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Prozessfuhrung idealer Bioreaktoren
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Ubersicht-Einleitung OF APPLIED SCIENCES

1. Parameter, welche die Prozess-Strategien beeinflussen

2. Parameter: Produkt — Prozess-Strategien
3. Charakterisierung der - Prozess-Strategien
3.1 - batch

3.2 - fed-batch
3.3 - kontinuierliche Kultivierungen

4. Zusammenfassung: Vergleich - Prozess-Strategien




Betriebsweisen fur Bioreaktoren

Up-stream
processing

Escherichia coli

=

Fermentation

Bioreaktor

=

Fermentationsverfahren
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Down-stream
processing
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Wahl des Kultivierungsmodus [ cemnecu
Prozess — Strategie i. d. Fermentation EIE O ersity
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Up-stream —> FeBrir:reer;tlfttcl)cr)n —> Down-stream
Parameter
Produkt / Fermentationsverfahren
Biomasseproduktion \)\Prozess-Strategie:
Gewinnung =» Batch
rekombinanter =» Fed-batch
Produkte . ] C e .
*Mikroorganismen (MO) = kontinuierlich

Produktion von
Sekundar-
metaboliten

tier. od. humane Zellen
immobilisierte Enzyme
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Produktbildung nach Gaden OF APPLIED SCIENCES

Fermentationsprodukte aufgeteilt in 3 Klassen (Gaden)

r'd Y

Typ 1: Produktbildung hangt Typ 2: Produktbildung entsteht
direkt vom Substratverbrauch ab indirekt aus dem
und ist ihm proportional primaren Energiestoffwechsel
=» Glucose=» Ethanol/Lactat Produktion, Substratverbrauch

und Zellwachstum sind indirekt
voneinander abhangig
=>» Entstehung von Zitronensaure (Citrat)

Typ 3: Produktionsbildung hangt nicht direkt vom Substratverbrauch ab
=» Produktion von Sekunddarmetabolite aus einfachen Ausgangsstoffen
=>» Unterscheidung zwischen einer Wachstumsphase und Produktionsphase

v N\

geringe Produktion hohe Produktion
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Betriebsweisen fur Bioreaktoren |
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Parameter - Produkt

Produktbildungstypen nach Gaden (1959) mit Beispielen

«direkte Abhangigkeit v. Substratverbrauch Typ |
=» Primarmetabolite, Biomassse

*indirekten Stoffwechselprodukten Typ Il
=>» Gewinnung rekombinanten Proteinen (z.B. Biokatalysatoren)

*Sekundarmetaboliten; keine Abhangigkeit vom Substratverbauch Typ I
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Betriebsweisen eines Bioreaktors OF APPLIED SCIENCES

1. Teiloffene Systeme = Diskontinuierlich
Batch/ Satzbetrieb
e  Fed-Batch/ Zulaufsbetrieb

2. Offene Systeme = Kontinuierlich

* Vollstandige Ruckvermischung
 CSTR (Continuous Stirred Tank Reactor/
Durchflussreaktor
. Chemostat
. Turbidostat
. Perfusion

* Keine Ruckvermischung

*  Plug flow reactor (PFR)/ Stromungsrohrreaktor
. Chemostat
. Turbidostat
. Perfusion
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Betriebsweisen eines Bioreaktors EIE] EranxrueT
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1. Teiloffene Systeme = Diskontinuierlich

 Batch/ Satzbetrieb
 Fed-Batch/ Zulaufsbetrieb

2. Offene Systeme = Kontinuierlich

* Vollstandige Ruckvermischung
 CSTR (Continuous Stirred Tank Reactor/
Durchflussreaktor
. Chemostat
. Turbidostat
. Perfusion

* Keine Ruckvermischung

*  Plug flow reactor (PFR)/ Stromungsrohrreaktor
. Chemostat
. Turbidostat
. Perfusion
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Betriebsweisen eines Bioreaktors
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Batch

rust




Betriebsweisen eines Bioreaktors
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batch — Fermentation OF APPLIED SCIENCES

- Einmalige Zugabe des Substrates
- Einmalige Zugabe des Inokulums
=>» Prozess wird gestartet

Inokulum =» Umwandlung des Substrats wahrend
Substrate Vi ‘
der Kultivierung in

"( M) =» Biomasse
=» Produkt

- ¥ .
N AN
I Ende des Prozesses
{}“{” =>» vollstandigem Verbrauch der Substrate
\wd => Inhibitionen

=» max. erreichbare Produktkonzentration
Volumen im Reaktor (V)

= konstant Zugabe von
2 Luft/0,/CO,
=» Sduren/Laugen
=» Antischaummittel

13
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Kultur

Substratkonzentration/ Zelldichte: batch
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Produktbildung: batch IR s
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Systembeschreibung

S5
@ S
@S =
=2 7
.S Produktion 5 A
VR A FA & =
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i 1l . ; 2
A ein Produktion . =)
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& & aus ©9 g
& ® 22 & o
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w0
V; = zeitliches Reaktionsvolumen VF =Volumenstrom
t =Zeit * Fin das System hinein: positiv

F aus dem System heraus: negativ
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Batch-Betrieb Zusammenfassung

Einfach
Zuverlassig
In der industriellen Praxis weit verbreitet
Volumenspezifische Produktbildungsrate
* Kurzer Zeitraum
e Zum Ende der Fermentation, bei hohen Zelldichten
* Lange Anwachsphase
Produktivitat wird beeinflusst durch
* Anfangskonzentration der Substrate
e Substratliberschussinhibierung
e Erhohte Produktion an inhibierenden Metaboliten

< =

Verbesserte Effizienz durch : Repeated Batch

16



Betriebsweisen eines Bioreaktors EIE] EranxrueT
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1. Teiloffene Systeme = Diskontinuierlich
e Batch/ Satzbetrieb
*  Fed-Batch/ Zulaufbetrieb

2. Offene Systeme = Kontinuierlich

* Vollstandige Ruckvermischung
 CSTR (Continuous Stirred Tank Reactor/
Durchflussreaktor
. Chemostat
. Turbidostat
. Perfusion

* Keine Ruckvermischung

*  Plug flow reactor (PFR)/ Stromungsrohrreaktor
. Chemostat
. Turbidostat
. Perfusion

17
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Betriebsweisen eines Bioreaktors OF APPLIED SCIENCES
Batch c, e
Cs
Cp
t
s 4 trust : :
Fed-Batch Cq ; | |
s | : | --- Start
Cp Zufiitterung
i : : t
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Fed-Batch — Fermentation EIE] EranxrueT
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2.Teiloffene Systeme (Zulaufverfahren, ,fed-batch“)

Inokulum i C ..
= Diskontinuierliches System

- Einmalige Zugabe des Inokulums

- Substrat kann kontinuierlich oder schrittweise zugefiihrt werden

- Produktbildung im System
- Volumen im Reaktor (V)= nicht konstant

19
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Fed-Batch — Fermentation

Anwendung

=>» wenn hohe Anfangskonzentrationen an
Substraten auf Grund metabolischer

Regulationen unerwiinscht sind (Crabtree-Effekt)

=>» bei Massenproduktionen
 Uberwindung der Wachstumslimitierung durch
Substratlimitierung

| FRANKFURT
UNIVERSITY

OF APPLIED SCIENCES
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Fed-Batch — Fermentation OF APPLIED SCIENCES

2 Teiloffene Systeme (Zulaufverfahren ,fed-batch®)

=» Start mit einem Teil des Reaktorvolumens (batch)
danach Zufiitterung bis zum max. Volumen

ﬁ . sehr konzentrierte Medienbestandteilen moglich
1

=>» Niedrighalten der Konzentration von
1! I Substratkomponenten, wenn diese einen Einfluss
/ auf Wachstum oder Produktion haben
\;'s > (Inhibierung/Crabtree-Effekt)
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Fed-Batch — Fermentation OF APPLIED SCIENCES

=>» 1. normaler ,,batch”- Ansatz wird angefahren,
zur Ernte der Produkte wird jedoch nicht der
ganze Reaktor geleert — kleiner Teil bleibt als Inokulum
im Reaktor. Die Kulturflissigkeit wird entzogen
und durch neue Medien ersetzt werden

= repetetives System

=> kurzeitig , regelmaRig wird das System geoffnet,
jedoch so, dass der Flussigkeitsstand im Reaktor immer
gleich bleibt (pH-Elektrode!!!)
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Fed-Batch — Fermentation SF APPLIED Se e NCEL

2 Teiloffene Systeme (Zulaufverfahren ,fed-batch®)

=» 2. Start mit 20% des Reaktorvolumens
bis kurz vor dem Ende der Produktion-

danach Zufihrung
sehr konzentrierten Medienbestandteilen moglich

Y
I I =Y =>» Niedrighaltend der Konzentration von
N/ Substraten, wenn diese einen Einfluss
“...‘”5 auf Wachstum oder Produktion haben
\@5_\5”/) (Glucose-Effekt)
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Systembeschreibung = repetetives Zulaufverfahren

Cs = .‘—

X = Biomassenkonzentration

C.= Substratkonzentration

=l C,=Produkt-Metabolitenkonzentration
V = Volumen

Css Cp, V

.
-
“’.
<

Zeit

. £ 10 Prinzipskizze und zeitlicher Verlauf eines
«w=c-5ztch (Impulszugabe). Symbole wie Abb.
" I=/lkonzentration X Ausgleichsfunktion

25
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Fed-Batch — Fermentation

Varianten der fed-batch Steuerung nach Krahe (2003)

Zur Einstellung einer konstanten Wachstumsrate

muss die vorgegebene Menge an Substrat exponentiell ansteigen

Verlauf einer fed batch Kultur

Inx, S,

fed batch Kultur

batch Phase

—— fed bateh Phase —

y
Wachstumsrate |

Restsubsirat

>

I
p\/%m"

Zelt (h)

Prozess muss oft unter Substratlimitierung gefahren
werden

=» Unterdrickung limitierender Metaboliten, d.h.

zu geflutterte Menge an Substrat sollte unterhalb

der max. umsetzbaren Menge bleiben

26



Fed-Batch — Fermentation
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Varianten der fed-batch Steuerung nach Krahe (2003)

Verlauf einer fed batch Kultur

Inx, S,

batch Phase

fed batch Kultur

—— fed bateh Phase —

y
Bag Wachstumsrate J

Inn
laaf

qu

Restsubstrat

>

Zelt (h)
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Sauerstoffkonzentration als Indikator fir
Substratlimitierung
=>Hoher schneller Anstieg der O,-Konz.
= Substratlimitierung
=>Verzogerter Anstieg der O,-Konz.
= es war noch Substrat vorhanden

Vermutung: MOs bendtigen Sauerstoff, ist der Sauerstoff
schnell angestiegen, weniger MOs, da weniger Wachstum
durch nicht vorhandenes Substrat



Anwenc:!ungsbelsple!: | Bla s wamcroes
rekombinante Proteinproduktion e AppL (o LeERSTY

Der Bioreaktor ist eine optimale Umgebung flir die Produktion von Protein
aus Zellkulturen

krankheitsmodifizierendes Medikament zur Behandlung von schubférmig verlaufenden
Formen der Multiplen Sklerose=>» Rebif® - Interferon-beta-1a-Protein

Merck Serono Biotech Center (MSBC)

{

Wave-Bag Bioreaktor Erntebehalter
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Probleme der fed-batch Steuerung

-In der exponentiellen Wachstumsphase steigt nicht nur der Bedarf an Substraten,
sondern auch von Sauerstoff

- Gefahr der Sauerstofflimitierung-

-Auftreten von Veranderungen im Metabolismus wahrend der oder zwischen aufeinanderfolgenden
Kultivierung/en

-Bildung und Anreicherung inhibierender Metaboliten durch Fltterung mit konzentrierten
Substratlosungen

Anreicherung von

=»Ethanol: bei Hefen

=>» Acetat: bei MOs

=» Lactat und Ammonium: tierische/humane Zellen

Limitierte online-Messgrof8en stehen zur Verfligung
=>» Erschwerung der Konzeption der Mess-und Regeltechnik

> 4 Gefaf;gr der Apoptose durch Substratlimitierung oder Metabolt-Inhibierung




| FRANKFURT

fed-batch — Fermentation
I UNIVERSITY
OF APPLIED SCIENCES
Zusammenfassung

bioreactor

eKontinuierliche Nahrstoffzufuhr ist gewahrleistet

< It s O | A
*Substratinhibierung ausgeschlossen T ' )
*Hohere Konzentrationen an Biomasse/Produkt t i ——{]
*Regulation der Wachstumsrate 4 it
substrate . | Feteet ]
N 1 1 . = el
egeringere Akkumulation von toxische Metaboliten TESBYe 1 b a8
1 feedback
: . [ control”
eReaktorvolumen begrenzt die Kultivierungsdauer

eEinfache Prozesssteuerung sensor{detecton

e ,Geringer” technischer Aufwand

30




Betriebsweisen eines Bioreaktors EIE] EranxrueT
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1. Teiloffene Systeme = Diskontinuierlich
e Batch/ Satzbetrieb
e  Fed-Batch/ Zulaufbetrieb

2. Offene Systeme = Kontinuierlich

* Vollstandige Ruckvermischung
 CSTR (Continuous Stirred Tank Reactor/
Durchflussreaktor
. Chemostat
e  Turbidostat
. Perfusion

* Keine Ruckvermischung

*  Plug flow reactor (PFR)/ Stromungsrohrreaktor
. Chemostat
. Turbidostat
. Perfusion

31




Fed-Batch

konti-
nuierlich
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- - - Start
Zufiitterung

> t

Start konti. Betrieb

32
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kontinuierliche— Fermentation [N J|-SRANKFURT
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3.0ffene Systeme ( kontinuierliche Systeme)

Inokulum

=>» System ist standig offen
=» Substrat (und Inokulum) wird zugefihrt
=» Produkt (und Inokulum) wird abgefihrt

=»der Volumenstand im Reaktor bleibt konstant
V = const,,

Inokulum => steady-state Phase, FlieRgleichgewicht

33




Produktbildung kontinuierlich

Systembeschreibung =»

Offenes System

FRANKFURT
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=» Chemostat

=» Perfusion
A .
Vi FA -
‘ Start T
m H
2
steady state : L e t n
emn kontinuierlicher.....-. . &
aus Betrieb _J— 8
t L 36:
" \
\:/R = zeitliches Reaktionsvolumen F in das System hinein: positiv
t =Zeit F aus dem System heraus: negativ

34
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Perfusion

Ch tat = kontinuierlicher Prozess
SMOSIAL mit Biomassenriickhaltuffg Emnte 4
= kontinuierlicher Prozess R F
ohne Biomassertckhaltung
F %
\ steady state F\
Rickkopplungs-Regulation _
PPIENS . Dialyse
steady state \ ! =k.ont|nU|erI|cher Prozess
- mit Zell- und Produktr[]ckhaltung -
Turbidostat — e
=kontinuierlicher Prozess aus
LWL . .. Ernte
Mess- ohne Biomassenriickhaltung, m T
sonde fur mit Regelung der Biomassenkonzentration " Dialyse-
Biomasse

— konstante Triibung, konstante Zellmasse membran

. —variabler Zufluss von Nahrlésung




Chemostat- kontinuierliche Fermentation ||
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= ohne Biomassertickhaltung, variable Entnahme *"""° >=="=
von Zellmasse und Produkt

Log X

F = Zulaufstrom (feed-Rate)

X = Biomassenkonzentration

V = Reaktionsvolumen

C.= Substratkonzentration
C,=Produkt-Metabolitenkonzentration

36

s, Cpy V. F

. Lag- steady-state-FPhase
l‘\:l phase Fliekgleichgewicht
O
—
o«
=
2100
=
w
il .2
L
=
= 1 Produktkonz.
=
©
= B
1 2 3 4
Zeit

Geregelte Zu- /Ablaufrate (F)
=Verdunnungsrate D
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Chemostat — Verdunnungsrate D |
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F (feed-rate Zulauf)

Verdi te D
erdunnungsrate V (Volumen im Reaktor)

D = Verdinnungsrate [h-1]

F = Zufluss [I/h] «
V = Reaktionsvolumen e
. . x
X = Biomassenkonzentration Cp

C. = Substratkonzentration
Cp= Produkt-Metabolitenkonznetration

Verdlnnungsrate D

-niedere Verdiinnungsraten =» konstante Biomassenkonzentration

-hohe Verdliinnungsraten = Abnahme der Biomassenkonzentration im steady-state
-Auswaschrate: kritische Verdinnungsrate Dkrit
tierische, humane Zellen= Absterbe Verhalten

37
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Chemostat: Anwendung

Hager + Elsdsser GmbH 1. in der aeroben Abwasserreinigung

2. Biogasanlagen

Einschrankungen der Anwendung:
— max. zu erwartende Biomassenkonzentration (X) gering
— keine Produktion von Sekundarmetaboliten
— erhohter Installationsaufwand

— erhohter Aufwand an Steriltechniken

38
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Perfusion
Chemostat = kontinuierlicher Prozess
= kontinuierlicher Prozess mit Biomassenruckhaltung

ohne Biomasserlickhaltung

\ steady state

Riickkopplungs-Regulation

Dialyse
steady state \ ! =k.ont|nU|erI|cher Prochss
mit Zell- und Produktriickhaltung
S sl Turbidostat f
. . . . F Dialysier-
=kontinuierlicher Prozess oAy medium
i ohne Biomassenrickhaltun 7 =
sonde fiir g, Emte }
Sl mit Regelung der Biomassenkonzentration '
.. Dialyse-
— konstante Triibung,konstante Zellmasse i

. —variabler Zufluss von Nahrlésung
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Biomassenruckhaltung

Vorteil: -GroRere Ausbeuten an Biomasse
- Produktion und Gewinnung von Sekundarmetaboliten ist moglich

Anwendung in den industriellen Prozessen:
- Produktion von Wirkstoffen mit tierischen Zellen

-Wachstumshormone
- rekombinante Proteine

- regenerative Medizin, Tissue engineering

40
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Anwendungsbeispiel:
Regenerative Medizin

Vaskularisierte Matrix im Bioreaktor

Anschluss zur Perfusion der vaskularen
Strukturen Uber einen seitlichen Kreislauf
kann Medium zugefihrt werden.

Ein durchgangiges, artifizielles Blutsystem verbessert
— die Zufuhr von Nahrstoffen

— den Gasaustausch sowie
— den Abtransport von Stoffwechselprodukten

41



Perfusion | | FRANKFURT
= kontinuierlicher Prozess OF APPLIED SCIENCES
F= Zulaufstrom (feed-Rate) . . .
x= Zelkonzestraton mit Biomassenruckhaltung
= volumen

Cs= Substratkonzentration C
Cp=produkt-Metabolitkonzentration

Chemostat

L
>..
X a
w - ©
o 7)
8’ .
= S
%)
(&)

7ait

Produktkonzentration ahnelt dem Chemostat

42



[Betriebsare I [Vorteile N Inachteile T g (| rranerues
Batch (Satzbetrieb) - hohe Flexibilitat -diskontinuierlich OF APPULEJDN Is\élEERNS(l:TEE
- niedere Investionskosten, da -hohe Lohnkosten durch
=» Anwendung: Labor geringer Regelaufwand hoheren Personalaufwand S

- zeitl. Schwankungen aller 0g.

GroRen %-

-Hohe z

Substratkonzentrationen ®

Fed-batch (Zulaufbetrieb) - hochste Raum-Zeit Ausbeute - hohe Investitionskosten E
- weitgehende - hoher Regelaufwand =

= Anwendung: Automatisierung - hohe S
- Biomassenproduktion - geringe Lohnkosten Substratkonzentrationen (ED

- rekombinante Proteine - gleichbleibende a
Produktqualitat -

Kontinuierlich - einfachere Automatisierung  -Geringe Flexibilitat g_
- geringe Lohnkosten, kiirzere - hohe Investitionskosten D

= Anwendung: Ristzeiten - hoher Regelaufwand o
- Umwelttechnik - gleichbleibende - Sterilitat ,30

- Pharmaka (Insulin; Novo Produktqualitat bei - Mutationsgefahr — o
Nordisk) wachstumsabhangiger Plasmid Verlust g

- Tissue - engineering Produktion - > als 500h - wirtschaftlich

43
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