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Abstract
Marco Kollecker

Analyse von 2D-Fluoreszenzspektren durch multivariate

Auswerteverfahren zur Regelung von Bioprozessen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein multivariates Fluoreszenzspektrometer zur Beobachtung
von Fedbatch-Kultivierungen eingesetzt, um prozessrelevante Informationen tliber den aktuel-
len biologischen Kulturzustand zu gewinnen. Zur Extraktion der Informationen aus den gro-
en Datenmengen wurden die Hauptkomponentenanalyse und die Partial Least Squares-Re-
gression angewendet.

Bei aeroben Kultivierungen von S. cerevisiae setzt oberhalb einer kritischen Glucoseaufnah-
merate aufgrund des Crabtree-Effektes die Produktion von Ethanol ein, wodurch die Ausbeute
an produzierter Biomasse aus der zugefiitterten Substratmenge erheblich absinkt. Zur Ver-
meidung dieses Effektes wurde ein Regelsystem auf der Basis von 2D-Fluoreszenzmessungen
etabliert. Dazu wurde durch die Auswertung einer Kultivierung mit FIA-basierter Regelung,
in der durch die Einstellung verschiedener Setpoints gezielt oxidativer als auch oxidoredukti-
ver Stoffwechsel der Zellen eingestellt wurde, ein Modell zur Detektion der Stoffwechselum-
stellung erstellt. In Verbindung mit einem Zustandsmodell zur Berechnung der bendtigten
Substratzufuhr konnte eine Glucosekonzentration im Reaktor eingestellt werden, die zu einer
Glucoseaufnahmerate minimal unterhalb des kritischen Wertes fiihrte, bei der eine Ethanol-
produktion der Zellen einsetzt. Die Regelstrategie konnte erfolgreich bei verschiedenen Kulti-
vierungen angewendet werden.

Um den Einsatz des Regelsystems bei Fedbatch-Kultivierungen von E. coli zu untersuchen
wurden Glucosepulsexperimente durchgefiihrt. Aufgrund der erheblichen Unterschiede der
beiden Mikroorganismen im Fluoreszenzverhalten erwies sich der Einsatz der 2D-Fluores-
zenzspektroskopie zur schnellen Identifizierung von sich dndernden Stoffwechselzustdnden
bei der Kultivierung von E. coli als schwierig.

Mit Hilfe von PLS-Modellen konnten aus den Spektren wichtige Groflen wie die
Biotrockenmasse vorhergesagt werden. Weiterhin konnten Bereiche in den Spektren
identifiziert werden, die aufgrund ihres hohen Informationsgehaltes besonders fiir die

Berechnungen von chemometrischen Modellen geeignet sind.

Stichworte: 2D-Fluoreszenzspektroskopie, Regelung, S. cerevisiae, E. coli, PCA, PLS



Abstract
Marco Kollecker

Analysis of 2D fluorescence spectra with multivariate data analysis

for the automation of bioprocess control

In this thesis a multivariate fluorescence spectrometer was used to gain relevant information
about important biological process values from fedbatch-cultivations. The extraction of the
information from the large data sets was carried out by using Principal Component Analysis
and Partial Least Squares Regressions.

Due to the Crabtree effect S. cerevisiae produces ethanol even under fully aerobic conditions.
Above a critical glucose uptake rate glucose is consumed oxidoreductively, whereby the yield
of produced biomass from the substrate drops substantially. To maintain purely oxidative
metabolism a process control for fedbatch cultivations based on 2D fluorescence spectroscopy
has been developed and established.

By analyzing fedbatch cultivations with FIA based regulation, in which by adjusting different
setpoints oxidative and oxidoreduktive metabolism of the cells was set up, a model was
developed for the detection of the metabolic conversion.

In connection with a condition model used for calculating the needed substrate feeding rate a
glucose concentration could be set up in the reactor that led to a glucose uptake rate just
below the critical value with which an ethanol production of the cells begins. The model used
for the process control could be transferred to similar fedbatch cultivations accordingly.

In order to evaluate the probability of transferring the process model to cultivations of other
microorganisms glucose pulse experiments with E. coli were performed. Due to the
substantial differences of the fluorescence behavior of the two microorganisms the use of the
2D fluorescence spectroscopy for the quick identification of changing metabolic conditions
during cultivations of E. coli proved to be difficult.

By building PLS models variables such as biomass could be predicted from the spectra. In
addition, parts of the spectra were identified which are particularly suitable for the

computation of chemometric models due to their high content of information.

Keywords: 2D fluorescence spectroscopy, PCA, PLS, S. cerevisiae, E. coli
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EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG 1

1 Einleitung und Zielsetzung

In den letzten Jahren hat die Biotechnologie erheblich an Bedeutung zugenommen. Eine im-
mer groBBere Anzahl an Produkten wird mit Hilfe von Enzymen oder durch Mikroorganismen
produziert. So wird heute schon jedes zweite neu auf den Markt gebrachte Medikament auf
diesem Weg hergestellt [Hoppenheidt et al., 2004]. Bis zum Jahr 2010 soll sich laut Exper-
tenmeinung das gesamte Umsatzvolumen der Biotechnologie verzehnfachen und bis zu 20 %
des Umsatzes der gesamten chemischen Industrie betragen [Bachmann et al., 2000; Festel et
al., 2004].

Zu den ersten Mikroorganismen, die vom Menschen kultiviert wurden, gehort die Backer-
und Brauhefe Saccharomyces cerevisiae. Sie wurde schon vor Jahrtausenden beim Brot-
backen und zum Bierbrauen und Weinkeltern verwendet. Wahrend die Produktion von Etha-
nol bei diesen Prozessen hiufig erwiinscht ist, stellt Ethanol bei zahlreichen modernen An-
wendungen ein unerwiinschtes Nebenprodukt dar.

Hefen produzieren unter aeroben Bedingungen Ethanol, sobald eine kritische Glucoseauf-
nahmerate iberschritten wird. Diese tritt bei Glucosekonzentrationen zwischen 0,04 und
0,08 g/L auf [Pham et al., 1998]. Dieses Phdnomen wird gemeinhin als Crabtree-Effekt be-
zeichnet [De Deken, 1966; Sonnleitner und Képpeli, 1986]. Da durch die Ethanolproduktion
die Ausbeute an Biomasse erheblich absinkt muss die Glucose-Feedrate derart angepasst wer-
den, dass die Ethanolproduktion minimiert und die Biomasseproduktion maximiert wird. Dies
ist der Fall, wenn die Glucoseaufnahmerate minimal unter der kritischen Glucoseaufnahme-
rate liegt.

Die meisten Bioprozesse sind hoch dynamisch und nur schwer zu kontrollieren, der interne
Zustand der Zelle lasst sich nur unzureichend durch Manipulation der externen Zellumgebung
beeinflussen. Das Einstellen der Glucoseaufnahmerate ist mit erheblichen Problemen verbun-
den. Sie hédngt nicht nur vom verwendeten Organismus ab, sondern auch von den Parametern
der einzelnen Kultivierungen wie Temperatur, pH-Wert, Glucosekonzentration und Alters-
verteilung der verwendeten Zellen.

In dieser Arbeit soll ein Regelsystem etabliert werden, das die Prozessfiihrung von Fedbatch-
Kultivierungen bei einer optimalen Biomasseproduktion unter Vermeidung einer Ethanolpro-
duktion ermoglicht. Zur Prozessbeobachtung wird ein 2D-Fluoreszenzspektrometer verwen-
det. Diese Analysenmethode ermoglich es, nicht-invasiv, online und in-vitro Informationen
tiber die Kultivierung zu sammeln und eine Stoffwechselumstellung rechtzeitig zu erkennen

und somit durch ein Herabsetzen der Feedrate eine Ethanolproduktion zu verhindern.
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Durch die Aufnahme einer grolen Anzahl von Messpunkten, die ein 2D-Fluoreszenzspektrum
enthdlt, entsteht im Verlauf einer Kultivierung eine sehr groe Datenmenge. Die Interpreta-
tion dieser Daten ist sehr schwierig, da es hdufig zu Uberlagerungen und Interferenzen der
enthaltenen Informationen kommt. Zur Auswertung werden daher sogenannte Softwaresenso-
ren eingesetzt. Mit Hilfe chemometrischer, multivariater Auswerteverfahren kénnen so auch
latente Informationen aus den Spektren extrahiert und in vivo Prozessgroflen bestimmt wer-
den, die ansonsten durch Offlineanalysen zeitaufwindig gemessen werden miissten.

Ein weiterer, in der Industrie hdufig zur Produktion von Proteinen eingesetzter Mikroorga-
nismus ist Escherichia coli. Darum soll in Kooperation mit der technischen Universitdt Ham-
burg-Harburg untersucht werden, ob ein Transfer der Regelungsstrategie auf Kultivierungen
von Escherichia coli BL21(DE3) moglich und eine Erhdhung der Ausbeute des von diesem
Stamm produzierten Fusionsproteins mdglich ist.

Abschlielend soll der Informationsgehalt der 2D-Fluoreszenzspektren sowie der Einfluss des

Wellenldngenabstandes zwischen den einzelnen Messpunkten untersucht werden.
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2 Grundlagen

2.1 2D-Fluoreszenzspektroskopie

Fiir die Beobachtung und Regelung biotechnischer Prozesse ist die Messung der biologischen
GroBen erforderlich. Als nicht-invasive bioanalytische Systeme bieten sich auf Fluoreszenz-
messungen basierende optische Systeme an. Als Fluoreszenz bezeichnet man eine spezielle
Form der Lumineszenz, bei der ein Molekiil photochemisch angeregt wird und durch Relaxa-
tion Licht emittiert. Geeignete Molekiile besitzen in der Regel leicht anregbare n-Elektronen.
Fiir die Beobachtung eignen sich vor allem aromatische Aminosduren, Co-Enzyme wie Fla-
vinmononucleotid (FMN) und Flavinadenindinucleotid (FAD) sowie das reduzierte Nicotin-
amid-Adenindinucleotid-(phosphat). Als intrinsische Fluorophore kénnen sie direkt in den
lebenden Zellen detektiert werden. Ein Fluoreszenzsensor kann iiber einen Lichtwellenleiter
direkt an den Fermenter angekoppelt werden und erlaubt so Onlinemessungen, die in-time, in-

situ und sogar in-vivo Analysen ermdglicht [Bang, 1981; Lindemann, 1998]. Fiir umfassende
Beobachtung ist es vorteilhaft, Fluoreszenzspektrometer zu verwenden, die einen breiten

Spektralbereich fiir Exzitation und Emission abdecken. Dadurch ist es moglich, eine grof3e

Anzahl an biogenen Fluorophoren simultan zu detektieren.

In Abbildung 2.1 ist exemplarisch ein 2D-Fluoreszenzspektrum einer Fedbatch-Kultivierung

von S. cerevisiae dargestellt.
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Abbildung 2.1 2D-Fluoreszenzspektrum der S.-cerevisiae-Fedbatch-Kultivierung FB3 des Bioview als

3D-Plot (links) und als Konturplot (rechts). Kultivierungszeit = 28,5 h, Biotrocken-
masse = 12 g/L.
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Im Spektrum sind drei grofe Bereiche zu erkennen: Der Proteinbereich (Aex 270-310 nm, Ay
310-390 nm) sowie im Bereich der Vitamine und Cofaktoren NAD(P)H (Aex 310-390 nm, Aep
390-550 nm) und die Flavine (Aex 410-490 nm, Aen 490-570 nm). In Tabelle 2.1 sind die

wichtigsten biogenen Fluorophore und ihre Emissions- und Exzitationsmaxima aufgefiihrt.

Tabelle 2.1: Biogene Fluorophore mit Exzitations- und Emissionsmaxima
Fluorophor E;gﬁ:iﬁg;{:;ﬁﬁ;f;? Quelle
Tryptophan 287/348 [Wolfbeis, 1985]
Tyrosin 280/300 [Schulmann, 1985]
Pyridoxin 324/390 [Fasmann, 1976]
NAD(P)H 340/450 [Guilbault, 1973]
FMN 450/530 [Woltbeis, 1985]
FAD 365/520 [Wolfbeis, 1985]

Durch die Auswertung der Fluoreszenzdaten ist es moglich, die komplexen Vorginge bio-
technischer Prozesse zu beobachten und Kultivierungsparameter zu bestimmen. Als erste
Anwendung wurde die Bestimmung der Biomasse durch die Detektion der NAD(P)H-Fluo-
reszenz etabliert [Meyer et al., 1984; Boyer und Humphrey, 1988]). Die Entwicklung der 2D-
Fluoreszenzspektroskopie und die damit zur Verfiigung stehende grofle Datenmenge machte
den Einsatz komplexerer Auswerteverfahren erforderlich, um die Daten analysieren und in-
terpretieren zu konnen. Die Intensitdt der Fluoreszenz ist in erster Linie von der Konzentra-
tion des Fluorophors abhingig, jedoch spielen auch &uBlere und innere Einfliisse wie Bio-
masse, Medienzusammensetzung, Grof3e und Anzahl der Gasblasen im Medium, Streulicht,
Inner-Filter-Effekte und Fluoreszenzldschung eine wichtige Rolle [Marose, 1999]. Haiufig
verwendete Methoden zur Auswertung sind die Hauptkomponentenanalyse und der Einsatz
neuronaler Netze. In der Literatur ist die multivariate Auswertung von 2D-Fluoreszenzspek-
tren zur Prozessbeobachtung und —kontrolle mehrfach beschrieben [Mukherjee et al., 1999;

Solle, 2003; Bohl et al., 2003].
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2.2 Chemometrische Auswertungen

Die Chemometrie ist eine Teildisziplin der Chemie. Sie nutzt statistische und mathematische
Methoden, um aus Messdaten ein Maximum an problembezogenen Informationen zu gewin-
nen und die Durchfiihrung und Auswertung von Verfahren und Experimenten zu optimieren.
Ziele der Chemometrie sind vor allem die Planung von Synthesen, statistische Versuchspla-
nung in Bezug auf die Vorbereitung von Experimenten sowie die Optimierung bereits etab-
lierter Verfahren. Mit Hilfe geeigneter chemometrischer Modelle konnen aus 2D-Fluores-
zenzspektren Informationen gewonnen werden, die auf den ersten Blick nicht mit der Fluores-
zenz in Verbindung stehen, z. B. die Konzentration nicht fluoreszierender Substrate und Pro-

dukte. Eines der am hdufigsten verwendeten Verfahren ist die multilineare Regression (MLR).

Das Ziel einer Regressionsanalyse ist es, ein Modell fiir das Verhiltnis zwischen den Mess-
werten (die unabhingigen Variablen x) und den Prozessvariablen (den abhingigen Variab-
len y) zu finden. Liegen unabhingige Messwerte vor und sind ihre Messfehler normalverteilt,
kann eine Funktion nach der Methode der kleinsten Fehlerquadrate (Least-Squares-Verfahren)
an die Messwerte angepasst werden. Fiir eine Messgrof3e x (eine Wellenldngenkombination)

und eine Prozessvariable y ergibt sich

y=b-x+e (2.1)

b ist der Regressionskoeffizient und e der Fehler. Bei der 2D-Fluoreszenzspektroskopie liegt
jedoch nicht nur eine Messgréfe vor, sondern jede Wellenldngenkombination (WLK) wird als

eigene Messgrofe betrachtet. Bei der Verwendung von m WLK ergibt sich somit fiir die MLK

m

y=Y b x +e (2.2)

J=1

Gleichung (2.2) beschreibt die multilineare Abhéngigkeit zwischen den WLK und der
Prozessvariable fiir ein Spektrum. Erweitert man nun Gleichung (2.2) auf n Spektren, so wer-
den y und e zu Spaltenvektoren mit n Zeilen. x; dndert seine Dimension von einem Zeilen-

vektor zur Matrix X wihrend b seine Dimension nicht dndert und als Vektor erhalten bleibt.

y=b-X+é (2.3)
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Die Matrix X enthédlt in jeder der n Zeilen die Daten eines Spektrums und in jeder der

m Spalten die Messwerte einer WLK. Fiir eine Losung nach dem Least-Squares-Verfahren er-

gibt sich fiir den Vektorb

b=(X'X) X'y (2.4)

Bei der Losung von Gleichung (2.4) ergibt sich ein Problem. Existiert zwischen x-Variablen
eine Kollinearitdt existiert die inverse Matrix zu X'X nicht. In 2D-Fluoreszenzspektren
korrelieren die WLK teilweise erheblich. Die Anzahl der x-Variablen ist somit grof3er als die
reale Dimension der Datenmatrix. Um dennoch einen Zusammenhang zwischen den abhingi-
gen und unabhéngigen Variablen herstellen zu kénnen wird eine Hauptkomponentenanalyse

(PCA, Principle Component Analysis) durchgefiihrt.

2.2.1 Hauptkomponentenanalyse

Durch die PCA werden die Daten in ein Koordinatensystem niedrigerer Dimension iiberfiihrt.
Bevor sie jedoch durchgefiihrt wird, ist eine Zentrierung der x-Variablen gemdfl den Glei-

chungen (2.5)und (2.6) erforderlich.

X = X, 2.5)

1
X; =;2xij (2.6)
i=1

i ist der Index der n Spektren und j ist der Index der m WLK.

Bei der PCA werden die Variablen der Datenmatrix durch eine geringere Anzahl von unter-
einander unabhédngigen Hauptkomponenten (PC) dargestellt. Die Informationen der urspriing-
lichen Variablen soll weitesgehend erhalten bleiben. Dazu erfolgt eine sukzessive varianzma-
ximierende orthogonale Rotationtransformation der Originaldaten in ein neues Koordinaten-

system der Hauptkomponenten.

In der PCA wird die Matrix X mit dem Rang m als Summe von m Matritzen mit dem Rang 1
dargestellt. Der Rang beschreibt die Anzahl der linear unabhédngigen Spaltenvektoren. Thre

Anzahl ist gleich Anzahl der unabhéngigen Zeilenvektoren.

X=M,+M,+ M, +...+ M, (2.7)
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Diese Matritzen lassen sich als Produkt des Scorevektors 7 und des Loadingvektors p'

schreiben. Fasst man nun die Loadingvektoren zeilenweise und die Scorevektoren spalten-

weise zusammen ergibt sich fiir die Datenmatrix X
X=t-p+t, py+..+t, -p, =T-P' (2.8)

Im Datenraum der x-Variablen ist die erste Hauptkomponente die Gerade, die die Daten mit
der kleinsten Fehlersumme iiber alle Dimensionen wiedergibt. In Abbildung 2.2 ist die erste

Hauptkomponente in einem Datenraum aus drei Variablen mit unzentrierten Daten dargestellt.

Variable 3 4

Variable 2

'®) HK 1

O Messwert

Xa . Schwerpunkt

Variable 1

Abbildung 2.2: Darstellung der 1. Hauptkomponente im 3-dimensionellen Raum einer Datenmatrix X

Die Scores geben die Koordinaten der Spektren beziiglich der Hauptkomponenten an. Die
Anzahl der Komponenten eines Scorevektors entspricht der Anzahl der durchgefiihrten Mes-
sungen. Der Scorevektor stellt die neue unabhiéngige Variable dar, mit der die Regression
durchgefiihrt wird.

Der Loadingvektor legt die Rotation des neuen Koordinatensystems im urspriinglichen Raum
fest. Es beschreibt den Winkel o zwischen den Achsen im urspriinglichen Raum und der
Hauptkomponente. Die Anzahl der Komponenten des Loadingvektors entspricht der Anzahl

der x-Variablen.

Die Berechnung der Hauptkomponenten erfolgt sukzessiv. Das bekannteste Verfahren hierfiir

ist der NIPALS-Algorithmus [Otto, 1997]. Dieser Algorithmus legt die Hauptkomponenten
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durch Iteration so fest, dass die erste Hauptkomponente die groBite in den Daten enthaltene
Varianz beschreibt. Als zusitzliche Bedingung gilt, dass die berechnete Hauptkomponente

orthogonal zu allen vorher berechneten Hauptkomponenten sein muss. Nach der Berechnung
der ersten PC wird die Matrix 7, - p, von der urspriinglichen Datenmatrix subtrahiert. Mit die-

ser neuen Matrix wird die zweite PC berechnet.

Jede Hauptkomponente beschreibt den grofiten Teil der Informationen, die die verbleibende
Datenmatrix enthélt. Nach wenigen Iterationsschritten enthélt die Matrix nur noch Informa-
tionen iliber Messrauschen. Bei der PCA der mit dem Bioview aufgenommenen Daten ist eine
Verwendung von bis zu zehn Hauptkomponenten ausreichend, um eine Regression mit einem

hinreichend geringen Fehler durchfiihren zu kdnnen [Hantelmann, 2005; Stark, 2002].

2.2.2 Methoden der Regression

Fiir eine Regression mit den abhingigen y-Variablen wie Biomasse, Produktkonzentration
etc., stehen nun mit den Hauptkomponenten linear unabhingige x-Variablen zur Verfiigung.
Bei der Hauptkomponentenregression (PCR, Principal Component Regression) wird eine li-
neare Regression zwischen der Scorematrix der Hauptkomponenten und den y-Variablen
durchgefiihrt. Dazu wird in der Regel das Least-Square-Verfahren zur Bestimmung des Para-

metervektors nach Gleichung (2.4) angewendet.

Erheblich bessere Ergebnisse lassen sich mit der Partial Least Square Regression (PLS) er-
zielen. Die PLS wurde von Wold 1975 entwickelt. Sie unterscheidet sich von der PCR dahin-
gehend, das bei der PLS nicht nur die Varianz der x-Variablen beriicksichtigt wird sondern
ebenfalls die Varianz der y-Variablen [Wold, 1975]. Durch dieses Verfahren werden die Ein-
fliisse derjenigen x-Variablen minimiert, die zwar eine grof3e Varianz besitzen, aber hinsicht-
lich des Kalibrationsmodells nur eine geringe Bedeutung haben.

Analog zur PCA werden die Daten zunédchst zentriert. AnschlieBend werden die Gewichte der
X-Matrix tiber die Maximierung der Kovarianz zwischen der Linearkombination der Matrit-
zen X und Y bestimmt. AnschlieBend werden die X- und Y-Matritzen gemdl3 der Gleichungen

(2.9) und (2.10) zerlegt.

X=T-W(P"-W) +E 2.9)

Y=T-O"+F (2.10)
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Dabei ist T die Scorematrix der X- und Y-Matrix, W die Loading-weight-Matrix, P und Q sind
die Loadingmatritzen und £ und F die Restmatritzen. Fiir die Regressionskoeffizientenma-
trix B ergibt sich aus den Gleichungen (2.9) und (2.10)

-1

B=w(P"-w) Q' (2.11)

Der Vorteil der PLS-Methode liegt darin, dass auch Korrelationen bei sehr komplexen Daten
hergestellt werden konnen. Besonders PLS-1-Modelle eignen sich hierfiir. Bei dieser Methode
wird fiir jede Y-Variable ein eigenes Modell berechnet, das auf die Vorhersage dieser Vari-
able optimiert wird. Bei einem PLS-2-Modell wird hingegen fiir alle y-Variablen insgesamt
nur ein Modell erstellt, der Fehler ist grofer als bei einem PLS-1-Modell. Dies macht sich be-
sonders bei y-Variablen bemerkbar, die einen sehr unterschiedlichen Verlauf haben. Der
Vorteil des PLS-2-Modells ist der weitaus geringere Zeitaufwand fiir die Berechnung des
Modells.

Ein essentielles Problem ist die Bestimmung der Anzahl der relevanten Hauptkomponenten.
Hierzu konnen verschiedene Methoden verwendet werden. Ein Kriterium ist die durch die
Anzahl der Hauptkomponenten beschriebene Gesamtvarianz. Hiufig wird auch die Methode
der Kreuzvalidierung verwendet. Dazu wird im einfachsten Fall fiir jede hinzukommende
Hauptkomponente jeder Datensatz einer Messung (eines 2D-Fluoreszenzspektrums) aus den
Gesamtdaten entfernt und mit den restlichen Daten ein PLS-Modell berechnet. Das erstellte
Modell wird zur Vorhersage der ausgelassenen Daten verwendet und es wird der Fehler zwi-
schen den urspriinglichen und den vorhergesagten Werten berechnet. Als Fehler wird die
Summe der Fehlerquadrate zwischen den beobachteten und den vorhergesagten Werten
PRESS (Predictive Residual Sum of Squares) gemdll Gleichung (2.12) oder der RMSEP
(Root Mean Square Error of Prediction) gemdl3 Gleichung (2.13) verwendet.

PRESS =Y (3,-»)’ (2.12)
i=1

PRESS
n

RMSEP =

(2.13)

Hierbei ist y, die gemessene und p, die vorhergesagte y-Variable, n ist die Anzahl der

durchgefiihrten Messungen (Spektren). Die Angabe des PRESS erfolgt in der quadratischen
Dimension der y-Variable, der RMSEP wird in der Dimension von y selber angegeben. Um

die Fehler verschiedener Prozessvariablen vergleichen zu konnen, erfolgt die Angabe meist
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als Quotient aus dem Fehler und der maximalen Grof3e der jeweiligen Prozessvariablen. Die
Anzahl der signifikanten Hauptkomponenten ergibt sich im Minimum dieses Fehlers. Bei sehr
groBBen Datensétzen kann man die Kreuzvalidierung auch mit Gruppen aus mehreren Messun-

gen durchfiihren.

2.3 Die verwendeten Organismen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Kultivierungen mit zwei unterschiedlichen Organismen
durchgefiihrt. Zum Aufbau der Regelstrategie wurden Kultivierungen mit der Bickerhefe
Saccharomyces cerevisiae H620 durchgefiihrt. Zur Untersuchung der Ubertragung der Regel-
strategie auf andere Organismen wurde der Bakterienstamm Escherichia coli BL21(DE3)

eingesetzt.

2.3.1 Saccharomyces cerevisiae H620

Die Hefe Saccharomyces cerevisiae wird von den Menschen schon seit Jahrtausenden als
Bécker- und Bierhefe verwendet. In der Biotechnologie wird dieser Organismus héufig zu
Testzwecken verwendet. Der Metabolismus dieses eukaryontischen Schlauchpilzes ist gut er-
forscht und beschrieben [Locher et al., 1993].

Unter den verwendeten Kultivierungsbedingungen erfolgt die Vermehrung der Hefen durch
Sprossung, eine sexuelle Vermehrung tritt lediglich bei starker Substratlimitierung auf. Die
daraus entstehenden haploiden Tochterzellen zeichnen sich durch eine stark reduzierte Stoff-
wechselaktivitit aus. Das Wachstumsverhalten der Zellen ist somit abhidngig von der Alters-
verteilung.

Bei aerobem Wachstum konnen morphologisch unterschiedliche Zellen auftreten. Die Spros-
sungs- und Stoffwechseleigenschaften konnen sich z. T. erheblich unterscheiden.

Die Produktion von Hefe kann in Batch-, Fedbatch- oder kontinuierlichen Kultivierungen er-
folgen. Durch Anderungen der Kultivierungsbedingungen, z. B. der Temperatur, des pO,-Ge-
halts der Kulturbrithe oder des Substratangebots, kann der Stoffwechsel und somit auch die
Produktion von Biomasse und Nebenprodukten, hier ist vor allem Ethanol zu nennen, beein-
flusst werden. S. cerevisiae ist in der Lage verschiedene Kohlenstoffquellen zu verstoffwech-
seln. Das von den Zellen bevorzugte Substrat ist Glucose. Grundsitzlich unterscheidet man
dabei zwischen oxidativem (aeroben) und reduktivem (anaerob) Stoffwechsel. Eine dritte
Moglichkeit ist ein oxidoreduktiver Stoffwechsel, der auch als oxidativ-fermentativ bezeich-

net wird. Er stellt sich trotz ausreichender Sauerstoffversorgung bei einem hohen Substratan-
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gebot ein. Hierbei treten signifikante Merkmale der beiden erstgenannten Stoffwechselwege
parallel auf.

Rein oxidativer Stoffwechsel kann sowohl auf der Basis von Glucose als auch Ethanol als
Substrat erfolgen. Grundvoraussetzung ist eine ausreichende Versorgung der Zellen mit Sau-
erstoff. Die Glucose wird zunidchst unter ATP-Verbrauch zu Glucose-6-Phosphat phosphory-
liert und anschlieBend glycolytisch zu Pyruvat abgebaut. Dabei entstehen aus einem Molekiil
Glucose je zwei Molekiile Pyruvat und ATP. Unter die Reduktion von zwei Molekiilen
NAD(P)" zu NAD(P)H. Das Pyruvat wird anschlieBend iiber die Zwischenstufe Acetyl-CoA
in den Citratcyclus eingeschleust und vollstindig zu CO, und Wasser abgebaut. Dabei ent-
steht aus NAD(P)" weiteres NAD(P)H sowie FADH,, die in der Atmungskette der Zelle zur
weiteren ATP-Produktion verwendet und reoxidiert werden. In Tabelle 2.2 ist die NADH-Bi-
lanz dargestellt. Es sind nur die Teilschritte dargestellt, an denen NAD/NADH beteiligt ist.

Tabelle 2.2: NADH-Bilanz des rein oxidativen Stoffwechsels.

Reaktionsschritt Bilanz
Glycerinaldehyd-3-phosphat — 1,3-Bisphosphoglycerat | + | NADH
Pyruvat —  Acetyl-Coenzym A | + 1 NADH
Isocitrat —  o-Ketoglutarat + CO, |+ 1 NADH
a-Ketoglutarat + CoA-SH — Succinyl-CoA + 1 NADH
Malat — Oxalacetat + 1 NADH
Gesamt + 5 NADH

Da aus einem Molekiil Glucose in mehreren Teilreaktionen zwei Molekiile Glycerinaldehyd-

3-phosphat gebildet werden, entstehen je Glucose-Molekiil zehn Molekiile NADH.

Rund die Hélfte der aufgenommenen Substratmenge wird in Energie umgewandelt (Katabo-
lismus), der Rest wird zum Aufbau der Zellmasse verwendet (Anabolismus). Die Ausbeute
Yxss an Biotrockenmasse (BTM) bezogen auf die eingesetzte Substratmenge liegt mit rund

0,5 g BTM je g Glucose sehr hoch.

Der fermentative Stoffwechsel setzt eine unzureichende Sauerstoffversorgung voraus. Dabei
wird Glucose zunéchst ebenfalls in Pyruvat umgesetzt. Das Pyruvat wird jedoch nicht in den

Citratcyclus eingeschleust, sondern liber Acetaldehyd zu Ethanol umgesetzt. Die in Tabelle



GRUNDLAGEN 12

2.3 dargestellte NADH-Bilanz zeigt, dass das im ersten Reaktionsschritt aus NAD" gebildete
NADH zur Bildung des Ethanol wieder verbraucht wird. Die Gesamtbilanz dieser Reaktion ist

ausgeglichen.

Tabelle 2.3: NADH-Bilanz des rein fermentativen Stoffwechsels.

Reaktionsschritt Bilanz

Glycerinaldehyd-3-phosphat — 1,3-Bisphosphoglycerat | + | NADH
Acetaldehyd — Ethanol - 1 NADH

Gesamt + 0 NADH

Die Ausbeute Yx;s des fermentativen Stoffwechsels liegt mit einem Wert von unter 0,15 er-
heblich niedriger als beim oxidativen Stoffwechsel [Woehrer und Roehr, 1981]. Gebildetes
Ethanol kann von S. cerevisiae wieder aufgenommen und iiber den Citratzyklus verstoffwech-

selt werden. Es wirkt sich in hoheren Konzentrationen inhibierend aus.

Beim oxidoreduktiven Stoffwechsel setzt trotz ausreichender Sauerstoffversorgung die Etha-
nolproduktion ein. Der Ubergang vom oxidativen zum oxidoreduktiven Stoffwechsel findet
bei Uberschreiten einer kritischen Glucoseaufnahmerate qs ¢ statt. Die Zellen sind dann trotz
ausreichender Sauerstoffversorgung nicht mehr in der Lage, die gesamte Glucose oxidativ ab-
zubauen. Analog zum fermentativen Stoffwechsel wird ein Teil des Pyruvats liber Acetalde-
hyd zu Ethanol umgesetzt. Der Citratzyklus steht fiir einen Teil des Pyruvates nicht mehr zur
Verfiigung und es wird mit Ethanol ein energiereiches Endprodukt aus der Zelle ausge-
schleust. Die Werte fiir den Ausbeutekoeffizienten und die Wachstumsrate sinken erheblich
ab. Dieses Phinomen bezeichnet man als Crabtree-Effekt [De Deken, 1966]. Sowohl die Ur-
sache als auch der Mechanismus des Crabtree-Effektes sind nicht vollstindig bekannt. In der
Literatur werden verschiedene Mechanismen diskutiert. Bellgardt sieht die Ursache in einem
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt im Mechanismus des oxidativen Metabolismus [Bell-
gardt, 1983]. Sonnleitner und Kippeli machen die begrenzte respiratorische Kapazitit der
Zellen fiir den Crabtree-Effekt verantwortlich [Sonnleitner und Képpeli, 1986]. Eine parallele
Verstoffwechselung von Glucose und anderen Kohlenstoffquellen wie Ethanol ist nur mog-
lich, wenn die respiratorischen Kapazititen den kritischen Wert unterschreiten.

Die Hohe des Wertes qsirit ist keine absolute Grofe. Sie hdngt genauso vom verwendeten

Stamm wie von den Kultivierungsparametern wie Medienzusammensetzung und Geldstsau-
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erstoftkonzentration ab. Die Hefezellen sind dabei bestrebt, die Menge des produzierten Etha-
nols mdglichst gering zu halten (Pasteur-Prinzip).

Um eine optimale Ausbeute und Wachstumsgeschwindigkeit von S. cerevisiae zu erzielen, ist
es erforderlich, die Glucoseaufnahmerate unterhalb von g kit zu halten. Dazu ist es erforder-
lich, das Erreichen dieses Wertes erkennen zu konnen. Bei der Umstellung auf einen oxidore-
duktiven Stoffwechsel libertrigt NAD(P)H die Elektronen auf Acetaldehyd, wodurch letztlich
Ethanol gebildet wird. Der Gehalt reduzierter Redoxdquivalente wie NAD(P)H, aber auch
FMNH,; und FADH, steigt dabei in der Zelle stark an [Schiiger]l und Képpeli, 1993]. Diese
Verianderungen in der Zelle lassen sich fluoreszenzspektroskopisch messen. Abbildung 2.3
zeigt ein Differenzspektrum der Umstellung von oxidativem auf oxidoreduktiven Stoffwech-

sel.
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Abbildung 2.3: Anderungen im normierten 2D-Fluoreszenzspektrum beim Ubergang vom oxidativen
zum oxidoreduktiven Stoffwechsel (Crabtree-Effekt) wihrend der S.-cerevisiae-Fed-

batch-Kultivierung FB1, At = 6 min, Biotrockenmasse = 10 g/L.

Die grofte Anderung ist im Bereich der NAD(P)H-abhingigen Fluoreszenz bei Agx 330-
370 nm/ Agm 430-470 nm und Agx 290 nm/ Agm 430-470 nm erkennbar. Dagegen nimmt die
RFI im Bereich um den Messpunkt Agx 310 nm/ Agy 350 nm und im flavinabhédngigen Fluo-
reszenzbereichen (Agx 450-490 nm/ Ag, 510-550 nm) stark ab.

In der Literatur wird die Ursache fiir den Anstieg der NADH-Fluoreszenz nicht beschrieben.

Eine mogliche Erkldrung ergibt sich aus der Theorie von Sonnleitner und Kédppeli. Bei niedri-
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gen Glucoseaufnahmeraten wird das Pyruvat iiber den Citratzyklus abgebaut. Das dabei in
groBen Mengen anfallende NADH wird in der Atmungskette vollstindig wieder zu NAD"
oxidiert. Steigt die Glucoseaufnahmerate an, miissen immer groere Mengen NADH wieder
zu NAD" umgesetzt werden. Ubersteigt die Glucoseaufnahmerate den kritischen Wert, reicht
die respiratorische Kapazitdt der Zellen nicht aus, um das produzierte NADH umzusetzen.
Folglich steigt die NADH-Konzentration innerhalb kurzer Zeit stark an. Folglich miisste der
Stoffwechsel aufgrund von NAD -Mangel zum erliegen kommen. Um dies zu verhindern,
werden die Elektronen des NADH fiir die Reaktion von Pyruvat {iber Acetaldehyd zu Ethanol
verwendet. Die Ethanolproduktion setzt erst dann wieder aus, wenn die respiratorische Kapa-
zitdt ausreicht, das gesamte produzierte NADH {iiber die Atmungskette abzubauen. Dabei

sinkt die NADH-Konzentration in der Zelle wieder drastisch ab.

2.3.2 Escherichia coli BL21(DE3)

Escherichia coli ist ein Stidbchenbakterium und gehort zur Gruppe der Enterobacteriaceae.
1922 konnte der E.-coli-Stamm K12 erstmals aus dem menschlichen Darm isoliert und erfolg-
reich kultiviert werden. Heute ist seine Genetik und Physiologie gut untersucht. Umfangreiche
Verwendung finden die verschiedenste Stimme bei der Produktion von rekombinanten Pro-
teinen. Der in dieser Arbeit verwendete E.-coli-Stamm BL21(DE3) wird zur Produktion von
Penicillin Amidase eingesetzt. Die fiir die Kultivierungen verwendeten Medien und sowie die
Kultivierungsbedingungen wurden hinsichtlich der Ausbeute an Penicillin Amidase optimiert
[Ernst, 2006]. So wurde z. B. die Kultivierungstemperatur von 37°C, entsprechend dem na-
tiirlichen Vorkommen von E. coli, auf 30°C reduziert, um die Proteinsyntheserate zu optimie-

ren [Strandberg und Enfors, 1991].

Die Kultivierungen miissen substratlimitiert durchgefiihrt werden, da bei hohen Glucosekon-
zentration wie bei Hefen die Produktion von unerwiinschten Nebenprodukten in erheblichem
MafBe einsetzt. Der Grund dafiir liegt analog zu den Hefen in einer begrenzten respiratori-
schen Kapazitit der rekombinanten Bakterien. Uberschiissige Glucose fiihrt in einer aerobern
Kultivierung zur Produktion von Acetat. Dies fiihrt nicht nur zu Wachstumsinhibierung, auch
die Produktion rekombinanter Proteine wird erheblich gestort [Nakano et al., 1997].

Die meisten Proteine rekombinanter E. coli werden intrazelluldr akkumuliert. Somit ist die
Produktivitét proportional zur erreichten Zelldichte. Deshalb werden hdufig die verschie-
densten Hochzelldichte-Techniken angewandt. Kultivierungen mit Biomassen von 120 g/L

und mehr sind in der Literatur mehrfach beschrieben [Korz et al., 1995; Horn et al., 1996].
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2.4 Regeltechnik

Um bei der Kultivierung von Mikroorganismen optimale Wachstumsraten erzielen zu konnen
miissen viele Prozessvariablen einen definierten optimalen Zustand einhalten. Viele Prozess-
groflen diirfen aufgrund der Sensitivitdt der Mikroorganismen nur geringfiigig variieren. Die
Folgen der Abweichung einer Prozessgrofle reichen von geringerer Wachstums- bzw. Pro-
duktbildungsgeschwindigkeit bei Temperatur- und pH-Wertédnderungen bis zur Bildung von
unerwiinschten Nebenprodukten (z.B. Crabtree-Effekt bei erhohter Substratkonzentration,
siche Kapitel 2.3), die sich wiederum inhibierend auf das Zellwachstum auswirken kénnen.

Die meisten Bioprozesse sind hoch dynamisch und nur schwer zu kontrollieren, der interne
Zustand der Zelle ldsst sich nur unzureichend durch Manipulation der externen Zellumgebung
beeinflussen. Hierfiir gibt es verschiedene Griinde. Die Dynamik der Mikroorganismen ist
von sich aus nicht-linear und prézise Prozessmodelle sind aufgrund der komplexen biochemi-
schen Vorgénge in den Zellen nur selten verfiigbar. Bei vorhandenen Modellen sind viele Pa-
rameter nur unzureichend bekannt und miissen in zum Teil zeitaufwendigen Simulationen be-
stimmt werden, da verldssliche Biosensoren zur Messung intrazelluldrer Aktivitdten nur in
Ausnahmefillen existieren. Insgesamt gesehen lésst sich der Prozesszustand nur sehr schwer

charakterisieren, wodurch die Regelung von Prozessgrofen erschwert wird.

Die Regelung von Prozessgroflen wie Temperatur, pH-Wert oder Gelostsauerstoffgehalt ge-
hort heutzutage zum Stand der Technik. Fiir diese Gréfen stehen geeignete Messverfahren
mit einer hohen Messfrequenz zur Verfiigung, so dass eine Regelung mit Hilfe einfacher Al-
gorithmen erfolgen kann. Der einfachste Reglertyp ist der Zweipunktregler. Er ist sehr einfach
zu implementieren, aber trotzdem bereits fiir viele Regelaufgaben recht gut geeignet. Dieser
Regler kennt nur zwei mégliche Stellwerte. Uberschreitet die Sollwertabweichung einen be-
stimmten Betrag, dann schaltet der Regler. Ist sie wieder kleiner oder gleich Null, dann
schaltet er zuriick. Je hoher die Abtastfrequenz bei der Ermittlung der RegelgroBe ist desto
besser ist die Regelqualitit. Ein groBer Nachteil dieses Reglers ist, dass es in der Praxis leicht
zu einer Oszillation der Regelgrofle kommt. Daher ist dieser Reglertyp nur sehr bedingt fiir
industrielle Anwendungen geeignet. Wesentlich robuster ist der PID-Regler. Sein Konzept ist
analoger Natur und ermdéglicht eine kontinuierliche Prozessregelung. Viele kommerziell er-
héltliche Fermenter benutzen heutzutage den PID-Regler z. B. zum Einstellen der GelGstsau-
erstoftkonzentration iiber die Riihrerdrehzahl. Der PID-Regler kann gemdf3 Gleichung (2.14)
auch durch einen digitalen Algorithmus beschrieben werden, der sich bei geniigend hoher

Abtastfrequenz wie ein analoger verhélt:
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ﬁ|ﬂ

i—-0 0

u(k):K[e(K)+ 0 kzl“e(l)+—e(k) e(k— l)] (2.14)

u(k) ist der Stellwert, e(k) die Sollwertabweichung zum Zeitpunkt ¢ = kT, Tpist
das Abtastzeitintervall, K der Verstarkungsfaktor, 77 die Nachstellzeit und 7p die Vorschalt-

zeit.

Weitaus problematischer erweist sich die Regelung anderer Prozessgrolen wie der Substrat-
konzentration in der Kulturbriihe. Die direkte Bestimmung der Substratkonzentration ist mit
einer Probenahme aus dem Reaktor und einer anschlieBenden Aufarbeitung der Probe ver-
bunden. Moglichkeiten bieten hier die FlieBinjektionsanalyse [Hiill, 2006; Arndt, 2003] oder
die HPLC [Lenas et al., 1997]. Nachteilig bei beiden Systemen ist die geringe Messfrequenz
und der z. T. erhebliche Zeitaufwand von bis zu 10 min fiir die Aufarbeitung und Durchfiih-
rung der Analyse. Die Messwerte stehen fiir einen Regelkreis erst mit einer zeitlichen Verzo-
gerung zur Verfligung. Zur Durchfithrung der Regelung sind erheblich komplexere Algorith-
men erforderlich. Verwendet werden im allgemeinen verschiedene Zustandsbeobachter/-
schitzer, die mit Hilfe eines geeigneten Modells und den Messwerten auf den Prozesszustand
zu reagieren. Hiill und Arndt verwenden dafiir bei der Kultivierung von E. coli bzw. S. cerevi-
siae das kontinuierlich-diskrete erweiterte Kalman-Filter mit einem auf der Monod-Kinetik
basierenden Zustandsmodell [D. Hiill, 2006; Arndt, 2003]. Basierend auf den Schitzungen
der Prozessgroflen Biomasse, Glucosekonzentration, Volumen sowie maximaler Wachstums-
rate wurde ein Feedforward-Feedback-Regler zur Regelung der Glucosekonzentration etab-
liert. Andere Verfahren basieren auf der Verwendung eines adaptiven Fuzzy-Kontrollers
[Lenas et al., 1997; Miskiewics und Kasperski, 2000] oder verwenden neuronale Netze
[Mjalli und Al-Sheh, 2005]. Die Regelgiite hangt stark vom Modell und den verwendeten Pa-
rametern ab. Eine Ubertragung auf einen anderen Mikroorganismus ist nur nach einer detail-

lierten Anpassung moglich.

Einen anderen Ansatz bietet die Etablierung eines Regelsystems auf der Basis indirekter Mes-
sung. In diesem Falle wird nicht die Substratkonzentration selbst gemessen. Die Regelung
basiert auf der Bestimmung anderer Prozessgrof3en, die online zugénglich sind. Ein in der Li-
teratur mehrfach beschriebenes Verfahren ist die Prozessregelung iiber die Messung des Ge-
16stsauerstoffgehaltes ([Akesson et al., 1999], [de Mare et al., 2003]). Beide verwenden als

Regelstrategie das sogenannte Probing. Dazu wird das Verhalten des Gelostsauerstoffgehaltes
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bei kurzen, pulsartigen Anderungen der Feedrate untersucht. In Abbildung 2.4 sind die

grundlegenden Uberlegungen des Probings dargestellt.

A
e U iy
q. | ﬂ
p02 H “‘ M
o . >q, u
qQ g 0 Q. Q" e

Abbildung 2.4: Beziehungen zwischen der Glucoseaufnahme q,, der Sauerstoffaufnahmerate q,, und

der Actetatproduktion q.,” (links) sowie die idealen Antworten im Verhalten des Ge-
lostsauerstoffs pO, bei Glucosepulsen in der Feedrate VFeed bei Glucoseaufnahmeraten

unter- und oberhalb von g, sowie genau bei g, (rechts).

' yund die Sauer-

Bei einer sehr niedrigen Feedrate liegt die Glucoseaufnahmerate qgl unter g,
stoffaufnahmerate q,x unterhalb des Maximalwertes. Wird die Feedrate kurzfristig erhoht
sinkt der pO2-Wert, bei einer Erniedrigung steigt er. Liegt die Glucoseaufnahmerate genau
bei qgcrit kein zusétzlicher Sauerstoff mehr aufgenommen. Lediglich bei der Reduzierung der
Feedrate zeigt das System eine Anderung des pO,-Wertes. Keinerlei Reaktion ist zu erwarten,

wenn die Glucoseaufnahmerate q,” grofer als g™

ist. Je nach der vom System gezeigten
Antwort wird nun die Feedrate falls erforderlich um einen definierten Betrag geéndert. Zwi-
schen zwei Pulsen wird der pO,-Wert mit einem PID-Regler durch Anderung der Riihrerdreh-
zahl konstant gehalten. Der groB3e Vorteil dieses Systems ist, dass es keine organismusspezi-

fischen Groflen und Parameter verwendet und somit universell einsetzbar ist.

2.5 Flieflinjektionsanalyse

Eine Modglichkeit zur Onlinemessung der Glucosekonzentration im Fermenter bietet die
FlieBinjektionsanalyse (FIA). Diese Art der Analyse wurde erstmals 1974 von Ruzicka und
Hansen vorgestellt. Sie kann zur quantitativen Analyse einer grolen Anzahl von Substanzen
verwendet werden, z. B. zur Bestimmung des Nitratgehaltes in Milchprodukten oder zur SO,-
Analyse in Weinen. Bei der FlieBinjektionsanalyse wird ein definiertes Volumen der Probe in
einen kontinuierlich flieBenden, nicht segmentierten Tragerstrom injiziert und iiber ein Mani-
fold, der Vermischungs- und Reaktionsstrecke, dem Detektor zugefiihrt. Die Probe kann dabei

mit anderen injizierten oder bereits im Tragerstrom enthaltenen Substanzen reagieren und das



GRUNDLAGEN 18

detektierbare Produkt bilden. Eine oftmals angewendete Methode ist die Reaktion mit Hilfe
eines stationdren Katalysators. Hierzu eignen sich vor allem Enzyme, die auf einem Tréger-
material in einer Kartusche immobilisiert sind. Durch die bekannte Stochiometrie der Nach-
weisreaktion l4sst sich mittels geeigneter Auswerteverfahren die Konzentration des Analyten

berechnen.

Zur Bestimmung der Glucose-Konzentration in der Probe wird als Reaktion die Dehydrierung
von Glucose durch das Enzym Glucoseoxidase (GOD) verwendet (siche Abbildung 2.5). Da-
bei erfolgt selektiv die Reaktion von Sauerstoff mit 3-D-Glucose zu B-D-Glucono-3-lacton

und Wasserstoffperoxid. Durch Hydrolyse entsteht abschlieBend D-Gluconsdure.

H OH

Abbildung 2.5: Umsetzung von Glucose durch GOD zu Gluconsiure

Als DetektionsgroBBe wird der zur Glucosekonzentration proportionale Sauerstoffverbrauch
gemessen. Dies geschieht amperometrisch mit einer Clark-Elektrode. Diese Besteht aus einer
zylinderformigen Silberanode, in dessen Mitte sich eine Platinkathode befindet. Als Elektro-
lytlosung wird viermolare KCI-Losung verwendet. Durch eine selektiv sauerstoffdurchlédssige
Membran werden Anode, Kathode und Elektrolyt vom umgebenden Trigerstrom getrennt.
Von Auflen her konnen Sauerstoffmolekiile ins Innere der Clark-Elektrode diffundieren.

Durch eine zwischen Anode und Kathode angelegte Polarisationsspannung lauft die folgende

Reaktion ab:
Anodenreaktion: 4 Ag+4CI — 4 AgCl+4e (3.1)
Kathodenreaktion: O, +4¢ +2 H,O — 4 OH" (3.2)

Gesamtreaktion: 0,+2H,0+4Ag+4ClI" — 4 OH +4 AgCl (3.3)

Bei der FIA erreichen weder die Vermischung der Probenzone noch die Reaktion in der Regel
einen Gleichgewichtszustand. Dies macht das System anfillig fiir Anderungen von Systempa-
rametern wie Enzymaktivitit, Stromungsgeschwindigkeit des Triagerstromes oder Tempera-

turschwankungen. Durch eine Automation lassen sich diese Fehler jedoch minimieren.
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3 Material und Methoden

3.1 Fluoreszenzspektrometer

In dieser Arbeit werden zwei 2D-Fluoreszenzspektrometer verwendet. Mit dem F-4500 der
Fa. Hitachi, Japan, werden Kiivettenmessungen mit Losungen von Fluoreszenzfarbstoffen
durchgefiihrt. Bei Fedbatch-Kultivierungen von S. cerevisiae und E. coli wird ein Bioview der
Fa. Delta Danish Electronics Light & Acoustic, Ddnemark, zur Beobachtung und Regelung

eingesetzt.

3.1.1 Hitachi F-4500

Das F-4500 verwendet als Lichtquelle eine 150 W Xenon-Lampe, die eine hohe Lebensdauer
und eine hohe Lichtausbeute besitzt. Zur Kompensation von Intensititsschwankungen der
Lampe bei unterschiedlichen Wellenldngen wird ein Teil des Anregungslichtes auf einen Re-
ferenzphotomultiplier gelenkt und mit einem Shutter eine konstante Lichtintensitét einge-
stellt. Die Selektion der Emissions- und Exzitationswellenldngen erfolgt durch Gittermono-
chromatoren. Hierzu werden Konkavgitter mit 900 Linien/mm verwendet. Die Probeldsung
wird in eine 10 mm Standardkiivette eingebracht. Abbildung 3.1 zeigt den schematischen

Aufbau des Gerites.

/@) Referenz-
photomultiplier
Lichtquelle
Exzitations- E| Kivette mit
® Monochromator S Probeldsung

Bandbreite | | Strahiteiler
Wellenlange|

St —| Bandbreite Emissions-
euerung
| s[Wellenlange |- Monochromator |
"
®
Photomuiltiplier
EDV ‘ A/D-Wandler | «——

Abbildung 3.1: Schematischer Aufbau des F-4500 [Hitachi, Japan].
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Durch die Verwendung des Gittermonochromators lassen sich die zu messenden Wellenlén-
genabstinde beliebig einstellen, durch die Gerdte-Software ist diese jedoch auf einen mini-
malen Abstand von 5 nm festgelegt. Die Spaltbreite der Gittermonochromatoren kann auf
2,5 nm, 5 nm, 10 nm und 20 nm eingestellt werden. Die Angabe der Fluoreszenzintensititen

erfolgt in RFI (Relativen Fluoreszenzintensititen) mit Betrdgen zwischen 0 und 10.000.

3.1.2 Bioview

Der Bioview wurde im Rahmen eines EU-BriteEuram-Projektes entwickelt [Marose, 1998;
Lindemann, 1998]. Er ist speziell fiir den Einsatz zur Onlineanalyse in der Industrie konzi-

piert. In Abbildung 3.2 ist der Aufbau schematisch dargestellt.

Als Lichtquelle dient wie beim F-4500 eine Xenon-Lampe. Um die Lebensdauer zu erhdhen
wird diese jedoch gepulst. Zur Auswahl der fiir die Messung benétigten Exzitations- und
Emissionswellenldngenbereiche werden zwei unabhingig voneinander steuerbare, rotierende
Filterrdder mit jeweils 16 verschiedenen Filtern verwendet. Bei dem in dieser Arbeit verwen-
deten Bioview (Serien-Nr. 9, Baujahr 09/1998) wurden Filter im Abstand von 20 nm und
einer Bandbreite von 20 nm verwendet. In Tabelle 11.1 im Anhang sind die aus den
verwendeten Filtern resultierenden Messpunkte dargestellt.

Der Bioview ist iiber einen Fliissiglichtleiter an einen 25mm-Standardport mit dem Reaktor
verbunden. Dazu wird ein Adapter verwendet, der durch eine Quarzglas-Scheibe nicht-inva-
sive Fluoressenzmessungen in-situ ermoglicht. Die Messung erfolgt im Open-end-Prinzip.
Zur Steuerung ist der Bioview liber eine serielle Schnittstelle mit einem PC (Modell 1300, Fa.
Transtec, Hannover) mit einer Pentium III 800 EB CPU (Intel, USA), 256 MB SDRAM
Hauptspeicher, Windows ME (Microsoft, USA) verbunden, als Steuerungssoftware wird
BioView 3.3.19 (Fa. Delta Danish Electronics Light & Acoustic, Ddnemark) verwendet. Die
Software ermdglicht fiir jede Wellenldngenkombination eine individuelle Einstellung des
Photomultiplier-Gain, um somit die Intensitét des gemessenen Fluoreszenzlichtes zu steuern.
Dabei werden die Einstellungen so gewdhlt, dass die zu erwartenden Intensitéten innerhalb
des Messbereichs (0 bis 4096) liegen. Fiir S.-cerevisiae- und E.-coli-Kultivierungen werden
jeweils unterschiedliche Einstellungen verwendet. Diese sind im Anhang in Tabelle 11.2 zu-
sammengefasst. Um das Messrauschen zu kompensieren werden alle Messungen als Drei-

fachbestimmung durchgefiihrt und als Mittelwert ausgegeben.
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Abbildung 3.2: Schematischer Aufbau des Bioview (Delta Light & Optics, Dinemark) [Lindemann,
1998]

Der Vorteil des Bioview gegeniiber dem F-4500 ist seine Unempfindlichkeit gegeniiber Um-
welteinfliissen. Das Gehiduse ist aus Edelstahl gefertigt und schiitzt vor mechanischer Bean-
spruchung und Feuchtigkeit. Zur Kommunikation zwischen Bioview und Steuerungs-PC kann
ein Lichtwellenleiter verwendet werden, so dass die Dateniibertragung gegen elektromagneti-
sche Einfliisse geschiitzt ist und iiber grofle Strecken erfolgen kann. Der PC kann in einer
Leitwarte aufgestellt werden und ist nicht den Bedingungen der Produktionshallen ausgesetzt.

Nachteilig ist gegeniiber dem F-4500 seine geringe Auflosung.

3.2 Versuchsaufbau der Fedbatch-Kultivierungen

Bei allen Fedbatch-Kultivierungen wird ein identischer Versuchsaufbau verwendet (siche
Abbildung 3.3). Im Verlauf der Versuchsreihen wurden lediglich einzelne Komponenten aus-
getauscht. In Tabelle 3.1 sind die verwendeten Komponenten zusammengefasst.

Als Reaktor dient ein Edelstahlreaktor (Feinmechanikwerkstatt Institut fiir Technische Che-
mie, Universitdt Hannover) mit Mantelkiihlung und einem Reaktorvolumen von 2 L bzw.
2,5 L. Im Deckel des Reaktors sind jeweils ein Thermoelement (Pt-100, Fa. Braun Biotech,
Melsungen), eine Sauerstoffelektrode (INPRO 6000, Fa. Mettler-Toledo, USA), eine pH-
Elektrode (FermProbe T635, Fa. Boadley & James, USA) sowie bei mehreren Kultivierungen
ein Probenahmemodul (FISP E19-01, Flownamics Analytical Instruments Inc., USA) instal-
liert. Das Probenahmemodul ist mit einer Glucose-FIA [ANASYSCON Instrumentelle

Analysentechnik, Hannover] verbunden.
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4 Reaktor mit BioS 4 . 4 &' Abgasanalytik

7

Computer fir die . X
fluoreszenzbasierte Regelung : W\ b

FIA-Steuerungs- und
Regelcomputer

Bioview -Sensor mit
Steuerungscomputer

Abbildung 3.3: Der Versuchsaufbau der S.-cerevisiae-Kultivierungen

Des weiteren befinden sich Anschliisse fiir die Zu- und Abluft, Sdure und Base,
Offlineprobenahme, Glucosezugabe sowie ein Septum fiir die Zugabe von Ldsungen im
Reaktordeckel. In der Reaktorwand befinden sich neben einem Sichtfenster noch ein 25 mm-
Standardport, an den der Sensorkopf des Bioview angeschlossen ist. Uberwacht und geregelt
wird die Kultivierung von einer Biostat-B-Einheit (Fa. B. Braun Biotech, Melsungen). Der
gekiihlte Abluftstrom ist mit einer Abgasanalytik verbunden. Hier wurde zunichst ein EGAS
2 der Firma Hartmann & Braun, Frankfurt a. M., verwendet, spiter ein S710-System der
Firma Sick Maihak, Diisseldorf. Zur Berechnung der zugefiitterten Glucosemenge steht das
Glucose-Vorratsgefal3 auf einer digitalen Waage (CP 8201, Sartorius, Gottingen).

Die Regelung des pH-Werts erfolgt bei den S.-cerevisiae-Kultivierungen mit 10-%-iger Na-
tronlauge und viermolarer Salzsdure, bei den E.-coli-Kultivierungen mit 25-%-iger Ammo-
niaklosung und 10-%-iger Schwefelséure. Die Aufzeichnung und Visualisierung der Online-
daten des Biostat B, der Waage und der Abgasanalytik im laufenden Versuch erfolgt durch
die Software RISP (Realtime Integrating Software Platform, Institut fiir Technische Chemie,
Universitidt Hannover) auf einer Vax-Workstation. Die durchgefiihrten Online- und Offline-

analytik ist in den Kapiteln 3.6 und 3.7 beschrieben.
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Tabelle 3.1: Komponenten des Versuchsaufbaus der Kultivierungen FB1 bis FB6 und EC1 bis EC4
Kultivierung FB1 | FB2 | FB3 | FB4 | FB5 | FB6 | EC1 | EC2 | EC3 | EC4
Reaktorvolumen [L] 2,0 2,5 2,0
Abgasanalytik EGAS 2 S710 EGAS 2
E;Zbg?ihmem()dul ja nein ja nein

3.3 Durchfiihrung der Vorkulturen

3.3.1 E. coli

In einem 500 mL Erlenmeyerkolben mit Schikanen werden 100 mL LB-Medium autoklaviert
und mit 80 pL einer Losung von Chloramphenicol in Ethanol (Konzentration 34 g/L) versetzt.
Zum Animpfen wird das Medium mit einem Aliquot einer bei —80 °C gelagerten Glycerin-
kultur versetzt. Die Vorkultur wird anschlieBend bei 37 °C und 175 rpm in einem Schiittel-
schrank bis zu einer optischen Dichte von ca. 1 inkubiert und der Reaktor mit 40 mL der Vor-

kultur angeimpft.

3.3.2 8. cerevisiae

In einem 300 mL Erlenmeyerkolben mit Schikanen und Animpfnadel werden 350 mg Natri-
umcitrat in 50 mL Schatzmannmedium fiir Vorkulturen gelst. Nach dem Autoklavieren wer-
den die Glucose und die Vitamine in 10 mL zweifach demineralisiertem Wasser geldst und
mit einer Spritze iiber einen Sterilfilter unter einer Cleanbench hinzugegeben. AnschlieBend
wird mit einer bei auf Schrigagar gehaltenen Kultur angeimpft. In einem Schiittelschrank
wird die Kultur bei 30 °C und 120 rpm durchgefiihrt nach ca. 24 h Inkubationszeit wird der

Reaktor mit dem gesamten Medium angeimpft.

3.4 MATLAB®-Software

MATLAB® (Abkiirzung fiir Matrix Laboratory) ist ein numerisches Berechnungs- und Simu-
lationswerkzeug, das von der Fa. The MathWorks, Inc., USA, entwickelt wurde. Zur Losung
spezieller Problemfelder konnen diverse Funktionsbibliotheken, sogenannte Toolboxen, gela-
den werden. In dieser Arbeit wird MATLAB® in der Version 6.5.0 Release 13 zur Simulation

von Fedbatch-Kultivierungen (Kapitel 4.5) und zur Interpolation von Messwerten (Kapitel 8)
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verwendet. Als Plattform dient ein PC [TFC, Hannover] mit einer AMD Athlon 1200C CPU
und 512 MB SDRAM Hauptspeicher. Als Betriebssystem wird Windows XP Professional
[Microsoft, USA] verwendet.

Ziel der Simulationen ist die Anpassung der Startparameter sowie die Bestimmung der bend-
tigten Volumenstrome der Feedpumpe und der Glucose-Konzentration in der Feed-Ldosung
bei den Kultivierungen FB2 bis FB6 werden mit MATLAB® unter Verwendung der Toolbox
SIMULINK™ 4.0 Simulationen der Kultivierung durchgefiihrt. Dazu wurde das Zustandsmo-
dell des Regelprogramms (siche Kapitel 4.5) nach SIMULINK®™ exportiert und ein Unterpro-
gramme zur Beriicksichtigung der Pumpenparameter erweitert. Ebenso wurde die Probe-
nahme fiir die Offlineanalytik beriicksichtigt. Die Anfangsparameter werden so gewéhlt, dass
eine Kultivierungszeit von mindestens 10 h erwartet werden kann. Das SIMULINK®-Modell

ist in Kapitel 11.6 dargestellt.

Zur Berechnung von Messwerten durch Interpolation werden drei in MATLAB bereits im-
plementierte Methoden verwendet. In Tabelle 3.2 sind diese Methoden zusammengefasst.
Dazu wurden zunidchst die Excel-Tabellen von MATLAB eingelesen und die Anzahl der
Messwerte auf die gewlinschte Anzahl reduziert. AnschlieBend wurden die fehlenden Mess-

werte jeweils durch Interpolation berechnet.

Tabelle 3.2: Verwendete Methoden des Programms MATLAB zur Interpolation

Methode Beschreibung

linear Schrittweise lineare Interpolation basierend auf den benachbarten zwei Mess-

werten.
. Interpolation durch schrittweise Berechnung eines Polynomens zwischen acht

spline
Messwerten.

cubic Schrittweise kubische Interpolation basierend auf den benachbarten 64 Mess-
werten.

3.5 Chemometrische Modelle

3.5.1 Preprocessing

Fir die Erstellung der chemometrischen Modelle miissen die Daten der 2D-Fluores-

zenzspektrometer zunéchst in die erforderliche Datenstruktur gebracht werden. Jede Messung
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liefert als Ergebnis eine Datenmatrix. Fiir mehrere Messungen erhélt man eine Hypermatrix
mit 3 Indices, die man sich als Datenquader vorstellen kann. Fiir die Hauptkomponentenana-
lyse und fiir die Erstellen der Modelle miissen diese Daten entfaltet werden. Dazu werden alle
Intensitdten einer Messung einfach hintereinander in einer Zeile geschrieben. Alle Messungen
werden anschliefend untereinander geschrieben (sieche Abbildung 3.4). Dadurch erhélt man
die Datenmatrix X, die in den Zeilen jeweils die Daten einer Messung und in den Spalten die
Intensitédten einer Wellenldingenkombination enthélt. Die Prozessvariablen liegen als Y-Matrix
vor. Jede Spalte enthilt eine Prozessvariable, jede Zeile eine Messung. Die Zeitpunkte der
Messungen der y-Variablen muss denen der x-Variablen entsprechen. Da dies nicht bei allen
Prozessvariablen moglich war, wurden die Werte fiir die Biomasse und die optische Dichte

aus den Werten der Offlineproben durch einen Polynomen interpoliert.

WLK 1
WLK 2
WLK m

Spektrum 1| Xy, |[Xpp| ... .
Spektrum 2 | X,; | Xo, X
g
2 —> X
%
Spektrum n| x| ... X,

Emission

Abbildung 3.4: Die fiir die Modellbildung benétigten Daten als Hypermatrix (links) und als Variablen-
matrix X (rechts)

3.5.2 The Unscrambler®

Die Berechnung der Modelle erfolgt mit der Software The Unscrambler®, Version 7.6, von
der Firma CAMO ASA, Norwegen. Mit dieser Software ist eine einfache Auswahl der ge-
wiinschten Berechnungen aus den zur Verfligung stehenden Verfahren moglich. Die verschie-
denen Darstellungsmoglichkeiten der Ergebnisse, die dieses Programm zur Verfiigung stellt,
ermoglichen eine schnelle Interpretation der Modelle und Beurteilung der Modellgiite.

Zur Analyse der Struktur der Messdaten wird zunidchst eine Hauptkomponentenanylyse
durchgefiihrt. Die Ergebnisse der PCA geben Aufschluss iiber die Variationen innerhalb eines
Prozesses. Die Anzahl der Hauptkomponenten wird tiber den minimalen RMSEC der Validie-
rung und iiber die Analyse der Gesamtvarianz bestimmt. Die interne Validitdt wird iiber eine
Kreuzvalidierung bestimmt, die externe iiber die Berechnung des RMSEC. Die Modelle wer-

den generell als PLS1-Modelle berechnet.
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Fiir die Onlineanwendung werden die Mittelwerte und die Regressionskoeffizienten exportiert
und in einer Datei gespeichert. Diese Datei wird vom Regelungsprogramm MB-Wert (siche

Kapitel 4.6) eingelesen und zur Vorhersage verwendet.

3.6 Onlineanalytik

3.6.1 Fliefinjektionsanalyse

In Abbildung 3.5 ist das verwendete FIA-System (ANASYSCON Instrumentelle

Analysentechnik, Hannover) schematisch dargestellt.

5 Glucose-Standards 4= Datenfluss

. Puffer strom
Selektor i

Injektor

+——— Probe-/Standardstrom

Abfall  pfessverstirker

E

Kartusche
\Clark—Elektrode

B

S =]

e ]

Puffer-Vorrat FIA-Steuerung und
Reaktor Datenaufnahme
Probenahmemodul

Abbildung 3.5: Schematischer Aufbau des verwendeten FIA-Systems

Durch ein Probenahmemodul (Modell FISP E-1901, Flownamics Analytical Instruments, Inc.,
USA) wird durch eine Peristaltikpumpe (ACCU CP10, SciLog, USA; Pumpkopf: Masterflex,
Cole-Palmer Instrument Co., Illinois) kontinuierlich 41 mL/h zellfreie Probe aus dem Reaktor
gezogen. Parallel dazu fordert eine weitere Pumpe gleicher Bauart einen konstanten Tréager-
strom mit FIA-Puffer (siehe Kapitel 11.5). Durch ein Injektionsventil (K-6 Ventilantrieb mit 6
Port/3 Kanal, Knauer, Berlin) werden je Messung 10 mL Probe in den Puffer-Strom injiziert.

Die Reaktion von Glucose erfolgt in einer Enzymkartusche, in der auf einem Polymertréger
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100 Units GOD immobilisiert sind. Als Detektor dient eine Clark-Elektrode mit Messverstér-
ker. Zur Steuerung der FIA und zur Datenaufzeichnung wird ein PC (Compaq Proliea 590,
Pentium I CPU mit 90 MHz, 24 MB EDO Hauptspeicher, Betriebssystem MS-DOS 6.00,
Microsoft, USA) verwendet, der iiber eine AD/DA-Wandlerkarte (AX-5210, Axiom, Taiwan)

mit der FIA verbunden ist.

Als Software wird das von der Fa. ANASYSCON Instrumentelle Analysentechnik, Hannover,
vertriebene Programm CAFCA (Computer Assisted Flow Control & Analysis) verwendet.
Als Auswertekriterium dient die Hohe des FIA-Peaks relativ zur Grundlinie, die im Messbe-

reich linear proportional zur Glucose-Konzentration ist.

Die Kalibration erfolgt mit 5 Glucose-Standards mit Konzentrationen von 0 mg/L, 25 mg/L,
50 mg/L, 75 mg/L und 100 mg/L Glucose in FIA-Puffer. Die Glucosestandards werden tiber
einen Selektor (K-6 Ventilantrieb, 7 Port/1 Kanal Schaltventil, Knauer, Berlin) alternativ zum
Probestrom in das FlieBsystem eingekoppelt. Die Kalibration erfolgt als Dreifachbestimmung.

Die FIA-Messungen wurden von Hiill durchgefiihrt [Hiill, 2006].

3.6.2 Abgas (Sauerstoff und Kohlendioxid)

Im Abgas werden die Volumenkonzentrationen von Sauerstoff und Kohlendioxid gemessen.
Bei den S.-cerevisiae-Kultivierungen FB1 bis FB3 und FB6 sowie bei allen E.-coli-Kultivie-
rungen erfolgt die Messung mit einem EGAS 2 [Fa. Hartmann & Braun, Frankfurt a.M], bei
den Kultivierungen FB4 und FB5 wird ein S710-System mit UNOR und OXOR [Sick Mai-
hak, Diisseldorf] verwendet. Beide Systeme verfiigen iiber den gleichen schematischen Auf-
bau und unterscheiden sich nur im Prinzip der Sauerstoffmessung. Zunichst erfolgt durch
einen Messgaskiihler die Trocknung des Messgases. Durch eine Pumpe wird ein konstanter
Volumenstrom des Abgases den Analysegeriten zugefiihrt. Die quantitative Bestimmung des
Kohlendioxidgehaltes erfolgt in beiden MeBsystemen durch die Messung der IR-Absorption
bei charakteristischen Wellenldngen. Zur Messung des Sauerstoffgehaltes verwendet das
EGAS 2 eine elektrochemische Zelle, die einen mit Yttriumoxid dotierten Zirkondioxid-Fest-
elektrolyten enthilt. Dieser Elektrolyt enthdlt Sauerstoffleerstellen und durch Anlegen einer
Spannung von 0,4 — 1,0 V wird ein von der Sauerstoffionenkonzentration des Gases abhéngi-

ger Gleichstrom erzeugt. Das S710-System verwendet ein paramagnisches Messprinzip.
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3.6.3 pH-Wert

Die Messung des pH-Wert wird mit einer autoklavierbaren Gelelektrode (FermProbe T635,
Fa. Broadley & James, USA) durchgefiihrt. Die Kalibration der Elektrode erfolgt bei jeder
Kultivierung vor dem Einbau in den Reaktordeckel mit zwei Pufferlosungen (pH 4,0 und pH
7,0, Fa. Mettler-Toledo, USA). Die pH-Elektrode ist mit der Regeleinheit des Biostat B ver-

bunden.

3.6.4 pO>-Wert

Der Gelostsauerstoff wird als Sauerstoffpartialdruck amperometrisch mit Hilfe einer autokla-
vierbaren Elektrode (Inpro 6000, Fa. Mettler-Toledo, USA) gemessen. Die Kalibration der
Elektrode erfolgt nach dem Autoklavieren im Fermenter. Zuvor ldsst man die Elektrode iiber
einen Zeitraum von mindestens 6 h polarisieren. Bei der Kalibration wird zundchst durch Be-
gasung mit reinem Stickstoff der 0-%-Wert eingestellt. Durch Begasung mit Druckluft unter
Kultivierungsanfangsbedingungen wird anschlieBend der 100-%-Wert eingestellt. Durch eine
Erhohung der Sauerstoffkonzentration in der Zuluft im Verlauf einer Kultivierung sind pO,-

Werte von iiber 100 % moglich.

3.7 Offlineanalytik

Fiir die Offlineanalytik werden jeweils 10 mL Vorlauf und 10 mL Probe der Kulturbriihe aus
dem Reaktor gezogen. Von jeder Probe werden je Analyse zwei Bestimmungen durchgefiihrt,

bei der Messung der optischen Dichte (OD) drei.

3.7.1 BTM

Die Bestimmung der Biotrockenmasse erfolgt gravimetrisch. Dazu werden jeweils 1,6 mL der
Probe in ausgeheizte und ausgewogene 2-mL Mikroreaktionsgefdlle gefiillt und mit einer
Zentrifuge (Typ 5415 D, Fa. Eppendor, Hamburg) 2 min bei 10 kU/min abzentrifugiert. Der
Uberstand wird fiir die Ethanol-, Acetat- und Glucose-Analysen bei —18°C eingefroren. Die
Zellpellets werden flir mindestens 24 h bei 100 °C in einem Trockenschrank getrocknet. Nach

dem Abkiihlen in einem Exsikkator werden die Mikroreaktionsgefdlle erneut ausgewogen.

3.7.2 Acetat

Die Bestimmung von Acetat erfolgt photometrisch mit dem UV-Test Essigsdure (Acetat) der

Firma Boehringer Mannheim/R-biopharm, Darmstadt. Durch eine enzymkatalysierte Reaktion
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wird in diesem Test das Acetat zundchst zu Acetyl-Coenzym-A und anschlieBend mit Oxal-
acetat zu Citrat und Coenzym A umgesetzt. Zur Bildung des fiir die Reaktion benétigten
Oxalacetats aus L-Malat wird NAD" zu NADH reduziert. Die Acetatkonzentration l4sst sich
durch die Messung der Extinktion des NADH bei 340 nm mit einem UV/VIS-Spektrometer
(Cary 50 Bio UV/VIS Spektrometer, Fa. VARIAN, Darmstadt) bestimmen. Da das Testkit fiir
einen Messbereich von 0,03 bis 0,15 g/L Acetat ausgelegt ist muss die Probe gebenenfalls mit

Wasser verdiinnt werden.

3.7.3 Ethanol

Der Ethanolgehalt wird gaschromatographisch aus dem Uberstand der abzentrifugierten Probe
bestimmt. Dazu wird ein GC14-B Gaschromatograph der Fa. Shimadzu, Japan unter Verwen-
dung der Class VP 4.2-Software verwendet. Die Kalibration erfolgt durch eine Zwei-Punkt-
Kalibration mit 0,05 g/L und 0,50 g/L Ethanol. Als interner Standard wird 8,00 g/L

n-Propanol verwendet.

Tabelle 3.3: Verwendete Gase

Gas Verwendung Druck [kPa]
. Tragergas P 500
Stickstoff
Tragergas M 330
Wasserstoff Brenngas 65
Luft Brenngas 50
Tabelle 3.4: Parameter des Temperaturprogramms, Laufzeit = 10 min

Temperatur [°C] | Typ

Injektor 275
Saule 70 — 190 Chromosorb 101, 80/100, 6" x 18
Detektor 250 Flammenionisationsdetektor

3.7.4 Glucose

Zur Offlineanalyse von Glocose stehen zwei Methoden zur Verfiigung. Bei Konzentrationen
bis 0,1 g/L wird der Reﬂectoquant®-Glucosetest der Fa. Merck, Darmstadt, verwendet, bei
hoheren Konzentrationen findet der YSI Analysator Modell 2700 Select der Fa. Yellow

Springs Instruments, USA, Anwendung.
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3.7.4.1 Reflectoquant”-Glucosetest

Dieser Test der Fa. Merck, Darmstadt, verwendet das Reflektometer RQflex plus® und Test-
streifen, auf denen das Enzym Glucoseoxidase fixiert ist. Das Reaktionsprinzip der Glucose-
oxidase mit der Glucose ist in Kapitel 3.6.1 dargestellt. Das bei der Reaktion gebildete Was-
serstoffperoxid reagiert mit dem Farbstoft des Teststreifens. Die Farbintensitdt wird als Mal3

der Glucosekonzentration gemessen. Die Angabe erfolgt in g/L.

3.7.4.2 YSI Analysator Modell 2700 Select

Im YSI Analysator wird die Glucose durch Glucoseoxidase umgesetzt, die auf einer Membran
fixiert ist. Das bei der Reaktion entstehende Wasserstoffperoxid wird an einer Platinelektrode
elektrochemisch zu Sauerstoff umgesetzt. Die daraus resultierende Stromstérke ist proportio-
nal zur Glucosekonzentration. Die Kalibration des Gerétes erfolgt automatisch mit einem

2 g/L-Glucosestandard.

3.7.5 Optische Dichte

Die optische Dichte wird als Extinktion mit einem Zweistrahl-Spektralphotometer (Uvicon
940, Fa. Konton, Neufarn) gemessen. Zur Vermeidung von Verdiinnungsfehlern werden je-

weils drei Parallelbestimmungen durchgefiihrt.

3.7.5.1 S cerevisiae

Die optische Dichte der Kulturbrithe wird bei einer Wellenldnge von 590 nm gegen eine
0,9-%-ige NaCl-Losung gemessen. Bei einer Extinktion von mehr als 0,7 liegt die Messung
auBlerhalb des linearen Bereichs des Photometers und die Probe wird mit 0,9-%-iger NaCl-Lo-

sung verdiinnt und die Messung erneut durchgefiihrt.

3.7.5.2 E. coli

Die optische Dichte der Kulturbriithe wird bei einer Wellenlinge von 600 nm gegen demin.
Wasser gemessen. Bei einer Extinktion von mehr als 0,3 liegt die Messung auf3erhalb des li-
nearen Bereichs des Photometers und die Probe wird mit demin. Wasser verdiinnt und die

Messung erneut durchgefiihrt.
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4 Fedbatch-Kultivierungen von Saccharomyces cerevisiae

In der industriellen Produktion werden Kultivierungen von S. cerevisiae in der Regel im Fed-
batch-Verfahren durchgefiihrt. Zunédchst wird dabei ein exponentielles Feedprofil gefahren.
Dabei stellt sich oxidatives Wachstum mit einer Wachstumsrate gemdll dem Exponenten ein.
Aufgrund des Crabtree-Effektes kann es dabei zur Produktion von Ethanol kommen. In einer
anschlieBenden Phase mit einer konstanten Feedrate wird das produzierte Ethanol wieder ab-
gebaut. Die spezifische Wachstumsrate sinkt erheblich ab [Pham et al., 1998]. Durch die
Ethanolproduktion verringert sich die Ausbeute an Biomasse bezogen auf die Menge des ein-
gesetzten Substrates. In der Industrie ist die Menge des eingesetzten Substrates ein erheblicher
Kostenfaktor. Daher werden in der Regel stark glucose-limitierte Fedbatch-Kultivierungen
durchgefiihrt. Bei diesen Kultivierungen wird ein einfaches Modell mit exponentiellem
Wachstum verwendet. Die Wachstumsrate wird dabei so gewéhlt, dass die kritische Glucose-
aufnahmerate, bei der der Crabbtree-Effekt einsetzt, nicht iiberschritten und somit eine Etha-
nolproduktion vermieden wird. Dabei darf die Wachstumsrate wiederum nicht zu klein ge-
wéhlt werden, da ansonsten das Wachstum der Zellen durch das begrenzte Substratangebot
nur unnotig langsam verlaufen wiirde. Optimal ist eine Wachstumsrate des Modells, bei der
die kritische Glucoseaufnahmerate gerade erreicht aber nicht tiberschritten wird. Da sich die-
ser Wert jedoch im Verlauf einer Kultivierung dndern kann, ist ein dynamisches System er-
forderlich, das den Glucosefeed an den Bedarf der Zellen anpasst, um eine maximale Raum-
Zeit-Ausbeute bei minimaler Ethanol-Produktion zu erreichen. In diesem Kapitel soll unter
Verwendung der 2D-Fluoreszenzspektroskopie ein solches Regelsystem fiir Fedbatch-Kulti-
vierungen von S. cerevisiae vorgestellt werden. Wie in Kapitel 2.3.1 gezeigt wurde fiihren die
Stoffwechseliiberginge zu signifikanten Anderungen in den 2D-Fluoreszenzspektren. Durch
eine geeignete Auswertung der Spektren kann eine beginnende Ethanolproduktion zeitnah

erkannt und eine Anpassung der Feedrate ermoglicht werden.

Dazu wurden zunichst Fedbatch-Kultivierungen durchgefiihrt, bei denen mit Hilfe einer Glu-
cose-FIA eine konstante Glucosekonzentration im Reaktor eingestellt wird. Durch eine geeig-
nete Wahl des Setpoints des Systems konnte wahlweise ein oxidativer oder oxidoreduktiver
Stoffwechsel eingestellt werden. Die kritische Glucosekonzentration, oberhalb derer der
Crabtree-Effekt einsetzt, liegt in Abhédngigkeit von den Kultivierungsbedingungen zwischen

0,04 g/L und 0,08 g/L [Pham et al., 1998].
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Darauf aufbauend wurde ein Modell zur fluoreszenzbasierten Regelung entwickelt und in Zu-
sammenarbeit mit K. Hantelmann bei einer Fedbatch-Kultivierung angewendet. AnschlieSend
wurde das Modell optimiert und bei zwei weiteren Kultivierungen eingesetzt. Abschlieende
Untersuchungen sollten zeigen, ob das Modell in der Lage ist, die Umstellung des Stoffwech-
sels von oxidativ auf reduktiv durch eine limitierte Sauerstoffversorgung der Zellen im Re-

aktor zu erkennen und auch hier eine Ethanolproduktion zu verhindern.

4.1 Durchfiihrung der Kultivierungen

Fiir die Kultivierungen zur Modellbildung als auch fiir Kultivierungen mit fluoreszenbasierter
Regelung wurde ein identischer Versuchsaufbau verwendet. In Abbildung 4.1 ist der Aufbau
der Mess- und Regelapparatur schematisch dargestellt. Eine detaillierte Beschreibung des

Autbaues befindet sich in Kapitel 3.2.
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Abbildung 4.1: Schematische Darstellung des Mess- und Regelaufbaus der Kaultivierungen von

S. cerevisiae

Aus dem Reaktor wurde mit dem Probenahmemodul kontinuierlich eine zellfreie Probe ent-
nommen, und mit der FIA online die Glucosekonzentration gemessen. Mit dem Bioview wur-
den kontinuierlich alle 90 s komplette 2D-Fluoreszensspektren aufgenommen. Die Steue-

rungsrechner des Bioview und der FIA waren iiber serielle Schnittstellen jeweils mit einem
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Prozessleitrechner verbunden. Bei der Kultivierung FB1, die zur Modellbildung herangezogen
wird, wurde die Feedpumpe mit dem Prozessleitrechner der FIA verbunden, bei den fluores-

zenzbasierten Regelungen FB2 bis FB6 mit dem Prozessleitrechner des Bioview.

Nach der Kultivierung FB2 erfolgte eine Analyse der beobachteten Probleme und eine Opti-
mierung des Modells und der Regelung. Mit diesem neuen Regelsystem wurde die Kultivie-
rungen FB3 durchgefiihrt. Bei den Kultivierungen FB4 und FB5 wurde abschlieBend das
Verhalten der Regelung bei hohen Biomassen und bei limitierter Sauerstoffversorgung unter-
sucht. Dazu musste in der Begasung die reine Pressluft durch ein Pressluft-Sauerstoff-Ge-

misch ersetzt werden. In Tabelle 4.1 sind die wichtigsten Parameter der Kultivierungen

zusammengefasst.
Tabelle 4.1: Parameter der S.-cerevisiae-Fedbatch-Kultivierungen FB1 bis FB6
Kultivierung FB1 | FB2 | FB3 FB4 FB5 FB6
Regelsystem FIA 2D-Fluoreszenz
Reaktorstartvolumen [L] 1,2 1,0 1,7 1,7 1,7 1,7
pH-Wert 5,5
Riihrerdrehzahl [rpm] 1200
Begasung Pressluft Pressluft/Sauerstoff | Pressluft
Volumenstrom Begasung [L/min] 5
Glucosekonzentration Feed [g/L] 75 50 50 100 100 50
FIA-Glucose-Messung ja ja nein ja ja ja
Bioview-Messintervall [s] 90

4.2 Kultivierung mit FIA-basierter Regelung zur Datengewinnung

Die Durchfiihrung der FIA-basierten Regelung erfolgte mit einem Programm in Delphi 6
[Hiill, 2006]. Ziel des Programms war das Einstellen einer konstanten Glucosekonzentration
im Reaktor. Das Programm erlaubt eine manuelle Anderung des Setpoints. Mit Hilfe des Pro-
zessleitrechners wurden verschiedene Glucosekonzentrationen im Reaktor eingestellt. Dabei
wechselten sich rein oxidativer Stoffwechsel und oxidoreduktiver Stoffwechsel ab.

Zur Produktion von ausreichend Biomasse wurde zunichst eine Batch-Kultivierung mit einer
Glucosestartkonzentration von 15 g/L durchgefiihrt. Nach dem die Glucose und das Ethanol

verbraucht war wurde eine zweistliindige Hungerphase zur Einstellung definierter Startbedin-
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gungen eingelegt. AnschlieBend wurde eine 14-stiindige Fedbatch-Phase durchgefiihrt. In

Abbildung 4.2 sind relevanten ProzessgroBen der Kultivierung dargestellt.
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Abbildung 4.2: a) Verliufe der CO,-Konzentration, des Gelostsauerstoff-Gehalts, der Biotrockenmasse,
der Ethanolkonzentration; b) NADH-, Protein- und Flavinfluoreszenz wihrend verschie-
dener Glucose-Sollwerte bei der FIA-basierten Glucoseregelung der S.-cerevisiae-Fed-

batch-Kultivierung FB1
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Im Verlauf der Fedbatch-Phase wurde der Glucose-Setpoint insgesamt neunmal auf Werte
zwischen 0,05 bis 0,09 g/L geéndert. Dabei dnderten die Hefezellen viermal den Stoffwechsel
von rein oxidativ auf oxidoreduktiv. Die Sollwerte wurden zum Teil erst verspitet in der
Kulturbriihe erreicht bzw. zum Teil erheblich iiberschritten. Dies beruhte auf dem noch sub-
optimalen Kontroll-Algorithmus des Regelprogramms. Das System zeigte jedoch die erwar-
teten Reaktionen auf die real online gemessenen Glucosekonzentrationen. Bei 20,5 h, 23,5 h,
25,5 h und 28,4 h @nderte sich der Stoffwechsel von oxidativ auf oxidoreduktiv. Zeitgleich
war ein erheblicher Anstieg der CO,-Konzentration und der NADH-Fluoreszenz zu beobach-
ten, wihrend die Fluoreszenz im Bereich der Flavine absank. Abbildung 4.2 zeigt die relevan-
ten GroBen. Die verstdrkte Ethanolproduktion ab 28,5 h wurde trotz der geringen Glucose-
konzentration von 0,044 bis 0,049 g/L durch die limitierte Sauerstoffversorgung induziert

(pO2 <10 %).

Die Zeitpunkte der Stoffwechselumstellungen sind eindeutig in den 2D-Fluoreszenzspektren

zu erkennen. Die Kultivierung wurde noch zweimal mit variablen Setpoints wiederholt.

4.3 Hauptkomponentenanalyse der Kultivierung FB1

Mit 532 Spektren der Kultivierung FB1 erfolgte eine Hauptkomponentenanalyse mit einer
vollstindigen Kreuzvalidierung. Die ersten drei Hauptkomponenten beschreiben insgesamt
99,7 % der Gesamtvarianz, dabei entfallen 94,4 % auf die erste, 4,1 % auf die zweite und
1,2 % auf die dritte Hauptkomponente. Im Scoreplot in Abbildung 4.3 sind die ersten beiden
Hauptkomponenten dargestellt. Deutlich ist der Unterschied zwischen rein oxidativen und
oxidoreduktiven Stoffwechsel zu erkennen. Die Spektren mit dem oxidativen Stoffwechsel
liegen im griin umrandet dargestellten Bereich. Der Abstand zwischen den einzelnen Spektren
ist nur sehr gering. Andert sich der Stoffwechsel von oxidativ zu oxidoreduktiv, so vergroBert
sich der Abstand zwischen den Spektren erheblich und der griine Bereich wird verlassen. Ist
die Stoffwechseldnderung abgeschlossen, so liegen die Spektren im blauen Bereich. Durch
eine Zuordnung der Spektren zu den einzelnen Bereichen ist somit eine Identifizierung des

Stoffwechsels moglich.

Die GroBe der Loadings gibt den Einfluss einer Wellenldngenkombinationen auf die Haupt-
komponenten an. In Abbildung 4.4 sind die Loadings der ersten drei Hauptkomponenten

dargestellt.
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Abbildung 4.3: Plot des ersten gegen den zweiten Score der Hauptkomponentenanalyse von 532 Spek-
tren der Kultivierung FB1
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Abbildung 4.4: Loadings der ersten drei Hauptkomponenten, berechnet aus 532 Spektren der Kultivie-
rung FB1

Die erste Hauptkomponente wird hauptsidchlich von der NADH-Fluoreszenz bestimmt. Die
Protein- und Flavin-Fluoreszenz sind von geringerer Bedeutung. Diese bestimmen hauptsich-

lich die zweite Hauptkomponente. Die NADH-Fluoreszenz besitzt hier einen negativen Ein-
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fluss. Die dritte Hauptkomponente schlielich wird positiv von der Protein- und negativ von

der NADH- und Flavinfluoreszenz bestimmt.

4.4 Durchfiihrung der Modellbildung

Zundchst wurde ein hypothetischer Ethanolproduktionswert (EP-Wert) definiert. Dieser EP-
Wert nimmt den Wert 0 an, wenn ein rein oxidativer Stoffwechsel vorliegt und den Wert 1 bei
einem oxidoreduktiven Stoffwechsel. Die ersten Berechnungen des Modells erfolgten anhand
von 745 Spektren aus zwei Kultivierungen. Dabei dnderte sich achtmal der Stoffwechsel der
Zellen oxidativ zu oxidoreduktiver und zuriick.

Mit Hilfe der Software The Unscrambler® wurde nun ein PLS-Modell erstellt, das eine Kor-
relation zwischen den RFI der Messpunkte der 2D-Fluoreszenzspektren und den jeweils zu-
geordneten EP-Werten durchfiihrt. Ein minimaler Fehler ergab sich bei der Verwendung von
drei Hauptkomponenten. Bei jedem Wechsel vom oxidativen zum reduktiven Stoffwechsel
stieg der EP-Wert von einem Wert von ca. 0,2 bis auf 0,5 bis 0,9 stark an. Bereits zwei Spek-
tren spiter erreichte er wieder den Ausgangswert, obwohl der Stoffwechsel fiir einen Zeit-

raum von mindestens 20 Minuten noch oxidoreduktiv war (siche Abbildung 4.5).
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Abbildung 4.5: Verlidufe der NADH-Fluoreszenz, der CO,-Konzentration sowie der postulierten und

vorhergesagten EP-Werte der S.-cerevisiae-Fedbatch-Kultivierung FB1
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Damit ist eine Identifizierung des Stoffwechsels, ob rein oxidativ oder oxidoreduktiv, nicht
moglich, jedoch lisst sich eindeutig der Ubergang vom oxidativen zum oxidoreduktiven
Stoffwechsel durch den plétzlichen Anstieg in der Vorhersage des EP-Wertes erkennen.

Die Vorhersage des EP-Wertes ermdglicht eine Voraussage des Stoffwechselzustands bei
weiteren Fedbatch-Kultivierungen von S. cerevisiae. Den grof3ten Einfluss auf die Vorhersage
des EP-Wertes hat dabei die Fluoreszenz im NADH-Bereich, gefolgt von der Flavin-Fluores-

zenz.

Der EP-Wert lie3 sich jedoch nicht als KontrollgroBe fiir einen Regelkreis verwenden. Ein
Problem bildeten hierbei die Bedingungen der jeweiligen Kultivierung. Wenn auch bei allen
Kultivierungen jeweils bei der Stoffwechselumstellung ein starker Anstieg des EP-Wertes
verzeichnet werden konnte, so war doch die Basislinie von den jeweiligen Startbedingungen
abhingig. Um den Einfluss der Kultivierungsbedingungen zu eliminieren wurde nicht der EP-
Wert selbst sondern dessen Ableitung EP’ verwendet. Die Berechnung erfolgte mit einem Sa-

vitzky-Golay-Filter gemédB Gleichung (4.1).

. —2EP_,—EP_ +EP_ +2EP. 4EP_,—2EP_,—4EP_,—2EP
= +

EP n—1 + 4E})n
" 10At TAt

4.1)

n ist der Index der Messung und A ist der zeitliche Abstand zwischen zwei Bioview-Messun-
gen. At wurde fiir den Verlauf einer Kultivierung als konstant betrachtet. Der Wert wurde un-
abhingig von allen weiteren Kultivierungen auf den Wert von 0,027 h festgelegt. Die daraus
resultierenden Werte weisen ein erhebliches Rauschen auf. Zur Reduzierung wurde ein rekur-
siver Filter mit nachlassenden Gedéchtnis nachgeschaltet. Damit wurde nach Gleichung (4.2)

ein Metabolischer Faktor (MB-Wert) berechnet.
MB,=EP,- A+ EP_,-(1- A) (4.2)

Fiir den Filterfaktor 4 wurde ein Wert von 0,25 als optimal ermittelt. In Abbildung 4.6 sind
die berechneten MB-Werte und die NADH-Fluoreszenz dargestellt. Ubersteigt der MB-Wert
die empirisch festgelegte Schwelle von 2 so liegt bei einer steigenden Anzahl von Hefezellen
aufgrund einer erhohten Glucoseaufnahmerate ein oxidoreduktiver Stoffwechsel vor. Somit

ist eine Uberwachung des oxidativen Stoffwechsels und eine optimale Regelung moglich.
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Abbildung 4.6: Verliufe der NADH-Fluoreszenz, der CO,-Konzentration und der berechneten MB-
Werte der S.-cerevisiae-Fedbatch-Kultivierung FB1

4.5 Das Regelmodell

Zur Durchfiihrung der fluoreszenzbasierten Regelung wurde ein Zustandsmodell mit vier Zu-

standsvariablen genutzt. Diese Zustandsvariablen wurden durch die Differenzialgleichungen

(4.3) bis (4.6) definiert.

dBTM BTM (¢)

g = P BT O~ (Vs O pne) =508 (43)
D - L IO, VFVeegt()t)~<so_S(z)> (44)
% ~ 0 (4.5)
V0T @0

In diesen Gleichungen ist BTM(t) die Biotrockenmasse des Modells, tiq.n die spezifische

Wachstumsrate des Modells, Yy;s die Ausbeute an Biotrockenmasse bezogen auf die Glucose,
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V,..s(t) der vom Modell berechnete Volumenstrom der Feedpumpe, V,,,,, der Volumenstrom

robe
der zellfreien Probenahme, V(#) das Reaktorvolumen, S(?) die Glucosekonzentration in der

Kulturbriihe, Sy die Glucosekonzentration in der Feed-Losung und ¢ die Zeit.

Eine besondere Bedeutung fillt in diesem Modell der spezifischen Wachstumsrate x zu. Die
spezifische Wachstumsrate tuq4.n des Modells muss grofler sein als die reale spezifische
Wachstumsrate sy, der Hefezellen in der Kulturbriihe. Dadurch berechnet das Modell einen
zu hohen Glucoseverbrauch. Durch die Zufiitterung wird mehr Glucose verabreicht als durch
die Hefezellen umgesetzt wird. Das Resultat ist ein langsamer Anstieg der Glucosekonzentra-

tion in der Kulturbriihe.

Durch den Anstieg der Glucosekonzentration im Reaktor wird im Laufe der Kultivierung die
Schwellenkonzentration erreicht, bei der die kritische Glucoseaufnahmerate iiberschritten
wird und der oxidoreduktive Stoffwechsel einsetzt. Durch die Auswertung der 2D-Fluores-
zenzspektren wird dies vom Regelsystem erkannt und es erfolgt ein Eingriff in das exponen-
tielle Fiitterungsprofil. Zunichst wird die Pumprate drastisch reduziert und in den nichsten
0,15 h ein besonderes Feedprofil gefahren, um den Abbau der im Reaktor vorhandenen Glu-

cose zu ermoglichen. Die Pumprate des Feedprofils wird gemaf Gleichung (4.7) berechnet.

VFeed (Z) — VFeed,O _eﬂModgu-(t—to) . (a +b- (l _ to)) (47)

Vieea o 18t die Pumprate zum Zeitpunkt der MB-Wertiiberschreitung, 7y der Zeitpunkt der MB-

Wertiiberschreitung. Fiir den Parameter a wurde ein Wert von 0,79 und fiir den Parameter b
ein Wert von 1,28 h™' festgelegt. In Abbildung 4.7 ist der schematische Verlauf der Pumprate
dargestellt.

Zusitzlich zum Fahren des Feedprofils wird die Biomasse des Modells bei 7p um 5 % redu-
ziert. Ab #+0,15h wird die automatische Zufiitterung fortgesetzt. Im Zeitintervall
to<t<ty+0,15 h wird die Regelung ausgesetzt, da sich das System erst an die neuen Bedin-

gungen anpassen muss.
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Abbildung 4.7: Schematischer Verlauf des Feedprofils bei Uberschreitung des MB-Wertes bei z,= 0 h.

4.6 Das Regelprogramm ,MB-Wert‘

Fiir die Anwendung des in Kapitel 4.5 entwickelten Regelsystems wurde das Programm MB-
Wert realisiert. Es wurde in Borland Pascal 7.0 (Inprise Corporation, Scotts Valley, USA)
entwickelt. Als Hardwareplattform diente ein PC (386 DX CPU mit 25 MHz Taktfrequenz
und 24 MB RAM) mit MS-DOS 5.0 (Microsoft, Redmond, USA). Dieser PC war mit zwei
seriellen Schnittstellen COM1 und COM?2 ausgeriistet. Uber COM1 erfolgte die Kommuni-
kation mit dem Steuerungscomputer des Bioview, iiber COM2 wurde die berechnete Pump-
rate an die Feedpumpe (ACCU CP10, SciLog, USA; Pumpkopf: Masterflex, Cole-Palmer In-

strument Co., Illinois) libertragen.

Die Differentialgleichungen des Modells wurden vom Programm mit einem Runge-Kutta-
Verfahren vierter Ordnung numerisch gelost. Die Berechnungen erfolgen im Abstand

At=1/1000h = 3,6 s. Die Berechnung des erforderlichen Volumenstromes der Feedpumpe

erfolgten mit einem Feedforward-/Feedback-Regler gemil} den Gleichungen (4.8) bis (4.10).

Viceas, =Vias +Vrueds (4.8)
VForward _ V(t) ) S(t) : BTM(t) (49)

Feed YX/S'(SO_S(t))
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VFBZ);I;I- = VFZZZZIZ,,I +0 (S =8)+ P, (Sep—S,)) (4.10)

S, ist der Glucose-Setpoint und # der Zeitindex. Die Parameter p; und p; hatten die folgen-

den Werte: p; = 1,4 g/h, p>=-1,1 g/h.

Der Glucose-Setpoint Ssp wurde auf den Wert von 0,04 g/L festgelegt. Sein absoluter Wert
hatte fiir das Modell keine Bedeutung, er diente lediglich zur Berechnung der Abweichung

vom Sollwert. Die Feedrate V},,,, wurde mit einer linearen Kalibrierfunktion in %-Pumpleis-

tung umgerechnet.

Die Messergebnisse des Bioview wurden als Abfolge von einem Startzeichen und 256 Zahlen
mit einem Leezeichen als Trennzeichen iiber die Serielle Schnittstelle {ibertragen. Bei einer
nicht durchgefiihrten Messung einer Wellenldngenkombination wurde ein Wert von 0 iiber-
tragen. Mit dem Hilfsprogramm bioview.com wurden die Messwerte eines Spektrums in der
Datei bioview.spe im Arbeitsverzeichnis auf der Festplatte des Regelungs-PC gespeichert. Die
Software MB-Wert durchsuchte bei jedem Zeitindex #; das Arbeitsverzeichnis nach dieser
Datei. War diese vorhanden werden die Messwerte X, jx des Spektrums ausgelesen. Daraus
wurde zundchst mit den Regressionskoeffizienten der EP-Wert EP,, berechnet und mit den
Gleichungen (4.1) und (4.2) erfolgte die Berechnung des MB-Wertes MB,. War MB,, grof3er
als der definierte Schwellenwert MBgchwee Wurde das in Kapitel 4.5 definierte Feedprofil
gefahren. Da fiir die korrekte Berechnung des MB-Wertes dem Programm mindestens flinf
Spektren vorliegen miissen, wurde die Regelung erst aktiviert, nachdem das fiinfte Spektrum

ausgewertet worden war.

Um die Funktion der Software zu testen, wurden Simulationen durchgefiihrt. Dazu wurde ein
PC (PC-Spezialist, Pentium I 90 MHz CPU, 64 MB RAM, Betriebssystem Windows 98SE,
Microsoft, Redmont, USA) verwendet. In einem DOS-Fenster wurde das Programm MB-Wert
gestartet. Die Bioview-Messung wurde dabei mit einem Visual-Basic-Programm [Microsoft,
Redmont, USA] simuliert. Dieses Programm las alle 90 s ein Fluoreszenzspektrum aus einer
Excel-Datenbank aus und speicherte es in der Datei bioview.spe ab. Die Excel-Datenbank
enthielt in Abhingigkeit des zu testenden Teils des MB-Wert-Programms speziell zusammen-

gestellte Fluoreszenzspektren aus bereits durchgefiihrten Kultivierungen.
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Zur Auswahl des bendtigten Pumpenschlauchs, der Startbiomasse und der zu wéhlenden Glu-
cosekonzentration der Feedlosung wurden mit SIMULINK Simulationen der Kultivierung

durchgefiihrt. Das verwendete Simulink-Modell ist in Kapitel 11.6 dargestellt.

4.7 Fluoreszenzbasierte Regelung von S. cerevisiae

Bei der Kultivierung FB2 wurden alle 90 s ein 2D-Fluoreszenzspektrum aufgenommen. Diese
Spektren wurden durch das Programm MB-Wert ausgewertet und der metabolische Wert be-
rechnet. Als Grenzwert fiir den Ubergang vom oxidativen zum oxidoreduktiven Stoffwechsel
wurde ein Wert von 0,9 festgelegt. Die Dauer der Fedbatch-Phase dieser Kultivierung betrug
6 h. In Abbildung 4.8 sind die Verldufe der wichtigsten Kultivierungsgrof3en dargestellt.

Innerhalb dieser 6 h wurde der kritische MB-Wert sechs mal {iberschritten und das Feedprofil
zur Reduzierung der Substratkonzentration im Reaktor gefahren. Beim ersten Regeleingriff
des Programms konnte die Produktion einer geringen Menge Ethanols nicht verhindert wer-
den. Die Ethanolkonzentration blieb iiber den Verlauf der restlichen Kultivierung relativ kon-
stant, es wurde kein weiteres Ethanol produziert. Dass das Ethanol in der Kulturbriihe nicht
abgebaut wurde zeigt, dass die Glucoseaufhahmerate der Zellen immer nur geringfiigig unter-
halb der kritischen Aufnahmerate ist und somit eine maximale Glucoseaufnahmerate fiir rein
oxidativen Stoffwechsel vorliegt.

Im Verlauf der Fedbatch-Phase stieg die Biomassekonzentration im Reaktor von 7,1 g/LL auf
15,7 g/L. Im gleichen Zeitraum wurden 16,5 g Glucose zugefiittert. Unter Beriicksichtigung
der durch die Offlineproben aus dem Reaktor entnommenen Biomasse lag die Ausbeute Yy
bei 0,53 g BTM/g Glucose. Dies deutet auf einen rein oxidativen Stoffwechsel hin. Bei oxido-
reduktivem Stoffwechsel liegt die Ausbeute mit rund 0,3 BTM/g Glucose deutlich niedriger.
Die beginnenden Stoffwechselumstellungen korrelierten nicht immer mit dem Verlauf des
CO;-Gehaltes im Abgas und der NADH-Fluoreszenz. Dies war insbesondere zwischen 24,5 h
und 26,3 h der Fall. Die Daten deuten darauf hin, dass hier eine Fehlinterpretation der Spek-
tren vorlag. Im Bereich der Flavine war der charakteristische Abfall der Intensitét erheblich
geringer als bei der Kultivierung FB1. Er wurde durch das starke Messrauschen iiberlagert.
Die Messwerte der Glucose-FIA lagen im gesamten Verlauf der Kultivierung zwischen 0,04
und 0,06 g/L. Die zugefiitterte Glucose wurde sofort verstoffwechselt. Zu allen Zeitpunkten
des Uberschreitens des MB-Grenzwertes sank die Glucosekonzentration aufgrund der redu-

zierten Pumprate jeweils kurzfristig ab.
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Abbildung 4.8: a) Verliufe der CO,-Konzentration, Biotrockenmasse und Ethanolkonzentration; b) MB-
Wert (erfolgte Regeleingriffe sind durch Pfeile gekennzeichnet) und Glucosekonzentra-
tion; ¢c) NADH-, Protein- und Flavin-RFI der Kultivierung FB2
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Die Ergebnisse der Kultivierung FB2 zeigen, dass mit Hilfe des Zustandsmodells und der da-
rauf aufbauenden Prozessregelung die Uberwachung des Stoffwechsels der Hefezellen mog-
lich war und eine rein oxidative Prozessfithrung realisiert wurde. Mit dem verwendeten Mo-
dell kam es gelegentlich zu Fehlinterpretationen, die die Raum-Zeit-Ausbeute der Fedbatch-
Kultivierungen unnoétig herabsetzten. Vor den folgenden Kultivierungen musste dieses Pro-

blem durch Anderungen im Modell behoben werden.

4.8 Optimierung der Regelstrategie und der Parameter

Zu Beginn der Kultivierung FB 2 konnte eine Ethanolproduktion nicht verhindert werden.
Des weiteren kam es mehrfach zu einer fehlerhaften Interpretation der 2D-Fluoreszenzspek-
tren. In diesem Kapitel werden sowohl die Regelstrategie als auch die Parameter des Modells

optimiert.

4.8.1 Regelstrategie

Zu Beginn der Fedbatch-Phase einer jeden Kultivierung, die mit dem in Kapitel 4.5
vorgestellten Regelmodell durchgefiihrt wurden, fand eine Ethanolproduktion statt, die einen
manuellen Eingriff in die Fiitterung erforderte. Die Fedbatch-Phase wurde unterbrochen und
nach einer Hungerphase mit einer geringeren Biomasse im Modell erneut gestartet. Dieses
Phinomen basiert auf dem grundlegenden Problem, dass die Zellen nach einer Hungerphase
im Anschluss an die Batch-Phase nicht sofort exponentiell wachsen, sondern eine kurze ,,lag*-
Phase durchlaufen. Dadurch wurde Glucose akkumuliert, und es traten Glucosekonzentratio-

nen von bis zu 250 mg/L auf, die zu einer erheblichen Ethanolproduktion fiihrten.

In Abbildung 4.9 sind exemplarisch die Messwerte der Glucose-FIA zu Beginn eines solchen
Startversuchs dargestellt. Deutlich ist der Anstieg der Glucose-Konzentration direkt nach Be-
ginn der Fedbatch-Phase bei 17,5 h zu erkennen. Bei einer Glucose-Konzentration von 0,178
g/l wurde die Pumpe deaktiviert, bis die Konzentration wieder auf einen Wert von unter
0,010 g/L absank. Zur Kontrolle der FIA wurde dreimal ein Glucosestandard von 0,05 g/L
vermessen, die Werte lagen mit 0,047, 0,050 und 0,049 g/l im Rahmen der Messgenauigkeit
der FIA [Hiill, 2006].
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Abbildung 4.9: Messwerte der Glucose-FIA und Verlauf der NADH-Fluoreszenz in der Anfahrphase des
ersten Startversuches der Fedbatch-Phase der Kultivierung FB2

Um dieses reproduzierbare Phanomen zu eliminieren wurde ein Anfahrprofil entwickelt. Dazu

wurde die angenommene Wachstumsrate i,4.; neu definiert:

0<t<t, — Hogogen (1) = 1L (4.11)
—u,)-(t—1
t<t<t, — fh o (0)= 11, G =) (20) (4.12)
B
1>1, - Hygoden (1) = Mg (4.13)

L4 1st die Wachstumsrate zu Versuchsbeginn, g die angestrebte Wachstumsrate, 74 der Be-

ginn der Steigerung der Wachstumsrate und #3 der geschitzte Endzeitpunkt der Anfahrphase.

Detektiert das Regelsystem zum Zeitpunkt ¢z im Zeitintervall ¢, <t, <t, eine beginnende

Stoffwechselumstellung der Hefezellen, so gilt

1>t - Ertoden @) = Hogogen () (4.14)
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Durch den langsamen Anstieg der Wachstumsrate pnoqen zu Beginn der Fedbatch-Phase
wurde den Hefezellen Zeit gegeben, sich den verdndernden Bedingungen anzupassen. Des
Weiteren beriicksichtigt diese Vorgehensweise etwaige Unterschiede in den Aktivititen der
verwendeten Hefezellen. Die fiir den Hauptteil der Fedbatch-Kultivierung verwendete
Wachstumsrate richtet sich allein nach den im Reaktor befindlichen Zellen und ihren tatsdch-
lichen Eigenschaften. Sind die zum Animpfen verwendeten Zellen durch die Lagerung ge-
schidigt, wird sich die Glucose im Reaktor schneller akkumulieren und somit zu einer friihe-
ren Stoffwechselumstellung fiihren als bei nicht geschéddigten Zellen, was wiederum zu einer
geringeren Wachstumsrate im Zufiitterungsmodell fiihrt. In Vorversuchen wurde die Dauer
der Startphase sowie 4 und up bestimmt. Hier zeigte sich, dass ein zu schneller Anstieg der
Wachstumsrate des Modell zu einer schnellen Akkumulation der Glucose im Reaktor fiihrte.
Eine zu lange Startphase verlangerte die Kultivierung nur unnétig. In Tabelle 4.2 sind die bei

den Kultivierungen FB3 bis FB6 verwendeten Konstanten dargestellt.

Tabelle 4.2: Konstanten der Anfahrphase der Kultivierungen FB3 bis FB6

Konstante Wert
7 0,050 1/h
Uz 0,225 1/h
14 0,2h
1B 2,0h

In Abbildung 4.10 sind die Messwerte der Glucose-FIA der ersten zwei Stunden der Fed-
batch-Phase der Kultivierung FB5 dargestellt. In der Anfangsphase stieg die Glucosekonzen-
tration bis auf einen Wert von 0,085 g/L bei 43,4 h. Zu diesem Zeitpunkt erkannte das Regel-
programm eine Stoffwechseldnderung und beendete die Anfahrphase, so dass folglich ein
Feedprofil zur Reduzierung der Glucosekonzentration gefahren wurde. Bei 44,0 h wurde eine

erneute Stoffwechseldnderung detektiert.
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Abbildung 4.10: Messwerte der Glucose-FIA und Verlauf der NADH-Fluoreszenz in der Anfahrphase des
Fedbatch-Teiles der Kultivierung FB5

4.8.2 Parameter

Wie in Kapitel 4.7 gesehen, kam es im Verlauf der Kultivierung FB2 zu Fehlinterpretationen
der 2D-Fluoreszenzspektren durch das Modell. Es wurde eine Stoffwechselumstellung vor-
hergesagt, obwohl weder in den CO,- und pO,-Werten noch in den Fluoreszenzdaten Hin-
weise darauf zu finden waren. Durch die daraufhin durchgefiihrte Reduzierung der Biomasse
im Modell zur Berechnung der Feedrate kam es zu einer unnétigen Absenkung der Raum-
Zeit-Ausbeute bei der BTM-Produktion. Dieses Problem trat besonders bei geringen Biomas-
sen auf, da die Anderungen der Fluoreszenzintensititen weitaus geringer waren als bei hohen
Biomassen. Um diesen Fehler zu eliminieren, wurden mehrere Anderungen bei der Berech-

nung des MB-Wertes durchgefiihrt.

Zur Verbesserung des Modells wurde zunéchst die zur Kalibration des Modells verwendete
Datenbasis vergroBert. Fiir die ersten Modelle wurden die Spektren von zwei Kultivierungen
verwendet. Durch das Hinzufiigen der Daten zweier weiterer Kultivierungen konnte nur eine
geringe Verbesserung der Vorhersagegiite erzielt werden. Eine erhebliche Verbesserung trat
erst auf als die bei hohen Biomassen durchgefiihrten Stoffwechseldnderungen nicht mehr zur
Kalibration verwendet wurden. Insgesamt wurden die verwendeten Daten von 745 Spektren

mit acht Stoffwechselinderungen auf 1059 Spektren mit zwolf Anderungen erweitert.
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Parallel zur Optimierung des Vorhersagemodells wurden auch Anderungen an den Einstel-
lungen des verwendeten rekursiven Filters untersucht. In der Gleichung (4.2) des rekursiven
Filters wurde der Wert fiir den Parameter 4 von 0,25 auf 0,22 gedndert. Mit den gednderten

Parametern wurden mehrere Kultivierungen durchgefiihrt.

4.9 Kultivierung mit dem optimierten Modell

Fiir die Kultivierung FB3 musste in Folge des optimierten Modells der MB-Grenzwert gedn-
dert werden. Als Grenzwert fiir den Stoffwechseliibergang wurde ein MB-Wert von 0,4 fest-
gelegt.

Die Fedbatch-Phase wurde iiber einen Zeitraum von acht Stunden durchgefiihrt. Innerhalb
dieses Zeitraums wurde viermal die kritische Glucoseaufnahmerate erreicht. Dabei erfolgte je-
weils automatisch ein Regeleingriffe des Systems. In Abbildung 4.11 sind die relevanten Pro-
zessgroflen dargestellt.

Uber den gesamten Verlauf der Fedbatch-Phase hindurch konnte eine Ethanolproduktion er-
folgreich vermieden werden. Alle Ethanolmesswerte der Offlineproben lagen unterhalb der
Messgrenze des Gaschromatographen (ca. 0,025 g/L). Die erste MB-Wert-Uberschreitung
erfolgte bei 22,8 h bei einer Wachstumsrate von 0,210 1/h. Damit wurde die angestrebte
Wachstumsrate von 0,225 1/h fast erreicht.

Zu den Zeitpunkten des Uberschreitens des MB-Grenzwertes sind im Verlauf des CO,-Ge-
haltes im Abgas sowie der NADH-Fluoreszenz deutliche Peaks zu erkennen, wéhrend die
Flavin-Fluoreszenz geringfliging absinkt bzw. fiir den Zeitraum der erhéhten NADH-Fluores-
zenz konstant bleibt. Da hingegen ist der anschlieBende Anstieg um so deutlicher zu erken-
nen. Der Verlauf der Protein-Fluoreszenz lisst sich mit der Biotrockenmasse sehr gut korre-

lieren. Der BTM-Gehalt konnte von 4,9 g/L auf 12,4 g/L. mehr als verdoppelt werden.

Die Reduktion der Biomasse des Modells um 5 % bei einer Stoffwechselumstellung fiihrte zu
einer guten Ubereinstimmung im Vergleich der Biomasse des Modells zur Berechnung der
Feedrate mit den offline gemessenen Werten. Der Startwert des Modells lag mit 5,0 g/L etwas
oberhalb des realen Wertes von 4,9 g/L.. Der vom Modell geschitzte Wert am Ende der Kulti-
vierung betrug 12,0 g/L. Dies ergibt eine Abweichung von rund 2,5 % zu dem offline gemes-
senen Wert von 12,3 g/L. Im Verlauf der Kultivierung wurden insgesamt 47,0 g Glucose zu-
gefiittert und 23,4 g Biotrockenmasse produziert. Daraus ergab sich eine Ausbeute von 0,50 g
BTM / g Glucose. Die Ausbeute bei oxidoreduktivem Stoffwechsel liegt mit 0,15 g BTM / g
Glucose erheblich darunter [ Woehrer und Roehr, 1981].
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Abbildung 4.11: a) Verldufe der CO,-, BTM- und Ethanolkonzentration; b) MB-Wert (Regeleingriffe sind
durch Pfeile markiert) und CO,-Konzentration; ¢c) NADH-, Protein- und Flavin-Fluores-

zenz der Kultivierung FB3
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4.10 Kultivierung mit erhohter Biomasse

Zur Untersuchung des Verhaltens des Regelmodells bei hoheren Biomassen wurde eine Kul-
tivierungen mit einer Startbiomasse von 23,7 g/L durchgefiihrt. Die Glucosekonzentration der

Feedlosung wurde auf 100 g/L verdoppelt.

Bei dem verwendeten Reaktor tritt bei der Verwendung von Pressluft zur Begasung bei BTM-
Werten von mehr als ca. 15 g/L eine Sauerstofflimitierung in der Kulturbriihe auf, der pO,
sinkt auf unter 10 %. Um dies zu verhindern, wurde der Pressluft Sauerstoff beigemischt, um
den pO, auf einen Wert von mehr als 30 % zu halten. Die Begasungsrate wurde konstant
gehalten. Die Regelparameter wurden von der Kultivierung FB3 iibernommen.

Die Fedbatch-Phase der Kultivierung FB4 wurde iiber einen Zeitraum von 7 h durchgefiihrt.
Uber den gesamten Kultivierungsverlauf betrug der Geldstsauerstoffgehalt mehr als 60 %, so
dass eine Ethanolproduktion aufgrund anaerober Bedingungen ausgeschlossen werden konnte.

Die Verlaufe der wichtigsten Kultivierungsparameter sind in Abbildung 4.12 dargestellt.

Der MB-Grenzwert wurde insgesamt sieben mal iiberschritten und eine beginnende Ethanol-
produktion vorhergesagt. Dabei wurden innerhalb kurzer Zeit mehrfache Grenzwertiiber-
schreitungen detektiert. Zundchst wurde die Anfahrphase bei 43,1 h beendet, der MB-Wert
steigt auf bis zu 2,1 und die Glucosekonzentration im Reaktor auf bis zu 0,073 g/L an. Der
MB-Wert sank jedoch anschlieBend nur bei einem 2D-Spektrum wieder unter die Schwelle
von 0,4 und stieg anschlieBend wieder auf 0,7 an. Dadurch wurde schon 0,25 h spiter die
nichste Ethanolproduktion erkannt. Die Glucosekonzentration zeigte einen analogen Verlauf.
Sie sank aufgrund der reduzierten Pumprate kurzfristig auf 0,057 g/L ab, stieg jedoch unmit-
telbar danach wieder auf 0,072 g/L an. In den 2D-Fluoreszenzspekren war nur ein Anstieg im
Verlauf der NADH-Fluoreszenz um ca. 300 RFI bei 43,1 h zu erkennen, wodurch eindeutig
eine Stoffwechselumstellung erkannt wurde. Wie die Offlineanalyse zeigte, wurde eine ge-
ringe Menge Ethanol produziert, die bis zur ndchsten Offlineprobe wieder verstoffwechselt
wurde. Durch die doppelte Reduzierung der Pumprate wird die Stoffwechselkapazitét der He-
fezellen kurzfristig nicht voll ausgelastet.

Ca. 60 min spiter, bei 44,0 h, erreichte die Glucosekonzentration wieder den Wert von
0,073 g/L, bei der zum ersten Mal eine Stoffwechseldnderung detektiert wurde. Im 2D-Fluo-

reszenzspektrum ist jedoch kein Hinweis auf eine erneute Anderung zu erkennen.
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BTM; ¢) NADH-, Protein- und Flavin-Fluoreszenz und CQO,-Konzentration der Kultivie-
rung FB4
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Bei 46,0 h und 46,2 h werden erneut Stoffwechselumstellungen innerhalb kurzer Zeit vom
System erkannt. Zu beiden Zeitpunkten war dies ebenfalls im Verlauf der NADH-Fluores-
zenz, des CO,-Gehaltes und der Glucose zu erkennen.

Gegen Ende der Kultivierung tliberschritt der MB-Wert zwischen 47,0 h und 47,7 h drei Mal
den Schwellenwert. Hierbei féllt sofort auf, dass der Anstieg der NADH-Fluoreszenz weitaus
geringer war als bei den vorangegangenen Stoffwechseldnderungen. Die Reduzierungen der
Pumpraten hatten keinen Einfluss auf die Fluoreszenz, jedoch sank der MB-Wert wieder auf
einen Wert von -0,7 ab, und lag damit unterhalb des definierten Schwellenwertes von 0,4. Die
Offlineproben zeigen nur eine minimale Ethanolproduktion.

Im Verlauf der Kultivierung wurden 92,4 g Glucose zugefiittert und 39,7 g Biomasse produ-
ziert. Dies ergab eine Ausbeute von 0,43 g BTM je g Glucose. Damit lag sie unter den Werten
der Kultivierungen FB2 und FB3, jedoch noch oberhalb den Werten fiir einen anaeroben
Stoffwechsel (siche Kapitel 2.3.1). Der Grund hierfiir lag in der erheblich hoheren Biomasse.
Sie fiihrte zu einem erhohten Stress der Zellen und einem erh6éhten Erhaltungsstoffwechsel.
Wie diese Kultivierung zeigt, konnte die Regelung auch bei hoheren Biomassen mit einer aus-
reichenden Sauerstoffversorgung erfolgreich angewendet werden. Allerdings war eine einma-
lige Reduzierung der Biomasse des Modells um 5 % nicht ausreichend, um eine Ethanolpro-
duktion zu verhindern. Dies wurde vom Regelsystem durch eine mehrfache Reduzierung in-

nerhalb kurzer Zeit kompensiert.

4.11 Kultivierung mit Sauerstofflimitierung

Bei der Kultivierung FBS5 sollte abschlieBend das Verhalten des Regelmodells bei einer Limi-
tierung des GelOstsauerstoffgehaltes in der Kulturbrithe untersucht werden. Die Parameter

wurden von der Kultivierung FB4 iibernommen.

Die Fedbatch-Phase der Kultivierung FB5 wurde iiber 10 Stunden durchgefiihrt. Wéhrend des
Prozesses wurde die Pumprate acht mal automatisch reduziert. Wahrend der ersten zwei Re-
duzierungen wurde die kritische Glucoseaufnahmerate iiberschritten. Die beginnende Stoff-
wechselumstellung ist sowohl im Verlauf des CO,-Gehaltes im Abgas und in der NADH-Flu-
oreszenz zu erkennen (siche Abbildung 4.13). Dabei wurden die fiir die Anfangsphase
erwarteten Glucosekonzentration von bis zu 0,085 g/L erreicht. AnschlieBend sank die Kon-

zentration bis 46,6 h auf 0,045 g/L ab und stieg bis 50,7 h auf einen Wert von 0,071 g/L an.
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Abbildung 4.13: a) Verlidufe der BTM, des Gelostsauerstoffgehalts, der CO,- und Ethanolkonzentration;
b) MB-Wert (Regeleingriffe sind durch Pfeile markiert) und NADH-Fluoreszenz;

¢) NADH-, Protein- und Flavinfluoreszenz wihrend der Kultivierung FB5
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Bedingt durch den hohen Sauerstoffbedarf wurde nach 50,5 h die Begasung auf reinen Sauer-
stoff umgestellt. Trotzdem erreicht der pO; nach 51 h einen Wert von 0 %. Erwartungsgemif
kam es zu einer Umstellung des Stoffwechsel. Die NADH-Fluoreszenz stieg innerhalb kurzer
Zeit von 1600 Einheiten um mehr als 50 % auf tiber 2500 Einheiten an. Der MB-Wert stieg
dabei auf bis zu 3,0 an. Infolge der Schwellenwertiiberschreitung erfolgten innerhalb von
einer Stunde fiinf Eingriffe in die Pumprate. Da die Regelung in Zeitraum von 0,2 h nach
einer Uberschreitung des MB-Schwellenwertes ausgesetzt wurde, war dies die groBtmogliche
Reduktionsrate. Die Glucosekonzentration sank dabei von 0,075 g/L auf 0,058 g/L ab. Die
Biomasse des zur Berechnung verwendeten Modells sank dabei von 33,8 g/L um 16 % auf
28,6 g/L. Nach 51,5 h setzte eine merkliche Ethanolproduktion ein. Im 2D-Fluoreszenzspek-
trum ist dies durch den hohen Wert der NADH-Fluoreszenz zu erkennen. Die Ausbeute lag
mit Yy = 0,40 g BTM / g Glucose aufgrund der Ethanolproduktion unterhalb des Wertes der
Kultivierung FB4.

Das Regelsystem war nicht in der Lage, die durch die limitierte Sauerstoffversorgung verur-
sachte Ethanolproduktion zu verhindern. Eine Reduktion der Biotrockenmasse um 5 % war
nicht ausreichend. Um das System auch fiir eine Sauerstoffmangelversorgung verwendbar zu
machen, ist eine Fallunterscheidung zwischen der Ethanolproduktion durch erhéhte Glucose-
aufnahmeraten und einer Ethanolproduktion durch eine limitierte Sauerstoffversorgung not-
wendig. Bei einer Betrachtung der Anderungen im 2D-Fluoreszenzspektrum der beiden Fille
ist ein deutlicher Unterschied ersichtlich. In Abbildung 4.14 sind die auf 1 normierten
Differenzspektren dargestellt.

RFI-Anderung
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Abbildung 4.14: Auf einen Maximalwert von 1 normierte 2D-Fluoreszenzdifferenzspektren bei beginnen-
der Ethanolproduktion, At = 6 min. Links: Bedingt durch eine limitierte Sauerstoffver-
sorgung. Rechts: Bedingt durch eine hohe Glucoseaufnahmerate.
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Liegt die Ursache der Ethanolproduktion in einer zu hohen Glucoseaufnahmerate, so sinkt die
Fluoreszenz im Bereich des FMN (Ex. 450 nm / Em. 530 nm) die Fluoreszenz um 0,35 ab, im
Bereich des Tryptophan (Ex. 290 nm / Em. 350 nm) um 0,1. Bei einer limitierten Sauerstoft-

versorgung steigt die Fluoreszenz jedoch in beiden Bereichen minimal an.

4.12 Zusammenfassung

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Regelung der Glucosezufuhr bei Fedbatch-Kultivierungen
von S. cerevisiae mittels 2D-Fluoreszenzspektrokopie moglich ist. Die geregelte Zufiitterung
dieser Regelstrategie orientiert sich direkt am aktuellen biologischen Zellzustand. Eine anné-

hernd optimale Glucosezufiitterung konnte realisiert werden.

Durch Uberschreitung einer kritischen Glucosekonzentration erfolgt bei Hefezellen eine
Stoffwechselumstellung (Crabtree-Effekt). Dabei wird der Zellmetabolismus von oxidativ auf
oxidoreduktiv umgestellt. Das Gleichgewicht der Elektroneniibertriger in den Zellen ver-
schiebt sich dann zu den reduzierten Coenzymen NAD(P)H, FMN(H;) und FAD(H;). In den
2D-Fluoreszenzspektren flihrt dies zum signifikanten RFI-Anstieg in den NAD(P)H-abhéngi-

gen sowie zu Abnahmen in den pyridoxin- und flavinabhidngigen Fluoreszenzbereichen.

In Vorversuchen, bei denen definierte Glucoseprofile gefahren wurden, konnte mit Hilfe der
registrierten 2D-Fluoreszenzspektren ein PLS-Modell erstellt werden, das die Berechnung
eines metabolischen Faktors erlaubt. Dieser Faktor gibt Auskunft iiber den metabolischen
Zellzustand einer S.-cerevisiae-Kultur. Durch die Verwendung der geglitteten Steigung des
metabolischen Faktors konnte das Modell auf andere Kultivierungen iibertragen werden.
Durch eine Optimierung der Parameter und der Regelstrategie konnte die Vorhersagegiite des
Modells erheblich gesteigert und die Anzahl der Fehlinterpretationen von 2D-Fluoreszenz-
spektren reduziert werden. Ausbeuten von 0,50 bis 0,53 g BTM je g Glucose zeigen, dass die
Kultivierungen bei einem oxidativen Stoffwechsel verliefen und die Ethanolproduktion ver-
mieden werden konnte.

In den Versuchen zeigte sich, dass die Glucosekonzentration in der Kulturbriihe, bei der die
Stoffwechselumstellungen detektiert wurden, von Kultivierung zu Kultivierung variierten.
Wihrend bei der Kultivierung FB2 die Umstellung bei Konzentrationen von 0,046 bis
0,058 g/L eintraten, wurden bei den Kultivierungen FB4 und FB5 Werte von 0,068 bis
0,086 g/L gemessen. Insgesamt konnte beobachtet werden, dass bei hoheren Startbiomassen

die Stoffwechselumstellungen bei hoheren Glucosekonzentrationen detektiert wurde.
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Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass das Regelsystem auch bei hoheren Biomassen an-
wendbar ist. Wenn auch die Ausbeute geringfiigig kleiner ist, so kann doch eine Akkumula-
tion von Ethanol verhindert werden. Voraussetzung hierfiir ist eine ausreichende Sauerstoff-
versorgung der Hefezellen. Tritt eine Stoffwechselumstellung aufgrund von Sauerstoffmangel
ein, so gerdt das Regelsystem an seine Grenzen und eine Ethanolproduktion kann nicht ver-

hindert werden. Hier besteht noch weiterer Optimierungsbedarf.
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5 Fedbatch-Kultivierungen von Echerichia coli BL21(DE3)

Wie in Kapitel 4 dargestellt wurde, stellt die 2D-Fluoreszenzspektroskopie eine ausgezeich-
nete Methode zur Regelung von Fedbatch-Kultivierungen von Saccharomyces cerevisiae dar.
Die Produktion des unerwiinschten Nebenproduktes Ethanol konnte bei einer ausreichenden
Sauerstoffversorgung unterdriickt werden. Durch eine Reihe von Experimenten wurde unter-
sucht, ob ein Transfer der fluoreszenzbasierten Regelstrategie auf Kultivierungen von E. coli
mdglich ist. Ziel war eine maximale Wachstumsgeschwindigkeit # der Zellen in Verbindung
mit einem optimalen Ausbeutekoeffizienten Yys. Dazu wurden glucoselimitierte Fedbatch-
Kultivierungen mit einer Glucoseaufnahmerate knapp unterhalb des kritischen Grenzwertes
durchgefiihrt. Durch das Setzen von Glucosepulsen wurde eine Stoffwechseldnderung er-
zwungen und die Acetatproduktion induziert. Dazu wurden in Zusammenarbeit mit K. Han-

telmann eine Anzahl an Fedbatch-Kultivierungen durchgefiihrt.

5.1 Durchfiihrung der Kultivierungen

Es wurden zwei Fedbatch-Kultivierungen mit E. coli BL21(DE3) durchgefiihrt. Bei der Kul-
tivierung EC1 wurde ein exponentielles Feedprofil gefahren, bei der Kultivierung EC2 wurde

eine konstante Feedrate eingestellt.

Um eine Fedbatch-Kultivierung nahe der kritischen Aufnahmerate durchfiithren zu kénnen,
mussten zundchst die maximale Wachstumsrate g bei optimaler Néhrstoffversorgung sowie
der Ausbeutekoeffiziente Yy bestimmt werden. Bei zu geringen Parametern wird die respi-
ratorische Kapazitit der Zellen nicht ausgeschdpft, und es findet trotz der Glucosepulse keine
Acetatproduktion statt. In Vorversuchen zeigte sich, dass die Werte fiir diese Parameter ge-
geniiber den an der TU Hamburg-Harburg durchgefiihrten Kultivierungen heraufgesetzt wer-

den mussten.

Die Medienzusammensetzung fiir Vorkultur, Hauptkultur und Feedldsung sind im Anhang im
Kapitel 11.4 zusammengefasst. Die Begasung erfolgte mit einem Sauerstoff-Pressluft-Ge-
misch mit einem konstanten Volumenstrom. Durch die Variation des Sauerstoffanteils im
Gasgemisch wurde ein pO,-Wert im Reaktor von mindestens 40 % eingestellt. Die Regelung
des pH-Werts erfolgte mit 25-%-iger Ammoniakldsung und 10-%-iger Schwefelsdure. Zum
Erreichen einer ausreichend hohen Startbiomasse wurde eine Batch-Kultivierung vorgeschal-

tet.
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Tabelle 5.1: Parameter der E.-coli-Kultivierungen EC1 und EC2
Kultivierung EC1 EC2
Glucose in der Batch [g/L] 11 30
Startbiomasse in der Fedbatch [g/L] 4.4 11,6
Reaktorstartvolumen [L] 1,5
pH-Wert 7,0
Riihrerdrehzahl [rpm] 1000
Temperatur [°C] 28
Begasung Pressluft-Sauerstoffgemisch
Volumenstrom der Begasung [L/h] 60
Glucosekonzentration im Feed [g/L] 636
Feedrate [L/h] s. Gl. (4.15) 0,023
Bioview-Messintervall [s] 73

5.2 Fedbatch-Kultivierung EC1

Die Berechnung der Feedrate wihrend der Fedbatch-Phase dieser Kultivierung erfolgte ge-

mif der Gleichung (4.15).

V
Feed ~— Y S luSet 'x0 e
Xx/5 "0

st (4.15)

J ist das Reaktorvolumen, Yy der Ausbeutekoeffizient an Biotrockenmasse bezogen auf die
Glucose, Sy ist die Substratkonzentration in der Feedlosung, us.; die angestrebte Wachstums-

rate, xy die Biotrockenmasse zu Beginn der Fedbatch-Phase und ¢ die Zeit.

Die verwendeten Parameterwerte sind in Tabelle 5.2 dargestellt. Die Steuerung der Feed-
pumpe erfolgte durch ein Programm in Visual Basic [Ernst, 2006] auf einem Prozessleitrech-
ner (PC-Spezialist, Pentium I 90 MHz CPU, 64 MB RAM, Betriebssystem Windows 98SE,
Microsoft, Redmont, USA).

Tabelle 5.2: Parameterwerte des Modells zur Berechnung der Feedrate der Kultivierung EC1
Parameter Wert
VL] 1,5
Yys [g/g] 0,43
So [g/L] 636
Lise [1/h] 0,225
xo [g/L] 4.4
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Die Fedbatch-Phase wurde iiber 10 Stunden durchgefiihrt. Zu vier Zeitpunkten wurden Glu-
cosepulse direkt in den Reaktor injiziert (1 g Glucose bei 22,5 h, 1,5 g Glucose bei 24,5 h,
26,8 h und 28,5 h, in Abbildung 5.1 durch graue Linien dargestellt). Dazu wurde eine sterile
Glucosestammlosung mit 636 g/L Glucose verwendet. Dadurch wurden Konzentrationen von
ca. 0,7 bis 1,0 g/L in der Kulturbriihe eingestellt. Um eine ausreichende Sauerstoffversorgung
der Zellen zu gewihrleisten musste der Sauerstoffanteil in der Zuluft mehrmals erhdht wer-

den. In Abbildung 5.1 sind die Zeitpunkte durch Pfeile markiert.
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Abbildung 5.1: Verlidufe der CO,-Konzentration, pO,-Wert, Biotrockenmasse, Glucose- und Acetatkon-
zentration der Kultivierung EC1 sowie die durch Pfeile markierten Zeitpunkte der Erho-

hung des Sauerstoffanteils in der Zuluft

Jeder Puls hatte unmittelbar ein Ansteigen der CO,-Konzentration und ein Absinken des pO,-
Gehaltes zur Folge, Zeichen fiir eine gesteigerte Stoffwechselaktivitit. Die ersten beiden
Pulse fiihrten zu einer geringen Acetatproduktion. Die zusétzliche Glucose wurde schnell ver-
braucht, ein Nachweis in den Offlineproben war nicht moglich. Ab dem dritten Glucosepuls
stieg die Glucosekonzentration merklich an. Das produzierte Acetat wurde ab diesem Zeit-
punkt nicht mehr verstoffwechselt.

Ab 27 h zeigten die Biotrockenmasse und die optische Dichte ein vermindertes Wachstum an.
Die erreichte optische Dichte von 80 nach 29,5 h liegt im Bereich des maximal moglichen

Wert von 80 bis 100 [Ernst, 2006].
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Abbildung 5.2: Verliufe der relativen Fluoreszenzintensititen von NADH, Proteinen und Flavinen sowie

die CO,-Konzentration der Kultivierung EC1

In Abbildung 5.2 ist der Verlauf der relativen Fluoreszenzintensititen iiber den gesamten
Kultivierungsverlauf dargestellt. Die Glucosepulse hatten keinen Einfluss auf die RFI der
Flavine, lediglich im Bereich des NADH und der Proteine ist eine geringe Abnahme der In-
tensitédt zu erkennen. In Abbildung 5.3 sind die RFI-Verldufe wéhrend des zweiten und dritten

Glucosepulses vergrofert dargestellt.

Bei beiden Pulsen nahm die RFI der Proteine zunéchst langsam ab. Sie stieg wieder an, so-
bald der Peak in der CO,-Konzentration vorbei war. Der NADH-Verlauf zeigte indifferentes
Verhalten. Beim zweiten Glucosepeak war keine Anderung im RFI-Verlauf zu erkennen.
Wihrend des dritten Glucosepeaks sank die Intensitit langsam ab, um am Ende des CO,-

Peaks innerhalb von drei Minuten wieder den Ausgangswert zu erreichen.

Abschlielend lésst sich festhalten, dass bei der Stoffwechseldnderung von rein oxidativen zu
oxidoreduktivem Stoffwechsel bei E. coli keine signifikante Anderungen im 2D-Fluoreszenz-
spektrum auftritt, wie dies bei S. cerevisiae der Fall ist. Es treten nur geringe Abnahmen im

Bereich der NADH-Fluoreszenz und etwas groBere im Bereich der Protein-Fluoreszenz auf,
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die jedoch nur langsam eintreten und durch das starke Messrauschen des Bioview haufig erst

bei einer nachtriglichen Betrachtung der Messwerte erkennbar sind.
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Abbildung 5.3: Verliufe der relativen Fluoreszenzintensititen von NADH, Proteinen und Flavinen sowie

die CO,-Konzentration wihrend a) des zweiten und b) dritten Glucosepulses der Kulti-

vierung EC1

Mit 459 Spektren der Kultivierung wurde eine Hauptkomponentenanalyse durchgefiihrt. Mit

den beiden ersten Hauptkomponenten konnten 99,4 % der gesamten Varianz der Daten be-

schrieben werden. Dabei entfielen 98,0 % auf die erste und 1,4 % auf die zweite Hauptkom-

ponente. In Abbildung 5.4 ist der Scoreplot der ersten beiden Hauptkomponenten dargestellt.
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Abbildung 5.4: Plot des ersten gegen den zweiten Score der Hauptkomponentenanalyse von 532 Spek-
tren der Kultivierung EC1. tgegnn und tgng. kennzeichnen den Beginn bzw. das Ende des
Fedbatch-Teils der Kultivierung, t,, ist der Beginn und tg, das Ende des n-ten Glucose-

peaks.

Die Score-Werte zeigen einen kontinuierlichen Verlauf. Die Stoffwechselumstellungen, so-
wohl von oxidativ zu oxidoreduktiv als auch von oxidoreduktiv zu oxidativ, sind nur undeut-
lich als Anderung des Verlaufs der Werte im Plot zu erkennen. Die Anderungen von einem
Spektrum zum néchsten sind jedoch minimal und werden erst nach einer zeitlichen Verzoge-
rung ersichtlich. Im Verlauf der Kultivierung wurden die Anderungen mit zunehmender Bio-
masse stirker. Im Vergleich mit der Hauptkomponentenanalyse der S.-cerevisiae-Kultivie-
rung FB1 (siche Abbildung 4.3) konnten die Spektren nicht in stoffwechselabhingige Gebiete
im Plot eingeteilt werden.

Durch die Pulse wurde eine Glucosekonzentration von rund 1 g/L in der Kulturbriihe einge-
stellt. Dies entspricht der mehr als 10 bis 30fachen Konzentration wéihrend der glucoselimi-
tierten Phasen des Versuchs (siehe Abbildung 5.1). Bei dieser drastischen Anderung sollte die
Anderung der RFI in den Fluoreszenzspektren gegeniiber einer nur geringfiigigen Uber-
schreitung des kritischen Wertes besonders deutlich erkennbar sein. Diese sind jedoch nur ge-
ring und erst mit einer groBen zeitlichen Verzogerung zu erkennen. Es ist zu erwarten, dass
bei einer nur geringfiigigen Uberschreitung der kritischen Glucosekonzentration die RFI-An-
derungen noch geringer ausfallen und somit eine Detektion der Stoffwechselumstellung sehr

schwierig sein wird.
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Die Anderungen der Score-Werte basierten iiberwiegend auf Anderungen im Flavin-Bereich
der 2D-Fluoreszenzspektren, die auch den grofiten Einfluss auf die erste Hauptkomponente
zeigen (siehe Abbildung 5.5). Die NADH- und Protein-Fluoreszenz lieferte ebenfalls dern

grofiten Beitrag fiir die zweite Hauptkomponente.
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Abbildung 5.5: Loadings der ersten beiden Hauptkomponenten, berechnet aus 459 Spektren der
Kultivierung EC1

Aufgrund der geringen Anderungen in den Hauptkomponenten erscheint eine eindeutige
Identifizierung der Stoffwechselumstellung schwer moglich zu sein. Mit Hilfe eines geeigne-
ten Modells soll jedoch versucht werden, diese vorherzusagen. Mit den bei der Hauptkompo-
nentenanalyse verwendeten 459 Spektren wurde ein PLS-Modell zur Berechnung eines Ace-
tatproduktions-Wertes erstellt, analog zum Ethanolproduktions-Wert der S.-cerevisiae-Kulti-
vierungen. Bei einer Acetatproduktion der Zellen nimmt dieser den Wert 1 an, wenn kein
Acetat produziert wird ist der Wert 0. In Abbildung 5.6 sind die berechneten AP-Werte darge-
stellt. Hier ist lediglich bei der Stoffwechselumstellung bei 24,5 h eine signifikante Anderung
zu erkennen.

Zur Verifizierung dieses Ergebnisses wurden weitere Kultivierungen mit einem exponentiel-

len Fiitterungsprofil durchgefiihrt. Die Vorhersage der Stoffwechseldnderungen in diesen
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Kultivierungen fiihren zu dem gleichen Ergebnis. Fiir diese Kultivierungen lie3 sich kein
Grenzwert zur Identifizierung des Beginns der Acetatproduktion festlegen. Eine verbindliche
Aussage, ob rein oxidativer oder oxidoreduktiver Stoffwechselzustand der E.-coli-Zellen vor-

lag war online nicht moglich.
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Abbildung 5.6: Verliufe der CO,-Konzentration, des fiir die Kalibration des PLS-Modells verwendeten
AP-Wertes sowie der vorhergesagte AP-Wert der Kultivierung EC1

5.3 Fedbatch-Kultivierung EC2

Bei der Fedbatch-Kultivierung EC2 wurde anstelle eines exponentiellen Fiitterungsprofils
eine konstante Flitterungsrate eingestellt. Im Verhiltnis zur Kultivierung EC1 wurde die
Batch-Phase mit erheblich mehr Glucose durchgefiihrt, um eine groBBere Startbiomasse zu er-
halten. Im Anschluss an die einstiindige Hungerphase nach der Batch-Phase wurde eine kon-
stante Feedrate von 0,023 1/h eingestellt. Im Verlauf der Kultivierungen wurden vier Glucose-
pulse in den Reaktor injiziert. Zunédchst zweimal je 1 g Glucose bei 25,8 h und 27,3 h, 2 g bei
28,2 hund 1,5 g bei 29,4 h. Der Verlauf der Kultivierung ist in Abbildung 5.7 dargestellt.
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Abbildung 5.7: Verliufe der CO,-Konzentration, pO,-Wert, Biotrockenmasse, Glucose- und Acetatkon-
zentration der Kultivierung EC2 sowie die durch Pfeile markierten Zeitpunkte der Er-

hohung des Sauerstoffanteils in der Zuluft

Zu Beginn der Fedbatch-Phase stieg die Acetatkonzentration stark an. Dies ldsst auf einen
oxidoreduktiven Stoffwechsel schlieBen. Der Grund hierfiir war die erheblich héhere Gluco-
sezufuhr. Sie lag bei Fiitterungsbeginn mit 1,55 g Glucose je g BTM und Stunde erheblich
hoher als bei der Kultivierung EC1. Dort lag sie bei 0,45 g Glucose je g BTM und Stunde.
Fiir einen iiber weite Strecken oxidoreduktiven Stoffwechsel spricht auch die geringe Aus-
beute von 0,30 g BTM je g Glucose (durch die Zufuhr von 109 g Glucose wurden insgesamt
32,8 g BTM produziert). Nach dem zweiten Glucosepeak ist kein weiterer Anstieg der Ace-
tatkonzentration zu beobachten. Erst durch den dritten Puls wird eine erneute Acetatproduk-
tion induziert, wihrend der vierte zu keinem erkennbaren Anstieg der Acetatkonzentration
fiihrt. Es ist anzunehmen, das das produzierte Acetat bis zur Probenahme der Offlineprobe
bereits wieder von den Zellen verstoffwechselt wurde.

In den 2D-Fluoreszenzspektren waren im Bereich der Flavin- und Protein-Fluoreszenz keine
Hinweise auf die Glucosepeaks zu erkennen (siehe Abbildung 5.8). Lediglich bei der NADH-
Fluoreszenz war ein geringer Abfall bei der Umstellung vom oxidoreduktiven zum oxidativen

Stoffwechsel zu erkennen.
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Abbildung 5.8: Verldufe der relativen Fluoreszenzintensititen von NADH, Proteinen und Flavinen sowie

die CO,-Konzentration der Kultivierung EC1

Mit 324 Spektren der Kultivierung wurde eine Hauptkomponentenanalyse durchgefiihrt. Auf
dem in Abbildung 5.9 dargestellten Scoreplot sind fiir die ersten drei Glucosepeaks keinerlei
Anzeichen zu erkennen. Durch die zusitzliche Glucose wurde keine Anderung des Stoff-
wechsels bewirkt, die Auswirkungen auf das System waren minimal. Erst der vierte Glucose-
peak bei 29,4 h ist als Anderung des Verlaufs der Werte im Plot zu erkennen. Durch die im
Verlauf der Kultivierung gestiegene Biomasse sank die Glucoseaufnahmerate der Zellen ab,
so dass erst bei der Unterschreitung der kritischen Aufnahmerate eine Stoffwechseldnderung

eintrat.

Im Vergleich mit der Kultivierung EC 1 zeigt der Scoreplot einen anderen Verlauf. Dies ist
auf die stark unterschiedliche Prozessfiihrung zuriickzufiihren. Wéhrend bei EC1 durch das
exponentielle Fiitterungsprofil ein rein oxidativer Stoffwechsel vorliegt, der sich durch die
Glucosepulse zeitweilig zu oxidoreduktiven Stoffwechsel dndert, liegt bei EC2 bereits zu Be-
ginn der Fedbatch-Phase ein reduktiver Stoffwechsel vor. Erst mit zunehmender Biomasse

stellt sich oxidativer Stoffwechsel ein.
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Abbildung 5.9: Plot des ersten gegen den zweiten Score der Hauptkomponentenanalyse von 324 Spek-
tren der Kultivierung EC2. tgeginn und tgng. kennzeichnen den Beginn bzw. das Ende des
Fedbatch-Teils der Kultivierung, t, 4 ist der Beginn und tg 4 das Ende des vierten Gluco-

sepeaks.

5.4 Zusammenfassung

Bei Fedbatch-Kultivierungen von E. coli BL21(DE3) konnte durch das Setzen von Glucose-
pulsen bei aeroben Bedingungen die Acetatproduktion gezielt eingeleitet werden. In den
Spektren machte sich dies durch ein geringes Absinken der RFI im Bereich der Proteine und
des NADH bemerkbar. Die Anderungen traten jedoch nicht sofort bei der Stoffwechselinde-
rung ein, sondern erst mit einer zeitlichen Verzogerung. Des weiteren trat die RFI-Abnahme
iber einen ldngeren Zeitraum zu tage. Das erhebliche Messrauschen des Bioview erschwerte
die Identifizierung erheblich.

Die Durchfiihrung einer Hauptkomponentenanalyse bei der Kultivierung EC1 zeigte, dass
99,4 % der gesamten Varianz durch die ersten beiden Hauptkomponenten beschrieben wur-
den. Im Scoreplot waren alle Stoffwechselumstellungen deutlich zu erkennen. Eine Untertei-
lung der Spektren nach dem herrschenden Stoffwechselzustand war jedoch nicht moglich. Der
Versuch zur Vorhersage eines zum EP-Wert der S. cerevisiae analogen AP-Wertes lieferte

keine befriedigenden Ergebnisse, es konnte kein Grenzwert festgelegt werden. Eine Vorher-
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sage des Stoffwechselzustandes bzw. eine Umstellung vom oxidativen zum oxidoreduktiven
Stoffwechsel ist nicht moglich.

Da sich die Stoffwechseldnderungen nicht vorhersagen lassen ist die Entwicklung einer Re-
gelstrategie zum rein oxidativen Wachstum von E. coli BL21(DE3) auf der Basis von 2D-

Fluoreszenzmessungen nur schwer moglich.
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6 Vorhersage von Prozessgrofien

In diesem Kapitel wird eine Vorhersage von Prozessgro3en aus den 2D-Fluoreszenzspektren
vorgestellt, die mit Hilfe geeigneter chemometrischer Modelle erzielt wurden. Dazu erfolgte
zundchst mit Hilfe mehrerer Kultivierungen eine Kalibration des Modells, um bei anderen
Kultivierung online eine Bestimmung dieser ProzessgroBen durchfiihren zu konnen. Die Er-
gebnisse der Vorhersagen werden am Beispiel einer S.-cerevisiae- und einer E.-coli-Kultivie-

rung dargestellt.

6.1 Vorhersagen bei S.-cerevisiae-Kultivierungen

Zur Vorhersage der Biotrockenmasse und der optischen Dichte wurden PLS1-Modelle er-
stellt. Zur Kalibration wurden die Fedbatch-Phasen der Kultivierungen FB1, FB2 und FB6
verwendet. Um die Menge der zur Verfligung stehenden Daten zu vergroBern, wurden die
BTM und OD fiir die Spektren, zu denen keine Offlinedaten verfiigbar waren, durch einen
Polynomen interpoliert. Dadurch standen 1339 Spektren mit Offlinewerten zur Verfiigung.
Die Validierung des Modells erfolgte durch eine zufillige Kreuzvalidierung. In Abbildung 6.1
ist der absolute und relative RMSEC des Modells dargestellt.
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Abbildung 6.1: Absoluter und relativer RMSEC der Vorhersage von BTM und OD des Modells aus den
Kultivierungen FB1, FB2 und FB6 in Abhingigkeit von der Anzahl der verwendeten
PCs.
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Die Vorhersage der Biotrockenmasse erreichte bereits bei der Verwendung von lediglich zwei
PCs einen relativen RMSEC von 2,38 %. Die beste Vorhersage wurde mit drei PCs erzielt,
der Fehler lag mit 2,35 % geringfiigig niedriger. Mit einer steigenden Anzahl an PCs wurde
der Fehler der Vorhersage wieder groBer. Die Vorhersage der optischen Dichte war mit einem

erheblich groferen Fehler behaftet. Er lag bei 10,8 % unter Verwendung von 7 PCs.

In Abbildung 6.2 sind die Offlinewerte der Kultivierung FB3 sowie die Vorhersagen unter
Verwendung von 3 PCs fiir die BTM-Werte und 7 PCs fiir die OD-Werte dargestellt. Fiir die
Biotrockenmasse ist eine sehr gute Ubereinstimmung festzustellen. Der Fehler der Vorhersage
betrigt 2,6 %. Die Offlinewerte der optischen Dichte wurden durch die Vorhersage nur unzu-
reichend beschrieben. Der Anstieg der OD wird zu niedrig vorhergesagt. Mit 6,7 % ist der

Fehler der Vorhersage wesentlich gro3er als bei der Biotrockenmasse.
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Abbildung 6.2: Offline- und vorhergesagte Werte der Kultivierung FB3. Fiir die Biotrockenmassevor-

hersage wurden 3 PCs, fiir die Vorhersage der optischen Dichte 7 PCs verwendet.

6.2 Vorhersagen bei E.-coli-Kultivierungen

Wie auch bei den Hefekultivierungen in Kapitel 6.1 sollte fiir die Fedbatch-Phase der E.-coli-
Kultivierung EC1 die Biotrockenmasse und die optische Dichte mit PLS1-Modellen vorher-
gesagt werden. Zur Kalibration der Modelle wurden die Kultivierungen EC3 und EC4 ver-
wendet, die analog zur Kultivierung EC1 durchgefiihrt wurden (siehe Kapitel 5.1). Fehlende
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Offlinewerte wurden durch Polynome interpoliert. Insgesamt standen 1479 Datensétze zur
Verfiigung. Die Validierung des Modells erfolgte durch eine zufillige Kreuzvalidierung. In
Abbildung 6.1 ist der absolute und der relative RMSEC der Vorhersage dargestellt.
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Abbildung 6.3: Absoluter und relativer RMSEC der Vorhersage von Biotrockenmasse und optischer
Dichte des Modells aus den Kultivierungen EC3 und EC4 in Abhéingigkeit von der An-

zahl der verwendeten PCs.

Die Vorhersagen fiir beide Prozessgroflen zeigte fiir den relativen RMSEP einen fast identi-
schen Verlauf. Der Grund hierfiir liegt im annihernd linearen Zusammenhang zwischen den
beiden ProzessgroBen. Die Offlinewerte der optischen Dichte lassen sich mit einem akzep-
tablen Fehler durch Multiplikation mit dem Faktor 2,2 aus der Biotrockenmasse berechnen.
Bei den Hefekultivierungen in Kapitel 6.1 war eine solch einfache Berechnung der optischen
Dichte nicht moglich, da der Zusammenhang zwischen beiden Grolen komplexer war.

Mit zunehmender Anzahl an PCs nimmt der RMSEC ab, erreicht bei 8 PCs ein Minimum und
steigt anschlieBend wieder an. Der RMSEC betrug bei der Verwendung von 8 PCs 2,8 % bei
der Biotrockenmasse und 3,0 % bei der optischen Dichte. In Abbildung 6.4 ist der Verlauf der
Vorhersagen bei der Verwendung von 8 PCs dargestellt. Die Offlinewerte beider Prozessgro-
en konnten durch die Vorhersagen sehr gut beschrieben werden. Der Fehler der Vorhersage

liegt bei 3,2 % fiir die Biotrockenmasse und bei 4,1 % fiir die optische Dichte.
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Abbildung 6.4: Offline- und vorhergesagte Werte der Kultivierung EC1 unter Verwendung von 8 PCs.

6.3 Zusammenfassung

Sowohl fiir die Hefe- als auch fiir die E.-coli-Kultivierungen konnten PLS1-Modelle erstellt
werden, die eine Vorhersage der Biotrockenmasse mit einem akzeptablen Fehler bei weiteren
Kultivierungen ermdglichten. Dadurch ist eine Verwendung dieser Groflen bei der Prozessre-
gelung moglich. So kann z. B. durch die Onlinebestimmung der BTM der optimale Zeitpunkt
zur Induktion der Penicillin-Amidase-Produktion bei der Kultivierung von E. coli BL21(DE3)

bestimmt werden.
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7 Informationsgehalt von Spektren

7.1 Der Informationsgehalt

Wie die vorangegangenen Kapitel gezeigt haben ist die 2D-Fluoreszenzspektroskopie ein ge-
eignetes Mittel zur Prozessbeobachtung. Abschlieend soll am Beispiel der Kultivierungen
FB3 und ECI die in den Spektren enthaltene Information analysiert werden. Dazu betrachtet
man zunéchst die Wahrscheinlichkeit P,,.., dass die Intensitit der Messung einer Wellenlin-

genkombination in einem Intervall ARFT anzutreffen ist.

_ Anzahl Messpunkte im Intervall ARFI

ex/em ~

(5.1)
Anzahl der Messungen

Die Information /.., einer WLK eines Spektrums wird gemiB3 Gleichung (5.2) berechnet.
Die insgesamt in einem Spektrum enthaltene Information 7 ist die Summe der Informationen

aller Wellenlingenkombinationen (Gleichung (5.3)).

Iex/em = _logZ (Ijex/em) (52)

I:zlex/em (53)

WLK

Die GroBe des Intervalls ARFI wurde fiir jede Wellenldngenkombination individuell festge-
legt. Dazu wurden fiir jede WLK mit Hilfe eines Savitzky-Golay Filters ein Polynom zweiter
Ordnung mit einer Fensterbreite von 51 Messwerten durch den zeitlichen Intensitdtsverlauf
einer Kultivierung berechnet. Die Intervallbreite ARFI wurde als zweifache Reststandardab-

weichung festgelegt.

7.2 Informationsgehalt der Spektren bei Kultivierungen

Der Informationsgehalt von 2D-Fluoreszenzspektren wurde am Beispiel der Kultivierungen
FB3 (S. cerevisiae) und EC1 (E. coli) untersucht. Dazu wurden sowohl die Spektren der
Batch- als auch der Fedbatch-Phasen verwendet. In Tabelle 7.1 sind die einzelnen Phasen der

beiden Kultivierungen zusammengefasst.
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Tabelle 7.1: Die Phasen der Kultivierungen FB3 (S. cerevisiae) und EC1 (E. coli)
Phase FB3 EC1
Batch gesamt 0,0—-ca. 19,0 h 0,0 —ca. 18,8 h
davon Wachstum auf Glucose 0,0 —ca. 10,7 h 0,0—-ca.15,2h

davon Wachstum auf Ethanol/Acetat

ca. 10,7 —ca. 19,0 h

ca. 15,2 —ca. 18,8 h

Hungerphase

ca.19,0-21,0h

ca. 18,8 —ca. 20,4 h

Fedbatch

ab21,0h ab 20,4 h

Fiir die Berechnung des Informationsgehalts miissen die Spektren in einem konstanten Mess-
intervall aufgenommen worden sein. Da bei den S.-cerevisiae-Kultivierungen wahrend der
Batch- und der Hunger-Phase das Messintervall erheblich linger war als wihrend der Fed-
batch-Phase, wurde nur jedes dritte Spektrum verwendet. Insgesamt wurden 217 Spektren der

Kultivierung FB3 und 1479 Spektren der Kultivierung ECI1 fiir die Untersuchung genutzt.

In Abbildung 7.1 sind die zeitlichen Verldufe der Information fiir beide Kultivierungen darge-
stellt. Sie zeigen entsprechend der dhnlichen Durchfithrung der Kultivierungen ein dhnliches

Verhalten, in denen die einzelnen Phasen der Prozessfiihrung erkennbar sind.
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Abbildung 7.1: Verlauf der Information / der Kultivierungen FB3 (links) und EC1 (rechts)

Zu Beginn der Batch-Phasen blieb der Wert der Information annéhernd konstant. In dieser
Lag-Phase fand aufgrund der sehr geringen Biomasse im Reaktor nur eine minimale Stoff-
wechselaktivitét statt. AnschlieBend stieg der Wert kontinuierlich an, bis er zum Zeitpunkt der
Umstellung des Substrates von Glucose auf Ethanol bzw. Acetat ein Maximum erreichte. An-

schlieBend sank der Informationsgehalt wieder ab. Wihrend der Hunger-Phase zwischen
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Batch- und Fedbatch-Phase erreichte der Wert ein Minimum und stieg mit Beginn der Zufiit-
terung wieder an. Beide Kurven weisen wihrend der Fedbatch-Phase ein weiteres Maximum
auf. Bei der Hefekultivierung, lieB sich dariiber hinaus eine leichte Erhohung der Informati-
onswerte wahrend Fedbatch-Phase erkennen, dies war fiir die betrachtete E.-coli-Kultivierung

nicht der Fall.

In Abbildung 7.2 ist die Information der einzelnen WLK wéhrend der Batch-, der Hunger-
und der Fedbatch-Phase dargestellt. In den Spektren der Kultivierung FB3 war wahrend der
Batch-Phase die groBte Information im Bereich der Proteine (Aex 270-290 nm, Ay 310-410
nm) sowie im Bereich A 350-470 nm, A 500-590 nm enthalten. Mit Beginn der Hunger-
phase sank die Information im Bereich der Proteine erheblich ab. Wéhrend der Fedbatch-
Phase war der Wert wieder sehr hoch. Die hochste Information wihrend der Fedbatch-Phase
war jedoch im Bereich Aex 330-390 nm, Aey 410-590 nm zu finden. Hier befindet sich auch
die NADH-Fluoreszenz.

Die E.-coli-Kultivierung EC1 zeigt gegeniiber der Kultivierung FB3 ein abweichendes Ver-
halten. Wéhrend der Batch-Phase war die Information in den Spektren im Bereich Ae 270-
290 nm, Aem 310-530 nm, in dem unter anderem die Proteine liegen, am hochsten. Weiterhin
war im Bereich des NADH bei Aex 330-390 nm, Aem 430-470 nm ein deutlicher Peak zu er-
kennen, dessen Hohe jedoch deutlich unter der der Peaks im Protein-Bereich liegt.

Wie auch bei der Hefekultivierung verschob sich mit Beginn der Hunger-Phase die grofiten
Informations-Werte in den Bereich hoherer Emissionswellenldnge (Aex 330-510 nm, A¢p, 500-
590 nm). Mit Beginn der Zufiitterung von Glucose steigt der Informations-Wert im gesamten

Spektrum an, lediglich im Bereich A 270-290 nm, A, 270-390 nm bleibt der Wert niedrig.

Die Information in den einzelnen Wellenldngenkombinationen unterlagen in ihrem zeitlichen
Verlauf sowie von WLK zu WLK relativ starken Schwankungen. Der Informationsgehalt
einer WLK an einem Zeitpunkt t ist durch die Phase des Bioprozesses bedingt. Zur Identifi-
zierungen der fiir den Informationsgehalt einer Kultivierung relevanten Wellenldngenkombi-
nationen wurde die Information Ieyem der einzelnen WLK jeweils iiber die gesamte Kultivie-
rung aufsummiert und in Abbildung 7.3 dargestellt. WLK mit einem geringen
Informationsgehalt brauchen bei zukiinftigen Kultivierungen nicht mitgemessen zu werden.

Durch die Reduzierung der Anzahl der Messpunkte kann die Messfrequenz erhdht werden.
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Abbildung 7.2: Information in allen WLK eines Spektrums. a) In der Batch-Phase bei 8,0 h. b) In der
Hunger-Phase bei 18,0 h. ¢) In der Fedbatch-Phase bei 23,5 h.
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Abbildung 7.3: Summe der Information I, iiber alle Spektren der Kultivierungen. Links: FB3.
Rechts: EC1

Bei der Hefekultivierung FB3 lagen die groBiten Werte im Bereich der Proteine (Aex 270-
290 nm, Aem 310-400 nm) sowie im Bereich Agx 350-470 nm, Aep 500-590 nm, zu dem auch
die Flavine gehdren. Der Bereich der NADH-Fluoreszenz (Aex 330-350 nm, A 430-450 nm)
zeigte einen erheblich geringeren Informationsgehalt. Die E.-coli-Kultivierung EC1 zeigt ein
anderes Verhalten. Obwohl hier der Informationsgehalt im Bereich der Protein-Fluoreszenz
sehr hoch ist, so wird diese noch von den Werten im Bereich der Flavine iibertroffen (Aex 370-

470 nm, Aem 430-530 nm).

7.3 Zusammenfassung

Die Information in den einzelnen Wellenldngenkombinationen unterliegt in ihrem zeitlichen
Verlauf sowie von WLK zu WLK  relativ starken Schwankungen. Dabei konnten Bereiche in
den Spektren identifiziert werden, die aufgrund ihres hohen Informationsgehaltes besonders
fiir die Berechnungen von chemometrischen Modellen geeignet sind. Neben dem Bereich der
Protein-Fluoreszens war dies bei den Hefen insbesondere der Bereich Ao 350-470 nm,

Aem 500-590 nm sowie bei der E.-coli-Kultivierung der Bereich der Flavine.
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8 Sensitivititsanalyse von 2D-Fluoreszenzspektren

Die optischen Filter des Bioview sind so gewidhlt worden, dass zwischen den einzelnen
Transmissionsmaxima der Messpunkte des 2D-Fluoreszenzspektrums ein Wellenldngenab-
stand Aleyem Von 20 nm liegt. In diesem Kapitel soll untersucht werden, inwieweit Informa-
tionen verloren gehen und ob ein kleinerer Abstand notwendig ist oder ob die Abstidnde er-

hoht werden konnen.

Fiir die Sensitivititsanalyse wurden in Zusammenarbeit mit K. Hantelmann Lésungen von
acht Fluoreszenzfarbstoffen mit dem F-4500 Fluoreszenzspektrometer (Hitachi, Japan) bei
einem Wellenldngenabstand Aleyem Von 5 nm vermessen. In Tabelle 11.15 im Anhang sind
die verwendeten Farbstoffe aufgefiihrt. Neben den Losungen der einzelnen Farbstoffe wurden
auch drei Farbstoffgemische untersucht. Im Anhang sind in Tabelle 11.16 die Konzentration
der Farbstoffe in den 11 Losungen zusammengefasst, in Tabelle 11.17 sind die Einstellungen

des F-4500 dargestellt.

8.1 Reduzierte Spektren

Mit einem MATLAB-Programm werden durch Auslassung der entsprechenden Messwerte
reduzierte Spektren mit einem Wellenldngenabstand AAeyem von 10, 15, 20, 25 und 30 nm ge-
neriert. In Abbildung 8.1 ist das Originalspektrum einer Farbstoffmischung sowie das daraus
generierte Spektrum mit Aleyem = 30 nm dargestellt. Deutlich sind Unterschiede zwischen
beiden Spektren zu erkennen. Am gravierendsten sind die Unterschiede beim grofiten Peak
des Spektrums. Wéhrend er im Originalspektrum bei Acx/em 500/520 nm liegt, verschiebt sich
der Peak beim reduzierten Spektrum nach Acxem 480/520 nm. Die Intensitit nimmt dabei von
6353 units um 27,3 % auf 4616 units ab. Durch die geringere Auflosung gehen wichtige In-

formationen iiber das Peakmaximum und {iber die Peak-Umgebung verloren.

Um diesen Informationsverlust zu quantifizieren, wurde durch Interpolation ein Spektrum mit
Alex/em = 5 nm berechnet. Fiir die Interpolation wurden die drei in MATLAB bereits imple-
mentierte Verfahren linear, spline und cubic verwendet. In Tabelle 8.1 sind die mittleren
absoluten und relativen Fehler der neu berechneten Spektren in Bezug auf das Originalspek-

trum angegeben.
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Abbildung 8.1: Fluoreszenzspektren der Losung aus den Farbstoffen Alexa Fluor 430, Hoechst 33342,

4-Methyl-umbelliferryl-phosphat, FITC, Propidiumiodid, Rhodamin, und Sytox Green,

aufgenommen mit dem F-4500 Fluoreszenzspektrometer. Links: Alye, = 5 nm. Rechts:

AMXex/em = 30 nm.

Tabelle 8.1: Relative und absolute Fehler der aus den reduzierten Spektren neu berechneten Spek-
tren in Bezug auf das Originalspektrum (AA.y/em = 5 nm)
Interpolationsmethode
linear spline cubic
relativ absolut relativ absolut relativ absolut

[70] [nm] [70] [nm] [70] [nm]

10 2,7% 187 1,5 % 104 1,9 % 129
g

5= IS 41 % 283 3,5% 242 3,4 % 232
en 35
S %

% é 20 5,8 % 396 5,7 % 391 5,2 % 357

o

=

= § 25 7,7 % 532 7.5 % 515 7,1 % 490
Nl
<

30 10,4 % 716 10,1 % 694 9,7 % 667

Der mittlere Fehler nimmt mit steigendem Aleyem zu. Dabei liefert die Cubic-Methode die

besten Ergebnisse, lediglich bei einem Wellenldngenabstand von 10 nm ist der Fehler der
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Spline-Methode um 0,4 % besser. Mit der linearen Interpolation ergaben sich jeweils die

groflten Fehler. Bei dem vom Bioview verwendeten Wellenldngenabstand von 20 nm betrigt

der Fehler zwischen 5,2 % und 5,8 %.

Der Wellenldngenabstand hat einen weitaus grofleren Einfluss auf den Fehler als die fiir die
Interpolation verwendete Methode. Fiir die Frage nach dem zu verwendenden Wellenlédngen-
abstand reicht die Betrachtung des Fehlers alleine nicht aus. Es muss noch beriicksichtigt wer-
den, in wie weit zwei nebeneinander liegende Peaks aufgelost werden In Abbildung 8.2 ist

als Beispiel eine AusschnittsvergroBerung der Spektren aus Abbildung 8.1 dargestellt.

370 370

rel. Fluoreszenz-
intensitat [units]
6400
6000
5600
5200
4800
4400
4000
3600
3200
2800
2400
2000

1600
1200
800
400
0

350 350

@
@
S

@

@

S

o
o

Exzitation [nm]
3

Exzitation [nm]

290 290

270

270
390 410 350 390 410 450

Emission [nm] Emission [nm]

Abbildung 8.2: VergroBlerung eines Ausschnitts von Abbildung 8.1. Links: AAy/er, = 5 nm.
Rechts: Ahey/em = 30 nm.

Wihrend bei einem Wellenldngenabstand von 5 nm der Peak bei Acxem 320/390 nm deutlich
zu erkennen ist, ist er bei einem Wellenldngenabstand von 30 nm nicht mehr als solcher er-
kennbar. Bei einem Wellenlédngenabstand von 20 nm sind alle Peaks der aufgenommenen
Spektren noch eindeutig erkennbar, wihrend bei 25 nm und 30 nm einzelne Peaks wie oben

gesehen nicht erkennbar sind.

8.2 Chemometrische Sensitivititsanalyse

Zur Auswertung der gesamten in einem Spektrum enthaltenen Informationen wurde eine
Hauptkomponentenanalyse durchgefiihrt. Um eine ausreichende Anzahl an Spektren zu er-
halten, wurden die in Tabelle 11.16 beschriebenen Farbstofflosungen im Verhéiltnis 1:1 und

1:3 verdiinnt und ebenfalls vermessen. Somit standen fiir die Hauptkomponentenanalyse
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33 Spektren zur Verfiigung. Aus diesen Spektren wurden wieder die reduzierten Spektren mit
Wellenlédngenabstdanden von 5, 10, 15, 20, 25 und 30 nm generiert. Fiir jeden Wellenldngen-
abstand wurde mit dem Unscrambler eine separate Hauptkomponentenanalyse durchgefiihrt.
In Abbildung 8.3 sind die Score-Werte der ersten PC der reduzierten Spektren gegen die
Score-Werte der Originalspektren mit einem Aleyxem VOon 5 nm sowie die lineare Regression

der Messpunkte dargestellt.
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Abbildung 8.3: Auftragung des Score-Werte der ersten Hauptkomponente mit A\ o/em = 5, 10, 15, 20, 25
und 30 nm gegen die Score-Werte der ersten Hauptkomponente mit A\, = 5 nm inklu-

sive linearer Regression

Mit steigendem Aleyem nimmt die Steigung der Geraden der linearen Regression ab. Ebenso
sinkt das BestimmtheitsmaR 1 der linearen Regression von 0,9999 bei Ahcxem = 10 nm bis auf
0,9815 bet Aleyem = 30 nm. Die Abweichung der reduzierten Spektren von den Originalspek-
tren nimmt zu, die Sensitivitdt der Spektren nimmt dabei ab.

Durch eine Multiplikation mit einem konstanten Faktor a, ist es mdglich, die Score-Werte der
Originalspektren aus den Score-Werten der reduzierten Spektren zu berechnen. Der Faktor a,
erhoht sich dabei mit steigendem Aleyem von 2,00 bei Alexem = 10 nm bis auf 6,14 bei
Alex/em = 30 nm. Dabei muss jedoch beriicksichtigt werden, das sich dabei auch der Fehler,

der durch das Rauschen verursacht wird, um den gleichen Faktor erhdht.



SENSITIVITATSANALYSE VON 2D-FLUORESZENZSPEKTREN 83

8.3 Zusammenfassung

Die Sensitivitdtsanalyse hat gezeigt, dass die Sensitivitit der 2D-Fluoreszenzspektren mit stei-
gendem Wellenlédngenabstand abnimmt. Durch die Generierung reduzierter Spektren und an-
schlieBender Riickberechnung der Originalspektren konnte der Verlust an Information quanti-
fiziert werden. Dabei hat sich gezeigt, dass der Fehler der Berechnung in erster Linie vom
Wellenldngenabstand abhdngt wihrend die verwendete Methode der Interpolation eine unter-
geordnete Rolle spielt. Die chemometrische Sensitivititsanalyse zeigt, dass die Sensitivitit
mit steigendem Wellenldngenabstand abnimmt.

Bei einem Wellenldngenabstand von 20 nm lassen sich alle Peaks der Farbstoffmischungen

noch aufldsen, der Informationsgehalt ist somit noch ausreichend.
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9 Zusammenfassung und Ausblick

Ziel dieser Arbeit war der Einsatz der 2D-Fluoreszenzspektroskopie zum Aufbau eines Regel-
systems bei Fedbatch-Kultivierungen von Saccharomyces cerevisiae. Dadurch sollte eine oxi-
dative Prozessfiihrung zur maximalen Biomasseproduktion erreicht werden. Des weiteren
sollten die Moglichkeit untersucht werden, die Regelstrategie auf E.-coli-Kultivierungen zu
iibertragen. AbschlieBend wurde der Informationsgehalt der 2D-Fluoreszenzspektren unter-

sucht.

Bei der Anderung des Stoffwechsels der Hefen von oxidativ zu oxidoreduktiv treten im Be-
reich des NADH und der Flavine im 2D-Fluoreszenzspektrum signifikante Anderungen ein.
Durch die Berechnung eines metabolischen Wertes wurde eine Grof3e etabliert, die eine Aus-
sage iiber den Stoffwechselzustand der Zellen erméglicht. Durch die Festlegung eines Grenz-
wertes wurde die Detektion des Ubergangs vom oxidativen zum oxidoreduktiven Stoffwech-
sel moglich. In Verbindung mit einem Zustandsmodell konnten Fedbatch-Kultivierungen rein
oxidativ gefahren und die Bildung stérender Metabolite erheblich reduziert werden, ohne das
Zellwachstum der Hefen durch Substratmangel zu limitieren. In der Kultivierung FB2 wurde
iiber einen Zeitraum von 6 h ein rein oxidativer Stoffwechsel eingestellt. Die Ausbeute von
0,53 g BTM/g Glucose schlieit eine bedeutende Ethanolbildung aus. Lediglich am Anfang
der Kultivierung wurde in Folge der Lag-Phase zu Beginn der Kultivierung eine geringe
Menge Ethanol produziert. Die im Verlauf der Kultivierung konstant bleibende Ethanolkon-
zentration deutet darauf hin, dass die Kultivierung nicht glucoselimitiert durchgefiihrt wurde.
Im Verlauf der Kultivierung kam es zu Fehlinterpretationen der Spektren. Es wurden Stoff-
wechselumstellungen detektiert, obwohl in den anderen Messgroflen wie Gelostsauerstoffge-

halt und Kohlendioxidgehalt im Abgas keine Hinweise darauf zu erkennen sind.

Zur Optimierung des Regelsystems wurde ein Anfahrprofil entwickelt, um die Ethanolpro-
duktion zu Beginn der Kultivierungen aufgrund der Lag-Phase der Hefezellen zu vermeiden.
Dieses Anfahrprofil bietet noch den Vorteil, dass die Einstellung der Wachstumsrate des Mo-
dells direkt von den Eigenschaften der Zellen im Reaktor abhéngt.

Weiterhin wurde die Giite der Erkennung einer Stoffwechselumstellung durch Anderungen im
Modell gesteigert. Dabei wurde die Anzahl der zur Kalibration verwendeten Spektren erhoht.

Es wurden vor allem Daten von Kultivierungen mit niedrigen Biomassen verwendet.
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Die mit dem optimierten Modell durchgefiihrte Fedbatch-Kultivierung FB3 lief iiber einen
Zeitraum von 8 h. Dabei wurde viermal der MB-Grenzwert iiberschritten und somit eine be-
ginnende Stoffwechselumstellung festgestellt. Die Ethanolkonzentration lag bei allen Off-
lineproben unterhalb der Nachweisgrenze des verwendeten Messsystems von ca. 0,025 g/L.
Der Verlauf der Biomasse des Modells beschreibt den Verlauf der Biomasse im Reaktor recht
gut. Der Unterschied erhoht sich von 2 % zu Beginn lediglich auf 2,5 % bis zum Ende der
Kultivierung.

Bei der Kultivierung FB4 wurde die Startbiomasse auf 23 g/L mehr als verdreifacht und die
Fedbatch-Phase iiber einen Zeitraum von 7 h durchgefiihrt. Bei einer Stoffwechseldnderung
wurden jeweils innerhalb kurzer Zeit zwei oder drei MB-Wertiiberschreitungen detektiert.
Dies bedeutet, dass bei Biomassen von mehr als 20 g/L eine Reduktion der Biomasse des
Modells von 5,0 % nicht ausreicht, um eine Ethanolproduktion zu verhindern. Durch die
mehrfache Reduktion wurde die Biomasse um insgesamt 9,8 % bzw. 14,2 % reduziert. Die
Ausbeute liegt mit 0,43 g BTM/g Glucose unter den Werten der Kultivierungen FB2 und
FB3. Aufgrund der hohen Biomasse von 23 g/L bis 33 g/L wurde eine betrichtliche Menge
Glucose fiir den Erhaltungsstoffwechsel der Zellen verbraucht. In Verbindung mit den niedri-
gen Ethanolwerten kann man von einem fast ausschlieBlich oxidativen Stoffwechsel ausge-
hen.

In der Kultivierung FB5 wurde insbesondere das Verhalten des Regelsystems bei einer ein-
tretenden Sauerstofflimitierung untersucht. Hier zeigt die Kultivierung zunichst das gleiche
Verhalten wie bei der Kultivierung FB4, innerhalb kurzer Zeit erfolgt eine mehrfache Uber-
schreitung des MB-Wertes und somit eine Reduzierung der Biomasse. Bei Eintreten der Sau-
erstofflimitierung tritt jeweils im Mindestabstand von 0,2 h insgesamt 5 mal direkt hinterein-
ander eine Uberschreitung des MB-Wertes auf, jedoch wird eine nicht unerhebliche Menge an
Ethanol produziert. Offensichtlich ist das System nicht dazu in der Lage, die durch den re-
duktiven Stoffwechsel verursachte Ethanolproduktion zu verhindern. Hierzu wire eine Re-
duktion der Biomasse um mehr als 5 % erforderlich. Bei einem Vergleich der Differenzspekt-
ren der Umstellung zwischen oxidativem und oxidoreduktiven Stoffwechsel einerseits sowie
oxidativem und reduktiven Stoffwechsel andererseits lassen sich erhebliche Unterschiede
feststellen. Dadurch sollte es mdglich sein, in Zukunft durch eine Fallunterscheidung auf das
etwaige Eintreten eines reduktiven Stoffwechsel zu reagieren.

Insgesamt ldsst sich festhalten, dass mit Hilfe des vorgestellten Regelsystems eine rein oxida-
tive Fedbatch-Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae unter aeroben Bedingungen mog-

lich ist. Bei ersten Anwendungen dieser Regelstrategie waren noch manuelle Eingriffe in das
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Regelsystem erforderlich, da eine Ethanolproduktion nicht verhindert werden konnte. Ebenso
konnte durch Optimierung der Auswertung im Rahmen dieser Arbeit die Anzahl der verwen-

deten Hauptkomponenten von acht auf drei reduziert werden.

Die verwendeten Mikroorganismen selbst stellen einen wichtigen Faktor bei der Anwendung
der Regelung dar. Das Regelsystem konnte nur bei Saccharomyces cerevisiae erfolgreich an-
gewendet werden. Escherichia coli zeigt ein komplett anderes Fluoreszenzverhalten. Hier
fehlt der entscheidende Anstieg im Bereich der NADH-Fluoreszenz, wenn sich der Stoff-
wechsel von oxidativ zu oxidoreduktiv dndert. Im Scoreplot der Hauptkomponentenanalyse
ist eine eindeutige Identifizierung des jeweiligen Spektrums zum herrschenden Stoffwechsel
allein durch die rdumliche Zuordnung im Scoreplot nicht moglich. Die Stoffwechselumstel-
lung macht sich lediglich durch eine Anderung im Verlauf des Scoreplots bemerkbar. Hier ist

die Entwicklung einer neuen Auswertestrategie erforderlich.

Durch die Erstellung geeigneter Modelle konnten die bisher in Offlineverfahren bestimmten
Prozessgroflen Biotrockenmasse und optische Dichte wéhrend einer Kultivierung aus den
Spektren online bestimmt werden. Dies konnte sowohl bei Hefe- als auch bei E.-coli-Kultivie-
rungen realisiert werden. Dadurch stehen diese Gro3en auch online zur Verfiigung und kon-
nen zur Prozessfiihrung genutzt werden, z. B. zur Bestimmung des optimalen Zeitpunkts zur

Induktion der Penicillin-Amidase-Produktion bei der Kultivierung von E. coli BL21(DE3).

Die Auswertung der 2D-Fluoreszenzspektren zeigte, dass der Informationsgehalt der Spektren
durch die jeweilige Prozessphase bestimmt wird. Dabei konnten Wellenlingenkombinationen
mit hohem und niedrigen Informationsgehalt identifiziert werden, so dass eine Reduktion der
Anzahl der Messpunkte auf jene mit einem hohen Informationsgehalt mdglich ist. Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass ein Abstand von 20 nm zwischen den einzelnen Wellenldngen-
kombinationen zur Erfassung der relevanten Informationen ausreicht, ein geringerer Abstand

jedoch in Bereichen mit hoher Informationsdichte vorteilhaft ist.
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11 Anhang

11.1 Abkiirzungen und Symbole

2D zweidimensional

3D dreidimensional

A Filterfaktor

ATP Adenosintriphosphat

b Regressionskoeffizient

B Regressionskoeffizientenmatrix

BTM Biotrockenmasse

°C Grad Celsius

e Fehler

E Restmatrix

em Emission

EP Ethanolproduktionswert

ex Exzitation

ex/em Exzitations-/Emissionwellenldnge einer Wellenldngenkombination
F Restmatrix

FAD Flavinadenindinucleotid in der oxidierten Form
FADH, Flavinadenindinucleotid in der reduzierten Form
FIA FlieBinjektionsanalyse

FMN Flavinmononucleotid

g/kg Gramm pro Kilogramm

g/L Gramm pro Liter

GC Gaschromatograph

GOD Glucoseoxidase

h Stunde

HPLC High Performance Liquid Chromatography

1 Laufvariable fiir die Messung

I Information

j Laufvariable fiir die Messgrof3e

K Verstarkungsfaktor

kPA Kilopascal
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kU/min Kiloumdrehungen pro Minute

A Wellenldnge

L Liter

L/h Liter pro Stunde

L/min Liter pro Minute

m Anzahl der Messgroflen

M Matrix mit dem Rang 1

1) Wachstumsrate

MB Metabolischer Wert

mg/L Milligramm pro Liter

min Minute

mL Milliliter

uL Mikroliter

MLR Multilineare Regression

mm Millimeter

n Anzahl der Messungen

NAD" Nicotinamidadenindinucleotid in der oxidierten Form
NADH Nicotinamidadenindinucleotid in der reduzierten Form
ND Neutraldichte

nm Nanometer

OD Optische Dichte

p Loadingvektor

P Loadingmatrix

P Wabhrscheinlichkeit des Eintretens eines Ereignisses
PC/s Hauptkomponente/n (principal component/s)

PCA Hauptkomponentenanalyse (principal component analysis)
PID Proportional-integral-differential

PLS Partial least Squares

pO: Gelostsauerstoffgehalt

PRESS Predictive Residual Sum of Squares

Q Loadingmatrix

Qs krit Kritische Glucoseaufnahmerate

r’ Bestimmtheitsmal} der Regression

RFI Relative Fluoreszenzintensitét



ANHANG 97
RISP Realtime Integrating Software Platform
RMSEC Root Mean square error of calibration
RMSEP Root Mean square error of prediction
rpm Umdrehungen pro Minute (Rounds per minute)
S Substratkonzentration
So Substratkonzentration in der Feedlosung
s Sekunde
t Zeit
[ Scorevektor
T Scorematrix
To Abtastzeitintervall
Tp Vorschaltzeit
T Nachstellzeit
u Stellwert
Uuv Ultraviolett
A% Reaktorvolumen
Volt

roed Feedrate
VProbe Volumenstrom der zellfreien Probenahme
VIS Fiir das menschliche Auge sichbares Licht
W Loading-weight-Matrix
\W% Watt
WLK Wellenldngenkombination
X Unabhingige Variable
X Mittelwert der Variablen x
X Matrix der unabhingigen Variablen
X' Transponierte der Matrix X
y Abhingige Variable
Y Matrix der abhéngigen Variablen
Y Ausbeute
Yy Ausbeute an Biotrockenmasse pro Glucose
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11.2 Einstellungen des Bioview

Messpunkte des verwendeten Bioview®

Tabelle 11.1:

[wu] d3uguaaMsuoIsSI
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Messpunkt

X:

emND und exND : Transmission oberhalb 450 nm
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Tabelle 11.2: Gain-Einstellung

Exzitation | Emission Anzahl der Bl mitplieCEinstellinSen
[nm] [nm] Filterkombinationen | S.-cerevisiae- E.-coli-
Kultivierungen | Kultivierungen |
270 310-390 4 1100 1150
270 410-590 11 1100 1300
290 330-590 14 1000 1000
310 350-590 13 1200 1200
330 370-590 12 1100 1000
350 390-590 11 1100 1000
370 410-470 4 1000 900
370 490-590 6 1000 800
390 430-590 9 1000 850
410 450-590 8 1000 800
430 470-590 7 1000 800
450 490-590 6 1000 800
470 510-590 5 1000 800
490 530-590 4 1000 800
510 550-590 3 1000 800
530 570-590 2 1000 800
550 590 1 1000 800
exND 270-590 15 800 800
270-590 emND 15 800 800

11.3 Medien fiir S.-cerevisiae-Kultivierungen [nach Schatzmann, 1975]

Das Schatzmann-Medium wurde sowohl fiir die Vor- als auch fiir die Hauptkultur und den
Feed verwendet. In Tabelle 11.3 sind die in allen Medien identischen Komponenten aufge-
listet, Tabelle 11.4 enthélt die Komponenten, deren Konzentration in Abhéngigkeit von Me-
dium und Versuch variiert wurde. Die Mineralsalz- und Vitaminlésungen wurden mit
1000facher Konzentration in zweifach demineralisiertem Wasser angesetzt und bei 4 bis 6°C

gelagert.

Beim Ansetzen der Medien fiir die Haupt- und Vorkultur wurden zunichst 70% des benotig-
ten demin. Wasser vorgelegt und mit konz. Schwefelsdure ein pH-Wert von 2 eingestellt. An-
schlieBend wurden die Puffersalze geldst, die Mineralsalzlosung zugegeben und mit dem rest-
lichen Wasser aufgefiillt. Mit viermolarer Salzsdure wurde anschlieend ein pH-Wert von 5,5
eingestellt und fiir die Hauptkultur Desmophen hinzugefiigt. Die Glucose wurde separat
autoklaviert und erst nach dem Abkiihlen in den Reaktor gegeben. Kurz vor dem Animpfen

wurde die Vitaminlosung tiber einen Sterilfilter direkt in den Reaktor injiziert.
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Die Feed-Medien wurden analog zum Hauptmedium ohne Desmophen angesetzt, mit Anti-
biotika versetzt und anschlieBend sterilfiltriert. Bei den Kultivierungen FB1 bis FB3 und FB6
wurden zwei hintereinander geschaltete Sterilfilterkartuschen (1,2 mm Sartopure® PP2 und
0,45/0,2 mm Sartobran® P, Sartorius AG, Gottingen) verwendet, bei den Kultivierungen FB4
und FB5 wurde ein Sterilfilter (Sartobran® 150, Sartorius AG, Géttingen) verwendet.

Tabelle 11.3: In allen Medien identische Komponenten des Schatzmann-Mediums
Substanz Konzentration [g/L]
CaCl,-2H,0 4,210
KCl 9,0-10™"
MgS0,-7H,0 3,410
(NH,),HPO, 1,9-10°
CuSO,-5H,0 2,4-107
Mineralsalzlosung FeCly6H,0 1> O_z
MnSO042H,0 1,1-10°
ZnS04-7H,0 9,0-107
Biotin 3,0-107
m-Inosit 6,0-10°
Vitaminlosung Ca-Panthothenat 3,0-10°
Pyridoxol-HCI 1,5-10
Thiamin-HCl 6,0-107
Tabelle 11.4: Komponenten mit variierten Konzentrationen in den Medien

Konzentration [g/L]

Antibiotika
Medium Glucose | Desmophen | (NH4);SO4 | Chioramphenicol | Tetracyclin | Ampicillin
Ha\lllgikullltrlﬁen 30 0 43 0 0 0
Feed FB1 35 0,21 4,5 3107 2107 5.10”
Feed FB2 50 0,21 4,5 3.10° 2107 5.107
Feed FB3 50 0,21 4,5 3.107 2107 5107
Feed FB4 100 0,21 22,0 0 0 0
Feed FB5 100 0,21 22,0 0 0 0
Feed FB6 50 0,21 4,5 3.10” 2107 5.10”
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11.4 Medien fiir E.-coli-Kultivierungen [Ernst, 2006]

Fiir die Vorkulturen wurde ein LB-Medium verwendet. Die Basis fiir die Medien der Haupt-
kultur und des Feeds bildeten wéssrige Stockldsungen, die mit demin. Wasser auf Vorrat

angesetzt und bei RT gelagert wurden. Dies vereinfachte das Ansetzen der Medien erheblich.

11.4.1 Vorkulturen

Tabelle 11.5: LB-Medium der Vorkultur

Substanz Konzentration [g/L]
Hefeextrakt 5,0

Trypton 10,0

NaCl 10,0
Chloramphenicol 2,5-107

11.4.2 Stocklosungen

Tabelle 11.6: Stock Grund

Substanz Konzentration [g/kg]
Na,HPO4 24,0
KH,PO, 12,0
NaCl 2,0
NH4Cl 4,0

Tabelle 11.7: Stock Eisen

Substanz Konzentration [g/kg]
FeSO4-7H,O 10,0

Tabelle 11.8:  Stock Magnesium

Substanz Konzentration [g/kg]
MgCl,-6H,0 246,5
MgS0,4-7H,0 203,3
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Tabelle 11.9: Stock Sulfat

Substanz Konzentration [g/kg]
NaQSO4-2H20 142,0

Tabelle 11.10:  Stock Spuren

Substanz Konzentration [g/kg]
(NH4)sM070,4-:5H,0 0,11
CuSO4-5H,0 1,00
H3;BO4 0,15
HCL, 37% 493,0
MnSO4-H,O 0,35
ZnS0O47H,0 2,25

Tabelle 11.11: Stock Calcium

Substanz Konzentration [g/kg]
CaCl,-2H,0 26,0

11.4.3 Hauptkulturen

Beim Ansetzen des Mediums wurden im Reaktor zundchst Stock Grund und Eisen vorgelegt,
mit Wasser aufgefiillt und mit 0,25 ml/L Desmophen als Anti-Schaummittel versetzt. Das
Glucosemonohydrat wurde in Wasser gelost und in einer separaten, liber einen Schlauch mit
dem Reaktor verbundenen Vorratsflasche zusammen mit diesem autoklaviert. Nach dem Ab-
kiihlen wurden Stock Magnesium, Calcium, Sulfat und Spuren sowie das Thiamin iiber einen
Sterilfilter in den Reaktor injiziert und die Glucose-Losung durch den Schlauch in den Reak-
tor iiberfiihrt. Die Konzentrationen der einzelnen Substanzen im fertigen Medium sind in

Tabelle 11.12 aufgefiihrt.
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Tabelle 11.12: Medium fiir die Hauptkulturen

Substanz Konzentration [g/kg]
(NH4)sM07024 - SH,0 1,4-10°
CaCl, - 2H,0 1,5-10™
Chloramphenicol 2,5-107
CuSO, - 5H,0 1,3-10”
FeSO,- 7H,0 5,0-10°
Glucose 1,1-10'
H;BO, 2,0-10°
KH,PO, 3,0-10°
MgCl, - 6H,0 6,0-107
MgSO, - 7TH,0 7,0-107
MnSO; - H,O 4,510
Na,HPO, 6,0-10°
Na, SO, 2,0-107
NaCl 5,0-10""
NH,CI1 1,0-10°
Thiamin-HCl 5,0-107
ZnS0y - TH,0 3,0-107
11.4.4 Feed

Fiir das Feed-Medium wurde Glucose-Monohydrat in Wasser aufgeldst und autoklaviert. An-
schlieend wurden die Stockldsungen iiber Sterilfilter zugegeben. Die Konzentrationen der

einzelnen Substanzen im Feed-Medium sind in Tabelle 11.13 angegeben.
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Tabelle 11.13: Feed-Medium

Substanz Konzentration [g/kg]
(NH4)sM07024 - SH,0 1,4-10°
CaCl, - 2H,0 1,5-10™
CuSOy - 5H,0 1,3-107
FeSO,- 7H,0 5,0-107
Glucose 6,4-10°
H;BO, 2,0-10°
MgCl, - 6H,0 6,0-107
MgSO, - 7H,0 7,0-107
MnSOy, - H,0 4,5-10°
Na, SOy 2,0-107
Thiamin - HCI 5,0-10°
ZnS0, - TH,0 3,0-107

11.5 FIA-Puffer

Tabelle 11.14: FIA-Puffer

Substanz Konzentration [g/L]
EDTA 1,5

K>HPO4 43

NaCl 3,0
Na,HPO4 - H,O 2,2

NaN; 6,5:107
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11.6 Sensitivititsanalyse

Tabelle 11.15:

Tabelle 11.16:

Die verwendeten Farbstoffe

Bezeichnung | Name Fluoreszenzmaximum
A Alexa Fluor 430 ex 430 nm/em 520 nm
B BodiPy FL ex 490 nm / em505 nm
C FITC ex 500 nm / em520 nm
D Hoechst 33342 ex 355 nm / em465 nm
E 4-Methyl-umbelifferryl-phosphat ex 320 nm / em380 nm
F Propidiumiodid ex 540 nm / em590 nm
G Rhodamin ex 560 nm/ ex 575 nm
H Sytox Green ex 505 nm/ em 520 nm

Konzentrationen der Farbstoffe in den vermessenen Farbstoffmischungen

Farbstoff
A B C D E F G H
[¢/L] [¢/L] [g/L] [¢/L] [g/L] [g/L] [g/L] [mol/L]
1]5,010*
2 4107
3 5,0-10° 5,010 1,0-10°
o 4 2,5:107
g 5 2,5:107 1,3-10° | 2,5:10° | 5,0-10° | 2,5:107 | 2,5-10° | 5,0-107
; 6 1,0-10*
=) -4
I 7 1,0-10 !
8 5,0-10
9 15,0107 2,5:107 1,0-107 5,0-10°
10 5,0-107
11 1,010
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Tabelle 11.17:  Die Einstellungen des F-4500

Parameter

Wellenldngenbereich Exzitation [nm] | 270 — 590

Wellenldngenbereich Emission [nm] 310-630

Wellenldngenabstand Exzitation [nm] 5
Wellenldngenabstand Emission [nm] 5
Bandbreite [nm] 10

11.7 Simulationen mit MATLAB® und SIMULINK®

¥

Valumen

Abbildung 11.1: Das SIMULINK-Modell: Grundstruktur.
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Abbildung 11.3: Das SIMULINK-Modell: Untermodell zur Berechnung der Glucosekonzentration.
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Abbildung 11.4: Das SIMULINK-Modell: Untermodell zur Berechnung der Feedrate.
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Abbildung 11.5: Das SIMULINK-Modell: Untermodell zur Berechnung des Arbeitsvolumens.
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