestimmung der Wachstumsrate in der exponentiellen Phase im Batch der
jeweiligen Fermentation. Auftragung der logarithmierten Biomassekonzentration
in der exponentiellen Phase im Batch Uber die Zeit. Die Steigung der linearen

Regressionsgeraden gibt die Wachstumsrate p an.

Fir die Fermentationen mit Hefeextrakt der Fa. Leiber konnten Wachstumsraten
von 0,5978 h' bzw. 0,5921 h’
Fermentationen mit Hefeextrakt der Fa. Lallemand ergaben Wachstumsraten von
0,6382 h ' fiir K1LM bzw. 0,8184 h ' fir K2LM in der Batch Phase.

bestimmt werden. Die Auftragungen der

Im Vergleich dazu wurden in Batch-Kultivierungen mit Hefeextrakt als einzige
Kohlenstoffquelle mit einer Konzentration von 10 gL' nur Wachstumsraten von
0,1828 h' mit Hefeextrakt der Fa. Leiber erreicht. Fir den Hefeextrakt der
Fa. Lallemand betrug die Wachstumsrate auf Hefeextrakt
Kohlenstoffquellen 0,2588 h .

ohne weitere
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Zur Ermittlung der spezifischen Wachstumsrate in der kontinuierlichen Phase und
zur Uberprifung der Bedingung, dass die Wachstumsrate gleich der
Verdunnungsrate sei (Gl.(2.18), y = D), wird die Gl.(2.24) verwendet.

Die Tabelle 17 zeigt die, gemal Gl.(2.24) bestimmten spezifischen
Wachstumsraten in den Fermentationsphasen des jeweiligen Prozesses. Die fur die
Auswertung genutzten Biomassekonzentrationen sind im Anhang unter A.5.2

einzusehen.

Tabelle 17: Spezifische Wachstumsraten in den Fermentationsphasen der kontinuierlichen

Prozesse.

Fermentations- K2L K4L K1LM K2LM
phase M [h] u[h] W h M [h]
Batch 0,5978 0,5821 0,6382 0,8184

D+ 0,08005 0,1552 0,09316 0,3670
D2 0,02616 0,2075 0,1106 0,5072
D3 0,1335 0,2733 0,1276 0,5115
D4 0,05462 0,3012 0,1645 0,7043
Ds 0,09115 0,3629 0,2016 0,6465
De 0,07438 0,4820 0,3319 0,8571
D+ 0,03278 0,4870 - 0,9930
Ds 0,1453 0,5789 - -

Do - 0,8521 - -

Bis auf den Prozess K2L zeigen alle Fermentationen eine zunehmende

Wachstumsrate mit steigender Verdunnungsrate (vgl. Tabelle 15) auf.

Die Abweichung A p, der bereits bekannten Verdlinnungsrate D und der mit Hilfe

von Gl.(2.24) bestimmten spezifischen Wachstumsrate p, kann mit der GI.(2.19)

Uberprift werden.

Die Tabelle 18 und Tabelle 19 zeigen die Abweichungen von Verdunnungs- und
Wachstumsrate, welche Uber GI.(2.19) ermittelt wurden.
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Tabelle 18: Abweichung der Verdiinnungs- und Wachstumsrate in der kontinuierlichen

Phase der Fermentationen mit Hefeextrakt der Fa. Leiber.

Fermentations- K2L K4L
phase
p [h] D[h'] | #Ap [M'] | p[h7] D [h] *A,p [h7]
D+ 0,08005 0,063 0,01705 0,1552 0,200 -0,0448
D: 0,02616 0,068 -0,04184 0,2075 0,247 -0,0395
Ds; 0,1335 0,074 0,05950 0,2733 0,273 0,0003
D4 0,05462 0,092 -0,03738 0,3012 0,313 -0,0118
Ds 0,09115 0,097 -0,00585 0,3629 0,382 -0,0191
De 0,07438 0,101 -0,02662 0,4820 0,456 0,0260
D 0,03278 0,112 -0,07922 0,4870 0,505 -0,0180
Ds 0,1453 0,133 0,01234 0,5789 0,563 0,0159
Do - - - 0,8521 0,860 -0,0079

Tabelle 19: Abweichung der Verdiinnungs- und Wachstumsrate in der kontinuierlichen

Phase der Fermentationen mit Hefeextrakt der Fa. Lallemand.

Fermentations- K1LM K2LM
phase
M [h] D[h"] | £, [07] p [h] D[h"] | #Ayp [h7]
D1 0,09316 0,101 -0,00784 0,3670 0,397 -0,0300
D: 0,1106 0,119 -0,00840 0,5072 0,482 0,0252
Ds 0,1276 0,146 -0,01840 0,5115 0,561 -0,0495
D4 0,1645 0,173 -0,00850 0,7043 0,753 -0,0487
Ds 0,2016 0,207 -0,00540 0,6465 0,720 -0,0735
De 0,3319 0,298 0,03390 0,8571 0,821 0,0361
D7 - - - 0,9930 0,977 0,0160

Die Tabelle 18 zeigt fir den Prozess K2L Abweichungen von + 0,00585 h ' bis zu

+0,07922h " auf. Im Prozess K4L betragt die groRte Abweichung hingegen nur

+0,0448 h .

Fir den Prozess K1LM zeigt die Tabelle 19 Abweichungen bis zu + 0,0339 h ' auf

wahrend fiir den Prozess K2LM Abweichungen bis zu + 0,0735 h ' ermittelt wurden.
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6.5.3 Substratanalyse

Zur Ermittlung der Substratkonzentrationen wurde eine HPLC fur Kohlenhydrate
und organische Sauren durchgefuhrt. Dazu wurden sowohl die verwendeten
Hefeextrakte sowie die Fermentationsproben analysiert. Durch die Messung
unterschiedlicher Hefeextraktkonzentrationen (Standardreihe) wurde eine
Kalibriergerade erstellt (Abb. A. 11 und Abb. A. 14). Diese diente als Referenz fur
die Auswertung des Substratverbrauchs. Da der Organismus fahig ist, organische
Sauren nicht nur zu verbrauchen, sondern auch zu produzieren, wurden fur die
Auswertung die Peakflachen in der Standardreihe und in den Fermentationsproben
verglichen. Fur die Auswertung wurden ausschlief3lich Peaks miteinbezogen, deren
Flachen wahrend des Prozesses eine Abnahme im Vergleich zur Probe mit

Reservoirkonzentration (cgoro = 10 gL ' Hefeextrakt) aufzeigen.

Das Substrat Hefeextrakt wird durch die Summe der (abnehmenden) Peakflachen
reprasentativ dargestellt. Die Auswertung des Substratverbrauchs bezieht sich
somit auf den Verbrauch der im Hefeextrakt vorhandenen Kohlenhydrate und
organischen  Sauren.  Der  ausfuhrliche  Auswertungsweg fur die
Substratkonzentration ist im Anhang unter A.5.3 exemplarisch gezeigt. Die Werte in
Tabelle 20 setzen sich aus dem Mittelwert der Proben einer Verdunnungsrate
(Gleichgewichtsproben) zusammen. Tabelle 20 zeigt die in den jeweiligen

Verdunnungsraten bestimmte Substratkonzentration cgp p -

Tabelle 20: Substratkonzentration in den Fermentationsphasen der kontinuierlichen

Prozesse.
Fermentations- K2L K4L K1LM K2LM
phase csaL,oi [gL™] cs2.,0i [gL™] cszL,oi [gL] cszL,pi [gL"]

D1 3,723 5,441 2,931 3,162
D: 3,886 6,485 2,969 3,473
Ds 3,973 6,999 3,170 3,544
Da 4,068 7,192 3,294 2,491
Ds 4,238 7,654 3,120 3,332
De 4,273 7,149 3,193 4,297
D7 4,380 7,132 - 4,814
Ds 4,830 7,238 - -
Do - 8,495 - -
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Fir die Fermentation K2L ist mit zunehmender Verdunnungsrate auch eine
zunehmende  Substratkonzentration in  Tabelle20 zu erkennen. Die
Substratkonzentration nimmt in Fermentation K4L fast kontinuierlich zu, schwankt
aber geringfligig im Bereich der Verdiinnungsraten Ds bis D7. Ahnliche
Schwankungen der Substratkonzentration sind auch in den Fermentationen K1LM
und K2LM zu sehen. Trotz allem =zeigt der Trend eine Zunahme der

Substratkonzentration mit zunehmender Verdunnungsrate.

Im Anhang unter A.5.3 ist aulBerdem das Chromatogramm (Abb. A. 16) der
Standards verschiedener Kohlenhydrate und organischen Sauren mit ihrer
Retentionszeit gezeigt.

6.5.4 Bestimmung des Ausbeutekoeffizienten yxs

Der Ausbeutekoeffizient y, o gibt das Verhaltnis von entstandener Biomasse zu
verbrauchtem Substrat wieder. Mit den entsprechenden Werten fur die
Biomassekonzentration (Tab. A. 2 und Tab. A. 3) und der Substratkonzentration
(Tabelle 20) konnte mit cg o, = Csore der Ausbeutekoeffizient mit Gl.(2.30)
bestimmt werden. Fur die Chemostat-Prozesse mit Hefeextrakt der Fa. Leiber ergibt
sich ein Ausbeutekoeffizient Yx/s.Leber VON 0,4675 gg'. Fir die Prozesse mit

Hefeextrakt der Fa. Lallemand belauft sich der Ausbeutekoeffizient y, | . cmang @Uf

0,2017 gg .
6.5.5 Korrekturmittelverbrauch

Zur Korrektur des pH-Wertes wurde in den Fermentationen 1,5 M Phosphorsaure
(T1)und 12,5 %ige Ammoniaklosung (T2) verwendet. Mit Hilfe der aufgezeichneten
Signale der Korrekturmittelwaagen in MFCS/win konnte der Verbrauch an Saure

bzw. Base wahrend der Fermentationsprozesse bestimmt werden.
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Die Daten werden als volumetrische Korrekturmittelverbrauchsrate Q; [gL 'h ]

angegeben und konnen mit der GI.(6.1) bestimmt werden.

(Mr 41 M) cp
Q = (ter 1) Pt
Vip
mit Qr := volumetrische Verbrauchsrate des Korrekturmittels Ti
mt 4+ = Masse des Titrationsmittels Ti zum Zeitpunkt i+1
Cr := Konzentration des Korrekturmittels Ti
o := Dichte des Korrekturmittels Ti
Vip := Reaktionsvolumen in der jeweiligen Verdunnungsrate

[gL 'h ]
[9]

[9L ]
[9L ]
[L]

Die Tabelle 21 zeigt die Dichte und die Konzentration der Korrekturmittel ct , welche

sich aus der Stoffmengenkonzentration ¢ und der

zusammensetzt.

Tabelle 21: Eigenschaften der Korrekturmittel.

molaren Masse M

CTi c M . °
Korrekturmittel i pri (25°C)
[gL"] [molL"] [gmol] [gL™]
T1 146,9 1,5 97,95 1880
T2 1141 6,7 17,03 9501

Mit GI.(6.1) lasst sich nun die volumetrische Verbrauchsrate an Korrekturmittel

wahrend der Fermentationsphasen bestimmen.
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Der Korrekturmittelverbrauch fir die kontinuierlichen Fermentationen ist in der
Tabelle 22 fir die Fermentationen K2L und K4L und in der Tabelle 23 fir die
Fermentationen K1LM und K2LM aufgelistet.

Tabelle 22: Korrekturmittelverbrauch in den Fermentationen K2L und K4L.

K2L K4L
Fermentationsphase Qn Qr2 Qn Qn

[gL'h""] [gL'h] [gL'h] [gL'h"]
Batch 0,0136 0,0770 0,0331 0,0427
D1 0,0504 0 0,0946 0,0017
D: 0,0591 0 0,0425 0,0003

D3 0,0650 0,0001 0,0533 0
Da 0,0789 0 0,1128 0,0012
Ds 0,0792 0 0,111 0,0004
De 0,0870 0,0001 0,1170 0,0003
D+ 0,0952 0 0,1213 0,0017
Ds 0,1032 0 0,1329 0,0003
Do - - 0,0032 0,0140

Tabelle 23: Korrekturmittelverbrauch in den Fermentationen K1LM und K2LM.
K1LM K2LM
Fermentationsphase Qn Qr2 Qn Qn

[gL'h""] [gL'h] [gL'h"] [gL'h"]
Batch 0,0370 0,0323 0,1150 0,0652
D1 0,0453 0,0001 0,0254 0,0133
D: 0,0526 0,0012 0,0048 0,0183
D3 0,0203 0,0007 0,0347 0,0178
Da 0,0566 0,0008 0,1310 0,0648
Ds 0,0776 0,0016 0,0225 0,0389
De 0,0229 0,0013 0,0345 0,0525
D+ - - 0,0298 0,0512

Die Tabelle 22 und Tabelle 23 zeigen deutlich, dass bis auf den Prozess K2LM

hauptsachlich Saure im Chemostatbetrieb bendtigt wird.

94



Masterthesis Ergebnisse

6.5.6 Abgasanalytik und -bilanzierung

Die Auswertung der Abgasanalytik erfolgte mit Hilfe der Gleichung aus 3.2.3. Fur
den Prozess K2L konnte keine Abgasbilanzierung durchgefuhrt werden, da die

entsprechenden Abgassensoren keine plausiblen Werte aufgezeichnet haben.

Die Daten der Abgasanalyse und- bilanzierung (RQ, Qco2, Qco2, Xog, Xcg) Sind in

den Fermentationsverlaufen unter 6.4 und im Anhang unter A.4 einzusehen.
6.5.7 Bestimmung der Sattigungskonstante Ks

Zur Bestimmung der Sattigungskonstante wurde das Lineweaver-Burk-Diagramm,
wie in Abbildung 4 dargestellt, verwendet. Dazu wurde die Michaelis-Menten-
Gleichung doppeltreziprok, mit y = D, aufgetragen, um die Geradengleichung (2.4)

zu erhalten.

Fur die Auswertung wurden die Wachstumsraten aus Tabelle 18 bzw. Tabelle 19
und die Substratkonzentrationen aus Tabelle 20 genutzt. FUr die Fermentationen
K2L, K4L und K1LM konnte nach doppeltreziproker Auftragung der Daten keine
Sattigungskonstanten bestimmt werden, da alle Geradengleichungen negative
Schnittpunkte mit der Y-Achse und positive Schnittpunkte mit der X-Achse
aufwiesen (Daten nicht gezeigt).

Lediglich die Fermentation K2LM zeigte nach doppeltreziproker Auftragung eine
Geradengleichung auf, welche entsprechende Schnittpunkte fur eine Auswertung

vorweist.
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Das Lineweaver-Burk-Diagramm der Fermentation K2LM ist in der nachstehenden
Abbildung 28 gezeigt.

5
4 +
p=1.4156[h"]
3+ Kg =4.7630 [gL ']
y = 3.3648 x + 0.7064
2F R?=0.1316
1+
=
E. O
_1 - -
2oL 4
_3 - -
4+ 4
_5 | | | | | | | |
-1 0.8 -0.6 0.4 0.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

-1
1/CSL [Lg™']

Abbildung 28: Lineweaver-Burk-Diagramm der Fermentation K2LM.

Nach Umstellung der Geradengleichung nach p bzw. Kg ergibt sich fur die

max

Wachstumsrate ein Wert von 1,4156 h ' und flr die Sattigungskonstante ein Wert
von 4,7630 gL '. Das Bestimmtheitsmal R? weist einen Wert von 0,1316 auf.

6.5.8 Bestimmung einer optimalen Verdunnungsrate und einer maximalen
Produktivitat

Fir die Bestimmung einer optimalen Verdunnungsrate wird das X-D-Diagramm
genutzt (siehe Abbildung 5). Das Maximum des Produktivitatsgraphen XD gibt die

optimale Verdinnungsrate D,y und die optimale Zellkonzentration cyi o, an
(vgl. Seite 23).

In der Abbildung 29 ist das X-D-Diagramm der kontinuierlichen Fermentationen K2L
und K4L dargestellt. Ausgehend von der Definition, dass ein Maximum des

Produktivitatsgraphen die optimale Verdinnungsrate sowie die optimale
Zellkonzentration wieder gibt, kann anhand der Abbildung 29 ein Maximum der
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Produktivitat XD, von 0,5878 gL 'h ! bei einer optimalen Verdiinnungsrate Dopt

von 0,456 h' abgelesen werden. Die entsprechende Zellkonzentration Cy; op

belauft sich auf 1,289 gL .

10 T T T
KoL \ K4L
\
ys \
| o
7k ‘ o
l ° °
6l o
\ o ;
B O * cy loL7]
o gL A
;_<| [e) ‘ CSL [oL™]
° O+ | O xDp[gL'h ™"
4 - % ‘
°
* %
3r \
& xx, ‘
*
2+ \
\ *
* * * * "
1k \ *
\ *
0 | ‘ | | | | | | | |
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
D[h]

Abbildung 29: X-D-Diagramm der Fermentationen K2L und K4L.
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Die Abbildung 30 zeigt das X-D-Diagramm der Fermentationen K1LM und K2LM.
Das Produktivitaitsmaximum XD, liegt bei 0,8726gL'h' bei einer
Verdiinnungsrate von 0,561 h' und die optimale Zellkonzentration Cy; op

entsprechend bei 1,555 gL .

10 T T T
K1LM

T T T T T T 1

K2LM * CXL[gL_1]
cg loL'1 709

O XxD[gL'h™]

0-0.5

CxL CsL
XD

I I I I I I
0
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1

D[h"]

Abbildung 30: X-D-Diagramm der Fermentationen K1LM und K2LM.

Die kritische Verdunnungsrate konnte in beiden Fallen nicht bestimmt werden, da
kein Auswaschpunkt erreicht wurde.
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7 DISKUSSION

71 Working-Zellbank

Ein wichtiger Aspekt fur eine Working-Zellbank ist, dass sie frei von
Kontaminationen ist. Aufgrund dessen wurde eine Uberpriifung auf potentielle
Kontaminationen durchgefiuhrt. Dazu wurde die Kryokultur auf Agarplatten
ausgestrichen und mikroskopisch untersucht.

Die mikroskopischen Aufnahmen in Abbildung 15 zeigen keine Kontaminationen mit
Pilzen oder Hefen auf. Die Aufnahmen wirken homogen, so dass keine anderen
Zellmorphologien aufier Stabchen zu sehen sind. Da gelegentlich auch Arbeiten mit
Eschericha coli (E. coli) in den Laboren stattfinden, kann auf Basis der Aufnahmen
eine Kontamination mit anderen stabchenfoérmigen Zellen noch nicht vollstandig
ausgeschlossen werden. Die Sichtkontrolle der Agarplatten zeigte deutlich die fur
B. licheniformis bekannte Krustenbildung, wahrend E. coli glatte, weil3-gelbe
Kolonien aufweisen wirde. Es kann daher angenommen werden, dass die WCB frei

von Kontaminationen anderer Organismen ist.

In Abbildung 15 sind neben den Stabchen auch punktformige Zellen zu sehen.
Hierbei handelt es sich aller Wahrscheinlichkeit nach um Sporen des
B. licheniformis. Da die Zellen unter dem Mikroskop in verschiedenen Ebenen
liegen konnen, kann eine vermeintliche Spore, auch eine vertikal liegende Zelle

sein.

Vergleicht man die Agarplatten in Abbildung 14, so zeigen diese einen deutlichen
Farbunterschied. Die rot-braunliche Farbung konnte auch im kontinuierlichen
Prozess mit dem Hefeextrakt der Fa. Lallemand beobachtet werden. Um
Kontaminationen auszuschlie®en, wurde B. licheniformis auf Agarplatten mit LB-
Medium der Fa. Roth und eigens hergestelltem LB-Medium mit Hefeextrakt der
Fa. Lallemand ausgestrichen. Dabei zeigte der Organismus auf den Agarplatten mit
LB-Medium der Fa.Roth beigene Kolonien, wahrend bei Agarplatten mit

Hefeextrakt der Fa. Lallemand rot-braune Kolonien auftraten.

Eine rot-braune Farbung tritt oft in Verbindung mit Eisen auf. Laut Datenblatt der
Fa. Lallemand enthalt dieser Hefeextrakt (Anhang, S. ii) mehr als 80 mg Eisen pro
100 g Hefeextrakt. Das U.S. Department fur Landwirtschaft gibt im Vergleich ein

99



Masterthesis Diskussion

Eisengehalt von 4 mg pro 100 g Hefeextrakt an (U.S. Department for Agriculture,
2020). Der Hefeextrakt der Fa. Lallemand enthalt somit eine sehr hohe Menge an

Eisen. Fur das LB-Medium ist keine Angabe Uber den Eisengehalt verfugbar.

Die rot-braune Farbung in Abbildung 14 kann auf die Bildung eines Eisen-Chelat-

Komplexes zuruckgefuhrt werden (Arnaouteli et al., 2019; Wang et al., 2018).

Die Abbildung 31 zeigt den Biosyntheseweg dieses Eisen-Chelat-Komplexes
(Pulcherrimin) in B. licheniformis. Ausgehend von Leu-tRNAU wird mit der Ligase
YvmC zunachst die Verknlpfung von Zyklodileucin katalysiert, welches mit der
Oxidoreduktase CypX zu Pulcherriminsaure umgesetzt wird. Anschlieend wird die
Pulcherriminsaure sekretiert und bildet extrazellular mit Eisenionen einen Eisen-
Chelat-Komplex, das Pigment Pulcherrimin, welches die Rotfarbung der Kolonien
verursacht. (Bonnefond et al., 2011; Wang et al., 2018)

YvmC CypX O\N
tRNA” O Aé_>7 \ — AN&_>>
N /\o

Leu-tRNALeu cyclodileucine pulcherriminic acid pulcherrimin

Abbildung 31: Biosyntheseweg von Pulcherriminséure in B. licheniformis. Die Ligase YvmC
katalysiert die Bildung von Leu-tRNA" zu Zyklodileucin, welches mit der CypX zu
Pulcherriminsaure oxidiert. Freie Eisenionen im Medium bilden mit der
Pulcherriminsaure einen Eisen-Chelat-Komplex, wodurch das Pulcherrimin
entsteht (Bonnefond et al., 2011).

Die rot-braune Farbung der Kolonien in Abbildung 14 ist somit auf die Bildung von

Pulcherrimin zuriickzufihren und stellt keine Kontamination dar.

7.2 Vorversuche

Die Vorversuche wurden durchgefuhrt, um erste Erkenntnisse Uber die
wachstumsfordernde Leistung der Hefeextrakte zu erlangen. Aufgrund der
konstanten Glukosekonzentration in den Ansatzen (mit Ausnahme der vier Ansatze
ohne Glukose) kann die Glukose als Faktor fur die erreichten Zellkonzentrationen
ausgeschlossen werden. In den Ansatzen mit Hefeextrakt der Fa. Angel und

Glukose wurden die hochsten Zelldichten bei Hefeextraktkonzentrationen von
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10gL " und 15 gL " erreicht. Bei den Hefeextraktkonzentrationen von 5 gL' und
7,5gL" wurde etwa die Halfte der Zelldichten erreicht. Dies zeigt, dass bei
Konzentrationen unter 10 gL ' eine oder mehrere Komponenten des Hefeextraktes

das mikrobielle Wachstum limitieren.

Beim Ansatz ohne Glukose und 10 gL ' Hefeextrakt der Fa. Angel war erst nach
23 h ein Wachstum zu beobachten. Ein Grund dafur konnte das Fehlen der
Aminosaure Tryptophan sein. B. licheniformis ist in der Lage, die proteinogene
Aminosaure zu synthetisieren, allerdings kann die Umstellung des Metabolismus an
die Nahrstoffumgebung eine gewisse Zeit andauern, wodurch es zu einer langeren
lag-Phase kommen kann. Tryptophan spielt eine Rolle als Provitamin fur Vitamin B3
(Nicotinsaure). Es wird fur die Proteinbiosynthese bendtigt und tragt im Kynurenin-
Stoffwechsel zur zellularen Energiegewinnung durch den Auf- und Abbau von
Kohlenhydraten, Amino- und Fettsauren bei. Der Hefeextrakt der Fa. Angel enthalt
ca. 200 bis 300 mg Vitamin B3 pro 1 kg Hefeextrakt, wahrend im Hefeextrakt der
Fa. Leiber und Lallemand 520 mg bzw. 350 mg pro 1 kg Hefeextrakt vorhanden
sind. Somit ist im Hefeextrakt der Fa. Angel weniger Vitamin B3 vorhanden und es
fehlt die fur den Energiestoffwechsel notwendige Aminosaure Tryptophan, was
einen negativen Einfluss auf das Wachstum haben kann. (Angel Yeast Co. LTD,
2015; Dehhaghi et al., 2019; KEGG Pathway Database, 2020; Richard et al., 2009;
Schmidt, 2010)

Ebenso kann die Ausbildung von Sporen ein Grund fur die /lag-Phase sein. Wird die
Sporulation einmal angeregt, so ist sie ein unaufhaltsamer Prozess, welcher

mehrere Stunden andauern kann (Huang et al., 2017).

Ahnliche Beobachtungen konnten auch in den Ansatzen mit Hefeextrakt der
Fa. Roth dokumentiert werden. Mit steigender Hefeextraktkonzentration bis zu
10 gL ' steigt auch die maximal erreichte Zellkonzentration an. Im Vergleich zu den
anderen Hefeextrakten, bei denen Zelldichten von bis zu 8,770 gL " erreicht wurden,
konnte mit diesem Hefeextrakt nur eine Zellkonzentration von 2,547 gL' erzielt
werden. Daraus lasst sich schlieRen, dass in diesem Hefeextrakt essentielle
Komponenten fehlen oder nur in sehr geringen Mengen vorliegen. Dies kann schnell
zu einer Substratlimitierung fuhren. Eine Auflistung der genauen Inhaltsstoffe wird
von der Fa. Roth nicht herausgegeben, weshalb hierzu nur Annahmen getroffen
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werden konnen. Mit Roth-Hefeextrakt ohne Glukose konnte in Kultivierungen im
Schuttelkolben uber drei Tage kein Wachstum beobachtet werden.

In den Ansatzen mit Hefeextrakt der Fa. Leiber steigt die Zellkonzentration mit
zunehmender Hefeextraktkonzentration an. Dies zeigt, dass in diesen
Kultivierungen nicht die Glukose, sondern eine Komponente des Hefeextraktes ein
limitierendes Substrat darstellt. Ohne Glukose konnte zwar ein Wachstum
beobachtet werden, allerdings wurde hierbei nur eine Zellkonzentration von
3,157 gL " erreicht. Grund dafiir konnte das Fehlen weiterer Kohlenstoffquellen sein,
da die Zellkonzentration in den darauffolgenden Stunden langsam sank. Ein Mangel
an Sauerstoff kann ausgeschlossen werden, da in den Ansatzen mit Glukose
hohere Zelldichten erreicht wurden. Der pH-Wert stieg von 7,0 auf 8,5 wahrend der
Kultivierung an. Dies sollte fur den Organismus kein Problem darstellen, da das
Bakterium auch bei einem pH-Wert von 11 Uberlebensfahig ist (Ghani et al., 2013).

In den Ansatzen mit Hefeextrakt der Fa. Lallemand wurden gleiche Beobachtungen
gemacht, wie in den Ansatzen von Angel- und Roth-Hefeextrakt. Die
Zellkonzentration stieg bis zu einer Konzentration von 10 gL ' an und nimmt bei
hoheren Hefeextraktkonzentrationen wieder ab. Hier konnte die Glukose das
limitierende Substrat darstellen. Allerdings konnten auch eine oder mehrere
Komponenten des Hefeextraktes bei hdheren Konzentrationen inhibierend wirken.
In Hefeextrakten kdnnen Spurenschadstoffe wie Polyphenole und Bitterstoffe
enthalten sein. Diese konnen eine antimikrobielle Wirkung haben (Bouarab-
Chibane et al., 2019; Xie et al., 2017).

Gleiche Wirkung konnen auch Spurenelemente haben. Spurenelemente, wie
Mineralien, sind fur den oligodynamischen Effekt bekannt. Das heil3t, sie sind in
kleinsten Mengen essentiell notwendig, konnen aber in gro3eren Dosen hemmend

oder gar toxisch wirken. (Chmiel, 2011)

Die vorhandene Menge an Mineralien, wie Eisen, Mangan und Zink unterscheidet
sich in den Hefeextrakten der Fa. Leiber und Fa. Lallemand erheblich. Wahrend im
Hefeextrakt der Fa. Lallemand uber 800 mg Eisen pro 1 kg Hefeextrakt enthalten
sind, sind im Hefeextrakt der Fa. Leiber nur 34 mg Eisen pro 1 kg Hefeextrakt
vorhanden (siehe Anhang A.2). Genaue quantitative Angaben, ab welcher
Konzentration Mineralstoffe inhibierend wirken, sind schwer zu treffen, da die
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Spurenelemente meist schon als Verunreinigungen Bestandteile von Medien sind.
Hohe Eisenkonzentrationen konnen im Zellinneren zur Bildung unselektiver
Oxidationsmittel und so zu Schadigungen der Zelle fuhren. (Fuchs et al., 2007;
Haenle, 2007)

Hohe Mangankonzentrationen fuhren zur Hemmung der RNA- und Proteinsynthese
(Cheung et al., 1982; Hohle & O’Brian, 2014). Auch dieses Spurenelement ist im
Hefeextrakt der Fa. Lallemand mit uber 1400 mg pro 1 kg Hefeextrakt deutlich
hoher konzentriert vorhanden als im Hefeextrakt der Fa. Leiber (3,2 mg pro 1 kg
Hefeextrakt). Die hohe Mangankonzentration konnte ein Grund fur die geringere
maximale Zellkonzentration in den Ansatzen lber 10 gL ' Lallemand-Hefeextrakt

sein.

In hohen Konzentrationen kann auch Zink eine inhibitorische oder gar toxische
Wirkung hervorrufen. Zink kann innerhalb der Zelle mit Thiolen reagieren und
wichtige Stoffwechselreaktionen storen (Hantke, 2005). Der Hefeextrakt der
Fa. Lallemand enthalt Uber die 50-fache Menge an Zink (>900 mg Zink
pro kg Hefeextrakt) im Vergleich zum Hefeextrakt der Fa. Leiber (16 mg Zink
pro kg Hefeextrakt).

Fur die Kultivierung mit Hefeextrakt der Fa. Lallemand und ohne Glukose wurden
gleiche Beobachtungen gemacht wie fur den Hefeextrakt der Fa. Leiber. Es konnte
zwar ein Wachstum beobachtet werden, allerdings wurde nur eine optische Dichte

von 2,257 gL ' erreicht. Dies konnte auf fehlende Kohlenstoffquellen hinweisen.

Der Vergleich aller Ansatze zeigt, dass eine Konzentration von 10 gL ' Hefeextrakt
mit 20 gL ' Glukose in den Kultivierungen Angel, Roth und Lallemand die hochsten
Zellkonzentrationen erreichte. Der Hefeextrakt der Fa. Lallemand weist grol3e
Mengen an metallischen Spurenelementen (Eisen, Mangan, Zink) auf, welche bei
hohen Konzentrationen eine inhibitorische Wirkung haben konnen. Des Weiteren
wird von der Fa. Leiber eine Dosierung von bis zu 10 gL ' Hefeextrakt empfohlen
(Anhang A.2). Daher wurde fur das Zulaufreservoir im kontinuierlichen Prozess eine

Hefeextraktkonzentration von 10 gL ' gewahlt.
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7.3 Kalibrierung der Zufiitterpumpen

Bei beiden Pumpen konnte ein lineares Profil in der Drehzahleinstellung zur
Flussrate erstellt werden. Es gab keine Auffalligkeiten oder Stérungen bei der
Kalibrierung der Pumpen. Fur zuklunftige Versuche ware eine Kalibrierung direkt mit
den jeweiligen Hefeextrakten und den entsprechenden Schlauchen zu empfehlen.
So kann beobachtet werden, ob sich bei kleinen Schlauchinnendurchmessern
Ablagerungen oder sogar Verstopfungen durch Schwebstoffe im Hefeextrakt bilden

und es dadurch zu geringeren Flussraten kommt.

7.4 Analyse der Fermentationsverlaufe

Im Folgenden werden die Verlaufe der Fermentationen K2L, K4L, K1LM und K2LM
betrachtet und diskutiert.

7.41 Fermentation K2L

Die Batch-Phase der Fermentation K2L verlief gemal® den Erwartungen. Nach
Abfall des Sauerstoffpartialdrucks auf 30 % setzte die pO2/Drehzahl-Regelung ein.
Der kontinuierliche Prozess wurde nach 3,818 h mit einer Zellkonzentration von
2,557 gL ' gestartet, da die Turbiditat stagnierte. Hier kann es sich allerdings auch
um eine kurze Stagnation des Wachstums aufgrund einer Anpassung des
Stoffwechsels an gegebene Medienbedingungen handeln. Es ist anzunehmen,
dass hier eine Komponente des Hefeextraktes limitierend wirkte. Nach Start der
kontinuierlichen Phase stieg die Turbiditat wieder an. Dies wurde bestatigen, dass
die Glukose aus der Batch-Phase noch nicht vollstandig verbraucht wurde und eine
Hefeextraktkomponente limitierend wirkte. Durch die Zugabe von frischem
Hefeextrakt sind wieder alle notwendigen Substanzen fur ein Wachstum vorhanden,
bis die Restglukose verbraucht bzw. ausgewaschen wurde. Anschlief3end sinkt die
Turbiditat und es kommt zu einem starken Anstieg im Sauerstoffpartialdruck, was
mit einer geringeren Wachstumsrate einhergeht. Auffallig ist, dass ab der
Chemostat-Phase fast ausschliel’lich Saure fur die Korrektur des pH-Wertes
bendtigt wurde. Vorherige Arbeiten mit B. licheniformis berichten von einer fast
ausschlieRBlichen Zugabe von Base in glukosebasierenden Fermentationen,
aufgrund der Produktion von organischen Sauren (Michel, 2019; Yan et al., 2013).

Im Chemostatbetrieb konnte ebenfalls durch die Analyse per HPLC gezeigt werden,
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dass sich organische Sauren wahrend des Prozesses im Medium anreicherten
(Abb. A. 9). AulRerdem gibt das Datenblatt des Hefeextraktes der Fa. Leiber einen
pH-Wert von 5 bis 6 in Losung an. Da aber vorwiegend Saure zugefuhrt wurde,
muss angenommen werden, dass der Organismus basische Substanzen produziert
oder saure Komponenten des Mediums verstoffwechselt. Die ansteigende Zugabe
an Saure (Tabelle 22) wahrend der Chemostat-Phase lasst sich durch die Zunahme
der Verdunnungs- und somit Wachstumsrate erklaren. Da mit steigender
Verdunnungsrate eine hohere Hefeextraktkonzentration zur Verfugung steht,
konnen die Zellen ihr Wachstum steigern und entsprechend mehr basische
Substanzen dem Medium entziehen. Aul3erdem kann der Organismus organische
Sauren, wie Acetat, nicht nur produzieren, sondern auch wieder verstoffwechseln.
Besteht ein Mangel an Kohlenhydraten, kann der Organismus Acetat und andere
organische Sauren zur Energiegewinnung und zum Zellerhalt nutzen, wodurch
Saure dem Medium entzogen wird. (Rachinger, 2010; Schwarzer, 2010; Veith et al.,
2004) Die HPLC-Analyse =zeigte ebenfalls zu- und abnehmende Acetat-
konzentrationen im Verlauf der Fermentation. Dies gibt Grund zur Annahme, dass
Acetat sowohl produziert als auch als Energiequelle genutzt wird (Daten nicht
gezeigt).

Ein weiterer Grund fur den Bedarf an Saure kann die Phosphatkonzentration sein.
Der Hefeextrakt der Fa. Leiber enthalt 160 mg Phosphor in 100 g Hefeextrakt
(siehe A.2). Besteht eine Limitierung an Phosphatquellen seitens des Hefeextraktes
fur den Organismus, kann es dazu fuhren, dass die zur Korrektur des pH-Wertes
verwendete ortho-Phosphorsaure verstoffwechselt wird. Diese dissoziiert
aullerdem in Wasser, was zu einem chemischen Ungleichgewicht fuhren kann,
wodurch zur Korrektur des pH-Wertes standig Saure nachgefuhrt werden muss.
Phosphat ist elementar notwendig fur den Energiestoffwechsel (Bildung von
Adenintriphosphat, ATP) des Organismus. (Berg et al., 2013; Hopp, 2018)

In der Fermentation K2L wurden Daten fur den Sauerstoffpartialdruck von Uber
100 % aufgenommen (Abb. A. 3). Dies ist nicht realistisch. Es scheint sich hierbei
um einen Defekt am Gerat oder in der Datenubertragung zu handeln. Die Sonden
fur die Messung des Sauerstoffpartialdrucks beinhalten ein Kaliumchlorid-
Elektrolyten, welcher durch eine feine Membran von der Zellsuspension getrennt
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ist. Schon kleine Beschadigungen an der Sonde reichen aus, dass der Elektrolyt
austritt und die Sonde ihre Funktionsfahigkeit verliert. AuRerdem kann es bei langen
Prozessen (> 500 h) zu Biofilmbildung an den Sonden kommen, welche ebenfalls
das Signal verfalschen. Nach Beendigung der Kultivierung konnten keine Risse in
der Membran festgestellt werden. Trotz allem wurde fur die weiteren Versuche die
Sonde ausgetauscht, sowie sicherheitshalber eine weitere pO2-Sonde installiert.

Im gesamten Verlauf konnte ein leicht abfallender Trend der Zellkonzentration
CxLwrp beobachtet werden. Dies spiegelt sich auch weitestgehend in der
Zellkonzentration aus der Biotrockenmassebestimmung wider (Tab. A.2) und
entspricht der Theorie des X-D-Diagramms (Abbildung 5), dass bei geringen

Verdiinnungsraten nur geringe Anderungen in der Zellkonzentration zu sehen sind.

Ebenso steigt die Substratkonzentration nur sehr gering mit zunehmender
Verdlinnungsrate an (Abbildung 29). Auffallend ist, dass die Substratkonzentration
nicht um Null liegt. Laut Theorie des X-D-Diagrammes musste bei niedrigen
Verdunnungsraten das Substrat nahezu vollstandig verbraucht werden und erst mit
steigender VerdUnnungsrate, nahe der kritischen Verdunnungsrate, die
Substratkonzentration zunehmen. Es scheinen aber nicht alle Kohlenhydrate bzw.
organischen Sauren des Hefeextraktes vollstandig verbraucht zu werden.

7.4.2 Fermentation K4L

In der Fermentation K2L wurde keine kritische Verdunnungsrate erreicht, daher
wurde die Fermentation K4L durchgefuhrt. Hierbei wurde direkt mit einer hdheren
Verdunnungsrate gestartet, welche in grof3eren Abstanden als zuvor erhdht wurde.
Die Fermentation K4L startete mit einer Verdiinnungsrate von 0,2 h ' nach einer
Batch-Phase von 4,324 h. In der Batch-Phase ist deutlich eine /lag-Phase nach der
Inokulation zu sehen (Abbildung 20). In der /Jag-Phase sinkt der
Sauerstoffpartialdruck auf 30 % ab und mit Start der pO2/Drehzahl-Regelung setzte
auch die exponentielle Wachstumsphase ein. In beiden Fermentationen mit
Hefeextrakt der Fa. Leiber (K2L, K4L) wurde eine spezifische Wachstumsrate von
0,59 h " und entsprechend eine Verdopplungszeit von 101,7 min in der Batch-Phase
erzielt. In der Literatur finden sich Verdopplungszeiten von 60 Minuten auf Glukose
ohne Hefeextrakt bei 37 °C (Hanlon & Hodges, 1981). In einer vorherigen Arbeit
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wird von Wachstumsraten von ca. 0,3 h ! bis 0,35 h ' auf Komplexmedium berichtet
(Michel, 2019). Die hier vorliegenden Wachstumsraten sind somit hoher als die
Erfahrungswerte vorheriger Arbeiten, liegen dennoch unter den Literaturwerten fur

die maximale Wachstumsrate von B. licheniformis.

Nach einem rapiden Anstieg im Sauerstoffpartialdruck und einem Abfall der
Zellkonzentration wurde die Chemostat-Phase gestartet. Dies fuhrte zu einem
direkten Absinken der Zellkonzentration durch ein Auswaschen der Zellen. In
diesem Batch ist davon auszugehen, dass die Glukose, anders als im Prozess K2L,
vollstandig verstoffwechselt wurde, da nach Start der Zugabe von frischem
Hefeextrakt kein Anstieg in der Zellkonzentration zu erkennen ist. Wie auch im
vorherigen Prozess wurde hier hauptsachlich Base in der Batch-Phase zur
Korrektur des pH-Wertes verwendet, wahrend im Chemostatbetrieb vorwiegend
Saure zugefuhrt wurde. Tabelle 22 zeigt, dass die Zufuhr an Saure in den
Verdlnnungsraten D2 und D3 noch &hnlich niedrig ist, wie in den Verdiinnungsraten
D1 und D2 im Prozess K2L.

Bis zur Verdunnungsrate D4 zeigt sich eine abnehmende Zellkonzentration, welche
anschlief3end durch Schwankungen im pO2 und in der Ruhrerdrehzahl, ebenfalls ins
Schwanken gerat. Eine Anlagerung von Zellen und Luftblasen an der pO2-Sonde

kann Schwankungen im Signal verursachen.

AuRerdem konnte ab dieser Verdinnungsrate eine Biofilmbildung an der Glaswand
des Bioreaktors und an der Turbiditatssonde beobachtet werden. Dieser Biofilm
konnte auch den Bedarf an Saure ab Verdunnungsrate D4 erklaren, da dieser
doppelt so hoch ist, wie in Verdinnungsrate D3. Die Immobilisierung der Zellen an
der Reaktorinnenwand fuhrten zu einer hoheren Zellkonzentration innerhalb des
Reaktors und somit auch zu einer hoheren Stoffwechselrate, was einen erhohten

Bedarf an Saure erklaren konnte.

Bei Betrachtung der Verdunnungsrate Dy fallt auf, dass hier deutlich mehr Base als
Saure zugefuhrt wurde. Dies lasst auf eine sinkende Zellkonzentration hindeuten.
Es kann angenommen werden, dass die Zellen nicht mehr in der Lage waren sich
schnell genug zu teilen und aufgrund der erhOhten Verdunnungsrate ausgewaschen
wurden. Daher wurden dem Hefeextrakt weniger basische Substanzen entzogen,
wodurch der pH-Wert im Medium saurer und Base zugefuhrt wurde. Es konnte zwar
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noch eine geringe Zellkonzentration gemessen werden, welche maoglicherweise
aber nicht vorhanden gewesen ware, wenn die Biofilmbildung nicht so stark
gewesen ware. AuRerdem kann bei der Bestimmung der Biotrockenmasse nicht von

lebenden und toten Zellen unterschieden werden.

Die Biofilmbildung ist ein komplexer Vorgang, welcher durch verschiedene Faktoren
der Umwelt beeinflusst wird. Der Biofilm stellt eine Uberlebensstrategie des
Organismus dar, um sich vor Umwelteinflissen zu schitzen. Umwelteinflusse
konnen zum Beispiel pH-Wert- und Salzkonzentrationsanderungen oder
Nahrstoffoedingungen sein (Randrianjatovo-Gbalou et al., 2017). Der Hefeextrakt
der Fa. Leiber stellt nur geringe Mengen freier Kohlenhydrate zur Verfugung (1,31 g
Kohlenhydrate pro 10 g Hefeextrakt). Dabei kann es schnell zu einem Mangel an
Kohlenstoffquellen kommen. Der Organismus ist zwar fahig, aus den vorhandenen
Aminosauren, Kohlenstoffe zu beziehen, muss hierfur aber entsprechende Enzyme
synthetisieren und seinen Metabolismus anpassen (Voigt et al., 2015). Die
Biofilmbildung kann dem Organismus Schutz vor negativen Umwelteinflissen

bieten.

Die Abgasanalyse des Prozesses in Abbildung 22 zeigt, dass in der Batch-Phase
ein Respirationsquotient von 1,0 bis 1,3 erreicht wird. Dies weist auf die
Verstoffwechselung von Glukose hin, bei der unter Verbrauch von sechs
Sauerstoffmolektulen sechs Kohlenstoffdioxidmolekile entstehen. Bei der
Verstoffwechselung von sauerstoffreichen Sauren wie Maleinsaure, welche laut der
Daten der HPLC-Analyse in Abb. A. 9 (vgl. Abb. A. 16) im Hefeextrakt vorhanden

ist, kommt es zu einem Respirationsquotienten von uber 1,0.

Im darauffolgenden Verlauf des Prozesses sinkt der Respirationsquotient in der
Chemostat-Phase auf ca. 0,75 ab (Abb. A. 5und Abb. A. 6). Respirationsquotienten
von 0,71 bis 0,80 weisen auf die Verstoffwechselung von Proteinen und Fetten hin.
Dies wurde zeigen, dass der Organismus in der kontinuierlichen Phase seinen
Metabolismus auf die Verstoffwechselung von Aminosauren zur Energiegewinnung
umgestellt hat. (Chmiel, 2011)

In diesem Prozess wurde die Begasungsrate variiert, um deutlichere Unterschiede
in den Abgasmolenbrichen zu erzielen. Die Begasungsrate kann dabei Einfluss auf
den Sauerstoffpartialdruck haben, da sich die Grol3e der eingetragenen Gasblasen
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mit unterschiedlicher Begasungsrate verandern kann. Hierbei konnen grofRRe
Gasblasen Stérungen der Sonde verursachen. Die Anderung in der Begasungsrate
konnte keine Besserung im pO2-Signal bewirken und keine deutlicheren
Unterschiede in den Abgasmolenbrichen erzielen. Es konnte nicht geklart werden,
was die Ursache fur die Schwankungen ab Ende der Verdunnungsrate D3 ist.

7.4.3 Fermentation K1LM

Die Kultivierung K1LM startete in der exponentiellen Phase ohne erkennbare /lag-
Phase. Diese stagnierte am Zeitpunkt t = 1,6 h kurzzeitig, bevor sie nach ca. 4,3 h
in die stationare Phase Uuberging. Als Ursache der Stagnation kann eine
nahrmedienbedingte Umstellung des Metabolismus angenommen werden. Der
Batch endete mit einem starken Peak im Sauerstoffpartialdruck und einem
parallelen Sinken der Zellkonzentration zum Zeitpunkt t = 5,5 h. Dies bedeutet, die
Medienvoraussetzungen fur unlimitiertes Wachstum sind ab diesem Zeitpunkt nicht
mehr gegeben. Die Zellen bendtigen weniger Sauerstoff, daher kommt es zum
steilen Anstieg des Sauerstoffpartialdrucks. Ebenso wird schlagartig keine Saure
mehr produziert, wodurch es zum Anstieg des pH-Wertes kommt. In diesem
Prozess wurde in der Batch-Phase eine Wachstumsrate von 0,6382 h ' bestimmit,
welche wie bereits im Abschnitt zuvor erwahnt, die erwartete Wachstumsrate von
ca. 0,35 h" deutlich Ubersteigt, dennoch unter Literaturwerten liegt (Hanlon &
Hodges, 1981).

Die Chemostat-Phase wurde mit einer volumetrischen Hefeextraktzulaufrate von
1,006 gL 'h ' gestartet, da aufgrund der vorherigen Prozesse davon ausgegangen
wurde, dass die kritische Verdunnungsrate nicht unter 0,1 h liegt. Das Verhalten der
Korrekturmittel entspricht hierbei den Beobachtungen aus vorangegangenen
Prozessen. In der Batch-Phase wird vorwiegend Base zugefuhrt, wahrend in der
Chemostat-Phase die Zufuhr an Saure anstieg. Aufgrund einer Abnahme der
Zellkonzentration nach dem Ubergang in die Chemostat-Phase, kann angenommen
werden, dass die Glukose der Batch-Phase vollstandig verbraucht wurde.
Auffallend ist, dass die Zellkonzentrationen aus der Biotrockenmassebestimmung
und die ermittelten Zellkonzentrationen aus der Turbiditatsmessung teilweise stark
voneinander abweichen, obwohl diese aufeinander basieren. Um eine bessere

Ubereinstimmung der Daten zu erzielen, wéren beispielsweise Anderungen in der
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Auswertungsmethode mit MATLAB® nétig. Dies kénnte zum Beispiel ein anderes

Verfahren zur Bestimmung zweier unbekannten Korrelationsparameter sein.

In der Verdunnungsrate D4 traten Schwankungen im Sauerstoffpartialdruck und in
der Turbiditat auf. Ab der Verdlinnungsrate D4 konnte auch eine Anlagerung von
Zellen an der Glasinnenwand des Bioreaktors und an der Turbiditatssonde
beobachtet werden. Aufgrund des unerwarteten Verlaufs der Turbiditatsmessung
wurden hier auch innerhalb der Verdlinnungsrate Offline-Proben genommen. Dies
diente zur Uberpriifung, ob die Zellkonzentration tatsachlich angestiegen ist oder
die Sonde mit einem Biofilm bedeckt war. Da die Offline-Zellkonzentration
gleichblieb, aber die Turbiditat anstieg, ist davon auszugehen, dass es sich
tatsachlich um einen Zellbewuchs an der Sonde handelte.

Es konnte beobachtet werden, dass die Farbung der Zellsuspension in der Batch-
Phase beige und gelblich war, wahrend sie in der Chemostat-Phase mit
zunehmender Zulaufrate an Hefeextrakt eine rot-braune Farbung aufwies. Da in der
Batch-Phase nur eine initiale Eisenkonzentration vorlag, kann angenommen
werden, dass das vorhandene Eisen schnell verstoffwechselt oder komplexiert
wurde, die Menge an Eisen-Chelat-Komplexen fur eine visuell erkennbare Farbung
aber nicht ausreichend war. In der Chemostat-Phase hingegen wurden die Zellen
kontinuierlich mit hohen Eisenkonzentrationen (im Vergleich zum Hefeextrakt der
Fa. Leiber, siehe 7.1) versorgt. Dadurch kann die Annahme getroffen werden, dass
die Bildung von Eisen-Chelat-Komplexen hier hoher ist und es zu einer
ausgepragten Rotfarbung kommt.

Die Abgasbilanzierung zeigt einen Respirationsquotienten, welcher sich nach einem
Anstieg in der Batch-Phase vorwiegend im Bereich von 1,0 bis 1,5 bewegte. Wie im
Abschnitt 7.4.2 erwahnt, weist ein Respirationsquotient von Uber 1,0 auf eine
Verstoffwechselung von organischen Sauren hin (Chmiel, 2011). So bezieht der
Organismus seine Energie in der Chemostat-Phase vor allem aus organischen
Sauren. Erstin der letzten Verdunnungsrate De sinkt der Respirationsquotient etwas

unter 1,0.

Ein kritische Verdunnungsrate wurde in dieser Fermentation nicht erreicht, weshalb

eine zweite Fermentation mit hdheren Verdunnungsraten durchgefuhrt wurde.
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7.4.4 Fermentation K2LM

Die Fermentation K2LM zeigt in Abbildung 25 einen fur Batch-Kultivierungen
erwarteten Verlauf. Nach einer anfanglichen /lag- und pO2/unkontrollierten-Phase,
beginnt ab ca. 2,5 h die exponentielle Phase mit Einsetzen der pO2/Drehzahl-
Regelung. Wie in den Prozessen zuvor wurde in der Batch-Phase hauptsachlich
Base zugefuhrt. Das Ende der Batch-Phase konnte nach ca. 7,2 h durch einen Peak
im Sauerstoffpartialdruck und im pH-Wert beobachtet werden. Dies weist auf eine
Substratlimitierung und auf eine einhergehende Wachstumsstagnation hin. Die
maximale Wachstumsrate von 0,8184 h ' libersteigt ebenfalls die Erfahrungswerte
der Arbeitsgruppe (0,3 h ' bis 0,35 h '). Im Gegensatz zu den vorherigen Prozessen
wurde in dieser Kultivierung vorwiegend Base in der Chemostat-Phase (ab ca. 16 h)
zugefuhrt. Da keine Angaben uber den Kohlenhydratgehalt der Fa. Lallemand
vorliegen, konnten nur Anhand des HPLC-Chromatogramms in Abb. A. 15
Annahmen getroffen werden. Die Peakflache des Hefeextraktes der Fa. Lallemand
ist bei einer Konzentration von 10 gL ' deutlich groRer. Es wird somit angenommen,
dass mehr Kohlenhydrate bzw. organische Sauren vorliegen, was den Bedarf an
Base erklaren konnte. Bei hoheren Hefeextraktzulaufkonzentrationen stehen dem
Organismus mehr Kohlenstoffquellen fur das Wachstum zur Verfugung. Dadurch
lasst sich annehmen, dass weniger organische Sauren zur Energiegewinnung
genutzt werden. Dies wurde dazu fuhren, dass weniger Base zugefuhrt werden
muss, um den pH-Wert auf pH 7,0 zu regeln. Allerdings spricht dagegen, dass der
Respirationsquotient Uber 1,0 ist (siehe Abbildung 26 und Abb. A. 8), was auf eine

Verstoffwechselung von organischen Sauren hinweist.

Die Phosphatkonzentration konnte in diesem Fall auch eine Rolle spielen. Im
Gegensatz zum Hefeextrakt der Fa. Leiber, welcher 160 mg Phosphor pro 100 g
Hefeextrakt enthalt, sind im Hefeextrakt der Fa. Lallemand 1280 mg Phosphor in
100 g Hefeextrakt vorhanden (siehe A.2). Im Kapitel 7.4.1 wurde bereits die
Relevanz von Phosphatquellen fur den Organismus erlautert. In dieser
Fermentation kann daher die Annahme getroffen werden, dass dem Organismus
mit hoheren volumetrischen Hefeextraktzulaufkonzentrationen eine hohere

Konzentration an Phosphat zur Verfugung steht. Aus diesem Grund besteht fur den
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Organismus nicht die Notwendigkeit die Phosphatquelle aus dem Titrationsmittel zu
beziehen.

Im Verlauf der Fermentation in Abbildung 26 traten Kippschwingungen im
Reaktionsvolumen auf. Da die Pumpe gleichmalig Hefeextrakt zu- und abgefuhrt
hat (Ausnahme im Bereich 90 h bis 95 h), kann die Pumpe fur die Schwankungen
ausgeschlossen werden. Die Ernte der Zellsuspension erfolgte uber ein Tauchrohr
auf Fullstandshohe. Das Reaktionsvolumen wurde gravimetrisch erfasst. Der Druck
der Gaszufuhr wurde kontrolliert und zeigte keine Schwankungen auf. Es konnte
allerdings nach der Fermentation zum Teil ein Zellbewuchs am Begasungsring
festgestellt werden. Dieser Zellbewuchs beeinflusst die Durchlassigkeit der
Luftzufuhr und kann ein Grund fur eine wechselnde Gasblasengrof3e sein. Es wurde
beobachtet, dass die GroRe der Gasblasen in diesen Zeitraumen stark variierte, so
dass moglicherweise der Kontakt zwischen Zellsuspension und Tauchrohr nicht
konstant aufrechterhalten werden konnte. Dies hat zur Folge, dass das

Reaktionsvolumen schwankt.

Im Zeitraum von 90 h bis 95 h setzte sich der Schlauch der Hefeextraktzufuhr
vollstandig mit unldslichen Bestandteilen des Hefeextraktes zu. Es konnte kein
frisches Medium mehr zugefuhrt werden und es wurde nur Zellsuspension
abgefuhrt. Durch den parallelen Anstieg der Ruhrerdrehzahl stieg der Fuillstand und
es kam zu einem Verlust von Reaktionsvolumen. Im Gegensatz zum Prozess K1LM,
bei dem ein Schlauchinnendurchmesser von 2,06 mm genutzt wurde, betrug der
Schlauchinnendurchmesser in diesem Prozess nur 1,30 mm. Es ist zu empfehlen,
bei Hefeextrakten mit einem hoheren Anteil an Schwebstoffen groRere

Schlauchinnendurchmesser zu verwenden.

Eine homogene Durchmischung der Reservoirgefale mit einem Volumen von 20 L
war aufgrund der unebenen Bdden mit einem Ruhrfisch nicht zu erreichen. So
akkumulierten sich die Schwebstoffe am Boden des Gefalles und mit sinkendem
Reservoirvolumen wurden mehr Schwebstoffe mitgefuhrt. Dies fuhrte aller

Annahmen nach zur Verstopfung der Zulaufleitung.

In diesem Prozess wurden Phasen mit steigender Ruhrerdrehzahl beobachtet,
welche mit steigender Zellkonzentration aus der Turbiditdt und sinkendem
Sauerstoffpartialdruck einhergingen. Im Zeitraum von 107 h bis 120 h ist dies
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beispielsweise deutlich sichtbar. Eine Ursache fur dieses Verhalten ist nicht zu
erkennen. Durch eine langanhaltende hohe Ruhrerdrehzahl kam es zum Ablosen
des Biofilms von der Reaktorinnenwand und den Sonden. Es war ein Sinken der
Zellkonzentration zu beobachten, welches dadurch erklart werden konnte, dass sich
der Biofilm auf der Turbiditatssonde abgelost hat. Ebenfalls kam es zu einem Abfall
in der Ruhrerdrehzahl. Durch das Ablosen des Biofilms von der Reaktorinnenwand,
konnten diese Zellen Uber das Erntetauchrohr abgefuhrt werden. Dies fuhrt zu einer
Reduktion der Sauerstoffverbraucher und einem Anstieg des Sauerstoffpartial-
drucks. Durch die anschlielende pO2/Drehzahl-Regelung wurde der pO2 durch eine
Reduktion der Ruhrerdrehzahl wieder eingestellt.

Nach ca. 140 h Kultivierungszeit war das Reservoir der Base Uber Nacht
aufgebraucht, wodurch es zu einem Abfall im pH-Wert sowie der Zellkonzentration
und entsprechend zu einem Anstieg im Sauerstoffpartialdruck kam.

In diesem Prozess konnte auch keine kritische Verdinnungsrate erzielt werden.

7.5 Beurteilung der Etablierung der kontinuierlichen Prozesse

Im Folgenden wird die Etablierung einer Versuchsanlage zur Bestimmung
wachstumsassoziierten Eigenschaften von Hefeextrakten im kontinuierlichen

Prozess beurteilt.
7.5.1 Auswirkungen der Flussrate des Zulaufreservoirs auf den Prozess

Ein Qualitatsmerkmal zur Beurteilung eines kontinuierlichen Prozesses stellt die
Genauigkeit der Verdinnungsrate, sowie die Ubereinstimmung mit der
Wachstumsrate dar (u = D). Eine Abweichung der tatsachlichen Flussrate des
Zulaufreservoirs vom Sollwert hat Auswirkungen auf den gesamten Prozess. Die
Flussrate ist wiederum abhangig von den Pumpen des Zulaufreservoirs und den

verwendeten Schlauchen.

Trotz eines linearen Kalibrierungsprofils der Pumpen (siehe 6.3), fiel wahrend der
Fermentationen auf, dass nicht immer das gewlnschte Volumen gefordert wurde.
Grunde dafur konnen Feuchtigkeit im Abluftfilter und dadurch entstehender Druck
im Reaktor, aber auch ein Blockieren der Schlduche sein. In allen Fermentationen
konnte eine zum Teil starke Ablagerung nicht geloster Substanzen in den
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Schlauchen festgestellt werden. Dies fuhrte (meist Uber Nacht) zur Anhaufung von
ungeldsten Substanzen, was sich auf die Flussrate und das Reaktionsvolumen
auswirkte. Dies konnte vor allem an niedrig gelegenen Schlauchbereichen
festgestellt werden. Es ist von Vorteil bei der Verwendung von Hefeextrakten
Schlauche mit groRerem Schlauchinnendurchmesser zu nutzen, um ein Blockieren
der Schlauche zu verhindern. Eine Abnutzung der Schlauche konnte nach
Kultivierungen Uber lange Zeitraume (> 300 h) ebenfalls festgestellt werden. Durch

Materialermidung der Schlauche kann sich das Fordervolumen andern.

Die Ernte erfolgte wahrend der Fermentationen Uber ein Tauchrohr, welches sich
auf Hohe des Flllstandes befand. Dies diente zur Aufrechterhaltung eines
konstanten Reaktionsvolumens. Die Abweichungen des Reaktionsvolumens
beliefen sich auf bis zu 0,75L + 9,333 %, was ca. 0,070 L entspricht. Im
Durchschnitt belief sich die Abweichung des Reaktionsvolumens uber alle

Fermentationen auf 3,44 %, was 0,0258 L entspricht.
7.5.2 Vergleich der Wachstums- und Verduinnungsrate

Entsprechend der Theorie eines kontinuierlichen Prozesses gilt die Annahme, die
Wachstumsrate lasse sich tber die Verdiinnungsrate einstellen. Zur Uberprifung
dieser Annahme sind verschiedene Wege moglich. Mit Hilfe der Turbiditatsdaten
und der Korrelationsparameter k; und k,, konnte die Zellkonzentration bestimmt
werden. Bei Betrachtung der Zellkonzentrationen Uber einen Zeitraum (z. B. Uber
eine Stunde) am Ende einer Verdlinnungsrate unter Annahme eines
Gleichgewichts, sollte sich in einer halblogarithmischen Auftragung der Daten
In(cxL) gegen die Zeit bei Anlegen einer Trendlinie, eine Steigung von Null ergeben.
Dies wiirde bedeuten, es gibt keine Anderungen in der Zellkonzentration und ein
Gleichgewicht hat sich eingestellt. Dies lasst sich in der Praxis allerdings schwer
umsetzen. Schwankungen der Turbiditat sind auf verschiedene Ursachen
zurlickzufiihren. So kann beispielsweise eine Anderung in der Riihrerdrehzahl zu
Schwankungen in der Turbiditat fuhren, da die Trubungssonde sensitiv auf
Begasungs- und Ruhrbedingungen reagiert  (Gregory & Thornhill, 1997,
Steinke et al., 2009). Des Weiteren konnte in allen Fermentationen beobachtet
werden, dass sich ein Biofilm sowohl an den Sonden als auch an der
Reaktorinnenwand bildete. Durch die Bildung des Biofilms an der Sonde wurden die
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Daten verfalscht, da die Durchlassigkeit am Sensor der Sonde abnimmt und die
Turbiditat somit steigt. Daher liefern die Turbiditatsdaten in diesen Prozessen vor
allem fur den Chemostatbetrieb keine zuverlassigen Daten.

Eine andere Moglichkeit ist die Auftragung der gemessenen Daten der optischen
Dichte innerhalb einer Stunde am Ende einer Verdunnungsrate. Da es sich hierbei
lediglich um drei Datenpunkte handelt, ist es auch hier schwierig, die Steigung einer
Trendlinie als Anhaltspunkt fiir die Ubereinstimmung von Verdinnungs- und
Wachstumsrate zu nehmen. Aufgrund dessen wurde fur die Bestimmung der
Wachstumsrate im Chemostatbetrieb die Gl.(2.24) verwendet. Diese bezieht neben
der Zellkonzentration und -masse auch die Flussrate mit ein und bietet damit eine
bessere Moglichkeit zur Bestimmung der Wachstumsrate. Die Vergleiche der
Wachstums- und Verdunnungsraten in der Tabelle 18 und Tabelle 19 zeigen
Abweichungen von +0,07922h"' auf, da nur Bezug auf wenige Datenpunkte
genommen werden kann. Optimal fur die Auswertung ware eine Trubungssonde,

die nicht anfallig fur die Anhaftung von Bakterien ist.

Es fallt auf, dass die durchgefuhrten Verdunnungsraten zum Teil deutlich die
maximale Wachstumsrate auf Hefeextrakt (0,1828 h ! Leiber; 0,2588 h ' Lallemand)
uberschreiten. Daher wurden zunachst Verdunnungsraten unterhalb dieser Werte
gewahlt und die Verdinnungsrate nach und nach erhoht. Da es bis zu diesen
Wachstumsraten zu keinem Zeitpunkt zu einem Auswaschen der Zellen kam,
wurden auch Verdunnungsraten Uber der maximalen Wachstumsrate gewanhlt.
Allerdings konnte auch hier die kritische Verdunnungsrate nicht ermittelt werden.
Grund dafur konnte die bereits zuvor erwahnte Anhaftung der Zellen an der
Bioreaktorwand sein. Durch die Bildung des Biofilms an der Reaktorinnenwand
sammeln sich im Reaktor Zellen an, welche im Falle eines ideal durchmischten
Ruhrkessels nicht vorhanden waren. So kann es sein, dass trotz erhOhten
Verdinnungsraten noch Zellen vorhanden sind, obwohl die maximale
Wachstumsrate bereits erreicht bzw. Uberschritten wurde. Durch eine manuelle
kurzzeitige Erhohung der Ruhrerdrehzahl sollte der Biofilm von der Innenseite des
Reaktors und den Sonden moglichst gelost werden, damit er anschlieRend uber das
Erntetauchrohr abgetragen werden konnte. Dieser Mechanismus [0st allerdings
auch aus, dass groRere Zellflocken im Reaktor verweilen und beim Ruhrvorgang an
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der Turbiditatssonde hohere Signale auslosen. Dies kann ebenfalls zu
schwankenden Signalen fuhren. Es ist auch anzunehmen, dass durch das Ruhren
standig Bakterien aus dem Biofilm gelost werden und daher die maximale
Wachstumsrate Uberschritten wird, da standig Bakterien zurtck in die Flussigphase

gelangen und zum Wachstum beitragen konnen.
7.5.3 Substratanalyse per HPLC

Die Substratanalyse in einem Prozess mit Hefeextrakt ist dahingehend kompliziert,
da sich im Hefeextrakt viele verschiedene Substanzen, wie Vitamine, Mineralstoffe
und Kohlenhydrate befinden und diese vom Organismus nie in gleichem Male
verbraucht werden. So war es, wie in der Durchflihrung dieser Arbeit schon erwahnt,
zunachst notig, verschiedene Methoden zur Analyse der Substrate zu testen, wobei
sich die HPLC fur Kohlenhydrate und organische Sauren als die zuverlassigste
Methode herausstellte. Bei Betrachtung der einzelnen Substanzen des
Hefeextraktes, kann angenommen werden, dass die Kohlenhydrate fur den
Organismus eine primare Rolle im Wachstum und Lebenserhalt spielen. Daher
wurden in dieser Arbeit diese stellvertretend als Substrat betrachtet. Durch die
Fahigkeit des B. licheniformis essentielle Aminosauren und Vitamine zu
synthetisieren, scheinen diese als Inhaltsstoffe des Hefeextraktes nur eine
sekundare Rolle zu spielen.

Fir die Bewertung des kompletten Hefeextraktes als Substrat, ist es notwendig fur
alle Substanzen entsprechende Analysemethoden heranzuziehen, um fur jede

einzelne Substanz eine Affinitatskonstante bestimmen zu konnen.

Im Nachhinein stellte auch die HPLC keine optimale Methode fur die
Substratanalyse dar. Da der Organismus organische Sauren nicht nur
verstoffwechseln, sondern auch produzieren kann, musste zunachst differenziert
werden, welche Kohlenhydrate und organischen Sauren ausschliel3lich verbraucht
und nicht produziert wurden. Dies erschwerte die Auswertung der Daten.

Die Daten der Substratanalyse sind fur die Bestimmung der Affinitatskonstante Kg
allerdings wichtig. Bei der Auswertung nach Lineweaver-Burk wird die reziproke
Substratkonzentration gegen die reziproke Verdunnungsrate aufgetragen, um die
Sattigungskonstante zu ermitteln. Laut Theorie des Chemostaten ware zu erwarten,
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dass die Substratkonzentration in den niedrigen Verdunnungsraten, d. h. vor allem
in den Prozessen K2L und K1LM deutlich naher bei Null liegen wirde
(vgl. Tabelle 20). Erst mit Annaherung an die maximale Wachstumsrate ware ein
schneller Anstieg der Substratkonzentration zu erwarten. Bei Betrachtung beider
Prozesse mit Hefeextrakt der Fa. Leiber zeigt sich, dass mit zunehmender
Verduinnungsrate deutlichere Unterschiede in der Substratkonzentration bestimmt
werden konnten. In den Prozessen K1LM und K2LM ist die Substratkonzentration
selbst bei sehr hohen Verdunnungsraten nicht mal bei der Halfte der
Ausgangskonzentration im Reservoir von 10 gL .

7.54 Auswirkungen der Zell- und Substratkonzentration auf den
Ausbeutekoeffizienten yxs

Die Auswertung der Ausbeutekoeffizienten in 6.5.4 zeigt deutliche Unterschiede
zwischen den Hefeextrakten auf. Wahrend fur den Hefeextrakt der Fa. Leiber ein
Ausbeutekoeffizient von 0,4675 gg ' ermittelt wurde, liegt der Ausbeutekoeffizient
des Hefeextraktes der Fa. Lallemand nur bei 0,2017 gg . Dieser deutlich niedrigere
Wert liegt an den gemessenen Substratkonzentrationen, da diese nicht den
Erwartungen entsprachen. Bereits unter 7.4.4 wurde mit Abb. A. 15 gezeigt, dass
der Hefeextrakt der Fa. Lallemand deutlich mehr Kohlenhydrate und organischen
Sauren enthalt, so dass zu erwarten ware, dass pro Gramm Substrat mehr Gramm
Zellen entstehen wurden. Allerdings konnten inhibitorische Faktoren zu diesem

niedrigeren Ausbeutekoeffizienten fuhren.
7.5.5 Die Sattigungskonstante Ks

Ein Ziel dieser Arbeit war es, die Sattigungskonstante fur ein komplexes Medium
wie Hefeextrakt zu bestimmen. Dabei war es notwendig, Bestandteile des
Hefeextraktes als Vertreter des Hefeextraktes zu definieren, da das Monod-Modell
nur ein limitierendes Substrat vorsieht (Chmiel, 2011). Fur die Bestimmung der
tatsachliche Sattigungskonstante, ware es nicht nur notwendig alle Bestandteile des
Hefeextraktes zu kennen, sondern auch deren Verbrauch und Limitierung. Da dies
bei Substraten mit sehr vielen Bestandteilen aber enorm erschwert wird, wird sich
in dieser Arbeit auf einen kleinen Teil der vorhandenen Substanzen konzentriert. Da
Kohlenhydrate und organische Sauren als primare Energiequellen fur den
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Organismus dienen, wurden diese hier als Vertreter des Hefeextraktes ausgewahilt.
Die Sattigungskonstante bezieht sich somit auf die im Hefeextrakt vorhandenen
Kohlenhydrate und organischen Sauren.

Fur die Bestimmung der Sattigungskonstante wird gerne das Lineweaver-Burk-
Diagramm zur Hilfe gezogen, welches durch eine doppeltreziproke Auftragung der
Verdunnungsrate und der Substratkonzentration eine Gerade ergibt. Wie bereits
unter 6.5.7 beschrieben, kann anhand der Geradengleichung die

Sattigungskonstante abgelesen werden.

Die Fermentationsdaten der Prozesse K2L, K4L und K1LM ermdglichten keine
Auswertung nach Lineweaver-Burk, da die Geradengleichung keinen negativen
Schnittpunkt mit der X-Achse aufwies, wodurch die Bestimmung einer
Sattigungskonstante nicht moglich war. Nur im Prozess K2LM konnte ein negativer
Schnittpunkt ermittelt werden. Allerdings weisen die Daten in Abbildung 28 keine
zufriedenstellenden Werte auf. Das BestimmtheitsmaR R? gibt lediglich einen Wert
von 0,1316. Dies zeigt bereits, dass die Regressionsgerade wenig an die
gegebenen Daten angepasst ist und die Daten somit nur geringfugig diesem Modell
entsprechen. Die daraus gewonnenen Daten entsprachen nicht den Erwartungen.
Zum einen ergab sich fir die Wachstumsrate ein Wert von 1,4156 h ', welcher
deutlich Uber den Wachstumsraten mit Glukose und den ermittelten
Wachstumsraten auf Hefeextrakt liegt. Der Wert ist somit als nicht realistisch
einzuschatzen. Zum anderen wurde fur die Sattigungskonstante ein Wert von
4,763 gL ' bestimmt. Nach dem Monod-Modell gibt ein kleiner Wert eine bessere
Affinitat gegenuber dem Substrat wieder. Da hierbei mehrere Substanzen als
Substrat gewertet werden, ist durchaus ein erhohter Wert zu erwarten. Der
Vergleich mit bekannten Sattigungskonstanten fur Kohlenhydrate zeigt, dass die
vorliegende Sattigungskonstante zum Teil deutlich hoher ist. Fur E. coli werden
Sattigungskonstanten fiir Glukose von 0,058 bis 0,8 mgL ', fir Maltose 100 ugL ',
fur Ribose 132 ugL"', fir Galaktose 0,67 uygL' und fir Fruktose 125 ugL'’

angegeben (Lendenmann et al., 1999).

Bhunia et. al. geben fur einen B. licheniformis Stamm eine Sattigungskonstante fur
Starke von 11,1gL' an (Bhuniaetal., 2012). Dies =zeigt, dass sich
Sattigungskonstanten fur verschiedene Substrate deutlich unterscheiden konnen.
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Daher kann die hier ermittelte Sattigungskonstante fur die Kohlenhydrate und
organischen Sauren des Hefeextraktes der Fa. Lallemand durchaus einen
plausiblen Wert widerspiegeln.

Zur Darstellung nach Lineweaver-Burk ist anzumerken, dass diese auf Kehrwerten
gemessener Daten basiert. Kleine experimentelle Fehler konnen zu grof3en Fehlern
bei den grafisch ermittelten Werten der Sattigungskonstante fuhren, insbesondere
bei niedrigen Substratkonzentrationen (Gummadi, 2017). Im Buch Biochemical
Reaction Engineering, S.462, wird von zwei weiteren Methoden zur Bestimmung
der Sattigungskonstante berichtet. Diese Darstellungen basieren ebenfalls auf der
Lineweaver-Burk-Transformation, enthalten aber nur einen reziproken Term,

wodurch sie zumeist genauere Daten liefern (Gummadi, 2017).
7.5.6 Das X-D-Diagramm

Das X-D-Diagramm soll nach Auftragung der experimentell bestimmten Daten
Auskunft Gber die optimale Verdunnungsrate und die maximale Produktivitat
wiedergeben. Die Abbildung 29 und Abbildung 30 zeigen, dass in beiden Fallen
zumindest ein ahnliches Verhalten wie in Abbildung 5 zu erkennen ist. Vor allem im
X-D-Diagramm der Fermentationen K2L und K4L in Abbildung 29 ist deutlich der
Anstieg und Abfall der Produktivitatsdaten zu erkennen. Abweichend vom
Diagramm in Abbildung 5 sind die Daten der Zell- und Substratkonzentration. Zu
erwarten waren Daten nahe Null in der Substratkonzentration, welche erst nahe der
kritischen Verdunnungsrate deutlich ansteigen, wahrend die Zellkonzentration
nahezu gleichbleibend ware, bis sie nahe der kritischen Verdinnungsrate schnell
abnimmt. Dieses Verhalten ist fur beide Hefeextrakte nicht zu erkennen. Des
Weiteren ware aufgrund der maximalen spezifischen Wachstumsraten auf
Hefeextrakt von 0,1828 h' (Leiber) bzw. 0,2588 h' (Lallemand) eine kritische
Verdunnungsrate unterhalb dieser Werte zu erwarten. Dies konnte nicht gezeigt

werden.
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7.6 Fehlerbetrachtung

Als erstes sollte angemerkt werden, dass fur jeden Hefeextrakt alle getesteten
Verdunnungsraten jeweils nur einmal durchgefuhrt wurden. Fur einen Vergleich von
Ergebnissen ware es daher von Vorteil, jede Fermentation mindestens als
Doppelbestimmung durchzufuhren.

Des Weiteren ist es sinnvoll, in jedem Prozess die gleichen Zufutterpumpen und
Schlauchinnendurchmesser zu verwenden, um mogliche Fehlerquellen zu
vermeiden. Dies war nicht immer moglich, wenn zwei Kultivierungen parallel liefen
und verschiedene Pumpen genutzt werden mussten. Wie bereits unter 7.3 und 7.4.4
erwahnt, sollten die verwendeten Schlauche mit dem jeweiligen autoklavierten
Hefeextrakt im Voraus getestet werden, um mogliche Schwierigkeiten, wie ein

Verstopfen der Schlauche, zu vermeiden.

AulBerdem stellte die Turbiditatssonde ein Problem dar. Durch die Anhaftung der
Zellen an der Sonde erschwerte sich die Auswertung der Zellkonzentration deutlich.
Eine externe Sonde am Glasgefald des Bioreaktors fur die Messung der
Zellkonzentration lieferte aufgrund des Zellbewuchs an der Glaswand des
Bioreaktors auch keine zuverlassigen Ergebnisse.

Aulerdem ist es hilfreich, moglichst groRe GefalRe fur das Zulaufreservoir zu
nutzen, um maoglichst wenig Sprungstorungen zu haben und damit Instabilitat durch
Medienwechsel in das System zu bringen. GroRere Gefalde bringen aber auch
Probleme mit sich, wie beispielsweise lange Autoklavierphasen und eine
unpraktische Handhabung, sowie eine erschwerte Durchmischung des Mediums,
gerade bei Medien mit erhohten Mengen an Schwebstoffen.

FUir eine genauere Analyse der Substratkonzentration ware es sinnvoll,
verschiedene Komponenten des Hefeextraktes zu analysieren, da diese in
unterschiedlichem Malde verbraucht werden. So kdnnten beispielsweise nicht nur
Kohlenhydrate und organische Sauren, sondern auch Aminosauren oder
Mineralstoffe analysiert werden, um maoglicherweise grundlichere Ergebnisse zu

erzielen.

In dieser Arbeit wurde fur ein Substrat, welches viele Substanzen enthalt, die
Auswertung nach Monod gewahlt. Dabei bezieht das Monod-Modell, wie bereits in
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7.5.5 erwahnt, nur ein limitierendes Substrat mit ein (Chmiel, 2011). Das Monod-
Modell musste somit fur jede einzelne Substanz des Hefeextraktes erweitert
werden. Allerdings ist dies nur schwer moglich, da sehr viele verschiedene Analysen
zunachst durchgefuhrt werden mussten, um alle Inhaltsstoffe und deren Anteil zu
kennen. Oftmals sind keine oder nur ungenaue Herstellerangaben der Hefeextrakte
gegeben, was die Analyse ebenfalls erschwert.
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8 SCHLUSSFOLGERUNG UND AUSBLICK

Ziel dieser Thesis war es, kontinuierliche Fermentationen basierend auf Hefeextrakt
als einzige Kohlenstoffquelle zu etablieren und zu analysieren. Dazu wurde
zunachst erfolgreich die  Anlagenperipherie einer Multifermenteranlage
entsprechend verandert. AnschlieRend wurden verschiedene Hefeextrakte in
Vorversuchen getestet, welche erste Aussagen fur die weiteren Hauptversuche
ermoglichten und Informationen fur weitere Entscheidungen lieferten. In dieser
Thesis wurden mehrere kontinuierliche Fermentationen durchgefuhrt, welche auf
den Erfahrungen der jeweils vorangegangenen Fermentationen basierten. So
konnten Verbesserungen durchgefuhrt werden, welche der Etablierung der
kontinuierlichen Kultur halfen. So war es moglich, einen kontinuierlichen Prozess

bis zu Uber 22 Tagen aufrecht zu erhalten.

Die in dieser Arbeit durchgefuhrten Versuche lieferten wichtige Informationen tber
die getesteten Hefeextrakte. So konnte gezeigt werden, dass ein Wachstum des
Bacillus licheniformis DSM13 auf Hefeextrakt der Fa. Roth ohne weitere
Kohlenstoffquellen nach drei Tagen Kultivierung nicht moglich war. Ebenso zeigte
der Hefeextrakt der Fa. Angel bis zu 48 h kein Wachstum auf, was auf ein Fehlen
der Aminosaure Tryptophan zurtckzufuhren sein konnte. Nur die Hefeextrakte der
Fa. Leiber und Fa. Lallemand erzielten entsprechende Ergebnisse, so dass sie in

kontinuierlichen Fermentationen eingesetzt werden konnten.

In den durchgefuhrten kontinuierlichen Prozessen wurden Biofiime mit
zunehmender Kultivierungsdauer zu einem massiven Problem. Diese beeinflussten
erheblich die Zellkonzentrationsbestimmung. In zukinftigen Prozessen sollte hier
nach einer besseren Moglichkeit der kontinuierlichen Tribungsmessung gesucht
werden. Aulderdem scheint die Beschaffenheit des Bioreaktors eine Anhaftung der
Zellen an der Glasinnenwand zu ermoglichen. Dies wirkte sich ebenfalls negativ auf

den Prozess aus.

Um eine Verstoffwechselung von Titrationsmitteln zu verhindern, sollte in
zukunftigen Prozessen das Titrationsmittel keine Moglichkeit als Nahrstoffquelle

bieten.
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In zukinftigen Kultivierungen mit Substraten, welche mehrere Komponenten
besitzen, sollten die Analysemethoden entsprechend gewahlt werden, damit eine

bessere und genauere Auswertung moglich ist.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Etablierung kontinuierlicher
Kultivierungen mit Hefeextrakt als einzige Kohlenstoffquelle erfolgreich, die Analyse

aufgrund der Komplexitat des Hefeextraktes allerdings erschwert war.
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ANHANG

A1 Anhang zu 3 Das Multi-Bioreaktorsystem BIOSTAT® Qplus
Die folgende Abb. A. 1 zeigt eine schematische Darstellung der Deckelbelegung

eines BIOSTAT® Qplus Bioreaktors.

Belegung Deckelports Biostat® Qplus

Abluﬂkuhler
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\ Probenahme
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@ pO,-Sonde
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Harvest
(Steigrohr)
A\
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Séure

Antischaum

Abb. A. 1: Schematische Darstellung der veranderten Deckelbelegung der Qplus Reaktoren.

Quelle: Labor flr Bioprozessautomatisierung.
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A.2 Anhang zu 4.4 Hefeextrakte

Die folgenden Seiten zeigen die Datenblatter und Analysezertifikate der
Hefeextrakte der Fa. Angel, Fa. Leiber, Fa. Lallemand und Fa. Roth.

'.é\jAngel (=10

Product name

Technical data sheet

Angel Yeast Extract FM803

Definition
Yeast extract FM803 is a kind of powder product which is obtained by autolysis of primary grown

Saccharomyces cerevisiae yeasts, food grade.

Description
Light beige to yellow, powder form, soluble in water.

Rich in Free amino acids, balanced Peptides, Vitamins, Nucleotides, Trace elements.

Application

As a kind of nitrogen source in culture media, can be widely used in below applications:
Lactobacillus and amino acid-deficient strains

Primary metabolites

Laboratory culture media and microbiology test.

Industry fermentation such as Probiotics, Organic acids, Enzymes, APIs, etc.

Food industry application.

Certification

Kosher, Halal, 1SO9001, 1ISO14001, 1SO22000, Sedex, BRC, CNAS

Physical-chemical characteristics

Item Data

Solubility (%) 0-2%, Totally soluble in water
pH (2%) 5.3-7.2

Moisture (%) <6.0%

Total nitrogen (Dry matter, %) >10.0%

Amino nitrogen (Dry matter, %) >5.0%

Ash (%) <15.0%

NaCl (%) <2.0%

Angel Yeast Co., Ltd.
Address: 168 Chengdong Avenue, Yichang, Hubei 443003, China 443003
Tel: 86-717-6369227 Fax: 86-717-6368757
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’.é\)@ Angelgm

Technical data sheet

Microbiological characteristics

Item Data

Aerobic Count (cfu/g) <10000
Coliforms (MPN/g) <0.3
Salmonella Negative/25g
Staphylococcus aureus Negative/25g
Shigella Negative/25g
Heavy metals

Item Data

Lead (mg/kg) <1.0mg/kg
Arsenic (mg/kg) <0.5mg/kg
Mercury (mg/kg) <0.5 mg/kg

Amino acid composition (For reference only)

Amino acids Free amino acids (%) | Total amino acids (%)
Aspartic acid 1.5 6.5
Threonine 2.0 3.0
Serine 1.8 3.0
Glutamic acid 6.0 12.0
Glycine 3.9 6.0
Alanine 3.7 6.5
Cystine 0.6 1.5
Valine 2.5 3.5
Methionine 0.5 0.7
Isoleusine 2.0 3.0
Leucine 3.8 4.5
Tyrosine 1.7 2.0
Phenylalanine 2.5 2.8
Lysine 2.0 4.8
Histidine 0.5 15
Arginine 1.9 3.6
Proline 1.5 24
Total 38.4 67.3
Angel Yeast Co., Ltd.

Address: 168 Chengdong Avenue, Yichang, Hubei 443003, China 443003

Tel: 86-717-6369227 Fax: 86-717-6368757

Packaging and Storage

Packaging: 20KG/BAG Sealed kraft paper bag with PE liner

Store condition: Stored in cool and dry place

Shelf life: 24 months
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Leiber-Fermentation H Leiber

100434 N Excellence in Yeast

Former art.no.: 44200P-118
PRODUCT DATA SHEET

. R
Product Description Q/:tamms 10.7 mg/100g
Yeast peptone (synonym: yeast extract), derived from B2 0 7 mg/100g
enzymatically hydrolysed brewers' yeast; to be used as a B3 5'2 mg/100g
nutrient for biochemical fermentation processes B6 3.8 mg/100g
Pantothenic acid < 0.08 mg/100g
Appearance Folic acid 1092 ug/100g
Light brown powder Biotin 72 ug/100g
Application Amino Acids*
Propagation of yeasts, lactobacilli, bifidus bacteria and Total AA Free AA
other microorganisms Aspartic acid 7.6 2.9 g/100 g
Glutamic acid 7.4 3.3 g/100g
Recommended Dosage Serine 2.9 2.6 g/100 g
1-10g9/l Histidine 1.5 1.4 g/100 g
Glycine 3.1 1.8 g/100 g
Ingredients thgo_nine 3.0 2.1 g/100g
Saccharomyces cerevisiae, ext. rginine 1.1 0.4 9/100 9
’ Alanine 4.6 4.0 g/100 g
Tyrosine 1.8 0.7 g/100g
i Valine 4.0 3.0 g/100g
gnenrqgltfgl Data > 94 9% Phenylalanine 2.8 2.3 g/100 g
pH (5% solution) 50-6.0 Isoleucine 3.3 2.6 g/100g
: _ Leucine 4.6 4.0 g/100 g
Protein 70 - 80 % on d.m. A
NaCl <1 % on d.m. Lysine 6.3 4.1 9/100 g
Bitterness <s BU/100g Proline 1.9 9/100 9
Solubility 1g/250 ml hot clear Methlpnme 1.1 1.0 9/100 g
Cree 88, g
: ryptophane . . g g
%tdrlcj’ﬁtrure / Consistency ?;]F?ilcc;rlnerated powder TOTAL 582 43.0 9/100g
Taste typical .
Composition
Microbiological Data Protein (N x 6.25) 71.6 9/100g
Total plate count < 10 000 CFU/g Salt 1.65 9/100g
Yeasts <100 CFU/g Total carbohydrates 13.1 g/100g
Moulds <100 CFU/g Sugars 0.1 9/100g
Enterobacteriaceae <10 CFU/g Total fats 0.5 9/100g
Bacillus cereus <500 CFU/g _ Saturated fats 0.] 9/100g
E. coli <3 CFU/g Dietary fibres 1.2 g/100g
Clostridium perfringens <10 CFU/g
Salmonellae negative in 259 Packaging Standards
Minerals* Paper bag with PE inner bag, net weight 20kg
Calcium 540 mg/kg Storage
yhagsnpeﬁél:m %6] g;tg Closed, dry, cool, light protected
Potassium 31 g/kg .
Iron 34 mg/kg Shelf Life
Sodium 6.5 g/kg 24 months
Zinc 16 mg/kg
Copper 5.8 mg/kg Certifications
Chromium 0.4 mg/kg This product is Kosher and Halal certified.
Cadmium 0.04 mg/kg This product is gluten-free (<20 ppm) according to EU-
Lead 0.28 mg/kg regulation 828/2014. Results are based on FDA
lodine <10 mg/kg approved ELISA-test of R-Biopharm (RIDASCREEN Gliadin
Arsenic 0.1 mg/kg “Sandwich*‘ Art.Nr.: R7001).
Manganese 3.2 mg/kg
Silicium 310 mg/kg Additional Information
Cobalt <01 mg/kg REACH-Registration-No.: 01-2119539417-34-0003
* These values are indicative and for informational purpose only Leiber GmbH - Hafenstrafe 24 - 49565 Bramsche - Germany
Version 20170102 Tel 49 (0) 54619303-0 - Fax 49 (0) 5461 9303-28

info@leibergmbh.de - www.leibergmbh.de
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TECHNICAL DATA

Lallemand ?n(g);edlents FNl 103

Fermentation

Lallemand Bio-Ingredients FNI 103 is a water-soluble primary grown yeast extract of the genus Saccha-
romyces cerevisae. FNI 103 is rich in manganese, iron and zing; it contains a high level of protein in the
form of readily and easily assimilated amino acids and peptides. t also contains soluble nucleic acids,
vitamins and other factors to stimulate growth and metabolites production. FNI 103 is a spray-dried

powder.

APPLICATIONS PRODUCT CODES

FNI 103 is suggested for the production of Bacillus 33103-44-26

spores formers which require significant levels of

minerals to stimulate growth and sporulation. It could STORAGE

be used in the production of enzymes (B.cereus, When stored in sealed containers, at ambient temper-

ature in dry and clean conditions, the expected shelf

B.substilis), biopesticides (B9, crop- protection S
life is 2 years.

(B.firmus...).
KOSHER AND HALAL STATUS
SPEC'F'cf‘T'ONs . Certified. Certificate available upon request.
The following are reported for each lot on the certificate
of analysis:
Moisture <6%
pH (2% solution) 55-7.0
Protein (N x 6.25) on DM >62%
Salt (NaCl) on DM <1%
Total plate count < 10 000 CFU/g
Yeast < 50 CFU/g
Molds < 50 CFU/g
Coliforms < 10 CFU/g
E. coli Not detected/g
S. aureus (Coag +) Not detected/g
Salmonella Not detected/25 g

The following are guaranteed for each lot but not
reported on the certificate of analysis:

Nitrogen on DM 2992 %
Alpha amino nitrogenon DM 4-5%
AN/TN on DM 40-50 %
Arsenic <2 ppm
Lead <2 ppm
Mercury < 0.1 ppm
Cadmium < 1ppm
INGREDIENT

Yeast peptone, for use in culture media.

PACKAGING
20-kg kraft paper bag with polyliner;
also available in big bags.

The information contained herein, to the best of our knowledge, is true and accurate. Any are made without warranty or guarantee, since the conditions of use are beyond our
Control Nothing contained herein shal be constraed fo imply the nonexistence ofany relevant patents. no to conshtute s permission indlacement of recommendaton fo practice any i enfion witheut suthorty
from the owner of the paten.
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Bio-

Lallemand | Ingredients

NUTRITIONAL PROFILE

The following are typical values per 100 g of product
(as is) for indication purposes (not guaranteed):

Amino Acid

Total AA Free AA

Aspartic acid 689 259
Glutamic acid 103 g 4749
Alanine 479 279
Arginine 319 169
Phenylalanine 279 21g
Glycine 279 10g
Isoleucine 319 199
Histidine 279 179
Leucine 43g 33¢g
Lysine 479 199
Proline 239 08g
Serine 33¢g 199
Tyrosine 159 159
Threonine 299 159
Valine 3449 239
Cystine 07g 03g
Methionine 09g 08g
Tryptophan 06g 059

TECHNICAL DATA

FNI 103

Fermentation

Vitamin

Thiamine HCL 6.9 mg
Riboflavin 6.1 mg
Niacin 35mg
Pyridoxine acid HCL 2.6 mg
Folic acid -
Pantothenic acid 11 mg
Biotin 0.07 mg
Mineral

Iron (Fe) Min 80 mg
Magnesium (Mg) 132 mg
Manganese (Mn) Min 140 mg
Phosphorus (P) 1280 mg
Potassium (K) 3600 mg
Sodium (Na) 678 mg
Zinc (Zn) Min 90 mg
Calcium (Ca) 152 mg

The information contained herein, to the best of our knowledge, is true and accurate. Any recommendations or suggestions are made without warranty or guarantee, since the conditions of use are beyond our
control. Nothing contained herein shall be construed to imply the nonexistence of any relevant patents, nor to constitute a permission, indlucement, or recommendation to practice any in ention without authority
from the owner of the paten.

Page 2 of 2 Version: 108 Modified: 2019/09/30/ MT

LALLEMAND BIO-INGREDIENTS DIVISION
1620 Préfontaine | Montréal QC HIW 2N8 | Canada | +1 5142513611 | Fax +1 514221 3063 | LBID@lallemand.com | www.lallemand.com

This document is valid for 3 years unless superseded or otherwise indicated

g



Masterthesis

Anhang

Analysenzertifikat

R0TH

Artikelnummer: 2363

Hefeextrakt

pulv., fiir die Bakteriologie

Charge: 446250133

CAS-Nummer: Druckdatum: 08.11.2016

Formel: Empfohlenes Retest Datum: 26.09.2018

Dichte: Freigabedatum: 26.09.2016

Molekulargewicht: Lagertemperatur: +20 T
Garantieanalyse Chargenwerte

Gesamtstickstoff 28 % 10,7 %

Aminostickstoff 4,8-6,3 % 5,3 %

Verhéltnis AN/TN 41-60 50

Trocknungsverlust <6 % 3,5%

Asche <18 % 16,8 %

pH-Wert 6,4-7,4 71

Loslichkeit (5 %, Wasser) klar entspricht

Unsere Produkte sind fur Laborzwecke geprift.

Die Angaben beziehen sich auf den aktuellen Stand der Produktqualitét.

Wir behalten uns vor, notwendige Anderungen durchzufihren.

S. Lindenfelser N. Nyake

Quality Control Quality Assurance

Dieses Dokument wurde maschinell erstellt und ist ohne Unterschrift gliltig

Carl Roth GmbH + Co. KG
SchoemperlenstraBe 3-5
76185 Karlsruhe

Telefon 0721/5606-0
Telefax 0721/5606-149
E-Mail: info@carlroth de

Die Firma ist eine Kommanditgesellschaft mit Sitz in Karlsruhe, Reg.
Gericht Mannheim HRA 100055. Persénlich haftende Gesellschafterin ist
die Firma Roth Chemie GmbH mit Sitz in Karlsruhe, Reg. Gericht -
Mannheim HRB 100428. Vorsitzender des Aufsichtsrats Eberhard Gaul TV
Geschaéftsfiihrer Dr. Alfred Wagner und Lothar Haidmann
SUD
150 9001
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A.3 Anhang zu 5.4 Fermentation an der Multifermenteranlage

Nachstehend ist das Fermentationsrezept fur die kontinuierlichen Kultivierungen zu

sehen.
MFCS/win Recipe List P inted: 10./411119'29551
Recipe: Qplus_Konti_LA Eié\g\g 3Hamburg BIOSTAT B+/Q+6  Rev. Mitteleuropéische Zeit
Version: 1.002
Status: APPROVED
Recipe: Qplus_Konti_LA
it Operation : Batch Operation : Konti
(]
Set_general_controller Konti_Pumpe
(] 7icompleted 7icompleted
Konti
& Wait_30 null
ait_30sec @ "
[
Ende Completed 7700mpleted
o i
Konti_Ende
. . pO2_cntrl =
Operation : Init . .
Yes
7700mpleted 1
ﬁ Set_Variables
[}

END
Completed null
il o, d

Completed

ﬁ Set_FnAIR_on
[ J
Batch_End:
Completed BEILEED
1 o

Yes No

ﬁ Set MFCS_onine_Calk

[}
Completed
e ( END )
( END )
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Parameter Phase

Phase: All_Valves_closed

Variable Tag Variable Property Variable Value
V100 Value 0
V101 Value 0
V102 Value 0
V103 Value 0
V104 Value 0
V200 Value 0
V201 Value 0
V202 Value 0
V203 Value 0
V204 Value 0
V205 Value 0
V206 Value 0
V207 Value 0
V208 Value 0
V209 Value 0
V210 Value 0
V400 Value 0
V401 Value 0
V402 Value 0
V403 Value 0
V404 Value 0
V 05 Value 0
V406 Value 0
pO2 Setpoint 30

Phase: Set_FnAIR_on

V407

Phase: End_Control

‘Value

Variable Tag Variable Property Variable Value
pO2 Ctrl_mode Off

pH Ctrl_mode Off

TL Ctrl_mode Off

FnAR Ctrl_mode Off

FOAM Ctrl_mode Off
calc_FR1real Calculation Off

FR1rel Setpoint 0

FR1rel Ctrl_mode Off

Phase: End_NSt
Variable Tag
NSt

Variable Property
‘Ctrl,mode

Phase: Konti_Pumpe

Variable Value
Off

Variable Tag Variable Property Variable Value
F_conti ‘Ctrlfstatus ‘Remote
F_conti

Phase: pO2_cn |

‘Ctrl,mode

‘Aulo

Variable Tag Variable Property Variable Value
pO2 ‘Ctrl,slalus ‘ Remote
pO2 ‘Ctrl_mode ‘Auto

Phase: Set_MFCS_online_Calc

Variable Tag

Variable Property

Variable Value

Variable Tag Variable Property Variable Value

FnAIR Ctrl_status Remote calc_cXLturb Calculation On

EnAIR Ctrl_mode Auto calc_RQ Calculation On

FnAIR Setpoint 1.5 calc_QO2 Calculation On
calc_QCO2 Calculation On

Phase: Set_general_controller calc_OUR Calculation On

Variable Tag Variable Property Variable Value calc_OTR Calculation On

TL Ctrl_status Remote calc_kLa Calculation On

TL Ctrl_mode Auto calc_HO2 Calculation On

TL Setpoint 30 calc_CER Calculation On

NSt Ctrl_status Remote calc HCO2 Calculation On

NSt Ctrl_mode Auto

NSt Setpoint 300

FnAIR Ctrl_status Remote Phase: Set_VariabIes

EnAIR Ctrl_mode Auto Variable Tag Variable Property Variable Value

FnAIR Setpoint 1.5 K1 Value 0.0342

pH Ctrl_status Remote K2 Value 2.4594

pH Ctrl_mode Auto FR1rel Ctrl_mode Auto

pH Setpoint 7 FR1rel Setpoint 0

FOAM Ctrl_status Remote Process_phase Value 100

FOAM Ctrl_mode Auto cS1R1 Value 250
gXXw Value 0.1
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Phase: Batch_Ende
Prompt
‘Ist der Batch am Ende?
Phase: Konti_Ende
Prompt

‘Ist der Konti-Prozess am Ende?

Wait Phase

Phase: Wait_30sec

Wait Until

‘Duralion: ‘00 hour(s) 00 minute(s) 30 second(s)
Transition

Phase: Set_general_controller

Algorithm Name Title Transition formula

Qplus_Konti_LA000 pp=1 Set_general_controller.Transition1_value = process_phase.Value = 1
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A.4 Anhang zu 6.4 Fermentationsverlaufe

A.4.1 Fermentationsverlauf zum Prozess K2L
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mri Ove Cxiwp Nst POz pH Ds
lol o' [l [min (%] [-]
3004 10.04 850 10004 10007 8.0

2401 8.0 6.801 8401 8004 7.2 pH

1801 6.01 5101 6801 6007 6.41

mT4
1201 4.0] 340 520 400{ 56/
XL turb PO2 XLBTM Ny o d
60{ 20{ 170{ 360{ 200] 48] .
Qye %
mT2 2
0% 0070007 2007 0 40573 533.8 538.8 5438 548.8 )
mr2 CXL,BTM ' ' © ' '

o] loL™

Abb. A. 3: Fermentation K2L — Verlauf der Chemostat-Phase D8. Erweiterte pO2-Achse auf
1000 %. Zeitachsenabschnitt: 5 h.
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A.4.2 Fermentationsverlauf zum Prozess K4L

'Y 0l ¢ s!q ¢g eseyd-ieisowsy Jep ul spluyosqeussyoeisz "gQ siq ¢d aseyd
-JejSowayy) Jap JNeld A — JaqiaT] ‘e Jap PeliXeasoH W Y uonejuswldd iy 'y 'qqy

[uls
L'ESL

8'8EL

8821

[ul
88l

8801 8"

86

ERK

(a4

SqiEOws0 T

%.

W1gXo WM X

WAy

q ; ,

RNy

L

SN

¥

2od

wig"

o

L

8N

WXy

8y

99

¥'9

Hd |

Hd

L

<O b

‘a

616

[uls

799

95

7'9¢ 14

08

Hd

92
oy

Zlw
Xy

L “W1ETXo 7|

TN TXo

8y

Sy

“3ro

8N

o

WLETXg 7~

Hd

Hd

L

[0k}

Hd

4

oy

09

08

00l

[%]

Zod

4

oy

09

08

00k
[%]
2od

002

09¢

(44

089

or8

000}

[,.uiw]

sy

002

09€

02g

089

or8

000}

[,.uiw]
N

[,-161
WLEXo

000

or'e

oL'g

08’9

0g'8
[,-16]
AN IXg

1,761
W18 TXo

000

0L

or'e

oL's

08'9

058
[,.16]
WXy

[

00

0

[*h4

09

08

6]

0oL
14y
EINSY

00
0C
oy
09

[0}

ook

[,-4,-76]

Ao

[6]
2l

09

(43

08k

ore

00

[

[6]
Zlw

09

ock

08l

ove

00¢

L



Anhang

Masterthesis

alluyosgeussyoe)ez “(uajun) g pun °q aseyd-jejsoways J1ap pun (uaqo) £q

pun zqg aseyd-jejsoway Jap Jnelap — Jyy uonejuswiay Jap asAjeuesebqy

9€lT

9'802 9'€0e

986}

821

o0 Ty

1gesescs

6'96

616 69

]

|

sqases

vl

oy

600

v

€10

A

AN

00’0

200

00

90°0

800

oL0

000

200

00

900

80°0

oL'o

00

g0

[

a3

(x4

x4

oy

00

S0

ol

a3

0c

GV 'qqv

L0

vl

fx4

6¢C

9€
[,.4,76]
20p

[,.4,.76]
NOUO
00

L0

vl

fx4

6T

o€
14,761
NOO

00

co

14

90

80

ok

n

00

20

0

90

80

ol
yl

(4

oy

09

08

0oL
()]
vy

(74

oy

09

08

001
1,41
w:(:h_

XV



Anhang

50 3584 IRISOWRID T3

Masterthesis

-jejsowiayd 19p JNeSA — Ja(IaT ‘B4 Jop PesjxadyeH Jw ) uonejuswiaq 19p asAjeuesebqy :9 'V "qqy

[,-u,-16]
[uls [uls 205
1°09¢ 1'6G¢ 1°'06¢ X144 L'.€C (X4%4 | x4 [ X#44 | AT X . X O X
- : : i + : s t 100 000 00 00 00 0
5577 —A N
90x
¢0'0 G0 L0 co 0c
200p y
i A Y N
vy W WWINVYANRA vy W \:._.: v _.:g.g}
St 600 ¥00 O} vl 0 (014
€1'0 r900 G’} cc 90 09
A
n ¥
'44 1’0 800 r0C 6C 80 08
iy divuy
90y 90y
10 “0l'0 “G¢ 9'€ o'l 00}
§ 8 I [ [ Lyl [ Ll
a a 90y 99y py Op Ip  diviy

XV



Anhang

Masterthesis

A.4.3 Fermentationsverlauf zum Prozess K1LM
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A.4.4 Fermentationsverlauf zum Prozess K2LM

(uago) g pun £qg ZQ uaseyd-jejsowayd Jap JNedA — PUuBWS|RT "B 9P PRIIX09j0H JW NTIZY uonejuaway :g 'y ‘qqy

"y g @ ul‘y g g pun zq eseyd-jeisoway)
Jap ul apluyosgeuasyoelaz “(uajun) g pun £q ‘Zg uaseyd-jejsowayn uap ui asAjeuesebqy Jap jnepap pun

Lcaseimsown0 iz

a8 a0 Wz

14l ) [l
298 §'0s S'GY Sov §'GE S0E §'ST
NOO
200n
oy
it 600
oy €10
|
N Ir&z_\ I
20
90y 20y
120
g
‘a 90y
[uly . s
L 299 z19 95 §'6S GGy 4114 56 50 m.mw.v "
clw 0 | Hu
| N ]
oo vl |
# AN Xy ¥ 2w
W18 X J’/Av/ i\l\\\\V\\\\\\\.\\\\ 8v roc
¥ 2od
(o]
e —r _I_—._
W eod | :ﬁ
96 oV
AT,O\
o vo [o09
2] %2:.22,‘ Y e ot s P vy T AN |
zL o8
08 ‘o0l
@ o L

000 00
200 S0
$00 [O'L
900 G
800 r0¢C
010 “g¢T
[] [l

290% oy
[,-16]

W18 TXo

00 000
oby OLL
089 f[ove
o0ze f[ol's
09LL 089
oovlL “06'8
[,-uw] - [,-76]

[,.u,-6]
200p

00

ol

61

6C

8¢

8y

14,761

0p

00

(4

(a4

09

08

ool
[,-u,-16]

BN WM Ay

00

co

o

90

80

09

ozl

08l

ore

00€

[

Xvii



Masterthesis Anhang

A.5 Anhang zu 6.5 Auswertung der kontinuierlichen Prozesse

A.5.1 Anhang zu 6.5.1 Istwerte der Flussrate, des Reaktionsvolumens und der

VerdUnnungsrate

Tab. A. 1: Hydraulische Verweilzeit und Anzahl der Durchlaufe der jeweiligen

Verdiinnungsraten.
Fermentation Verdﬁnrlsungsrate Hydraulische Verweilzeit Anzahl__der
X t[h] Durchlaufe

D1 15,87 7,57

D2 14,71 5,03

D3 13,51 7,10

K2L Da4 10,87 6,61
Ds 10,31 6,96

Ds 9,901 6,81

D7 8,929 2,69

Ds 7,519 3,18

D+ 5,000 4,41

D> 4,049 11,2

D3 3,663 7.33

D4 3,195 14.1

K4L Ds 2,618 111
Ds 2,193 9,48

D7 1,980 11,8

Ds 1,776 13,0

Do 1,163 214

D1 9,901 4,87

D> 8,403 10,8

K1LM Ds 6,849 7,77
Da4 5,780 19.4

Ds 4,831 6,07

Ds 3,356 5,81

D1 2,519 7,13

D> 2,075 12,4

D3 1,783 12,2

K2LM D4 1,328 21,6
Ds 1,389 15,8

Ds 1,218 18,6

D7 1,024 7,60

xviii
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A.5.2 Anhang zu 6.5.2 Bestimmung der Wachstumsrate

Die Tab.A.2 und Tab.A.3 zeigen die Biomassekonzentrationen aus den
Fermentationen K2L, K4L, K1LM und K2LM, welche zu Beginn und Ende der Batch-
Phase sowie am Ende einer Verdinnungsrate zu den Zeitpunkten to, tos und ts
bestimmt wurden. Der Mittelwert aus den Zeitpunkten to, tos und ti; steht

stellvertretend fur eine Verdunnungsrate.

Tab. A. 2: Biomassekonzentration in den verschiedenen Fermentationsphasen der
Prozesse K2L und K4L.

Prozess Fermper?atglions- cxLpi [gL"]
Batch Start 0,3321
Batch Ende 2,557
Chemostat to to,s ts Mittelwert
D, 2,778 2,893 2,827 2,833
D, 2,901 2,803 2,745 2,816
K2L Ds; 3,647 2,934 3,024 3,202
D 3,295 3,131 3,073 3,166
Ds 2,778 2,819 2,811 2,803
De 2,680 2,532 2,499 2,570
D 3,287 2,581 2,483 2,784
Ds 2,639 2,598 2,672 2,636
Batch Start 0,4442
Batch Ende 8,454
D4 2,316 2,259 2,210 2,262
D, 1,468 1,439 1,640 1,515
Ds; 1,418 1,418 1,574 1,470
K4L D 1,398 1,390 1,369 1,386
Ds 1,287 1,275 1,238 1,267
De 1,324 1,263 1,279 1,289
D 1,185 1,144 1,164 1,164
Ds 1,049 1,017 1,025 1,030
Do 0,486 0,494 0,492 0,490

Xix
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Tab. A. 3: Biomassekonzentration in den verschiedenen Fermentationsphasen der
Prozesse K1LM und K2LM.

Prozess Fermpe;;t::ions- cxuoi [gL™]
Batch Start 0,6039
Batch Ende 7,1004
Chemostat to to,s ts Mittelwert
D, 2,172 2,205 2,197 2,191
K1LM D, 2,016 2,008 2,090 2,038
Ds; 1,393 1,352 1,369 1,371
D. 1,938 1,930 1,914 1,928
Ds 1,426 1,459 1,455 1,446
De 1,291 1,360 1,336 1,329
Batch Start 0,1322
Batch Ende 8,237
D4 1,091 1,128 1,062 1,094
D, 1,259 1,312 1,292 1,288
K2LM Ds; 1,628 1,638 1,501 1,555
D 1,025 1,001 0,968 0,998
Ds 1,042 1,005 0,931 0,992
De 0,603 0,562 0,572 0,579
D 0,515 0,507 0,523 0,515

A.5.3 Anhang zu 6.5.3 Substratanalyse

Im Folgenden wird auf die Auswertung der Substratanalyse genauer eingegangen.
Die einzelnen Auswertungsschritte werden hier anhand des Hefeextraktes der
Fa. Leiber aufgezeigt. Zunachst wird das Chromatogramm des Zulaufreservoirs mit
den Fermentationsproben verglichen (siehe Abb. A. 9). Die Bereiche U1 bis U5
zeigen die Peakflachen an, welche im Vergleich zum Zulaufreservoir wahrend der
Fermentation abgenommen haben, also verbraucht wurden. Die Summe der
Peakflachen (U1 bis U5) steht stellvertretend fur die resultierende Konzentration in

der jeweiligen Probe.

XX
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Abb. A.9: Chromatogramm der HPLC fiir Kohlenhydrate und organische Sauren mit
Hefeextrakt der Fa. Leiber. U1 bis U5 stehen fir die unbekannten Peakflachen,
welche wahrend der Fermentationen K2L und K4L im Vergleich zum Zulaufreservoir
(10 gL ") abnehmen.

Nachdem die Bereiche abnehmender Peakflachen definiert wurden (siehe
Abb. A. 9), kann die Summe der Peakflachen fur die jeweilige Konzentration
bestimmt werden. Diese dient zur Aufstellung einer Kalibriergeraden (siehe
Abb. A. 11), welche im Anschluss die Bestimmung der Konzentrationen in den
Fermentationsproben erlaubt.
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14

12 -

10 |-

intensity [mV]
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25gL""
10gL""
75gL"
5gL"
25gL"
2 gL'1
1gL"
05gL"

20

25 30 35

retention time [min]

40

Abb. A. 10: Chromatogramm des Hefeextraktes der Fa. Leiber. Hefeextraktkonzentration von

0,5 gL bis 25 gL™".

Abb. A. 10 zeigt

Chromatogramm  der

verschiedenen Hefeextrakt-

konzentrationen der Fa. Leiber, welches fur die Auftragung der Summe der

Peakflachen gegen die Konzentration in der nachstehenden Abb. A. 11 dient.

XXii



Masterthesis Anhang

6
]
8>< O T T T T

L

7k i

6| y =310236 - x .

R® = 0.9994

bl 7
®©
o
(]

T 4r .
(0]
o
£
>

w3, -

X
2 i
1F i
O Il Il Il Il
0 5 10 15 20 25

clgL™]

Abb. A. 11: Kalibriergerade des Hefeextraktes der Fa. Leiber. Auftragung der Summe der
Peakflachen gegen die Hefeextraktkonzentration.

Durch Umstellung der Gleichung aus Abb. A. 11 nach x, kann Uber die Summe der
Peakflachen (U1 bis U5) in den Fermentationsproben die Konzentration an
Hefeextrakt bzw. an Kohlenhydraten und organischen Sauren bestimmt werden.

Gleiches Vorgehen wurde auch fur die Bestimmung der Konzentration des
Hefeextraktes der Fa. Lallemand und der Fermentationsproben aus den Prozessen
K1LM und K2M angewandt. Die zugehorigen Chromatogramme und die
Kalibriergerade sind im Folgenden gezeigt.
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Abb. A. 12: Chromatogramm der HPLC fiir Kohlenhydrate und organische Sauren mit
Hefeextrakt der Fa. Lallemand. U1 bis U5 stehen fir die unbekannten Peakflachen,
welche wahrend der Fermentationen K1LM und K2LM im Vergleich zum Zulaufreservoir
(10 gL") abnehmen.
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Abb. A. 13: Chromatogramm des Hefeextraktes der Fa. Lallemand. Hefeextraktkonzentration
von 0,5 gL' bis 25 gL
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Abb. A. 14: Kalibriergerade des Hefeextraktes der Fa. Lallemand. Auftragung der Summe der

Peakflachen gegen die Hefeextraktkonzentration.
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Abb. A. 15: Vergleich der Hefeextrakte der Fa. Leiber und Fa. Lallemand. Im Vergleich sind die

Proben des Hefeextraktzulaufreservoirs mit einer Konzentration von 10 gL' zu sehen.

XXVii



Masterthesis Anhang

5
x10
14 T T T T T T T
0
S
<
-
12 | o n
o
o
51
o
1)
©
N~
™
10 - o .
©T
R ~20© I
<t o0%® o <
- 98~ ~N
QT
[}
] 2 38@0) 2
= T 25388 ©
8 r 5 © ,gc ©® =
€ o €5 9
—_— C © c o
Py 25 © 92 <
= E® o S
2] (o) S5 N 4
- Al [} o
o N B @
= 6 \n 5} ko] -
c @ e
= Q o 8
= Q ®
[ =1
> o ) Q
2 8 « g
5 © ke
2 |5 & 5
4t e g .
‘q: 8
e 8
< ©
| E
s
| e
ob /‘ :
|
O L L \_\ 1.@/‘ J |
0 5 10 15 20 25 30 35 40

retention time [min]

Abb. A. 16: Chromatogramm der getesteten Kohlenhydrate und organischen Sauren mit
Retentionszeit. Die Konzentration betragt jeweils 5 gL™".
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