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,Der Teufel steckt im Detail.”

Sprichwort seit 1940, [1]
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Abkitirzungsverzeichnis

Abkiirzung Ausgeschriebenes Wort/ Wortgruppe Ggf. Ubersetzung
a Mittlere spezifische Austauschfldche
A Austauschfldche = Gasblasenoberfliche
Agat Fldche an der Kathodenspitze
b Dicke der Teflon -Membran
CyF Antischaumkonzentration
Cgi Thermodynamischer Gleichgewichtszustand auf
der Seite der Gasphase G
Cai Konzentration der Komponente i in der Gasphase
G
G Konzentration im Kern der Gasphase
CHO Chinese hamster ovary
Cii Konzentration der Komponente i in der Fliissig-
phase L
L Thermodynamischer Gleichgewichtszustand auf
der Seite der Fliissigphase G
cL Konzentration im Kern der Fliissigphase
CoL Konzentration des Sauerstoffs in der Fliissigphase
o Konzentration in der Flissigphase im Gleichge-
wichtszustand
CnL Stickstoffkonzentration in der Fliissigphase
CNL max Maximale Stickstoffkonzentration in der Fliissig-
phase
F Faraday Konstante
Fig Begasungsrate im Luftraum unter Normalbedin-
gungen
Fre Begasungsrate bezogen auf Normalbedingungen
(T =27315K,p =101325—)
Fy Begasungsrate mit dem Gas X
H Henry Verteilungskoeffizient




Abkiirzung

Ausgeschriebenes Wort/ Wortgruppe
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kg Stoffuibertragungskoetfizient von der Seite des Ga-
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kp, Stofftibertragungskoeffizient von der Seite der
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K. Gesamtstoffaustauschkoeffizienten
Myo Molare Masse von Stickstoff
Mo, Molaremasse von Sauerstoff
n Anzahl der Blasen
Ne- Anzahl der dreien Elektronen durch die chemische
Reaktion
ng, Sauerstoffstromdichte
ng, Volumenbezogener Stoffstrom
I\ Riihrerdrehzahl
NTR Strickstoff Transfer Coefficient
NTR Maximale NTR
OTR Oxygen Transfer Rate Sauerstoff-Transfer
Rate
OUR Oxygen Uptake Rate Sauerstoffaufnahme-
rate
PAT Process analytical technology Prozess-Analytische
Technologie
Py Permeabilitidt fiir Sauerstoff durch die Teflon-
Membran
Po, Sauerstoffpartialdruck
p0,% Sattigungsanteil des Sauerstoffpartialdrucks
p0,% Sauerstoffsattigungsanteil
pO,(t) Aktueller Sauerstoffpartialdruck
P03 cal Sauerstoffpartialdruck bei der Kalibrierung
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1. Einleitung und Zielsetzung

In der modernen Biotechnologie werden Kultvierungsprozesse zumeist nur durch Kon-
trolle des pH-Wertes, der Temperatur und des Sauerstoffgehalts tiberwacht. Verein-
zelnd wird auch der Verlauf Nahstoffkonzentration gemessen. Fiir hohes Zellwachstum
und eine hohe Produktausbeute sind jedoch viele weitere Prozessgrofien ebenfalls Aus-
schlag gebend. Aussagen tiber die metabolische Aktivitdt der Zellen oder die Zellzahl
selbst lassen sich meistens erst nach der Kultivierung machen, da eine Uberwachungs-

moglichkeit wahrend der Kultivierung fehlt.

Eine dieser prozessrelevanten Groflen zur Uberwachung von biotechnologischen Pro-
zessen ist die Menge des Sauerstoffs, der von den Zellen aufgenommen wird. Viele der
in der Biotechnologie verwendeten Expressionssysteme fiir z.B. pharmazeutische Pro-
dukte sind auf Sauerstoff angewiesen. Mit steigender Produktivitidt im Kultivierungs-
verlauf steigt auch der Sauerstoffbedarf der Zellen. Eine aussagekriftige Grofse zur Be-
urteilung der metabolischen Zellaktivitit ist tiber die Sauerstoffaufnahmerate OUR und
die zellspezifische Sauerstoffaufnahmerate gOUR moglich. Eine kontinuierliche Uber-
wachung der Sauerstoffaufnahmerate OUR ist derzeit nur mit teurer Messtechnik wie
Massenspektrometern und in mikrobiellen Kultivierung moglich. Fiir eine Aussage in
Tierzellkultivierung sind bisher nur Methoden bekannt, die die Produktivitit der Zellen
storen konnen. Fiir eine effiziente Uberwachung der metabolischen Aktivitit ist eine
Echtzeitbetrachtung des Sauerstoffverbrauchs gerade fiir Tierzellkultivierungen not-

wendig.

Ziel dieser Arbeit ist es eine online Bestimmung der Sauerstoffaufnahmerate (OUR), der
zellspezifische Aufnahmerate (qOUR) und des Sauerstoffiibertragungskoeffizienten
(kpa) in einer tierischen Zellkultivierung zu etablieren. Diese Grofsen sollen wahrend der
Kultivierung aus den Prozessparametern bestimmt werden ohne die Zellen dabei zu
schddigen. Dafiir die Systemcharakterisierung zur Bestimmung des Sauerstoffiiber-
tragunsgkoeffizienten (k,a) tiber Modellsysteme durchgefiihrt. AuSerdem werden un-
terschiedliche Auswertungsmethoden, sowie Anwendungsmethoden wahrend des Pro-

zess verglichen.



2. Grundlagen

21. CHO Zellkultivierung

Chinese hamster ovary (Chinesischer Hamster Eierstock) oder CHO Zellen wurden 1957
das erste Mal charakterisiert und anschliefSend als Suspensionszelllinie CHO-K1 etab-
liert. Heute wird diese Zelllinie als Expression System fiir rekombinante Proteine ge-
nutzt. 60-70 % der rekombinant hergestellten Proteine der Biopharmazeutika werden in
Sdugetierzellen produziert [2], 70 % davon durch den Einsatz von CHO-Zellen [3]. Die
Glykosylierung der produzierten rekombinanten Proteine ist nachweislich dem des hu-

man-Produktes entsprechend bzw. diesem sehr nah. [4]

Als Suspensionskultur liegen die Zellen in der Flussigkeit als Einzelzellen vor [3] oder
sammeln sich auch in kleinen Aggregaten an. Sdugetierzellen besitzen keine stabile Zell-
wand. Nur die empfindliche Zellmembran schiitzt die Zelle vor physikalischen oder me-
chanischen dufieren Einfltissen. Daher ist die Anpassung der Kultivierungsbedingungen
durch das passende Kultivierungsmedium, die Begasungsrate, die Rithrerdrehzahl und
die Riithrergeometrie von entscheidender Bedeutung fiir die Gesundheit bzw. das
Wachstum der Zellen. Das Kultivierungsmedium sollte genau dem osmotischen Druck
der Ursprungsumgebung der Zellen von 250 bis 400 mOsm entsprechen. Das Riihr- und
Begasungssystem steht vor der Herausforderung fiir eine ausreichende Sauerstoffver-
sorgung der Zellen bei optimaler Durchmischung des Reaktors zu sorgen, ohne die

scherempfindlichen Zellen zu beschaddigen. [4]

Am Institut fiir Technische Chemie wurde ein Benchmark-Prozess zur Kultivierung von
tierrischen Zellen im 7.5 L Mafistab erfolgreich etabliert. Fiir die Kultivierung der Zellen
wird ein 15L CSTR (continuos stirred tank reactor) Bioreaktor vom Typ C + der Firma
Sartorius Stedim Biotech GmbH genutzt. Dieser Prozess lédsst sich in drei Futterungs-
phasen unterteilen: Batch, Fed-batch 1 und Fed-batch 2. Die Kultivierung in der Batch-
phase ist auf zwei Tage begrenzt und wird am dritten Tag durch die Fed-batch- Phase 1
durch eine tégliche Fiitterung von Feed-Medium abgeltst. Die Fed-batch 2 beginnt, so-
bald die Glucose Konzentration auf etwa 0.6 g/L abgesunken ist. Ab diesem Zeitpunkt
startet eine automatisierte Glucose-Regelung. Ein schematischer Verlauf der Phasen ist

in Abb. 1 dargestellt.

Die Zellen wachsen zunéchst exponentiell. Fiir das Wachstum brauchen die Zellen Sau-
erstoff, der Verbrauch des Sauerstoffs wird im Anstieg der Sauerstoffverbrauchsrate

OUR wiedergegeben. Durch Limitierungen im Bioprozess geht das Wachstum der Zellen
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von der exponentiellen in die stationdre Phase tiber. In dieser Phase stoppen die Zellen
die Vermehrung und gehen in den Erhaltungsstoffwechsel tiber. Die stationdre Phase ist
gefolgt von der Sterbe-Phase in der die Zellen anfangen zu lysieren. Der Ubergang von
der stationdren Phase in die Sterbe-Phase ldsst sich anhand des Wendepunkts der OUR
erkennen. Dieses Indiz kann z.B. fiir die Effizienz der Prozessplanung genutzt werden,
um zu entscheiden ab wann der Prozess abgebrochen werden kann, da sich das Abster-

ben der Zellen ankiindigt.

Batch Fed- Batch 1 Fed- Batch 2

1

Abb. 1-  Schematische Darstellung der Fiitterungsstrategie des Benchmark Prozesses

Uber den gesamten Prozess werden pH und p0,geregelt. Das pH-Optimum von 7.1
wird tiber die Zugabe von Natriumcarbonat ( Na,CO3) geregelt. Der Sauerstoffanteil soll
auf 40% gehalten werden. Die Regelung des p0O, beginnt iiber die erste Kaskade durch
das Mischen von Sauerstoff und Luft, tiber deren Begasungsraten. Sobald fast aus-
schliellich mit Sauerstoff begast wird, wird die Begasungsrate F,,; von 24 Lh™! auf 60 L
h~! angehoben. Die Regelung wir erneut iiber das Begasungsverhéltnis und damit dem
Sauerstoffenteil im Ingas geregelt (2. Kaskade). Als dritter und letzter Kaskadenschritt
wird die Riithrerdrehzahl Ng; zwischen 100 und 200 rpm variiert. Der Verlauf der pO,-
Regelung wiahrend der Kultivierung ist schematisch in Abb. 2 dargestellt.

Nach etwa 15 Tagen endet die Kultivierung, wobei sich die Zelldichte durch diese Stra-

tegie auf etwa 32 x 10° Zellen mL™* erhoht hat, mit einer Viabilitit von etwa 60%.
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keine

\ Regelung 1. Kaskade

2.Kaskade 3.Kaskade 2. Kaskade

pO,

Abb. 2 - Schematischer Verlauf der p0,- Regelung des Benchmark Prozesses

2.2, Online Uberwachung

Die Process analytical technology (PAT) versucht tiber den Einsatz von verschiedenen
Techniken und Methoden eine zeitnahe Erfassung stoffspezifischer Parameter in der
Verfahrenstechnik und in Umweltprozessen zu ermitteln. Um eine Prozessoptimierung
bzw. eine konstante Produktqualitédt zu erzielen, werden Informationen zu stoffspezifi-

schen und qualitédtsrelevanten Daten der Prozesse gesammelt. Man differenziert hierbei

Fluss
) Analysen
Abgas 'Analyse —_ System
on-line j
ESIP/FISP atine
&
- in-line im Bypass
" ubidit (ClaRen 2017)
in-line O-x . Y g on-line
00,[%] in-line
\ oo o ) / (Kessler 2006)
S O+
ﬁr
\VAVILVAV -
enzymatische )A’

Analysen Q
M
off-line

Abb. 3-  Veranschaulichung der Messcharakterisierung an einem beispielhaften Bioprozess [5], [8]



die folgenden Messmethoden: online, inline, atline und offline. Die Messmethoden der

online und inline Messungen werden in der Literatur hdufig synonym verwendet [5].

Wiéhrend der Kultivierung werden unterschiedliche Messverfahren genutzt um den
Prozess zu tiberwachen. Die Zelldichte wird online tiber die Aber® Futura Sonde und
offline tiber das Zellzdhlsystem CEDEX® gemessen. Die Viabilitdt wir offline tiber CE-
DEX® bestimmt, die Glucose- und das Lactatkonzentration atline iiber das TRACE®
System und offline tiber das YSI® aufgezeichnet. Zur Betrachtung weiterer unterschied-
licher Prozessgrofien werden verschiedene Spektrometer wie UV /VIS, NIR und 2D-F
eingesetzt. Die online Abgase-Analyse wird mithilfe des Blue-Vis® Sensors vorgenom-
men. Eine Regelung des pH-Wertes und des p0, ist tiber die Messergebnisse der inline-

Messung der entsprechenden Sonden moglich (vgl. Abb. 3).
Die Messungen lassen sich wie folgt charakterisieren:

Online-Messung: Bedingung fiir online-Messsystem ist, dass der Zeitverzug zwi-
schen der Messung inkl. Auswertung und dem Ubersenden der Da-
ten an den Zentralrechner bzw. das Prozessleitsystem kleiner ist, als
die Zeit in der sich die Prozesseigenschaften &ndern. Diese Messun-
gen werden automatisch tiber einen kontinuierlichen Probenstrom,
oft im Bypass, in der Prozessumgebung vorgenommen und ausge-
wertet. Die online-Messung zeichnet sich durch eine kontinuierli-
che Korrelation zwischen Messergebnissen und den Prozesseigen-
schaften bzw. Produkteigenschaften aus. Die Steuerung oder Rege-
lung, die aus den Messdaten erfolgt, wird ohne grofse Zeitverzoge-
rung gewdhrleiste. Die meisten inline- und atline-Messungen wer-
den durch das Messen einer kontinuierlichen Grofse als online ein-
gestuft, da die Messverzogerungszeit im Vergleich zur Anderungs-

zeit der gemessenen Grofie im System sehr gering ist [6].



Inline-Messung:

Atline-Messung:

Offline Messung:

[6], [8], [9]

Die Messstelle befindet sich direkt im Messstrom (invasive) und es
ist keine manuelle Probenahme notwendig [7]. Dabei ist die Positi-
onierung der Messsonde entscheidend, sie muss so gewéhlt wer-
den, dass sie das homogen durchmischte System reprasentiert [6],
[7]. Wie bei der Onlinemessung befindet sich die Analyseeinheit in
unmittelbarer Prozessnéhe, so dass auch hier die Auswertung und
die daraus bedingte Steuerung des Prozesses ohne grofie Zeitverzo-
gerung erfolgen konnen. Werden Messungen dieser Klassifizierung
im Bypass vorgenommen, besteht das Risiko, dass sich die Messung
durch die Abweichung der Temperatur und des Sauerstoffgehalts

im Vergleich zur Inprozessmessung verdandert und daher abweicht

[7].

Die Probe fiir die Messung wird hier von der Prozessumgebung
entfernt und in unmittelbarer Ndhe vermessen und ausgewertet.
Die Probenahme geschieht dabei automatisch. Durch den entste-
henden Zeitverzug kann sich das Produkt d&ndern. Die Ergebnisse
der Messungen lassen eine manuelle und automatische Steuerung
des Prozessablaufes mit einer Zeitverzogerung zu. Fiir den Einsatz
dieser Messungen werden hdufig Filtrations-Module eingesetzt,
diese nehmen héufig Einfluss auf die Probe und kénnen dadurch
nicht mehr représentativ fiir den Messzeitpunkt im Messsystem

sein [6].

Die Probe fiir die Messung wird aus der Prozessumgebung entfernt
und zum Analysegerét transportiert. Die Messung ist diskontinu-
ierlich. Ahnlich wie bei der atline Messung kann sich das Produkt
tiber den Transport- und ggf. Lagerungszeitraum verdndern. Fiir
die Bestimmung des Zeitintervalls der Probenahme ist Experten-
wissen essentiell, um abzuschidtzen wie grofs die Messabstiande sein
miissen, damit ggf. tiber eine manuelle Regelung in den Prozess ein-
griffen werden kann oder Anderungen der detektierten Grofe an-
gemessen nachzugewiesen werden konnen. Gleichzeitig kann die

Probennahme und die folgende Analyse flexibel gestaltet werden.



- Grundlagen -

2.3. Messung des Sauerstoffpartialdrucks

Die Sauerstoffmessung in der Fliissigphase wird durch die kontinuierliche Messsignal-
folge als inline Messung klassifiziert und ist neben der pH und Temperaturmessung die
wichtigste und géngigste Messung in Bioprozessen[6]. Der Sauerstoffpartialdruck p0,

kann tiber eine amperometrische Messung oder eine faseroptische Messung bestimmt

werden.
Strommessung
Kathode I
Glasisolierung
Elektrolyt Referenz und Anode
Medium

Teflon-Membran

Abb. 4 - Aufbau einer Sauerstoffpartialdruck Sonde - nach dem Clark Messprinzip

Fiir die amperometrische Messung des Sauerstoffpartialdrucks nach Clark wird die in
Abb. 4 gezeigte Aufbau genutzt. Die Clark-Elektrode besteht aus zwei Elektroden: einer
Silber-Anode und einer Platin-Kathode. Die Platin-Kathode ist in Glas eingefasst. Nur
die Spitze der Kathode wird in den umgebenen Elektrolyten exponiert. Der Elektrolyt
ist eine halb-gesattigte KCI-Losung zum Transport von freien Elektronen. Anode und
Kathode werden durch eine Teflon-Membran von dem umgebenen Medium getrennt.
Die Teflon-Membran ist semipermeabel fiir Sauerstoff. Dieser kann durch Diffusion in
die Elektrolytlosung gelangen. Durch das Anlegen einer negativen Polarisationsspan-
nung von —600 mV wird der geldste Sauerstoff an der Oberfldche der Platin-Kathode
reduziert. An der Silber-Silber-Chlorid-Anode werden die Elektronen dafiir durch Oxi-
dation frei und wandern zur Kathode. Diese Elektronenwanderung stellt das Messsignal

dar.



Reduktion an der Katode O, +2H,0+4e” - 40H" (1)

Oxydation an der Anode 4Ag > 4AgT + 4e” (2)

Der Messstrom ist tiber folgende Formel proportional zum Sauerstoffpartialdruck:

Po

Izne"F'PM'TZ'AKat (3)
Ne- - Anzahl der freien Elektronen durch die chemi- []
sche Reaktion
A
F - Faraday-Konstante [—S
mol
Py - Permeabilitét fiir Sauerstoff durch die Teflon- mol
Membran mm2 s]
Po, - Sauerstoffpartialdruck [bar]
b - Dicke der Teflon-Membran [mm]
Agat - Flédche an der Kathodenspitze [mm?]

[10]

Der pO,kann sowohl als Partialdruck in der [mbar] oder [mN m~2] angegeben werden

oder als Sattigungsanteil zum Partialdruck der Kalibrierung in [%].

0,(t
P0,%(t) = 2(6) +100% (4)
pLzcal
0,% - Sauerstoffsdttigungsanteil [%]
p0,(t) - Aktueller Sauerstoffpartialdruck [mbar]
P05 cai - Sauerstoffpartialdruck bei der Kalibrierung [mbar]

An dieser Stelle soll darauf hingewiesen werden, dass bei der Angabe des Sauerstoffsit-
tigungsanteils, also dem Bezug des aktuellen Partialdrucks p0,(t) auf den zur Kalibrie-
rung p0, .4, folgende Nomenklatur verwendet wird: p0,%(t) . Beim Bezug auf den

Sauerstoffpartialdruck in [mbar] wird diese Nomenklatur verwendet: p0, (t).



2.4. Sauerstoffiibertragung

Fiir die Sauerstoffversorgung einer Kultivierung wird oft ein mit Luft oder Sauerstoff
durchstromter Begasungsring - Sparger - im unteren Reaktor drittel genutzt. Die Sauer-
stofftibertragung findet zwischen den Gasblasen und der Fliissigphase des Systems statt
(vgl. Abb. 5). Die Loslichkeit von Sauerstoff in wissriger Losung ist sehr gering und
bedarf daher grofier Aufmerksamkeit, um die Zellen mit ausreichend Sauerstoff zu ver-
sorgen. Der Sauerstofftransfer von der Gasphase in die Fliissigphase findet durch Mole-
kiilbewegung statt. Der Konzentrationsunterschied der Gas-Fliissig-Phase ist die trei-
bende Kraft. Der Sauerstoffeintrag wird in den meisten Kultivierungen durch den Leis-
tungseintrag des Riithrers und die Begasungsrate begiinstigt. Uber die Blasen wird eine
grofie Austauschflédche tiber die Gasblasenoberfldche erzeugt. Der Konzentrationsunter-

schied wird durch die immer neu gebildeten Gasblasen hochgehalten.

Gasblase

Phasengrenzfldche = a

Umgebende Fliissigkeit

Oz Transp

Sauerstoffkonzentration

Abb.5-  Gasblasen in Fliissigkeit mit Konzentrationsunterschied von
Sauerstoff

Der Sauerstoff muss bei seinem Weg von der Gasblase durch die Fliissigkeit zur Zelle

unterschiedliche Widerstdnde tiberwinden (vgl. Abb. 6 ):

Kern der Gasblase zur Grenzschicht Gas/Fluissigkeit

Grenzschicht Gas/ Flussigkeit

Das die Blase umgebende, nicht gemischte Fliissigkeitsgebiet

Das gut gemischte Fluissigkeitsgebiet

Das den Zellverband umgebende, nicht durchmischte Fliissigkeitsgebiet
Den Zellverband

NS 0o D=

Die Zellmembran und intrazelluldre Komponenten zu den Reaktionspldtzen
[4]
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gut durchmischtes Gebiet

Biochemische Reaktion

Gasblase S
1

Grenzfliache Gas/Fliissigkeit

Grenzfldche Fliissigkeit/ Zellhdufung

B Fliissigkeitsgrenzschicht [] Gasgrenzschicht

Abb. 6 - Schematische Darstellung der Widerstinde beim Durchlaufen des Sauerstoffs auf seinem Weg
von der Gasblase zu den Zellen/Zellverbund [28]

2.4.1. Der Sauerstoffiibertragungskoeffizient kra

Fiir den Ubergang des Sauerstoffs von der Gas- in die Fliissigphase muss zunéchst der
Widerstand der Gasblasengrenzschichten tiberwunden werden. Zur Betrachtung dieses
Transportvorgangs wird das vereinfachte Modell der Zweifilmtheorie angenommen
(siehe Abb. 7). Die Grenzschichten werden dabei in die Grenzschicht der Fliissigkeit und
die des Gases unterteilt. Das Modell der Zweifilmtheorie beruht darauf, dass auf den
beiden Seiten der Grenzfldchen je ein stagnierender laminarer Fluidfilm entsteht. Durch
diese beiden Filme findet der Stofftransport ausschliefilich durch molekulare Diffusion
statt. Der gesamte Transportwiderstand liegt dabei auf der Seite des Fluidfilms. [11], [12]
Andere Stofftransportwiderstdnde, beispielsweise die durch die Zellen, werden kom-
plett vernachldssigt [13]. An den Phasengrenzen wird ein thermodynamisches Gleich-
gewicht angenommen. In Abb. 7 ist rechts der Verlauf des resultierenden linearen Kon-

zentrationsgradienten und der Transportkoeffizienten dargestellt. [11]
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Die angenommenen laminaren Fluidstrome kénnen experimentell nicht nachgewiesen
werden [4]. Aufgrund der verhéltnismafSig simplen Berechnungsweise und der viel ver-

breiteten Modellbeschreibung, wird das Zweifilmmodell fiir die weiteren Betrachtungen

Grenzschicht der Gas-Fliissigkeitsphase

ah

I {Gasblase ‘

D Fliissigkeitsgrenzschicht |:| Gasgrenzschicht

Abb. 7 Zuweifilmtheorie - Schematische Darstellung der Sauerstoffkonzentration im Ubergang von der Gas- in die
Fliissigphase [4]

genutzt [13].

In der Grenzschicht der Flussigkeit bzw. der Gasphase gilt folgende Beziehung fiir den

Sauerstofftransport beschrieben durch die Sauerstoffstromdichte 7, :

Gasfilm: No,¢ = k¢ * (c¢ — Cai) (5)
Fluissigkeitsfilm: No, = ki + (¢, — cpp) (6)
0]
ny - Sauerstoffstromdichte g2
2 m? s
) Stoffuibertragungskoeffizient von der Seite 1
ke des Gases | 5 |
) Stoffuibertragungskoeffizient von der Seite [
ki der Fliissigkeit [ s |
c - Konzentration im Kern der Gasphase 5]
L
o - Konzentration im Kern der Fliissigphase gf
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Da die Grenzflachenkonzentration nicht gemessen werden kann, wird der Transportwi-
derstand tiber beide Schichten zusammen tiber den Gesamtstofftransportkoeffizienten
K; betrachtet. Die treibende Kraft fiir den Sauerstofftransport ist Konzentrationsdiffe-
renz cg,* — cor. Dabeiist ¢y, " die Konzentration von Sauerstoff in der Fliissigphase, die
im Gleichgewichtszustand mit der Gasphase entsteht. Sie ldsst sich tiber das Henry Ge-

setz bestimmen [4], [14]:

H, ¢ = cg (7)
Po,c Po,.c
bzw. Ch = ot =2 ~ 227
% = "OL T, T TH,, (8)
Co,” - Konzentration des Sauerstoffs im Gleichge- g0,
wichtszustand L
cor” - Konzentration des Sauerstoffs in der Fluissigkeit g0,
im Gleichgewichtszustand L

Po,6" - Sauerstoffpartialdruck im Gleichgewichtszu- [Pa]
stand in der Gasphase

Po,.c - Messbarer Sauerstoffpartialdruck in der Gas- [Pa]
phase

Hyp, - Henry-Koeffizient fiir Sauerstoff [Nm

kg

Solange die Konzentration in der Flussigkeit ¢y, die Sattigungskonzentration ¢y, * nicht

erreicht, wird Sauerstoff aus der Gas- in die Fliissigphase transportiert[13].

Durch Zusammenfassung der Transportkoeffizienten k;und k; zu K; wird die Sauer-

stoffstromdichte wie folgt beschrieben:
hOzL = hoz = Ky, * (coL” = ¢oL) (9)

Der Gesamtstoffaustauschkoeffizienten K; lasst sich tiber den folgenden Zusammen-
hang beschreiben:
1 1 4 1

KL kL H cc . kG ( 10 )
Sauerstoff als gering l6sliches Gas hat einen Henry-Koeffizienten H grofier als 1. Der
Stofftibertragungskoeffizient von der Seite der Fliissigkeit ist deutlich kleiner als der
Ubertragungskoeffizient von der Seite des Gases. Man geht davon aus, dass kein gassei-
tiger Stofftransportkoeffizient berticksichtig werden muss [15]. Es wird daher folgende

Annahme getroffen:
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1 1 1
K_L:k_L-l_I-ICC—'kG |HCC>1;kG>>kL
Daraus folgt: K =k, (11)

Gleichzeitig geht aus dieser Betrachtung hervor, dass der Stofftransportwiderstand auf

der Seite des Fliissigkeitsfilms liegt.

Ubertrigt man dieses Modell zur Berechnung des Sauerstofftransportes auf ein Bioreak-
torsystem, miissen das gesamte Verhiltnis der Austauschfldche A; zum Fliissigkeitsvo-

lumen V;, berticksichtigt werden:

: Ag ;
no, = ky - v (cor™ = ¢cor)
L
= ky »a- (coL” —co) = kpa - (co” —coL) = kpa - (Coz* —Coz) (12)
no, - Volumenbezogener Stoffstrom 8
sm3
Ag - Austauschfldche = Gasblasenoberfla- [m?]
che
43 - Flussigkeitsvolumen [m3]
a - Gas/Flissigkeitsgrenzfliche pro Re- [m1]
aktorvolumen

Die in Gleichung( 11 ) betrachtete Naherung gilt auch fiir Gleichung (12). k;, beschreibt
den Stofftransportkoeffizienten iiber beide Teilsysteme der Grenzschicht. Da die Aus-
tauschfldche fiir Sauerstoff schwer zu bestimmen ist, wird der Sauerstofftransportkoef-
fizient oft zu der Grofe k a [h™!] zusammengefasst. In der Literatur wird hiufig die
Grofle kya’ betrachtet. Sie bezieht sich im Vergleich zu kj a nicht auf das Fliissigkeitsvo-

lumen, sondern auf das gesamte Reaktorvolumen mit Gas- und Fliissigphase.

Der volumenbezogene Stoffstrom 7, ist eine ortliche Grofle. Mittelt man diese Grofse
tiber das gesamte Reaktorvolumen, erhélt man den Zusammenhang der Sauerstofftrans-
portrate OTR:
v
_ 1 [ (13)
T.loz = OTR = V_ ) f T.loz dVL

L
0

OTR - Oxygen Transfer Rate - [ 8 ]
Lh

Sauerstofftransportrate

[4]
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Die Korrelation der Sauerstofftransferrate OTR von dem Massentransportkoeffizienten
k; auf der Fliissigkeitsseite und der Gasblasenaustauschfldche a ist in Gleichung ( 12)

und ( 13) zu erkennen:

_ 1 . .
fp, = OTR = 7 f no, dV, (13) | mit Gleichung (12)
L
0
VL
_ 1 Ag i
noz = OTR = 7 - f kL V_ (CL CL) dVL
L L

Der kja ist als der volumetrische Stofftransportkoeffizient oder auch die Beliiftungs-
konstante bekannt [15]. Die verschiedenen Einfliisse auf den Transport von Sauerstoff
aus der Gas in die Fliissigkeitsphase kann unterschiedlicher Natur sein und lassen sich

wie folgt unterteilen:

Tabelle 1 — Charakterisierung der Einflussgrofien des Sauerstoffiibertragungskoeffizienten

Konstruktionsgrofien Betriebsgrofien Medieneigenschaften
Reaktorgrofle und -| * Riihrerdrehzahl *  Viskositat
form * Begasungsrate *  Dichte
Rithrerdurchmesser +  Flussigkeitsvolumen +  Sauerstoffloslichkeit
und -art +  Temperatur + Diffusivitat
Stromstorer/ Beweh- + Koaleszenzverhalten
rungssystem
Begasungssystem

Uber die Kenngrofe des k; a lasst sich ein direkter Zusammenhang mit der Grofe des
Sauerstofftransports erkennen. Je grofler der Sauerstofftransportkoeffizient k;a, desto
grofier ist der Sauerstofftransport von der Gas- in die Fliissigphase. Zusammen mit der
OTR sind beide wichtige Grofien fiir die Zellkultur, um die Sauerstoffversorgung der
Zellen zu gewihrleisten. Kennt man die Einflussgrofien eines Systems, lassen Anderun-
gen in der Betriebsart oder der Konstruktion vornehmen, um denk;a-Wert zu vergro-
Bern. Zudem schafft der Sauerstofftransportkoeffizient k;a eine Vergleichbarkeit zwi-
schen unterschiedlichen Begasungssystemen. Uber den k;a lassen sich maximale
Wachstumsraten oder Biomassekonzentrationen abschitzen, wenn die Organismen un-

ter Sauerstofflimitierung wachsen. [13]
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Hauptsdchlich ist der k;a-Wert von den Eigenschaften und dem Verhalten der einge-
brachten Gasblasen abgéngig. Typische k;a-Werte in einem Produktionsbioreaktor mit

Sdugetierzellen konnen zwischen 0.9 — 4.29 h™! liegen[13], [16], [17].

2.4.2. Die Sauerstoffaufnahmerate OUR

Die Sauerstoffaufnahmerate (Oxygen Uptake Rate - OUR) ist eine fundamentale Grofse,
die das physiologische Verhalten der Zellen charakterisiert. Sie wird haufig genutzt, um
Bioprozesse zu optimieren. Mit der Bestimmung der OUR kann auf die Viabilitdt der

Zellen riickgeschlossen werden [18], [19].

Die Sauerstoffaufnahmerate OUR beschreibt das Aufnahmeverhalten der Zellen von
Sauerstoff. Die Aufnahme von Sauerstoff ist stark bedingt durch die Verftigbarkeit an
Sauerstoff in der Flussigphase. Die Verfiigbarkeit an Sauerstoff wiederrum hangt mit
der Grofe der Transferleistung - der OTR- zusammen. Da der Transfer durch den Sauer-
stoffkonzentrationsgradienten von der Gas- in die Fliissigphase bedingt ist, bestimmen
die Zellen durch ihren Sauerstoffverbrauch die Konzentrationsdifferenz und damit
gleichzeitig die OTR. [12], [18] Der Zusammenhang dieser beiden Grofsen wird tiber die
folgende Funktion deutlich [12]:

dc
% = OTR(t) — OUR(?) (14)
dcpo, - Anderung der Sauerstoffkon- [ 8 ]
dt zentration tiber die Zeit Lh
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In Abb. 8 ist der Zusammenhang grafisch dargestellt.

Grenzfldche
Gas/Fliissig

1 CoGi
i _CoLi co(t)i

Gasblase

I Fliissigkeitsgrenz-
[[] Gasgrenzschicht

Abb. 8 - Verlauf der Sauerstoffkonzentration von der Gasblase zu den Zellen iiber die
Fliissigphase [4], [13]

Ein charakteristischer Verlauf einer batch- Kultivierung ist in Abb. 9 dargestellt. Sobald
die Zellen in das Kultivierungsmedium tiberfiihrt werden, sinkt die Sauerstoffkonzent-

ration exponentiell. Der Prozess wird {iber den gesamten Kultivierungszeitraum begast.

OUR

qOUR

CoL

OUR —— GQOUR = === oy rweeeeeseeees

Abb. 9 - schematischer Verlauf der Groffen OUR, gOUR und cor wihrend einer batch- Kultivierung
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Die Zellen brauchen viel Sauerstoff, um ihren Bedarf zum Uberwinden der lag-Phase zu
decken und anschliefSend in der exponentiellen Wachstumsphase das vorliegende Sub-
strat mit einer hohen Stoffwechselrate zu konsumieren. Infolge dieser Zusammenhéinge,
steigt sowohl die Sauerstoffaufnahmerate OUR als auch der der zellspezifischen Sauer-
stoffaufnahmerate qOUR steil an. Wahrend der exponentiellen Wachstumsphase der
Zellen ist die Sauerstoffkonzentration der Fliissigphase ¢y, auf einem Minimum. Mit
dem Verlassen des exponentiellen Wachstums und dem Ubergang der Zellen zu einer
konstanten Zellzahl steigt die Konzentration des Sauerstoffs in der Fliissigkeit ¢y, wie-
der an. Zellen verstoffwechseln nur noch so viel Subtrat wie notig, wie fiir die Selbster-
haltung gebraucht wird und vermehren sich nur noch sehr wenig bis sie schliefdlich an-
fangen zu lysieren. Durch dieses Verhalten sinkt die Sauerstoffaufnahmerate OUR und

die zellspezifische Sauerstoffaufnahmerate qOUR. [18]

Die Bestimmung der OUR wird mithilfe der Gleichung ( 14 ) gelost. Wenn die Anderung

dCOL
at

der Sauerstoffkonzentration gleich 0 ist, also =0, gilt:

OTR = OUR (15)

Zur Bestimmung der OUR werden unterschiedliche Moglichkeiten beschrieben. Diese
sind jedoch zu aufwendig und fiir das System nicht geeignet. Der Vollstandigkeit halber

sollen sie jedoch kurz beschrieben werden:

2421  Gasmassenbilanz
Die Bestimmung der OUR kann tiber die Bilanzierung des Sauerstoffs tiber die Differenz
der Konzentration aus dem Ingas und dem Abgas bestimmt werden. Wichtig dafiir sind

genaue Messungen der Sauerstoffkonzentration tiber z.B. ein Massenspektrometer.

Gasanalysator - F .., s

Abluft
Abluftkahler

v, o o OTR
pH @ Cc;i) OO 4
p0, CQRCN M. ¢ oo ©
N (‘,:::‘ O e
CQUR [

‘,vA’L "; @—4 Zuluft

Gasanalysator - F ., Xoa.

Abb. 10 -  Aufbau eines Reaktors zur Bestimmung der OUR ftiber die
Gasmassenbilanzierung [20]
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Die Zuluft wird beispielsweise tiber den Begasungsring des Spagers mit der Begasungs-
rate Fpg i [L h7'] und der Sauerstoffkonzentration xg;, [-] in den Reaktor gebracht.
Uber die Austauschfldche der Gasblasen wird der Sauerstoff in die Fliissigkeitsphase
tibertragen (OTR) und dort von den Zellen aufgenommen (OUR) und verbraucht. Das
Gas verldsst das System mit der Begasungsrate F,;,,-und dem Sauerstoffanteil

%06 out|20]. Uber eine globale Massenbilanzierung der Fliissig- und Gasphase, lasst sich

die OUR bei konstanter Sauerstoffkonzentration (% =0 und % = 0) tiber die fol-
gende Gleichung bestimmen:
Fngin * XoGin = Fncout * XoGout (16)

OUR =

Vv,

Die Messinstrumente fiir diese Methode und miissen mit hoher Préizision arbeiten. Die
Sauerstoffdifferenz zwischen dem Ingas und dem Abgas ist besonders gering. Zudem
stort die Begasung von CO: fiir die pH-Regelung oder die Begasung des Headspayes.
Daher entfillt diese Art der Bestimmung der OUR fiir den Rahmen dieser Arbeit.

2.4.2.2. Modifizierte dynamische Methode

Um nicht alle Zellen dem Stress des p0,-Abfalls auszusetzen, werden die Zellen konti-
nuierlich durch ein Bypass-System gepumpt. Uber die Strecke des Bypasses ist ein line-
arer Abfall des p0,-Signals zu beobachten. Mit einer Messung der p0,-Werte am Anfang
und am Ende des Bypasses ldsst sich tiber die folgende Gleichung die OUR bestimmen:

1
OUR = At : (COL Ende — CoL Anfang) (17)

Vorteil dieser Methode ist es, dass sie unabhingig vom k; a-Wert ist und nicht alle Zellen
dem Stress des Sauerstoffabfalls ausgesetzt werden. Problematisch gestaltet sich bei die-
ser Methode die Differenz der beiden p0,-Signale, da der Sauerstoffverbrauch der Zel-
len und nicht der Unterschied des p0,-Signals durch unterschiedliche Kalibrierung ge-
messen werden soll. Durch diesen Anspruch ist der Kalibrierungsaufwand sehr hoch.
Es miissen Messsysteme installiert werden, die genau aufeinander abgestimmt werden.

[21]

Da die Methode der Bestimmung der OUR tiber die Gasmassenbilanz und die modifi-
zierte dynamische Methode nicht zur Verfiigung stehen, wurde ein anderer Ansatz ge-

wihlt. Ndheres zu den verwendeten Methoden folgt in Kapitel 3 Methoden.
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2.5.  Design of Experiments

Die meisten Versuchsergebnisse hdngen nicht von einem einzelnen Einflussfaktor ab, sie
lassen sich meistens auf die Kombination der Faktoreneinstellungen zurtickfiihren. Um
Fragestellungen hinsichtlich Optimierung, Screening oder Robustheitstest zu beantwor-
ten, wird das Prinzip des ,,Design of Experiments” (DoE) genutzt. Dabei wird versucht
im Rahmen einer Versuchsplanung mit der systematischen Anderung der Einflussfak-
toren eine qualitative und quantitative Aussage tiber den Einfluss der Faktoren und de-
ren Kombinationen zu treffen. [22] Die Herangehensweise des DoE wird in vieler Hin-
sicht als eines der wichtigsten Werkzeuge in der Entwicklung von PAT-Modellen gese-

hen [23].

2.5.1. Definition der Einflussgrofien

Die Reaktion eines Systems auf Anderungen von Einflussgréfien wird in Form einer Sys-
temantwort wiedergegeben. Die Einflussgrofien sollten fiir die Systemanalyse unabhan-
gig sein und in einem variablen Intervall kontrolliert auf einen konstanten Wert gesetzt
werden kénnen. Uber die gemessene Systemantwort ldsst sich anschlieSend das System-

verhaltens analysieren. [22]

2.5.2. Versuchsplanung

Es gibt verschiedene Strategien zur Versuchsplanung, die in Abhdngigkeit der Frage-
stellung angewendet werden. Das Ziel bestimmt dabei das Modell und den Versuchs-
plan. Unterschieden werden drei Schritte der strategischen Versuchsplanung: Screening,
Optimierung und Robustheitstest. Fiir den Schritt des Screenings werden viele mogli-
che Einflussfaktoren ausgewdhlt und in einem systemreprasentativen Untersuchungs-
intervall festgelegt. Uber einen teilfaktoriellen Versuchsplan (VP) kann anschliefend ein
lineares oder interagierendes Versuchsmodell interpoliert werden. Bei dem Schritt der
Optimierung wird aus den relevanten Einflussfaktoren der , perfekte” Arbeitspunkt be-
stimmt. Die Versuche hierfiir werden héufig vollfaktoriell oder zentral zusammenge-
setzt durchgefiihrt, anschlieffend kann ein quadratisches oder kubisches Versuchsmo-
dell abstrahiert werden. Fiir die Robustheitstestung wird die Bestidndigkeit eines Mo-
dells gepriift, indem betrachtet wird, wie das System auf leichte Schwankungen der Ein-
flussgrofien reagiert. Auch dies wird tiber eine teilfaktorielle oder vollfaktorielle VP
durchgefiihrt und anschliefend mit einem linearen oder interagierenden Modell be-

schrieben. Eine grafische Darstellung des VP ist in Abb. 11 abgebildet.
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Der teilfaktorielle und vollfaktorielle Versuchsplan zeichnet sich durch Versuche an den
Eckpunkten der Einflussgrofien aus. Dabei deckt das vollfaktorielle Design alle Eck-
punkte des VP ab, das teilfaktorielle nur ausgewédhlte Eckpunkte. Zusammen mit min-
destens drei Versuchen im Zentrum (Center Point) decken sie den Versuchsraum ab. Die
Versuchspunkte des zentral zusammengesetzten Versuchsplans liegen unter anderem

auflerhalb bzw. innerhalb der Giiteintervallgrenzen des Versuchsraums. [22]

+1 | +1

X3 X3
) & 1

AR e

X, -1 X, -1
1 +1 -1 +1
Zentral zusammengesetzter
Teilfaktorieller VP Vollfaktorieller VP

VP

Abb. 11 - Darstellung der drei verschiedenen Versuchsplanmodelle teilfaktoriell, vollfaktoriell und zentral zusammensetzt fiir
drei normierte physikalische Einflussfaktoren. Dabei stellen die Kreise die durchzufiihrenden Experimente da, das
Kreuz in der Mitte steht fiir die Zentral Versuche (Center Points), in jedem Versuchsplan werden dafiir drei oder
mehr von den Center-Point-Versuchen durchgefiihrt.

2.5.3. Rohdatenanalyse

Fiir die Analyse der Versuchsergebnisse wird eine Normalverteilung vorausgesetzt. Das
Priifen auf eine Normalverteilung kann mit Hilfe grafischer Histogramme vorgenom-
men werden (vgl. Abb. 12). Eine Normalverteilung kann ggf. tiber eine Transformation

der Daten vorgenommen werden. [22]

Haufigkeit
Héufigkeit

Abb. 12 - Grafische Darstellung zur Hilfe bei der Auswertung zur Normalverteilung. links nicht normalverteilt.
rechts normalverteilt
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2.5.4. Regressionsanalyse
Zur Erstellung der linearen Zusammenhinge wird die Gleichung der multi linearen re-

gression (MLR) genutzt:

ym=b0+2bi-xi+ Z bij-xi-xj+2bii-xi2+e (18)
i=1 1<i<j i=1

Vi - Berechnete Systemantwort

by - Grundsystemantwort - Offset

b; - Interpolierter Regressionsfaktor zur Einflussgrofle i

by; - Interpolierter Interaktions-Regressionsfaktor zur Einflussgrofie
iundj

b;; - Interpolierter quadratischer-Regressionsfaktor zur Einfluss-
grofie i

X; - Einflussgrofse i

Xj - Einflussgrofie j

€ - Unbekannter Fehler, Differenz zum realen Zustand

In die Berechnung zur Signalantwort werden nur Faktoren integriert, die signifikant
sind. Durch die Varianzanalyse kann ein Ausschluss der Faktoren vorgenommen wer-
den, indem betrachtet wird, ob der Vertrauensbereich des Faktors grofler ist als der Ein-
fluss des Faktors selber. Die Faktoren werden dabei schrittweise aus dem Berechnungs-
modell der Systemantwort entfernt. Durch das Entfernen eines Faktors verschiebt sich
die Verteilung der Vertrauensbereiche der iibrig gebliebenen Faktoren. Die Reihenfolge
der Eliminierung kann zu unterschiedlichen Ergebnissen fiithren. Vorgegangen wird bei
der Faktor-Eliminierung dabei wie folgt: erst werden quadratische b;; oder die Interak-
tions-Faktoren b;; entfernt. Erst danach werden die Faktoren b; oder b; selber eliminiert.

In Abb. 13 ist exemplarisch ein fiktives Koeffizienten Diagramm der Faktoren darge-
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stellt. Hier miisste zunachst der quadratische Faktor b;; entfernt werden. Durch die An-
derung der Varianz durch die Eliminierung des quadratischen Faktors konnte der Inter-

aktions-Regressionsfaktor b;; noch im Modell enthalten bleiben.

Ym

Abb. 13 - Beispiel eines Koeffizienten Diagramms eines Interaktionsmodells zur Varianzanalyse vor der Eli-
minierung einzelner Regressionsfaktoren

2.5.5. Gitepriifung des Modells

Fiir die Giite-Beurteilung eines Regressionsmodells werden die folgenden Grofien be-
trachtet:

Bestimmtheitsmafs R2:

Hat eine minimal Anforderung von > 0.5 in einem Wertebereich zwischen 0
und 1. Das BestimmtheitsmafS beschreibt die Differenz zwischen dem Regressi-
onsmodell und den Rohdaten. Der Wert von 1 reprasentiert dabei ein perfektes
angepasstes Modell.

Vorhersagegiite Q2

Sollte grofier als 0.1 fiir ein signifikantes und grofer als 0.5 fiir ein gutes Modell
sein. Q2 kann im Wertebereich zwischen - o und 0 liegen. Die Vorhersagegtite
ermoglicht eine Bewertung der Giite fiir zukiinftige Werte.

Differenz zwischen R? und Q2

Fiir ein gutes Modell sollte die Differenz zwischen dem Bestimmtheitsmafs R?
und der Vorhersagegtite Q? nicht grofier als 0.3 sein.

Modellvaliditat MV:

Werte dieser Giitegrofie sollten grofier als 0.25 sein. Sie konnen zwischen - oo

und 1 liegen. Die Modellvaliditét gibt an, wie weit das Regressionsmodell das
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[22]

Systemverhalten représentiert. Mitunter kann diese Grofie bei sehr guten Mo-
dellen (Q? >0.9) sehr klein ausfallen, wenn die Empfindlichkeit im Test sehr
hoch war oder die Wiederholungen der Center Points CP extrem gut sind.
Reproduzierbarkeit RP:

Die Reproduzierbarkeit sollte mindestens bei 0.5 des Wertebereichs von 0 bis 1
liegen. Durch die Guitegrofie RP lassen sich Aussagen iiber die Wiederholbar-

keit von Experimenten machen.
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3. Methoden

In dem folgenden Kapitel werden die Methoden beschrieben, die genutzt wurden, um
zunichst den k; a Wert zu bestimmen und im Anschluss daran den Software Sensor zur
Bestimmung der online-OUR zu entwickeln. Dabei wurde iiber einen DoE-Versuchsplan
mit 19 Vorversuchen eine Gleichung zur Bestimmung des k;a-Wertes wahrend der Kul-
tivierung entwickelt. Die OUR ldsst sich im Anschluss tiber online-Messungen der Pro-

zessgrofien bestimmen.

3.1. Bestimmung der Henry-Koeffizienten

Der Henry-Koeffizient gibt tiber das Henry Gesetz Auskunft tiber das Loslichkeitsver-
halten von Gasen in Fliissigkeiten. Fiir den Ubergang von der Gas- in die Fliissigkeits-
phase der Koeffizient als ,Henry Volatilitdt” bezeichnet. [14] Aus dem Henry-Gesetz,
Gleichung ( 8 ), lasst sich die Gelostsauerstoffkonzentration im Gleichgewichtszustand
co, iber den Druck der Gasphase p; bestimmen. Sowohl der Henry-Koeffizient, als auch
die Gelstsauerstoffkonzentration im Gleichgewichtszustand c;; werden gebraucht, um

den k;a-Wert und die OUR zu berechnen.

o= o= Po,¢" . Po,6

0, = CoL =— = |

2 Y " Ho, ~ Ho, (8)
mit Po,,c = PG "Xogin (19)

Die experimentelle Bestimmung des Henry-Koeffizienten fiir das Kultivierungsmedium
ist kompliziert und mit einem hohen materiellen Aufwand verbunden. Der Henry-Ko-
effizient fiir reines Wasser ist in der Fachliteratur zu finden. Dieser als Grundlage zur
Bestimmung des Henry-Koeffizienten fiir das Kultivierungsmedium und die Kultivie-
rungsbedingungen genutzt. Der Henry-Koeffizient wird in Abhangigkeit der Tempera-
tur (Kultivierungstemperatur 37 °C) berechnet. Der Einfluss durch den Ionengehalt des
Medium [13] wird aufSer Acht gelassen.

Die Abhingigkeit des Henry-Koeffizienten zur Temperatur wird tiber das Bunsen-Ge-
setz oder die Formel der Temperaturabhéngigkeit beschrieben (vgl. Anhangskapitel 6

Seite X). Der Henry-Koeffizient wurde mit dem Bunsen-Gesetz bestimmt.
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}1n02

Hpo(T) = i
1+ 34, Kio, - 9,'(6) (20)
Hno, = 1.448 -10° Nm /kg Theoretischer Henry-Koeffizient fiir Sauer-
stoff bei 0°C und unter Standardbedingungen
Kio,= —2.723 - 1072°Cct 1. Konstante des Bunsen-Gesetzes

K0, = 5.627 -107*°C™2 Konstante des Bunsen-Gesetzes

2
K30, = —6.597 -107¢°C~3 3. Konstante des Bunsen-Gesetzes
Ko, = 3.283 - 10~8°Cc~* 4. Konstante des Bunsen-Gesetzes

[24]

Mit diesen Daten ergibt sich fiir die Kultiverungstemperatur von 37 °C ein Henry-Koef-

fizient von:

Nm L bar
— = 295
kg g

Hy,(37°C) = 2.95 - 10°

bar L

bzw

Fermentationsmedien haben Henry-Koeffizienten zwischen 28 -40

2.8-106 - 4.0-10° T{—‘;‘ [13].

3.2.  Versuchsplan zur Bestimmung des kia-Wertes

Wie in Kapitel 2.4.1 auf Seite 10 beschrieben, hangt der k; a-Wert von vielen Prozessgro-
fen ab. Zur Bestimmung eines mathematischen Zusammenhangs der Prozessgrofien auf
den k;a wurden der Einfluss der Riithrerdrehzahl Ns;, der Begasungsrate F,,;, des Bega-
sungsverhiltnis 7, des Volumens V; und der Antischaumkonzentration c,r in DoE-Ver-

suchen untersucht.

Diese Grofsen wurden gewdhlt, da sie bekanntermaflen Einfluss auf den k; a-Wert haben
und wéahrend der Kultivierung verdandert werden. GréfSen die wihrend eines Kultivie-
rungsprozesses konstant gehalten werden (Temperatur und Druck), werden nicht als

Einflussgrofsen untersucht. Das Begasungsverhiltnis wird durch den folgenden Zusam-

menhang beschrieben:
F,
r=—no2 (21)
Froz + Fn arr

L

Fro2 - Begasungsrate von Sauerstoff [ﬁ
Foair - Begasungsrate von Luft [E]

h
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Die Einflussfaktoren bewegen sich wiahrend der Kultivierung in den in Tabelle 2 aufge-

listeten Grenzen.

Tabelle 2 — Grenzpunkte des Design Raums zum DoE zu Bestimmung des kia’s

Zustandsgrofie Variablenzeichen Grenzintervall
Riihrerdrehzahl Ng¢ 100 — 200 rpm
Begasungsrate Fre 24 —60 L /h
Begasungsverhaltnis R 0-1
Fliissigkeitsvolumen L 6 — 10L
Antischaumkonzentration CAF 0—-04%

Es wurde ein teilfaktorieller Versuchsplan mit 19 Versuchen entwickelt, siehe Anhang

Kapitel 5 - Versuchsplan fiir die kLa-Wert Bestimmung Seite IX.

3.3. Bestimmung des kra-Wertes

Da das Kultivierungsmedium sehr teuer ist, wurde sich ein passendes Modelsystem fiir
die Bestimmung des k;a-Wertes gesucht. Fiir die Untersuchungen wurde PBS als zell-
freies Modellsystem gewdhlt. Messungen der Leitfdhigkeit und der Osmolaritit vom
PBS-Puffer, dem Kultivierungsmedium und der Zellsuspension wurden durchgefiihrt,

um die Vergleichbarkeit zu tiberpriifen.

3.3.1. Ausgasungsmethode

Fiir die Ausgasungsmethode wird das zellfreie Modellsystem PBS genutzt. Unter einge-
schalteter Begasung wird gewartet, bis sich die Gleichgewichtskonzentration in der
Fliissigphase einstellt. Hat sich eine konstante Sattigungskonzentration eingestellt, kann
die Begasung von Luft auf Stickstoff umgestellt werden. Die Geltstsauerstoffkonzentra-
tion sinkt mit einem sigmoiden (S-férmigen) Verlauf auf null. Dieser Verlauf von der
Gleichgewichtskonzentration bis zur Nullkonzentration wird als Abnahmekurve oder
Entladekurve bezeichnet. Anschlieffend wird die Begasung wieder auf Luft umgestellt.
Die Sauerstoffkonzentration der Flussigphase steigt wieder auf die Gleichgewichtskon-
zentration an. Der Anstieg hat einen umgekehrt sigmoiden Verlauf wie die Abnahme-

kurve. Der Anstieg von der Geldstsauerstoffkonzentration von 0 % auf die Sattigungs-

konzentration wird als Aufladekurve bezeichnet. Ein Modellverlauf der Geldstsauer-

stoffkonzentration ist in Abb. 14 dargestellt.
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[13]

Co, (O Luft , Stickstoff : Luft

Co,

tN, tAlR t

Abb. 14 - Bestimmung des kja- Wertes im Zellfreien Modellsystem mit der Ausgasungsmethode
(13]

Das oben beschriebene Modell wurde sowohl mit Luft, als auch mit einem Sauerstoff-
Luft-Gemisch und reinem Sauerstoff begast. Dadurch bewegt sich die Sauerstoffkon-
zentration ¢, zwischen 10 und 35 %. Es lassen sich ¢y, (t) und cp, fiir den praktischen
Gebrauch gegen p0,%(t) und 100 % bzw. 477 % austauschen [25]. Durch die Kalibie-

rung der p0,-Sonde mit Luft zeigt die Sonde bei reiner Sauerstoffbegasung einen maxi-

mal Wert von 477 % an.

XoGin(t)

+100% = p0,(t) (22)
X0G cal

Mit Xogin = 1 und

-100% = 4779
X0G cat = 0.2094 0.2094 % %

Ausgewertet wurde fiir jeden Versuch nur die Aufladekurve, da bei dieser die Bega-
sungsrate durch den Massendurchflussregler bekannt war. Fiir die Begasung des Reak-
torsystems mit Stickstoff ist kein Massendurchflussregler vorhanden. In der weiteren
Auswertung wird die Aufladekurve energiefrei , gesetzt”, indem die Gleichgewichts-
konzentration, die sich nach der Begasung mit Stickstoffeingestellt eingestellt hat -

p0,%n> off, von allen Datenpunkt der Aufladekurve abgezogen wird (Gleichung ( 23)).

pOZ%norm(t) = poz%org — p0;%n> of f ( 23 )
P02, % 0rm - Normierter pO,-Wert [%]
p02%org - Originaler p0O, — Wert der Aufladekurve [%]
P02 %n2 off - pO0,-Wert des Gleichgewichtszustands nach [%]

der Begasung mit Stickstoff - Offset
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3.3.1.1.  Auswertung durch Niherung der Sprungantwort an ein PT3-System

Fir die mathematische Beschreibung des Verlaufs der Systemantwort aus der Ausga-
sungsmethode kann ein bekanntes System zur Hilfe genommen werden, bei dem das
gleiche Systemverhalten zu beobachten ist und der mathematische Zusammenhang be-

reits bekannt ist.

Einer charakteristischen p0,-Aufladekurve zeichnet sich durch seine sigmoide Form
aus. Der gleiche Verlauf wird in der Elektrotechnik als Ausgangssignal einer RC-Kom-
bination(R=Widerstand; C=Kondensator) beobachtet. Die RC-Kombination ldsst sich
mathematisch beschreiben. Zur Beschreibung des Ubertragungsverhaltens von Sauer-
stoffs aus der Gasphase tiber die Fluissigphase zur p0,- Messsonde kann die Analogie
tiber ein elektrotechnisches Ersatzschaltbild hergestellt werden. Das betrachtete Ersatz-
schaltbild und die Analogie aus dem Sauerstoffiibertragungssystem ist in Abb. 15 ab-
gebildet. Eine detaillierte Herleitung und Beschreibung des Analogieverhaltens ist im

Anhang beschrieben, sieche Anhangskapitel 7 Seite XI.

E) T_> o E O,
Q

Gasblase .
0O2max . oy
(2 n| :
OO COL Q®
oHO )
. C
> NENZINZ NS OL
XoGin | ®

QO S

G= . ) =
1 QOZmax i,= Qoz i,= OTR G,=0TR,. ‘K RM
© I I ‘ M I ©
B ——_— _ e
Q,, i OTR
Uu. =X C1 = U‘7X C2:: u =X CM_: UH_p
v 4 Y v
o o

Abb. 15 - Analogie zwischen dem Sauerstoffiibertragungsverhalten und dem Elektrotechnischen Ersatzschaltbild
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Fiir das Systemverhalten sei an dieser Stelle der folgende Zusammenhang festgehalten:

e Das Ubertragungsverhalten ldsst sich als Verzogerungssystem dritter Ordnung
tiber ein PT5-System tiber drei Differenzialgleichungen beschreiben
e Das System wird von einem energiefreien Startpunkt aus aufgebaut

e Es gibt eine Riickwirkung von der Fliissig in die Gasphase

Angewandt wird diese Analogie in Form einer Simulation der Systemantwort. Die si-
mulierte Systemantwort wird tber die Minimierung der Fehlerquadratsumme nach
dem Algorithmus von Nelder-Mead dem Verlauf des p0,-Signals angepasst. Uber die
charakterisierten Zeitkonstanten des PTs-Systems ldsst sich der k;a-Wert bestimmen

und als Ausgabeparameter der Simulation formulieren.
Die drei Differenzialgleichungen lauten:

1. Differentialgleichung
Diese Differentialgleichung beschreibt das P-T;-System fiir den Ubergang der Sau-

erstoffmolekiile aus der Gasphase:

, 1 T
%06(0) = 7= - | (xoan(® = x05(®) = 72 - (x06(0) = x01(6)) (24)
11 22
Xog - Anderung des Sauerstoffanteils in der Gasphase [-]
Ti1 - Zeitkonstante zur Beschreibung der Verweilzeit [h]
in der Gasphase
Ti, - Zeitkonstante zur Beschreibung der Riickwir- [h]

kung aus der Gas- in die Fliissigphase

T,, - Zeitkonstante zur Beschreibung der Grenzfla- [h]
chentransferzeit
2. Differentialgleichung
Diese Differentialgleichung beschreibt das P-T1-System fiir das Eintreten der Sauer-

stoffmolekiile in die Flussigphase:

1
5o,(6) = 7=+ D06 (6) = o1 (D] (23)
22
XoG - Verlauf des Sauerstoffanteils in der Gasphase [-]
XoL - Verlauf des Sauerstoffanteils in der Fliissig- [—]

phase
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3. Differentialgleichung
Diese Differentialgleichung beschreibt die Anderung des p0,-Signals

p0,(t) = % [Ky * x06(6) — pO2 ()] (26)
Ty - Zeitkonstante der p0,-Sonde [h]
Ky - Proportionalititsfaktor der p0,-Sonde [-]
p0,(t) - Messdaten aus der Versuchen [%]

Die Zeitkonstanten haben folgende Zusammenhénge:

Ve 27
I, = F_G = Tg (27)
T¢ - Verweilzeit des Gases in der Fluissigphase [h]
Ve - Volumen der Gasphase [L]
Fg - Begasungsrate [E]
h
T,, = CoLmax _ L (28)
OTRmax kL
CoLmax - Maximal mogliche Konzentration von [E]
Sauerstoffs in der Fliissigphase L
OTR pax Maximale Sauerstofftransferrate [ L;gh ]
T = CoLmax (29)
12 =
QOZmax
Qo2max - Maximale Sauerstoffeintragsrate [ L;gh ]

Aus den simulierten Daten zur Zeitkonstante T, lasst sich der k; a direkt bestimmen.

Aus gemessenen Aufladekurven der 19 Versuche des DoE-Versuchsplans konnen so die
jeweiligen k;a-Werte bestimmt werden. Im Anschluss kann tiber die Multilineare-Re-
gression bzw. nach der Gleichung von Van’t Riet ein Zusammenhang zu den Faktorein-

stellungen beschrieben werden.
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3.3.1.2. Berechnung des kia Wertes iiber die Gleichung nach Van't Riet
Ein weiterer Ansatz zur Beschreibung des Zusammenhangs des k;a-Wertes von den
Einflussfaktoren ist tiber die Gleichung von Van’t Riet moglich. Diese Gleichung wurde

1979 fiir Newtonsche Fliissigkeiten entwickelt.

P a
Vi
C - Empirisch bestimmter Vorfaktor [-]
P, - Eingebrachte Leistung in begasten Bioreaktor [W]
4 - Reaktorvolumen [L]
Ug - Gasleerrohrgeschwindigkeit [E]
s
a, B - Empirische Parameter [-]

Diese Gleichung ist eine empirische Bestimmungsgleichung. Zu der keine sinnvolle Ein-

heitenrechnung gemacht werden kann. [3]

Der Leistungseintrag P, ist proportional zur Rithrerdrehzahl hoch drei, Ng,*. Die Gas-
leerrohrgeschwindigkeit ug ist proportional zur Begasungsrate F, ;. Dartiber lédsst sich

die folgende Gleichung entwickeln:

kya = kyagp <N5t(t)>3a _ (Fnc;(t)>ﬁ _ ( VL )_a (31)
Nst gp Fng Ep ViEp
EP - Entwicklungspunkt [-]
kpagp - k;a des EP- Werts aus Vorversuchen [1_]
h
Ng. () - Riihrerdrehzahl zum aktuellen Zeitpunkt [rpm]
Nst gp - Riihrerdrehzahl vom EP [rpm]
Foe(t) - Begasungsrate zum aktuellen Zeitpunkt E]
F.cep - Begasungsrate vom EP g]
43 - Fliissigkeitsvolumen zum aktuellen Zeitpunkt [E]
Viep - Flissigkeitsvolumen vom EP [L]
a - Empirisch ermittelter Parameter [-]
B - Empirisch ermittelter Parameter [-]
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Als Entwicklungspunkte konnen in dieser Gleichung die maximalen Parameter des Ver-
suchsplans mit den Grofien kjapmax » Nst maxs Fng max und Vi mq, genommen werden.
Eine weitere Moglichkeit ist die Gleichung tiber die Parameter der ,System Mitte” zu
entwickeln. In der Versuchsplanung des DoE werden diese Versuche durch die Center

Points reprasentiert. [26]

Die empirischen Parameter wurden tiber den Optimierungsalgorithmus nach Nelder-
Mead bestimmt. Uber die Simulation der Van't Riet Daten, wird die Minimierung der
Fehlerquadratsumme zu den Messwerten bestimmt. Das verwendete Matlab- Skript be-
findet sich im Anhangs Kapitel 8.2 - Matlab Skripte - Ermittlung der empirischen Parameter
fiir Van't Riet Seite XIX.

3.4. Dynamische Methode zur Bestimmung des kia und der OUR

Cor(t)
coL
CoL ss
m = —0UR
Phase I Phase 111
Phase 11
ty tr Zeit

Abb. 16 -  Modellverlauf der dynamischen Methode zur Bestimmung der OUR und
des kra
Zur Bestimmung des k;a-Wertes wahrend der Kultivierung kann die dynamische Me-
thode verwendet werden. Ein schematischer Verlauf ist in Abb. 16 gezeigt. Das System
befindet sich in Phase I im Gleichgewicht. Zu diesem Zeitpunkt gilt Gleichung ( 15 ), da

sich die Sauerstoffkonzentration in den untersuchten kurzen Zeitintervallen ndherungs-

dCOL
dat

weise nicht dndert, = 0. Es gilt also OUR = OTR. Zum Zeitpunkt t; wird die Zuluft

ausgeschaltet. Die Zellen verbrauchen den Sauerstoff in der Fliissigkeit, es wird kein
weiterer Sauerstoff aus der Gasphase nachgeliefert, die Gelostsauerstoffkonzentration
sinkt. Um die Zellen nicht unter Stress zu setzen wird die Zuluft zum Zeitpunkt t, wie-
der angeschaltet-Phase II. Die Gelostsauerstoffkonzentration steigt wieder bis auf den

Gleichgewichtszustand an - Phase III. [4] Nach der Bestimmung der OTR, als Steigung
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der Gelostsauerstoffkonzentration zwischen den Zeitpunkten t; und t,, kann durch das

Umformen des folgenden Zusammenhangs der k;a bestimmt werden:

e ) = OUR
CoL — CoLss) = ka
i OUR
a=-—F——-—
t (CoL = CoLss) (32)
CoL ss - Gelostsauerstoffkonzentration im Gleich- [g]
gewichtszustand L

[16]

Zu Bestimmung des k;a ‘s wahrend der Kultivierung der CHO Zellen wurde die Zuluft
am Kultivierungstag mehrmals am Tag abgeschaltet. Der p0,%(t) — Wert sank dabei
von seinem Sollwert von p0,,, = 40% auf p0O, = 10%, anschliefSend wurde die Zuluft
wieder angeschaltet. Die pH Regelung und die Begasung mit CO, wurde tiber den Ver-

suchszeitraum abgeschaltet.

3.5. Bestimmung der qOUR

Aus der OUR kann mit der Information der aktuellen Zellzahl die zellspezifische Sauer-

stoffverbrauchsrate gOUR berechnet werden:

our =228
1 X (33)
X - Zellzahl viabler Zellen [106 Zellen]
mL

3.6.  Online OUR

Bei bekanntem k; a und Sattigungskonzentration ¢, des Sauerstoffs in der Fliissigphase
kann die OUR bzw. die OTR die Messwerte der p0,-Sonde berechnet werden. Die Ande-
rung der Sauerstoffkonzentration in der Fliissigphase kann {iber die folgende Gleichung
bestimmt werden:

dcoy,
dt

= OTR — OUR (34)

dCOL

Im Gleichgewichtszustand, andert sich die Sauerstoffkonzentration nicht, d.h. —= = 0.

Es gilt:
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OUR = OTR = kpa - (cp, — cor) (35)
Uber das Henry-Gesetzt lasst sich die Sittigungskonzentration bestimmen:

*
o F = et = Po,6  _ Po,G _ Pnc *~ XoGin
%2 = TOL T, T TH,, H, (8)

2

Xogin ldsst sich aus den Begasungsraten der Massendurchflussregler bestimmen. [18],
[27] Durch den vorher berechneten Henry-Koeffizienten ladsst sich die Sattigungskon-

zentration c,; bestimmen und damit tiber das p0,-Signal die OUR ermitteln:

kia - p0,%
OUR = HOZ (pnG " XoGin — m " PG cal * Xo6 cal) (36)
. o N
PG cal } Druck bei der Kalibrierung [—2]
m
X0G cal - Sauerstoffanteil im Ingas bei der Kalibrierung [-]

Abb. 17 zeigt die Kommunikation der Softwarekomponenten wéhrend der Kultivierung
zum Ermitteln der online OUR aus den Betriebsparametern Ng;, Fy5,V,, p0,%,X und
car- MFCS-WiPro als Reaktorsteuerungssoftware kommuniziert itiber seine eigene
MFCS-WiPro-Datenbank mit SIMAC Sipat. SIMAC Sipat als Datenmanagementsoft-
ware hat die Moglichkeit tiber Matlab Skripte online Berechnungen wahrend der Kulti-
vierung durchzufiihren. Die gemessenen Werte aus der MFCS-WiPro-Datenbank wer-
den fiir die Berechnung des k;a-Wertes, der OUR und der qOUR genutzt. Da die Anti-
schaumkonzentration noch durch keine Messung aus der Kultivierung zurtickgegeben
werden kann, wird sie {iber eine Konstante mit ¢,z = 0.3 %, in der Berechnung vorgege-

ben.

Der Kapazitdtswert der Zellzahl der Kultivierung wurde tiber den Futura® OPC Sever
weiter an SIMATIC Sipat gegeben. Uber die lineare Geradegleichung ( 37 ) wurde die
Zellzahl berechnet.

X(@t) =Xo+ Yezux " Czenudicnee(t) (37)
10° Zell
Xo - Inokulierte Zellzahl [ﬁ]
mL
Y, . Umrechnungsfaktor von Kapazitét zu Zellzahl, 10° Zellen
Czux . . —
ermittelt aus offline Messungen der Zellzahl mL - F
Czenaicnte (t) - Kapazititssignal zum Zeitpunkt t [F]
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Abb. 17 - Darstellung der Softwarestruktur zur online Bestimmung der OUR wihrend der Kultivierung
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4. Ergebnisse und Diskussion

Die Benchmark-Kultivierung der CHO-Zellen wurde etabliert um verschiedene Sensor-
und Modellsysteme zur Bioprozessautomatisierung zu testen. In dieser Arbeit wurden
Modelle entwickelt, die den Verlauf des k;a-Wertes aus den Systemparametern berech-
nen und in der Verbindung mit weiteren online Daten die OUR und die gOUR berechnen.
Als Referenz zu diesen Werten gelten dabei die Ergebnisse der OUR und der k; a Bestim-

mung aus der dynamischen Methode.

41. Bestimmung des kia- Wertes

Fir die Bestimmung des k;a-Wertes wurde zundchst der Ansatz der Ausgasungsme-

thode des zellfreien Modellsystems PBS gewéhlt.

Aus den daraus ermittelten Daten soll dann in zwei unterschiedlichen Ansétzen je eine
Gleichung entwickelt werden. Die Gleichungen sollen das Systemverhaltens in Form des
k;a-Wertes in Abhédngigkeit der Prozessparameter wahrend der Kultivierung beschrei-

ben.

Es werden dafiir die Ansétze der multilinearen Regression (MLR) und die von Van’t Riet

genutzt.

41.1. Analyse der Einflussparameter und Bestimmung der Parametergleichung

des kra-Wertes tiber Multilineare Regression
Fiir die Vorversuche zur Parameterbestimmung wurden das zellfreien Modellsystem
PBS genutzt und {iber die Ausgasungsmethode die Systemantwort in Form des p0, %-
Verlaufs aufgezeichnet. Es wurde fiir unterschiedliche Systemparameterkombinationen
die Sprungantwort durch das Umschalten der Begasung von Stickstoff (nach konstan-

tem p0, %) auf ein Luft-Sauerstoff-Gemisch aufgenommen.

Zur Bestimmung der Systemantwort als k; a wurden zunachst unterschiedliche Auswer-
tungsmethoden genutzt. Die Methode der k;a -Wert-Bestimmung tiber die Anndherung
an das PTs-System-Verhalten entwickelt aus dem elektrotechnischen Ersatzschaltbild,
reprédsentierte das Systemverhalten dabei am besten. In dieser Auswertungsmethode
wird die Verzogerung durch die p0,-Sonde durch die Zeitkonstante Ty mitberticksich-
tig. Die Ergebnisse der anderen Methoden und Versuche zur Bestimmung der p0O,-Son-
den-Zeitkonstante Ty sind im Anhang dieser Arbeit zu finden (Anhangs Kapitel 9 - Seite
XIX und 10 - Seite XXVI).
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In Abb. 18 ist exemplarisch einer der insgesamt 19 durchgefiihrten Versuche zur Bestim-
mung des k;a-Wertes gezeigt. Durch rote Punkte (O) sind in beiden Abbildungen die
Datenpunkte des p0O, %-Verlaufs abgebildet. Der simulierte Verlauf tiber die Anndhe-
rung an das Systemverhalten des PT3-Systems ist als eine blaue Linie (---) dargestellt.
Abb. 18 zeigt dabei eine nahezu optimale Anndherung an den Verlauf der gemessen

p0, %-Daten.

kLa =2.4796 1/h
10

Die so bestimmten k; a - Werte aus dem teilfaktoriellen Design des Versuchsplans sind

100 |

Abb. 18 -

in Tabelle 3 zu sehen.

Vi2 -

Nsi: 200 rpm
r: 0

Fog:24 L/
cyr=04%

Tabelle 3- Versuchsergebnisse der kLa-Wert-Bestimmung aus den Vorversuchen tiber das Modellsystem PBS

Ver- Nist VL b Fnc CAF kra
suchsnr [rpm] [L] [] [L/h] [%] [1/h]
2 100 10 0 24 0 1.39
3 100 6 0 24 0.4 1.89
5 100 6 0 60 0 6.16
8 100 10 0 60 0.4 2.28
9 200 6 0 60 0 8.22
12 200 10 0 24 0.4 248
14 200 10 0 60 0 7.21
15 100 10 1 60 0 2.67
17 100 6 1 24 0 2.72
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Ver- Nst Vi r Fnc CAF kira
suchsnr [rpm] [L] [ [L/h] [%] [1/h]
18 100 10 1 24 0 1.55
20 100 10 1 24 0.4 1.19
23 100 6 1 60 0.4 5.28
26 200 10 1 24 0 3.10
27 200 6 1 24 0.4 3.21
29 200 6 1 60 0 11.21
32 200 10 1 60 0.4 3.93
33 150 8 0.5 42 0.2 3.06
34 150 8 0.5 42 0.2 2.66
35 150 8 0.5 42 0.2 2.66

Die tiber das zellfreie Modellsystem PBS bestimmten k;a-Werte liegen zwischen 1.19

und 11.21 h™*. Diesen Werten lassen sich folgende Parametereinstellungen zuordnen:

Tabelle 4- Parameter zu den maximalen und minimalen kLa-Wert des zellfreien Modellsystems PBS

Wiy Nst Vi r Fng CAF kia
suchsnr [rpm] [L] [[1 |[L/h] [%] [1/h]
Maximaler kra 79 200 6 1 60 11.21

4.1.2. Modellbildung zu den Daten des zellfreien Modellsystems

Fiir die Bestimmung des k;, a-Wertes aus den DoE-Versuchen fiir die online Bestimmung

wihrend der Kultivierung wurden zwei verschiedene Modelle genutzt. Das MLR-Mo-

dell beschreibt dabei einen multilinearen Zusammenhang der Einflussgrofien des Sys-

tems. Das Modell von Van't Riet 16st sich vom linearen Modell und nutzt empirisch er-

mittelte Exponenten zur Beschreibung der Zusammenhénge zwischen den Einflussgro-

fen.
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- Ergebnisse und Diskussion -

4.1.2. MLR
Da zunichst keine Normalverteilung der k; a-Werte vorlag wurde diese iiber eine loga-
rithmische Transformation hergestellt (vgl. Abb. 19). Die Transformationskonstanten C1

und C2 haben dabei die folgenden Werte:

C1=1.4 C2=-0.6

Lg- Transformation

1g(C1 - kpanorm + CZ) = kLalg

Abb. 19 - Histogramm vor und nach der Transformation zur Normalverteilung des kra- Wertes

Dies erfordert eine Riicktransformation der berechneten k;a-Werte. Abb. 21 zeigt die
Effekte aller untersuchten Einflussgrofien (F,,g, Ns¢ , V;, r und c,r) auf den k;a-Wert. Die
Einflussgrofien der Begasungsrate F,,; und der Rithrerdrehzahl Ns, wirken sich tiber ei-
nen positiven Effekt auf den k;a-Wert aus. Dabei hat die Begasungsrate F,,; einen gro-
Beren positiven Einfluss, als die Riithrerdrehzahl Ng, . Negative Effekte auf den k;a-Wert
haben das Fliissigkeitsvolumen V; und die Antischaumkonzentration c,r. Der Einfluss
des Fliissigkeitsvolumens V; ist dabei deutlich grofer als der Einfluss der Antischaum-
konzentration c,r. Der Interaktionseffekt zwischen der Riihrerdrehzahl Ng; und dem
Fluissigkeitsvolumen V, tibt sich positiv auf den k;a aus. In Abb. 21 ist auch zu sehen,
dass das Begasungsverhiltnis r keinen signifikanten Einfluss hat. Daher wird das Bega-
sungsverhiltnis r nicht bei der Bestimmung des k;a -Wertes berticksichtigt. Das Bega-
sungsverhiltnis r zeigt den Sauerstoffanteil im Ingas an xyg;, an, der k;a -Wert hingt

also nicht von dem Sauerstoffanteil im Ingas ab.
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- Ergebnisse und Diskussion -

Effects - kLa_final_MLR (MLR)
kizMatiab~

‘ .
=

FnG-
NSt
NStwL -

N=19; R2=0,964; RSD=0,07177; DF=12; Q2=0,908; Confidence=0,35

Abb. 21 - Effekte und deren Standardabweichungen im MLR Modell

Die Koeffizienten der resultierenden MLR-Gleichung sind in Abb. 20 gezeigt. Die Koef-
fizienten dieser Abbildung sind skaliert und zentriert und lassen daher einen direkten

Vergleich der Koeffizienten und eine Beurteilung ihrer Einflussreichweite zu.

Coefficients (scaled and centered) - kLa_final_MLR (MLR)
kLaMatizb~

02

‘ .

Nst-|
4 NstvL-|

N=19; R2=0,963; RSD=0,06972; DF=13; Q2=0,923; Confidence=0,95

Abb. 20 - Finale Koeffizienten der MLR Gleichung zu den iiber Matlab bestimmten kpa Daten.

Zur Beurteilung der Modellgiite wird der ,Summary of fit” herangezogen (siehe Abb.
22). Alle Giitegrofsen liegen tiber den Mindestanforderungen. Die Regressionsgleichung
weist ein Bestimmtheitsmafs R2 von 0.963 auf, die Differenz zwischen den Rohdaten und
dem Regressionsmodell ist verhéltnisméfiig gering. Zukiinftige Werte haben eine relativ

hohe Giite, da die Vorhersagegtite Q2 bei 0.923 liegt. Das Modellverhalten wird in einem
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- Ergebnisse und Diskussion -

angemessenen Rahmen durch die Regressionsgleichung représentiert. Die Modelvalidi-
tédt liegt bei MV = 0.666. Die Experimente weisen eine sehr gute Wiederholbarkeit auf,

mit einer Reproduzierbarkeit von RP = 0.982.

Summary of Fit - kla_final_MLR (MLR) mr

1] Mode validity
[l Reproducisiiity

kLaMatiai
KN=19; R2=0,963; RSD=0,06972; DF=13; Q2=0,921

Abb. 22 - Giitepriifungsgrifien der MLR-Gleichung zur kpa-Wert Berechnung
Die Einfliisse der Faktoren die tiber das MLR-Modell festgestellt wurden lassen sich
auch in den Versuchsverldufen der Vorversuche wiedererkennen. In Abb. 23 ist der
Vergleich von Vorversuch 18 zu anderen Vorversuchen gezeigt, bei denen jeweils nur
ein Einflussparameter gedndert wurde. Die Steigung der Aufladekurve reprasentiert

den k;a -Wert.

Die Kurve des Verlaufs von Vorversuch V17 mit einem Fliissigkeitsvolumen von V, = 6L
ist deutlich steiler als die von Vorversuch V18 mit einem Fliissigkeitsvolumen V= 10L.
Durch den steileren Anstieg ist der k;a -Wert von V17 hoher als der von V18. Der nega-
tive Einfluss des Fliissigkeitsvolumens ldsst sich hier wiederzufinden. Aus der Betrach-
tung der Effekte ist hervorgegangen, dass das Begasungsverhaltnis r keinen signifikaten
Einfluss auf den k;a-Wert hat. Betrachtet man dafiir V18 gegentiber V2 in Abb. 23, ist
hier zwar ein Unterschied in der Steigung und damit im k; a-Wert zu erkennen, die Dif-
ferenz der Steigungsabweichung ist jedoch deutlich geringer als die Differenz, die in den

anderen Gegentiberstellungen zu beobachten ist.
Die MLR Gleichung fiir den logarithmierten k;a -Wert lautet:

klalg =

0.883 + 0.00084 - N, (t) + 0.0105 - F,(t) — 0.14 - V,(t) — 0.377 + c4p(£) + 0,0005 - N, (£) - V,.(t)

4] -
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Anschlieffend muss dieser Riicktransformiert werden, tiber die folgende Gleichung:

kja
10™"%9 — C2 39
kpa=———" (39)
C1
MitCl1 =14 und C2=—-10.6
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V18 [ |
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In Abb. 24 werden die aus dem MLR-Modell berechneten k;a-Werte gegentiber den

gemessenen k;a-Werten gezeigt. Die Korrelation zeigt, dass das MLR-Modell sehr gut

in der lage ist, die gemessenen k;a-Werte zu beschreiben.

Mit Hilfe dieser Vorversuche und der multilinearen Gleichung kann jeder

Prozessparameter der zugehorigen k;a -Werte online bestimmt werden.

12

10 4 2

Predicted MLR
()]
1
»

o 2 4 & 8 10 12
Observed [h]

Abb. 24 - Gegeniiberstellung der Analysierten kia Daten mit den Berechneten kra-Daten aus dem daraus ge-
folgerten MLR- Modell

4.1.3. Van’t Riet

Aus den Daten der k;a -Werte der Vorversuche, wurde die empirischen Parameter der
Van't-Riet-Gleichung bestimmt. Die Gleichung wurde zum einen auf den maximalen
Werten der Vorversuche entwickelt, d.h. auf k; @m0 Nst maxr Fng maz UNd Vi, max- Diese
Gleichung wird im weiteren Van’t Riet Max genannt. Eine weitere Gleichung wurde auf
den Werten der Center Points der Vorversuche entwickelt, d.h. auf k; acp, Nst cp, Fng cp

und V, cp. Dieser Zusammenhang wird im weiteren Van’t Riet EP genannt. Dabei erga-

ben sich die folgenden beiden Gleichungen:

Auf Basis der Maximalwerte:

Van't Riet Max: (40)
. 1.83
pa=tiz1 - (O ) (Fe®) by
L ' 200 rpm 60 L/h 10L
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Auf Basis der Entwicklungspunkte (EP = Center Points):
Van't Riet EP: (41)

. 0.42 _
a=28 - (L) (Fe©) 1)
L ' 150 rpm 42 L/h 8L

Die empirischen Parameter a und § unterscheiden sich deutlich voneinander. So ist das

a der Van't Riet Max Gleichung mit a = 0.43 fast doppelt so grofd wie das a der Van't
Riet EP Gleichung, a = 0.2.

Das 8 der Van't Riet Max Gleichung f = 1.83, ist viermal so groff wie das der Van't Riet
EP Gleichung, f = 0.42. Auf Basis der angendherten Datenpunkte unterscheiden sich
die Parameter des k; agp mit einem Faktor von vier sehr stark voneinander, k;agp gp =

28, kLaEP max — 11.21.

In Abb. 25 sind die ermittelten k;a -Werte aus den Vorversuchen gegentiber den be-
rechneten k;a -Wertes aus dem Van’t Riet Modell - EP dargestellt. Zu erkennen ist hier,
dass die berechneten k;a -Werte die gemessenen Werte nicht beschreiben kénnen. Die
Abweichungen der k;a -Werte sind sehr grofs. Aus dem Modell ergeben sich keine k;a

-Werte grofler als 3 h™!, wo hingegen in den Vorversuchen Werte bis 11 h™! gemessen

Predicted Van't Riet EP [h™]

34 ,’
/
f
, n o
n o
2- !
/ "
Y E =
14 /am® "
/
/!
/
/
0 T T ' T ' T y T y T y T
0 2 4 6 8 10 12

Observed [h']

Abb. 25 - Gegeniiberstellung der Analysierten kia Daten mit den Berechneten kia-Daten aus dem daraus
Van't Riet Modell entwickelt iiber die Center Points
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wurden. Dieses Modell ist daher nicht in der Lage die k;a-Werte des Modellsystems

zutreffend zu beschreiben.

—_— —_— —_
o] o \V] e
| I | s 1 1 1
N
]
\
N
N
N
]
\
\
N

1
AY

Predicted Van't Riet max [h™']

0 — T T T T " T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Observed [h™]

Abb. 26 - Gegeniiberstellung der Analysierten kia Daten mit den Berechneten kia-Daten aus dem daraus gefol-
gerten Van’t Riet Modell entwickelt tiber die Maximalwerte der Vorversuche

In Abb. 26 sind die ermittelten k;a -Werte aus den Vorversuchen gegentiber den be-

rechneten k;a -Wertes aus dem Van’'t Riet Modell Max dargestellt. Die berechneten k;a

-Wertes aus diesem Modell sind im unteren Wertebereich innerhalb einer annehmbaren

Toleranz. Im oberen Bereich weichen sie jedoch stark von den Original Daten ab. Fiir

k,a-Werte zwischen 2 und 3 h™? sind grofle Varianzen zu beobachten. Auch dieses Mi-

odell beschreibt die k; a-Werte aus den Vorversuchen nur unzureichend.

Aus den Vorversuchen konnte ein Zusammenhang der Prozessparameter zum k;a-Wert
hergestellt werden, sodass es basierend hierauf moglich ist, online in einer Kultivierung

den k;a-Wert zu jedem Zeitpunkt zu bestimmen.
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41.4. Kultivierung
Die Kultivierung wurde mit einer Batch-Phase gestartet, auf die zwei Fed-batch Phasen
folgen. Wahrend der Kultivierung wurde der pH und der p0, geregelt. Der p0O, wurde

tiber drei Regelungskaskaden auf dem Sollwert gehalten.
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Abb. 27 - Verlauf der einzelnen Parameter iiber den gesamten Verlauf der Kultivierung, gemittelt tiber

10 Wertepaare bzw. 30min

Die Kultivierung verlief wie in Kapitel 2.1 Seite 2 beschrieben. In Abb. 27 ist der Verlauf
der der Zellzahl X[10¢ Zellen mL-], des Fliissigkeitsvolumen V; [L], der Riihrerdreh-
zahl Ng; [rpm], des p0;% [%], des Sauerstoffanteils im Ingas xogin [-] und der gesamte
Begasungsrate F,,; [L h™1] dargestellt. Uber die ersten 50 h ist keine p0,-Regelung nétig.
Die Zellen wachsen exponentiell, die Rithrerdrehzahl Ng;, die Begasungsrate F,,; und
der Sauerstoffanteil im Ingas xy¢;, sind konstant. Nach etwa 70 h beginnt die p0,-Rege-
lung durch das Anheben des Sauerstoffanteils im Ingas xyg;,, - Etwa zum gleichen Zeit-

punkt beginnt die erste Fed-batch Phase, durch manuelle Zugabe von Feed-Medium,
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wodurch sich das Volumen der Fliissigkeit erhoht. Die Zellen wachsen weiterhin expo-
nentiell, die Rithrerdrehzahl N, und die Begasungsrate F,,; bleiben unverandert. Nach
einer Prozesszeit von 120 h wird nur noch mit reinem Sauerstoff begast (xpsi, = 1). Da
dies nicht ausreicht um den p0, % auf seinem Sollwert von 40% zu halten, wird die Riih-
rerdrehzahl Ng, von 100 rpm automatisch Schrittweise angehoben auf etwa 125 rpm.
Nach 130 h Kultivierung wird im Rahmen der zweiten Regelungskaskade die Bega-
sungsrate F,,; von 30 L h-? manuell auf 60 L h'' angehoben. Die Regelung beginnt erneut
tiber das Verhiltnis der Begasungsrate von Sauerstoff und Luft zu regeln, wodurch der

Sauerstoffanteil im Ingas xy¢;, sinkt, genauso wie die Rithrerdrehzahl Ng,.

Bis zu diesem Zeitpunkt wachsen die Zellen exponentiell mit ihrer maximalen Wachs-
tumsrate. Anschlieflend sinkt die Wachstumsrate. Ab einer Prozesszeit von etwa 200 h
ist der Anteil der sterbenden und neu wachsenden Zellen im Gleichgewicht, bis ab einer
Prozesszeit von 270 h der Anteil der lysierenden Zellen {iberwiegt und die Zellzahl sinkt.
Nach 170 h Kultivierung kommt die p0,-Regelung an ihre Grenzen. Die Begasung mit
reinem Sauerstoff (xyg;, = 1) reicht nicht aus und die dritte Regelungskaskade tiber den
Rithrer beginnt erneut. Die Rithrerdrehzahl Ng, steigt bis auf 200 rpm. Der p0, % steigt
zwischen 225 und 250 h Prozesszeit wieder tiber seinen Sollwert. Der Sauerstoffanteil im
Ingas xgin geht zuriick und auch die Rithrerdrehzahl N, sinkt auf 100 rpm, solange bis
der p0,% wieder unter 40 % sinkt. Nach etwa 300 h Kultivierungszeit ist die Viabilit&t
der Zellen unter 60 % und der Prozess wird abgebrochen. Die kleinen Peaks im p0,%-
Signal, die deutlicher in dem Prozesszeitintvall von 0 bis 180 h zusehen sind, reprasen-

tieren die Messungen der dynamischen Methode.

4.1.4.1. Ergebnisse aus der Referenzmethode

Uber die dynamische Methode wurde mehrmals am Tag wihrend der Kultivierung der
k; a- Werte bestimmt. Der Verlauf des k; a-Wertes ist zusammen mit den einflussneh-
menden Prozessparametern in Abb. 28 abgebildet. Die OUR wurde tiber die Steigung
des Sauerstoffabfalls {iber die dynamische Methodebestimmt. Uber die Divison der OUR
durch die Differenz der Sauerstoffkonzentration der Sittigungskonzentration c;; zum

Gleichgewichtszustands ¢y g5, kann der k;a-Wert bestimmt werden.
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Abb. 28 - Einflussnehmende Prozessparameter auf den kpa-Wert zusammen mit dem Verlauf des kia-
Wertes aus der Kultivierung bestimmt iiber die dynamische Methode

Der Verlauf dieses k,a -Wertes ist zusammen mit den einflussnehmenden Prozesspara-
metern in Abb. 28 abgebildet. Der maximale k;a -Wert der in dieser Abbildung bei einer
Prozesszeit von etwa 230 h zu sehen ist, hdangt durch die Berechnung aus der OUR direkt
mit dem Sauerstoffanteil im Ingas xyg;, zusammen. Da dieser Datenpunkt nicht repréa-
sentativ fuir das System ist, da der k a -Wert nicht vom Sauerstoffgehaltes des Ingases

Xogin abhdngt, wird dieser Datenpunkt als Ausreifser klassifiziert.
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4.1.5. Modellbildung zu den Daten der Referenzmethode iiber Van’t Riet

Aus den Datenpunkten der dynamischen Methode wéhrender der Kultivierung wurde
ebenfalls nach dem Ansatz von Van't Riet eine Gleichung zum beschreiben des Zusam-
menhangs zwischen den Prozessparametern und des k;a-Wertes entwickelt. Dabei wur-
den die Gleichung einmal auf Basis aller Datenpunkte aus der dynamischen Methode
bestimmt, die entwickelte Gleichung wird im weiteren Verlauf Van’t Riet I genannt. Zu-
sdtzliche wurde eine weitere Gleichung ohne den oben beschriebenen Ausreifser entwi-

ckelt, diese wird im weiteren Verlauf Van't Riet II genannt.

Van't Riet I - Auf Basis aller Datenpunkte

. 0.25 _
pa=sen - (0@ )o@ YT vy O
L ' 200.76 rpm 60.65 L/h 8.06L

Van’t Riet II - Ohne den Datensatz des Ausreifsers

. 0.62 _
o= 2,00 - (@ Y Fae® ) By ()
L ' 198 rpm 60.65 L/h 8.06L

Im Vergleich dieser beiden Gleichungen fallt auf, dass sich die empirischen Parameter a
und £ nahezu vertauscht haben. Das bedeutet, dass fiir die Gleichung Van’t Riet II der
Einfluss der Begasungsrate F,,; stdrker berticksichtig wird, als der Einfluss der Drehzahl
Ng;. Bei der Gleichung Van't Riet I wird der Einfluss der Rithrerdrehzahl Ns,mehr ge-
wichtet als der Einfluss der Begasungsrate F,;. Im Vergleich zu den Parametern der
Van't Riet Gleichung aus den Vorversuchen sind die empirischen Parameter der Glei-
chung Van’t Riet EP dhnlich grofs wie die von Van’t Riet II (vgl. Tabelle 5). Die Parameter
der Van't Riet Max Gleichung haben keine Vergleichbarkeit zu den anderen Modellen,

nur dass f grofier ist als & wie bei der Van’t Riet EP und Van’t Riet II.

Tabelle 5 - Vergleich der Parameter der Van't Rietgleichung auf Basis der Vorversuche und der Referenzdaten der
dynamischen Methode

Gleichung kyagp [A71] a B B/a
Van't Riet Max 11.21 0.43 1.83 42
Van't Riet EP 2.8 0.2 0.42 21
Van't Riet | 3.64 0.7 0.25 0.35
Van't Riet 11 2.04 0.27 0.62 2.2

-49 .



In Abb. 29 sind die aus der Kultivierung ermittelten k; a -Werte gegentiber den Modell-
werten aus Van't Riet Modells I dargestellt. Die berechneten k;a-Werte im oberen und
unteren Wertebereich sind in etwa so grofs wie die Daten auf denen sie entwickelt wur-
den. Der Abstand im mittleren Wertebereich von den berechneten Daten zu den Ent-

wicklungsdaten ist jedoch zu grofs.
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Abb. 29 - Gegeniiberstellung der Datenpunkte der kia-Wert Bestimmung aus der dynamischen wihrend der
Kultivierung mit den Berechneten kra-Daten aus dem daraus gefolgerten Van't Riet Modell entwi-
ckelt tiber diese Datenpunkte mit dem Ausreifier

In Abb. 30 sind die aus der Kultivierung ermittelten k;a -Werte gegentiber denen be-
rechneten Modellwerten aus Van't Riet Modells II dargestellt. Die berechneten k;a -
Werte passen nur fiir den Ausreifler nicht zu den gemessenen Werten. Die {ibrigen

Werte, aus denen das Modell entwickelt wurde, werden gut abgebildet.

Aus der Referenzmessung ist somit ein mathematischer Zusammenhang zwischen den
Prozessparametern und dem kja-Wertes fiir die Kultivierung entwickelt worden. Dieser
Zusammenhang sollte auch fiir weitere CHO-Kultivierungen giiltig sein, sodass die Ent-

wicklung der Modellgleichung nicht bei jeder Kultivierung durchgefiihrt werden muss.
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Abb. 30 - Gegeniiberstellung der Datenpunkte der kia-Wert Bestimmung aus der dynamischen
wihrend der Kultivierung mit den Berechneten kia-Daten aus dem daraus gefolgerten
Van’t Riet Modell entwickelt tiber diese Datenpunkte ohne den Ausreifler

4.2.  Vergleich der Modelle

Der Verlauf des k,a -Werts {iber die unterschiedlichen Berechnungsarten in der Kulti-
vierung ist in Abb. 31 und Abb. 32 gezeigt. In Abb. 31 sind die Modelle, die auf der
Basis der Vorversuche entstanden sind, gezeigt. In Abb. 32 sind die Modelle abgebildet,
die auf der Basis der Daten aus der dynamischen Methode entwickelten wurden. In bei-
den Abbildungen sind die Datenpunkte der dynamischen Methode als Referenz mit ab-
gebildet.
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Aus Abb. 31 ist zu erkennen, dass die Modelle auf Basis der Vorversuche zwar den
Verlauf des k;a -Wertes wéahrend der Kultivierung abbilden, aber die Gréflenordnung
viel zu hoch ist. Die Bestimmung des k; a-Wertes tiber das Modellsystem PBS ist somit
nicht ohne Weiteres auf die Bedingungen einer Kultivierung im Medium tibertragbar.

PBS scheint daher das falsche Modellsystem fiir diese Versuche zu sein.
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Abb. 31- Gegeniiberstellung der Berechnungsmodelle auf der Basis der Vorversuche mit den Daten-
punkten aus der Bestimmung des kLa-Wertes iiber die dynamische Methode iiber den Verlauf
der Kultivierung

Aus Abb. 32 Iasst sich erkennen, dass das Van't Riet Modell II - ohne Berticksichtigung
des Ausreifiers- den Referenzwerten am néchsten ist. Die Parameter des Van’'t-Riet-Mo-
dells I (mit Ausreifier) und Il sind antisymmetrisch. So ist der a-Parameter des Van't Riet
Modells I in der gleichen Grofienordnung wie der f-Parameter des Van't-Riet-Modells
II. Die Gewichtung des Einflusses der Drehzahl Ng; und der Begasungsrate F,; wird
dadurch verschoben. Zu sehen ist dies in Abb. 32 zur Prozesszeit 125 h, wo der Anstieg

der Kurve unterschiedlich hoch ist.
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Abb. 32 - Gegeniiberstellung der Berechnungsmodelle auf der Basis der Vorversuche mit den Daten-

punkten aus der Bestimmung des kLa-Wertes iiber die dynamische Methode iiber den Ver-

lauf der Kultivierung
In Abb. 33 sind noch einmal beide Modelle von Van’t Riet I und II zusehen, zusammen
mit den Verldufen der Rithrerdrehzahl Ng;, der Begasungsrate F,,; und des Fliissigkeits-
volumens V, in der gemittelten Form tiber 30 min. In lila gefarbten Verlauf des k,a-Wer-
tes nach dem Van’t-Riet-Modell II ist der Sprung der Begasungsrate F,; bei einer Pro-
zesszeit von etwa 130h zu erkennen. Kurz davor in dem grau gefarbten Verlauf des
Van't-Riet-Modells I der Anstieg der Riithrerdrehzahl Ny, zu sehen. Die Anderung der
Rithrerdrehzahl Ng; und der Begasungsrate F, ; ist in beiden Modellen zu sehen, jedoch
in entgegen gesetzter Grofsenordnung. Die jeweils andere Prozessgrofie ist deutlich
schwicher zu erkennen. Die Einflussstdrke der Begasungsrate F,,; und der Rithrerdreh-
zahl Ng, des Van't-Riet-Modell I steht dadurch entgegen der Aussage von den ermittel-
ten Effekten aus der MLR Methode, bei der die die Begasungsrate F,; den grofleren Ein-
fluss hat als die Riihrerdrehzahl Ng;.
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Abb. 33 - Verlauf des kia’s bestimmt aus den Modell Gleichungen Van't Riet I und Il im
Vergleich zu den Datenpunkt aus der dynamischen Methode und den Prozess-

grofen Ny, F . und Vi

Auch wenn das Van't-Riet-Modell die Daten besser wiedergibt, so kann es nicht den
Einfluss des Antischaummittels abbilden. Dies ist eine Schwiche des Van't-Riet-Mo-
dells, da die Vorversuche gezeigt haben, dass die Antischaumkonzentration einen Ein-
fluss auf den k; a-Wert hat. Da sich die Antischaumkonzentration wihrend einer Kulti-
vierung dndert, sollte dieser Faktor fiir eine zutreffende Bestimmung des k,a-Wertes

auch berticksichtigt werden.
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43. Vergleich Modellsystem PBS mit dem Kultivierungsmedium

Um zu tiberpriifen, ob PBS das richtige Modellsystem fiir die Vorversuche ist, wurde die
Osmolaritdt und die Leitfdhigkeit von PBS und dem Kultivierungsmedium bestimmt.
Des Weiteren wurde die Leitfdhigkeit und Osmolaritit fiir Reinstwasser gemessen. Da
der Henry-Koeffizienten auf Basis von Reinstwasser berechnet wurde und eine Abhan-
gigkeit des Henry-Koeffizient zum Ionengehalt besteht, kann tiber die Leitfdhigkeit ein
Zusammenhang zu einem passenden oder unpassenden Henry- Koeffizienten fiir das
Kultivierungsmedium abgeleitet werden. Die Ergebnisse der Messung sind in Tabelle 6

dargestellt.

Tabelle 6 — Messungen der Leitfihigkeit und Osmolaritit der Modellsysteme im Vergleich

mS mOsmol
Probeninhalt J [°C] | Leitfahigkeit [—] Osmolaritit [ " ]
cm g
PBS 37 15.37 260
PBS mit ¢y = 0,2% 37 15.31 257
PBS mit ¢y = 0,4% 37 15.82 269
Reinstwasser 37 0.001 9
Kultivierungsprobe mit
33.1 10.7 298
Zellen
Kultivierungsmedium 31.8 10.08 284
Feed-Medium 32.3 6.92 578

Die Leitfahigkeit und auch die Osmolaritdt von PBS und dem Fermentationsmedium
liegen in der gleichen Groflenordnung. Die Leitfdhigkeit und die Osmolaritidt von Rein-

wasser weichen stark von denen des Kultivierungsmedium ab.

Daher wurde ein Teil der DoE Versuche aus dem Versuchsplan mit Fermentationsme-
dium durchgefiihrt. Eine Gegentiberstellung der Aufladekurven von PBS und Medium

ist in Abb. 34 dargestellt.
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Aus Abb. 34 ldsst sich ein Unterschied im Systemverhalten zwischen PBS und Kultivie-

rungsmedium erkennen. Das Kultivierungsmedium weist generell einen schlechteren

Sauerstofftransport als das PBS-System auf. Dies ldsst sich in einem niedrigeren k;a -

Wert des Kultivierungsmedium im Vergleich zum PBS-System in allen drei Versuchen

beobachten. Die Abweichung des Transportkoeffizienten ist dabei nicht konstant. Ein

Zusammenhang zwischen weiteren Parametern wie der Begasungsrate F,; scheinen die

Transporteigenschaften zu reduzieren. Weitere Versuchen zur Analyse des Verhalten

vom Kultivierungsmedium sollten daher durchgefiihrt werden.
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4.4. Online Bestimmung der OUR und qOUR

Die OUR-Referenzwerte wurden iiber die dynamische Methode wihrende der Kultivie-
rung bestimmt. Zusammen mit dem Signal der Zellzahl wurde daraus die qOUR berech-
net. Uber die Modelle zur Bestimmung des k;a-Wertes wurde aus den Prozesssignalen
des Drucks p und des p0O,-Wertes die OUR berechnet und anschlieSend iiber das Zell-
zahlsignal die qOUR bestimmt. Zuné&chst wird der Verlauf der OUR und der qOUR aus
den unterschiedlich berechneten k;a-Modellen betrachtet. AnschliefSend wird der Ver-
lauf der OUR und der qOUR aus den Messungen der dynamischen Methode betrachtet.
Abschliefsend werden die gemessenen Daten denen der berechneten Ergebnisse gegen-

tibergestellt.

4.4.1. Bestimmung der OUR und qOUR aus den Modellen

In Abb. 35 ist der Verlauf der Kultivierung abgebildet, zusammen mit den berechneten
Grofsen k;a, OUR und qOUR aus den Modellen MLR, Van't Riet tiber den Entwicklungs-
punkt und tiber die Messwerte der dynamischen Methode II (Datenreihe ohne den Aus-

reifler).

Die OUR steigt zu nédchst exponentiell an, bis sie bei etwa 130 h einbricht. Nachdem Ein-
bruch steigt die OUR erneut exponentiell an. Ab einer Prozesszeit von etwa 230 h sinkt
die OUR ab. Bei einer Prozesszeit von etwa 250 h steigt die OUR sprungartig wieder an,

bleibt vorerst konstant und beginnt bei 250 h zu sinken.

Die qOUR sinkt die ersten 30 h der Kultivierung. Anschlieflend bleibt sie konstant mit
leichten Schwankungen bis zu einer Prozesszeit von etwa 230 h. Ein Peak ist bei einer
Prozesszeit von 70 h zu beobachten. Ab einer Prozesszeit von 230 h sinkt die gOUR zu-
néchst, steigt bei 250 h wieder sprunghaft an. Die qOUR bleibt bis 270 h Prozesszeit kon-

stant und sinkt dann bis zum Ende der Kultivierung stétig ab.

Der oben beschriebene Verlauf der OUR und der qOUR ist in allen drei Modellen zu er-
kennen. Sie unterscheiden sich lediglich in der Groffenordnung und der Auspragung

der Spriinge.

Die Spriinge und der absinkende Verlauf lassen sich auf den Verlauf des Sauerstoffan-

teils im Ingas xy¢;, zurtickfiihren.

Der Peak bei einer Prozesszeit von etwa 70 h ist sowohl in der gOUR, als auch in der OUR
zu erkennen. Er scheint direkt in Verbindung mit dem Sprunghaften Anstieg gefolgt von

einem direkten Abfall des Sauerstoffanteils im Ingas x4, zu stehen (vgl. Abb. 35). Eine
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dhnliche Verbindung zum Sauerstoffanteil im Ingas x4, ldsst sich bei einer Prozesszeit
von etwa 130 h erkennen. Hier sinkt der Sauerstoffanteil des Ingases xy;, von 1 ab auf
etwa 0.6. Ahnliche Verliufe sind bei der gOUR und der OUR zu beobachten. Die Korre-
lation der GrofSen xg¢in und qOUR bzw. OUR lasst sich erneut bei einer Prozesszeit von

230 h bis 250 h beobachten.
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Abb. 35 - Vergleich der unterschiedlichen Bestimmungsmethoden der Grofen kLa, OUR und
gOUR im Vergleich zusammen mit den Prozessgrofien der Kultivierung
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4.4.2. OUR Bestimmung iiber die Dynamische Methode als Referenz
Wiéhrend der Kultivierung wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten tiber die dynami-

sche Methode die OUR und die qOUR bestimmt, diese sind in Abb. 36 dargestellt.
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Abb. 36 - Verlauf zu den Messungen der dynamischen Methode zur Bestimmung der OUR

Wie erwartet steigt die OUR zunéchst an. Bei einer Prozesszeit von etwa 250 h erreicht
die OUR ein Maximum bei etwas tiber 115 mg L™! h~!und fallt dann unter 30 mg L™ h™1.
Die qOUR bleibt zunichst konstant bei etwa 2 pg Zelle™* h™1, steigt dann sprungartig an
auf etwa 3.5 pg Zelle™! h™! und fallt dann ab auf einen Wert unter 1 pg Zelle™* h™1,
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4.4.3. Vergleich der online OUR Modelldaten mit Referenz Daten

In Abb. 37 sind die Modelle zur Berechnung der OUR gegeniiber den Datenpunkten der
Referenzmessung gezeigt. Abb. 38 zeigt die Modelle zur Berechnung der qOUR, zusam-
men mit den Datenpunkten der Referenzmessung. Die OUR wird aus den k;a -Werten
berechnet, zusammen mit der Zellzahl wird daraus die qOUR berechnet. Fiir die Berech-
nung der OUR wurden die k;a -Modelle aus den Methode der MLR und Van’t Riet ba-
sierend auf den Daten der Vorversuche genutzt. Als drittes k; a -Modell, wurde die Van't
Riet II genutzt, die auf der Grundlage der Datenpunkte aus der dynamischen Messung
ohne den Ausreifier Punkt entwickelt wurde. Der Verlauf wahrend der Kultivierung
wurde bereits in den beiden vorherigen Kapiteln beschrieben. Nun sollen die Modelle

direkt verglichen werden.
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Abb. 37 - Vergleich der Modelle zur Berechnung der OUR mit den Ergebnissen der Referenzmethode

Schon zu Beginn der Kultivierung liegen nur die berechneten OUR- Werte nach der Glei-
chung von Van't Riet II nahe an den Messpunkten der dynamischen Methode. Mit fort-
schreitender Prozesszeit vergrofiert sich der Abstand der anderen beiden Modelle Van't
Riet EP und MLR zu den Referenzdatenpunkten. Es ist ein geringer Abstand des Ver-
laufs der berechneten OUR aus dem k;a-Werten der Van't Riet II Gleichung zu sehen.
Die Abweichung wird ab einer Prozesszeit von 230 h grofier. Ab diesem Zeitpunkt
schwanken die Prozessparameter stark, sodass die Verldsslichkeit der Mittelwertbil-

dung hinterfragt werden muss.
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Die Modelle auf Basis der Vorversuche Van’t Reit EP und MLR bilden das System nicht
reprasentativ ab. Der Verlauf der OUR nach der Gleichung von Van’t Riet II ist den Da-

tenpunkten der Referenzmessung sehr nah.

Der Verlauf der berechneten qOUR bewegt sich fiir keines der Modelle auf Basis der
Vorversuche in der Grofienordnung der gemessenen qOUR aus der dynamischen Me-
thode. Der Verlauf der qOUR auf der Basis der Van't Riet II Gleichung ist den Daten-
punkten der Referenzmessung sehr nah. Ahnlich wie bei der OUR ist eine Abweichung

ab der Prozesszeit von 230 h zu den Referenzpunkten grofier.Aus der Gleichung zur Be-
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Abb. 38 - Vergleich der Modelle zur Berechnung der qOUR mit den Ergebnissen der Referenz-
methode

rechnung des k;a-Wertes nach der Van't Riet II, ermittelt aus den Datenpunkten der
Referenzmethode, lassen sich sowohl die OUR, als auch die qOUR in einer reprasentati-
ven Grofienordnung berechnen. Nur bei starken Schwankungen der Prozessparameter
kann das Systemverhalten nicht gut abgebildet werden. Die Gleichungen zur Berech-
nung des k;a-Wertes auf der Basis der Vorversuche kénnen das Systemverhalten, wel-
ches wihrend der Kultivierung vorliegt, nicht abbilden. Diese Modelle sind ungeeignet
fur die Bestimmung der online Sauerstoffaufnahmerate OUR. Ein Riickschluss auf den
Verlauf der metabolische Aktivitit der Zellen tiber die gOUR lisst sich aus allen Model-
len erkennen. Die wichtigsten Punkte sind trotz der Grofien Abweichungen der Modelle

auf Basis der Vorversuche sind gut zu erkennen.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Methoden zur online Sauerstoffaufnah-
merate OUR tber einen Software-Sensor bei einer CHO-Zellkultivierung etabliert. Fiir
die Bestimmung der OUR wurde zundchst eine Analyse des Systemverhaltens zur Be-
stimmung des k;a-Wertes gemacht. Fiir die Prozessparameter der Rithrerdrehzahl Ng;,
Begasungsrate F,,;, Flussigkeitsvolumen V;, und Antischaumkonzentration c4r konnte
ein Einfluss auf den k;a nachgewiesen werden. Diese Prozessparameter werden fiir die
Berechnung des k;a-Wertes wahrend der Kultivierung genutzt. Aus dem k;a-Wert
kann tiber das Signal des Sauerstoffpartialdrucks p0,, des Drucks p und der Sauerstoff-
konzentration im Ingas x¢g;,, die OUR berechnet werden. Die zellspezifische Sauerstoff-
aufnahmerate qOUR kann anschliefiend tiber das Zellzahlsignal abgeleitet werden. Fiir
die Berechnung des k;a-Wertes wurden zwei Ansétze gewdhlt. Der Ansatz der Multili-
nearen Regression MLR und den nach Van't Riet. Uber Vorversuche mit einem zellfreien
Modellsystem PBS konnten tiber die Ausgasungsmethode zwei Gleichungen zur Be-
rechnung des k; a-Wertes ermittelt werden. Die Versuchsplangestaltung wurde im Rah-
men eines teilfaktoriellen DoE Analyse durchgefiihrt. Die beiden daraus entwickelten
Gleichungen bilden nicht die Grofienordnung der Referenzmessung ab, die wahrend der
Kultivierung tiber die dynamische Methode, gemacht wurden. Aus den Datenpunkten
der Referenzmessungen wurden ebenfalls zwei Gleichungen nach dem Ansatz von
Van't Riet zur Beschreibung des k; a-Wertes entwickelt. Einer dieser beiden Gleichungen
schafft es das System addquat zu représentieren.

3a B -a
kya = kyags - (Nsr(t)) . (FnG_(t)> . ( v ) (31)

NStEP FnG EP VLEP

Aus ihr ldsst sich ein reprdsentativer Wert der Sauerstoffaufnahmerate OUR und der
zellspezifischen Sauerstoffaufnahmerate gOUR berechnen. Alle Gleichungen des Van't
Riet Ansatzes beinhalten dabei nicht den Einfluss der Antischaumkonzentration ¢, auf
das System. Gleichzeitig kann das System bei starker Schwankung der Prozessparame-

ter nicht gut reprasentiert werden.

Aus den Ergebnissen der Leitfdhigkeits- und Osmolaritdtsmessung ist zu erkennen, dass
die Eigenschaften von dem verwendeten Modellsystem PBS zu Bestimmung des k,a -
Wertes in einer Grofienordnung mit der des Kultivierungsmedium liegen. Die Néhe-
rung fiir den Henry-Koeffizienten aus Reinstwasser verfdlscht die Berechnungen der

OUR aus dem kja-Wert. Eigenschaften von Reinstwasser in Bezug auf die Leitfdhigkeit
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und die Osmolaritdt sind nicht gleich denen des Kultivierungsmedium. Eine Berech-
nung des Henry-Koeffizienten auf der Grundlage von Reinwasser ist nicht reprasentativ
fiir das System. Hier sollten weitere Nachforschungen angestellt werden, in dem andere
Henry-Koeffizienten bestimmt werden oder weitere Versuche mit dem Kultivierungs-
medium {iber die Ausgasungsmethode durchgefiihrt werden. Werden diese Versuche
im Rahmen des bereits erstellen Versuchsplan durchgefiihrt, kann der Intervall der Ein-
flussgrofie des Fliissigkeitsvolumens Viauf 6-8.5 L eingegrenzt werden. Gleichzeitig
kann mit diesen Versuchen weiter analysiert werden ob die Gleichungen der Multiline-
are Regression oder die des Van't Riet-Ansatzes das Systemverhalten besser beschrei-
ben. Eine Anpassung der Gleichung nach Van’t Riet um die Antischaumkonzentration

car zu beriicksichtigen miisste zusétzlich ndher untersucht werden.

Viele der abgeleiteten Schliisse aus den Vorversuchen der kja - Bestimmung konnen
nicht durch die durchgefiihrten Versuche belegt werden. Da ein teilfaktorieller Ver-
suchsplan (Screening) genutzt wurde, wird nicht die Gesamtheit des Versuchsraums ab-
gedeckt. Eine Erweiterung des Versuchsplan auf einen vollfaktorielles Design wére da-
her sinnvoll um das Systemverhalten besser beschreiben zu kénnen. Weitere Analysen
zum Vergleich des zellfreien Modellsystems PBS mit dem Medium sollten dabei aus

dem vollfaktoriellen Versuchsplan abgeleitet werden.

Die Anndherung des simulierten PTs-Systemverhalten an die Systemantwort zur Be-
stimmung des k;a -Wertes wurde tiber den Algorithmus nach Nelder-Mead vorgenom-
men. Eine Analyse mit einem weiteren Optimierungsalgorithmus konnte die Modellbil-
dung zusitzlich verbessern, da eventuell nur ein lokales und kein globales Minimum

fiir die Parameteranpassung gefunden wurde.

In der aktuellen Version des Software Sensors wird die Antischaumkonzentration c,x als
konstanter Wert fiir die gesamte Kultivierung vorgegeben. Die Antischaumkonzentra-
tion ¢4r kann sich bei Schaumbildung wihrend der Kultivierung durch die Zugabe von
Antischaummittel erh6hen. Eine Berechnung der dann vorliegenden Antischaumkon-
zentration ¢4y kann tiber das Batch-Management System von MFCS-WiPro realisiert

werden.

Um den Einfluss der Schwankung der Prozessgrofien auf die Berechnungen zu reduzie-
ren, ware zusdtzlich die Etablierung eines Median-Filters oder die Berticksichtigung der
Standardabweichungen moglich. Des Weiteren ist zu testen, ob sich die entwickelten
Gleichungen auch fiir weitere Kultivierungen nutzen lassen und diese das Systemver-

halten genauso gut wiedergeben konnen.
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1.2. Material und Gerite

Tabelle 7 - Liste der in dieser Arbeit genutzten Materialien und Gerite

Bezeichnung Produkt Bezugsquelle
pO2- Sonde Wiéhrend der Kultivierung;:
Oxyferm FDA425 der Hamilton Messtechnik GmbH, Hochst
Wiéhrend der Kultivierung | Knick  Elektronische = Messgeréte
und der Vorversuche: GmbH & Co. KG, Berlin
SE 706
Reaktor BIOSTAT ®Cplus Satorius Stedim Biotech, Gottingen
Osmometer Osmoat 3000 Gonotec GmbH, Berlin
Leitfahigkeits- | KLE 325 Xylem Analytics Germany Sales
sonde GmbH & Co. KG, Weilheim
Zellzihler CEDEX Roche Innovatis AG, Penzberg




Bezeichnung Produkt Bezugsquelle
Futura Aber Instruments Ltd, Aberystwyth
UK
Abgasanalytik | BlueOne Cell BlueSense gas sensor GmbH, Herten

1.3.  Chemikalien und Kulturmedien
Tabelle § - Lister der Chemikalien fiir den 1-fach PBS
Bezeichnung | Chemikalie Ko.nzent- [g/L] Hersteller
ration
1 x PBS Natriumchlorid (NaCl) 8,00 Fluka, Buchs, Schweiz
AppliChem, Darm-
Kaliumchlorid (KCI) 0,20
stadt
Di-Natriumhydrogen- 142 Sigma-Aldrich, Miin-
phyosphat (NaxHPO4) chen
Kaliumdihydrogenphos- . Sigma-Aldrich, Miin-
phat (KH2POy) chen
Tabelle 9- Liste der verwendeten Kultivierungskomponeten
Bezeichnung Chemikalie Hersteller
Antischaum Pluronic F68 Thermo-Fisher
Kultivierungs-Medium Miltenyi Biotec, Ber-
CHOMACS CD
gisch Gladbach
Feed-Medium Basic Feed Medium Xell AG, Bielefeld
Tabelle 10 - Liste der sonstigen verwendeten Chemikalien
Bezeichnung Hersteller
Natriumhydroxid, NaOH Merck, Darmstadt
Glutamin Biochrom, Berlin
Glucose Sigma-Aldrich, Miinchen
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1.4. Software

Tabelle 11 - Liste der in dieser Arbeit genutzten Software

Bezeichnung Produkt Bezugsquelle
Datenbank Software Simatic Sipat SIPAT, Siemens Inc, Briissel Berlgien

Satorius Stedim System GmbH, Got-
SCARDA Software MEFCS WiPro

tingen
Statistische Versuhcs-

MODDE Umetrics, Malmo, Schweden
planung
. Knick Elektronische Messgerite

pO2-Uberwachung Paraly SW 112

GmbH & Co. KG, Berlin
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5. Versuchsplan fiir die kra-Wert Bestimmung

Tabelle 12 - Versuchsplan, Reihen und Einstellungen fiir die Einflussfaktoren des DoE zur Ermittlung des kra’s

Versuchsnr. Reihen- Nst Fng ' v car
folge [rpm] | [L/min] [-1 [L] [%]
18 1 100 0.40 1.00 10 0.00
33 -CP 2 150 0.70 0.50 8 0.20
20 3 100 0.40 1.00 10 0.40
23 4 100 1.00 1.00 6 0.40
27 5 200 0.40 1.00 6 0.40
5 6 100 1.00 0.00 6 0.00
34 -CP 7 150 0.70 0.50 8 0.20
8 8 100 1.00 0.00 10 0.40
29 9 200 1.00 1.00 6 0.00
17 10 100 0.40 1.00 6 0.00
32 11 200 1.00 1.00 10 0.40
2 12 100 0.40 0.00 10 0.00
12 13 200 0.40 0.00 10 0.40
14 14 200 1.00 0.00 10 0.00
35-CP 15 150 0.70 0.50 8 0.20
9 16 200 0.40 0.00 6 0.00
3 17 100 0.40 0.00 6 0.40
15 18 200 1.00 0.00 6 0.40
26 19 200 0.40 1.00 10 0.00
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6. Berechnung des Henry-Koeffizienten tiber die Formel der Tempera-

turabhdngigkeit
—AsolH 1 1 )
H(T) = H® - e( # o) (44)
Henry-Koeffizient basierend auf Standard Bedin- mol
HO - [
gungen bei der Temperatur T° Latm
T® - Referenztemperatur T = 298,15K = 25°C [K]
—AgoH - Enthalpie wahrend des Verlaufs einer Liquidation [Ll]
mo
R - Allgemeine Gaskonstante [ I ]
mol K

Mit den folgenden Tabellendaten bzw. den Prozessbedingungen ergibt sich daraus der

folgende Henry-Koeffizient:

wry = o - o1 7))

1 1
— 13 x10-5 mol e<15°0K'(310.15K'298.15 K)) — 1.0763x10-5 mol
m3 Pa m3 Pa

Tabellenwert fiir den Henry-Koeffizient ba-

H° - sierend auf Standard Bedingungen bei der 1.3 x 105 rr;(;)l

m3 Pa

Temperatur T ®fiir Sauerstoff in Wasser.

T® - Referenztemperatur T = 298.15K = 25°C [K]
Kultivierungstemperatur T =

T - [K]
310.15K =37°C
—AsolH - Tabellenwert fuir Sauerstoff in Wasser 1500 K

[14]

Nach dem Umformen dieses Henry-Koeffizienten in die Einheit Nm/kg folgt daraus der
folgende Henry- Koeffizient:

L bar

Nm
H(37°C) = 2.9034 x10° T = 29.034




7. Herleitung der Analogiedes Sauerstoffiibertragungsverhalten {tiber
ein Elektrotechnisches Ersatzschaltbild

Zur Betrachtung des Sauerstoffiibergangs von der Gas- in die Fliissigphase kann ein
Elektrotechnisches Ersatzschaltbild genutzt werden, siehe Abb. 39. Mit diesem Ersatz-

schaltbild lassen sich die komplexen Zusammenhinge besser sinnbildlich betrachten

G1= QOZmax i1= Q02 i2= OTR GZZOTRMX
o} > O
—_— _—
Q.. L i OTR
u, =x C, = Uey = Xog C,=— Ug, = X
o O O

Abb. 39 - Elektronisches Ersatzschaltbild zur Sauerstoffiibertraqung von der Gas- in die Fliissigphase [29]

und analysieren.

Fiir das in Abb. 39 gezeigt Ersatzschaltbild gelten folgende Analogien:

ug = Xog in(t)
G1 = Qo2 max (1)
¢, = CEL max (t)

i1 = Qo2

Daraus folgt:

up(t) =Ry + iy =

Ucy = Xog(t)
G, = OTR pgx (1)
C2 = CoLmax (t)

2= Qo2 (V)
Gl ! QOZmax(t)

T 1 Qo2 (t) + OTR(?)
t) = — - = — =
ta® =g iz it )= o
O =R, i, - . OTR(v)
BRI T TR T G T2 T OTR g (D)
© OTR(¢)
u == ip= ———
¢z C2 2 COLmax(t)

Uy = Xor(t)
i1= Qo2 ()
i, = OTR (t)

(45)

(46)

(47)

Fiir die Maschen I-1II lassen sich folgende Maschengleichungen aufstellen:

I ue(t) = ugp (t) + uc(t)
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I uci(t) = uga(t) + ucy(t) (50)

HI: ug(t) = ucp(t) (51)

Fiir die Knotengleichung gilt:

(1(8) = ic1 () + i (D) (52)

Daraus folgt:
Ue(t) = up1(6) + ucq(t)
= Ry - iy + upa(8) + ucz(0)
=Ry iy + Ry iy +ug(t)
Fiir die Strome ergibt sich:
ip = Cy " Uc(t)
ic1 = C1 uce(t)
i1 =ic1+ Iy
Daraus folgt fiir die Eingangsspannung;:
Ue(t) = Ry * ix + Ry - i +ua(l)
= Ry " (i1 + i) + Ry - i +ug(d)
=Ry (G ~Uc1(®) + G (D) + Ry - iy +ug(t)
= RiCy " (®) + RiCy ~ () + Ry G - Uca(8) + ug(t)
= RiCy "uc (®) + (RiCy + Ry G) - Uga (b)) + ug(t)
Mit Uy = Upy + U und Uy = U, folgt:

dug(t)

d
u.(t) = R T (up2(t) + uq(t)) + (R1C; + R Cy) - + u, (t)

Mlt uRz(t) = RZ - iz = RZ - CZ - il.cz(t) = Rz : Cz : ila(t) folgt'

d _ dug(t)
u(t) = R1Cy T (Ry + Cy * Ug(t) + ug(t)) + (R1C; + Ry () 'T"‘ua(t)
d?u,(t) du, (t) du, (t)
== R].RZClCZ 'd—(;+ R1C1 " dat + (Rlcz + RZ Cz) '#'l'ua(t)
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d?u,(t) dug(t)

= R1R2C1C2 - dt + (R1C1 + R1C2 + RZ Cz) : dt + ua(t)
mit R, = G,undR, = G, folgt daraus:
C,C, d?uy(t) (C1 C, cz> du, (1)
t) = : + =+ =+ =) +ug(t
u®= o Tar o te te,) T Tw®

Unter den oben festgelegten Beziigen kann daraus folgender Zusammenhang hergelei-

tet werden:

* *
_ CoLmax " CoLmax CoLmax CoL max CoL max
xoc in(t) = Xor t+

" XoL + XoL
Qo2 max * OTRpax )

QOZ max QOZ max OTRmax

Aus diesem Zusammenhang lassen sich folgende Zeitkonstanten des Systems herleiten:

. Gasphasenkonstante, be-
C1 _ Cormax _ Pnc "Vam * Vg _ Ve P

Ty = = =TT F o schreibt die Verweilzeit des (53)
1 QOZ_m(?[x G TnG "G Sauerstoffs in der Fliissig-
- phase
C c 1
Tyy = = = —okmax _ ___ Grenzfldachentransferzeit (54)

G, OTRpax kia

Riickwirkung aus der Gas-
und Fliissigphase — parasi-  (55)
tiare Zeitkonstante

_ C2 _ CoL max
Tip =—

Gl QOZ max

Das Ubertragungsverhalten lisst iiber ein nicht-riickwirkungsfreies PT>- System be-
schreiben. Das bedeutet, dass das System in seinem Verhalten einen proportional Faktor
(P) hat und zwei Energiespeichersysteme beinhaltet, die in der Form von zwei zeitlichen

Ableitungen (T2) mathematisch beschrieben werden kénnen.

Fiir den Bildbereich ergibt sich daraus:

XoL(s) 1

GL(s) = = 56
() XoGin(s)  Tip *Tap *s%+ (Typ+ Tip+Tpp) -s+1 (56)
Daraus sollen sich zwei entkoppelte Gleichungssysteme ableiten:
1
G (s) = (57)

1+ T, -s)-(1+ T, -s)

Das Losen von Gleichung ( 57 ) fiithrt zu folgender Losung;:
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T, + T+ T 4Ty T
_ I 12 22 1i\/ _[ 11" 122 (58)

L2 2 Tiz+ Ti1 + Typl

Diese Gleichung beschreibt das Systemverhalten vom Ubergang des Sauerstoffs aus der

Gas- in Fliissigkeitsphase.

Im Reaktorsystem kommt ein zusitzliches System hinzu: das Messsystem der pO»-
Sonde. Das elektrotechnische Ersatzschaltbild zum Gesamten Systemaufbau ist in Abb.
40 gezeigt. Das Ersatzschaltbild ist das gleiche wie in Abb. 39 gezeigt, nur an den Aus-

gangklemmen wurde das Messsystem der pO.-Sonde angehangt.

G,= Quynas i=Q, i,= OTR G,=0TR,,, ‘ Ry
© L L ‘KM L | ©
R ——  — —_—
Qo [ OTR
u, = X C, = Ug, = X C,=— Ug, = X Cu=— u
v Y \ A
o o

Abb. 40 - Elektrotechnisches Ersatzschaltbild zur Sauerstoffiibertraqung von der Gas- in die Fliissigphase[29]

Das Ubertragungsverhalten der pO»- Sonde lasst sich mit folgender Formel beschreiben:

CoL (t) — CoL max (t) .
Cor100(t)  Cor100(t)

p0,(t) = Xor(t) (59)

coL max(t)

Der Termin
coL100(t)

lasst sich zu dem einem Proportionalitdtsfaktor Kj, zusam-

menfassen, fur den gilt:

CoL max(t) _ Pe (t)
Cor100(t) DG cal * X0G cal

Ky = (60)

Der Druck im System beeinflusst den Verstarkungsfaktor im Messsystem. Ist dieser kon-

stant, ldsst sich daraus folgende Messcharakteristik fiir die pO2 Sonde herleiten:

Ty * p02() + p0,(t) = Ky - xo(t) (61)

Die komplexe Ubertragungsfunktion dazu lautet:
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_ pO;(s) _ Ky

6O =) = At Ty )

(62)

Das Messverhalten der pO, Sonde stellt ein PT; System dar mit dem Proportionalitéts-

K
M p0,

X0G in N 1 XoL

1@a+179)-QA+T,-s)

Abb. 41 -  PT3- Ubertragungsverhalten der gesamten Messstrecke von Sauerstoff aus der Gas- in die Fliissigkeitsphase in das
Messsystem der pO,- Sonde

faktor Kj;. Kombiniert man das PT>- System vom Saustoffiibergang der Gas- in die Fliis-
sigkeitsphase mit dem PTi- System des pO>- Messsystems ergibt sich daraus ein PTs-
System. Beschrieben werden, kann dieses System mit der folgenden komplexen Uber-
tragungsfunktion:

pOz(s) Ky

() en® AT T, ) A+ T, ) (AT Ty -5

(63)

Zur Berechnung des Systemverhaltens auf eine Sprungfunktion wird ein energiefreies
System mit p0,(0) = x,(0) = x05(0) = 0 vorausgesetzt. Daftir wird in der Versuchs-
durchfiihrung der Reaktor mit Stickstoffbegast, bis der pO,-Wert auf 0 % gesunken ist

und der Abgassensor einen Sauerstoffanteil von 0 anzeigt.

Die Sprungantwort wird mit der Laplace-Transformation beschrieben:
1 [G(S) - xp¢

Fiir die Eingangsgrofie gilt:

Xo6 in(t) = Xogin = @(t)
(65)

Xo6 in(t) = Xog in 5

Daraus folgt:

G(S) * X6 in

p0,(s) = G(5) xpg in(s) = S
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p0,(s) = i {—G(S) To6 in} =XoGin" i {@}

S S

= oo L] - |
= XoG in (1+T1'S)'(1+T2'5)'(1+TM'S)'S

1 1 1
T12.eT1 T22'6T2 TMZ-eTM

Ti=T)  (Ti-T) (=T - (= Tw) | Ty—Tp) - Ty — Tz)‘ (66)

PO, (t) = Ky * Xo6 in * [1 - (

Das Sauerstoffiibertragungsverhalten wird mit einem nicht-riickwirkungsfreien PTs-

System beschrieben.

Die Versuchsdaten, die tiber den DoE Versuchsplan aufgenommen wurden, werden
tiber die Solver-Funktion auf der von Gleichung Fehler! Verweisquelle konnte nicht
gefunden werden.gefittet. Anderbare Parameter sind dabei K, T, T, und Ty Die Zeit-
konstanten Tm werden anschlieffend mit dem pO.-Verlauf der Versuchs in ein MatLab
file importiert. Hier werden die Daten auf Grundlage eines energiefreien Anfangszu-
standes mit einer minimalen Fehlerquadratsumme einer von MatLab generierten Funk-

tion angendhert

8. Matlab Skripte

8.1.  kia tiber PT5 System

Verwendete Gleichungen und Erlduterung der Variablen:

Fug () * Mo

Qozmax(t) = m 2 Qozmax (67)

Fo - Begasungsrate bezogen auf Normalbedingungen (T = E]

N
273.15K,p = 101325 ) h

My, - Molare Masse von Sauerstoff [ 8 ]

mol
Vam - Molares Volumen bezogen auf Normalbedingungen [L]

mol

QOZmax -
p(t) |

Cormax(t) = < (68)

- C
Hoz(t)_ OLmax
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CoLmax - Maximale geloste Sauerstoffkonzentration im  Satti- g

[¥]
gungs/Gleichgewichtszustand L
OTRpax(t) = kpa(t) - cormax L OTRax (69)
OTRpmax - Maximaler Sauerstofftransport %]
h

pe(t) - 100% %

Ky (t) = - = Ky | Pecar = P65 Xo6ecar = XoaIr (70)
PGeal * XoGcal
i 100%
™ Ku=7— (71)
X0AIR
Km = Verstdarkungsfaktor der Messsonde [—]
. s N
PGcal = Druck zum Zeitpunkt der Kalibrierung —2]
m
Xogeal _ Sauerstoffanteil in der Zuluft zum Zeitpunkt der Ka- -]
“ librierung
X0AIR - Sauerstoffanteil in der Luft: 0.20946 [—]

1. Differentialgleichung
Diese Differentialgleichung beschreibt das P-T;-System fiir den Ubergang der Sau-

erstoffmolekiile aus der Gasphase:

Xog(£) = % : [(xOGin(t) — Xo(1)) — % * (%06 () — x0. () (72)
Xog - Anderung des Sauerstoffanteils in der Gasphase [-]
Ti, - Zeitkonstante tiber [ ]
T,, - Zeitkonstante iiber [ ]

2. Differentialgleichung
Diese Differentialgleichung beschreibt das P-T:-System fiir das Eintreten der Sauer-

stoffmolekiile in die Flussigphase:

1
Xop(t) = T [X06(t) — x0L ()] (73)
22
Xoc - Verlauf des Sauerstoffanteils in der Gasphase [—]
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XoL - Verlauf des Sauerstoffanteils in der Fliissigphase

3. Differentialgleichung
Diese Differentialgleichung beschreibt die Anderung des p0,-Signals

. 1
pO,(t) = m [Km = x06(t) — pO,(1))]

Ty - Zeitkonstante der p0,-Sonde
Ky - Proportionalitédtsfaktor der p0O,-Sonde
pO,(t) - Messdaten aus der Versuchen

Die Zeitkonstanten haben folgende Zusammenhinge:

Ve
Ty = F_c = Tg
TG - Verweilzeit des Gases in der Fliissigphase
Ve - Volumen der Gasphase
Fg - Begasungsrate
T, = CoLmax — L
227 OTRmax  kra
CoLmax - Maximal mogliche Konzentration von Sauerstoffs
in der Flussigphase
OTR ax Maximale Sauerstofftransferrate
CoLmax
T., =
12 QOZmax
Qo2max - Maximale Sauerstoffeintragsrate
8.1.1. Code

8.1.1.1. sim-file

Befindet sich auf dem beigelegten Datentrager.

8.1.1.2. est-file
Befindet sich auf dem beigelegten Datentrager.
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8.1.1.3. mod-file

Befindet sich auf dem beigelegten Datentréager.

8.2.  Ermittlung der empirischen Parameter fiir Van't Riet-Gleichung
8.2.1. Code
8.2.1.1. sim-file

Befindet sich auf dem beigelegten Datentrager.

8.2.1.2. est-file

Befindet sich auf dem beigelegten Datentréager.

8.3. online OUR
8.3.1. DataPrep

Befindet sich auf dem beigelegten Datentréager.

8.3.2. kLaPrep

Befindet sich auf dem beigelegten Datentrager.

8.3.3. OUR_final
Befindet sich auf dem beigelegten Datentréger.

8.3.4. OUR_final_VD
Befindet sich auf dem beigelegten Datentrager.

8.3.5. Textdateilni

Befindet sich auf dem beigelegten Datentrager.

8.3.6. FunctionCall_kLaPrep

Befindet sich auf dem beigelegten Datentréger.

9. Weitere Auswertungsmethoden zur kia-Wert Bestimmung

92. kpafit

9.2.1. Methode
Der sigmoide Verlauf der Gelostsauerstoffkonzentration kann durch folgende Formel

beschrieben werden:
p0;%(t) = PO2max% — PO02max% - e kLat (78)

P02 max% - Maximaler Sittigungsanteil fiir Sauerstoff iiber [%]
den gesamten Messverlauf
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p0,% - Sittigungsanteil des Sauerstoffpartialdrucks [%]

Uber den Solver von Excel 365 wurde iiber ein ,was-wire-wenn” Szenario der kia-Wert
gesucht, welcher die kleinste Summen-Fehlerquadrat( Summerqs vgl. Gleichung( 80 ))

als Abweichung zur aufgenommenen Kurve (p0; yessaaten%(t)) darstellt.

FQS = \/(pOZ,Messdaten %(t) - pOZ,fittiTlg Funktion%(t))z

(79)
n
T “
i=1
POz messdaten %o - Messpunkte zum Zeitpunkt t [%]
P02 fitting Funktion %0 - Simulierter Messwert aus der Funktion ( [%]

78 ) zum Zeitpunkt t

Eine mogliche Solverfunktion ist in Abb. 42 gezeigt. Im weiteren Verlauf werden die
Ergebnisse dieser Methode zur Bestimmung ,kLa-fit“ genannt.

pOZ% 1

3

kleinsten Fehlerquadrat-Summe

9.2.2. Ergebnisse

2 Abb. 42 - Beispiel fiir die Ergebnisse des kLa-fits tiber die Sol-
verfunktion von Excel 365, in blau mit durchgezoge-
ner Linie pO2- Messdaten, Ergebnis-Kurve 1 und 2
des Solvers fiir das Kurvenmodel mit zu grofSer Feh-
lerquadrat-Summe, Kurve 3 ist die Losung mit der

Tabelle 13 - Ergebnisse der Auswertungsmethode kLafit

Ver- Nist Vi r Fnc CAF kra
suchsnr [rpm] [L] [] [L/h] [%] [1/h]
2 100 10 0 24 0 1.60
3 100 6 0 24 0.4 2.29
5 100 6 0 60 0 5.56
8 100 10 0 60 0.4 2.68
9 200 6 0 60 0 11.77
12 200 10 0 24 0.4 3.00
14 200 10 0 60 0 7.80
15 100 10 1 60 0 3.23
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Ver- Nist Vi r Fng CAF kira
suchsnr [ [L] [-] [L/h] [%e] [1/h]
17 100 6 1 24 0 3.94
18 100 10 1 24 0 1.90
20 100 10 1 24 0.4 1.47
23 100 6 1 60 0.4 6.17
26 200 10 1 24 0 3.89
7 200 6 1 24 0.4 4.73
29 200 6 1 60 0 12.98
32 200 10 1 60 0.4 4.65
33 150 8 0.5 42 0.2 3.58
34 150 8 0.5 42 0.2 3.18
35 150 8 0.5 42 0.2 3.16
9.2.3. Modell
Tabelle 14 - Coeffizienten der MLR Gleichung iiber die Daten von kLafit
kLafit~ Coeff. Std. Err. P Conf. int(z)
Constant 0.482494 - - -
Drehzahl 0.00334641 - - -
Begasungsrate 0.00870082 -- -- --
Fliissigvolmen -0.0737946 -- - -
Antischaumanteil = -0.318387 -- -- --
N=19 Q2= 0.904 Cond. no.= 1,316
DF =14 R2 = 0.946 RSD = 0.07749
R2 adj. = 0.931
Confidenci 0.95
kLafit~ Coeff. SC Std. Err. P Conf. int(z)
Constant 0.695857 0.0181416  1.39E-10 0.0389102
Drehzahl 0.167321 0.0196668  6.64E-02 0.0421814
Begasungsrate 0.156615 0.019846 1.60E-01  0.0425658
Flussigvolmen -0.147589 0.0196668  2.86E-01  0.0421814
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Antischaumanteil | -0.0636773 0.0196582 0.00593862 0.042163

N =19 Q2= 0.904 Cond. no. = 1,316
DF=14 R2 = 0.946 RSD = 0.07749
R2 adj. = 0.931
Confldean 0.95
14
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n
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l |
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0 2 4 6 8 10 12 14

observed [h]

Abb. 43- gemessenen gegen berechnete kpa-Werte der kLa-fit Methode mit dem MLR Modell

93. kLalLn

9.3.1. Methode - Trendlinie der logarithmischen Funktion
Da es sich um ein zellfreies System handelt, ist die Sauerstoffverbrauchsrate bzw. die

Sauerstoffaufnahmerate OUR gleich null. Dadurch ergibt sich folgender Zusammen-

hang:
dco .
1% dt2=V-n02—V-q0UR (81)
V qOUR - Integrale Sauerstoffaufnahmerate pro Zelle [E
h
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Zellfreies Modellsystem => qOUR = 0

dCOL
dt

= Ng, = kpa - (coL™ — cor)

Umstellen und integrieren:

*

CoL ) (82)

kia-t = In (—
L CoL” — CoL(t)

Die Steigung des Verlaufs von Gleichung ( 82 ) tiber die Zeit ergibt somit den ka. Da
p0,%(t) und cqy (t) direkt proportional zueinander sind, kénnen sie fiir die Auswertung
direkt gegeneinander ausgetauscht werden, was somit eine Auswertung der direkten

Prozessdaten ermoglicht, vgl. Abb. 14.

100% ) (83)

fpa -t =In (100% ~ 20,00

1( 100% )
\100% - p0, (v)

m=kLa

t
Abb. 44 - Verlauf Anderung der Geldstsauerstoffkonzentration iiber die Zeit zur Bestimmung des k. a
[13]

9.3.2. Ergebnisse
Tabelle 15 - Ergebnisse der Auswertungsmethode kLaLn

Ver- Nst Vi U | el CAF kra
suchsnr [rpm] L] [ [L/h] 9] [/h]
2 100 10 0 24 0 1.60
3 100 6 0 24 0.4 2.26
5 100 6 0 60 0 5.55
8 100 10 0 60 0.4 2.68
9 200 6 0 60 0 10.37

- XXIII -



Ver- Nst Vi r Fnc CAF kia
suchsnr o ([ [] [L/h] [%] [1/h]
12 200 10 0 24 0.4 2.97
14 200 10 0 60 0 7.78
15 100 10 1 60 0 3.46
17 100 6 1 24 0 3.89
18 100 10 1 24 0 1.89
20 100 10 1 24 0.4 1.56
23 100 6 1 60 0.4 6.41
26 200 10 1 24 0 4.02
27 200 6 1 24 0.4 3.83
29 200 6 1 60 0 13.21
32 200 10 1 60 0.4 5.03
B 150 8 0.5 42 0.2 3.70
34 150 8 0.5 42 0.2 3.29
35 150 8 0.5 42 0.2 3.39
9.3.3. Modell

Tabelle 16 Coeffizienten der MLR Gleichung tiber die Daten von kLaLn

kLaLn™ Coeff.
Constant 0.874599
Drehzahl -4.39E-05
Begasungsrate  0.00932997
Fliissigvolmen -0.119359
Athlschauman- -0.340802
teil
NSt*VL 0.00038012
N =19 Q2=
DF =13 R2 =
R2 adj. =

Std. Err.

0.898
0.953

0.936

Conf.
P int(%)
Cond. no. 1,398
RSD = 0.07274
Con-
fidence = 0.95
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Conf.
Constant 0.692988 0.0170468 4.35E-10 0.0368274
0.149853 0.0186251 2.10E-01 0.0402372
0.167939 0.0186319 5.92E-02 0.0402519
-0.124682 0.0186251 1.48E+00 0.0402372
-0.0681604 0.0186068 0.0028642 0.0401975
0.0380117 0.0186487 0.0623981 0.0402881
N =19 Q2= 0.8og Cond-no- 1,398
DF =13 R2 = 0.953 RSD=  0.07274
R2 adj. = 0.936
Con-
fidence = 0.95
14
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Abb. 45- gemessenen gegen berechnete kia-Werte der kLa-Ln Methode mit dem MLR Modell

observed [h]
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10. Ergebnisse zur Bestimmung der Zeitkonstante Tm der pO2- Sonde

120
100
1. Versuch
2. Versuch
80
=
N
'e) 60
o
40 -
20
O T 'I T I T I T I T I
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10
Zeit [h]
Tabelle 17 -Ergebnisse der Tyr-Bestimmung
T™ [h] TM[s]
Aufl 0.00607952 21.8862557
Auf 2 0.0057451 20.6823447

Mittelwert 0.00591231 21.2843002

11. Ergebnisse der kra-Werte Bestimmung durch Anndherung an das PTs-

Ubertragungssystem

Befindet sich auf dem beigelegten Datentrager.
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12. Koeffizienten des MLR Modells aus den kra Werte der Ndherung tiber

das PT5-System

Coeff. SC Std. Err. P Conf. int(t) Coeff.
Constant 0.594318 | 0.0163386 1.82E-09 | 0.0352974 | 0.882517

0.150239 | 0.0178514 | 1.28E-01 | 0.0385655 0.00083776

0.18903 | 0.0178579 | 9.26E-03 | 0.0385797 | 0.0105017

-0.13207 | 0.0178514 | 5.21E-01 | 0.0385655 | -0.138082

-0.0753256 | 0.0178338 | 0.00099456 | 0.0385275 | -0.376628

0.0480317 | 0.017874 | 0.0186419 | 0.0386144 }0.00048032

N =19 Q2= 0.923 Cond. no.= 1,398
DF=13 R2 = 0.963 RSD = 0.06972
R2 adj. = 0.949
Confldean 0.95
c1 1.4 C2 -0.6
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