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Abstract

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Regelsystem zur nutristatischen Prozessfiihrung ent-
wickelt, welches in der Lage ist, die apparativ bedingte Zeitverzogerung zwischen der
Probenahme und dem Vorliegen des Analysenergebnisses zu kompensieren. Das System
basiert auf einem kontinuierlich-diskret erweiterten Kalman-Filter (EKF) zur Préadikti-
on der Zustandsvariablen und der Kompensation der Zeitverzégerung sowie einem Feed-
forward-/Feed-back-Regler.

Zunéchst wurden die optimalen Parameter fiir das EKF und den Feed-forward-/Feed-
back-Regler in Simulationen ermittelt. Mit den so bestimmten Parametern wurden im
Technikums-Malfsstab erfolgreich mehrere Fedbatch-Kultivierungen des Organismus Sac-
charomyces cerevisiae bei verschiedenen Sollwerten der Glucosekonzentration durchge-
fithrt. Die Messung der Glucosekonzentration erfolgte mit einem handelsiiblichen FIA-
System unter Verwendung eines Probenahmemoduls zur Abtrennung der Zellen.

Die eingestellten Sollwerte zwischen 0,05gL~! und 0,1 gL~! wurden von dem imple-
mentierten Feed-forward-/-Feed-back-Regler basierend auf den Glucoseschétzwerten mit
hohen Regelgiiten realisiert. Das System ist in der Lage, auf verschiedene typische auf-
tretende Probleme adidquat zu reagieren. So verschlechtert sich die Regelgiite bei einem
kurzzeitigen Ausfall des Messsystems oder einer Verdnderung der Wachstumsdynamik
wahrend der Kultivierung nicht signifikant. Eine Verdnderung des Sollwertes im Verlauf
einer Kultivierung ist derzeit noch nicht befriedigend realisierbar.

Das Kalman-Filter ist in der Lage, die Dynamik des Bioprozesses gut zu beschreiben
und die Verzogerungszeit zu kompensieren. Mit dem Regelsystem konnen hohe Regelgii-
ten bei langen Regeldauern erzielt werden. Da hierdurch die Produktion unerwiinschter

Metabolite, wie z.B. Ethanol, unterbunden wird, sind somit hohere Ausbeuten realisier-
bar.

Stichworte: Fedbatch, S. cerevisiae, Regelung, Kalman Filter, Verzogerungszeit, FIA



Abstract

In this thesis a system for process control was developed based on the measurement of
the substrate. The system is able to compensate the occurring time delay due to sample
taking and analyzing. Therefore a continuous discrete extended Kalman filter (EKF)
for the prediction of the state variables and a feed-forward/feed-back controller were
implemented.

First the optimal parameters for the EKF and the feed-forward/feed-back controller
were determined in simulations. With these parameters fedbatch cultivations with the
organism Saccharomyces cerevisiae were successfully accomplished at different setpoints
for the glucose concentration. The measurement of the glucose concentration was done
using a commercial FIA system and a special sampling module for the separation of the
cells.

Various setpoints between 0,05 gL ™! and 0,1 gL.! were maintained with high accuracy.
The system was able to react adequately to different problems typically arising during
a cultivation. For example it can deal with a temporally breakdown of the measurement
system or a change of the growth dynamic during the cultivation. Only a change of the
desired setpoint is not realizable in a satisfying manner at present.

The Kalman filter is able to describe the dynamic of a bioprocess in a good manner and
is also able to compensate the occurring time delay satisfactorily. By this a cultivation can
be controlled with high performance over a long time. Thus the production of unwanted

metabolites, e.g. ethanol, can be prevented in order to obtain higher yields.

Keyword: Fedbatch, S. cerevisiae, control, Kalman Filter, time delay, FIA
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1 Einleitung und Zielsetzung

Die Bedeutung der Biotechnologie fiir die industrielle Produktion hat in den letzten Jahren
stark zugenommen. Eine stetig wachsende Anzahl von Produkten wird unter Verwendung
von Enzymen oder Mikroorganismen hergestellt. In der Pharmaindustrie werden bereits
50 % der neuen Medikamente mittels biotechnologischer Verfahren produziert und laut
Expertenmeinung wird die Bedeutung der Biotechnologie gemessen am Umsatzvolumen
in Zukunft weiter deutlich steigen.

Der erste von Menschen genutzte Mikroorganismus war die Bécker- bzw. Brauhefe
Saccharomyces cerevisiae. Sie wurde schon vor Jahrtausenden zur Herstellung von Brot,
Bier und Wein verwendet. Allerdings bilden die Mikroorganismen héufig in der industri-
ellen Produktion unerwiinschte Metabolite, die zu einem Absinken der Ausbeute fiihren
oder das Produkt verunreinigen. Im Falle des Organismus S. cerevisiae ist dies Ethanol.
In den heutigen Produktionsprozessen ist es notwendig, die Bildung dieser Metabolite zu
unterbinden, um eine 6konomische Produktion gewéhrleisten zu kénnen. Dies erfordert
eine optimale Fiithrung der Prozesse, um die fiir den speziellen Anwendungsfall optimalen
Umweltparameter der Zellen einstellen zu konnen.

Die meisten Bioprozesse sind jedoch hoch dynamisch und daher schwer zu kontrollieren
bzw. zu regeln. Die Anforderungen an ein Regelssystem sind somit sehr hoch, da dieses
in der Lage sein muss, sich der Dynamik des Bioprozesses anzupassen.

Im Rahmen dieser Arbeit soll ein Regelsystem entwickelt und im Technikums-Mafstab
eingesetzt werden, das die Regelung eines Bioprozesses unter Nutzung eines limitierenden
Substrats als Regelgrofie ermoglicht. Ziel ist die Realisierung einer nutristatischen Prozess-
fithrung bei niedrigen Glucosekonzentrationen mit hohen Regelgiiten. Die Konzentration
des limitierenden Substrats wird mittels eines FIA-Systems gemessen. Zur Abtrennung
der Mikroorganismen aus dem Probenahmestrom des FIA-Systems wird ein Probenahme-
modul mit Keramikmembran eingesetzt. Sowohl die im Probenahmemodul stattfindende
Riickvermischung als auch die Messung selbst verursachen eine nicht zu vernachlassigende
Zeitverzogerung, die vom Regelsystem kompensiert werden muss. Die Realisierung erfolgt
mit einer adaptiven Regelung und einem parameteradaptiven kontinuierlich-diskret erwei-
terten Kalman-Filter, in dem neben dem Monod-Modell zur Pradiktion ein Mechanismus
zur Kompensation der Zeitverzogerung implementiert ist. Die Kompensation der Verzoge-
rungszeit ist fiir das Regelsystem von entscheidender Bedeutung, da die Messwerte nicht
den aktuellen Systemzustand beschreiben, sondern einen um die Gréfte der Verzdgerungs-

zeit zuriickliegenden. Dies muss bei der Berechnung der Stellgrofie berticksichtigt werden.



Obwohl die Substratkonzentration eine der einflussreichsten Prozessvariablen ist und
ihre Verwendung als Regelgrofe schon sehr frith vorgeschlagen [32] wurde, werden Re-
gelsysteme, die auf ihrer direkten Messung beruhen, nur wenig beschrieben. Steht eine
nutristatische Regelung zur Verfiigung, kann das Wachstum der Mikroorganismen direkt
beeinflusst werden, sofern die Konzentration des Substrates in der Grofenordnung der
Monod-Konstante liegt. Allerdings wird die nutristatische Prozessfithrung/Regelung bis-
her wegen fehlender zuverlassiger Onlineanalytiken selten eingesetzt. Von einigen Autoren
wird der routineméfsige Einsatz solcher Systeme sogar negiert [19], da dies regelungstech-
nisch und analytisch eine anspruchsvolle Aufgabe darstellt. Haufig hat man sich mit der
Regelung entlang einer Trajektorie beholfen, da die Etablierung eines Regelkreises fiir das
limitierende Substrat als die optimale Losung bisher nicht realisierbar war. Es existieren
bereits FIA-basierte Regelungen auf der Basis digitaler Regler [79], [16] und [2]. Sie weisen
jedoch alle spezifische Probleme auf. Die von Arndt [2] entwickelte, ohne Probenahmemo-
dul arbeitende, ,Schnelle Glucose-FIA* ist zwar schnell, aber auf Grund ihres Aufbaus, des
hohen Messrauschens und ihrer Storanfilligkeit nur bedingt geeignet. Zudem gestattet sie
nicht das Arbeiten mit gentechnisch modifizierten Mikroorganismen, da der Probenahme-
strom nicht zellfrei ist und somit Zellen freigesetzt werden. Diese Schwierigkeiten werden
mit dem in dieser Arbeit entwickelten Regelsystem umgangen. Es zeichnet sich durch eine
geringe Storanfalligkeit, hohe Regelgiiten und ein geringes Messrauschen aus, zudem ist

es robust gegen kurzzeitige Ausfille der Analytik.



2 Theoretische Grundlagen

2.1 Bioprozessmodelle

Zur modellbasierten Beschreibung von Bioprozessen ist die Kenntnis der Formalkinetik
Voraussetzung. Sie beschreibt den Prozess in seiner Gesamtheit und kann als Summe
von Mikro- und reaktorspezifischer Makrokinetik aufgefasst werden. Die Mikrokinetik be-
schreibt das Zellwachstum und bei Bedarf weitere Eigenschaften der Mikroorganismen.
Die durch den Reaktortyp, die Reaktionsfithrung, Transporterscheinungen und Durchmi-
schungsphénomene bedingten Terme werden durch die Makrokinetik erfasst.

In einen Bioprozess sind wechselwirkende Systeme involviert. Die biotische Phase, die
von den Zellen gebildet wird, und das Medium, welches die abiotische Phase bildet. Das
Zellwachstum ist verbunden mit der Aufnahme von Substraten aus dem Medium und der
Ausschleusung von Substanzen in das Medium durch die Zelle sowie die Produktion von
Biomasse. Diese Stofftransporte verursachen Anderungen der Zustandgréfen (Tempera-
tur, Druck, Viskositét), sofern diese nicht durch geeignete Mafnahmen (z.B. eine Rege-
lung) konstant gehalten werden. Dariiber hinaus haben noch weitere Prozefsgrofen wie die
Medienzusammensetzung, die Geometrie des Reaktors, die Form der Riihrer und weiterer
Kultivierungsbedingungen Einfluss. Die Modellierung und Durchfiihrung von Bioprozes-
sen ist bedingt durch die Summe der vorgenannten Einflussfaktoren und die Komplexi-
tét der Mikroorganismen sehr schwierig. Heutige Modelle werden aufgrund vereinfachter
Vorstellungen iiber die Mikroorganismen gebildet, und die Reaktoren werden als ideal
betrachtet.

Zur Beschreibung des Zellwachstums benotigt man Kinetiken, deren Komplexitat vom
Anwendungszweck und den zu beriicksichtigenden Zustandsvariablen determiniert ist. Ab-
héngig von dem betrachteten Mikroorganismus bedeutet Wachstum Zellteilung (sog. Po-
pulationswachstum) oder Grofenzunahme der Zellen (Zellwachstum). Die Modelle ba-
sieren auf Vorstellungen iiber den Aufbau und die Funktionsweise der Zellen sowie die
intrazelluldren Reaktionen. Ein Modell zur Beschreibung der Zellen kann ein sehr gro-
bes makroskopisches Modell sein oder Stoffwechsel- und Transportvorginge der Zellen
beriicksichtigen.

Die mathematische Beschreibung der Formalkinetik kann demzufolge auf verschiede-

nen Ebenen erfolgen:

e auf molekularer Ebene erfolgt die Betrachtung der einzelnen Schritte des Zellstoft-

wechsels



e auf zellularer Ebene erfolgt eine mikrokinetische Beschreibung des Zellmetabolismus

als Gesamtheit
e auf Populationsebene, durch Betrachtung der Zellen als einheitliche Population

e auf makrokinetischer Ebene, durch die formalkinetische Beschreibung signifikanter

(makroskopischer) Variablen des Zellmetabolismus

2.1.1 Beschreibung von Bioprozessen durch Modelle

Die Zelle ist ein sehr komplexes Multikomponentensystem, in dem eine Vielzahl von Re-
aktionen parallel ablaufen. Eine Zelle stellt, wie die gesamte Population, eine heterogene
Masse dar. Die Inhomogenitét der Zellpopulation beruht auf der Altersverteilung der Zel-
len sowie den unterschiedlichen Stadien des Zellzyklus. Da es in den wenigsten Féllen prak-
tikabel ist, alle Faktoren zu beriicksichtigen, das Zellmodell wiirde sonst extrem komplex
werden, sind Simplifizierungen und Approximationen erforderlich. Die Umgebungsbedin-
gungen werden als konstant oder deren Anderungen als nicht signifikant angenommen.
Fiir das Medium wird angenommen, alle Komponenten, bis auf ein limitierendes Sub-
strat, seien in geniigend hoher, praktisch konstanter, nicht inhibierender Konzentration
vorhanden.

Eine Klassifizierung der Modelle kann an Hand der Quantitit der Komponenten, die
zur Beschreibung der Zellen genutzt werden, und an Hand des im Modell implementier-
ten Wissens erfolgen. Je nach dem werden die Zellen als einheitliches homogenes Gebilde
betrachtet oder als heterogene Masse mit der zuvor erwahnten Komplexitat. Es werden zu-
néchst unstrukturierte und strukturierte Modelle unterschieden, innerhalb dieser Gruppen
wird dann zwischen unsegregierten und segregierten Modellen differenziert. Diese Klassi-
fizierung geht auf Tsuchiya [89] und Frederickson [30] zuriick. Abbildung 1 illustriert die

Abgrenzung der einzelnen Modelle voneinander.



unstrukturiert strukturiert

-

extreme Simplifikation
am stérksten idealisiert

Zellen bestehen aus
mehreren Komponenten
Zellpopulation zur aber Population ist zu einer
Einkomponentenldsung Menge “Durchschnittszellen”
reduziert reduziert

unsegregiert

Population wird als Population wird als
heterogenes System aus heterogenes System aus
unterscheidbaren Individuen unterscheidbaren Individuen

betrachtet; betrachtet und
Einzelzellen sind aber Einzelzellen bestehen aus
zum Einkomponentensystem mehreren Komponenten
reduziert

segregiert

geringe Simplifikation
realistische Situation

Naherung durch Annahme eines “Durchschnittsindividuums”

Niherung durch Annahme von “ausgewogenem Wachstum”

Abbildung 1: Klassifizierung von Zellmodellen nach Tsuchiya und Frederickson (aus [19])

Die unstrukturierten, unsegregierten Modelle weisen den hochsten Grad an Verein-
fachung und Abstraktion auf. Sie nutzen zur Beschreibung makroskopische Zustands-
variablen. Die Zellen werden als ,black box", basierend auf Massengleichgewichten und
kinetischen Gleichungen, betrachtet. Das Wachstum der Zellen ist als Zunahme der Bio-
masse definiert, deren Eigenschaften zeitinvariant sind. Der Stoffwechsel wird als invariant
beziiglich der Bildung von Stoffwechselprodukten angenommen. Der Zellzyklus wird nicht
betrachtet. Das Vorgehen, die Zelleigenschaften trotz der Heterogenitdt der Population
als mittlere Eigenschaften zu definieren, ist statthaft, da die Anzahl der Zellen sehr grofs
ist und somit die individuellen Eigenschaften makroskopisch eliminiert werden.

Strukturierte Modelle betrachten die Zelle als Multikomponentensystem, das mit Hilfe
von Bilanzen beschrieben wird. Die Zelleigenschaften und der Stoffwechsel werden als
zeitinvariant betrachtet. Es wird von einer homogenen Zellpopulation ausgegangen. In
den strukturierten Modellen sind die Mikroorganismen und deren Stoffwechsel betreffende

Details implementiert, dies setzt Wissen iiber

e den Stamm der Mikroorganismen,
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e die Physiologie,

e die Historie,

e die Morphologie und

e den Metabolismus/Katabolismus voraus.

Unsegregierte Modelle negieren die Heterogenitét der Zellen bzw. der Zellpopulation. Se-
gregierte Modelle beriicksichtigen die Inhomogenitéit der Zelleigenschaften und teilen die
Zellen in mehrere, in sich homogene Klassen verschiedener Eigenschaften ein.

Der Realitéit entspricht der strukturierte, segregierte Fall. Besitzt die Heterogenitét
der Zellen bzw. der Zellpopulation keinen signifikanten Einfluss auf die Kinetik, kann von
segregierten zu unsegregierten Modellen iibergegangen werden. Liegt sog. balanciertes
Wachstum vor, die mittlere Zusammensetzung der Zellen wird nicht durch das Wachstum
beeinflusst, sind unstrukturierte Modelle zur Beschreibung vo6llig ausreichend.

Trotz aller Approximationen und Simplifizierungen sind die unstrukturierten, unsegre-
gierten Modelle zur Prozessregelung, -optimierung und -simulation effektiv und sinnvoll
nutzbar.

Die Wachstumsgeschwindigkeit ry wird modellunabhéngig mit Hilfe der Gréfsen X
(Biotrockenmassekonzentration) und p (spezifische Wachstumsrate) durch folgende Dif-
ferentialgleichung beschrieben:

dX(t)

r _ 7
X dt

Fiir die Geschwindigkeit des Verbrauchs an Substrat —rg gilt unter Einfithrung des Aus-

= puX (1)

beutekoeffizienten Yy /g, soweit kein oder nur wenig Produkt gebildet wird:

1
Yx/s

—rg = rx (2)

Da die strukturierten Modelle héufig sehr komplex sind, ist ihre Eignung fiir die Kon-
zeption eines Regelsystems im Einzelfall zu priifen. Beschreibt ein unstrukturiertes, unse-
gregiertes Modell das Verhalten der Mikroorganismen unter den gegebenen Bedingungen
mit ausreichender Prézision, ist der Einsatz eines solchen praktikabler, da der Aufwand
fiir benotigte Rechenleistung und Analytik gering gehalten werden kann. Dies bedeutet

in der Praxis eine Kostenersparnis auf Grund des minimalen Wartungsbedarfs.

11



2.1.2 Das Monod-Modell

Dieses Modell geht auf den franzosischen Mikrobiologen und Biochemiker J. Monod zu-
riick. Es ist ein unstrukturiertes, makrokinetisches Modell auf der Basis einer Sattigungs-
kinetik. Die Konzentrationen aller Substrate, bis auf eines, liegen im Bereich ihrer Satti-

gungskonzentrationen, so dass fiir sie Gleichung 3 gilt.
S>> K, (3)

Die Basis des Modells bildet die Michaelis-Menten-Kinetik [60]. Die dort fiir Enzyme
hergeleitete Kinetik wird auf Zellen iibertragen. Die ganze Zelle wird als Summe ihrer
Enzyme betrachtet. Das Wachstum ist das Resultat aller in der Zelle ablaufenden enzy-
matischen Reaktionen, die die makroskopische Wachstumsgeschwindigkeit bestimmen.

Der Ansatz beschreibt die spezifische Wachstumsrate p als Funktion des limitierenden
Substrats S (Gleichung 4). Die kinetischen Parameter des Modells sind die maximale
Wachstumsrate fi,,., und die Monod-(Sattigungs)-Konstante K,,.

= s (1
Hmaz 1St eine von den jeweiligen Kultivierungsbedingungen (Art des Substrates, pH-Wert,
Temperatur) und dem Organismus abhéngige Groke. Es ist die maximale Wachstums-
rate, die bei hohen Substratkonzentrationen (S >> K,,) erreicht werden kann. K, ist
eine fiir den Mikroorganismus spezifische Konstante mit der Dimension einer Konzentra-
tion. Thr Wert entspricht der Konzentration, bei welcher y = #2e= gilt. Je kleiner der
Wert von K, ist, desto grofer ist die Affinitdt des Organismus zum Substrat. Fiir die
Wachstumsgeschwindigkeit folgt mit Gleichung 4
= B =X = X )
Zwischen der Wachstumsrate und der Biotrockenmassekonzentration (BTM) herrscht
nach Gleichung 5 direkte Proportionalitdt. Es liegt demnach eine autokatalytische Re-
aktion vor.

Die Auftragung von p gegen S zeigt einen asymptotischen Verlauf mit Sattigungs-
charakter analog einer Langmuir-Isotherme. Aus einer, als Lineweaver-Burk-Diagramm
bezeichneten, Auftragung von p~! gegen S lassen sich ji,,4, und K, bestimmen (Ordi-

natenabschnitt: p,,! Steigung:%). Es existieren zwei Grenzfalle:

1. p und somit auch rx ist unabhéngig von der Konzentration des Substrates, wenn
Gleichung 3 erfiillt ist. Die Reaktion ist formal nullter Ordnung, da folgende An-

nahme zuldssig ist g & fmaz-
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2. Die Vereinfachung p ~ NmawK_i ist zuléssig, wenn
S << Ky, (6)
In diesem Fall erhélt man ein Geschwindigkeitsgesetz 1. Ordnung,

Da K,, haufig relativ klein ist, ist die Abhéngigkeit des Modells von K, nur bei niedrigen

Substratkonzentrationen gegeben.

2.1.3 Das Monod-Modell fiir den Fedbatch-Prozess im CSTR

Die aus der chemischen Reaktionstechnik bekannten Grundlagen zur Reaktorauslegung
lassen sich nur bedingt auf biologische Stoffsysteme {ibertragen. Dennoch wird zur Modell-
bildung der klassische Ansatz iiber die Kopplung von Stéchiometrie, Kinetik und Thermo-
dynamik an die Bilanzgleichungen fiir Stoff und Energie (Wérme) verfolgt. Aufgrund der
zuvor beschriebenen Problematiken ist in der Regel nur eine makrokinetische Beschrei-
bung moglich. Diese muss jedoch an den Anwendungszweck adaptiert sein und sollte die
experimentelle Bestimmung der Modellparameter ermdglichen. Fiir die Erstellung eines
Bioprozessmodells ist dieser Ansatz oftmals ausreichend, da in der Regel nur makrosko-
pische Prozessvariablen in den Bilanzgleichungen auftreten. Da der Einfluss dieser Pro-
zessvariablen nicht beriicksichtigt wird, ist das aufgestellte Modell nur giiltig, wenn sie
konstant sind oder den Prozess nicht beeinflussen. Am haufigsten findet zur Beschreibung
mikrobiellen Wachstums das Monod-Modell Anwendung.

Zur Aufstellung des Bioprozessmodells muss dieses Modell mit den Stoff- und Wér-
mebilanzen verkniipft werden, um die Konzentrations- und Temperaturverlédufe beschrei-
ben zu kénnen. Im Folgenden wird jedoch bei der Aufstellung des Bioprozessmodells nur
die Stoffbilanz betrachtet, da der verwendete Reaktor thermostatiert und die Reaktions-
fiihrung somit isotherm ist. Durch Bilanzierung iiber ein differentielles Volumenelement
(lokale Bilanzierung) erhélt man fiir ein einphasiges System den folgenden Ausdruck (Glei-

chung 7).
801-

ot

= —div(¢;V) + div(D;grad(c;)) + Z Tij (7)

Dabei ist ¢; die Konzentration der Komponente i, ¥ der Vektor der Stromungsgeschwindig-
keit, D; der Dispersionskoeffizienten und r;; die Reaktionsgeschwindigkeit der Komponen-
te ¢ in der Reaktion j. Abhéngig vom Typ des Reaktors konnen, sofern der Reaktor als
ideal angesehen wird, bestimmte Terme gleich Null gesetzt werden. Fiir den im Rah-
men dieser Arbeit betrachteten Fedbatch-Reaktor, der gut durchmischt ist, kann der Di-

spersionsterm vernachlassigt werden. Es ist neben dem Reaktionsterm also lediglich die
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Volumenénderung durch Probenahme (zellfrei) und Zufiitterung zu berticksichtigen. Der
Reaktionsterm beschrénkt sich auf die Geschwindigkeit des Biomassezuwachses rx bzw.

auf die Geschwindigkeit des Glucoseverbrauches rg. Dies fithrt zu folgendem Differential-

gleichungssystem.
dX(t Vit V)
( ) — TX o ( )feed 'X(t) + Probe ’X(t) (8)
dat 40 Vo)
ds(t) V(t) feed
—— =—rg+ (S — S(t)) - —— 9
v . .
-, = V(t)feed - VProbe (10)
dt
Folgende Symbolik wurde verwendet:
rx Geschwindigkeit des Biomassezuwachses [g L7t h7Y
X(t) Biotrockenmassekonzentration zum Zeitpunkt ¢ [g L71]
V() feea  Volumenstrom im Zulauf (Feed-Rate) zum Zeitpunkt ¢ [L h=1]
V(t) Reaktorvolumen zum Zeitpunkt ¢ (L]
—T3(t) Geschwindigkeit des Substratverbrauches zum Zeitpunkt t [g L=! h™1]
So Konzentration der Feed-Lésung g L7
S(t) Substratkonzentration zum Zeitpunkt ¢ [g L7
Vprobe Volumenstrom der Onlineprobenahme [L h=1

Da nur die Bildung von Biomasse betrachtet wird, ist die Geschwindigkeit des Biomas-
sezuwachses proportional zur bereits vorhandenen Biomasse. Der Proportionalitatsfaktor
ist die bereits oben eingefiihrte spezifische Wachstumsrate ;1 der Monod-Kinetik. Die Ge-
schwindigkeit des Biomassezuwachses wird daher durch Gleichung 11 beschrieben, wobei
dieser Ansatz stark vereinfachend. Dies stellt insofern ein Problem dar, als dass die spe-

zifische Wachstumsrate eine Funktion vieler Umweltparameter ist.
rx = p- X(t) (11)

Die Geschwindigkeit des Substratverbrauches (Gleichung 12) ist proportional zu der Ge-
schwindigkeit des Biomassezuwachses und umgekehrt proportional zum Ausbeutekoeffi-
zienten Yy,g, welcher das Verhaltnis zwischen verbrauchter Masse Substrat und daraus
gebildeter Masse Biomasse wiedergibt.

X(t)
' Yx/s

rs = (12)
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Setzt man die Gleichungen 11, 12 und 4 in die Bilanzgleichungen 8 und 9 ein, so erhélt

man die folgenden Modellgleichungen.

dX(t) S(t) V(t)feed . VProbe

i e asm 0T v KO e 0 09)
T =t i (S0 () Hlles (14)
T 7 0) e — Vi (15)
d’“bmd—“f@) =0 (16)

Somit steht ein Differentialgleichungssystem zur Beschreibung des Zellwachstums in einem
Fedbatch-Reaktor zur Verfiigung. Dieses System von Gleichungen ist in den kontinuierlich-

diskreten erweiterten Kalman-Filter als Prozessmodell implementiert.

2.2 Grundziige der Regelungstechnik

Die Regelung ist ein Vorgang, bei dem die Regelgrofe (Istwert) z(t) kontinuierlich erfasst
und mit der Fiihrungsgrofe (Sollwert) w(t) verglichen wird. Basierend auf der Differenz
dieser beiden Groften berechnet der Regler die Stellgrofe y(¢) mit dem Ziel, die Differenz
zwischen Regelgrofse und Fiihrungsgrofse zu minimieren. Die Differenz zwischen dem Soll-
und dem Istwert wird als Regelabweichung (Gleichung 17) bezeichnet, ihr negativer Wert
als Regeldifferenz (Gleichung 18).

Eine Regelung stellt im Unterschied zu einer Steuerung einen geschlossenen Wirkkreislauf,
auch als Regelkreis bezeichnet, dar. Die Elemente eines Regelkreises sind die Regelstrecke
(der zu regelnde Prozess), die Stelleinrichtung und der Regler selbst. In Abbildung 2 ist
ein Regelkreis exemplarisch als Blockschaltbild dargestellt.
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Abbildung 2: Blockschaltbild eines Regelkreises (aus [78])

Kriterien fiir die Regelgiite sind die bleibende Regelabweichung x,,.,, die mdglichst
klein sein sollte, so wie das Verhalten des Regelkreises bei Stérungen oder Anderungen
der Fiithrungsgrofie. Bei Variation der Fiihrungsgrofe sind geringe Uberschwingweiten
Tmae D€l kurzer Ausregelzeit T, wiinschenswert. Dies gilt auch fiir die Anregelzeit T, zu

Beginn des Prozesses. Die Grofen sind in Abbildung 3 veranschaulicht.

X A
¥
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T T T
A
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- >

Ta
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Abbildung 3: Kenngrofen zur Charakterisierung der Regelgiite (aus [78])
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2.2.1 Reglergrundtypen

Ein Proportionalregler (P-Regler) stellt die Stellgtfse y(t) proportional zur Regeldiffe-
renz e(t) ein. Die Proportionalitétskonstante K p wird als Proportionalbeiwert bezeichnet.
Sie gibt den Faktor an, um den die Regeldifferenz verstéirkt wird. Die Reglergleichung lau-
tet:

y(t) = Kpe(t) = Kp (w(t) — x(t)) (19)
Bei einem Integrierenden Regler (I-Regler) herrscht zwischen Stellgrofse und dem
Integral der Regelabweichung iiber die Zeit Proportionalitdt. Die Integrationskonstante
Ty = K;! wird als Nachstellzeit bezeichnet. Der Regler wird durch folgende Reglerglei-
chung beschrieben:

y(t) = %/0 e(t)dt = % i (w(t) —z(t))dt (20)

Der Proportional-Integral-Differential-Regler (PID-Regler) wird durch eine Par-
allelschaltung eines P-Reglers, eines I-Reglers und eines D-Gliedes konstruiert. Die vom
D-Glied berechnete Stellgréfe ist proportional der Anderungsgeschwindigkeit der Regel-
grofse. Der PID-Regler gehorcht folgender Reglergleichung:

t de

y(t)=Kr| e(t) +— [ e®)dt+ Tv— (21)
~— T~ Jo dt
— Antei \—,—/
P Anteil I—Anteil D—Anteil

Die genannten Reglergleichungen (Gleichungen 19 bis 21) gelten fiir analoge Regler.
Die Regler lassen sich auch durch digitale Algorithmen beschreiben. Fiir den PID-Regler
erhélt man Gleichung 22.

k—

—e(k—1)
k=K T) 22
u(h Z A 22
P— Antezl _ ~ - 4
I—Anteil b- Antezl

u(k) ist dabei die Stellgrofe, e(k) die Regeldifferenz zum Zeitpunkt ¢ = kT4 (Ta: Abtast-
zeit). Die freien Parameter des Reglers sind der Verstarkungsfaktor K, die Nachstellzeit
T7 und die Vorhaltezeit Tp. Die Implementierung des PID-Reglers in eine Regelsoftware

geschieht durch Verwendung eines rekursiven Algorithmus (Gleichung 23):

Au=u(k) —ulk—1)=qoelk) +qe(k —1)+ ge(k —2) (23)
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Die Parameter qg, ¢g; und ¢o in Gleichung 23 repréasentieren die Gewichtung der P-, I- und

D-Anteile des Reglers und kénnen dabei aus Gleichung 23 abgeleitet werden.

Tp
=K1+ = 24
qo < +TA) (24)
Tpr Ty
=K (142224 2
¢ (+ T Ti) (25)
Tp
=K— 2
q2 T, (6)

Die Qualitat des Reglers steigt mit der Abtastfrequenz (steigt mit sinkender Abtastra-
te). Ist die Abtastfrequenz hoch genug, verhalten sich digitale Regler wie analoge. Das
Abtasttheorem besagt, dass ein kontinuierliches Signal mit einer Maximalfrequenz f,,q.
mit einer Frequenz grofer als 2 f,,.. abgetastet werden muss, damit man aus dem so
erhaltenen zeitdiskreten Signal das Ursprungssignal praktisch ohne Informationsverlust
approximieren kann. In der Praxis kann man von einem quasikontinuierlichen Verhalten
ausgehen, wenn die Abtastzeit kleiner ist als 20 % der Summe der Zeitkonstanten [50].
Der wirtschaftliche Druck erfordert eine Steigerung der Effizienz von Bioprozessen und
eine Erhohung des Grades der Prozessautomation. Daraus resultiert ein immer grofer wer-
dender Bedarf an Uberwachungs-, Steuerungs- und Regelsystemen. Zur ékonomisch und
okokologisch optimalen Produktion ist der Einsatz von Regelsystemen zwingend erfor-
derlich. Zur Erzielung bestmoglichen Wachstums der Mikroorganismen miissen die Um-
weltparameter optimal auf diese abgestimmt sein und konstant gehalten werden. Bei der
Entwicklung von Regelsystemen fiir die Biotechnologie tritt neben der hohen Prozess-
dynamik, die in der Regel ein nicht-lineares Verhalten aufweist, und der mangelnden
Verfligharkeit préziser Prozessmodelle (siehe Kapitel 2.1) das Problem der Wahrung der
Sterilitdt auf. Daher sind derartige Systeme aufserst komplex. Erschwerend kommt hin-
zu, dass wichtige Prozessgrofen oftmals nur schwer, indirekt oder gar nicht messbar sind.
Hier bietet sich der Einsatz sog. Zustandsbeobachter /-schétzer an, wie das in dieser Arbeit
verwendete kontinuierlich-diskrete erweiterte Kalman-Filter, um kostenintensive Sensoren
einsparen zu kénnen bzw. Prozessvariablen schétzen zu kénnen [10]. Hierdurch ist dann
die Moglichkeit gegeben, auf den momentanen Prozesszustand reagieren zu konnen. Fiir
viele Prozessgrofsen wie pH-Wert, Temperatur und Gelostsauerstoftkonzentration stehen
heute zuverldssige Regelsysteme zur Verfiigung. Diese Systeme sind fiir eine optimale
Prozessfiihrung unabdingbar. Wiinschenswert ist jedoch, Regelsysteme fiir weitere wich-
tige Prozessvariablen zur Verfiigung stellen zu kénnen. Die Regelung der Feedrate auf
der Basis von kalorimetrischen Messungen wird von Randolph beschrieben [73], Kollecker

[49] entwickelte eine Methodik unter Verwendung der 2D-Fluoreszenzspektroskopie. Ei-
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ne Regelung der Gelostsauerstoffkonzentration auf Basis der Substratzufuhr wurde von
Kleist [47] realisiert. Eine Substratregelung auf Basis von sog. Probing bei der Messung
der Gelostsauerstoftkonzentration ist in [1] und [57] beschrieben. Beim Probing wird das
Verhalten der Gelostsauerstoffkonzentration bei pulsartigen Anderungen der Feedrate un-
tersucht.

Die Nutzung der Konzentration des limitierenden Substrates als Fiihrungs- und Regel-
grofe wurde schon sehr frith vorgeschlagen [32]. In der Literatur finden sich, auf Grund des
hohen regelungstechnischen Anspruchs dieser Aufgabe, bisher nur sehr wenige Realisierun-
gen [2] und [48]. Lenas et al. [51] nutzen zur Regelung der Glucose und Glutaminkonzen-
tration bei der Kultivierung von Sdugerzellen eine HPLC. Hier ist aber der Anspruch an
den Regelalgorithmus auf Grund der geringen Prozessdynamik nicht vergleichbar. Weitere
in der Literatur beschriebene Verfahren bedienen sich eines adaptiven Fuzzy Controllers
[61] oder verwenden neuronale Netze [62].

Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Regelsystem basiert auf der direkten Mes-
sung der Konzentration des limitierenden Substrates, grenzt sich aber durch seine Spezi-

fikation deutlich von den erwéhnten Systemen ab.
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2.3 Das Kalman-Filter

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Regelsystem fiir einen Bioprozess entwickelt und eva-
luiert, welches die Konzentration des limitierenden Substrats als Regel- und Fiihrungs-
grofse nutzt. Da die Messwerte prinzipbedingt nur zeitdiskret und verzégerungszeitbe-
haftet zur Verfiigung stehen, werden an den erforderlichen Regelalgorithmus besondere
Anforderungen gestellt. Er muss neben der Beriicksichtigung bzw. Egalisierung der Ver-
zogerungszeiten ein Prozessmodell enthalten, welches durch Simulation eine zuverlassige
Pradiktion der Zustandsvariablen im Zeitraum zwischen zwei Messwerten gewahrleistet.
Zur Losung bieten sich bei derartigen Problemstellungen Zustandsschétzer an. Die nutri-
statische Regelung mit zeitdiskreter Analytik fiir einen Bioprozess stellt weitere (mathe-
matische) Anforderungen an das Regelsystem, da der Prozess selbst nichtlinear ist. Ein
geeignetes Werkzeug stellt das kontinuierlich-diskrete erweiterte Kalman-Filter (EKF)
dar. Mit dem EKF kann eine modellgestiitzte Prozessregelung realisiert werden, die sich

durch Robustheit auszeichnet.

2.3.1 Grundlagen des Kalman-Filters

Die Ermittlung der Zustandsgroften eines Systems ist immer mit Ungenauigkeiten behaf-
tet, da die Messung der Ausgangsgrofen mit Messfehlern und stochastischen Storungen
behaftet ist. Die Einfliisse der Messfehler auf das System lassen sich durch Filterung mini-
mieren. Ein hiufig dazu verwendeter Algorithmus ist der Kalmansche Filteralgorithmus.

Das Kalman-Filter (KF) und das erweiterte Kalman-Filter (EKF) werden als Fil-
ter, Zustandsschéitzer oder Zustandsbeobachter bezeichnet, da sie den aktuellen System-
zustand schétzen, mit diskreten Messwerten abgleichen und die Messdaten glatten. Thr
grofer Vorteil gegeniiber anderen Filterverfahren besteht darin, dass sie zur Filterung nur
den aktuellen Messwert und nicht wie andere Verfahren Zeitreihen benétigen. Das KF
beruht auf einem linearen Modell des wahren Prozesses, in das stochastische Grofen ein-
fliefsen. Sind die Modellgleichungen nicht linear, so wird das Filter als EKF bezeichnet.
Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete Bezeichnung ,kontinuierlich-diskretes erweiter-
tes Kalman-Filter hat ihre Ursache in der Kontinuitdt der verwendeten Zustandsglei-
chungen (kontinuierliche Pradiktion) (Gleichung 27) und der zeitdiskreten Messgleichung
(Gleichung 28).

B o) a0, 1)+ =00 (27)
J(t) = hla(t) + 5(1) (28)
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Dabei ist z(t) der Zustandsvektor, z(t) das Prozessrauschen , y(t;) der Messvektor zu
diskreten Zeitpunkten, h(x(t;)) der wahre Wert der Messgrofen und s(¢;) das Messrau-
schen. Das Prozess- und das Messrauschen werden als weiffes Rauschen angenommen, d.h.
der Mittelwert ist Null, die Varianz von Null verschieden. Die Stéirke des Rauschens wird
durch die Prozessrauschleistungsmatrix ) (Gleichung 29) bzw. durch die Messrausch-

kovarianzmatrix R (Gleichung 30) beschrieben.

Qxd(r)=FE{z(t)-2"(t+7)} (29)
R=E{s(t)-s"(t;)} (30)

Da die Messungen unabhéngig voneinander sind, ist die Messrauschkovarianzmatrix eine
Diagonalmatrix mit den Varianzen des Messrauschens. Die Grofe der Varianzen in R spe-
zifiziert die Starke des Messrauschens. Die Giite der Messung kann dariiber in das Modell
einflieken. Die Prozessrauschleistungsmatrix () ist ein Mafs fiir die Giite des Modells und
driickt mittels der Varianzen aus, inwieweit dem Modell Vertrauen geschenkt werden soll.
Die Schétzfehlerkovarianzmatrix P (Gleichung 31) beschreibt die aktuelle Unschérfe der
Schétzung des Zustandsvektors z(t),

Pi(t) = B {(zi(t) — 24(t))*} (31)

wobel z;(t) den wahren Wert und z,(t) den Schétzwert des Zustandsvektors bedeuten.
Die Schétzfehlerkovarianz wird bis zum Eintreffen eines neuen Messwertes kontinuierlich
geméf Gleichung 32 berechnet.
dP(t)

dt
Dabei ist F'(t) die Jacobi-Matrix von f(z(t),u(t),t). Sobald ein neuer Messwert eintrifft,

wird dieser gefiltert, d.h. es werden die Zustandsvariablen und die Schétzfehlerkovarianz an

=F@t)-Pt)+P@)-FT(t)+Q (32)

der Stelle ¢; neu berechnet. Hierbei wird zunéchst die Kalman-Verstarkungsmatrix K (t;)
(Gleichung 33) mit der Schatzfehlerkovarianzmatrix der letzten Pradiktion bestimmt, wo-
bei H(t;) die Jacobi-Matrix von h(x(t;)) ist.

K(t;) = P(t;)- H'(t;) - [H(t:)- P(t:;) - H" (t;) + R]_l (33)

Das EKF berechnet die Verstirkungsmatrix so, dass die Kovarianz des Schétzfehlers mini-
mal wird. Die Schéatzfehlerkovarianzmatrix und die Messrauschkovarianz beeinflussen den
Wert von K (t;) derart, dass bei kleinem Messrauschen, bezogen auf das Prozessrauschen,
die Zustandsschitzung starker an den Messwerten orientiert wird. Sind die Verhéltnisse

umgekehrt, folgt die aktuelle Schatzung stéarker der vorherigen Prédiktion. Mit der neu
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bestimmten Kalman-Verstiarkungsmatrix wird nun der neue Schitzwert geméf Gleichung
34 berechnet.

Tpeu(ti) = 2(t:) + K (8:) - [y(ts) — h(2(8:), 1:)] (34)

Die neue Schétzfehlerkovarianz folgt aus Gleichung 35 mit I als Einheitsmatrix.

P...(t;)=[I—K(t) H(t;)] - P(t;) [I — K(t;) - H(ti)]T + K(t;)-R-K*(t;) (35)

neu

Die Zustandsgleichungen fiir die hier betrachteten Kultivierungen sind durch das Diffe-
rentialgleichungssystem (Gleichung 36) gegeben. Die numerische Losung erfolgt mittels

eines Runge-Kutta-Verfahrens vierter Ordnung.

S() V() e Virone
t X(t
— Mmax ' + So— S(t)) - —zfeed z
fla(t),ult),t) + 2(t) = Himas Ko, 450 " Vs . (S0 = S() - —v( n zS
I
L V(t)feed - VProbe ] 2y

(36)
Das diskret-kontinuierliche erweiterte Kalman-Filter liefert also eine kontinuierliche Schét-
zung des Zustandsvektors des Systems. Zwischen den Messungen erfolgt die Pradiktion
apriori. Beim Eintreffen eines Messwerts werden die Zustandsvariablen und die Schéatz-
fehlerkovarianz sprunghaft aktualisiert. Auf der Basis der aktualisierten Grofen wird nun
mit der Aposteriori-Schétzung fortgefahren. Die Aposteriori-Schétzung des letzten Zu-
standsvektors ist die Apriori-Schatzung fiir den folgenden Zustandsvektor.

Die Besonderheit des hier eingesetzten EKFs ist der Sachverhalt, dass die Messwerte
mit einer Verzogerungszeit behaftet sind. Bedingt durch die tgg-Zeit des in Kapitel 3.1
charakterisierten Probenahmemoduls und den Stromungsweg vom Reaktor bis zum De-
tektor, beschreiben die eintreffenden Messwerte den Zustand im Reaktor zum Zeitpunkt
t; — tgo. Dies muss bei der Zustandsschatzung berticksichtigt werden. Die Vorgehensweise
ist in Kapitel 3.2.1 auf Seite 42 beschrieben.

Ausfiihrliche Erlauterungen des mathematischen Algorithmus, ohne Beriicksichtigung
der Zeitverzogerung, finden sich in folgender Literatur [8, 15, 34, 44, 59, 68, 90, 93|.

2.3.2 Einsatz von erweiterten Kalman-Filtern in Bioprozessen

Kalman-Filter sind auf Grund ihrer Féahigkeiten ein haufig eingesetztes Werkzeug zur Pra-
diktion von Zustandsvariablen dynamischer Systeme. Sie dienen in diesem Zusammenhang

oftmals als sog. Soft-Sensoren, die den Zugang zu nicht direkt messbaren Prozessgrofien
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ermoglichen. Im folgenden Abschnitt wird ein kurzer Uberblick iiber die bisherigen Verdf-
fentlichungen zum Einsatz von erweiterten Kalman-Filtern zur Préadiktion und Regelung
von Bioprozessen gegeben.

Der Einsatz eines EKF in einem Bioprozess wird erstmal von Svrcek et al. [88] erwdhnt.
Er setzt das EKF in Simulationen zur Regelung der Biomasse iiber die gezielte Variation
der Verdiinnungsrate ein.

Ramirez [72| beschreibt den Einsatz des EKF zur Regelung wéhrend einer Bier-Fer-
mentation. Mess- und Regelgofse ist in diesem Fall die Temperatur.

Dubach und Mérkl [24] berichten {iber eine EKF-basierte pOs-Regelung wihrend einer
Fedbatch-Kultivierung von E. coli. Die Regelung des pO,-Gehaltes erolgt durch gezielte
Variation der Feedrate.

Van der Pol et al. [69] berichten tiber die Verwendung eines EKF zur Regelung der
Substratkonzentration in Fedbatch-Kultivierungen von Hybridoma Zellen beim Wachstum
auf Glucose bzw. auf Glutamin.

Kelle et al. [45] beschreiben eine EKF-basierte Regelung der Glucosekonzentration
wahrend einer Fedbatch-Kultivierung von Corynebacterium glutamicum. Die Messwerte
liegen zeitverzogert vor. Die Konzentration betrug ~ 3,6 ¢ L.

Weuster-Botz et al. [95] realisierten eine Regelung der Glucosekonzentration in ei-
ner Fedbatch-Kultivierung von Corynebacterium glutamicum. Die Glucosemesswerte lagen
zeitverzogert vor, die Konzentration betrug ~ 9 g L™

Ghudi et al. [38] beschreiben eine Regelung bei einer Simulation einer Fedbatch-Kul-
tivierung eines Stammes von Streptomyces. Die Messung der CPR erfolgt dabei online,
Substrat- und Biomassekonzentration werden offline ermittelt und zeitverzogert an das
EKF weitergegeben.

Léonard et al. [52] beschreiben die Anwendung eines EKF zur Regelung der Feedrate
bei einer Fedbatch-Kultivierung von Ralstonia eutropha. Die Regelung erfolgt auf der
Basis eines spektroskopisch detektierten Farbumschlages.

Zigova et al. [97] berichten iiber die Regelung bei Fedbatch-Kultivierungen von S.
cerevisiae auf einen Glucosesollwert von ca. 0,5 g L™1. Als MessgoRe dient der RQ bzw.
die Glucosekonzentration.

Broxtermann et al. [17] beschreiben den Einsatz eines EKF zur Regelung von Fedbatch-
Kultivierungen des Organismus S. cerevisiae bei einem Glucosesollwert von 0,5 g L=, Zur
Messung der Glucosekonzentration, als Eigangsgrofe fiir das EKF und als Regelgrofse,
nutzen sie ein spezielles FIA-System.

Arndt und Hitzmann [4, 5| beschreiben den Einsatz eines EKF zur Regelung von
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Fedbatch-Prozessen des Organismus S. cerevisiae unter Verwendung der in Abschnitt 2.5
auf Seite 30 beschriebenen ,Schnellen Glucose-FIA“ bei Glucosesollwerten von 0,08 und
0,05 g L7L.

Lucena et al. [56] berichten tiber den Einsatz eines EKF in einer Fedbatch-Kultivierung
von S. cerevisiae bei einem Glucosesollwert von 0,07 g L=

Arndt et al. [6] setzen das EKF zur Regelung von Fedbatch-Kultivierungen eines Phy-
tase produzierenden FE. coli ein. Unter Verwendung der ,Schnellen Glucose-FIA®“ reali-
sieren sie einen Glucosesollwert von 0,2 g L=!. Dieser Wert wurde im Hinblick auf die
Maximierung der Phytase-Ausbeute bei optimaler Wachstumsgeschwindigkeit gewahlt.

Jenzsch et al. [43] beschreiben eine Fedbatch-Kultivierung von E. coli, in der ein EKF
zur Regelung genutzt wurde. Regelgrofe war die Wachstumsrate, welche entlang einer
vorgegebenen Trajektorie gefithrt wurde. Als Messgrofie dient dem EKF die Kulturmasse.

Stephanopoulos und San verdffentlichten eine viel beachtete und zitierte Abhandlung.
Zunéchst erfolgt eine theoretische Betrachtung [85] zur Zustandsschiatzung. Im zweiten
Teil [86] stellen sie Ergebnisse aus Simulationen und Kultivierungen vor. Sie setzen das
EKF zur Pradiktion von Zustandsgréfen auf der Basis von Messungen des R() und der
zur pH-Regelung zudosierten NH3-Menge ein.

Bellgardt et al. |13, 14] nutzten das EKF in einer Batch-Kultivierung von S. cerevisiae
auf Glucose und Ethanol. Als Messgrofen dienten die Konzentrationen der Substrate und
die Abluftzusammensetzung (O und COs).

Néhlik und Burianec [64] nutzten das EKF zur Priadiktion der Zustandsvariablen wéh-
rend der kontinuierlichen Kultivierung von Candida utilis auf Ethanol. Eingangsgrofen
fiir das Filter sind hier die Verdiinnungsrate und die Ethanolkonzentration im Reaktor.

Ghoul [35] kultiviert OKT Hybridoma Zellen im Batch- und Fedbatch-Modus. Das
EKF nutzt zur Pradiktion die Glucose- und Ammoniakkonzentration.

Hilaly, Karim und Linden [40] fiihrten eine Fedbatch- Kultivierung von E. coli auf
Xylol durch. Das EKF nutzte zur Pradiktion den Gesamtverbauch an Natronlauge und
die COq-Konzentration der Abluft.

Ghudi,Shah und Gray [37| verwenden das EKF zur Pédiktion in Fedbatch-Kultivie-
rungen von Streptomyces clavuligerus. Die Messwerte CPR und Biomasse liegen dabei mit
unterschiedlichen Zeitabstdanden und zeitverzdgert vor. Eine Methodik zu deren Kompen-
sation wird nicht beschrieben.

Sargantanis und Karim [76] setzen das EKF bei einer Solid Subtrate Kultivierung
(SSF) von Rhizopus oligosporus ein. Die Schitzung fufst auf der Messung der Biomasse

und der Kohlendioxidproduktionsrate.
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Grofe-Uhlmann und Bley [36] setzen ein EKF zur Prédiktion in Fedbatch-Kultivierungen
von Methlyobacterium rhodesianum auf Methanol ein. Als Messgrofe dient die Biomasse,
die als optische Dichte gemessen wurde.

Neelemann und van Boxtel [65] verwenden das EKF zur Pradiktion in Batch- und
Fedbatch-Kultivierungen der Organismen Bordetella pertussis und Neisseria meningitidis
auf verschiedenen Substraten. Messgrofse ist die Biomasse.

Li, Xu, Su [53| nutzen ein EKF zur Pradiktion der Zustandsvariablen einer Photobio-
reaktor-Kultivierung. Neben dem pO, messen sie die Lichtintensitit.

In Tabelle 1 auf der néchsten Seite findet sich eine zusammenfassende Darstellung mit

ergdnzenden Angaben.
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2.4 Der Stoffwechsel von Saccharomyces cerevisiae

Der Mikroorganismus Saccharomyces cerevisiae wird von den Menschen schon seit Jahr-
tausenden als Bécker- und Bierhefe genutzt. In der Biotechnologie wird dieser Eukaryont
der Klasse der Ascomyceten (Schlauchpilze) oft als Modellorganismus genutzt, da sein
Metabolismus sehr gut untersucht ist [55]. Unter den in den Kultivierungen vorherrschen-
den Bedingungen erfolgt die Vermehrung durch Sprossung, eine sexuelle Vermehrung kann
bei einer Substratlimitierung unter bestimmten Bedingungen eintreten. Die Mutter- und
Tochterzellen weisen unterschiedliche Struktur und Eigenschaften auf. Der Sprosszyklus
gliedert sich in eine Reproduktions- und eine Wachstumsphase, daher ist der Metabolis-
mus der Zellen zeitvariant. Das Wachstumsverhalten der Zellen héangt folglich von der
Altersverteilung ab. Bei aerobem Wachstum kénnen morphologisch unterschiedliche Zel-
len mit divergierenden Stoffwechsel- und Sprossungseigenschaften auftreten [46].

Die Kultivierung von Hefen kann in Batch-, Fedbatch- oder kontinuierlichen Prozessen
durchgefiihrt werden. Die Kultivierungsbedingungen haben Einfluss auf den Stoffwechsel
und somit auch auf die etwaige Bildung von gewiinschten oder unerwiinschten Produkten.
S. cerevisiae kann verschiedene Kohlenstoffquellen metabolisieren. In der iiberwiegenden
Zahl der biotechnologischen Prozesse wird bevorzugt Glucose eingesetzt.

S. cerevisiae ist ein fakultativer Organismus, somit stehen grundsétzlich zwei Stoff-
wechselwege offen. Neben dem oxidativen (aeroben) und dem reduktiven (anaeroben)
existiert noch eine Mischform, bei der die charakteristischen Merkmale der oben genann-
ten Stoffwechselwege parallel auftreten. Dieser als oxidoreduktiv oder auch als oxidativ-
fermentativ bezeichnete Stoffwechselzustand tritt bei hohem Substratangebot trotz ausrei-
chender Sauerstoffversorgung auf. Die verschiedenen Varianten des Metabolismus sind ei-
ne Adaption der Zellen an die vorherrschenden Umweltbedingungen. Inhibierungen treten
bei hohen Glucose- bzw. Ethanolkonzentrationen auf. Ethanol wirkt ab einer bestimmten
Konzentration als Zellgift.

Oxidatives Wachstum kann bei ausreichender Sauerstoffversorgung auf Glucose oder
Ethanol oder auf beiden Substraten parallel erfolgen. Glucose wird unter ATP-Verbrauch
zu Glucose-6-Phosphat phosphoryliert und in der Glycolyse [87] zu Pyruvat umgesetzt.
Aus einem Molekiil Glucose werden unter Reduktion von NAD(P)* zu NADH je zwei Mo-
lekiile ATP und Pyruvat gebildet. Das Pyruvat wird anschliefsend zu Acetyl-CoA umge-
setzt, in den Citratzyklus eingeschleust und dort zu CO5 und H,O abgebaut. Die Ausbeu-
te bezogen auf das Verhéltnis Biomasse zu eingesetztem Substrat ist bei rein oxidativem
Stoffwechsel hoch (Yy,s > 0,5 g g!). Ein rein oxidatives Wachstum auf Glucose ist nur

bis zur einer bestimmten kritischen Glucoseaufnahmerate (qg ;) moglich [84], unterhalb
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dieses Grenzwertes kann parallel Ethanol verstoffwechselt werden.

Reduktiver Stoffwechsel tritt bei einer Unterversorgung der Zellen mit Sauerstoff auf.
Auch hier wird Glucose zunéchst zu Pyruvat umgesetzt. Das Pyruvat wird jedoch nicht
in den Citratzyklus eingeschleust, sondern {iber das Zwischenprodukt Acetaldehyd zu
Ethanol umgesetzt. Der Ausbeutekoeffizient Yy,s ist erheblich niedriger als bei einem
rein oxidativen Abbbau des Substrates.

Bei der Uberschreitung der kritischen Glucoseaufnahmerate stellen die Zellen ihren
Stoffwechsel auf oxidoreduktives Wachstum um. Die Zellen sind trotz ausreichender Sau-
erstoffversorgung nicht in der Lage, das gesamte Substrat oxidativ zu metabolisieren.
Der Ausbeutekoeffizient und die Wachstumsrate sinken gegeniiber dem rein oxidativen
Weg deutlich ab (Yx,s < 0,3 g g7'). Ein Teil des Substrates wird {iber den redukti-
ven Stoffwechselweg iiber Acetaldehyd zu Ethanol umgesetzt. Dieses Phénomen wird als
Crabtree-Effekt bezeichnet |22, 33]. Man versteht darunter das Auftreten der Produktion
von Ethanol trotz ausreichender Sauerstoffversorgung. Die Verédnderung im Stoffwechsel
zeigt sich auch in einem deutlichen Anstieg der Glucoseaufnahmerate (qs > s grit)-

Der Mechanismus des Crabtree-Effektes ist nicht vollstandig aufgekldrt. In der Li-
teratur werden mehrere Mechanismen diskutiert. Bellgardt [11] hélt einen geschwindig-
keitslimitierenden Schritt im Mechanismus des oxidativen Metabolismus fiir die Ursache.
Sonnleitner und Kéappeli gehen von einer begrenzten respiratorischen Kapazitéit der Zellen
aus und postulieren daraus ableitend ein ,bottleneck-Prinzip“ fiir die Glucoseaufnahme-
rate der Zellen [83, 84|. Gancedo [33| diskutiert eine Katabolitrepression. Die Grofe der
kritischen Gucoseaufnahmerate qg - ist keine Konstante, sondern hangt sowohl vom
Stamm der Hefe als auch von den Kultivierungsbedingungen ab.

Beschreiten die Zellen den oxidoreduktiven Stoffwechselweg, sind sie bei Anwesenheit
von Sauerstoff bestrebt, die Ethanolproduktion so niedrig wie moglich zu halten. Dieses
Phéanomen wird als Pasteur-Effekt bezeichnet. Er beruht auf der Hemmung der Phospho-
fructokinase durch ATP und Citrat.

Zusammenfassend kann als Kriterium fiir das Auftreten des oxidoreduktiven Stoffwech-
sels das Uberschreiten einer fiir den Hefestamm und die Kultivierungsparameter charakte-
ristischen Glucoseaufnahmerate angesehen werden. Die Hohe des kritischen Wertes hangt
primér von der spezifischen Sauerstoffaufnahmerate ab, welche auch abhéngig von der
Geldstsauerstoffkonzentration ist. Die respiratorische Kapazitiat der Zellen stellt folglich
den ,Flaschenhals® dar. Die Veranderung im Metabolismus ist also von einer dynamischen
Grolse abhéngig.

In Fedbatch-Kultivierungen besteht ein enger Zusammenhang zwischen der Glucose-
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aufnahmerate und der Feed-Rate. Ist die Glucosekonzentration im Reaktor konstant, so
ist die Feed-Rate identisch mit der Glucoseaufnahmerate. Somit steht ein probates Mit-
tel zur Regelung und Bestimmung der Glucoseaufnahmerate zur Verfiigung, sofern ein

adaquates Regelsystem vorhanden ist steht.

2.5 Die Prinzipien der Flielsiinjektionsanalyse

Die Entwicklung der Fliekinjektionsanalyse (FIA) begann 1974 und geht auf Hansen und
Ruzicka |74] zuriick. Diese Analysenmethode zeichnet sich durch vielseitige Einsatzmog-
lichkeiten aus und ermoglicht die quantitative Bestimmung vieler Substanzen. Die in der
FIA eingesetzten Methoden zur Bestimmung des Analyten sind meist nasschemische Ver-
fahren. Da die Dispersion zwischen Probensegment und Tragerstrom nicht vollstandig
ist und die Nachweisreaktion in der Regel nicht bis zum Gleichgewicht bzw. nicht voll-
stdndig abléduft, ist sie eine dynamische Analysenmethode. Da das System ein Nicht-
Gleichgewichtssystem darstellt, erfordern gute und reproduzierbare Messergebnisse eine
Konstanz der apparativen und der dufleren Parameter.

Handelsiibliche FIA-Systeme bestehen in der Regel aus den folgenden Komponenten

e der Pumpe(n), zur Férderung von Tréager- und Probemedium,
e dem Injektionsventil, zur Injektion des Probesegmentes,

e dem Manifold, die Reaktions- und Dispersionsstrecke des Fliefssystems zwischen
Injektor und Detektor und

e dem Detektor zur Messung der physikalischen Grofe, die der Konzentration des

Analyten proportional ist.

In der Praxis wird ein definiertes Probevolumen (ul) aus der Probeschleife eines Injektions-
ventils in den kontinuierlich pulsationsarm strémenden, nicht segmentierten Trégerstrom
injiziert. Das fiir die FIA charakteristische Konzentrationsprofil bildet sich auf Grund
von Dispersionsvorgdngen im Stromungsweg, da durch sie das pfropfenférmig injzierte
Probensegment seine urspriingliche Geometrie verliert. Ursachen fiir die Dispersion sind
Storungen der konvektiven Stromung durch Turbulenzen im System. Mafigeblich die Form
der Peaks beeinflussende Grofen sind die Stromungsgeschwindigkeit, das Probevolumen,
die Geometrie des Manifold und des Flieksystems sowie gegebenenfalls die hydrodynami-
schen Eigenschaften eines Fiillkorperreaktors. Diese Vorgénge sind fiir das peakférmige
und asymmetrische Erscheinungsbild der Messsignale ursédchlich. Die Signale weisen in

der Regel ein ausgepragtes Tailing auf und sind nicht gaufformig.
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Zur Bestimmung der Konzentration des Analyten wird ein Zusammenhang zwischen
dieser und einem Merkmal des Peaks, oftmals der Hohe, der Flache oder der Halbwerts-
breite, genutzt. Die Signalhohe und -fliche sind proportional zur Analytkonzentration,
zwischen Halbwertsbreite und Analytkonzentration besteht eine logarithmische Beziehung
[41, 74]. Ab einem systemspezifischen Grenzwert treten jedoch Sattigungseffekte auf.

Die fiir die Nachweisreaktion bendtigten Reagenzien kénnen entweder im Tragerstrom
enthalten sein oder nachtréglich zugegeben werden. Eine weitere Moglichkeit bietet der
Einbau kleiner Fiillkérperreaktoren (sog. Kartuschen) zwischen Injektor und Detektor. Die
Kartusche enthélt ein Tragermaterial, auf dem das Reagenz oder ein Katalysator (hier
GOD) fixiert/immobilisiert ist. Ein FIA-System mit Fillkorperreaktor ist in Abbildung
4 dargestellt.

Pumpe Injektor  Abfall Messverstirker

 E—

Probestrom —— Manifold pO ,~Elektrode

Tragerstrom ————

[Zeleieleiceleleleel |

Kartusche

i~
=

Abfall

-

Abbildung 4: Darstellung eines FIA-Systems mit Manifold und Enzymkartusche

Die quantitative Bestimmung von Glucose erfolgt durch Umsetzung der Glucose mit
dem Enzym Glucoseoxidase (GOD). GOD setzt unter Sauerstoffverbrauch g-D-Glucose
gemaf der in Abbildung 5 wiedergegebenen Reaktionsgleichung spezifisch zu 3-D-Glucono-
0-lacton um. Das gebildete Lacton wird spontan zu D-Gluconséure hydrolysiert. Die GOD

befand sich, auf einem Polymertréger immobilisiert, in einem Fiillkbrperreaktor.

Abbildung 5: Umsetzung von Glucose durch GOD zu Gluconséure

Der Sauerstoffverbrauch der Reaktion ist proportional zur Glucosekonzentration und
wird mit einer amperometrischen Messung unter Verwendung einer Clark-Elektrode de-

tektiert. Eine Clark-Elektrode besteht aus einer Ag-Anode und einer Pt-Kathode. Die
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Anode ist zylinderférmig von der Messkathode umgeben. Kathode und Anode sind von
einer KCl-Elektrolytlosung umgeben und sind durch eine Teflonmembran, durch die die
Diffusion des Sauerstoffs erfolgt, vom Tragerstrom getrennt. Zwischen den Elektroden wird
eine Polarisationsspannung angelegt, da die Elektrodenreaktionen nicht freiwillig ablau-
fen. Der bei der Reaktion fliefende Strom ist der Glucosekonzentration proportional. Die

Elektrodenreaktionen sind unten dargestellt.

Kathodenreaktion: Oy + 4 e~ + 4 Ht — 2 H,O
Anodenreaktion: 4 Ag +4Cl7 — 4 AgCl + 4 e~
Gesamtreaktion: O +2HO +4Ag +4Cl7 — 4 0OH™ + 4 Ag(Cl

Die hier beschriebene FIA zeichnet sich durch ein geringes Messrauschen und eine
hohe Empfindlichkeit aus, da eine hohe, durch den Festkorperreaktor bedingte, Dispersion
vorliegt. Prinzipbedingt ist eine Konditionierung des Probestromes durch Abtrennung
der Zellen notwendig. Dies erfordert die Verwendung einer Filtrationseinheit. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde das in Abschnitt 3.1 beschriebene Probenahmemodul verwendet.
Dessen Nutzung verursacht eine Verzogerungszeit, die nicht vernachléssighar ist, aber mit
dem im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Regelsystem kompensiert werden kann.

Das von Arndt [2] entwickelte System der sog. ,Schnellen Glucose-FIA“ nutzt einen
anderen Ansatz. Arndt verzichtet auf den Einsatz eines Probenahmemoduls zu Gunsten
einer sehr geringen Verzogerungszeit, nimmt dadurch aber eine Reihe anderer Nachteile
in Kauf. Dieses System kann prinzipbedingt keinen Festkdrperreaktor nutzen, iiber einen
zweiten Injektor wird in einem definierten Zeitabstand eine definierte Menge GOD-Losung
in den Tragerstrom injiziert. Diese Vorgehensweise fithrt zu einer erhéhten Stéranfalligkeit
und einem deutlich stéarkeren Messrauschen. Zudem verbrauchen die Zellen auf dem Weg
vom Reaktor zum Detektor Sauerstoff und erzeugen so eine scheinbar existierende Gluco-
sekonzentration. Der Sauerstoffverbrauch der Zellen muss folglich bei der Auswertung der
Peaks berticksichtigt werden. Dies geschieht durch Blindmessungen und Differenzbildung.
Durch diese Blindmessungen geht alle 3 bis 4 Glucosemessungen ein Messwert verloren.
Bei erhohten Zelldichten ist der Blindwert im Verhéltnis zur Glucosekonzentration sehr
grofs, dies beeinflusst die Genauigkeit der Messung mafsgeblich. Ein weiteres Problem stel-
len Luftblasen dar, welche eine Segmentierung des Probenahme- und des Tréagerstromes
verursachen konnen und somit zu falschen Messergebnissen fiithren. Verstopfungen des
Fliefssystems durch die Zellen und/oder Stoffwechselprodukte stellen weitere nicht un-
erhebliche Storquellen dar. Der Vorteil, praktisch verzogerungsfrei zu messen, wird also

durch eine Reihe von Nachteilen erkauft.
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2.6 Grundlagen der Fluoreszenzspektroskopie

Die zweidimensionale Fluoreszenzspektroskopie ist eine relativ junge Anwendung in der
Bioanalytik bzw. Bioprozessbeobachtung. Dieses optische nicht-invasive Verfahren ermaog-
licht in-time, in-situ, teilweise auch in-vivo Anaylsen in Bioprozessen [9], [54] und so die
Messung biologischer Gréfen. Eine einfache Ankopplung an den Bioprozess ohne Konta-
minationsrisiko ist mit Hilfe von Lichtleitern realisierbar.

Die Fluoreszenz ist eine spezielle Form der Lumineszenz, bei der ein photochemisch an-
geregtes Molekiil durch Relaxation in den Grundzustand zuriickkehrt und dabei Strahlung
emittiert. Die Molekiile besitzen leicht anregbare m-Elektronen. Nach der Anregung erfolgt
ein strahlungsloser Ubergang vom angeregten Schwingungszustand in den Schwingungs-
grundzustand des elekronisch angeregten Zustandes. Dieser Abklingvorgang ist Ursache
fiir die Rotverschiebung gegeniiber der Absorption.

Als besonders geeignet fiir die Beobachtung von Bioprozessen erweisen sich aroma-
tische Aminoséuren, Co-Enzyme (Falvinmononucleotid (FMN), Flavinadenindinucleotid
(FAD)) und das reduzierte Nicotinamid-Adenindinucleotid-(phosphat) (NAD(P)H). Diese
Substanzen sind intrinsische Fluorophore und werden daher direkt innerhalb der Zellen
detektiert und erlauben somit einen direkten Einblick in Teile der lebenden Zelle.

Moderne 2D-Fluoreszenzspektrometer sind in der Lage, einen groften Spektralbereich
von Exzitations- und Emissionswellenldngen abzudecken, somit ermoglichen sie die si-
multane Messung diverser biogener Fluorophore. Das Spektrum wird als Datenmatrix

bestehend aus Exzitations- und Emissionswellenldnge und Intensitét erhalten. In Abbil-

dung 6 ist exemplarisch ein, im Verlauf einer Fedbatch-Kultivierung von S. cerevisiae

aufgenommenes Spektrum als 3D-Plot und als Konturplot dargestellt.

1800

e NAD(P)H:" :

1600

1

N
o
=]

Flavine

maer *

Proteine

1200

1000

[}
o
=]

'S
o
=]

Relative Fluoreszenzin\ensnét [units’
®
(=]
o

n
=]
=]

320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580
Emission [nm]

Abbildung 6: 2D-Fluoreszenzspektrum als 3D-Plot und als Konturplot
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Betrachtet man das in Abbildung 6 dargestellte Spektrum, so zeichnen sich drei
Bereiche charakteristischer Fluoreszenzen ab. Die typischen Emissions- und Exzitati-
onswellenldngenbereiche der Proteine befinden sich zwischen \., = 270 — 310 nm und
Aem = 310 — 390 nm, die der Vitamine und Co-Faktoren im Bereich A., = 310 — 390 nm
und M., = 390 — 550 nm und der Falvinbereich findet sich zwischen A., = 410 — 490 nm
und A, = 490 — 570 nm. In Tabelle 2 sind die elementaren biogenen Fluorophore und

die zugehorigen Emissions- und Exzitationsmaxima aufgefiihrt.

Tabelle 2: Biogene Fluorophore und ihre Exzitations- und Emissionsmaxima

Fluorophor | Emissions-/Exzitations- | Quelle
wellenlinge [nm)|
Tryptophan 287/348 [96]
Tyrosin 280/300 [80]
Pyridoxin 324/390 126]
NAD(P)H 340/450 139]
FMN 450/530 [96]
FAD 365520 196]

Die Auswertung der Fluoreszenzspektren erméglicht einen Einblick in die Stoffwech-
selvorgénge in den Zellen und tragt so zur Gewinnung wertvoller Informationen iiber den
Bioprozess bei. Die Menge der zur Verfiigung stehenden Daten erfordert jedoch komplexe
chemometrische Auswerteverfahren, um die in den Spektren enthaltenen Informationen
effektiv zu nutzen. Die relative Fluoreszenzintensitat (RFI) ist primér eine Funktion der
Konzentration des entsprechenden Fluorophors. Dariiber hinaus wird sie durch Effekte
der biotischen und abiotischen Phase beeinflusst. Diese Einfliisse lassen sich durch die
Auswertung von Differenzspektren minimieren. Zur Auswertung bedient man sich haufig

multivariater Methoden [82], [49] wie der Hauptkomponentenanalyse (PCA).

2.7 Das Verfahren der Hauptkomponentenanalyse

Chemometrische Verfahren nutzen statistische und mathematische Methodiken zur Da-
tenverarbeitung bzw. -aufbereitung. Moderne Analysengerite produzieren grofte Mengen
an Rohdaten, deren Informationen ohne die von der Chemometrie zur Verfiigung gestell-
ten Verfahren nur schwer, gar nicht oder nicht mit vollem Informationsgehalt zugéng-

lich wiren. Zu diesen Methoden zdhlen u. a. uni- und multivariate Regressionsverfahren,
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Hauptkomponenten- und Faktorenanalyse, die Mustererkennung, Klassifizierungsalgorith-
men (Cluster-Analysen, neuronale Netzwerke) und kombinatorische Verfahren wie z.B.
genetische Algorithmen.

In der analytischen Spektroskopie wird oft das Verfahren der Hauptkomponentenana-
lyse (Principal Component Analysis, PCA) angewendet. Als eine Methode des uniiber-
wachten Lernens gestattet sie das Erkennen von Gruppierungen innerhalb eines Datenkol-
lektivs. Die Daten werden durch die PCA in ein Koordinatensystem niedrigerer Dimension
iiberfiihrt. Ziel ist es, so wenig neue Variablen wie moglich zu erhalten, ohne dabei es-
sentielle Informationen zu verlieren. Die Datenmenge wird somit reduziert und dadurch
iiberschaubarer. Der wesentliche Schritt ist eine Transformation des Koordinatensystems.
Durch Rotation wird das Koordinatensystem so im Raum ausgerichtet, dass die erste Ko-
ordinate die maximale Varianz beschreibt. Dariiber hinaus kénnen latente Informationen
gewonnen werden, welche in den Spektren direkt nicht verfiigbar sind. Des Weiteren kann
das Messrauschen von den Messwerten separiert werden, da das Messrauschen eine sehr
kleine Varianz aufweist.

Mathematisch bedeutet dies, dass die Datenmatrix X durch eine Score-Matrix T und

eine Loading-Matrix L mit jeweils niedrigerer Dimension angenédhert wird.
X =TL" (37)

Die Datenmatrix enthélt in ihren n Zeilen die einzelnen Objekte (je ein Spektrum), in den
p Spalten die Merkmale (Messergebnisse, hier die RFI pro Wellenldngenkombination). Die
Spalten der Score-Matrix représentieren die Vektoren des jeweiligen Scores. Die Anzahl
der Komponenten eines Vektors entspricht der Anzahl der durchgefiihrten Messungen. Die
Spalten der Loading-Matrix sind die sog. Loading-Vektoren. Die Anzahl der Komponenten
eines Vektors entspricht der Anzahl der x-Variablen (hier RFI pro Wellenléngenkombi-
nation). Als Kriterium bei der Berechnung der Hauptkomponenten dient die Varianz.
Jede Hauptkomponente beschreibt das Maximum an Varianz, welches durch die vorher
berechneten Hauptkomponenten noch nicht erfasst wurde. Die erste Hauptkomponente
beschreibt folglich die grofte Varianz des Datenkollektivs.

Sie ist die Gerade im Raum, die die Daten mit der kleinsten Fehlerquadratsumme be-
schreibt. Alle Hauptkomponenten sind orthogonal und somit unabhéngig voneinander. Als
Abbruchkriterium bzw. Kriterium zur Bestimmung der Anzahl der Hauptkomponenten
dient im Wesentlichen die verbleibende Varianz. Bei Unterschreitung eines bestimmten
Wertes werden keine weiteren Hauptkomponenten mehr bestimmt.

Stellt man Gleichung 37 nach den Scores um, fiithrt dies zu Gleichung 38. Die Haupt-

komponenten kénnen hiernach als Projektion der urspriinglichen Matrix X auf die Score-
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Matrix T betrachtet werden.
T=XL (38)

Die durch die PCA erhaltenen neuen Koordinaten sind eine Linearkombination der Aus-

gangsvariablen. Fiir die Hauptkomponenten gilt.

tin =zl + xi2loy + x1plp

tor = Ta1li1 + waalay + xoply (39)

tn1 = Tnalin + Tnalor + Tpplp

Ein haufig verwendetes Verfahren zur Durchfiihrung einer Hauptkomponentenanalyse
ist der iterative NIPALS-Algorithmus (Nonlinear Iterative Partial Least Squares). Dieser
ist in [67] ndher beschrieben. Vor der Durchfithrung der PCA ist eine Zentrierung der
Messwerte (z) geméfs den Gleichungen 40 und 41 notwendig.

I R
= Z Ty (40)
n=1
xf;,”t = Tnp — Tp (41)

Zur (grafischen) Interpretation der Resultate werden sowohl die Scores als auch Loadings
gegeneinander aufgetragen. Im Scoreplot ist die Projektion der Objekte (hier der Spek-
tren) dargestellt. Diese Projektion ermoglicht die Gruppierung der Daten in verschiedene
Gruppen, sofern signifikante Unterschiede im Datenkollektiv vorhanden sind bzw. eine
Unterscheidung von Stoffwechselzustdnden wie bei S. cerevisiae moglich ist.

Der Loadingplot ist die Projektion der Variablen (RFI) auf die Hauptkomponenten.
Anhand der Darstellung kénnen Aussagen iiber das Mafs der Korrelation der Merkmale
getroffen werden. Der Cosinus des Winkels zwischen zwei Loadingvektoren gibt die Stér-
ke der Korrelation wieder. Ein spitzer Winkel bedeutet hohe Korrelation, ein stumpfer
geringe. Aus der Lage der Loadings bezogen auf den Koordinatenursprung lassen sich
Aussagen iiber die Relevanz der Loadings fiir die jeweilige Hauptkomponente ableiten. Je

néher das Loading dem Koordinatenursprung ist, desto geringer ist ihre Relevanz.
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3 Material und Methoden

3.1 Hydrodynamische Charakterisierung des verwendeten Pro-

benahmemoduls

Zur Versorgung des FIA-Systems mit einem zellfreien Probestrom wurde ein Probenahme-
modul FISP E19-01 (Flownamics Analytical Instruments Inc., Madison, USA) eingesetzt.
Das FISP wurde im 19 mm Top-Port des Reaktors vor dem Autoklavieren installiert. Es
ist aus rostfreiem Edelstahl gefertigt. Am unteren Ende befindet sich eine zylinderférmige
aus Hohlfasern gefertigte Keramikmembran mit einer Porengrofse von 0,2 pm. Nachdem
die Kulturbriihe die Membran passiert hat, gelangt sie iiber Nuten in die zentrale zylin-
drische Bohrung des Tragers, um dann der FIA mittels einer Peristaltikpumpe zugefiihrt

zu werden. Die Funktionsweise des Probenahmemoduls ist in Abbildung 7 dargestellt.

zur FIA aﬂ_ﬁy\
g T« Absperrventil

Kulturbrihe

<+— Membran
Reaktorwand ——»

Abbildung 7: Die Funktionsweise des Probenahmemoduls (modifiziert, aus [29])

Bedingt durch die Keramikmembran, das Totvolumen, die Riickvermischung und die
Strecke vom Probenahmemodul bis zum Detektor der FIA ensteht eine Verzogerung. Die
Messwerte des FIA-Systems sind nicht aktuell, sondern um die Gréfe dieses Zeitintervalls
historisch. Die Messung beschreibt also einen veralteten Systemzustand. Dies stellt fiir die
Regelung eine besondere Herausforderung dar. Zur Charakterisierung des Verzogerungs-
verhaltens wurde dieses Zeitintervall als tgp-Zeit bestimmt. Ihr kommt eine mafgebliche
Bedeutung zu, da sie als Parameter in das zur Schiatzung von Prozessvariablen eingesetzte
kontinuierlich-diskrete erweiterte Kalman-Filter (siehe Kapitel 3.2 auf Seite 39) einfliefst

und somit die Regelgiite beeinflusst.
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3.1.1 Die Bestimmung der tqg)-Zeit

Die Bestimmung der tgg-Zeit erfolgte durch Messung der Konduktivitét. In einem als ideal
durchmischt angenommenen und mit dem Probenahmemodul bestiickten Batch-Reaktor
wurden ca. 200 mL destilliertes Wasser vorgelegt. Nachdem sich das Nullpunktsignal der
Leitfahigkeitsmesszelle (Biorad, Miinchen Model EG-1 Econo Gradient Monitor) stabili-
siert hatte, wurden 20 ml einer ca. 2 molaren KCl-Losung diracférmig injiziert. Bedingt
durch die ideale Durchmischung und die Art der Traceraufgabe enstehen keine zuséatzli-
chen Verzogerungszeiten. Die durch die Injektion hervorgerufene Verdanderung der Leit-
fahigkeit im Probenahmestrom wurde detektiert. Die Spannungssignale des FG-1 wur-
den mit einer Abtastrate von 2 Hz unter Verwendung einer AD/DA-Wandlerkarte (AX-
5210, Axiom,Taiwan) auf einem PC (Compaq Prolinea 590, Pentium I CPU mit 90 MHz
Taktfrequenz, Betriebssystem MS-DOS 6.00) unter Verwendung des Programms CAFCA
(ANASYSCON Instrumentelle Analysentechnik, Hannover, Deutschland) aufgezeichnet.

Zur Forderung des Fluids wurde eine Peristaltikpumpe (ACCU CP10, ScilLog, USA;
Pumpkopf: Masterflex, Cole-Parmer Instrument Co., Illinois) eingesetzt. Die Volumenstro-
me betrugen je nach Kultivierung 0,27 ml min~! bis 0,42 ml min~!. Daraus resultierten
tgo-Zeiten von 0,113 h bis 0,170 h. Die Messungen erfolgten als Mehrfachbestimmung. Als
Parameter fiir das EKF diente der Mittelwert.

3.1.1.1 Awuswertung Die Signale waren durch elektronische Stérungen verrauscht.
Eine direkte Auswertung héitte suboptimale Resultate zur Folge gehabt. Zur Bestimmung
der tgg-Zeiten wurden sie durch sigmoide Funktionen angenéhert. Der Funktionswert, fiir
den gilt k(t) = 0,9 Kyqee war die zu bestimmende Zeit. In Abbildung 8 ist der Signalver-

lauf einer Messung exemplarisch dargestellt.
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Abbildung 8: Antwortsignal zur Ermittlung der tgp-Zeit bei einem Volumenstrom von

0,42 ml min—!

3.2 Implementation des Kalman-Filters und des Regelsystems

Das zur Kompensation der Zeitverzogerung eingesetzte kontinuierlich-diskrete erweiterte
Kalman-Filter (EKF) nutzt das in den Gleichungen 13 bis 16 auf Seite 15 dargestell-
te kontinuierliche nicht lineare, auf dem Monod-Ansatz basierende Zustandsmodell zur
Pradiktion des Prozessverlaufs. Zusétzlich zu der Schiatzung der Zustandsvariablen (Bio-
trockenmassekonzentration, maximale Wachstumsrate, momentane Glucosekonzentration
und Volumen) erfolgt die Kompensation des Messrauschens der zur Regelung des Prozes-
ses genutzten Messung der Glucosekonzentration.

Ergidnzend zu dieser Datenglittung ist ein sog. Varianzfilter implementiert. Dieses
Filter dient der Erkennung und Eliminierung von Ausreiffern. Auf der Basis der letz-
ten 20 Messwerte werden der Mittelwert und die Standardabweichung berechnet. Liegt
ein Messwert aufierhalb des Intervalls Sieas = fiol - 0 & Smeas, gilt er als Ausreifer und
wird verworfen. Folgen zwei Ausreifer unmittelbar hintereinander, wird der zweite Wert
nicht als Fehlmessung gewertet. Dieses gilt auch, wenn zwei aufeinander folgende Wer-
te in verschiedenen Richtungen auferhalb des zuldssigen Intervalls liegen. Der Wert des

Toleranzfaktors des Varianzfilters f;,; ist frei wahlbar und kann somit den Kultivierungs-
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bedingungen und der aktuellen Messunsicherheit der Glucosemessung angepasst werden.
Typischerweise wurde der Wert 2 gewéhlt.

Auf der Basis der gegliatteten und gegebenenfalls gefilterten Werte berechnet der im-
plementierte Regelalgorithmus den benétigten Volumenstrom der Feed-Losung. Der Feed-
forward- /Feed-back-Regler steuert die zur Forderung eingesetzten Pumpen an. Zur Zeit
ist die Ansteuerung von zwei Pumpen unterschiedlicher Forderleistung realisiert. Dies er-
moglicht eine feinere Anpassung der Zufiitterungsrate an die momentanen Bedingungen
im Reaktor. Die Umschaltung erfolgt automatisch in Abhéngigkeit einer zuvor festge-
legten Feed-Rate. Diese betrug 60 % der maximalem Pumpleistung der Pumpe mit der
geringeren Forderleistung, da Differenzen zwischen berechnetem und realem Volumen-
strom beginnend bei Pumpraten ab 70 % auftraten. Ein Zuriickschalten von der Pumpe
grokerer Forderleistung auf die mit geringerer erfolgte bei einer Pumprate von 5 %. Bei
den verwendeten Pumpen tritt das Problem der Diskretisierung der Pumprate bei kleinen
Volumenstromen auf. Die minimale Pumpleistung betragt 5 %, entsprechend einem mi-
nimalen Volumenstrom von ca. 20 ml h™!. Volumenstréme unterhalb dieses Grenzwertes
sind mit einem zeitweiligen Stillstand der Pumpen verbunden.

Die Software delay-EKF wurde in Borland Delphi 4.0 (Inprise Corporation, Scotts
Valley, USA) entwickelt [B. Hitzmann, D. Hill, Leibniz Universitdt Hannover|. Die in
Kapitel 2.1.3 eingefiihrten Modellgleichungen werden numerisch mit einem Runge-Kutta
Verfahren vierter Ordnung gelost. Die Hardwareplattform bestand aus einem Compaq
Prolinea 590 PC (Pentium I CPU mit 90 MHz Taktfrequenz, 64 MB Hauptspeicher). Als
Betriebssystem wurde Windows 95 (Microsoft, Redmond, USA) eingesetzt. Der Computer
ist mit drei seriellen Schnittstellen zum Datenaustausch und zur Ansteuerung der Pumpen
ausgeriistet. Uber die erste Verbindung empfingt dieser die aktuellen Glucosemesswerte
vom Messrechner (siehe 3.6.1.3). Die beiden weiteren Kanéle dienen der Ubermittlung der
durch den Regler errechneten Pumprate an die jeweilige zur Forderung der Feed-Losung
eingesetzte Pumpe (beide Pumpen: ACCU CP10, Scilog, USA; Pumpkopf: Masterflex,
Cole-Parmer Instrument Co., Illinois).

Die von dem Programm delay-EKF angezeigten Parameter

seit Regelbeginn verstrichene Zeit,

aktuelle Pumprate,

Mittelwert der letzten 10 Pumpraten,

Sollwert der Glucosekonzentration,
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o Messwert der Glucosekonzentration und

e geschétzte Zustandsvariablen (Biotrockenmassekonzentration (BTM), maximale Wachs-

tumsrate, momentane Glucosekonzentration und Volumen)

werden alle 10 Sekunden aktualisiert. Die Zustandsvariablen, die Pumprate sowie die
Messwerte werden ergidnzend grafisch dargestellt, dabei werden giiltige Messwerte und
Ausreifier farblich unterschieden. Der Button Probenehmen dient der Korrektur des Re-
aktorvolumens nach der Entnahme einer Offline-Probe. Im Fensterbereich ,Varianzfilter”
werden der Mittelwert der letzten 20 Glucosemessungen, deren Standardabweichung sowie
der Toleranzfaktor angezeigt. Hier kann auch dessen Wert gedndert und das Filter aktiviert
bzw. deaktiviert werden. Im laufenden Betrieb kénnen die Parameter Zeitverzogerung,
Messfehlerkovarianz und Sollwert variiert werden. Die Moglichkeit der Verdnderung der
Zeitverzogerung kann sich als Vorteil erweisen, wenn wahrend der Kultivierung Veradnde-
rungen am Fliefsystem selbst oder an seinem Verhalten auftreten. Eingriffsmoglichkeiten
in die Messfehlerkovarianz sind sinnvoll, um die unterschiedliche Giite der Messwerte in
verschiedenen Experimenten oder bei Instabilititen des FIA-Systems beriicksichtigen zu
konnen. Die Moglichkeit, den Sollwert zu variieren, gestattet eine gezielte Einflussnahme
auf den Metabolismus der kultivierten Mikroorganismen. Die Programmoberfliache ist in
Abbildung 9 dargestellt.
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A FormlL
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Abbildung 9: Die Oberfliche des Programms delay-EKF

3.2.1 Das Verfahren zur Kompensation der Zeitverzégerung

Die Kompensation der Zeitverzogerung erfordert eine Zuordnung des aktuell eintreffen-
den Messwertes zu der korrekten (historischen) Prozesszeit und den zu diesem Zeitpunkt
giiltigen Zustandsvariablen und Prozessparametern. Bei dem im Rahmen dieser Arbeit
entwickelten Ansatz werden dazu die vom EKF geschitzten Zustandsvariablen, die be-
rechneten Volumenstrome der Feed-Losung und die Schétzfehlerkovarianzen mit den zuge-
horigen Zeiten temporér in einem Ringspeicher abgelegt. Zwischen dem Eintreffen zweier
Messwerte liegt ein Zeitraum von ca. 2 Minuten, in denen das EKF den Systemzustand
durch Simulation schétzt (Pradiktion). Trifft ein neuer Messwert ein, erfolgt ein Riick-
sprung auf der Zeitskala um den Wert der Zeitverzogerung. Ausgehend von diesem Zeit-
punkt berechnet das EKF alle Zustandsvariablen, die Kalman-Verstarkungsmatrix und
die Schatzfehlerkovarianzen bis zur aktuellen Zeit neu. Dieses Vorgehen ermdglicht eine
verbesserte Schatzung des aktuellen Systemzustandes. Die aus der Pradiktion stammen-
den Daten werden nach der Aktualisierung der Kalman-Verstarkungsmatrix und der Zu-
standsvariablen verworfen. Das System berechnet quasi riickwirkend ab Zeitpunkt ¢; — tqg
die aktuellen Werte fiir K(¢;),P(t;) und die Zustandsvariablen. Das Prinzip ist in Abbil-

dung 10 auf der ndchsten Seite illustriert.
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Abbildung 10: Prinzip der Kompensation der Zeitverzdgerung

3.2.2 Die Funktionsweise des implementierten Feed-forward- /-Feed-back-Reg-

lers

Basierend auf den vom EKF geschétzten Zustandsvariablen (BT'M, S, e und Vg) be-
rechnet der implementierte Feed-forward-/Feed-back-Regler unter Beriicksichtigung des
Sollwertes und der Konzentration der Feed-Losung den aktuell bendtigten Volumenstrom
gemafs Gleichung 42. Der dort berechnete Volumenstrom wird mittels einer Kalibrier-
funktion in %-Pumpleistung umgerechnet. Der Feed-forward-Term der Regelgleichung
stiitzt sich auf die kinetischen Parameter und die Schéatzwerte. Der Feed-back-Term ist
als diskreter PI-Regler ausgelegt. Der Feed-back-Term fungiert als Korrekturglied fiir den
Feed-forward-Term, indem er die auf Modellabweichungen zuriickzufiihrende Regelabwei-
chung kompensiert. Dies erfolgt durch die Bestimmung des Volumenstroms th I aus der

Regelabweichung unter Beriicksichtigung der Regelparameter ¢y und ¢;

Feed— forward—Term

y > ﬂmax'gt'Xt A A N
V, =V, _ — VP 4 g (Ssp— 8) + a1+ (Ssp — S, 42
t tY(Km+St)'(SO_St) ti_, T 40" ( SP t) q1 ( SP t ) ( )

Feedfbackaerm:\./;fI

A

Das Zusammenwirken aller beschriebenen Komponenten ist in Abbildung 11 veranschau-
licht.
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Abbildung 11: Schematischer Aufbau des Systems aus EKF und Regelung

3.3 Simulationen zur Parameteridentifikation des Kalman-Filters

und des PI-Reglers

Zur Identifikation der Parameter, Messrauschkovarianz R und Prozessrauschleistungsma-
trix @ und der Regelparameter ¢y und ¢; des PI-Reglers wurden Simulationen durchge-
fithrt. Das System bestand aus zwei PC s (beide Compaq Prolinea 590, Pentium I CPU
mit 90 MHz Taktfrequenz, 64 MB Hauptspeicher; Betriebssystem Windows 95, Micro-
soft, Redmond, USA). Die Simulationen wurden mit den Programmen delay-EKF' (siche
Kapitel 3.2 auf Seite 39) und simdelay durchgefiihrt. simdelay wurde in Borland Pascal
7.0 (Inprise Corporation, Scotts Valley, USA) entwickelt |B. Hitzmann, D. Hiill, Leibniz
Universitat Hannover|. Es simuliert den Bioprozess auf der Basis des in Kapitel 2.1.3
beschriebenen Modells sowie die FIA. Die Simulation der FIA erfolgt durch einen Zu-
fallsgenerator, der den vorgegebenen Sollwert verrauscht. Die Programme kommunizieren
iiber zwei serielle Schnittstellen. Eine der Schnittstellen sendet die von simdelay gene-
rierten Glucosemesswerte an den ,Regelrechner”. Auf der zweiten Schnittstelle empfangt

simdelay die vom ,,Regelrechner” berechnete aktuelle Feed-Rate.

3.4 Die Software The Unscrambler

Die Software The Unscrambler (Version 7.6, CAMO ASA, Oslo, Norwegen) ist eine Soft-
ware zur multivariaten Datenanalyse. Sie stellt eine Reihe von Methoden zur Berechnung
chemometrischer Modelle zur Verfiigung.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde sie zur Auswertung der wihrend der Kultivierun-
gen aufgezeichneten 2D-Fluoreszenzspektren mittels Hauptkomponentenanalyse (PCA)

eingesetzt. Das Programm verwendet zur PCA den NIPALS-Algorithmus [67]. Die Spek-
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tren wurden nach Uberfiihrung in eine fiir den Unscrambler geeignete Form einer PCA
unterworfen, um Informationen iiber den Stoffwechselzustand der Mikroorganismen zu

gewinnen.

3.5 Die Kultivierungen

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Kultivierungen wurden mit dem Modellor-
ganismen Saccharomyces cerevisiae H 620 durchgefiihrt. Der Reaktor sowie die Parameter

der Kultivierungen werden in den folgenden Abschnitten beschrieben.

3.5.1 Der Bioreaktor und die Steuereinheit

Alle durchgefiihrten Fedbatch-Kultivierungen wurden in einem aus Edelstahl gefertigten
Doppelmantel-Riihrkesselreaktor (ca. 2,5 L Arbeitsvolumen, Sonderanfertigung der Werk-
statt des Instituts fir Technische Chemie, Leibniz Universitdt Hannover) durchgefiihrt.
Dieser ist mit einem 25 mm Side-Port zur Aufnahme des Lichtleiters fiir den Bio View
(siche Kapitel 3.6.1.5 auf Seite 55) ausgertistet.

Zur Uberwachung und Regelung der Prozessgréken diente eine BIOSTAT B-DCU (B.
Braun Biotech, Melsungen). Die DCU wurde fiir die Messung und Kontrolle der Parameter
pH-Wert, pOs-Gehalt, Rithrerdrehzahl und Temperatur (Widerstandsthermomter, Pt100)
eingesetzt. Die Messungen des pH-Wertes und des pO,-Gehaltes werden in Kapitel 3.6.1
beschrieben. Der Reaktor mit der Steuer- und Regeleinheit ist in Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 12: Der Reaktor mit Steuer- und Regeleinheit

Die Begasung erfolgte mit Druckluft. Die Begasungsrate wurde mit einem Massen-
durchflussmesser (Brook Mass Flow Meter 5851 mit Steuereinheit Modell 5876, Brooks
Instruments, Veenendaal, Holland) geregelt. Um die Sterilitét des Reaktorinhaltes zu ge-
wahrleisten, erfolgte vor dem Eintritt der Luft in den Reaktor eine Sterilfiltration.

Zur Versorgung des FIA-Systems mit einem kontinuierlichen zellfreien Probestrom
war der Reaktor mit dem unter 3.1 auf Seite 37 beschriebenen Probenahmemodul verse-
hen. Des Weiteren waren Zu- und Ablédufe fiir Sdure und Base, die Feed-Losung und die
Offline-Probenahme installiert. Ein Schema des Reaktors mit allen peripheren Geréten

und Versorgungssystemen ist in Abbildung 13 wiedergegeben.
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Abbildung 13: Aufbau der Fermentationseinheit und des Regelsystems (aus [81])

3.5.2 Durchfiihrung der Vorkulturen

In den Kultivierungen wurden Organismen des Wildstammes H 620 der Hefe Saccharo-
myces cerevisiae verwendet.

Die Stammhaltung erfolgt in Reagenzglisern auf Schrégagar bei einer Temperatur
von ca. 2 °C. Zur Darstellung des Inokulums werden die Zellen mit einer Impfése entnom-
men und in einen 50 mL Schatzmann-Medium enthaltenden Animpfkolben mit Schikanen
transferiert. Das verwendete Schatzmann-Medium enthielt 3 gL=! Glucose sowie 5,8
g L=! Natriumcitrat.

Die Vorkultur wurde 24 Stunden im Schiittelschrank (Certomat S mit Inkubations-
haube HK, B. Braun Biotech, Melsungen) bei 30 °Cund einer Schiittelfrequenz von
120 min~! inkubiert. Die Uberfithrung des Inokulums in den Reaktor erfolgt mit einer

Animpfnadel durch ein Septum im Deckel des Reaktors.
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3.5.3 Allgemeine Parameter der Kultivierungsprozesse

Die Experimente wurden mit dem in Kapitel 3.5.1 beschriebenen System bestehend aus
einem Edelstahlreaktor und einer BIOSTAT B-Steuereinheit (B. Braun Biotech, Mel-
sungen) durchgefiihrt. Die Messung der Gelostsauerstoffkonzentration, der Temperatur,
des pH-Wertes und der Abluftzusammensetzung erfolgte kontinuierlich. Wahrend der
Fedbatch-Phase wurde zusétzlich durch kontinuierliche Wéagung (Competence CP 8201,
Sartorius, Gottingen) die Masse der zugefiitterten Feed-Losung iiberwacht. Die vorge-
nannten Messwerte wurden mit der Software RISP (Institut fir Technische Chemie, Leib-
niz Universitit Hannover) aufgezeichnet. Uber den Zeitraum der Fedbatch-Kultivierung
wurden in konstanten Zeitintervallen Offlineproben entnommen. Zusétzlich erfolgte eine

Onlineglucosemessung mit dem zur Regelung eingesetzten FIA-System.

3.5.3.1 Die Kultivierungsbedingungen

Vor dem Animpfen wurde der Reaktor (siehe Kapitel 3.5.1) mit der entsprechenden Menge
Medium (ohne Glucose- und Vitaminlosung) befiillt und 20 min bei 121 °C autoklaviert.
Das Startvolumen betrug nach dem Autoklavieren je nach Kultivierung ca. 1,7 bis 2,0 L.
Die Zugabe der Glucose- und der Vitaminlésung zum im Reaktor vorgelegten Schatzmann-
Medium erfolgte nach dem Autoklavieren und Temperieren auf Kultivierungsbedingen.
Die Zusammensetzung des Mediums ist in den Tabellen 3 und 4 wiedergegeben. Die
Zusammensetzung variiert abhédngig von der Glucosekonzentration in der Feed-Losung
(So), da bei einer Glucosekonzentration von 100 g L.™! eine Limitierung mit dem Medium

nach Tabelle 3 auftrat.

Tabelle 3: Zusammensetzung des Schatzmann-Mediums fiir Sy = 35 g L~!

Substanz Konzentration [g L™!] | Substanz Konzentration [g L]
Glucose * 15,0 FeCl; - 6 Hy,O 1,5-1072
Glucose ™ 35,0 ZnsSO, - 7 H,O 0,9-1072
(NH4)2S04 4,5 MnSO, - 2 H,O 1,05-1072
(NH,),HPO, 1,9 CuSO, - 5 H,0 0,24 1072
KCl 0,9 m-Inosit 6,0-1072
MgSO, - 7 H,O 0,34 Thiamin - HCI 3,0-1072
CaCly - 2 HyO 0,42 Pyridoxol - HCI 0,6-10"2
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Tabelle 4: Zusammensetzung des Schatzmann-Mediums fiir Sy = 100 g L~!

Substanz Konzentration [g L™!] | Substanz Konzentration [g L]
Glucose * 22.0 FeCl; - 6 H,O 1,5-1072
Glucose ™ 100,0 ZnsSO, - 7 H,O 0,9-1072
(NH4)2S04" 4,5 MnSO, - 2 Hy,O 1,05-1072
(NH4)2S04 " 22,0 CuSO, - 5 H,O 0,24-1072
(NH4)2HPO, 14,7 m-Inosit 6,0-1072

KCl 0,9 Thiamin - HCI 3,0-1072
MgSO, - 7 HyO 0,34 Pyridoxol - HCI 0,6-1072

CaCl, - 2 HyO 0,42

* Batch-Medium

“ Fedbatch-Medium

Nach dem Animpfen des Reaktors mit dem Inokulum wurden die Kultivierungsbe-

dingung wie pH-Wert, Temperatur, Begasungsrate und Riihrerdrehzahl eingestellt. Die

Werte sind in Tabelle 5 zusammengefasst.

Tabelle 5: Bedingungen der S. cerevisiae- Kultivierungen

Parameter Wert
pH-Wert 5,5
Temperatur 30 °C
Begasungsrate 5 Lmin~!
Riihrerdrehzahl 1200 min~!
10%ige NaOH
Korrekturmittel A molare HCI

49




3.6 Die Prozessanalytik
3.6.1 Die Online-Analytik

3.6.1.1 Die Messung des pH-Wertes

Zur Messung des pH-Wertes wurde eine sterilisierbare pH-Elektrode (POLYCLAVE 225,
HAMILTON Bonaduz AG, Bonaduz, Schweiz) verwendet. Sie ist aus einer Glas- und einer
Vergleichselektrode aufgebaut. Als Messgrofse dient die Spannung zwischen den Elektro-
den, welche mit einem hochohmigen Voltmeter gemessen wird. Der Zusammenhang zwi-

schen der Spannung und dem pH-Wert ist durch die Nernst’sche Gleichung (Gleichung 43)

gegeben.
E =Byt 2Ly o _ gy B0V, cos (43)
zF Cpeq z CRed
Folgende Symbolik wurde verwendet:
E Gleichgewichtszellpotential V]
E,  Standardzellpotential V]
R allgemeine Gaskonstante [J K 1] mol™!]
T absolute Temperatur K]
z Ladungszahl dimensionslos
F Faraday-Konstante [C mol 1|
cor  Konzentration der oxidierten Form  [mol L™1]

creq Konzentration der reduzierten Form  [mol L]

Setzt man fiir co, die H¥-Konzentration der Messlosung und fiir cg.q die H®-Konzentration
der Elektrolytlosung in der Elektrode an und beriicksichtigt, dass diese als konstant be-
trachtet werden kann, erhalt man Gleichung 44 zur Bestimmung des pH-Wertes aus der

Zellspannung.
E(Glas, H?,25°C) = E(consty — 59, 16mV - pH (44)

Die Kalibration der Elektrode erfolgt vor dem Autoklavieren mit zwei Pufferlésungen

(pH 4,01 und pH 7,0).

3.6.1.2 Die Messung der Gelostsauerstoffkonzentration

Die Gelostsauerstoffkonzentration wurde mit einer autoklavierbaren Elektrode (inpro 6000,
Mettler-Toledo, Giessen) als Sauerstoffpartialdruck gemessen. Das amperometrische Mess-
verfahren basiert auf der Diffusion von Sauerstoff aus der zu messenden Losung (hier das
Kulturmedium) durch eine gasdurchlissige Teflonmembran an die von einer Elektrolyt-

16sung umgebenen Elektroden (Clark-Prinzip). Der Sauerstoff wird an der Kathode (Pt)
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reduziert. An der Anode wird Silber oxidiert. Der durch die Reaktion hervorgerufene
Stromfluss zwischen Anode und Kathode ist der Gelostsauerstoffkonzentration proportio-
nal.

Nach dem Autoklavieren des Reaktors wurde die Elektrode mindestens 6 Stunden po-
larisiert und anschliefend kalibriert. Die Kalibration erfolgte durch Begasung des Reaktors
mit Stickstoff 5.0 (Linde Gas AG, Hollriegelskreuth). Die Gelostsauerstoffkonzentration
sank somit auf 0 %. Der Sattigungswert (100 %) wurde durch Begasung mit Druckluft
unter Kultivierungsbedingungen (Riihrerdrehzahl, Temperatur, pH-Wert und Begasungs-

rate) eingestellt.

3.6.1.3 Die Glucose-Analytik

Die Online-Messung der Glucosekonzentration, als Eingangsgrofe fiir das EKF wurde mit
einem FIA-System (ANASYSCON Instrumentelle Analysentechnik, Hannover) durchge-
fithrt (zum Messprinzip siehe Kapitel 2.5). Der Aufbau des Systems ist in Abbildung 14

skizziert. Das System bestand aus den folgenden Komponenten:

e dem Messverstarker mit der Clark-Elektrode und dem Manifold, bestehend aus einer
Dispersionsstrecke mit einer Blasenfalle, sowie der Enzymkartusche mit auf einem
Polymertriager immobilisierter Glucoseoxidase (ANASYSCON Instrumentelle Ana-

lysentechnik, Hannover)

e dem Injektions- (K-6 Ventilantrieb mit 6 Port/3 Kanal Injektionsventil) und dem
Selektionsventil (K-6 Ventilantrieb, 7 Port/1 Kanal Schaltventil) (KNAUER, Berlin)
zur Injektion der Probe in den Tragerstrom und zur Umschaltung zwischen den

Standards verschiedener Konzentrationen wihrend der Kalibrierung

e zwei Peristaltikpumpen (ACCU CP10, SciLog, USA; Pumpkopf: Masterflex, Cole-

Parmer Instrument Co., Illinois) zur Férderung des Tréger- und des Probestroms

Im Auslauf des Systems befand sich hinter der Clark-Elektrode ein sog. Restriction Coil.
Es handelt sich dabei um eine Spule aus Teflonschlauch mit einem Innendurchmesser des
Schlauches von 0,5 mm und einer Lange von ca. 1,5 m. Diese Konstruktion fiihrt zu einer
Druckerhohung im Fliefsystem. Dies verringert die Storanfilligkeit beziiglich Luftblasen
und die durch die Pumpen verursachte Pulsation des Pufferstromes. In Abbildung 15 ist

die Gesamtanlage fotografisch dargestellt.
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Abbildung 14: Aufbau des eingesetzten FIA-Systems

Abbildung 15: Das FIA-System

Die Probe wurde iiber das unter 3.1 beschriebene Probenahmemodul zellfrei zuge-
fiihrt. Die Kalibration erfolgte mit 5 Glucosestandards der Konzentrationen 0 mg L7,
25 mg L', 50 mg L=, 75 mg L~! und 100 mg L~!. Die Standards wurden in dem als
Tragermedium verwendeten Puffer, dessen Zusammensetzung in Tabelle 6 wiedergegeben

ist, angesetzt. Die Kalibration erfolgte als Dreifachbestimmung.
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Tabelle 6: Zusammensetzung des FIA-Puffers

Substanz Konzentration [g L]
KyHPO, 4,3
NaH,PO, - 2 HyO 2.2

Na(l 3,0

EDTA 15

NaNj 0,065

Zur Steuerung der Ventile und zur Messdatenerfassung und -auswertung wurde die
Software CAFCA (Computer Assisted Flow Control & Analysis, Institut fiir Technische
Chemie, Leibniz Universitiat Hannover) genutzt. CAFCA ist modular aufgebaut. Die Soft-
ware enthélt Routinen zur automatisierten Kalibrierung, zu verschiedenen Auswerteme-
thoden und zur Steuerung der FIA.

Das Programm lief auf einem mit einer AD /DA-Wandlerkarte (AX-5210, Axiom,Taiwan)
ausgestatteten Computer (Compaq Prolinea 590, Pentium I CPU mit 90 MHz Taktfre-
quenz, 24 MB Hauptspeicher; Betriebssystem MS-DOS 6.00, Microsoft,Redmond, USA)
und tibertrug die Messwerte unter Nutzung der seriellen Schnittstelle an den Regelrechner

(siehe 3.2). Abbildung 16 zeigt den Bildschirm wéhrend einer laufenden Kultivierung.
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Abbildung 16: Scrennshot der Software CAFCA

3.6.1.4 Die Abgas-Analytik

Die Messung der Abluftzusammensetzung erfolgte mit einem MKAS LAB Analysensys-
tem der SICK MAIHAK GmbH (Hamburg, Deutschland). Das System besteht aus dem
Modular System S 700 (Bauform S710) mit den Analysatormodulen OXOR-P und UN-
OR. Die Konditionierung und Forderung des Messgases erfolgt durch einen Intensivkiihler
mit nachgeschaltetem Aerosolfilter, Membranpumpen und Kondensatbehéltern.

Das Modul UNOR dient der Messung der CO,-Konzentration. Es arbeitet nach dem
NDIR-Verfahren (Nicht Dispersive Infrarot-Absorption) mit einem pneumatischen Detek-
tor. Das Verfahren basiert auf der Resonanzabsorption von Schwingungsrotationsbanden
im mittleren Infrarotspektrum (27¢ m und 127¢ m). Das Photometer besteht aus ei-
nem thermischen Strahler, dessen Strahlung durch ein Chopperrad moduliert wird, einer
Messkiivette und dem Detektor. Die zylindrische Messkiivette ist durch einen Einbau in
Langsrichtung in Referenz- und Messstrahlengang unterteilt. Auf Grund ihres Dipolmo-
mentes treten die Gasmolekiile mit der IR-Strahlung in Wechselwirkung. Als Messgrofse
dient eine von der Chopperfrequenz abhéngige Druckschwankung, die durch einen Mem-
brankondensator detektiert und in ein elektrisches Signal gewandelt wird.

Die Messung der Sauerstoffkonzentration erfolgt mit dem nach dem paramagnetischen
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Messverfahren arbeitenden Modul OXOR-P. Dieses Verfahren nutzt die paramagnetische
Eigenschaft des Sauerstoffs aus.

In einem Magnetfeld ist eine diamagnetische Hantel drehbar gelagert. Eine optoelek-
tronische Kompensationseinrichtung hélt die Hantel immer in Ruheposition. Wird die
Messzelle vom Messgas durchstromt, verursacht der Sauerstoff eine Auslenkung der Han-
tel. Die erforderliche Anderung des Drehmomentes der Kompensationseinrichtung zur
Wiederherstellung der Ruhelage ist der Sauerstoffkonzentration proportional.

Die Kalibration der Abgasanalytik erfolgte mit einem Nullgas und einem Endgas (Null-
gas: Stickstoff 5.0 ; Endgas: Mischgas: 2 Vol.-% COs,, 19 Vol.-% O, zertifiziert, beide:
Linde Gas AG, Hollriegelskreuth).

3.6.1.5 Das 2D-Fluoreszenzspektrometer

Das von der Firma DELTA Light and Optics (Lyngby, Ddnemark) vertriebene 2D-Fluores-
zenzspekrometer BioView wurde wahrend der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten
Kultivierungen zur Prozessbeobachtung eingesetzt. Man nutzt hier den Effekt, das die bio-
genen Fluorophore in den Fluoreszenzspektren bei charakteristischen Wellenldngenkombi-
nationen auftreten. Es wurde im Rahmen eines EU-BriteEuram-Projektes [54] [58] speziell
fiir die industrielle Applikation der nicht-invasiven in-situ 2D-Fluoreszenzspektrometrie
entwickelt. Die elektronischen und optischen Komponenten befinden sich in einem Spritz-
wasser geschiitzten Stahlgehduse.

Zur Aufnahme der Spektren verfiigt der Bio View iiber zwei rotierende Filterrdder zur
Selektion der Exzitations- und Emissonswellenléngen. Als Lichtquelle dient eine gepulste
Xenon-Lampe. Die Wellenlédngen des Exzitationslichtes reichen von 270 bis 550 nm, die des
Emissionslichtes von 310 bis 590 nm. Die Bandbreite der Filter betragt typischerweise 20
nm. Hieraus resultieren 150 mogliche Wellenldngenpaare, die innerhalb ca. einer Minute
aufgezeichnet werden. Zur Kompensation des Messrauschens erfolgt jede Messung als
Dreifachbestimmung, das Spektrum liegt dann als Mittelwert vor.

Der Anschluss an den Reaktor erfolgt tiber einen 25 mm-Standardport, der mit einem
Adapter mit Quarzfenster versehen ist. An diesen Adapter wird ein Lichtleiterkabel ge-
koppelt. Dieses enthélt je einen Lichtleiter fiir die Exzitation und einen zur Registrierung
des Emissionslichtes. Der schematische Aufbau ist in Abbildung 17 (aus [54]) dargestellt.
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Abbildung 17: Schematischer Aufbau des BioViews (aus [54|)

Die Steuerung des BioViews und die Aufzeichnung der Spektren erfolgt mit der Soft-
ware BioView (Version 3.3.19, DELTA Light and Optics, Lyngby, Dénemark). Diese ist
auf einem handelsiiblichen PC installiert und kommuniziert iiber die serielle Schnittstelle
und einen Umsetzer per Datenlichtleiter mit dem Spektrometer. Die Software ermdglicht
neben der Festlegung der zu messenden Wellenldngenkombinationen die Einstellung des
Photomultiplier-Verstarkungsfaktors fiir jede ausgewahlte Kombination von Exzitations-
und Emissionswellenldnge. Dies ermoglicht die gezielte Anpassung der Sensitivitéit, um
einerseits moglichst hohe Intensitdten zu erhalten, andererseits aber nicht den Messbe-
reichsendwert zu iiberschreiten. Die fiir die Kultivierungen gewéhlten Einstellungen sind

in Anhang B dargestellt.

3.6.2 Die Offline-Analytik

Zur Gewinnung der Proben fiir die Offline-Analytik wurden dem Reaktor 2*10 mL Kul-
turbrithe unter Verwendung einer Peristaltikpumpe entnommen und in einer gekiihlten

Vorlage aufgefangen. 10 mL der Kulturbriihe wurden als sog. Vorlauf verworfen.

3.6.2.1 Die Bestimmung der Biotrockenmasse

Die Bestimmung der Biotrockenmasse erfolgte gravimetrisch durch Differenzwéigung. Die
Probengefife (Microreaktionsgefife (2 mL), BRAND GMBH + CO KG, Wertheim) wur-
den bis zur Gewichtskonstanz (ca. 24 Stunden) im Trockenschrank bei einer Temperatur
von 110 °C ausgeheizt. Nach Abkiihlung auf Raumtemperatur in einem Exsikkator erfolgte

die Wigung der Gefafe zur Bestimmung des Leergewichtes.
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Zur Gewinnung der Proben wurden jeweils zweimal 1,8 mL Kulturbriihe in die vor-
bereiteten Probengefife gegeben. Nach jeder Zugabe wurden die Proben 2 Minuten bei
10.000 min~" zentrifugiert (Centrifuge 5415 D, Eppendorf, Hamburg). Der Uberstand
wurde dekantiert und fiir weitere Offlinemessungen bei -20 °C tiefgekiihlt. Die Zellpellets
verblieben mindestens 24 Stunden bei einer Temperatur von 110 °C im Trockenschrank.
Zur Abkiihlung auf Raumtemperatur wurden die Proben in einem Exsikkator gelagert

und anschliefsend gewogen.

3.6.2.2 Die quantitative Bestimmung von Ethanol

Die Bestimmung der Ethanolkonzentration erfolgte gaschromatographisch (Gaschromato-
graph GC-14B, Shimadzu, Duisburg) aus dem Uberstand der Proben fiir die Biotrocken-
massebestimmung. Die Trennung des Gemisches auf der Chromosorb101-Séaule (Edel-
stahlsdule, 80/100) erfolgte unter Verwendung eines Temperaturprogramms, welches die
Temperatur in einem Zeitraum von ca. 10 Minuten von 70 auf 160 °C erhéht. Als Detektor
kam ein Flammenionisationsdetektor zum Einsatz. Zur Auswertung der Daten wurde die
zugehorige Software CLASS-VP 4.2 (Shimadzu, Duisburg) verwendet. Die Kalibration
wurde mit 2 den erwarteten Konzentrationen angepassten Standards durchgefiihrt. Die
Standards und die zu vermessenden Proben werden mit einem internen Standard versetzt
(n-Propanol, 8 ¢ L!). Das injizierte Probevolumen betrigt 0,5 uL. Die weiteren Para-
meter sind in Tabelle 7 zusammengestellt. Als Tragergas wird Stickstoff verwendet, als

Brenngase Luft und Wasserstoff.

Tabelle 7: Parametrierung des Gaschromatographen

Parameter Wert
Druck Wasserstoff 65 kPa
Druck synth. Luft 50 kPa
Druck Trégergas P 220 kPa
Temperatur Injektor 180 °C
Temperatur Saule 70 - 160 °C
Temperatur Detektor 220 °C
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3.6.2.3 Die Glucose-Analytik

Die Bestimmung der Glucosekonzentration erfolgte aus dem Uberstand der Proben fiir
die Biotrockenmassebestimmung. Zur Offlinemessung der Glucosekonzentration wurde ein
YSI 2700 Select Analysator (Yellow Springs Instruments, Farnborough, England) einge-
setzt. Das Verfahren basiert auf der amperometrischen Detektion von Wasserstoffperoxid.
Auf einer Membran immobilisierte GOD setzt die Glucose unter Bildung von Wasserstoff-
peroxid um, welches an einer Platinelektrode elektrochemisch zu Sauerstoff oxidiert wird.
Die Stromstérke des resultierenden Stromflusses ist proportional zur Glucosekonzentra-
tion. Die Kalibration des Gerites erfolgt automatisch in unregelméfigen Zeitabstinden

durch Messung einer Standardlésung mit einer Glucosekonzentration von 2 g L1,

3.7 Weitere Berechnungen

Die Sauerstoffaufnahmerate beschreibt den momentanen Sauerstoffbedarf der Zel-

len. Die Berechnung erfolgt mit Hilfe von Gleichung 45.

[/‘i ; (1— 376 - ﬂco )
OUR = Lo— 2 N 45
i77’7, . l R (xOQ (1 — .1'002 — x%«oQ) xOQ ( )

Die Kohlendioxidproduktionsrate dient als Maf fiir die Produktion von Kohlendi-

oxid durch die Mikroorganismen. Sie wird geméfs Gleichung 46 berechnet.

Vi (1 -5, — 2¢0,) - )
CPR=—"— (0, 2 2L — gl 46
Vm-VR< €O (1 -y, —a2p,) O (46)

Die verwendeten Symbole sind in Tabelle 8 erldutert.

Tabelle 8: Erlauterung der Symbole

x;  Molenbruch des Inertgases dimensionslos
Molenbruch des Gases i am Reaktoreingang dimensionslos

7
(2
x¢{  Molenbruch des Gases i am Reaktorausgang dimensionslos

V' Volumenstrom des eintretenden Gases L h=1]
Vi Molvolumen eines idealen Gases [L mol™?]
Vr  Arbeitsvolumen (L]
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Die Glucoseaufnahmerate ()g der Zellen wurde mit Gleichung 47 berechnet, sie ist
ein Maf fiir den aktuellen Substratverbrauch der Zellen.
V(1) jeea (So = S(t) _ V(1) jeea S(t)

QS - VR = VR SO : (1 — S_O) (47)

Die spezifische Sauerstoffaufnahmerate ¢o, ist der Quotient aus der Sauerstoff-
aufnahmerate und der momentanen Biotrockenmasse. Durch Berechnung der spezifischen
Sauerstoffaufnahmerate konnen Verédnderungen der OUR, die auf Biomassezuwachs beru-

hen, kompensiert werden.

OUR

qo, = Ve X (1) (48)

Die spezifische Kohlendioxidproduktionsrate gco, ist der Quotient aus der Koh-
lendioxidproduktionsrate und der momentanen Biotrockenmasse. Durch Berechnung der
spezifischen Kohlendioxidproduktionsrate konnen Verianderungen der CPR, die auf Bio-
massezuwachs beruhen, kompensiert werden.

CPR

dco, = VR—)((t) (49)

Die spezifische Glucoseaufnahmerate qs ist der Quotient aus der Glucoseaufnah-
merate und der momentanen Biotrockenmasse. Diese Beziehung ist in Gleichung 50 dar-

gestellt.

45 — V(t)geea (So = S(t)) _ V(t)geed S, ( S(t)) (50)

Vi~ X(t) T Va-X(1) TS

Der Ausbeutekoeffizient spiegelt das Verhéltnis zwischen eingesetzter Masse Glucose
und der daraus gebildeten Biomasse im Zeitraum zwischen den Zeitpunkten ¢; und t,

wieder und wird wie folgt bestimmt.

fv () feea - So dt
Ve (X(t2) — X (1))

Yx/s = (51)
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4 Auswertung und Diskussion der Ergebnisse

4.1 Simulationen zur Parameteridentifikation des Kalman-Filters

und des PI-Reglers

Zur Identifikation optimaler Parameter fiir das EKF und den Feed-forward-/Feed-back-
Regler wurden zahlreiche Simulationen durchgefiihrt. Die Wahl der in den Kultivierungen
genutzten Parameter erfolgte an Hand der Regelgiite.

Als Kriterien fiir die Regelgiite dienten die Regeldifferenzen, ihre absoluten und ihre
relativen Werte, die Anregelzeit und die Uberschwingweite sowie die Differenzen der Feed-
Rate. Hierzu wurden die Differenzen aus unmittelbar aufeinander folgenden Werten der
Feed-Rate gebildet und ihre Betriage addiert. Diese Summe wurde normiert, indem durch
die Anzahl n der Werte dividiert wurde. Je kleiner dieser Wert ist, umso besser ist die

Regelgiite. Beginnend mit folgendem Satz gewéhlter Parameter

B —0.02 2L 0,001 7 0 0 0

’ 0 0,003 £ 0 0
G =0,45 L2g~'h! Q= L2h ) (52)
036 129 0 0 0,175 0

’ 0 0 0 00L&

wurde zunéchst nur die Messrauschkovarianzmatrix R im Wertebereich zwischen R =
0,00002 ¢*L~2 und R = 0,2 g>L~? variiert. Im niichsten Schritt erfolgte die Variation der
Regelparameter gg und ¢; unter Verwendung der zuvor ermittelten Messrauschkovarianz-
matrix. Es wurden 6 verschiedene Parameterkombinationen untersucht. Im Anschluss an
die Identifikation der Regelparameter wurde die Prozessrauschleistungsmatrix Q variiert.

Der als optimal bestimmte Parametersatz ist in Tabelle 9 zusammengefasst.

Tabelle 9: Ergebnisse der Parameteridentifikation

Parameter Wert
R 0,002 ¢2L~2
% 0,9 L2g~'h!
q1 —0,72 L2g~'h!
0,001 7= 0 0
9 0 0,001 £~ 0
0 0 0,05 7
0 0 0 00%
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4.2 Die Kultivierungen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mehrere erfolgreiche Fedbatch-Kultivierungen mit dem
Mikroorganismus S. cerevisiae bei Sollwerten von 0,05gL~! bis 0,1 g L' fiir die Glu-
cosekonzentration durchgefiihrt. Im Folgenden werden drei reprasentative Kultivierungen
(fb1, tb2 und b3) ausfiihrlich diskutiert. Die Wahl fiel auf diese Experimente, da einer-
seits die Probleme bzw. Stérungen, die in den Kultivierungen fb1l und fb2 auftraten, nicht
ungewohnlich sind und andererseits die Resultate das Potential des Regelsystems unter-
streichen. Den jeweiligen Fedbatch-Phasen ging eine Batch-Kultivierung voraus. Zwischen
dem Start der Fedbatch-Kultivierung und dem Ende der Batch-Phase lag eine Ruhephase
ohne Nahrstoffzufuhr von 4 Stunden.

Im Verlauf der Kultivierung (fbl) war das FIA-System mehrfach tiber lingere Zeitrau-
me gestort, somit standen keine Messwerte fiir das EKF zur Verfiigung. Gegen Ende wurde
eine Sollwertdnderung initiiert. Wahrend der Kultivierung fb2 trat eine Stickstofflimitie-
rung auf, dies fithrte zu einer Anderung der Prozessdynamik, auf die das Regelsystem
entsprechend reagieren musste. Das Experiment fb3 verlief ohne signifikante Storungen.

Auf Grund apparativer Probleme war es nicht mdglich, bei jedem Experiment die
Glucosekonzentration offline zu ermitteln. Die Kultivierungen, bei denen eine Offlineana-
lyse moglich war, bestétigten die Messwerte des FIA-System innerhalb der messtechnisch
bedingten Toleranzen, zudem wurden mehrfach die Messungen durch die parallele Ver-
wendung eines zweiten FIA-Systems verifiziert.

Die zur Forderung der Feedlosung eingesetzten Pumpen weisen das Problem der Dis-
kretisierung der Pumprate auf. Die Pumpen beginnen erst ab einer Pumpleistung von
5 % zu fordern und sind nur in 1 %-Schritten variierbar. Dieser Mangel einer stufenlo-
sen Einstellbarkeit des Volumenstromes hat einen negativen Einfluss auf die erzielbare
Regelgiite.

Die verwendeten Startwerte der Schatzfehlerkovarianz P, der Prozessrauschleistungs-
matrix ) der Messfehlerkovarianz und die Parameter des PI-Terms des Feed-forward-
/Feed-back-Reglers sind in Tabelle 9 auf der vorherigen Seite bereits dargestellt worden.

Ein Problem ist die Wahl der kinetischen Parameter und der Startwerte des EKF. Die
kinetischen Parameter entstammen der Literatur (|5] und [3]|) bzw. sind experimentell
ermittelt. Der Startwert der maximalen Wachstumsrate wurde auf Grund von experimen-
teller Erfahrung auf einen Wert von fi,q, = 0,08 h™! gesetzt, um das in der Anfangsphase
der Kultivierung langsamere Wachstum der Zellen zu beriicksichtigen. Fiir die Monod-
Konstante K,, wurde ein Wert von 0,05g L~ gewihlt. Der Wert des AusbeutekoeffizientenYx /g
betrug 0,53 g g~ .
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4.2.1 Die Kultivierung fbl

Zunachst wird die Kultivierung fb1 diskutiert, in deren Verlauf mehrfach Stérungen des
FIA-Systems auftraten und somit innerhalb gewisser Zeitraume keine Messwerte zur Ver-
fiigung standen. In diesen Zeitraumen erfolgte die Regelung lediglich auf der Basis der
Pradiktion durch das EKF. Der Sollwert der Glucosekonzentration wurde nach 5 Stun-
den Kultivierungsdauer von 0,055 g L~ auf 0,065 g L~! erhoht. Die Glucosekonzentration
in der Feed-Losung betrug 35g L1, die Zeitverzogerung 0, 161 h bei einem Volumenstrom
der Probenahme von 0,029 Lh~!.

In Abbildung 18 sind sowohl die Schiatzwerte als auch die Online- und Offline-Messwerte

der Glucosekonzentration dargestellt.
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Abbildung 18: Auftragung des Sollwertes sowie der Mess- und der Schatzwerte der Glu-

cosekonzentration im Verlauf der Kultivierung fb1l

Unmittelbar nach dem Beginn der Zufiitterung schwingen die Schétzwerte kurzfristig
iiber. Die Messwerte nahern sich sukzessive dem Sollwert, bis kurz vor dessen ersten Errei-
chen eine Storung des FIA-Systems eintritt. Dennoch erfolgt die Einstellung des Sollwertes
zeitnah zum Start der Regelung. Die Online- und Offline-Messwerte stimmen im Rahmen
der Messgenauigkeit sehr gut iiberein. Uber den gesamten Verlauf der Kultivierung zeigten

sich keine ldnger andauernden signifikanten Abweichungen vom vorgegebenen Sollwert.
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Der Mittelwert der Glucosemesswerte lag wihrend des Zeitraumes, in dem der Sollwert
auf 0,055 g L~1 geregelt werden sollte, bei 0,053 gL~!. Der absolute Fehler betrug 0,002
gL~!, entsprechend einem relativen Fehler von 4,1 %. Die entsprechenden Werte fiir den
Sollwert von 0,065 gL~!sind geringfiigig schlechter. Der Mittelwert der Glucosekonzen-
tration besitzt einen Wert von 0,058 gL~!. Der absolute Fehler der Messung weist eine
Hoéhe von 0,003 g L~! auf, dies ist ein relativer Fehler von 4,5 %. Die Standardabweichung
betragt 0,003 gL~1.

In den Zeitrdumen ¢ = 24,7h —25,1h, t = 26,2h — 26,6 h und ¢t = 30,5h — 30,8h
fiel das FIA-System aus. Diese Storungen iiber eine Dauer von zweimal 20 bzw. einmal 24
Minuten werden praktisch ohne Verschlechterung der Regelgiite toleriert. Die Regelabwei-
chungen vor und nach der Storung differieren nur geringfiigig. Die Werte der signifikanten
Indikatoren COs- und Os-Konzentration sowie die Fluoreszenzintensitiat weisen wahrend
der Zeitriume der FIA-Ausfille keine signifikanten Anderungen auf. Dieses Verhalten
belegt, dass die Regelabweichung durch den Ausfall des Messsystems nicht signifikant be-
einflusst wurde. Das Regelsystem ist in der Lage, einen Ausfall der Messeinrichtung zu
kompensieren. Dies unterstreicht das Potential des Systems.

Die zum Zeitpunkt ¢ = 29, 3 h initiierte Sollwertdnderung wird nur unzureichend voll-
zogen. Der vorgegebene Sollwert kann nicht {iber einen langeren Zeitraum gehalten wer-
den. Die Regelabweichung ist grofer als bei dem Sollwert von 0,055 ¢ L~!. Das Regelsystem
ist also nur bedingt in der Lage, Sollwertinderungen zu realisieren. Nach der Anderung
ist die Regelgiite suboptimal. Die Dynamik des Prozesses steigt durch die erhohte Gluco-
sekonzentration sprunghaft. Das EKF kann die erforderliche Anpassung des Parameters
[bmaz Nicht mit der erforderlichen Schnelligkeit umsetzen.

Die Dauer der Anregelzeit von 18 Minuten ist akzeptabel. In die Berechnung der Re-
gelabweichungen wurden nur die Werte ab dem Ende der Anregelzeit einbezogen. Die
Regeldauer betrug 6,8 Stunden. Die Regelgiite war bei den beiden realisierten Sollwer-
ten unterschiedlich. In Tabelle 10 auf der néchsten Seite sind die Regelabweichungen
als Mittelwert fiir den jeweiligen Sollwert in gL™' und in Prozent zusammen mit den
Standardabweichungen angegeben. Die Betrachtung der Werte zeigt deutlich, dass die
Regelung bei 0,055 gL~ trotz der Ausfille des Messsystems zufriedenstellend arbeitete,

jedoch nach der Sollwertdnderung nur noch suboptimale Resultate lieferte.
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Tabelle 10: Mittelwerte der Regelabweichungen der Kultivierung fb1

Sollwert [g L] | Xw(t) [BL "] | oxw(t) [BL ] | Xw(t) [%] | 0w (%]
0,055 0,003 0,003 4,9 5,4
0,065 0,006 0,003 9,9 5,2

Die maximalen und minimalen Regelabweichungen sind in Tabelle 11 dargestellt. Die
angegebenen Werte wurden nicht von Ausreiffern bereinigt. Die maximal auftretenden
absoluten Regelabweichungen unterscheiden sich nicht. Die Unterschiedlichkeit der Werte
der minimalen Regelabweichung zeigt eine Verschlechterung nach der Sollwertédnderung.
Die Auftragung der Regelabweichungen gegen die Zeit in den Abbildungen 19 und 20 auf
der néchsten Seite zeigt gleichfalls eine Abnahme der Regelgiite nach der Sollwerténde-

rung.

Tabelle 11: Maxima und Minima der Regelabweichungen der Kultivierung fb1

Sollwert [g L_l] Xw(t)max [g L_l] Xw(t)min [g L_l] Xw<t)max [%] Xw<t>min [%]
0,055 0,018 < 0,001 33,3 0,2
0,065 0,018 0,002 26,9 3,4

In den Abbildungen 19 und 20 auf der néchsten Seite sind die Regelabweichungen de-
tailliert dargestellt. Bei der Betrachtung des Kurvenverlaufs in Abbildung 19 wird sofort
die deutlich haufigere Unterschreitung des Sollwertes augenscheinlich. Unmittelbar vor
und nach dem Auftreten der FIA-Ausfille sind die Regelabweichungen nicht signifikant
unterschiedlich. Nach Behebung der Stérung beginnen sie zu sinken. Nachdem das System
die Regelabweichung minimiert hat, tritt erneut eine Stérung auf. Dieses Wechselspiel zwi-
schen Phasen mit messwertbasierter und rein auf Pradiktion basierender Regelung konnte
Ursache fiir die systematische Unterschreitung des Sollwertes sein, die ein Charakteristi-
kum dieser Kultivierung ist. Die Resultate der Regelung sind aber bis zum Sollwertsprung
zufriedenstellend. In beiden Abbildungen ist deutlich eine Verschlechterung der Regelgiite
zu erkennen. Die Haufigkeit der Regelabweichung ist bei einem Sollwert von 0,055gL~!

unterhalb von 3 % am grossten, bei dem Sollwert von 0,065 ¢ L~! unterhalb von 6 %.
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Mit den wahrend der Kultivierung aufgezeichneten Fluoreszenzspektren wurde eine
Hauptkomponentenanalyse durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 21 als Score-
Plot dargestellt.
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Abbildung 21: Auftragung des Scores der zweiten gegen den Score der ersten Hauptkom-

ponente der Fluoreszenzspektren der Kultivierung fb1l

Drei differenzierbare Bereiche sind erkennbar. Die Anfahrphase befindet sich im Zeit-
raum von t = 24,3h bis t = 25,0h. Der Zeitraum rein oxidativen Wachstums liegt
zwischen ¢t = 25,0h und t = 29,3 h und der Bereich oxidoreduktiven Stoffwechsels im
Zeitraum von t = 29,3 h bis ¢t = 31, 1h. Die Anfahrphase zeichnet sich durch einen noch
nicht stabilen Stoffwechselzustand der Zellen aus. Dieser zeigt sich im Score-Plot durch
eine Abweichung von dem durch die Zunahme der Biomasse und der Zellaktivitit be-
dingten Steigung. Der mit ,oxidativer Stoffwechsel gekennzeichnete Bereich entspricht
genau dem Zeitraum, in dem der Sollwert auf einen Wert von 0,055 gL~! geregelt wurde.
Gleichzeitig mit der Sollwerténderung zum Zeitpunkt ¢ = 29, 3 h dndert sich die Steigung
im Score-Plot signifikant. Dies ist ein eindeutiger Hinweis auf eine Anderung des Stoff-
wechsels. Die durchgefiihrte Sollwertdnderung ist im Score-Plot also deutlich an einer
Stoffwechseldnderung erkennbar.

Die im Score-Plot differenzierbaren Bereiche werden durch die in Abbildung 22 dar-
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gestellten Verldufe der Fluoreszenzintensitéit, der CO,- und der Ethanol-Konzentration
bestitigt. Ergdnzend sind die Mess- und Schétzwerte der Glucosekonzentration darge-

stellt.
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Abbildung 22: Grafische Darstellung der Fluoreszenzintensitét, der Glucose-, COs- und

Ethanolkonzentrationen fiir die Kultivierung fbl

Zu Beginn der Kultivierung streut die relative Fluoreszenzintensitéit (RFI) deutlich.
Dies ist einerseits auf den noch nicht stabilen Stoffwechselzustand der Zellen zuriickzu-
fithren, anderseits auf die durch das Anfahren bedingten Schwankungen der Glucose-
konzentration. Dieser Zeitraum ist im Score-Plot als Anfahrphase gekennzeichnet. Die
COq-Konzentration zeigt am Anfang der Regelphase einen deutlich ausgeprigten Peak
und im weiteren Verlauf eine kleinere Storung, die auf eine temporéare Erhéhung der Glu-
cosekonzentration zuriickzufiihren ist. Die Zunahme der Fluoreszenzintensitiat im weiteren
Verlauf ist auf die zunehmende Biotrockenmassekonzentration zuriickzufithren. Der Aus-
reifser der RFI zum Zeitpunkt ¢ = 27,2h ist sehr wahrscheinlich auf eine kurzzeitige
Storung der Messung durch eine Luftblase im Lichtweg zuriickzufiihren. Die plétzlichen
Anstiege der Fluoreszenzintensitat und der COo-Konzentration zum Zeitpunkt ¢ = 29,4 h
korrespondieren mit der durch die Sollwertéinderung um ¢t = 29, 3h bedingten Anderung
des Stoffwechselzustandes.

Die Ethanolkonzentration steigt zu diesem Zeitpunkt gleichfalls signifikant an. Im Zeit-
raum vor der Anderung des Sollwertes findet keine signifikante Ethanolproduktion statt.

Die Konzentration ist bis zum Zeitpunkt ¢ = 27,8h kleiner als 0,040 g L~!. Nach einer
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Kultivierungsdauer von ¢ = 28, 3 h tritt, bedingt durch die zu diesem Zeitpunkt leicht er-
hohte Glucosekonzentration, eine geringfiigig erhohte Konzentration von 0,059 gL™! auf.
Bis zur Durchfithrung der Sollwertdnderung ist die Konzentration praktisch unveréndert.
Nach der Sollwertanderung tritt deutliche Ethanolbildung auf. Die maximale Konzentra-
tion betrigt 0,363 gL~'. Ab ¢t = 30,2 h sinkt die Glucosekonzentration langsam, da das
EKF nicht auf die Ethanolbildung und den sich damit &ndernden Stoffwechsel reagieren
kann. Etwas zeitversetzt zur Abnahme der Glucosekonzentration sinkt die Ethanolkon-
zentration.

Innerhalb der Zeitriume der FIA-Stérungen treten keine signifikanten Anderungen der
hier dargestellten Grofen auf. Das Regelsystem kompensiert den Ausfall des FIA-Systems
ohne gofere Schwierigkeiten.

In Abbildung 23 sind neben der Os- und der COs-Konzentration in der Abluft noch
die entprechende spezifische Aufnahme- bzw. Produktionsrate dargestellt. Die O,- und die
CO3-Konzentration stellen wichtige Parameter einer Kultivierung dar, da sie Indikatoren

fiir den Zustand der Zellen sind.
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Abbildung 23: Auftragung der Glucosekonzentration, der Abluftzusammensetzung sowie
der spez. Sauerstoffaufnahme- und Kohlendioxidproduktionsrate im Ver-

lauf der Kultivierung fb1

Insgesamt ist der Verlauf beider Kurven erwartungsgeméf. Die CO,-Konzentration
steigt kontinuierlich an, wahrend die Os-Konzentration geringer wird. Die Peaks bzw.

kleineren Stérungen, die beide Kurven zeigen, treten zeitgleich auf und kénnen entspre-
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chenden Verédnderungen der Glucosekonzentration zugeschrieben werden. Zu Beginn der
Regelphase weisen alle Kurven ein deutliches Uberschwingen auf. Dies ist durch das An-
fahren des Prozesses und die damit verbundenen Instabilitdten bedingt.

Der Verlauf der spezifischen Sauerstoffaufnahmerate (go,) und der spezifischen Koh-
lendioxidproduktionsrate (gco,) ist synchron zu dem der Konzentration der entsprechen-
den Gase in der Abluft. go, und gco, verlaufen bis zum Zeitpunkt der Sollwertdnderung
steigend, dann zeigen beide Werte einen deutlichen Sprung. Nach der Sollwertédnderung
verlaufen beide Kurven deutlich steiler.

Die Hohe der Werte der go, und der gco, ist fiir die Phase vor und nach der Sollwer-
tanderung deutlich verschieden. Die Anderung des Wachstumsverhaltens der Zellen zeigt
sich also auch in diesen beiden Parametern deutlich. In Tabelle 12 sind die Mittelwerte

dargestellt.

Tabelle 12: Mittelwerte der spezifischen Sauerstoffaufnahme- und der spezifischen Koh-

lendioxidproduktionsraten

Sollwert [gL™'] | qo, [molg™*h™!| | qco, [molg *h™!]
0,055 1,49 191
0,065 4,12 4,88

Im néchsten Diagramm (Abbildung 24) sind die Feed-Rate, die spezifische Glucoseauf-
nahmerate (¢s) und die vom EKF geschétzte maximale Wachstumsrate (p,,q,) dargestellt.
Bedingt durch die Instabilitdten beim Anfahren des Prozesses schwingen diese Gréfen zu-

néchst tiber, stabilisieren sich aber nach kurzer Zeit.
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Abbildung 24: Verlauf der Feed-Rate, der spezifischen Glucoseaufnahmerate und der ma-

ximalen Wachstumsrate der Kultivierung b1

Die Feed-Rate zeigt vom Start der Regelung bis ¢ = 24,6 h eine deutliche Diskretisie-
rung. Diese ist durch die Bauart der Pumpen bedingt und tritt hier besonders deutlich in
Erscheinung, da die Start-Biotrockenmassekonzentration (BTM) niedrig war. Im weiteren
Verlauf steigt die Feed-Rate abgesehen von den drei Spikes bei ¢ = 24,7h, ¢t = 26,9h
und ¢t = 28,2h mit zunehmender BTM an. Das Auftreten der Spikes tritt zeitgleich mit
entsprechenden Anderungen der Glucosekonzentration auf (siche Abbildung 18 auf Sei-
te 62). Zum Zeitpunkt der Sollwertdnderung ¢ = 29,3 h steigt die Feed-Rate sprunghaft,
und der Kurvenverlauf ist deutlich steiler.

Die maximale Wachstumsrate (fi,q,) ist anfangs konstant. Nach Stabilisierung der
Feed-Rate weist sie einen sprunghaften Verlauf auf. Ab ¢ = 25,6h beginnt die Kurve
abzuflachen. Die kleine sprunghafte Anderung zum Zeitpunkt ¢ = 28, 1h korrespondiert
mit der Anderung der Feed-Rate. Zum Zeitpunkt der Sollwertinderung (t = 29, 3h) zeigt
sich kein deutlicher Versatz. Der Verlauf der Kurve wird lediglich mit geringem Zeitversatz
steiler.

Die spezifische Glucoseaufnahmerate zeigt erwartungsgeméfs einen zur Feed-Rate ana-
logen Verlauf. Die Spikes zu den Zeitpunkten t = 24,7h, ¢t = 26,6h und ¢t = 28,2h
finden sich in der Feed-Rate wieder. Dies spiegelt sich auch in der Glucosekonzentration

wieder. Die Mittelwerte der spezifischen Glucoseaufnahmerate sind in Tabelle 13 fiir die
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beiden Sollwerte dargestellt.

Tabelle 13: Spezifische Glucoseaufnahmeraten

Sollwert [gL™!] | qs[gg 't h™]
0,055 0,22
0,065 0,38

Auffallig ist die Stagnation aller hier dargestellten Prozessvariablen zwischen ¢t =
30,6 h und t = 30,8h. Dies entspricht ungefadhr dem Zeitraum des letzten FIA-Ausfalls.
Dies ist die einzige Stelle, an der eine FIA-Storung im Verlauf der Prozessvariablen er-
kennbar ist.

In Abbildung 25 auf der néchsten Seite sind die Mess- und die Schatzwerte der Biotro-
ckenmassekonzentration (BTM) aufgetragen. Die Ubereinstimmung der Werte ist bis zum
Zeitpunkt der Sollwertdnderung bei t = 29,3 h sehr gut. Nach der Sollwertdnderung wird
die Differenz zwischen Messung und Schétzung stetig grofer. Bedingt durch die erhoh-
te Glucosekonzentration beginnen die Zellen Ethanol zu produzieren. Diese Umstellung
des Stoffwechsels fithrt zu einem Absinken des Ausbeutekoeffizienten. Diese Anderung
wird durch das EKF nicht erfasst und fiihrt somit zu einer fehlerhaften Pradiktion dieser
Zustandsgrofse.

Zu Beginn der Regelung betrug die Biotrockenmassekonzentration 4,8 g L=1. Dies ent-
sprach 7,4 g. Bei Beendigung der Kultivierung war die BTM auf 7,6 g L=! bzw. 13,1 g ange-
wachsen. Im Verlauf der Kultivierung wurden, unter Beriicksichtigung der entnommenen
Biomasse der Offline-Proben 11,1 g Biomasse erzeugt. Die Ausbeutekoeffizienten veran-
dern sich als Funktion des Sollwertes signifikant. Fiir den Zeitraum des Sollwertes von
0,055 g L~! betrug der Ausbeutekoeffizient Yy,s =0,45gg™", wihrend des Sollwertes von
0,065 gL~" war er mit Yy/g =0,27gg ™! deutlich kleiner. Die Umstellung des Stoffwech-
sels, die sich hier im Verlauf der BTM zeigt, korrespondiert mit den Veranderungen im
Score-Plot (Abbildung 21), der Fluoreszenzintensitét, und der CO9-Konzentration (Ab-
bildung 22) sowie dem Verlauf der spezifischen Glucoseaufnahmerate (Abbildung 24)
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Abbildung 25: Darstellung der Messwerte und der Schétzwerte der Biotrockenmassekon-

zentration der Kultivierung b1
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4.2.2 Die Kultivierung fb2

Im Folgenden wird die Kultivierung fb2 diskutiert, in deren Verlauf eine Stickstofflimitie-
rung auftrat, die zu einer Anderung der Prozessdynamik fiihrte. Der Sollwert der Glucose-
konzentration wurde auf 0,07 g L=! geregelt. Die Feed-Losung enthielt 100 g L~! Glucose.
Die Zeitverzogerung betrug 0,122 h. Fiir den Volumenstrom der Probenahme wurde ein
Wert von 0,039 Lh~! ermittelt. Zuniichst werden in den Abbildungen 26 bis 29 die rele-
vanten Bioprozessgrofsen diskutiert, die Hinweise auf das Wachstumsverhalten und somit
auch auf die Limitierung geben. Im Anschluss daran erfolgt dann die Diskussion der Re-
gelgiite.

Abbildung 26 auf der ndchsten Seite illustriert neben den Glucosemess- und Schétz-
werten die gemessenen Konzentrationen von Kohlendioxid und Ethanol und den Verlauf
der relativen Fluoreszenzintensitdt des NADH. Fiir die RFI stehen nur Werte bis zum
Zeitpunkt t = 29,0h zur Verfliigung, da das Quarzglasfenster fiir den Lichtleiter auf
Grund der durch die Limitierung bedingten niedrigen Feed-Rate nicht mehr mit Kultur-
brithe bedeckt war. Unmittelbar nach dem Start der Regelphase zwischen t = 21,6h
und ¢t = 22,5h schwankt die Intensitét stark. Dies steht in Ubereinstimmung mit dem
in Abbildung 30 auf Seite 78 identifizierten Zeitraum der Anfahrphase der Kultivierung,
wahrend der der Stoffwechsel der Zellen noch nicht stabil ist. Im weiteren Verlauf nimmt
die Fluoreszenzintensitat synchron zum Biomassezuwachs zu. Der weitere Verlauf weist
keine Besonderheiten auf.

Der Verlauf der COs-Konzentration weist kurz nach dem Anfahren des Prozesses im
gleichen Zeitraum wie die RFI Schwankungen auf. Diese sind gleichfalls auf die Instabili-
taten wahrend der Anfahrphase zuriickzufithren. Ab dem Zeitpunkt ¢ = 22,5 h, also nach
dem Ende der Anfahrphase, wird die Streuung der Werte geringer. Die COy-Konzentration
steigt zundchst mit gleichbleibender Steigung bis zum Zeitpunkt ¢ = 23,4h , und flacht
dann kurzfristig auf Grund der leicht sinkenden Glucosekonzentration ab. Ab dem Zeit-
punkt ¢ = 24,4h wird die Steigung wieder gréfer und erreicht den selben Wert wie
zuvor. Zum Zeitpunkt ¢ = 27 8 h bricht die COs-Kurve ein und besitzt eine negative Stei-
gung. Dieser Wechsel der Richtung der Steigung wiederholt sich mehrfach. Zunichst war
die Ursache dieses Verhaltens unklar. Die Gabe eines (NH,4)3SO4-Pulses zum Zeitpunkt
t = 31,5h zeigte, dass die Ursache eine StickstofHlimitierung war. Alle Wachstumspa-
rameter zeigten unmittelbar nach diesem Puls eine starke Anderung, die auf ein wie-
der einsetzendes Wachstum hindeuten. Der beschriebene alternierende Verlauf der COs-
Konzentration hat also seine Ursache in der sich veridndernden Stickstoffkonzentration

in der Kulturbriihe. Bei abklingendem Wachstum wird vermutlich Stickstoff in der wis-
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serigen Phase akkumuliert. Sobald eine bestimmte minimale Konzentration an Stickstoff
iiberschritten ist, wachsen die Zellen nicht limitiert, verbrauchen den Stickstoff und verur-
sachen somit eine erneute Limitierung. Unmittelbar nach der Gabe des Pulses schnellt die
COs-Konzentration nach oben und sinkt dann unter das vorherige Niveau ab. Zu diesem
Zeitpunkt sinkt die Glucosekonzentration drastisch. Dies ist ein weiteres Indiz fiir plotz-
lich wieder einsetzendes Wachstum. Nachdem sich die Glucosekonzentration stabilisiert
hat, setzt sich der alternierende Verlauf der CO5-Konzentration mit geringerer Amplitude,
aber weiterhin geringer Steigung fort. Zum Zeitpunkt ¢ = 33,0h tritt ein Spike auf. Ent-
sprechend niedrige Glucosekonzentrationen, die dafiir veranwortlich sein konnten, liegen
zeitlich vor bzw. nach seinem Auftreten und kommen somit als Ursache nicht in Betracht.

Wahrend der gesamten Kultivierung erfolgte keine Bildung von Ethanol. Der Messwert
zum Zeitpunkt ¢ = 25,6 h ist eine Fehlmessung. Weder in den RFI, noch im Verlauf der
CO,y-Konzentration, noch im Score-Plot (Abbildung 30 auf Seite 78) finden sich Hinweise
auf Ethanolproduktion.
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Abbildung 26: Grafische Darstellung der Fluoreszenzintensitét, der Glucose-, COy- und

Ethanolkonzentrationen der Kultivierung fb2

Die Verlaufe der Os- und der COs-Konzentration in der Abluft sind wichtige Kriteri-
en zur Beurteilung einer Kultivierung. Sie geben Hinweise auf das Wachstum der Zellen.
In Abbildung 27 auf der néchsten Seite sind beide Kurven dargestellt. Der Verlauf der
CO3-Konzentration wurde schon im Zusammenhang mit der Limitierung bzw. als Indika-

tor fiir das Vorliegen einer Limitierung diskutiert. Unter den wéhrend der Kultivierung
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vorherrschenden Bedingungen ist der Verlauf der COs-Konzentration erwartungsgemafs.
Die Steigung der Kurve éndert sich auf Grund der Limitierung, die Konzentration in
der Abluft steigt insgesamt gesehen, da die Biotrockenmassekonzentration zunimmt. Die
0Os-Konzentration nimmt iiber den gesamten Zeitraum der Kultivierung entsprechend der
Biomassezunahme ab. Sie zeigt in der Zeit des nicht limitierten Wachstums bis zum Zeit-
punkt ¢ = 27,8h eine groflere Steigung als in der Phase der Limitierung. Bedingt durch
das etwas hohere Messrauschen im Vergleich zur COs-Konzentration erscheinen die Am-
plituden geringer. Insgesamt ist der Verlauf beider Kurven erwartungsgemafs und korre-
spondiert. Jedes Absinken der O,-Konzentration findet sich in der COs-Konzentration
als Anstieg wieder. Zu Beginn der Regelphase weisen alle Kurven ein deutliches Uber-
schwingen auf. Dies ist durch das Anfahren des Prozesses und die damit verbundenen
Instabilitaten bedingt.
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Abbildung 27: Auftragung der Glucosekonzentration und der Abluftzusammensetzung

wahrend der Regelphase der Kultivierung fb2

Nach der Diskussion des Verhaltens der Abluftzusammensetzung werden nun kurz die
Verlaufe der in Abbildung 28 dargestellten, spezifischen Kohlendioxidproduktionsrate und
der Sauerstoffaufnahmerate diskutiert. Der Verlauf der spezifischen Sauerstoffaufnahme-
rate (go,) und der spezifischen Kohlendioxidproduktionsrate (gco,) ist synchron zu dem
der Konzentration der entsprechenden Gase in der Abluft. Beide Zustandsvariablen zeigen

somit das erwartete Verhalten. go, und gco, verlaufen bis zum Zeitpunkt der eintreten-
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den Limitierung steigend. Zu Beginn der Regelphase zeigen sich auch hier die durch das
Anfahrverhalten bedingten Streuungen. In der Phase des nicht limitierten Wachstums bis
zum Zeitpunkt ¢ = 27,8 h steigen sowohl die Werte der gp, als auch die der ¢cp, an. Ab
dem Zeitpunkt der Limitierung zeigen auch die Verldufe dieser beiden Kurven die weiter
oben diskutierten Schwankungen. Insgesamt zeigen die Werte eine sinkende Tendenz. Dies
ist ein weiteres Indiz fiir die abnehmende Stoffwechselaktivitit. Zum Zeitpunkt der Gabe
des (NH4)2SO4-Pulses (t = 31,5h) zeigen beide Kurven erwartungsgeméf einen Spike.
Bedingt durch das schnell einsetzende Wachstum sinkt die Glucosekonzentration plotz-
lich stark ab und fiihrt so zu den kurzzeitig deutlich niedrigeren Werten der spezifischen

Sauerstoffaufnahmerate und der Kohlendioxidproduktionsrate.
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Abbildung 28: Darstellung der spezifischen Kohlendioxidproduktionsrate und der spezi-
fischen Sauerstoffaufnahmerate wiahrend der Regelphase der Kultivierung
fh2

Abbildung 29 auf der néchsten Seite illustriert die Verlaufe der Feed-Rate, der spezi-
fischen Glucoseaufnahmerate und der maximalen Wachstumsrate iiber den Zeitraum der
Kultivierung. Alle dargestellten Groken zeigen zunichst ein Uberschwingen, welches auf
die Anfahrphase und die Schwankungen der Feed-Rate zuriickzufiihren ist. Zwischen den

Zeitpunkten t = 22, 1hund ¢t = 23, 7h ist die Feed-Rate praktisch konstant, die maxima-
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le Wachstumsrate und die spezifische Glucoseaufnahmerate sinken leicht ab. Hier zeigen
sich erneut die Besonderheiten der Anfangsphase, in der der Stoffwechsel der Zellen noch
nicht stabil ist. Dies zeigt sich unter anderem in einem langsameren Wachstum, welches zu
Schwankungen in der Feed-Rate und somit auch in den anderen Prozessgrofien fiihrt. Die-
ses Verhalten findet sich auch im Score-Plot wieder (Abbildung 30 auf der néchsten Seite).
Im sich anschliefsenden Zeitraum bis zum Eintreten der Limitierung steigen alle gezeig-
ten Grofen an. Mit Eintreten der Limitierung zeigen sie ein unterschiedliches Verhalten.
Die Feed-Rate ist bis zum Ende der Kultivierung konstant. Die spezifische Glucoseauf-
nahmerate sinkt als Folge der Limitierung und des daraus resultierenden langsameren
Wachstums. Der Parameter ji,,,, wird vom EKF geschatzt. Er beeinflusst iiber das im-
plementierte kinetische Modell die Wachstumsgeschwindigkeit und somit die Feed-Rate.
Die Fahigkeit des EKF, diesen Parameter richtig und zeitnah anzupassen, hat demzufol-
ge signifikanten Einfluss auf die Regelgiite. Die Anpassung dieses Parameters an die sich
verandernde Prozessdynamik gelingt hier sehr gut. Das EKF kann addquat reagieren, und

die Regelabweichungen bleiben somit klein.
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Abbildung 29: Verlauf der Feed-Rate, der spezifischen Glucoseaufnahmerate und der ma-

ximalen Wachstumsrate im Verlauf der Kultivierung fb2
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In Abbildung 30 sind die Ergebnisse einer Haupkomponentenanalyse als Score-Plot
dargestellt. Wahrend der Kultivierung wurden Fluoreszenzspektren aufgezeichnet, um ei-
nerseits den Prozess online zu beobachten und andererseits offline aus den gewonnenen
Spektren weitere Informationen zu erhalten. Es treten, bis zum Abbruch der Aufzeich-
nung um t = 29, 0h, zwei deutlich abgegrenzte Bereiche auf. Zunéchst findet sich der als
Anfahrphase bezeichnete Bereich im Zeitraum von ¢ = 21,6 h bis £t = 22, 5 h, der sich sich
durch einen noch nicht stabilen Zustand der Zellen und somit auch der Prozessgrofien
auszeichnet. Oxidativer Stoffwechsel liegt zwischen t = 22, 5h und ¢ = 29,0h vor. Die
Steigung im Score-Plot ist durch den Biomassezuwachs bedingt. Signifikante plétzliche
Anderungen der Steigung, die Indikatoren fiir eine Stoffwechselinderung sind, treten im
Score-Plot nicht auf. Dies steht in Ubereinstimmung mit dem weiter oben diskutierten
Verlauf der COs-Konzentration und den offline ermittelten Ethanolkonzentrationen. Die
im Score-Plot differenzierbaren Bereiche stimmen mit den in Zusammenhang mit Ab-
bildung 26 auf Seite 74 diskutierten Eigenschaften der COs- und Ethanolkonzentration

iberein.
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In Abbildung 31 sind die Schiatzwerte und die Online-Messwerte der Glucosekonzentra-
tion wihrend der Kultivierung dargestellt. Uber den gesamten Zeitraum der Kultivierung
zeigten sich, abgesehen von der Anregelzeit, keine signifikanten Abweichungen vom vor-
gegebenen Sollwert. Lediglich zu den Zeitpunkten ¢ = 28 1h, ¢t = 28,2h, t = 31,5h,
t = 32,6h,t = 33,3h und t = 33,5h zeigen sich Ausreifter. Diese treten etwas zeit-
versetzt zu den Phasen erhohten Wachstums wihrend des Zeitraums der Limitierung auf.
Das Regelsystem ist offensichtlich in der Lage, auf diese sehr plotzliche Anderung der
Dynamik adéquat zu reagieren, da die Zeitraume mit erhohter Abweichung vom Sollwert
nur sehr kurz sind. Die Schitz-und Messwerte zeigen unmittelbar nach dem Start der
Regelung ein Uberschwingen, wobei das der Schiitzwerte stéirker ausgepriigt ist. Das An-
ndhern der Glucoseschéitz- und Messwerte erfolgt sehr zeitnah zum Beginn der Regelpha-
se. Die Glucosemesswerte néhern sich wéhrend der Anregelzeit sukzessive von niedrigeren
Konzentrationen aus dem Sollwert an, schwingen bis auf einen Wert von ca. 0,09gL™!
iiber und ndhern sich dann dem Sollwert wieder an. Nach Ablauf der Anregelzeit zum
Zeitpunkt ¢ = 21,9h treten abgesehen von den oben erwidhnten Ausreifsern keine signifi-
kanten Abweichungen vom Sollwert auf. Eine systematische Uber- oder Unterschreitung

der vorgegebenen Konzentration liegt nicht vor.
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Abbildung 31: Auftragung des Sollwertes, der Mess- und der Schétzwerte der Glucose-

konzentration wiahrend der Regelphase der Kultivierung fb2
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Der Mittelwert der Glucosemesswerte betrug 0,070gL~!, die Standardabweichung
0,003gL~!. Der fiir diese FIA typische Wert einer Standardabweichung von 10 % wird
hier deutlich unterschritten. Der Fehler der Messung war mit 2,5 % gleichfalls sehr gering.
Dieser prozentuale Fehler entspricht einem absoluten Fehler von nur 0,002 g L~!. Die ma-
ximale Differenz zwischen Soll- und Messwert betrigt 0,010 g L™!, wenn die oben genann-
ten Ausreifser bei der Berechnung nicht beriicksichtigt werden. Werden sie berticksichtigt,
steigt die maximale Differenz auf 0,029 g L=! an. Diese Werte sind Beleg fiir die Qualitiit
des Regelsystems. Das System wurde im Rahmen dieser Kultivierung erfolgreich einge-
setzt. Es konnte gezeigt werden, dass das System auf Anderungen der Prozessdynamik,
hier sowohl eine langsame Abnahme der Wachstumgeschwindigkeit als auch kurzzeitige
Erhchungen der Dynamik, addquat reagieren kann.

Eine detaillierte Darstellung der Regelabweichung findet sich in den Abbildungen 32
und 33. Dort sind die Regelabweichungen im Verlauf der gesamten Kultivierung mit einer
Regeldauer von 13,2 Stunden in g L™ und in Prozent dargestellt. Die Anregelzeit war mit
18 Minuten genauso grofs wie bei der zuvor diskutierten Kultivierung fb1. Die berechneten
mittleren Regelabweichungen beziehen sich auf den Zeitraum ab dem Ende der Anregelzeit
zum Zeitpunkt ¢ = 21,9 h. Die mittlere Regelabweichung z,,(t) ist mit 0,002 gL~ bzw.
2,5% ausgesprochen niedrig. Die Standardabweichung o, (t) betrigt 0,003 gL~ bzw.
3,9 % und ist gleichfalls sehr klein. Die minimale auftretende Regelabweichung ist klei-
ner als 0,001 g L=!, der Maximalwert betrigt 0,029 g L~! mit Ausreifiern bzw. 0,010 g L~*
ohne Ausreifer. Werden Messwerte aufserhalb des Intervalls Speas = Smeas 208,00
als AusreiRer gewertet, betrigt die mittlere Regelabweichung Z,,(t) =0,001 gL~! bzw.
2,1 %. Die Werte der Standardabweichung sinken dann auf oz, (t) =0,001 gL~ bzw. 1,6
%. Das Uberschwingen zum Zeitpunkt des Beginns der Regelung ist bei den ersten zwei
Messwerten mit einem Maximum von 41 %, entsprechend 0,029 gL, sehr ausgeprigt.
Die Uberschwingweite verringert sich aber sehr schnell, und die Regelabweichung sinkt
auf Werte unter 5 % bzw. 0,07gL~!. Wihrend der ersten Hilfte der Regelphase treten
Unterschreitungen des Sollwertes hiufiger auf als Uberschreitungen, in der zweiten Half-
te kehren sich die Verhiltnisse um. Die Regelabweichung weist wiahrend des gesamten
Verlaufes praktisch die gleiche Grofsenordnung auf. Signifikante Ausreiffer oder Stérungen
sind abgesehen von den im Rahmen der Diskussion des Verlaufs der Glucosekonzentra-
tion erwdhnten nicht vorhanden. Diese kurzfristig erhohten Werte resultieren aus dem
kurzeitigen nicht limitierten Wachstum nach der Akkumulation von Stickstoff in der Kul-
turbriihe. Die Mehrzahl der Regelabweichungen ist kleiner als 3 %. Dies ist im Bereich
der Messgenauigkeit des FIA-Systems.
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Der Sollwert konnte iiber 13,2 Stunden mit minimalen Regelabweichungen konstant
gehalten werden. Das Regelsystem war in der Lage, auf die aufgetretenen Anderungen
der Prozessdynamik zu reagieren. Wahrend der Abnahme der Wachstumsgeschwindigkeit
verandert sich die Regelabweichung nicht. Die kurzzeitigen Dynamikidnderungen wahrend
der Limitierung fithren zwar zu einer Erhohung der Regelabweichung, werden vom Regel-
system aber sehr schnell korrigiert. Dieses Verhalten bestétigt erneut das Potential des
Regelsystems. Es kann, wie zuvor im Rahmen der Diskussion der Kultivierung fb1 erlau-
tert, einen Ausfall des Messsystems kompensieren und wie hier gezeigt auf Anderungen

der Dynamik ensprechend reagieren.
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Abbildung 32: Verlauf der Regelabweichung in g L™! im Verlauf der Kultivierung fb2
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Abbildung 33: Grafische Darstellung der Regelabweichung in Prozent im Verlauf der Kul-
tivierung fb2

In Abbildung 34 auf der néchsten Seite sind die Mess- und die Schétzwerte der Bio-
trockenmassekonzentration dargestellt. Die Ubereinstimmung der Werte ist suboptimal.
Lediglich der Startwert zeigt eine befriedigende Ubereinstimmung von Mess- und Schiitz-
werten. Die steigende Tendenz ist zwar in beiden Verldufen gleich, jedoch wird der Offset
zwischen Mess- und Schétzwerten mit fortschreitender Dauer der Kultivierung grofier. Zu-
dem streuen die Werte unsystematisch. Dies sind eindeutige Hinweise auf Fehler bei der
Offline-Bestimmung der Biotrockenmassekonzentration. Die Biotrockenmassekonzentrati-
on betrug 7,2gL~! bzw. 12,5g bei Start der Regelung. Bis zum Zeitpunkt der letzten
Offline-Probenahme zum Zeitpunkt ¢ = 33,1h stieg die BTM auf auf 22,6 gL~!. Dies
entspricht einer Masse von 30,3g. Unter Beriicksichtigung der entnommenen Biomasse
der Offline-Proben wurden 20,6 g Biomasse erzeugt. Auf die Ermittelung des Ausbeuteko-

effizienten wurde auf Grund der fehlerbehafteten Biotrockenmassebestimmung verzichtet.
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Abbildung 34: Darstellung der Messwerte und der Schétzwerte der Biotrockenmassekon-

zentration wahrend der Kultivierung th2
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4.2.3 Die Kultivierung fb3

Zum Abschluss wird die Kultivierung fb3 diskutiert, deren Verlauf praktisch storungsfrei
war. Als Sollwert der Glucosekonzentration wurde 0,07 g L= gewihlt. Die Glucosekonzen-
tration in der Feed-Losung betrug 100gL~!. Fiir die Zeitverzogerung wurde bei einem
Volumenstrom der Probenahme von 0,039 Lh~! ein Wert von 0,122 h bestimmt.

In Abbildung 35 auf der nédchsten Seite sind sowohl die Schitzwerte als auch die
Online-Messwerte der Glucosekonzentration dargestellt. Uber den gesamten Zeitraum der
Kultivierung zeigten sich keine signifikanten Abweichungen vom vorgegebenen Sollwert.
Lediglich zu den Zeiten ¢t = 27,5h , t = 31,5hundt = 34,9h treten kurzfristig etwas
stiarkere Abweichungen zwischen den Schétz- und Messwerten sowie dem Sollwert auf.
Der Messwert zum Zeitpunkt ¢ = 31,3 h ist als Ausreifser zu werten. Unmittelbar nach
dem Beginn der Zufiitterung schwingen Schétz- und Messwerte kurzfristig iiber, wobei
das Uberschwingen der Schitzwerte ausgeprigter ist. Die Anndherung der Glucosemess-
und Schétzwerte an den Sollwert erfolgt auch hier wieder sehr zeitnah zum Beginn der
Regelphase.

Der Mittelwert der Glucosemesswerte betrug 0,070 g L~ bei einer Standardabweichung
von 0,005¢gL~!. Die Standardabweichung ist somit deutlich kleiner als der fiir diese FIA
typische Wert von 10 %. Der Fehler der Messung war mit 4,6 % sehr klein, dies entspricht
einem absoluten Fehler von lediglich 0,003 g L=!. Die maximale Differenz zwischen Soll-
und Messwert weist eine Grofe von 0,015 g Lt auf. Das Regelsystem konnte also auch im
Rahmen dieser Kultivierung erfolgreich eingesetzt werden. Eine detaillierte Darstellung
der Regelabweichung findet sich in den Abbildungen 41 und 42.
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Abbildung 35: Auftragung des Sollwertes, der Mess- und der Schétzwerte der Glucose-

konzentration wahrend der Regelphase der Kultivierung fb3

Abbildung 36 auf der néchsten Seite illustriert den Verlauf der COs-Konzentration in
der Abluft und die relative Fluoreszenzintensitdt von NADH im Zusammenhang mit der
Glucose- und der Ethanolkonzentration. Zu Beginn der Kultivierung ist der Verlauf der
Fluoreszenzintensitiat sehr unruhig. Der Zeitraum entspricht genau dem Bereich, der in
Abbildung 37 auf Seite 87 mit ,,Anfahrphase bezeichnet ist, also dem Zeitraum, bis zu
dessen Ende die Zellen einen stabilen Stoffwechselzustand erreicht haben. Ab t = 23,8 h
wird die Streuung geringer. Die nun erfolgende Zunahme der Fluoreszenzintensitét ist
auf die steigende Biomassekonzentration zuriickzufiithren. Beginnend ab dem Zeitpunkt
t = 30,9h wird der Verlauf wieder unruhiger, dies konnte eine Auswirkung der kurzzei-
tigen minimalen Ethanolbildung zum Zeitpunkt ¢ = 27,9 h sein. Im weiteren Verlauf ist
der oxidoreduktive Stoffwechsel zwischen t = 32, 1h und ¢ = 32,4 h verantwortlich fiir die
Form der Kurve. Ab t = 32,4h treten immer mehr Spikes auf, die auf das Schwanken
zwischen oxidativem und oxidoreduktivem Stoffwechsel zuriickzufiihren sind. Die Ursa-
chen fiir die starke Abnahme der Intensitdt bei ¢ = 31,2h und ¢ = 34,0h sind unklar.
Die instantanen Anderungen der Steigung zu den Zeitpunkten ¢t = 23,8h, t = 27,9h
und t = 32,0h deuten auf eine Verdnderung im Stoffwechsel hin. Zu diesen Zeiten weist

auch die COo-Kurve Peaks auf. Diese Hinweise auf Ethanolproduktion werden durch die
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Offline-Messungen der Ethanolkonzentration zu den Zeitpunkten ¢ = 23,8 h, t = 28 ,8h
und ¢ = 33,8h bestatigt. Da die Phasen der Ethanolproduktion nur sehr kurz waren,
erfolgt dessen Bildung nur in sehr geringem Umfang (Maximalwert 0,030 g L™!). Die zum
Zeitpunkt ¢ = 33, 8 h gemessene Ethanolkonzentration ist kleiner als 0,010 g L' und resul-
tiert aus der erhéhten Glucosekonzentration zum Zeitpunkt ¢ = 33,4 h. Fiir den CO,-Peak
zum Zeitpunkt ¢ = 35, 2 h findet sich kein entsprechender Wert der Ethanolkonzentration.
Das Auftreten der geringen Menge Ethanol zum Zeitpunkt ¢ = 22,8 h resultiert aus dem
Uberschwingen wihrend des Anfahrens. Im Verlauf der Kultivierung trat folglich keine

signifikante Ethanolproduktion auf.
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Abbildung 36: Grafische Darstellung der Fluoreszenzintensitéit, der Glucose-, CO5- und

Ethanolkonzentrationen im Verlauf der Kultivierung fb3

In Abbildung 37 auf der néchsten Seite sind die Ergebnisse einer, mit den wahrend
der Kultivierung aufgenommenen Fluoreszenzspektren durchgefithrten Haupkomponen-
tenanalyse als Score-Plot dargestellt. Es sind deutlich vier differenzierbare Bereiche er-
kennbar, und zwar die Anfahrphase im Zeitraum von t = 21,8 h bis ¢t = 23,8h, der
Zeitraum rein oxidativen Wachstums zwischen ¢ = 23,8 h und ¢t = 32, 1h, der kurzfris-
tige oxidoreduktive Stoffwechsel (t = 32,1h — 32,4h) wéhrend der geringfiigig erh6hten
Glucosekonzentration im Zeitraum um ¢ = 32,0h und der mit ,oxidativer und oxido-
reduktiver Stoffwechsel* gekennzeichneter Bereich von ¢ = 32,4h bis t = 35,8h. Zur
Abgrenzung der beiden zuletzt genannten Bereiche voneinander wurde Wissen aus dem

Prozess herangezogen, um die Grenze zwischen ihnen genauer festlegen zu kénnen. In
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diesem fiithren schon sehr geringe Schwankungen der Glucosekonzentration zu einer Um-
stellung des Stoffwechsels von oxidativ auf oxidoreduktiv und umgekehrt. Offensichtlich ist
unter den herrschenden Bedingungen gerade der kritische Wert der Glucoseaufnahmerate,
ab welchem eine Stoffwechselumstellung erfolgt, erreicht. Die im Score-Plot differenzier-
baren Bereiche stimmen sehr gut mit den zuvor in Zusammenhang mit Abbildung 36
auf der vorherigen Seite diskutierten Verlaufen der CO,- und Ethanolkonzentration sowie
der Fluoreszenzintensitdt des NADH iiberein. Die dort diskutierten Fakten werden im
Score-Plot bestétigt und treten noch deutlicher hervor. Die horizontale Verédnderung im

Score-Plot ist durch den Biomassezuwachs bedingt.
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Abbildung 37: Auftragung des Scores der zweiten gegen den Score der ersten der Haupt-
komponente der wahrend der Kultivierung fb3 aufgezeichneten Fluores-

zenzspektren

Die Os- und die COs-Konzentration in der Abluft sind wichtige Kriterien zur Beur-
teilung einer Kultivierung, da sie als Indikatoren fiir die Stabilitit des Zustandes, des
Wachstums und auch des Stoffwechsels dienen. In Abbildung 38 auf der néchsten Seite
sind ihre Verldufe zusammen mit der Glucosekonzentration wiedergegeben. Der Gang der
COs-Kurve wurde oben schon beziiglich ihres Verhaltens beim Vorliegen der etwas erhoh-

ten Regelabweichungen diskutiert. Insgesamt ist ihr Verlauf erwartungsgeméaf, und die
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COs-Konzentration steigt mit fortschreitender Kultivierungsdauer kontinuierlich an. Die
Oy-Konzentration sinkt stetig und zeigt somit die erwartete Tendenz. Die auftretenden

Peaks korrespondieren mit denen der CO,-Konzentration.
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Abbildung 38: Auftragung des Verlaufs der Glucosekonzentration und der Abluftzusam-

mensetzung wiahrend der Kultivierung th3

Auf eine grafische Darstellung der spezifischen Kohlendioxidproduktionsrate und der
spezifischen Sauerstoffaufnahmerate wird verzichtet, da keine Besonderheiten auftraten.
Der Mittelwert der spezifischen Kohlendioxidproduktionsrate betrug 1,7h™'L~!, der der
spezifischen Sauerstoffaufnahmerate 1,5h=1L~1.

In Abbildung 39 auf der nichsten Seite sind die Feed-Rate, die spezifische Wachstums-,
spezifische Glucoseaufnahme- und die maximale Wachstumsrate dargestellt. Die maximale
Wachstumsrate wird vom EKF geschétzt und den momentanen Kultivierungsbedingun-
gen angepasst. e zeigt am Beginn der Kultivierung einen deutlichen Sprung und geht
dann in einen konstanten Anstieg iiber. Ab ¢t = 27,8 h wird ein praktisch konstanter Wert
erreicht. Die auftretenden kleineren Stérungen stimmen zeitlich mit lokalen Spitzen der
Feed-Rate iiberein. Die Feed-Rate zeigt unmittelbar nach dem Start der Zufiitterung ein
Uberschwingen. Ab t = 22,0h steigt die Feed-Rate korrespondierend zum Biomassezu-
wachs an. Die kleineren Unstetigkeiten im weiteren Verlauf sind Ursache fiir die weiter
oben diskutierten geringfiigig erhhten Regelabweichungen, die sich auch in den Kurven
der anderen hier dargestellten Groften zeigen. Erkennbar ist die Diskretisierung der Feed-

Rate bedingt durch die Bauart der Pumpen. Bei genauerer Betrachtung erkennt man ein
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permanentes minimales Schwanken der Feed-Rate um einen Mittelwert herum.

Auftillig ist das Verhalten der spezifischen Glucoseaufnahmerate, der spezifischen so-
wie der maximalen Wachstumsrate und der Feed-Rate wéhrend der ersten Phase der
Fedbatch-Kultivierung. Die genannten Grofen zeigen anfangs ein Uberschwingen. gg,
V(t) feed UNd fiq, bleiben bis ¢ = 23,8 h praktisch konstant, wihrend g zu diesem Zeit-
punkt die Steigung &ndert. Dies entspricht genau dem im Score-Plot erkennbaren Zeitraum
der Anfahrphase. Ab t = 27,9h beginnt der Wert der spezifischen Wachstumsrate lang-
sam und stetig zu sinken, obwohl die spezifische Glucoseaufnahmerate und die maximale
Wachstumsrate annéhernd konstant sind. Dies ist ein Hinweis auf einen erhéhten Gluco-
sebedart der Zellen fiir ihren Erhaltungsstoffwechsel. Das EKF kann modellbedingt den

erhohten Glucosebedarf nicht als erhohte Maintenance erkennen.
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Abbildung 39: Verlauf der Feed-Rate, der spezifischen Glucoseaufnahmerate, der maxi-

malen und der spezifischen Wachstumsrate der Kultivierung th3

Die BTM zu Beginn der Fedbatch-Phase betrug 7,3 gL~! (entsprechend 12,8 g), am
Ende der Kultivierung 25,4gL~! (entsprechend 41,1 g). Im Verlauf der Kultivierung wur-
den 33 g Biomasse, unter Beriicksichtigung der Biomasse der Offline-Proben, erzeugt. Dies
entspricht einer guten Verdreifachung der urspriinglichen Masse. Der Wert des Ausbeu-
tekoeffizienten betrug Yxs =0,67 gg~!. Da der Ausbeutekoeffizient ungewohnlich hoch

erschien, wurde er durch die im Abschnitt 4.2.3.1 auf Seite 93 beschriebene Simulation ve-
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rifiziert. Die in Abbildung 40 dargestellten BTM-Schétzwerte und die offline gemessenen
Werte zeigen keine gute Ubereinstimmung. Die Ursachen liegen neben der um 0,5gL~" zu
niedrig eingeschitzen Startbiomasse in dem unerwartet hohen Ausbeutekoeffizienten. Die
Tendenz ist bei den Mess- und den Schétzwerten jedoch synchron, der Offset zwischen
beiden Kurven vergrofert sich bis zum Zeitpunkt ¢ = 30,8 h, danach verringert er sich.
Als Ursachen fiir dieses Verhalten kommen der Zellstress und erhéhte Maintenance in
Betracht, die sich auf den Ausbeutekoeffizienten auswirken. Zudem ist ab t = 30,8 h

der Stoffwechselzustand der Zellen, wie den Abbildungen 36 und 37 zu entnehmen ist,

metastabil.
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Abbildung 40: Darstellung der Messwerte und der Schatzwerte der Biotrockenmassekon-

zentration im Verlauf der Kultivierung b3

In Abbildung 41 und Abbildung 42 auf Seite 92 sind die Regelabweichungen im Ver-
lauf der Kultivierung in g L™! und in Prozent dargestellt. Die Regelabweichung wurde ab
Ende der Anregelzeit zum Zeitpunkt ¢ = 21,8 h berechnet. Die Anregelzeit ist mit ca. 2,5
Minuten sehr kurz. Die mittlere Regelabweichung Z,,(t) betrigt 0,003 gL~ bzw. 4,6 %.
Die Standardabweichung oz, () ist mit Werten von 0,004 gL~! bzw. 5,1 % gleichfalls sehr
niedrig. Die minimale auftretende Regelabweichung ist kleiner als 0,001 gL™!, der Maxi-

malwert betrug 0,015 gL~!. Betrachtet man die Messwerte, die auferhalb des Intervalls
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Simeas = Smeas L2 0g,,... liegen, als Ausreifer oder Fehlmessungen ist die Regelabweichung
nur 3,8 % grok. Die Standarabweichung betrigt oz, =0,002gL™"bzw. 3,1 %.

Das Uberschwingen wihrend der Anfahrphase ist mit einer Héhe von 0,014 g L=! bzw.
20,3 % zwar auffallig, aber nicht iibermafig stark ausgepragt. Zu Beginn der Zufiitterungs-
phase sind Unterschreitungen des Sollwertes hiufiger als Uberschreitungen, dennoch tritt
wihrend der Kultivierung keine systematische Unter- noch Uberschreitung des Sollwertes
auf. Gegen Ende der Kultivierung ist eine leichte Zunahme der Groéfte der Regelabweichung
zu beobachten, der Verlauf wird etwas unruhiger. Ursache sind die Anderungen des Stoff-
wechselzustandes, die vom EKF nicht erkannt werden kénnen. Die Grofe der Regelabwei-
chungen und ihr Vorzeichen wechseln im Verlauf der Kultivierung, signifikante Ausreifser
oder Storungen sind nicht vorhanden. Die meisten Werte der Regelabweichung liegen un-
terhalb von 5 % und somit im Bereich der Messgenauigkeit des Analysensystems. Der
Sollwert konnte iiber 14 Stunden mit sehr kleinen Regelabweichungen konstant gehalten

werden. Dies bestétigt erneut die Fahigkeiten des Regelsystems.
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Abbildung 41: Verlauf der Regelabweichung in g L=! wihrend der Kultivierung fb3
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Abbildung 42: Grafische Darstellung der Regelabweichung in Prozent im Verlauf der Kul-
tivierung fb3
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4.2.3.1 Verifikation des Ausbeutekoeffizienten durch Simulation

Da der experimentell bestimmte Ausbeutekoeffizient ungwohnlich hoch erschien, wurde

er durch Simulation verifiziert. Die Vorgehensweise und Ergebnisse werden in diesem Ab-

schnitt beschrieben. In der Simulation diente das aus den Gleichungen 53 bis 55 gebildete

Differentialgleichungssystem als Prozessmodell.
dX(t)

X(t) X(®)

T = ,UsimX(t) - V(t)feed : W + VProbe : W (53)
B i V00 20— x (54)
dV(t) = V(t)feed - VProbe - ‘/offl (55)

dt

Als experimentell ermittelte Eingangsgrofen dienten die stiindlich ermittelte Biotrocken-
massekonzentration, die Glucosemesswerte des FIA-Systems, die Feed-Rate und das Volu-
men der Kulturbriihe im Reaktor zu Beginn der Regelphase. Der Maintenance-Koeffizient
von m =0,0114gg ' h ! wurde der Literatur entnommen [25]. Die Simulation erfolg-
te durch l6sen des og. Differentialgleichungssystems iiber den Zeitraum der Regelphase.
Der Algorithmus ndhert p durch 28 Geradengleichungen stiickweise an. Alle 30 Minuten
werden die Steigung und das absolute Glied neu berechnet. Als freie Parameter stehen
dem System neben dem gesuchten Ausbeutekoeffizienten die Parameter der Geraden-
gleichungen zur Verfiigung. Als Abbruchkriterium diente die Summe der Fehlerquadrat-
summen der BTM und der Glucosekonzentration, die minimal werden sollte. Der durch
Simulation, also mit dem Modell angepasste, Ausbeutekoeffizient besitzt einen Wert von
Yx/s =0,65gg~!. Dies steht in sehr guter Ubereinstimmung mit gemif Gleichung 51
aus der gebildeten Biomasse und der benotigten Masse Glucose ermittelten Wert von
Yx/s =0,67gg™!. Der ungewdhnlich hohe experimentell bestimmte Werte wurde in der
Simulation bestétigt.

Die Ergebnisse der Simulation sind in den Abbildungen 43 und 44 dargestellt. Die
Differenzen zwischen den simulierten und den gemessenen Konzentrationen sind nicht si-
gnifikant. Sowohl die Werte der Glucosekonzentration als auch die der BTM zeigen einen
analogen Verlauf. Wahrend der Simulationen zeigte sich, dass die Werte der simulierten
Glucosekonzentration sehr sensitiv auf die Verdnderung der Parameter reagierten. Dies
ist als Ursache fiir den unruhigen Verlauf dieser Kurve zu sehen. Die Abweichung zwi-
schen gemessener und simulierter Glucosekonzentration liegt im Mittel bei 0,007 gL~
Die Ubereinstimmung der simulierten mit den gemessenen Konzentrationen ist somit als
gut anzusehen. Das Uberschwingen der Glucosekonzentration in der Simulation hat seine

Ursache in der Unstetigkeit der Zustandsvariablen zu Beginn der Regelphase.
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Abbildung 43: Vergleich der simulierten Biotrockenmasse- und Glucosekonzentration mit

den entprechenden Messwerten.

In Abbildung 44 sind die mit dem Modell angepassten Verldufe der spezifischen Gluco-
seaufnahmerate und der spezifischen Wachstumsrate dargestellt. Die Tendenzen im Ver-
lauf der Kurve sowie die Gréfenordnung der durch Simulation bestimmten und der un-
mittelbar aus den experimentellen Daten berechneten spezifischen Glucoseaufnahmerate
stimmen gut iiberein. Die Verldufe der nach beiden Methodiken berechneten spezifischen
Wachstumsraten differieren bis zum Zeitpunkt ¢t = 23, 4 h deutlich, die Gréfenordnung ist
jedoch auch hier gleich. Die Ursache fiir diese Abweichungen liegt in dem oben genannten

Algorithmus zur Naherung von pu.
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Abbildung 44: Vergleich der simulierten Biotrockenmasse- und Glucosekonzentration mit

den entprechenden Messwerten.
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4.2.4 Vergleichende Betrachtung und Schlussfolgerungen

Anhand der diskutierten Kultivierungen konnte gezeigt werden, dass mit dem entwickelten
Regelsystem hohe Regelgiiten, lange Regeldauern und hohe Ausbeuten realisierbar sind.
Ein Vergleich der Ausbeutekoeffizienten von Kultivierungen mit unterschiedlichen Sollwer-
ten zeigt neben der Abhéngigkeit des Ausbeutekoeffizienten von der Glucosekonzentration,
dass Ausbeuten bis zu Yyg = 0,67 gg~! erzielt werden konnen. Die verwendete FIA weist
ein geringes Messrauschen, geringe Storanfalligkeit und eine hohe Empfindlichkeit auf. Die
durch die Verwendung eines gleichzeitig als Sterilbarriere wirkenden Probenahmemoduls
verursachte Verzogerungszeit wird durch das eingesetzte kontinuierlich-diskrete erweiter-
te Kalman-Filter kompensiert. Verschiedene fiir Kultivierungen typische Komplikationen,
wie eine Limitierung oder der temporare Ausfall des Analysensystems, haben keinen signi-
fikanten Einfluss auf die Regelgiite. Die Vorteile und Moglichkeiten des Systems werden
durch seine Komplexitat erkauft, die einen industriellen Einsatz verhindert.

Die von Arndt [2] und Kollecker [49] entwickelten Regelsysteme sind im Vergleich
deutlich weniger komplex und erfordern einen geringeren experimentellen Aufwand.

Das von Arndt [2] entwickelte System der sog. ,Schnellen Glucose-FIA* verzichtet auf
den Einsatz eines Probenahmemoduls, um die Verzégerungszeit zu vermeiden. Prinzipbe-
dingt kann bei dieser Vorgehensweise kein Festkorperreaktor genutzt werden, da er durch
die Zellen sehr schnell verstopft werden wiirde. Daher wird iiber einen zweiten Injektor
eine definierte Menge GOD-Losung in den Trégerstrom injiziert. Dies fiihrt zu einer er-
hohten Storanfilligkeit und einem deutlich starkeren Messrauschen. Weiterhin wird eine
Scheinglucosekonzentration durch den Sauerstoffverbrauch der Zellen auf dem Weg vom
Reaktor zum Detektor hervorgerufen. Dies muss durch Blindmessungen und Differenz-
bildung beriicksichtigt werden und hat negativen Einfluss auf die Genauigkeit der Mes-
sungen. Weitere nicht unerhebliche Storquellen sind die Segmentierung der Fluidstréme
und die Gefahr von Verstopfungen des Flieksystems. Bedingt durch das Freisetzen von
Zellen kann dieses System nicht fiir gentechnisch modifizierte Mikroorganismen eingesetzt
werden.

Der von Kollecker [49] verfolgte Ansatz der Regelung mit Hilfe der 2D-Fluoreszenz
setzt eine sehr robuste, fiir den industriellen Einsatz geeignete Analytik ein. Es sind gleich-
falls hohe Ausbeuten unter Vermeidung der Produktion unerwiinschter Nebenprodukte
moglich. Entscheidender Nachteil dieses Systems ist, dass prinzipbedingt die Vorgabe eines

konkreten Sollwertes nicht moglich ist.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Ziel dieser Arbeit war es, ein Regelsystem fiir die nutristatische Prozessfiihrung von Bio-
prozessen zu entwickeln. Als Modellorganismus diente Saccharomyces cerevisiae. Mittels
des Regelsystems sollte die Glucosekonzentration bei Fedbatch-Kultivierungen geregelt
werden. Die Messung der Glucosekonzentration erfolgte mit einem handelsiiblichen FIA-
System, dem ein zellfreier Probestrom durch die Verwendung eines Probenahmemoduls
zu Verfiigung gestellt wurde. Die durch das Probenahmemodul bedingte Verzégerungszeit
konnte erfolgreich durch das eingesetzte kontinuierlich-diskrete erweiterte Kalman-Filter
kompensiert werden. Der Mechanismus zur Kompensation der Zeitverzogerung basiert
auf der Speicherung der Zustandsvariablen, der Glucosemesswerte und der Parameter des
EKF und deren Neuberechnung und Aktualisierung beim Eintreffen eines neuen Mess-
wertes, der dann seiner korrekten historischen Zeit zugeordnet wird. Das EKF nutzt zur
Simulation des Bioprozesses die Monod-Kinetik und das Modell eines idealen Riihrkessel-
reaktors. Vor der Durchfiihrung der Kultivierungen wurden in Simulationen die Parameter
des EKF sowie die des PI-Reglers identifiziert. Die Glucosekonzentration wurde mit dem
implementierten Feed-forward- /-Feed-back-Regler basierend auf den Glucoseschitzwerten
auf Glucosesollwerte zwischen 0,05 und 0,1 gL.™! geregelt. Die erzielten Regelgiiten waren
hoch. Ausfiihrlich diskutiert wurden die Kultivierungen fb1,fb2 und fb3, da anhand ihrer
Charakteristika das Potential des Regelsystems demonstriert werden kann. Im Verlauf der
Kultivierung fb1 fiel das Messsystem mehrfach aus, die Auswirkungen auf die Regelab-
weichung waren sehr gering. Eine initiierte Sollwertdnderung verlief suboptimal. Eine Ver-
besserung des Verhaltens beziiglich der Sollwertdnderung kénnte durch die Identifikation
neuer Parameter nur fiir diesen Anwendungsfall erreicht werden. Auf die Anderungen der
Wachstumsdynamik wihrend der Kultivierung fb2 konnte das Regelsystem adédquat rea-
gieren. Die auftretenden grofteren Regelabweichungen wurden schnell korrigiert. Mit der
Kultivierung fb3 wurde ein Experiment préasentiert, das praktisch optimal lief. Es konn-
ten mit diesen ausgewidhlten Kultivierungen die Moglichkeiten und derzeitigen Grenzen
des entwickelten Systems aufgezeigt werden. Das Kalman-Filter passt die Zustandsgro-
fsen so an, dass die Dynamik des Prozesses gut beschrieben wird. Somit ermdglicht das
entwickelte Regelsystem, hohe Regelgiiten, lange Regeldauern und hohe Ausbeuten bei
Vermeidung der Produktion unerwiinschter Metabolite, wie z.B. Ethanol, zu realisieren.

Die Anwendungsmoglichkeiten des Systems sind vielfiltig. Es lassen sich gezielt durch
die Vorgabe des Sollwertes Stoffwechselzustiande einstellen. Durch Verbesserung des Ver-

haltens der Regelung bei Sollwertédnderungen eréffnen sich weitere Moglichkeiten.

97



Die Bestimmung von Glucoseaufnahmeraten ist mit dem hier entwickelten System, ins-
besondere bei niedrigen Glucosekonzentrationen ohne Gabe von Glucosepulsen, reprodu-
zierbar moglich. Mit Hilfe von DNA-Chips kénnen Beitriage zur Klarung der Mechanismen
der Glucoseaufnahme des Modellorganismus unter verschiedenen Bedingungen gewonnen
werden.

In allen Experimenten hatte die Diskretisierung der Feed-Rate, die durch die Pumpen
bedingt ist, einen negativen Einfluss auf die erzielbare Regelgiite. Trotz dieses apparativen
Problems waren die erzielten Regelgiiten respektabel. Die Verwendung anderer Pumpen
wiirde die Regelgiite nochmals steigern. Weitere apparative Verbesserungen bieten sich
im Bereich der verwendeten Analytik an, da FIA-Systeme sehr storanfillig und personal-
intensiv sind. Als Alternativen bieten sich z.B. der von Kollecker [49] verfolgte Ansatz der
Regelung mit Hilfe der 2D-Fluoreszenz an oder die Messung der Abgaszusammensetzung.

Zur Optimierung des FTA-basierten Systems wére die Messung weiterer Zustandsgro-
fsen ein vielversprechender Ansatz. So wiirde die Messung der Biomassekonzentration die
Zustandsschétzung verbessern. Auch die Fehler bei der Bestimmung der Startbiomasse
waren geringer. Dies wiirde zu einer weiteren Erhohung der Regelgiite fithren. Anstelle
der BTM bote sich auch die Messung der Zellvitalitat an.

Auch Erweiterungen des verwendeten Bioprozessmodells wiirden den Einsatzbereich
des entwickelten Regelsystems erweitern. Es wére zu priifen, ob die Bildung und Ver-
stoffwechselung unerwiinschter Metabolite, Inhibierungen, die Sterberate und/oder ein
Maintenance-Term in das Modell einfliefen sollten.

Es konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass das entwickelte Regelsystem
eine groftes Potential besitzt und in der Lage ist, auf verschiedene typische Probleme, die
wahrend einer Kultivierung auftreten, adédquat zu reagieren. Es ist moglich, iiber lange
Zeitrdaume Kultivierungen bei verschiedenen Sollwerten mit geringer Regelabweichung und
hohen Ausbeuten zu fahren. Die genannten Optimierungen bieten die Moglichkeit, den
Anwendungsbereich des Systems zu erweitern und die erzielbaren Regelgiiten weiter zu

verbessern.
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A Symbol- und Abkiirzungsverzeichnis

OUR:

PCA:

pOg .

Qs:
qo, q1-

Schétzwert

Leitfahigkeit

Aktivitat der Substanz ¢

Schétzwert der Biotrockenmassekonzentration
Offlinemesswert der Biotrockenmassekonzentration
Computer Assisted Flow Control & Analysis
COg-Produktionsrate

Digital-Control-Unit

Standarzellpotential

Erwartungswert von {}

Zellpotential

Regeldifferenz

Toleranzfaktor des Varianzfilters
Jacobimatrix von f()

Flieflinjektionsanalyse

Glucoseoxidase

Jacobimatrix von h()

wahrer Wert von x()

Einheitsmatrix

Kalman-Verstarkungsmatrix

Monod Sattigungskonstante
Maintenance-Koeffizient

spezifische Wachstumsrate

maximale spezifische Wachstumsrate

durch Simulation ermittelte Wachstumsrate
O,-Aufnahmerate

oxidierte Form der Substanz
Schatzfehlerkovarianzmatrix

Pricipial Component Analysis (Hauptkomponentenanalyse)
Gelostsauerstoffanteil
Prozessrauschleistungsmatrix
Glucoseaufnahmerate

Koeffizienten des PI-Reglers
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QCOQZ
QOQI
gs:

RFI :
RISP :

V(t)g:
V(1) ecd:
Vprobe:
Vorsi
w(t):
X(t):
x(t):
x(t):
Ty (t):
Yx/s:
y(t):
y(ti):

spezifische Kohlendioxidproduktionsrate
spezifische Sauerstoffaufnahmerate
spezifische Glucoseaufnahmerate
Messrauschkovarianzmatrix

allgemeine Gaskonstante

relative Fluoreszenzintensitét

Realtime Integrating Software Plattform
Geschwindigkeit des Substratabbaus
Biomassebildungsrate

reduzierte Form der Substanz
Substratkonzentration zum Zeitpunkt t
Schétzwert der Substratkonzentration
Onlinemesswert der Substratkonzentration
Offlinemesswert der Substratkonzentration
simulierter Messwert der Substratkonzentration
Standardabweichung der Grofe @
Substratkonzentration in der Feed-Losung
Messrauschen

Temperatur

Reaktorvolumen zum Zeitpunkt t
Volumenstrom der Feed-Losung zum Zeitpunkt t
Volumenstrom der Probenahme

Volumen der Offline-Probe

Fiihrungsgrofe (Sollwert)
Biotrockenmassekonzentration zum Zeitpunkt t
Zustandsvektor

Regelgrofke (Istwert)

Regelabweichung

Ausbeutekoeffizient (Biomasse/Substrat)
Stellgrofse

Messwert

Ladungszahl
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B Die Parameter des B2o View

Tabelle 15: Vermessene Exzitations- und Emissionswellenldngenkombinationen

Exzitationswellenlange [nm]
270(290 | 310 [ 330 | 350 | 370 | 390 | 410 | 430 | 450 | 470 [ 490 [ 510 [ 530 | 550 | EXND

310
330
350
370
390
410
430
450
470
490
510
530
550
570
590
NDEm

x

Emissionswellenlange [nm]

X X[ XX X[ X X X[ X XX X X[ X X X[ X
XXX XX X X X XX X X[ X X X
XX XXX XXX X X X X)X X
XXX XX X X[ X X X[ X XX
XX XXX X XXX X[ XX
XX XXX XXX X X X
XXX X[ X X X[ X X[ X
XXX XX XX X)X
X X[ XXX X X[ X
X X[ XXX XX
XX XX X X
X[ X[ X X[ X
X[ X[ XX

x

x

XX XXX X X XX X X[ X X X[ X<

Tabelle 16: Die verwendeten Verstarkungsfaktoren

Exzitation | Emission Anzahl der Photomultiplier-
[nm] [nm] Filterkombinationen | Einstellungen
270 310-390 4 1100
270 410-590 11 1100
290 330-590 14 1000
310 350-590 13 1200
330 370-590 12 1100
350 390-590 11 1100
370 410-470 4 1000
370 490-590 6 1000
390 430-590 9 1000
410 450-590 8 1000
430 470-590 7 1000
450 490-590 6 1000
470 510-590 5 1000
490 530-590 4 1000
510 550-590 3 1000
530 570-590 2 1000
550 590 1 1000
exND 270-590 15 800
270-590 emND 15 800
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