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Zusammenfassung

Die Entwicklung von neuartigen Bioreaktoren und dissammenfassung verschiedener
Prozessschritte beglnstigt eine selektive und ieffiz Herstellung neuer Produkte. Ein
zukunftsweisender Ansatz ist die Entwicklung eifiesibel einsetzbaren, modularen Mikro-
Hohlfaserreaktorsystems. Derartige Reaktoren bietien groRes Potenzial fur die Kulti-
vierung von Mikroorganismen und fur die Realisiegugines integrierten Downstreamings.
Besonders die Option eines integrierten Downstregsiverspricht 6konomische und
Okologische Vorteile.

In der vorliegenden Arbeit wird die Entwicklung degaktorsystems, die Charakterisierung
und Modellierung des Reaktors, sowie die praktisahevendung bei der Kultivierung von
Modellorganismen realisiert. Zusatzlich wurden Dstreamingprozesse in den Produktions-
schritt integriert.

Der Mikro-Hohlfaserreaktor wird aus Plexiglas géfgr mit integrierten Fasern aus Poly-
ethersulfon. Die Charakterisierung und Modellierukgnn durch die Aufnahme von
Verweilzeitexperimenten realisiert und die Modellieg der erhaltenen Daten Uber das
Kaskadenmodell erreicht werden. Im Bereich der iKiglitung ist die Desinfektion des
Reaktors sowie die Optimierung in Bezug auf Naklistond Sauerstoffversorgung essentiell.
AuBBerdem muss die Prozessanalytik an den kleinelsddb des Mikro-Hohlfaserreaktors
angepasst werden. AnschlieBend kénnen Esitherichia coli Bacillus megateriumund
Corynebacterium glutamicumverschiedene Modellorganismen erfolgreich fur die
Kultivierung eingesetzt werden.

FUr ein integriertes Downstreaming wurde die Proidok und Isolierung von His-tag
Proteinen Uber Affinitatshohlfasern realisiert. Biefreinigung niedermolekularer Stoffe, wie
zum Beispiel der Aminoséaure Serin, kann hingegewtddie Ausschwemmung des Produkts
Uber die Hohlfasern erreicht werden. Im Gegensatz imtegrierten Downstreaming kdnnen
auch mehrere verschiedene Module parallel fur \edene Anwendungsbereiche genutzt
werden (z.B. Feed-Module, Downstreaming-Modul, $sto&-Modul).

Zusammenfassend wurde der Aufbau des neuartigektdRearealisiert und das breite

Anwendungsgebiet in Mikro-Hohlfaserreaktoren usiteht.

Keywords:Mikrobioreaktor, Hohlfaser, Integrated Downstreagi



Abstract

The development of alternative bioreactors and ithiegration of process steps leads to
selective and efficient fabrication of new produats biotechnology. A forward-looking
approach is the novel hollow fiber micro-bioreadtrflexible applications and with modular
design. This reactor type promises high potental dultivation of microorganism and for
integration of downstreaming in the production st&specially the possibility for an
integrated downstreaming promises an economiciaredaving process.

Salient conception points of this work are the dmwament of the reactor system, the
characterization and modelling of the bioreactat tre practical application in cultivation of
model microorganisms. Furthermore the integratibdoavnstreaming steps in the production
step was accomplished.

The miniaturized hollow fiber micro-bioreactor syst is developed of acrylic glass with
fibers of polyethersulfone. Characterization anddelling can be achieved by daterming the
residence time distribution and modelling with thaks in series model. For the application
in cell cultivation several factors are importastthe establishment of a disinfection method
and the optimization of the supply with feed medral oxygen. Furthermore the analytics
must be adapted to the small scale of the redetworcell cultivation different microorganisms
can be inserted for a successful application in rerector like Escherichia coli Bacillus
megateriumandCorynebacterium glutamicum

For integrated downstreaming the production andaigm of his-taged proteins can be
achieved by using affinity hollow fibers. The pigétion of small molecules like the amino
acid serine could be accomplished by flushing brdaugh the hollow fibers. In contrast to the
integrated downstreaming the hollow fiber microrbexctor can also be used in a stack
system with different reactor setups (e.g. feed-umd downstream-module, aeration-
module).

To conclude the assembly of the reactor and tesiinthe various application areas for

hollow fiber micro-bioreactors could be examined.

Keywords:microbioreactor, hollow fiber, integrated downatreng
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Kapitel 1

Einleitung

Komplexe biotechnologische Abldaufe kénnen hauighnin den klassischen Reaktortypen
realisiert werden. Daher kénnen biotechnologischezésse durch den Einsatz alternativer
Verfahrenselemente optimiert werden. Insbesondeee Irtegration von Prozessschritten
ermoglicht die gezielte, effiziente sowie 6konorhissnd 6kologisch sinnvolle Herstellung
neuer Produkte.

Ein Beispiel ist das Konzept der Kombination voraken und Membrantrennverfahren fur
biologische Prozesse, das seit den sechziger J#&meendung gefunden hat. Solche so
genannten Membranbioreaktoren wurden bisher intamgiersucht und werden heutzutage in
der Biotechnologie weltweit eingesetzt. Die Memlmaneaktoren kbnnen sowohl im Bereich
des Downstreamings zur Abtrennung von Produktenaath im Bereich der Kultivierung
und Reaktion zur Rickhaltung von Zellen oder imrhsierten Biokatalysatoren eingesetzt
werden. So kdnnen integrierte Produktionsablaufgednaut werden, deren 6konomische und
Okologische Bilanz durch Ressourcenschonung, dukéérringerung der Produkt-
kontamination, durch Energieeinsparung und durcindgliung der Reststofffrachten im
Vergleich zu herkdbmmlichen Produktionsprozesseeldith verbessert wird. Besonders der
kostenintensive Bereich des Downstream processsojsdurch die Entwicklung solcher
integrierter Prozessablaufe entlastet werden.

Die Einbindung von Hohlfasermembranmodulen in deadBktionsprozess ist dabei ein
besonders erfolgversprechender Ansatz. Hohlfagersags empfehlen sich aufgrund ihres
Aufbaus fir die kontinuierliche Entfernung von qtéismindernden Metaboliten und Stor-
komponenten sowie fiur die kontinuierliche Isoliegubzw. Aufreinigung von Wertstoff-
komponenten.

In dieser Arbeit soll die Entwicklung eines anwengsfertigen, flexiblen Mikro-Hohlfaser-
reaktorsystems realisiert und im praktischen Emsaprobt werden. Hierbei sollen die
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Vorteile der Mikroreaktionstechnik mit den vieligkn Madoglichkeiten von Hohl-
fasermodulen kombiniert werden. Die Ziele der \agéinden Dissertation kénnen wie folgt

beschrieben werden:

Der Aufbau des Mikro-Hohlfaserreaktors (MHFR) unstasdie Integration
ausgewahlter Hohlfasern in ein Reaktormodul sovgeRealisierung eines passenden

Anschlusssystems.

Durch eine reaktionstechnische Charakterisierung Wodellierung des MHFR

konnen Stromungscharakteristika ermittelt und besteverden.

Die Optimierung des Reaktorsystems fur die Kultivreg von Mikroorganismen sowie
die Integration geeigneter analytischer Systemeesstentiell fir den erfolgreichen

Einsatz des MHFR in der Biotechnologie.

Durch den Einsatz des MHFR als Screeningsystem kidien Kultivierung von
verschiedenen Testorganismen als Mehrfachbestimmdurahgefihrt werden und das

Screening von Verfahrensparametern realisiert werde

Die Produktabtrennung im MHFR soll durch ISPR (torsproduct removal bzw.
recovery) realisiert werden. Dabei kdnnen die Pktaluiber die Poren der Hohlfasern
aus dem Reaktor ausgeschwemmt werden oder durchEntsatz von Affinitats-

hohlfasern an die Fasern gebunden werden.

Zusammenfassend zielt das Vorhaben darauf ab, metexhnologische Wege zu erarbeiten,

die die Effizienz der biotechnologischen Produkiohdhen.

Die vorliegende Dissertation wurde im Rahmen desdrungsprojekts ,Modularer Mikro-
Hohlfaserreaktor zur mafRgeschneiderten Proteinatirey in der Zellkulturtechnik® erstellt.
Unter dem Aktenzeichen 13120 wurde die Forderungidulie Deutsche Bundesstiftung
Umwelt realisiert. Innerhalb dieses Forschungsptejevurde eine weitere Dissertation
erarbeitet [1], die sich im Schwerpunkt mit derwiEicklung von Affinitatshohlfasern und der
Nutzung der Mikro-Hohlfaserreaktoren als Affinitdisdule zur Priméarseparation der
Wertstoffe befasst. Da sich die Forschungsschwéitpumm Bereich des integrierten
Downstreamings Uberschneiden, sind die erhaltenrgebBisse in Kooperation mit dieser
Arbeit entstanden.



Kapitel 2

Theoretischer Hintergrund

2.1. Membranreaktoren in der Biotechnologie

Die Definition eines Membranreaktors ist die Kondiion von chemischen Reaktionen mit
einem Membranverfahren, wobei beide Prozesse mitegiteinander gekoppelt sind [2].
Membranreaktoren verfligen Uber ein groRes Potemtialer modernen Biotechnologie.
Insbesondere beim Aufbau kontinuierlicher Produld&ysteme zur gezielten, effizienten und
Okonomisch wie o©kologisch sinnvollen Herstellunguere Produkte sind sie klassischen
Verfahrenselementen wie Ruhrkessel-, Festbett- Btltenreaktoren haufig Uberlegen. Sie
ermoglichen auf einfache Weise eine kontinuierligtigrennung der Produkte von anderen
Verfahrensbestandteilen wie Zellen oder immobitisie Biokatalysatoren. Zusatzlich finden
Membrantrennprozesse meist bei Raumtemperatur éhHrasenidbergdnge statt, was sie
besonders attraktiv flr biotechnologische Anwendungon thermisch empfindlichen Stoffen
macht [3]. Gezielt funktionalisierte Membranen &sssich aulerdem fir die hochaffine
Bindung von Metaboliten nutzen, was zur Isolierumgn Wertstoffkomponenten, zur
Entfernung qualitdtsmindernder Bestandteile undAudreinigung von Rohprodukten genutzt
werden kann.

So konnen integrierte Produktionsablaufe aufgebaetden. Durch die Integration von
Verfahrensschritten kénnen die Produktionsprozegseeinfacht und verkirzt werden.
Insbesondere das zeit- und kostenintensive Dovarsirg) kann wesentlich entlastet werden,
da nach integrierter Vorreinigung, ZellabtrennurgroAbreicherung von Stérkomponenten
wesentlich héherwertige Rohprodukte zur Verfugutetpen. Ein weiterer Vorteil liegt in den
milden Bedingungen (z.B. niedrige Temperatur- uncudRbereiche), unter denen die

Prozesse in Membranreaktoren ablaufen kénnen.édviitdlile erstreckt sich die Anwendung
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von Membranreaktoren auf die Gebiete der ChemibarRa- und Lebensmittelindustrie
sowie Umwelttechnik und Medizin.
Der Einsatz von Membranen in Membranreaktoren Ilasish theoretisch in drei

Grundoperationen einteilen [4]:

Extraktor-Prinzip: Selektive Entfernung von Prodikaus dem Reaktionsgemisch
Distributor-Prinzip: Kontrollierte Zugabe von Edektzum Reaktionsgemisch

Kontaktor-Prinzip: Intensivierung des Kontaktes Bdukte

In der Praxis existiert eine Vielzahl von Mischfamund Kombinationen der drei Prinzipien.
Dies vermittelt eine Vorstellung der vielseitigemwendungsgebiete, die sich aus dem

Einsatz von Membranreaktoren ergeben.

2.1.1. Mikro-Hohlfaserreaktoren

Herkémmliche Membransysteme, wie sie in vielen dibhologischen Prozessen eingesetzt
werden - beispielsweise zur Abtrennung von Wetlistofiponenten - bieten nicht die
vielfaltigen Vorteile der Hohlfasermodule, wie etwdie hohen Durchsatze und den
kontinuierlichen Betrieb. Allerdings konnten deiget Hohlfasermodule bisher erst im
Verlauf des Up-Scalings in die Prozesse integuientden, da sie als Kleinreaktoren nicht zu
verwirklichen waren und erst ab dem Technikumsnaf3stur Verfigung standen. lhr
Potential in der Bioverfahrensentwicklung konntengonicht ausgeschopft werden, da der
Aufwand fir ein Sceening von Prozessparameternefiilen neuen Verfahrensablauf im
Technikumsmalfistab extrem hoch ist. Hohlfasermemiwdale mit kleinen Oberflachen fur
die Separation und Dialyse sind auf dem Markt nitremer sehr begrenzten Auswahl an
Hohlfasermaterialien, Porositaten und Oberflachémdldich. Die verfugbaren Module (z.B.
aus Cellulose, Polypropylen, Polyvinylidendifluonder Polyethersulfon) sind aufgrund ihrer
Materialeigenschaften und Porositdten nicht fure ahnwendungen geeignet. Andere
Materialien sind nach dem Stand der Technik zwaalisierbar, werden jedoch im
Allgemeinen in diesem Marktsegment nicht kommelzebeboten.

Die Malistabsverkleinerung der Hohlfasermodule bietegesehen von dem Einsatz im
Bereich des Screenings von Prozessparametern &eéierteile. So hat die Maldstabs-

verkleinerung bei gleichen Temperatur- und Konzginsunterschieden eine entsprechende
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Erh6hung der Gradienten zur Folge, was zu eineemtbsh starkeren Triebkraft fir den

Stoff- und Warmetransport fuihrt. Die Folge sindeegffektivere Temperaturkontrolle, sehr
kurze Mischzeiten und damit eine verbesserte Raditontrolle, wodurch Selektivitat und

Ausbeute gesteigert werden kdnnen [5, 6, 7]. Duleh geringen Rohstoff- und Energiever-
brauch bringen Mikroreaktoren auf3erdem enorme dkasthe und 0kologische Vorteile mit

sich. Zudem koénnen Reaktionsfolgen durch die latiggn mehrerer Verfahrensschritte in
einem Mikroreaktorsystem wesentlich vereinfacht bedchleunigt werden. Stark exotherme
Umsetzungen oder Reaktionen mit explosiven odeliggii Stoffen kdnnen in solchen

Mikrosystemen oft gefahrlos durchgefiihrt werden.

Innerhalb dieser Arbeit sollen kassettenférmige rghkohlfaserreaktoren ahnlich des in
Abbildung 1 gezeigten Reaktors entwickelt werdels. @rundgertist dient ein durchsichtiges
Kunststoffgehduse, in das die Hohlfasern integreerden. Durch die Verwendung der

Hohlfasermembranen entstehen zwei voneinandemgeé &eaktionsraume.

Abb.1:  Grundkonzept der zu entwickelnden Hohlfasmtatkassette.

Die Module kdnnen im Bereich Kultivierung und zuiidRhaltung von Zellen eingesetzt
werden. Die Kultivierung in einem solchen Hohlfasedul erfolgt im extrakapillaren
Bereich, wahrend die Substratdosierung und / ogeePtbduktabtrennung im intrakapillaren
Raum stattfinden. Die Hohlfasermembranen konnerfugif oder konvektiv betrieben
werden. Im Diffusionsreaktor wird das Substrat dudie Membran geleitet und diffundiert
durch die Membran in den extrakapillaren Bereiclon\ort aus kann das entstehende
Produkt durch die Membran in den Ablauf diffundrer®ie Diffusion bietet Vorteile, wenn
zum Beispiel scherempfindliche Zellen eingesetztdee [8]. Der Nachteil des diffusiv

betriebenen Moduls ist der zeitintensive Diffusimmzess. In konvektiv betriebenen
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Reaktoren hingegen kann Stofftrennung durch Fittnabetrieben werden. Die treibende
Kraft dabei ist der angelegte Druckgradient. Konieketriebene Module werden meist zur
Abtrennung von niedermolekularen Substanzen eitrfesttoch auch die Abtrennung von

Enzymen ist mdglich.

2.1.1. Membranmaterialien

Entsprechend der Anwendungsgebiete existiert eiekzdhl von verschiedenen Membranen
zum Einsatz in Membranreaktoren. Grundsatzlich zstischen pordsen und dichten
Membranen sowie organischen und anorganischen Msamabr zu unterscheiden.
Flissigmembranen werden im Folgenden vernachladsighte anorganische Membranen
bestehen aus Edelmetallen (wie z.B. Palladium,irPlahd Silber) oder aus leitfahigen
Keramiken (wie z.B. Perowskite, modifizierte Zirkomoxide). Sie zeichnen sich durch eine
hohe Selektivitdt und eine nahezu exklusive Dussigkeit fir Wasserstoff oder Sauerstoff
aus. Im Allgemeinen zeichnen sich anorganische Man#m durch hdhere thermische
Toleranz und chemische Resistenz aus, als die®rganischen Membranen der Fall ist.
Organische Membranen haben sich zur Anwendung ieeirigen Temperaturen und vor
allem in Membranbioreaktoren etabliert, da sie uatelerem wesentlich kostengtinstiger als
anorganische Membranen sind und dennoch den Anforden geniligen. Pordse organische
Membranen sind meist aus Polysulfon, Polyetheraulfeolyacrylnitril, Polypropylen oder
ahnlichem gefertigt. Dichte organische Membranendee aus Silicon, Perfluorpolymer,
Polyimid oder Polyamid hergestellt [9].

In dieser Arbeit wurden aufgrund von Materialeiggvaften und Verflugbarkeit Hohlfasern
aus Polysulfon und Polyethersulfon verwendet. Riiga weist gegeniber vielen
aggressiven Medien eine hohe Widerstandsfahigkeitess ist bestandig gegeniiber wasser-
haltigen Mineralsauren, Alkali und Salzlésungen.in8e Stabilitat wird nicht durch
aliphatische Kohlenwasserstoffe und Tenside beeisfl In polaren organischen
Lésungsmitteln wird Polysulfon gequollen oder alige Polysulfon zeigt eine hohe
Temperaturstabilitéat (bis 150 °C); die Glasubergsmmperatur liegt bei 190 °C. Die
Hestellung von Polysulfon wird durch Polykondernsatvon 4,4 -Dichlordiphenylsulfon mit
dem Dinatriumsalz des Bisphenol A erreicht. Dieb8itét des Molekdls ist auf die hohe
Oxidationsstufe des Schwefels zuriickzufuhren, déktbnen aus den benachbarten

Phenylgruppen zieht und damit deren Oxidationshegjéeit erhoht [10].
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Im Vergleich zu Polysulfon ist das hydrophilere ydhersulfon oxidativ und thermisch
stabiler. Diese auf die Abwesenheit von aliphagschEinheiten zurickzufihrenden
Eigenschaften vermindern jedoch nicht im geringslierhervorragende Widerstandsfahigkeit
gegen wasserhaltige Mineralsduren, Alkali und $almhgen [11]. Des Weiteren ist
Polyethersulfon bestandig gegentber aliphatischehldtwasserstoffen und Tensiden. Die
Glasiuibergangstemperatur liegt bei 223 °C und sdeutlich Uber der von Polysulfon. Die
Herstellung erfolgt durch Polymerisation von 4,4cidordiphenylsulfon in Gegenwart von

Natriumhydroxid bei hohen Temperaturen.

2.1.2. Einsatz von Hohlfasermodulen in industrrelR¥rozessen

Gezielte technische Anwendungen fiir Membranreaktogibt es erst seit dem 20.
Jahrhundert. Herausragend sind die seit 1947 zoiséhen Routine zéhlende Blutwasche
(Hamodialyse, HD) und die seit Mitte der 60er Jatmegewandten Verfahren zur
Meerwasserentsalzung [3].

Probleme bei der Versorgung mit Trinkwasser konmder die Meerwasserentsalzung
minimiert werden. So werden zum Beispiel in denéi@gen Arabischen Emiraten pro Tag
3,8 Millionen Liter Trinkwasser durch Umkehrosmosiéer Ultrafiltrationsmembranen
gewonnen [12]. Auch in anderen Bereichen der Waséainigung kommen Hohl-
fasermodule zum Einsatz, wie zum Beispiel bei deun@wasseranreicherung, beim
Abwasserrecycling zur indirekten Nutzung als Trialeser und der Herstellung von
industriellem Prozesswasser [13].

In der Industrie finden Hohlfasermodule auch Anwergl bei Kultivierungsprozessen wie
der Ethanol-Produktion aus Hefen [14] oder der Gewng von 1,3-Propandiol durch
kontinuierliche Kultivierung vorClostridiumbutyricum[15], bei der Proteinsynthese [16, 17]
oder zur online-Ultrafiltration beim Aminosaure-Mtoring [18]. Auch im Bereich der
Tierzellkultivierung und des Tissue Engineering a@@r Hohlfasermembranen eingesetzt,
zum Beispiel bei der Entwicklung kinstlicher Orgqh®, 20]. Vielfaltige Einsatzgebiete fur
Hohlfasermodule bietet auch die Lebensmittelindeis8o wird zum Beispiel die Hydrolyse
von Milchproteinen fir die Produktion von Babynamgu die Hydrolyse von Raffinose und
Cellulose, sowie die Hydrolyse von SojabohnendHhlfasermodulen durchgefuhrt [21].
Die vielfaltigen Anwendungen zeigen das grof3e Rtetfiir die Hohlfasermodule, wobei die

Anwendung von Hohlfasermodulen jedoch bisher aef RBiioduktionsebene beschrankt ist.
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Miniaturisierte Screeningsysteme im Labormalflistailstiexten bisher nicht, was zu einem
erheblichen Mehraufwand bei der Optimierung vonzBssparametern fuhrt. Daraus ergeben
sich die weitreichenden Einsatzmoglichkeiten fus dgeplante miniaturisierte Hohlfaser-

reaktorsystem.

2.1.3. Modellierung von Hohlfasermembranreaktoren

Die Modellierung von Hohlfaserreaktoren ist im Watiehen auf zwei Ziele ausgerichtet.
Zum Einen sollen experimentelle Daten analysiertd unit Hilfe des Modells sicher

interpretiert werden, zum Anderen kann eine Vergrifig der Anlage in den technischen
Malflstab nur anhand eines Modells erfolgen [22]. ldaalellierung von Hohlfasermodulen,

die als Filtrationsmodul genutzt werden, ist haufigder Literatur beschrieben [2, 22, 23].
Dabei werden Modelle genutzt, die die laminare 18tmdg in der Faser und im Modul

zusammen mit Diffusion und Michaelis-Menten-Kinetikertcksichtigen. Doch bei

verunreinigten Losungen, wie sie bei der Auslegdeg Reaktors zur Kultivierung von

Mikroorganismen vorliegen, ist ein Kreuzstrombdiriem Gegensatz zum Dead-End-Modus
von Vorteil. Dies ist auf die Ablosung von Decksdfien durch eine hohe Flussrate
zuruckzufahren, wodurch eine schnelle Verblockueg idohlfaserporen vermieden werden
kann. Doch beim Kreuzstrom stromt das Substrat imén mit nahezu unvermindert hoher
Geschwindigkeit und verlasst den Reaktor mit relggringer Konzentrationsabnahme [22].
Dies kompliziert eine Modellierung des Hohlfasekteasystems. Zusatzlich weichen die
Ergebnisse fur den Kreuzstrombetrieb deutlich staskom Modell ab als im Dead-End-
Modus.

Daher wird eine individuelle Modellberechnung aMperimentellen Daten angestrebt. Dafur
werden Verweilzeitexperimente bei unterschiedlic&inomungs- und Ruhrgeschwindig-
keiten verwendet. Durch Modellierung der Daten derweilzeitexperimente konnen E(t)-

und F(t)-Kurven fur verschiedene Stromungs- undrBégchwindigkeiten simuliert werden.
Somit kdbnnen Uber die Modellierung die mittlere Weilzeit ¢) berechnet und Aussagen
Uber Stromungsdefizite bzw. Totzonen getroffen werdDa der Kreuzstrombetrieb ein
rihrkesselahnliches Verhalten aufweist wurde dasveizeitverhalten durch eine doppelte

Rihrkesselkaskade modelliert.
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2.2. Integrierte Produktaufarbeitung mit Hohlfasemmbranreaktoren

Einen wichtigen Schritt bei der Etablierung von ktiHohlfaserreaktoren stellt die gezielte
Modifizierung und Funktionalisierung der Membranliabern dar. Mit aus der Literatur
bekannten Verfahren kénnen kovalente Bindungssteliteder Membranoberflache generiert
werden, um die Basis fir die Kopplung mit hochaffinLiganden zu schaffen. Diese
wiederum sind in der Lage hochselektiv spezifisGlaegets aus dem Reaktionsmedium zu
binden, wobei diese nicht nur auf Produkte, sondebenso auf abzureichernde,
problematische Storkomponenten abzielen kénnen.

Der Kostenanteil des Downstreamings fir einen typga Produktionsprozess fur Proteine
belauft sich in der Regel auf 50 - 90 % der Gesemaggsskosten [24]. Durch den Einsatz
funktionalisierter Hohlfasermembranen kann einednerte Produktaufarbeitung realisiert
werden. Dies bewirkt, dass der zeit- und kostensit® Bereich des Downstreamings
reduziert werden kann. Unter der integrierten Pktalufarbeitung (im Englischen: integrated
downstream processing oder in-situ product rem@&#®R)) versteht man im Allgemeinen
die Integration der Produktentfernung in den Bigpss oder die zeitnahe Abtrennung des
entstehenden Produkts vom Biokatalysator. Diesebigine Reihe von Vor- und Nachteilen

gegenuber herkdbmmlichen Produktionsprozessen,atiefolgend beschieben werden [8].
Vorteile des ISPR:

Erhéhung der Biokatalysatorkonzentration (Zelldeghtund dadurch bedingte
Steigerung der Produktivitat.

Vermeidung der Produktinhibierung

Eliminierung toxischer Komponenten

Vermeidung von Produktabbau

Verringerung der Aufarbeitungsschritte

Nachteile des ISPR:

hohe Anlagenkomplexitat und Investitionskosten

erhohte Kontaminationsgefahr
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potentielle sicherheitstechnische und entsorgunlysteche Probleme

GMP Richtlinien

Die Anwendungsbereiche fir ISPR liegen grof3tent@isder Produktion organischer
Losungsmittel und Sauren, doch auch in der Prodokiton Aromastoffen, Enzymen,
Feinchemikalien, Sekundarmetaboliten und Steroktemmen ISPR-Prozesse zum Einsatz.
Zukunftig konnten nicht-nattrliche Aminosauren otlechfunktionalisierte Aromaten Ziele
der Stamm- und Prozessentwicklung sein. Fur beudrst8nzklassen gibt es starke Hinweise
auf eine inhibitorische beziehungsweise zellscheiig Wirkung, weshalb ISPR-Ansétze
dann vielleicht nicht mehr nur alternativ, sondeatwendigerweise untersucht und realisiert
werden mussen [25]. Ein Beispiel, bei dem schontehdSPR zur Vermeidung einer
Produktinhibierung bei der mikrobiellen Produktieon Aminosauren eingesetzt wird, ist die
Produktion von L-Phenylalanin durcEscherichia coli. Dabei wird eine zweistufige
Ultrafiltration fur die Produktabtrennung einges¢e56].

2.2.1. Aufreinigung von Biomolekilen durch Membrarfahren

Die Trennung von Stoffgemischen zahlt zu den wgsien verfahrenstechnischen
Grundoperationen. Sie kénnen in zwei Techniken ed&itj werden, in Komponenten- und
Phasentrennung. Das Trennprinzip der Komponentemireg beruht auf der Einstellung
eines thermodynamischen Gleichgewichts. Beispiéie solche Trennprozesse sind u.a.
Destillation, Trocknung, Adsorption, Kristallisatio und Ionenaustausch. Bei der
Phasentrennung hingegen wird eine Komponententrennuwurch physikalische
Eigenschaften wie Dichte und PartikelgréRe erreifldispiele dafur sind Sedimentation,
Filtration und Zentrifugation.

Membranbasierte Trennprozesse sind den konvenigonelrennprozessen in vielerlei
Hinsicht Uberlegen. Vor allem geringere Investiskosten, gunstigere Energiebilanz sowie
Ressourcenschonung machen sie besonders interefganhdustrielle Anwendungen.
Membranen werden sowohl fur die Phasentrennungr{¥iktation und Ultrafiltration) als
auch fur die Komponententrennung (Dialyse, Umkeanise, Pervaporation) verbreitet
eingesetzt. Seit den 80er Jahren werden MembraggseZir die Abtrennung von Proteinen

nach Gré3e und / oder Ladung eingesetzt [27].
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Die Integration von chromatographischen Verfahreandie Membrantechnik stellt eine
Erweiterung des Potentials der membranbasiertemnprezesse dar. So sind saulen-
chromatographische Techniken oft limitiert durchhezi hohen Druckabfall, langsame
Porendiffusion und Channeling, welche hohe Proz#&srzund ein verkompliziertes Scale-up
bewirken [28]. Durch den Einsatz von Membranendig chromatographische Aufreinigung
kénnen diese Probleme minimiert werden. Doch fig llitegration chromatographischer
Verfahren ist die Anpassung der Membran an das iljg&e Aufreinigungs- oder

Umsetzungsproblem und somit eine Dekoration der btam notwendig. Diese sogenannten
Membranadsorber bestehen aus der Membranbasi®edmatisierung und der Dekoration,
welche fur die Bindung des Zielmolekils ausgelegit [29]. Verschiedene chromato-
graphische Verfahren kénnen flir membranbasiertenpi@zesse nutzbar gemacht werden.

Die Ubertragung des Affinitatsprinzips auf Porenrbeamen ist dabei ein besonders
vielversprechendes Forschungsvorhaben [11]. DukelAftiinitatschromatographie kann eine
besonders schonende Behandlung sensibler Molekditeewd der Isolierung gewahrleistet
werden. Als Liganden werden sowohl biologische Mile wie Rezeptoren, Hormone,
Inhibitoren, Aktivatoren, Antigene, Antikorper, Saitate und Aminosauren als auch

hydrophobe Seitenketten, Triazinfarbstoffe und irbitisierte Metallionen eingesetzt.

2.2.2. Immobilisierte-Metall-Chelat-Chromatograp(il AC)

Eine besonders flur die Proteinreinigung interegs&atriante der Affinitatschromatographie,
die nicht auf biospezifischen Erkennungsmechanisbheuht, ist die von Porath eingefuhrte
immobilisierte Metallchelat-Affinitditschromatograph(IMAC). Dabei werden Membranen
eingesetzt, die Iminiodiessigsaure als chelatist®a Liganden tragen und somit mit
Metallionen wie C&', Ni**, Zr**, oder C8" einen Komplex bilden kénnen (Abb.2). IMAC
zeichnet sich durch hohe Flexibilitdt und Einsagieraus [11]. Das haufigste Einsatzgebiet
der IMAC ist die schnelle Isolierung rekombinan®oteine, bei denen ein Polyhistidin-Rest
(His-Tag) eingefuhrt worden ist [30]. Dabei sind dluganglichkeit des His-Tags und die
Auswahl des Metallions entscheidend fur die StékkeBindung.
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Abb. 2: Koordination der Bindung des IDA-Metall¢4is mit einem His-Tag.

Die Elution des gebundenen Proteins erfolgt Gbenpetitive Verdrangung, zum Beispiel mit
Hilfe eines Imidazol Gradienten. Nach der erfolghein Aufreinigung des Zielproteins kann
der His-Tag Uber eine spezifische Protease anfemld wieder vom Produkt abgetrennt
werden [8].

Essentiell fur den optimalen Einsatz der IMAC igas alle Molekule, die nach dem
Affinitatsprinzip getrennt werden sollen, die Merabporen problemlos passieren kdénnen.
Doch naturlich lieRe sich der Siebeffekt der Membrauch zusatzlich nutzen, um
beispielsweise Verunreinigungen abzutrennen [ldmiSist die individuelle Auswahl der
Membran fur die Aufreinigungsstrategie entscheidend

2.2.4. Modifikation von Polyethersulfon-Hohlfasern

Die Modifikation von Hohlfasermembranen kann vomd&lembranspinprozess oder auch an
der fertigen Membranen erfolgen. Aufgrund des holagparativen Aufwands beim
Membranspinprozess wurde jedoch ausschlie3lichnaliatragliche Modifikation der fertigen

Hohlfasern durchgefuhrt. Dabei sind prinzipiellgehde Techniken mdglich:
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Pfropfpolymerisation (,Graft’-Polymerisation)
Beschichtungstechnik (,Coating’)

Nasschemische Membran-Modifikation

Bei der Pfropfpolymerisation werden auf der Obeti hydrophober oder inerter
Basismembranen bifunktionelle Moleklle oder Monagnaufgebracht. Anschlie3end wird
durch Tieftemperatur-Plasma, UV- odgBtrahlung eine radikalische Polymerisation initiie
bei der das Polymerisat kovalent an das Membraudigenist gebunden wird. Beim ,Coating’
werden amphiphile Polymere, sogenannte Funktiogspere, auf der Oberflache
hydrophober Membranen adhasiv gebunden. Dadurskerasich die giinstigen, hydrophilen
Eigenschaften des Funktionspolymers auf die Tragerbmanen Ubertragen. Der Nachteil
dieser ,Coating’-Technik ist jedoch, dass oberf&wiktive Substanzen die Bindung zwischen
den Polymeren l6sen konnen und ihrerseits an demlven adsorbieren [31]. Die
nasschemische Modifikation kann ein breites Spektorganisch-synthetischer Reaktionen
nutzen, um Membranen chemisch zu modifizieren. Besatzpunkt bilden dabei die bei der
Polymerkondensation entstehenden Endgruppen delfadelmembran. Die Methode der
Wabhl ist hierbei die nhasschemische Modifikation,ba#® geringem aparativem Aufwand eine
stabile Modifikation der Basismembran erreicht vegréann.

Der entscheidende Schritt bei der nasschemischefikiitn ist die Aktivierung der inerten
Polysulfon- oder Polyethersulfon-Hohlfasern. Digs@n durch die Reaktion der terminalen
Hydroxylgruppen mit einem Diepoxid, wie Ethylenghdimethylether (EGDME) erreicht
werden [32]. Da jedoch nur wenige terminale Hydigsyppen auf der Hohlfaseroberflache
vorliegen, ist eine Vervielfaltigung der generiart&poxygruppen notwendig.

Die epoxyaktivierten Hohlfasermembranen ermdogliclaerigrund ihrer hohen Reaktivitat
zahlreiche Umsetzungen mit nucleophilen AgenzieomiE besteht die Madoglichkeit,
terminale Ankergruppen in Form von z.B. Amin-, Hygid-, Carboxy- oder
Sulfonsauregruppen zu generieren. Auch IDA funkdimmerte Hohlfasern fur IMAC lassen
sich aus diesen modifizierten Hohlfasern herstdiB&). Somit kbnnen je nach gewiinschtem
Anwendungsbereich entsprechende Ligandensystemeé\faunitatsbindung entwickelt und
getestet werden. Neben dem Einsatz von Affinitdtfheern kénnen auch entsprechend
funktionalisierte Hohlfasern als lonenaustauschi€atibnen- bzw. Anionenaustauscher-

membranen) fungieren.
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Kapitel 3

Mikro-Hohlfaserreaktorbasissystem

Die folgenden Abschnitte beschreiben den Aufbau oeslularen MHFR-Basisreaktor-

systems, mit dem grundlegende Untersuchungen fiirEesatz des Systems in den An-
wendungsbereichen Kultivierung und Downstreamingclogefihrt wurden. Dazu gehéren
die reaktionstechnische Charakterisierung der Reaktund Untersuchungen zu Sterilisation,
Desinfektion und Biofouling. Aul3erdem wurden er$tersuche im Bereich Kultivierung

durchgefihrt. Der Aufbau eines ansteuerbaren, pstaeglichen Mikro-Hohlfaserreaktor-
basissystems konnte in Kooperation mit dem UnteneghSaxonia BioTec GmbH, Radeberg

verwirklicht werden.

3.1. Aufbau der Mikro-Hohlfaserreaktoren

Der Projektpartner Saxonia BioTec GmbH, Radeberfpidie die Mikro-Hohlfaserkassetten
fur den Aufbau des Reaktorsystems (Abb. 3A). EsdemrKassetten mit verschiedenen
Polysulfon- und Polyethersulfon Fasern hergestdliie Kenndaten der verschiedenen

Hohlfasern sind in Tabelle 1 dargestellt.

Tab.1l: Kenndaten der verschiedenen Hohlfasern

Innerer / AuRerer

Bezeichnung Polymer PorengrOBeDurchmesser [um]
1. MikroPES | Polyethersulfon (PES)0,2 um 300 /500

2. High Flux Polysulfon (PS) 30 kDa 200/ 280
3. Low Flux Polysulfon (PS) 5 kDa 200/ 280

*Aufgrund von Schwierigkeiten bei der Bubble PoMéssung an Ultrafiltrationsmembranen (2-3) werden

in der Regel Kennzahlen zum MWCO angegeben, urRdiengréf3e zu beschreiben.
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Das Gehéause der Hohlfaserkassetten besteht augl&ennd die eingebrachten Hohlfasern
wurden mit Polyurethan vergossen. Die Abmessung<dssetten betragen 5,5 x 5,5 cm bei
einer Hohe von 0,8 cm. Je nach Anwendungsbereion kile Faseranzahl der Reaktoren
variiert werden. Es konnten Faseranzahlen von 800 Hohlfasern realisiert werden. Das
Reaktorvolumen liegt je nach integrierter Faserahzavischen 5 und 8 mL. Um eine
Anstréomung der Hohlfasern zu ermdglichen wurdenMiiero-Hohlfaserkassetten mit einem

Anschlusssystem ausgestattet (siehe Abb. 3B).

Abb. 3: Mikro-Hohlfaserkassette, Saxonia BioTec GinRadeberg; A: Mikro-Hohlfaserkassette mit 140

Low Flux Hohlfasern, B: Mikro-Hohlfaserkassette mitschlusssystem.

Die Plexiglasseitenteile mit eingelassenem Dichsung wurden mit sechs Verbindungs-
wellen aus Messing verbunden, um eine optimale é&iidng des Systems zu erreichen. Der
Reaktor kann somit in zwei Reaktionsraume eingetedirden: den intrakapillaren Bereich
und den extrakapillaren Bereich. Die Schlauchvetbingen flr den intrakapillaren Zugang
wurden uber Standardschlauchanschliisse aus Magshgiert, die fir den extrakapillaren

Bereich hingegen tber Luerverbindungsstiicke.

3.2. Reaktionstechnische Charakterisierung

Um die Mikro-Hohlfaserreaktoren erfolgreich einggtz zu kobnnen, ist eine

reaktionstechnische Charakterisierung sinnvollbésendere die schrittweise Optimierung
des Reaktorsystems soll tberprift und bewertet everdufRerdem sollen grundlegende
technische Daten erarbeitet werden. Dazu wurd¥ eiie/eilzeit bei verschiedenen Flussraten

bestimmt und eine Modellierung des Reaktorsysterabsiert.
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3.2.1. Bestimmung des Verweilzeitverhaltens

Der erste Schritt flr eine Charakterisierung vonak®eren ist die Bestimmung des
Verweilzeitverhaltens. Die Zeit, die ein Spurens{@iracer) zum Durchlaufen des Reaktors
bendtigt, bezeichnet man im Allgemeinen als Verzesil Da gleichzeitig gestartete Teilchen
in realen Reaktoren unterschiedliche Wegstreckerm v&®eaktoreingang bis zum
Reaktorausgang zurticklegen, resultieren verscheederienthaltsdauern. Die Auswahl des
Tracers ist dabei von entscheidender Bedeutungirga Diffusion von Tracermolekilen in
oder durch die Membran die Messungen stark bessdln kann. Daher werden
Standardproteinlésungen bzw. Zellsuspensionen gendie durch die unterschiedlichen
Membranen zurtickgehalten werden und durch ihre fiem bei 280 bzw. 600 nm nach-
gewiesen werden kénnen. Somit kann die Verweilde# extrakapillaren Raumes innerhalb
des Hohlfasermoduls bestimmt werden.

Es gibt verschiedene Mdglichkeiten zur Traceraudgakobei die Impulsfunktion und die
Sprungfunktion am haufigsten verwendet werden. neulsfunktion, bei der der Tacer
innnerhalb kirzester Zeit in den Stoffstrom injizieird und die Sprungfunktion, bei der der
Tracer ab einem Zeitpunkty tkontinuierlich zugegeben wird. Aufgrund technische
Schwierigkeiten bei der Impulsfunktion, insbesoededurch den Druckanstieg im
Schlauchsystem und den fir die steile Antwortfumktzu grof3en Messabstdnden bei der
photometrischen Messung, wurden die Messungen mife Hder Sprungfunktion

durchgeflnhrt.
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Abb. 4: Verweilzeitmessung durch Sprungfunktionalkermodul: 5 kDa Low Flux Fasern, 140 Stiick;
Tracer: BSA; Flussraten: 2-6 mL/min.
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Abbildung 4 zeigt die Verweilzeitkurven fur einenkvb-Hohlfaserreaktor mit 140 Low Flux
Fasern bei Flussraten von 2 bis 6 mL/min. Eine Bulng der Flussrate bewirkt eine hohere
Steigung bei der Antwortfunktion, und somit aucheegeringere mittlere Verweilzeit der
Partikel im Reaktor. Doch Uber diese Antwortfunkga ist eine Berechnung der Verweilzeit-
Dichtefunktion und der Verweilzeit-Summenfunktiorowse der mittleren Verweilzeit
erschwert. Besonders die Berechnung der Verweilxeltefunktion erwies sich aufgrund
starker Streuung der berechneten Messpunkte ai$ r@alisierbar. Auf3erdem konnte keine
Aussage Uber eventuelle Stromungsdefizite oderohetz getroffen werden. Daher wurde

eine Anpassung an die aufgenommen Messdaten it dis Kaskadenmodells angestrebt.

3.2.2. Modellierung der Mikro-Hohlfasereaktoren

Im weiteren Verlauf wurde eine Modellierung der Weilzeit angestrebt, um die Verweilzeit-
Dichtefunktion (E(t)) und Verweilzeit-SummenfunktiqF(t)) fur verschiedene Strémungs-
geschwindigkeiten zu simulieren. Des Weiteren kéiver die Modellierung die mittlere
Verweilzeit ¢) berechnet werden und Aussagen Uber Stromunggdefizw. Totzonen
getroffen werden.

Der Reaktor miuisste aufgrund seiner angestrebtefuswién Einsatzweise ein rihr-
kesseldhnliches Verhalten aufweisen. Es wird emuividuelle Modellberechnung aus den
experimentellen Daten angestrebt. Am besten eigigkt in diesem Fall das Kaskaden-
modell. Doch Versuche zur Anpassung an die Verslatbs ergaben, dass dieses Modell fur
eine gute Anpassung mit einem geringen Fehler namhsreicht. Daher wurde das
Kaskadenmodell erweitert. So wurde fur die Moddlingy dieser Daten ein doppeltes
Kaskadenmodell genutzt, durch das das extrakapi¥aumen in zwei Kaskaden aufgeteilt
wird. Zusatzlich wird auch das Schlauchvolumen wiem Reaktoreingang bei der
Modellierung bertcksichtigt. Abbildung 5 zeigt deemittelte Formel, die fur alle weiteren
Modellierungen genutzt wurde.

Die Formel des doppelten Kaskadenmodells wurder #irigabe der Anzahl der Reaktoren in
den einzelnen Kaskaden mit Hilfe des Computer-Algebystems Maple geldst. Die nun

aufgeltste Formel wurde in ein Tabellenkalkulatppogramm eingegeben und mit Hilfe des
Solvers wurden ¥ und V, sowie § als veranderbare Zellen festgelegt und der Fehler

minimiert.
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\ i=1 Vn(l - 1)' i=1 Vm(l - 1)'

V=V +V,

V=V, +V_

c Konzentration \% Volumen [mL]

Co Konzentration bei Traceraufgabe ,V Volumen in Kaskade n [mL]

n Kesselzahl in Kaskade n mV  Volumen in Kaskade m [mL]

m Kesselzahl in Kaskade m Vv Volumenfluss [mL/min]

t Zeit [min] V, Volumenfluss in Kaskade n [mL/min]

ty Verweilzeit im Schlauchsystem V. Volumenfluss in Kaskade m [mL/min]

Abb. 5: Formel des doppelten Kaskadenmodells.

AnschlieRend mussen die Kesselzahlen fur die beKieskaden optimiert werden. Dazu
werden verschiedene Kesselzahlkombination mit Maelést und Uber die veranderbaren
Zellen der Fehler minimiert. Der minimale Fehlernkte fur diesen Reaktor bei der
Kombination von n=10 und m=1 ermittelt werden. Riggehoérigen Fehlerquadratsummen
der Simulationen fur die einzelnen Flussraten hep&ischen 0,03 rel. U und 0,06 rel. U und
bieten somit eine gute Anpassung an die Messwerte.

Abbildung 6 zeigt die mit Hilfe des Modells ersteti Verweilzeit-Dichtefunktionen (E(t))
und Verweilzeit-Summenfunktionen (F(t)) fur die Abbildung 4 dargestellten Daten einer
Verweilzeitmessung bei Flussraten von 2 - 6 mL/min.

Die Verweilzeit-Summenfunktion wurde dabei direkisaden Messdaten abgeleitet. Aus der
Verweilzeit-Summenfunktion wurde anschlie3end derwekilzeit-Dichtefunktion mit Hilfe

der folgenden Formel berechnet:

dF(t)

E(t) = ot

(2.1)
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14 14
o = 2mbL/min
& e 3 mL/min
< A 4 mL/min
<« ¢ 5 mL/min
x < 6mL/min
4vgq

F()
E(®)

= 2mb/min
e 3 mL/min
4 4 mL/min

5 mL/min
<4 6 mL/min

6 8 10
Zeit [min] Zeit [min]

Abb. 6: Aus der Modellierung erstellte F(t)- und)B{urven; Reaktormodul: 5 kDa Low Flux Fasern, 140

Stick; Flussraten: 2-6 mL/min.

Mit Hilfe des Modells lassen sich die F(t)- und)E{urven fir die verschiedenen Flussraten
darstellen, aber auch die unterschiedlichen métieverweilzeiten t) ermitteln. Die Be-

rechnung der Daten wurde Uber die folgende Foreadisiert:

t :¥tE(t)dt (2.2)

0

Die errechneten mittleren Verweilzeiten sind in @lédb?2 dargestellt.

Tab. 2: Mittlere Verweilzeitert] fur die unterschiedlichen Flussraten der Vervagitmessungen.

Flussrate [mL/min] | t [s]
4,48
3,21
2,58
2,19
1,93

OOBIWIN

Die mittlere Verweilzeit {) verringert sich bei steigenden Flussraten, dalddre Erh6hung
der Flussrate die Aufenthaltsdauer des Tracers mak®r abnimmt. Mit Hilfe einer
Modellierung der in Tabelle 2 gezeigten Daten lasseh die mittleren Verweilzeiten fur alle
Flussraten vorhersagen (siehe Abb. 7). Eine Erhglaen Flussrate fuhrt zwar zu geringeren
mittleren Verweilzeiten, dies fiuhrt jedoch wahrsaheh auch zu erhdhten Strémungs-

defiziten. AulBerdem bewirken hohe Flussraten aurmdneAnstieg des Drucks im Schlauch-
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system und starke Scherkrafte, die insbesonderaddreiKultivierung das Wachstum der
Zellen negativ beeinflussen wirden. Daher wurdedi@érweiteren Versuche eine Flussrate
von 5 mL/min eingestellt, da hierbei eine mdogliclygringe Flussrate bei einer relativ

niedrigen mittleren Verweilzeit realisiert werdeank.

450
400
350
300

< 250

200 4

100

Flussrate [mL/min]

Abb. 7: Darstellung der mittleren Verweilzet) {n Bezug zur angelegten Flussrate.

Des Weiteren konnen weitere Aussagen Uber die Beagéenschaften in Bezug auf
Stromungsdefizite bzw. Totzonen getroffen werderesP kdnnen aus den Ergebnissen fur
die Volumina und Flussgeschwindigkeiten der einzeliKaskaden ermittelt werden. Da in
der Kaskade m (ein Kessel) der Anteil am Volumemstiediglich 9 % betragt, kann das
Volumen das Kaskade als Volumen mit starken Storsaefiziten oder auch als Totvolumen
bezeichnet werden. Das Volumen der Kaskade be&&gimL und somit sind 87 % des
Reaktorvolumens starken Stromungsdefiziten untdemorDies macht deutlich, dass der
Mikro-Hohlfaserreaktor in Bezug auf die Durchmisoguim Reaktorinnenraum optimiert

werden muss.

3.3. Desinfektion und Sterilisation der Mikro-Hadderreaktoren

Der Aspekt der Sterilitat ist fur die Kultivierungn Mikroorganismen essentiell. Dabei stellt
die Stabilitat des Membranmaterials ein Problem dann die verschiedenen Methoden der

Sterilisation und Desinfektion kdnnten zu einer iBgéchtigung der Porenstruktur fihren.
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Prinzipiell kommen die verschiedenen in TabelleaBgdstellten Methoden der Sterilisation

und Desinfektion in Frage.

Tab. 3: Methoden fiir Sterilisation und Desinfekt{&arsiv: durchgefiihrte Methoden).

Sterilisation Desinfektion
Gammabestrahlung Ethanol (70 %)
Elektronenbestrahlung Glutaraldehyd (2 %)
Ethylenoxid Hypochlorit (1 %)
Autoklavierung Isopropanol (70 % und 30 %)
Inline-Dampf Peressigsaure (3 %)
Zitronensaure (50 %)

Um eine Beeintrachtigung der Porenstruktur ausziestdm, wurden Rasterelektronenmikros-
kopische Aufnahmen (REM) von der Oberflachenstnuktan Mikro-PES-Flachmembranen
durchgefuhrt, die entsprechend sterilisiert odesirdiziert wurden. Die Aufnahmen wurden
in folgenden VergréRerungen aufgenommen: 1.00@0X, 3.000x, 5.000x und 10.000x.

3.3.1. Sterilisation

Die Moglichkeiten zur Sterilisation von Mikro-HobKerreaktoren wurden durch
Autoklavieren und Gammabestrahlung von Mikro-PE&Rimembran-Stanzlingen getestet.
AnschlieRend wurden REM-Aufnahmen der Membranoéeht angefertigt, um eventuelle
Auswirkungen der Sterilisation auf die Porenstrukier Membran zu visualisieren.

In Abbildung 8 sind die REM-Aufnahmen bei einer ¥i&fierung von 3.000x dargestellt.
Bild A zeigt die Porenstruktur der unbehandeltennMean. Im Gegensatz dazu ist die
Porenstruktur der autoklavierten Membran deutlidgramndert. Die Membranporen sind
vermutlich durch die Hitzeeinwirkung beim Autoklawen verschmolzen. Bei der Gamma-
Bestrahlung hingegen ist keine Veranderung der Mangbruktur zu beobachten. Zur
Sterilisation ist folglich nur die Gamma-Bestraldugeeignet, diese Technik ist jedoch mit
einem finanziell und apparativ hohem Aufwand vedem und kann nur aufler Haus

durchgefuhrt werden. Daher wird eine Methode zuiidektion der Hohlfasern favorisiert.
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Abb. 8: REM-Aufnahmen von Mikro-PES-Flachmembranek; unbehandelt, B: autoklaviert, Gy
Bestrahlung; VergroRRerung 3.000x.

3.3.2. Chemische Desinfektion

Die verschiedenen Moglichkeiten zur Desinfektiod,[35] wurden ebenfalls Uber REM-
Aufnahmen auf ihre Auswirkungen auf die Porenstrukder Membran Uberprift.
Abbildung 9 zeigt REM-Aufnahmen der unbehandeltegm¥ran (A), sowie Aufnahmen von
Membranstanzlingen nach der Desinfektion mit vaestdnen Desinfektionsmitteln (B-H).

Die REM-Aufnahmen zeigen, dass die Desinfektion it % Isopropanol zu einem
Aufquellen der Porenstruktur fuhrt. Alle anderensiéektionsmittel haben keinen Einfluss

auf die Porenstruktur und sind somit fir die Desltibn geeignet.



Kapitel 3 - Mikro-Hohlfaserreaktorbasissystem 29

Abb. 9: REM-Aufnahmen von MicroPES-Flachmembranek; unbehandelt, B: 70 % Ethanol,
C: 2 % Glutaraldehyd, D: 1 % Natriumhypochlorit, #) % Isopropanol, F: 70 % Isopropanol,
G: 3 % Peressigsaure, H: 50 % Zitronensaure; d8enung 3.000x.
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Folglich wurden die verschiedenen Desinfektionshauf ihre Eignung zur Desinfektion der
Hohlfasern tberprift. Dazu wurden die Hohlfaserh emen PrifkeimEscherichia col fur

24 Stunden bei 37 °C und 120 rpm im Schuttelkoib&obiert und anschlie3end desinfiziert.
Die desinfizierten Fasern wurden anschlielend tertlem deionisiertem Wasser gewaschen
und fur 24 h in LB-Medium bei 37 °C und 120 rpm i8chuttelkolben inkubiert.
Zellwachstum dient dabei als Indikator fur eine wnetchende Desinfektion. Dies konnte
jedoch nur bei 30 % Isopropanol und der Vergleiobisp ohne Desinfektion nachgewiesen
werden. Alle anderen Desinfektionsmittel bewirkeimee ausreichende Desinfektion der
Fasern.

Des Weiteren wurden die Kosten fir die verschiedenBesinfektionsmittel verglichen.
Durch Natriumhypochlorit ist eine ausreichende Diedition bei minimalen Kosten mdglich.
Die Methode der Wahl ist folglich die Desinfekti@urch Spulen mit 1 % Natriumhypo-
chlorit fir 1 h. Danach wird der Reaktor mit stemil deionisiertem Wasser gespilt, um das
Desinfektionsmittel aus dem Reaktor zu waschen.

3.4. Biofouling von Hohlfasermembranen

Ein weiterer entscheidender Aspekt fur den EingatzHohlfaser Membranen im Bereich der
mikrobiellen Produktion ist neben der Sterilisationw. Desinfektion der des Biofoulings.
Dies ist besonders in Hinblick auf die Wiederverlarkeit der Mikro-Hohlfaserreaktoren zu
untersuchen. Dabei kann das fur die Desinfektiomveadete Natriumhypochlorit auch zur
Reinigung der Hohlfasern verwendet werden [34].

Zur Bewertung des Biofoulings wurden UltraPES-Hab#rn mit einer Porengrof3e von
70 kDa fur 24 h im Schuttelkolben miischerichia colikultiviert. Nach der Kultivierung
wurden die Fasern mit Natriumhypochlorit gereinigid REM-Aufnahmen bei einer Ver-
gréfRerung von 7.500x durchgefuhrt. Die Reiniguriglgr dabei bei 1.000 rpm fir 30, 60 und
120 min. AulRerdem wurde eine Faserprobe transmemiia 50 mL 1 % Natriumhypo-
chlorit bei einer Flussrate von 0,5 mL/min durcHspl

Abbildung 10 zeigt die aufgenommenen REM-AufnahmiBitd A zeigt die unbehandelte
Faser und somit die Porenstruktur der HohlfasermmamiNach der Kultivierung (Abb. 10;
Bild B) ist die Porenstruktur durch Biofouling décih verandert. Ein Grol3teil der Poren ist
durch einen Biofilm Dblockiert, wodurch die Durchdigkeit der Hohlfaser nicht mehr

gewabhrleistet werden kann.
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Abb. 10: REM-Aufnahmen zum Biofouling; VergréRerundh00x; A: unbehandelt, B: nach Kultivierung,
C: 30 min Natriumhypochlorit, D: 60 min Natriumhygdorit, E: 120 min Natriumhypochlorit,

F: Transmembranfluss von 50 mL Natriumhypochldtitissrate 0,5 mL/min.

Die Bilder C bis F zeigen die verschiedenen Reimigstrategien mit 1 % Natriumhypo-
chlorit. Der auf den Hohlfasern abgelagerte Bioflwnnte durch alle Reinigungsstrategien
mit 1 % Natriumhypochlorit deutlich reduziert wendddoch die 3D-Struktur der Poren ist
besonders in der Tiefe der Hohlfasermembran niahtkkar ersichtlich, wie in der

unbehandelten Vergleichsprobe. Dies konnte jedoch an der elektrostatischen Aufladung
der Faserproben bei der REM-Aufnahme liegen, dieudéhrt, dass die Bilder unscharf

werden bzw. helle Bereiche auftreten.
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Zusammenfassend kann die Reinigung der Hohlfaseunchd Natriumhypochlorit
nachgewiesen werden. Die vollstandige Entfernung @ofiilms kann jedoch nicht
gewabhrleistet werden. Daher werden die Mikro-Haddfaeaktoren fur die Versuche im

Bereich der Kultivierung immer mit neuen Hohlfasausgestattet.

3.5. Kultivierung vorEscherichia coli

Fur die Kultivierung von Mikroorganismen im MikrodHlfaserreaktor wurde ein
rekombinanteE. coli Stamm ausgewahlt. Dieser Stamm bietet entscheidéodeile fir den
ersten Einsatz des Mikro-HohlfaserreaktorsystemsBieneich Kultivierung. Besonders in
Hinblick auf die notwendige Optimierung von Kul@ungsbedingungen und Reaktordesign
ist ein minimaler Zeit- und Kostenaufwand fir dieltivierung entscheidend. Dét. coli
Stamm JM109 pGFPx6His wird Uber einen Zeitraum Mealiglich 24 h kultiviert und bietet
auch in Bezug auf die Produktaufarbeitung einfadlethoden zum Nachweis der
Produktkonzentration. Das Produkt Green fluorescerdtein (GFP) kann Uber seine
Fluoreszenz spektroskopisch nachgewiesen werdedas® die Produktivitat direkt in den
Zellen durch Messung der relativer Fluoreszenz gewfesen werden kann. Die Auf-
reinigung des GFP erfolgt Gber ein StandardprotdkoHis-tag Proteine.

Die Kultivierung des Stammes wurde zunachst im 8etkolben durchgefuhrt, um
Ergebnisse zum Vergleich mit dem Mikro-Hohlfasektea zu erhalten. Fir das Screening
von Verfahrensparametern werden Uberwiegend Sdkaitien eingesetzt [36], weshalb

dieses System hier auch zum Vergleich herangezaogatte.

3.5.1. Kultivierung im Schuttelkolben

Die Kultivierung wird in LB-Medium (lysogeny brothjnit 100 pg/mL Ampicillin bei

120 rpm und 30 °C durchgefiihrt und die Produktmgidurch IPTG induziert. Wahrend der
Kultivierung wird die optische Dichte offline velfi. Zusatzlich wird die Fluoreszenz des
intrazellular vorliegenden GFP am 2D-Fluoreszenzispmeter (Hitachi, Mannheim) nach-
gewiesen. Nach Beendigung der Kultivierung werdenzgllen von ihrem Flissigmedium

durch Zentrifugation abgetrennt. Der Zellaufschles®lgt durch Ultraschall. Nach einem
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weiteren Zentrifugationsschritt kann der UberstéiimdVersuche im Bereich Downstreaming
eingesetzt werden.

Die Aufarbeitung erfolgt tber Vivapure miniprep MSpin Columns (Sartorius AG,

Gottingen). Dabei kann die angewendete MetallchHelabmatographie mit verschiedenen
zweiwertigen Metallionen durchgefiihrt werden. KupfeNickel-, Cobalt- und Zinkionen

werden fur die Aufarbeitung eingesetzt und auf Bignung fir die Aufarbeitung von GFP-
His Uberprift. Die Analyse der verschiedenen Sthriter Aufarbeitung erfolgte Gber die

Fluoreszenz des GFP und Uber SDS-Page.
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Abb. 11: Kultivierung vonE. coli IM109 pGFPx6His im Schiittelkolben. Links: Verladdér optischen
Dichte und der intrazellularen GFP-Fluoreszenz. hecGFP-Fluoreszenz wahrend der Auf-
reinigung mit Vivapure miniprep MC Spin Columns (NUnach Ultraschall, D = Durchlauf, W =
Waschfraktion, E = Elution).

Abbildung 11 links zeigt den Verlauf der optischBichte und der intrazellularen GFP-
Fluoreszenz voik. coli IM109 pGFPx6His. Der fir eine Wachstumskurve tlpsVerlauf
endet nach 24 h bei einer optischen Dichte vorrel,5AU. Die GFP-Fluoreszenz steigt mit
zunehmender Zelldichte auf eine Intensitat von Q2.@el. Fluoreszenzeinheiten. Abbildung
11 rechts zeigt die verschiedenen Schritte wahréed Aufarbeitung von GFP mittels
Vivapure miniprep MC Spin Columns. Der Produktnaelsverfolgte durch fluoreszenz-
spektroskopische Messungen. Nach dem Zellaufsciitselltraschall liegt eine hohe GFP-
Konzentration vor. Im Durchlauf und in den Wasckfi@gnen hingegen ist kaum GFP
nachzuweisen. Das bedeutet, dass GFP quantitatidlearMembran bindet. Wahrend der
Elution wird das GFP von den Membranen herunteragetven. Dabei ist zu beobachten, dass
die Durchfihrung mit Cobalt die besten Ergebnissteit, gefolgt von Nickel und Kupfer.

Die im Vergleich zur Elution geringeren Fluoreszetensitaten nach durchgefiihrtem
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Zellaufschluss (Ultraschall) lassen sich auf eikemzentrationsschritt bei der ersten Elution
zuruckfuhren, bei dem im Vergleich zur aufgegebeRembe 50 % weniger Elutionspuffer
eingesetzt wurde. Aul3erdem koénnen StreulichteffelieZelllysat nicht ausgeschlossen
werden. In der zweiten Elutionsfraktion sind die Relkonzentrationen deutlich niedriger,
wobei die Versuchsreihe mit Cobalt wiederum dietdresErgebnisse liefert, da hier im
Vergleich zur ersten Elution 96 % weniger GFP \agti Bei der dritten Fraktion liegen die
Werte unter 4 % der Ausgangskonzentration. Der éfloder Aufarbeitung mit Cobalt liegt
also darin, dass die hochste GFP-Konzentrationcatrevird und dass nach der ersten Elution
das His-tag-Protein fast vollstandig von der Membzhiert werden kann.

Die Aufreinigung des GFP konnte auch durch SDS-PA&@éhgewiesen werden (Abb. 12).

Zelllysat
Elution 1 Cu®*
Elution 2 Cu®*
Elution 1 Ni**
Elution 2 Ni**
Marker
Elution 1 Co™*
Elution 2 Co™*
Elution 1 Zn**
10. Elution 2 Zn**

© © N o gk~ w NP

Abb. 12: SDS-PAGE der Elutionsfraktionen nach Aimigung der Kulturbrihe Uber zweiwertige

Metallionen mit Vivapure miniprep MC Spin Columf&irbemethode: Silberfarbung.

Spur 1 mit dem Zelllysat zeigt ein Gemisch aus idige Proteinen. Nach der Aufreinigung
konnte das His-tag-Protein in allen Spuren bei &@&&Da nachgewiesen werden. Es ist zu
erkennen, dass das Produkt bei der AufreinigundgKinitfer durch zahlreiche andere Proteine
verunreinigt ist. Dies liegt vermutlich an der wgrsielektiven Bindung an Gllonen. Die
Aufreinigung mit C&*lonen liefert die besten Ergebnisse, da die Vesinigung durch

andere Proteine hier am geringsten ist.
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3.5.2. Kultivierung im Mikro-Hohlfaserreaktor

Die Kultivierung im Mikro-Hohlfaserreaktor wurde tmHilfe des in Abbildung 13 darge-
stellten Versuchsaufbaus durchgefuhrt. Somit engsiEh zwei Uber den Stofftransport durch
die Hohlfasern verbundene Kreislaufe. Im intrakapén Kreislauf wird sauerstoff- und
nahrstoffreiches Medium durch die Hohlfasern geteitm extrakapillaren Kreislauf werden
die Zellen im Kulturmedium kultiviert. Um trotz degeringen Reaktorvolumens eine gute
Uberwachung des Wachstumsverlaufs und der Produkto GFP zu gewahrleisten sind in
diesen Kreislauf ein Photometer und ein Probenakfé@gfur die offline-Probennahme
integriert. Eine gleichmallige Verteilung der Zellem Reaktor soll Uber die Fluss-
geschwindigkeit im extrakapillaren Kreislauf gerkégeerden. Die Desinfektion flr den
gesamten Versuchsaufbau wurde wie in Abschnit3éschrieben mit Natriumhypochlorit
realisiert und die Befullung mit Medium sowie dielZugabe unter der Clean bench

durchgefihrt.

Abb. 13: Aufbau des Mikro-Hohlfaserreaktors zur tikrung vonE. coliJM109 pGFPx6His.
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Die Kultivierung wurde in einem Mikro-Hohlfaserraak mit 140 Low Flux Fasern bei einer
Flussrate von 5 mL/min durchgefuhrt. Die online ggmfommene Wachstumskurve ist in
Abbildung 14 dargestellt. Die maximal erreichteisgite Dichte in der stationdren Phase der
Kultivierung liegt bei 1,0 rel. AU und somit deuwtti unter den in der Schittelkolben-
kultivierung erreichten Werten. Unter diesen Bedimgen wurde auf die Induktion der
Produktformation durch IPTG sowie auf eine weitéwgfarbeitung des produzierten GFP

verzichtet.

Optische Dichte bei 600 nm [rel. AU]
2
L

T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Zeit [h]

Abb. 14: Kultivierung vonE. coli IM109 pGFPx6His im MHFR mit 140 Low Flux Fasernugdrate

extrakapillar: 5 mL/min; Flussrate intrakapillarm@/min.

Weder durch die Variation von Faserart und Fasafdnnoch durch Anderung der
Kultivierungsbedingungen, insbesondere der Flusskatnnte eine signifikante Verbesserung
der Kultivierung vonE. coliJM109 pGFPx6His erreicht werden. Somit ist eineil@jgrung
des Reaktoraufbaus zur Etablierung fur den Bedéidtivierung essentiell.

3.6. Zusammenfassung

Die Ergebnisse im Bereich Kultivierung zeigen, dater Reaktor im Vergleich zur
Schittelkolbenkultivierung deutliche Defizite aufste Es konnten lediglich 22 % der
optischen Dichte im Schuttelkolben erreicht werdBras geringe Wachstum im Mikro-
Hohlfaserreaktor kann verschiedene Ursachen h&mekonnte beobachtet werden, dass sich
Zellen am Grund des Reaktors sammeln und somiekausreichende Durchmischung des

Reaktorvolumens im derzeitigen Design gewéahrleisterden kann. Des Weiteren ist
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fraglich, ob der Sauerstoffeintrag fur eine Kukiing von Mikroorganismen ausreicht.
Somit sind umfangreiche Veranderungen im Reaktaydesotwendig, um den Mikro-
Hohlfaserreaktor im Bereich der mikrobiellen Progok einsetzen zu kdnnen.

Jedoch konnten umfangreiche Arbeiten im Bereich dmaktionstechnischen Charak-
terisierung der Reaktoren sowie in den BereichemilSation, Desinfektion und Biofouling
durchgefuhrt werden. Das Mikro-Hohlfaserreaktorsystwurde wahrend der Arbeiten in
Bezug auf das Verweilzeit- und Strémungsverhaliaktionstechnisch charakterisiert, um
grundlegende technische Daten zu erarbeiten. Dabede eine erfolgreiche Modellierung
von Verweilzeitexperimenten realisiert, Uber dies ddtromungsverhalten bewertet werden
konnte. Der Einsatz des Mikro-Hohlfaserreaktort®stems fur den Bereich Kultivierung
war aufgrund der starken Stromungsdefizite beraitsdiesem Punkt fraglich. Trotzdem
wurden weitere Versuche mit dem Basissystem dufthge um die Entwicklung und
Etablierung weiterer allgemeiner Protokolle zu leesten. Die Moglichkeiten von Des-
infektion und Sterilisation wurden ausfuhrlich démitet. So musste das Autoklavieren
aufgrund von Veranderungen in der Porenstruktur Hienlfasern verworfen werden. Die
Sterilisation durch g-Stahlen ist prinzipiell moglich, jedoch technisaficht einfach
realisierbar. Daher ist die Methode der Wahl einsibektionsprotokoll mit Natrium-
hypochlorit. Das Biofouling der Hohlfasern wahreddr Kultivierung wurde optisch mit
Hilfe von REM-Bildern Uberprift. Dabei wurde wieden Natriumhypochlorit fur die
Reinigung der Fasern eingesetzt. Es konnte eindlicte Reinigung der Faserstruktur
nachgewiesen werden. Da diese Entfernung des B®fiédoch nicht vollstandig war, muss
der Einsatz des Mikro-Hohlfaserreaktors als Einwedpkt realisiert werden.

Essentiell fir den weiteren Einsatz des Mikro-Habédrreaktors ist die Optimierung des
Reaktors fur die Kultivierung von Mikroorganismeoch die bisher durchgefihrten
Arbeiten und Methoden kdnnen auch nach der Optimgerdes Reaktordesigns eingesetzt

werden.
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Kapitel 4

Aufbau eines neuartigen Mikro-Hohlfaserreaktor-

systems

Um einen erfolgreichen Einsatz des ReaktorsystemBareich Kultivierung zu ermdglichen,
musste im Verlauf der Arbeiten eine vollstandige ukinstruktion des Mikro-Hohl-
faserreaktors verwirklicht werden. Diese war fle dttablierung des Systems in der
Biotechnologie unerlasslich. So konnte durch derinéa Saxonia BioTec GmbH, Radeberg
kein definiertes Reaktorvolumen und keine defiedfaseroberflache gewahrleistet werden,
welche fur wissenschaftliche Arbeiten unerlasslismd. Diese Abweichungen im
Reaktorvolumen wurden durch Probleme bei der Vbérkig der Hohlfasern durch den
Polyurethan Kleber verursacht. Die Klebermasseiwaielen Fallen ungleichmaliig verteilt
und unterschiedlich dick. Dadurch entstanden Abkmeigen im Reaktorvolumen von bis
zu 19 %.

Des Weiteren konnte keine Vereinzelung der Hohifasermdglicht werden, was zur
Blockierung von Membranoberflache und zur Bildurag \Stromungstotzonen fihrt. Im neu
entwickelten Hohlfaserreaktor sollen diese Defihehoben werden. Zudem sollen weitere
Modifikationen, wie ein Magnetrihrstabchen zur leess Durchmischung des Reaktor-

volumens integriert werden.

4.1. Aufbau der Mikro-Hohlfaserreaktoren

Abbildung 15 zeigt einen neuentwickelten Reaktohli®g, in den genau 43 Hohlfasern

definierter Lange eingebaut werden kdénnen. Dabedemu Polyethersulfon-Hohlfasern von
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Membrana, Wuppertal eingesetzt. Diese Hohlfasend aufgrund ihres Durchmessers von

1 mm besser zu verarbeiten. Die Kenndaten der Hedlh sind in Tabelle 4 dargestelit.

Tab. 4: Kenndaten der fiir die Neukonstruktion Mét-R eingesetzten Hohlfasern.

Bezeichnung Polymer PorengroRe Innerer / AuBerer
Durchmesser [um]
UltraPES | Polyethersulfon (PES) 70 kDa 700 / 1000

Die Abmalie des Reaktormoduls betragen 6,6 x 6,®&neiner Dicke von 2 cm und das
Reaktorvolumen betrdgt 30 mL. Die genauen Mal3e dird im Anhang C aufgefiihrten
technischen Zeichnungen zu entnehmen. Das Gehdasiehb aus Polymethylmethacrylat
(PMMA), welches eine ausreichende Stabilitat gegeniNatriumhypochlorit und dem unter

der Sicherheitswerkbank verwendeten Isopropanoveist.

Abb. 15: Mikro-Hohlfaserreaktor mit 43 UltraPES-Hfalsern und integriertem Magnetrihrerstabchen;

A: vollstandig zusammengesetzter Reaktor, B: Reakt&inzelteile zerlegt.

Die Fasern wurden mit einer Pinzette in vorgebohteher im Reaktormodul eingefadelt
und mit einem Zwei-Komponenten-Silikon verklebteDAuswahl des Klebers erwies sich als
sehr schwierig, da das Material viskos genug file gjute Verarbeitung sein musste, jedoch
nicht zu flissig, da es sonst in die Faser hinafhldnd diese verstopft. Zusatzlich musste der
Kleber bestandig gegenuber dem zur Desinfektionugéen Natriumhypochlorit sein.
Verschiedene Epoxydharze konnten aufgrund ihreingen Viskositat nicht verwendet
werden. Das verwendete Zwei-Komponenten-SilikonFlena Wacker, Ottobrunn (Elastosil
RT 601 A) ist so viskos, dass 100 % der verklebtasern frei zuganglich sind. Die

Verarbeitung mittels Einwegspritzen ist trotz daativ hohen Viskositat moglich.
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Die durch die definierte Position der einzelnen kasern erreichte Vereinzelung der Fasern
im MHFR fihrt zur Gewahrleistung frei zuganglichdohlfasern. Aul3erdem kann die im
Basissystem auftretende Bildung von Stromungst@zaiurch Bundelbildung der statistisch
verteilten Fasern minimiert werden. Zusatzlich veund den Reaktor ein Magnetrihrstabchen
integriert, da eine homogene Verteilung der Sutessehenso wie der kultivierten Organismen
fur eine erfolgreiche Zellkultivierung unerlasslicst. Das Magnetrihrstdbchen wurde im
Mittelpunkt des Reaktors durch eine Aussparung eak®rboden fixiert.

Fur die Anstromung des intrakapillaren Bereichs deurdas Reaktormodul wie im
Basissystem mit Seitenteilen mit eingelassenem tigsring und vier Verbindungswellen
aus Messing versehen. Die Schlauchverbindungerddar intrakapillaren Zugang wurden

Uber Standard Schlauchanschlisse aus Messingeadalis

4.2. Reaktionstechnische Charakterisierung

Die reaktionstechnische Charakterisierung des nawiekelten MHFR basiert auf der
Bestimmung des Verweilzeitverhaltens und der Maelelhg der erhalten Daten mit dem in
Abschnitt 3.1 erstellten doppelten Kaskadenmod&eésonders die Veranderung der
Volumenstrome und Stromungsdefizite bzw. Totzones BIHFR durch die Integration des
Magnetrihrstabchens sollen dabei bewertet werden.

Die Verweilzeit wurde wie in Abschnitt 3.1 besché®m mit BSA als Tracer bestimmt. Die
Aufgabe der Tracer-Losung wurde als Sprungfunktieaisiert und bei einer Flussrate von
5 mbL/min wurde die Drehzahl des Magnetrihrstabcien O bis 500 rpm variiert.
Nachfolgend wurde die Modellierung der erhalteneteld durchgefiihrt. Abbildung 16 zeigt
sowohl die ermittelten Daten aus den Verweilzeiggkpenten als auch das aus den Daten
erstellte Modell.

Es ist deutlich zu erkennen, dass die Steigung Atgwortfunktion mit zunehmender
Drehzahl des Magnetruhrstabchens abnimmt. Dies ast eine Verwirbelung der
Tracermolekile im extrakapillaren Bereich des Reakizurickzufihren. Die Abnahme der
Steigung weist somit auf eine bessere VerteilungTdacermolekile hin. Wéahrend bei den
Drehzahlen von 0 bis 300 rpm eine deutliche AbnallereSteigung zu erkennen ist, kann die
Antwortfunktion fur 500 rpm als nahezu deckungsdiemit der Funktion bei 300 rpm
beschrieben werden. Die Erhohung der Drehzahl &0 Fpm bewirkt somit keine

Verbesserung fir die gleichmafiige Verteilung dec&rmolekile im Reaktorinnenraum.
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Abb. 16: Links: Verweilzeitmessung bei verschiedendrihrerdrehzahlen durch Sprungfunktion,

Reaktormodul mit 43 UltraPES Fasern und Magnetriihfeacer: BSA, Rihrerdrehzahlen:
0 - 500 rpm; Rechts: Mit Hilfe des doppelten Kaskaodells aufgestellte Modellierung der links
dargestellten Messdaten.

Nach der Aufnahme der Messdaten mussen nach dexbschnitt 3.1 erstellten doppelten
Kaskadenmodell die Kesselzahlen fir die beiden &ask optimiert werden. Dazu werden
verschiedene Kesselzahlkombination mit Maple gel@stl anschlieBend wird Uber die
veranderbaren Zellen der Fehler minimiert.

Der minimale Fehler konnte fur diesen Reaktor lei idlombinationen von n=11 und m=1
ermittelt werden. Dieses Modell wurde anschlieRdéiad die Berechnung der mittleren
Verweilzeit und der Stromungsparameter eingesBietaus der Modellierung der Messdaten
ermittelten Daten sind in Tabelle 5 zusammengefadst Bewertung der Anpassung des
Modells an die Messwerte wurden die Fehlerquadnatsen bestimmt. Die zugehdrige
Fehlerquadratsummen der Simulationen fur die emexel Drehzahlen des Magnet-
rahrstéabchens liegen zwischen 0,0011 rel. U un@1®0el. U und bieten somit eine optimale

Anpassung an die Messwerte.

Tab. 5: Reaktionstechnische Daten fur ein Realdduh mit 43 UltraPES-Fasern und Magnetrihrer,
Ruhrerdrehzahlen: 0-500 rpm.

N Anteil des Anteil des | Summe der

Ruhrer- || Volumen | Volumen .
Volmenstroms [Volmenstromsquadratischen i

drehzahl|Kaskade m Kaskade n| . ) . .

[rpm] (mL] [mL] in Kaskade m |in Kaskade m| Abweichung |[min]

[%] [%] [rel. U]

0 13,46 16,67 92 8 0,0019 5,13
100 28,67 1,46 86 14 0,0016 6,16
300 27,02 3,12 77 23 0,0011 5,08
500 27,22 2,91 77 23 0,0013 5,22
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Die mittlere Verweilzeit des MHFR liegt bei allertgsteten Riuhrerdrehzahlen im Bereich
von funf bis sechs Minuten. Im Vergleich mit derrigbn mittleren Verweilzeiten ist die bei
einer Drehzahl von 100 rpm deutlich erhéht. Vermhtwerden die einstromenden Tracer-
molekile erst durch den Magnetrihrer in Randbeeetlds MHFR verteilt, die auf Grund der
geringen Drehzahl Stromungsdefizite aufweisen. Btransport der Tracermolekile aus
diesen Bereichen ist somit limitiert, wodurch s&the erhéhte mittlere Verweilzeit ergibt.
Obwonhl die Verteilung der Tracermolekille im Reakba&i einer Drehzahl von 300 oder
500 rpm deutlich besser sein sollte, ist im Vedjlemit den Werten bei 0 rpm keine
signifikante Veranderung der mittleren Verweilzé#tstzustellen. Dies ist auf die unter-
schiedlichen Stréomungscharakteristika bei unteestiither Drehzahl zurtckzufiihren. So
konnen bei unterschiedlichen Drehzahlen, aufgrugrduthterschiedlich grof3en Totzonen im
Reaktorinnenraum, ahnliche mittlere Verweilzeitamigelt werden. Die Beurteilung der
Stromungscharakteristika erfolgt Gber die ermigtel/olumina und Volumenstrome fir die
einzelnen Kaskaden des doppelten KaskadenmodellsAbbildung 17 wurden die in
Tabelle 5 dargestellten Daten fir die Volumen- diel Volumenstromanteile der einzelnen

Kaskaden mittels Saulendiagrammen visualisiert.

I Kaskade m
I Kaskade m ] Il Kaskade n
Il Kaskade n 1004

w w
=} a
1 I

N
a
1
®
o
1

n
=]
1
@
=]
1

Volumen [mL]
&
1

N
o
1

10

Anteil am Volumenstrom [%]
S
1

0-
T T T T T
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500

Drehzahl [rpm] Drehzahl [rpm]

Abb. 17: Volumen- und Volumenstromanteile fir diezelnen Kaskaden des doppelten Kaskadenmodells

bei unterschiedlichen Drehzahlen des Magnetrihrheiis.

Es ist deutlich zu erkennen, dass sich der Volumeilavon Kaskade m durch den Einsatz
des Magnetrihrstdbchens verkleinert. Das bedaldes ein geringeres Volumen eventuellen
Stromungsdefiziten ausgesetzt ist. Die BewertungBé@zug auf Stromungsdefizite bzw.
Totzonen ist jedoch nur unter Beriicksichtigung &8&lumenstrome fir die einzelnen

Volumina moglich. Der Volumenstrom fiur Kaskade mmnit durch den Einsatz des
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Magnetrihrstabchens mit steigender Drehzahl zie Eimahme des Volumenstroms ist hier
positiv zu bewerten, da ein geringer Volumenstrameiner Kaskade bedeutet, dass das
Volumen der Kaskade mehr oder weniger starken Stngsdefiziten ausgesetzt ist. Optimal
ware hier ein gleichmaRiger Volumenstrom fur bé{dskadenvolumina.

Ohne den Einsatz des Magnetrihrstabchens (0 rpmd) d@is Volumen von Kaskade n mit
einem Volumenstromanteil von 8 % bewegt. DieseingerVolumenstrom weist darauf hin,
dass dieses Volumen starken Stromungsdefizitenrliggie Der Anteil dieses minimal
durchstréomten Volumens in Bezug auf das gesamt&t®®alumen betragt 45 %. Obwohl
nahezu die Halfte des Reaktorvolumens nicht optichathstromt wird, ist eine deutliche
Verbesserung im Vergleich zum MHFR-Basissystemztesellen, bei dem 87 % des
Reaktorvolumens massiven Stromungsdefiziten ausges&. Dies lasst sich auf das
Reaktordesign mit abgerundeten Innenecken im Reaktb die Vereinzelung der Hohlfasern
zurtckfuhren.

Bei einer Drehzahl von 100 rpm erhoht sich der Yfauastromanteil in Kaskade n auf 14 %.
Gleichzeitig sinkt das Volumen von Kaskade n adi6lmL und hat somit nur noch einen
Anteil von 5 % am gesamten Reaktorvolumen. Somitlwlurch die geringe Drehzahl von
100 rpm bereits eine enorme Verringerung des Vohsmait Stromungsdefiziten erreicht.
Zuséatzlich wird der Volumenstrom der geringer dstobmten Kaskade erhoht. Die
Erh6hung der Drehzahl auf 300 bzw. 500 rpm liefi@tiezu Gbereinstimmende Werte. Dabei
steigt das Volumen der geringer durchstromten Kadekaieder leicht an und erreicht 10 %
des Gesamtvolumens. In Bezug auf den Volumenstsvrdurch die Erhéhung der Drehzahl
jedoch eine deutliche Verbesserung der Durchstrgndan stromungslimitierten Kaskade n
zu beobachten. Der Volumenstromanteil erreichtreM&rt von 23 %. Dies entspricht einer
Erh6éhung des Volumenstroms um das Dreifache in @eauf die ermittelten Werte ohne
Einsatz des Magnetrihrstdbchens. Somit kann diégeBtmg der Drehzahl trotz der
Verdoppelung des stromungslimitierten Volumens &lerbesserung der Stromungs-
charakteristika bewertet werden. Da durch die Buhghauf 500 rpm keine Veranderung des
Stromungsverhaltens erreicht werden konnte, istidéale Durchmischung bei 300 rpm
erreicht.

Fur die Kultivierung von Mikroorganismen ist jedodtie homogene Verteilung von
bakteriellen Zellen notwendig. Diese haben deutligtiRere Ausmalle als die als Tracer
eingesetzten Proteinmolekile. Somit wird fur dieltkierung eine Ruhrerdrehzahl von
500 rpm eingesetzt, die eine gute Verteilung ddledegewahrleistet und trotzdem maoglichst

geringe Scherkrafte bewirkt, durch die Zellen Z#tstverden kénnen.
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4.3. Kultivierung vorEscherichia colim Mikro-Hohlfaserreaktor

Die Kultivierung im Mikro-Hohlfaserreaktor wurde,i@vzuvor im MHFR-Basissystem, mit
Hilfe des in Abschnitt 3.6.2 dargestellten Verswalibaus durchgefuhrt. Im intrakapillaren
Kreislauf wird mit einer Flussrate von 9 mL/min s&stoff- und nahrstoffreiches Medium im
Kreislauf durch die Hohlfasern gepumpt. Im extrakagen Kreislauf werden die Zellen im
Kulturmedium kultiviert. Abermals wurde die Ubeniamg des Wachstumsverlaufs durch
das in diesen Kreislauf integrierte Photometer end Probenahmegefald realisiert. Eine
gleichmaRige Verteilung der Zellen im Reaktor sdder das Magnetriihrstabchen bei einer
Drehzahl von 500 rpm und die Flussgeschwindigksit extrakapillaren Kreislauf von
5 mL/min gewé&hrleistet werden. Die Desinfektion éian gesamten Versuchsaufbau wurde
wie in Abschnitt 3.4.2 beschrieben mit Natriumhylplocit realisiert und die Beflllung mit
Medium sowie die Zellzugabe unter der Clean benchhdyefihrt.

Die Onlinemessung der optischen Dichte erfolgtetqietrisch, wobei eine Durchfluss-
kivette als Probenzelle eingesetzt wurde. Die aaigenene Wachstumskurve ist in
Abbildung 18 dargestellt. Es ist eine lag-Phase amsthlieRend ein nahezu linearer Anstieg
der optischen Dichte zu beobachten, jedoch keisgepragte exponentielle Phase. Nach 12 h
und einer optische Dichte von 0,62 rel. AU wurde ¥ersuch aufgrund des geringen

Wachstums abgebrochen.
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Abb. 18: Kultivierung vonE. coli JM109 pGFPx6His im MHFR mit 43 UltraPES Fasern; iRt

drehzahl:500 rpm; Flussrate extrakapillar: 5 mL/Ritussrate intrakapillar: 9 mL/min.
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Auch bei diesem Versuch wurde keine Induktion deFP&roduktion mit IPTG
durchgefiihrt. Diese wird in der Regel ab einer smbten Dichte von 0,9 rel. AU
vorgenommen, die hier nie erreicht wurde. Somieise Verbesserung des Reaktordesigns in

Bezug auf die Kultivierung wiederum essentiell.

4.4. Zusammenfassung

Die Ergebnisse im Bereich Kultivierung zeigen, dagsh dieser Reaktor im Vergleich zur
Schittelkolbenkultivierung deutliche Defizite aufate Es konnten trotz der Optimierung des
Stromungsverhaltens im extrakapillaren Bereich 13 % der optischen Dichte im
Schuttelkolben erreicht werden. Verschiedenste dfakt konnen Einfluss auf die
Kultivierung nehmen. Die Optimierung des Stromumgkalten flhrte nicht zu einer
Verbesserung der Kultivierungsergebnisse. Aul3ersielite die Nahrstoffversorgung vorerst
durch das im extrakapillaren Bereich vorliegendedMm gewahrleistet sein. Ein weiterer
entscheidender Faktor fir die Kultivierung von Mikrganismen ist die Sauerstoff-
versorgung. Die langsame und lineare Erh6éhung dem@sse im Reaktor kénnte auf einen
durch Diffusion limitierten Sauerstofftransfer hiessen. Somit sind weitere Veranderungen
im Reaktordesign notwendig, um den Mikro-Hohlfasaktor im Bereich der mikrobiellen
Produktion einsetzen zu kdnnen.

Dennoch konnten innovative Entwicklungen des MHFRIisiert werden. So konnte die
komplette Neukonstruktion des Reaktorsystems vkheit werden. Trotz zahlreicher
technischer Probleme in Bezug auf die Integratind Werklebung der Fasern, der Auswahl
eines passenden Reaktormaterials und der Integrapassender Dichtungen und
Verschraubungen konnte ein funktioneller MHFR enkelt werden. Aul3erdem konnten die
bisher verwendeten Hohlfasern aufgrund ihres gerinBurchmessers nicht fir den neu
entwickelten MHFR eingesetzt werden. Daher wurdemlfdsern mit einem Durchmesser
von 1 mm und einer Porengrof3e von 70 kDa von Menayrd/uppertal bezogen, die sich fur
die manuelle Integration in den Reaktor eignen.

Des Weiteren konnte die Optimierung des MHFR-Systeim Bezug auf das
Stromungsverhalten im Reaktorinnenraum vorangetnelerden. Durch den Einsatz eines
Magnetruhrstabchens konnte das Stromungsverhaitestheidend verbessert werden. Die
Optimierung der Ruhrerdrehzahl zeigt, dass eindviadel von nicht weniger als 300 rpm fur

eine gute Verteilung notwendig ist. Eine weiterehdbrung der Drehzahl bewirkt keine
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Verbesserung der Verteilung des Protein-Tracemnigjedoch bei der Kultivierung fur die
Verteilung von viskosem, zellhaltigem Medium vonriéil sein. Daher wird fur die weiteren
Kultivierungsversuche eine Drehzahl von 500 rpmgesetzt. Das Ziel der folgenden
Arbeiten ist die weitere Optimierung der neu enkslten Reaktorsystems, wobei

insbesondere der Sauerstoffeintrag in den extrid&egm Bereich untersucht wird.
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Kapitel 5

Entwicklung einer Begasungsstrategie fur das

Mikro-Hohlfaserreaktorsystem

Durch das Mikro-Hohlfaserreaktorbasissystem koneitee ausreichende Versorgung der
eingesetzten Mikroorganismen nicht gewéhrleistatdee. Der in Kapitel 4 neu entwickelte
und in Bezug auf die Durchmischung des extrakapitidBereichs optimierte Reaktor konnte
den Ansprichen aerober Mikroorganismen ebenfallshtnigeniigen. Daher wurden
Hohlfaserreaktoren entwickelt, die durch verschied8trategien und Gasarten begast werden
konnen [37]. Dabei wurde die Eignung der verschedeStrategien durch Messung des
volumetrischen Stoffibergangskoeffizientenakund der Sauerstoffeintragsrate (OTR)

bewertet.

5.1. Aufbau von Hohlfaserreaktoren mit verschiete®&auerstoff-

membranen

Fur die Optimierung der Sauerstoffversorgung im NR-Bystem kommen prinzipiell

verschiedene Begasungssysteme in Betracht. EiekteliBegasung kommt jedoch nicht in
Frage, da die eingebrachten Luftblasen sich im ®eaum sammeln wirden und ein
storungsfreier Betrieb des Reaktorsystems nichtlictogvare. Bei einer externen Begasung
wird das Medium aus dem Reaktor abgepumpt, in ei@el@rnen Konditionierungsgefall mit
direkter Begasung oder in einem externen Membraohod Sauerstoff angereichert und in
den Bioreaktor zurtckgefuhrt. Dabei wird der gesanReaktorinhalt wahrend der

Kultivierung mehrmals umgepumpt und dadurch eirdrdekhaltesystem bendtigt. Dies fuhrt
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jedoch zu einer unverhaltnismafiigen VergroRerurgyRisaktorvolumens und ist somit flr
das MHFR-System ebenfalls ungeeignet.
Folgende Begasungsstrategien wurden schliel3licrsutht:

indirekte Begasung

Membranbegasung

Bei der indirekten Begasung wird das Medium getremom Reaktionsraum durch
Blasenbegasung mit Sauerstoff angereichert. Diennllneg zwischen dem mit Sauerstoff
angereicherten Medium und dem sauerstoffarmen Medim Reaktionsraum erfolgt durch
die Hohlfasern.

Bei der Membranbegasung erfolgt der Gaseintrag &n dReaktor diffusiv Uber
gasdurchlassige hydrophobe Silikonschlauche odéifakermembranen. Bewéhrt haben sich
Schlauche aus porenfreiem Silikonkautschuk oder Manen aus Polypropylen. Eingesetzt
wurden verschiedene Hohlfasern, die speziell faridembranbegasung entwickelt wurden.

Die Kenndaten der verschieden Hohlfasern sind bella 6 zusammengefasst.

Tab. 6: Kenndaten der verschiedenen HohlfaserMambranbegasung

Innerer /
Bezeichnung Polymer aulRerer
Durchmesser
Accurel Polypropylen 1800 / 2700
Toyobo | Polyvinyldifluorid 680/ 1240

Die Accurel-Membran besteht aus Polypropylen (PP¢r innere Durchmesser betragt
1800 m, der &ufRere 2700m. Um den Einbau von solchen Membranen in den Reakit
relativ grofien Durchmessern ohne grol3en Aufwandealisieren, wurde eine einzelne
Membran spiralformig befestigt. Dadurch sollte ad@en die Durchmischung im Reaktor
kaum beeintrachtigt werden. Aufgrund des begren¥i@nmens liel3 sich die Membran nur
einmal aufwickeln (siehe Abb. 19 B). Die Gesamtidgr Membran betrug 22 cm, was einer
auReren Austauchflache von 18,7%a@ntspricht. Dieses Reaktormodul konnte direkikfia-
Bestimmungen verwendet werden. FUr die vorgeseh@ngvierung wurde das bereits
beschriebene Reaktormodul mit 43 PES-Hohlfasergemtiattet (siehe Abb. 19 A).
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Abb. 19: A: Reaktor mit einer einzelnen Accurel-Mman und mit 43 PES-Fasern fiir die Kultivierung.

B: Reaktor mit einer einzelnen Accurel-Membran; §&n22 cm; auRRere Flache; 18,7°cm

Die Toyobo-Membran besteht aus PolyvinyldifluoriBVDF). Der innere Durchmesser
betragt 680 m, der aul3ere 1240m. Der Aufbau des Reaktors konnte nicht durch eine
spiralférmig eingelegte Membran realisiert werdaga,der Gaseingangsdruck fir die deutlich
dinnere Membran zu grol3 war. Doch die Toyobo-Memhrad die PES-Faser besitzen
nahezu den selben Durchmesser, folglich konnte rdadein Reaktormodul mit 43 einge-
bauten Toyobo-Fasern verwirklicht und furakBestimmungen verwendet werden. Die
Fixierung mit Silikon erfolgte wie in Abschnitt 4.heschrieben. Um die kontinuierliche
Substratversorgung bei der vorgesehenen Kultivggrzun ermdglichen, wurde ein weiteres
Reaktormodul gebaut, das sowohl 43 Toyobo-Fasem Sauerstoffversorgung als auch
43 PES-Fasern fur die Substratdosierung enthat.daraus resultierende Volumenzunahme
betrug 33 %. Dieser modifizierte Hohlfasereaktdr irs Abbildung 20 zu erkennen. Die
technischen Zeichnungen zu dem neu entwickeltektBeaowie eine Explosionszeichnung
befinden sich im Anhang Abschnitt C.

Abb. 20: A: Reaktormodul mit 43 Toyobo-Membranemf{ére Flache; 75,5 énund 43 PES Fasern.

B: Hohlfasereaktor mit 43 Toyobo-Membranen und ESHasern auseinandergebaut.
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Die Detektion der Sauerstoffkonzentration wahrerd Kultivierung wurde durch die in
Abbildung 21 B dargestellten Planar Oxygen Sengotssder Firma PreSens, Regensburg
realisiert. Der Sensor spot wurde unter die Dedigldes Reaktors geklebt und die Detektion
erfolgte Uber eine Glasfaser an der Oberseite dekatte. Fir den Anschluss der Glasfaser
an die Deckplatte wurde eine Aluminiumtille mit tgsllschraube gefertigt (siehe Abb. 21
A). Das Messprinzip beruht darauf, dass Sauersiaf Fluoreszenz einiger im Silikon
eingebetteten Fluorophore wie z.B. Ruthenium(lis(4,7-diphenyl-1,10-phenantrolin]-
dichlorid quencht. Nahere Informationen zum Messpp, sowie zur Kalibration des Sensor

spots sind im Anhang B.6. dargestellt.

Abb. 21: A: Mikro-Holfaserreaktor-Deckplatte mit uxhiniumtille und angeschlossener Glasfaser.

B: Planar Oxygen Sensor spots der Firma PreSeggrlburg.

5.2. Bewertung des Sauerstoffeintrags durch Messumes

volumetrischen Stoffiibergangskoeffizientepalk

5.2.1. Versuchsaufbau bei indirekter Begasung

Um die Effizienz des Sauerstofftransports bei iekber Begasung zu bewerten, wurde der
volumetrische Sauerstoffibergangskoeffizient kdurch die dynamische Sulfit-Methode
bestimmt. Die dynamische Sulfitmethode bedient sieh katalysierten Sulfitoxidation zum
Entfernen des in der Flussigphase gelosten SaitferstDer Versuchsaufbau ist in
Abbildung 22 dargestelit.
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Abb. 22: Schematische Darstellung des Versuchsasfbai der ka-Wert-Bestimmung in einem indirekt
begasten Hohlfaserreaktor. Temperatur: 30°C; Gaswahstrom: 2,5 L/min; Geschwindigkeit
Pumpe 1 und 2: 9,3 mL/min; Rihrgeschwindigkeit ieakor: 600 rpm; Rihrgeschwindigkeit im
VorratsgefalR: 600 rpm; Anzahl an PES-Fasern: 43.

Hier wurde das Model-Medium, eine 5 g/L 48&;:-Losung in 12 mM KPP, 2-10M CoSQ,

pH 8,0, in einem vom Reaktionsraum getrennten \fegefal? durch Blasenbegasung mit
Sauerstoff angereichert und durch Hohlfasern augeth@rsulfon gepumpt. Der Reaktor
wurde mit derselben Losung beflllt. Damit eine Sstodfsattigung des Mediums am
Eingang und Ausgang der Hohlfasern erreicht wirdrde das Medium sehr stark beluftet
(2,5 L/min) und bei maximaler Pumpenleistung (9,3/min) durch die Kapillaren gepumpt.
Die zeitliche Anderung der Sauerstoffsattigung wveuich Vorratsgefal durch eine pO
Elektrode sowie im extrakapillaren Bereich duraheei Sensor spot erfasst. Da das Sulfit im
Vorratsgefal3 viel schneller oxidiert wird als im treakapillaren Bereich, kdnnten
Diffusionsprozesse zwischen intra- und extrakamhaBereich auftreten und die Messung
storen. Aus diesem Grund wurde dea-Vert nicht aus der Sauerstoffeintragsrate (OTR)
bzw. der Zeitdifferenz zwischen dem Beginn der Begg und dem Anstieg des geldsten

Sauerstoffs ermittelt, sondern grafisch aus demtiégsdes geldsten Sauerstoffs nach
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vollstandiger Oxidation des Sulfits. Durch ein 4-§#eV/entil konnte der im extrakapillaren
Raum langsamere Sulfitverbrauch beschleunigt wemenRuckfluhrung des extrakapillaren
Mediums wurde berlicksichtigt, da diese fur diermmiMessung der optischen Dichte und fir

regelmafige Probenahmen wéahrend der Kultivierumgesghen ist.

5.2.2. Versuchsaufbau bei Membranbegasung

Um die Effizienz des Sauerstofftransports bei demranbegasung zu bewerten, wurde der
volumetrische Sauerstoffiibergangskoeffiziena lebenfalls durch die dynamische Sulfit-
Methode bestimmt. Daflir wurden ausschlief3lich Reakbdule mit Accurel- bzw. Toyobo-
Membranen ohne PES-Fasern verwendet. Als Modelimedialt dieselbe Sulfit-Losung und
Katalysator-Konzentration wie in Abschnitt 5.2.1ieDzeitliche Anderung des Sauerstoff-
partialdrucks in den jeweiligen Modulen wurde duethen Sensor spot erfasst. Dea-&Vert
wurde grafisch aus dem Anstieg der LuftsattigungckluAnpassung einer theoretischen
Funktion erster Ordnung mit der Software OrigirfPYc5 ermittelt. Der Versuchsaufbau ist in
Abbildung 23 dargestelit.

Abb. 23: Schematische Darstellung des Versuchsasfd#ei der ka-Wert-Bestimmung in membran-
begasten Reaktoren. Temperatur: 30°C; FlussratePdmpe: 9,3 mL/min; Rihrgeschwindigkeit
im Reaktor: 600 rpm; Pl (Pressure Indicator): Maatert Membranart: Accurel (links); Toyobo
(rechts).
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5.2.3. Bewertung des ermittelten volumetrischen Stoffubaggkoeffizienten
(ki)

In Abbildung 24 ist die Luftsattigung im extrakdpren Bereich nach vollstandiger Oxidation
des Sulfits gegen die Zeit fur die unterschiediichBegasungsstrategien dargestellt.
100 % Luftsattigung fur die indirekte Begasung veurdach 5,8 h erreicht. Eine gute
Anpassung wurde durch eine Funktion erster Ordmaihgeinem Regressionskoeffizient von
0,9925 erhalten. Durch die Anpassung der FunktiesteeOrdnung (siehe GI. 5.1) konnte der

kLa Wert ermittelt werden:
fio(t) = Oy Xq1- e 2 1)) (5.1)

Durch die indirekte Begasung wurde ejm#Vert von 1,16 T ermittelt.
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Abb. 24: Zeitlicher Verlauf der Luftsattigung. Lisk Verlauf im extrakapillaren Bereich bei indirakte
Begasung. Rechts: Reaktormodul mit Accurel-Membtamd Reaktormodul mit Toyobo-
Membranen. Anpassung: Anzahl der Iterationen beitlieoretischen Anpassung: 100; Software:

OriginPrd® 7.5.

Durch die Begasung mit Toyobo-Membranen, wurde mdaximale Sattigung nach 0,25 h
erhalten und bei der Accurel-Membran erst nach(didhe Abb. 24). Wie bei der indirekten
Begasung wurde die Anpassung mit Hilfe einer thisameen Funktion erster Ordnung
vorgenommen. Die Regressionskoeffizienten lieganO®#929 fur Toyobo-Membranen und
0,9989 fiur die Accurel-Membranen. Bei einem Gaswaaostrom von 0,6 L/h konnten d¢

Werte von 17,15h und 4,85 H mit den Toyobo-Membranen bzw. mit einer Accurel-
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Membran erzielt werden. Dabei ist der um den FaRtbrgeringere lka-Wert bei Accurel-
Membranen durch die um den Faktor 4 groRere Fasdldthe der Toyobo-Fasern zu
erklaren. Das bedeutet, dass der Sauerstoffibedjaief die Accurel-Membran héher ist als
bei den Toyobo-Membranen, doch aufgrund der Regé&tonetrie ist der Einbau von
mehreren Accurel-Membranen nicht moglich.

Bei der Membranbegasung wurden fir jeden MHFR Vgesene Gasvolumenstrome
getestet, um eine optimale Sauerstoffversorgungni@imalem Volumenstrom zu erreichen.
Daher wurde der Einfluss der verschiedenen Gasweristntome auf den_&-Wert Uberprift.
Bereits bei dem niedrigsten getesteten Gasvolumeng{0,6 L/h) wurde ein maximaler &
Wert fur den MHFR mit Toyobo-Membranen erhaltene Brhohung des Gasvolumenstroms
Uber 6 L/h wurde nicht durchgefuhrt. Volumenstréorger 0,6 L/h konnten mit dem zur
Verfugung stehenden Gasdurchflussmesser ohne Skbmgen nicht konstant gehalten
werden. Bei dem MHFR mit der Accurel-Membran wurdier maximale jka-Wert von
5,19 K' erst bei einem Gasvolumenstrom von 3 L/h erhal®ei einem niedrigeren
Volumenstrom (0,6 L/h) hatte die Accurel-Membrart 88 % fast ihre maximale Sauerstoff-

Transferleistung erreicht. Die ermittelten Wertedsin Tabelle 7 zusammengefasst.

Tab. 7: Einfluss verschiedener Gasvolumenstromelenifka-Wert.

Gasvolumenstrom |k a-Wert Accurel | k_a-Wert Toyobo
[L/h] MHFR [h ] MHFR [h ]
0,6 4,85 17,15
3 5,19 16,27
6 5,18 17,04

FUr eine optimale Sauerstoffversorgung wurde iemafblgenden Untersuchungen ein Gas-

volumenstrom von 0,6 L/h eingesetzt.

5.2.4. Membranbegasung mit reinem Sauerstoff

Neben der Erhohung des akWerts stellt die Erhdhung der maximalen Saudrstof
Sattigungskonzentration eine Moglichkeit dar, deauestofftransfer im Reaktor zu
verbessern. Es wurde bereits erwéhnt, dass danstaiiende Gasvolumenstrom von 0,6 L/h

bei einer Membranbegasung relativ gering ist. Alesem Grund ist der Einsatz von reinem
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Sauerstoff zur Begasung der Reaktormodule dkondrmilenkbar. Da sich theoretisch bei
dem Einsatz von reinem Sauerstoff nur die maxinsatigungskonzentration und nicht der
kia-Wert andert, kann die daraus resultierende Emrglues Sauerstofftransfers nur durch
Messung der Sauerstoffeintragsrate (OTR) erfassdeme Die OTR lasst sich mit Gleichung
5.2 aus der Zeitdifferenbt zwischen dem Beginn der Begasung und dem Ansteg

geldsten Sauerstoffs ermitteln.

Ca,s0,[Mg LM, [g>mol ]

OTR [mgxt*h'] = =)
25XM o, 50,[9 Mol 7] x t [h]

(5.2)

Chaso, - Konzentration der Natriumsulfit-Losung
M,, :Molare Masse von Sauerstoff

M a5 -Molare Masse von Natriumsulfit
2

Um die Sauerstoffeintragsraten fur die verschiedeReaktoren zu berechnen wurde die
dynamische Sulfitmethode ohne den Einsatz von @sid&dt als Katalysator durchgefihrt, da
eine zu hoch gewahlte Katalysatorkonzentrationen einer chemischen Reaktions-
beschleunigung fihren kann. Dadurch bliebe der iStaféverbrauch nicht auf die Kernphase
der Losung begrenzt, sondern fande auch im Gremztatt und wirde zu einer hdheren
Sauerstoffeintragsrate fuhren. AuRerdem war diekfrwesgeschwindigkeit ohne Cobalt
schnell genug, um den eingefihrten Sauerstoff ¥pitiig zu verbrauchen. Die ermittelten
Sauerstoffeintragsraten, sowie die Erhdhung der @TRo sind in Tabelle 8 zusammen-
gefasst. Dabei ist eine deutliche Erh6hung der @uiRh den Einsatz von reinem Sauerstoff

zu beobachten.

Tab. 8: Zusammenfassung der berechneten Sauenstdfysraten (OTR) fir beide Gasarten, Luft und

reiner Sauerstoff, und beide Membranarten ToyolzbAgcturel.

Sauerstoffeintragsrate N
1 -1 Erhéhung der
Reaktor [mg-L ~+h™] OTR [%]
Luft (O
Accurel 79 268 339
Toyobo 395 1.456 369

Theoretisch unterscheiden sich die maximalen S#iggkonzentrationen mit Luft und
reinem Sauerstoff und die entsprechenden Sauesstivéigsraten um einen Faktor von 5.
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Durch den Einsatz von reinem Sauerstoff anstatt ludh wurde die OTR um einen Faktor
von 3,4 in dem Reaktormodul mit Accurel- bzw. :7dem Modul mit Toyobo-Membranen
erhoht. Es ist zu beobachten, dass das MHFR-Mod@uTl ayobo-Membranen insgesamt die
besten Ergebnisse liefert. Im Folgenden werdeniWettingen mitEscherichia colunter den
verschiedenen Begasungsstrategien durchgefuhricheein Bezug auf Wachstum und
Produktformation bewertet werden sollen.

5.3. Kultivierung von Escherichia coli unter den verschiedenen

Begasungsstrategien

AnschlieBend an die Untersuchungen zur Sauerststivgung in den verschiedenen neu
entwickelten Reaktoren wurde die Kultivierung vé&n coli IM109 pGFPx6His, wie in

Kapitel 3.6.2 beschrieben, durchgefihrt. Die Membegasung wurde mit einem
Gasvolumenstrom von 0,6 L/min durchgefihrt und belirekter Begasung wurde ein
Gasvolumenstrom von 2,5 L/min angelegt. WéahrendKidtivierung wurden die optische

Dichte und die Luft- oder Sauerstoffsattigung imdulen Gber 12 h beobachtet.

Abbildung 25 zeigt die aufgenommenen Daten zurscpg8 Dichte und zur Luft- oder

Sauerstoffsattigung.

o

Indirekte Begasung
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Accurel,O. , /,,4—!
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Accurel, Luft
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Abb. 25: Kultivierung vorE. coli JIM109 pGFPx6His im MHFR unter verschiedenen Beggsstrategien.
Links: Verlauf der optischen Dichte. Rechts: Ddhstey der Sattigung [%].
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Es sind deutliche Unterschiede in Bezug auf Wachstund Sauerstoffversorgung zu
beobachten. Mit einer optischen Dichte von 0,6 A&). nach 12 h liefert der Reaktor mit
indirekter Begasung die schlechtesten Ergebnissee Heutliche Erhéhung der optischen
Dichte konnte durch den Einsatz von Membranbegasicigergestellt werden. Dabei ist zu
beobachten, dass der Reaktor mit Toyobo-Membranégnemer optischen Dichte von
2,3 rel. AU deutlich hbéheres Wachstum aufweist, disr mit Accurel-Membranen
(OD = 1,6).

Aul3erdem ist durch den Einsatz von reinem Sauénrsteflerum eine deutliche Erhéhung der
optischen Dichte zu erkennen. Auch mit reinem Ssa#rweist wieder der Reaktor mit
Toyobo-Membranen die hohere optische Dichte auf. évier optischen Dichte von 5,3 rel.
AU liefert der Reaktor mit Toyobo-Membranen und Begasung mit reinem Sauerstoff die
besten Ergebnisse. Im Vergleich zur Kultivierungimdirekt begasten Hohlfaser konnte die
optische Dichte um den Faktor 8,8 erhoht werden.

Die Luft- oder Sauerstoffséattigung wahrend der Kidtung spiegelt die Ergebnisse flr die
optische Dichte wider. Bei allen Reaktortypen simké Luft- oder Sauerstoffsattigung
wahrend der exponentiellen Wachstumsphase von gafad0 % auf 0 % ab. Dabei ist zu
beobachten, dass beim Reaktor mit Toyobo-Membramsh der Begasung mit reinem
Sauerstoff die Sauerstoffsattigung erst nach 7% @rreicht. Lediglich bei der indirekten
Begasung weichen die Ergebnisse fur die Lufts&ggwon den beim Zellwachstum
beobachteten Ergebnissen ab. Die Ergebnisse fltudisattigung sind deutlich besser, als
die fur den mit der Accurel-Membran begasten Reaakiermutlich ist dies auf einen
Messfehler bzw. eine fehlerhafte Kalibration demn@l Oxygen Sensor spot zurickzufihren.
Abschlie3end kann zusammenfassend gesagt werdesn daaKultivierung im mit Toyobo-
Membranen und in dem mit reinem Sauerstoff bega®&aktor im Vergleich zu den anderen

eingesetzten Reaktoren und Begasungsstrategideslien Ergebnisse liefert.

5.4. Reaktionstechnische Charakterisierung

Im Anschluss an die Optimierung der Sauerstoffwgnsag im MHFR und der Kultivierung
von E. coli JM109 pGFPx6His wurde die bereits in Abschnitt 4Rrchgefihrte
reaktionstechnische Charakterisierung erneut bi#uri@e Integration der Sauerstofffasern
und die dadurch resultierende Vergrofierung deslegillaren Bereichs auf 35 mL kénnten

zu einer Veranderung des Stromungsverhaltens fliBraner wurde die Verweilzeitmessung
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unter Ruhrerdrehzahlen von 0 - 700 rpm getestet wigdin Abschnitt 4.2. beschrieben
modelliert. Die Modellierung mit dem in Abschnitt2®. erstellten doppelten Kaskaden
Modell ergab wie im Reaktor ohne Toyobo-Fasernvarhaltnis der Kessel in den einzelnen
Kaskaden von m:n=1:11. Ein optimales Verhaltnis #@skadenvolumen zu Volumenstrom
in den einzelnen Kaskaden konnte bei 500 rpm ezhitverden. Tabelle 9 zeigt die
errechneten Daten im Vergleich zu denen aus Ab&cehi im MHFR ohne Toyobo-Fasern.

Tab. 9: Reaktionstechnische Daten fur ein Realdduhmit 43 UltraPES-Fasern bei 300 rpm und ein
Reaktormodul mit 43 UltraPES-Fasern und 43 Toyoasef bei 500 rpm, Flussrate 5 mL/min.

MHFR mit 43 MHFR mit 43 UltraPES-
UltraPES-Fasern|Fasern und 43 Toyobo-Faserp

Reaktorvolumen [mL] 30,13 35,36
Volumen Kaskade m [mL] 27,02 35,11
Volumen Kaskade n [mL] 3,12 0,25

Anteil Kaskade m [%] 90 99

Anteil des Volmenstroms in

Kaskade m [%] 7 97
Anteil des Volmenstroms in 23 3
Kaskade n [%]
Summe der quadratischen
Abweichung [rel. U] 1,11E-03 4,618-04
t [min] 5,08 9,26

Es konnte eine gute Anpassung des Modells an desdiéten realisiert werden. Die Summe
der quadratischen Abweichung ist mit 4,61E-04 tklsogar noch geringer als im MHFR
ohne Toyobo-Fasern. Im Vergleich der Volumina dez&nen Kaskaden zeigt sich, dass im
MHFR mit Toyobo-Fasern mit 99 % ein deutlich hoinekateil des Volumens in Kaskade m
vorliegt. AuRerdem ist der Volumenstrom in Kaskadem 20 % hoher als im Reaktor ohne
Toyobo-Fasern. Optimal ware eine gleichméRige Vertg der Volumina und Volumen-
strome auf die einzelnen Kaskaden. Doch da derdehstrom in Kaskade n sehr gering ist,
ist ein geringes Volumen in dieser Kaskade von &brtSomit ist das Volumen, das
Stromungsdefizite aufweist, geringer. Insgesamtebtxt dies eine Verbesserung des
Stromungsverhaltens im Reaktor mit Sauerstofffaséie Veranderungen des MHFR
umfassen die Integration von 43 Toyobo-Fasern amitsdie Bildung von zwei Faserlagen,
wodurch das Medium im extrakapillaren Raum evehtoesser zirkulieren kann. Durch die
bessere Verteilung der Tracermolekile im MHFR etlgibh die mittlere Verweilzeit von
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5,08 min auf 9,26 min. Aufgrund der errechnetenedtdnnen die bisherigen Bedingungen

fur die Kultivierung beibehalten werden.

5.5. Zusammenfassung

Da die Kultivierung in Kapitel 4 nicht erfolgreicrerlief, mussten weitere Optimierungen am
MHFR vorgenommen werden. Das Stromungsverhaltendeviereits optimiert und die
Nahrstoffversorgung als limitierender Faktor istfgaund des extrakapillar vorliegenden
Mediums auszuschlieRen. Ein weiterer entscheidedgekt bei der Optimierung von
Bioreaktoren ist die Realisierung eines ausreicher®huerstoffeintrags.

Verschiedene Methoden wurden fur die VerbesserasgSduerstoffeintrags getestet. Sowohl
die indirekte Begasung, als auch die Begasung patisllen Membranen wurden erprobt.
Eine direkte Begasung im MHFR ist nicht moglich,dilech die Reaktorgeometrie Gasblasen
Im Reaktor zurlickbleiben wirden und somit ein kantts Volumen und der Einsatz des
Reaktordeckels fur analytische Zwecke nicht geveistdt werden kdnnte. Bei der indirekten
Begasung Uber das Feed-Medium erwies sich der Satfemtrag als zu gering. Durch den
Einsatz von Membranen fir die Sauerstoffversorglkognte der Sauerstoffeintrag im
Vergleich zur indirekten Begasung um den Faktoed®ht werden. Besonders gut eigneten
sich Toyobo-Hohlfasern, die optimal in den MHFRemrert werden konnten und die
hdchsten ka-Werte lieferten. Zusatzlich konnte die Sauerseforgung durch den Einsatz
von reinem Sauerstoff zur Begasung nochmals um ishitas Dreifache gesteigert werden.
Der Einsatz von reinem Sauerstoff ist allerdings durch den geringen Gasvolumenstrom
von 0,6 L/h 6konomisch zu vertreten.

Die Kultivierung vonE. coli JM109 pGFPx6His zeigt ebenfalls eine deutliche ¥sslerung

in Bezug auf das Zellwachstum. Die maximal erzietigtische Dichte bei indirekter
Begasung lag bei 0,6 rel. AU. Durch die Begasung Taoyobo-Hohlfasern konnte die
maximale optische Dichte auf 2,3 rel. AU erhOhtaegr. Der Einsatz von reinem Sauerstoff
fur die Begasung ergab wiederum eine Erhéhung aBifré. AU. Dies entspricht einer
Erh6hung der optischen Dichte um den Faktor 9. Edesatz der Accurel-Hohlfasern fir die
Begasung lieferte deutlich niedrigere Werte in Rpauf das Zellwachstum. Dies ist jedoch
auf die geringere Faseroberflache zurtckzufiihremnDaufgrund des grol3en Durchmessers
von 2,7 mm konnte nur eine Hohlfaser schlaufenfgrimi den Reaktor integriert werden.

Folglich wird der Einsatz des mit Toyobo-Hohlfaseansgestatteten MHFR fur weitere
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Versuche favorisiert. Die Optimierung der Sauefgs@borgung erwies sich somit als
entscheidender Faktor fur die Kultivierung der deroMikroorganismen.

FUr den optimierten Reaktor wurde auch das Stroswerpalten bewertet. Durch eine
weitere reaktionstechnische Charakterisierung leotmatz der Volumenzunahme von 15 %
eine Verbesserung der Stromungscharakteristikacbtreverden. Zusatzlich konnten die
bisher als optimal ermittelten Bedingungen (sietapitel 4.2.) fur Flussrate und Ruhrer-
drehzahl bestétigt werden.

Insgesamt konnte eine erfolgreiche Optimierung 8ESFR fir die Kultivierung von
Mikroorganismen verwirklicht werden. Anschliel3enddaese Optimierung kann der parallele
Einsatz mehrerer MHFR als Screeningsystem redliserden.
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Kapitel 6

Entwicklung eines Screeningsystems fur Mikro-

Hohlfaserreaktoren

Nach der erfolgreichen Optimierung des Mikro-Hobdaeaktorsystems fir die Kultivierung
wurde ein Screeningsystem entwickelt, durch das phkmallele Betrieb von mehreren
Reaktoren ermoglicht werden soll. Fir den Aufbas 8ereeningsystems mussten weitere
Modifikationen des Reaktors durchgefihrt werden, lesonders in Bezug auf die
Probenahme einen minimalen apparativen Aufwandexvégrleisten. Des Weiteren wurden
zusatzlich zuE. coli IM109 pGFPx6His verschiedene Testorganismen fuiKdigvierung
ausgewahlt, die auch fir eine integrierte Proddktdeitung (ISPR) eingesetzt werden

kdnnen.

6.1. Aufbau des MHFR-Screeningsystems

Das Mikro-Hohlfaserreaktor-Screeningsystem wurde Vier Reaktoren konzipiert. Die
Reaktoren wurden flachig angeordnet, da durch Stapelung die Reaktordeckplatte zur
Integration von Sensoren nicht mehr genutzt werki@mte (siehe Abb. 26 B). Um den
apparativer Aufwand zu minimieren wurde auf denrakdpillaren Kreislauf verzichtet.
Dieser ist nicht mehr notwendig, da die Verteiluwhgy Zellen im Reaktor auch Uber das
Magnetruhrstabchen gewahrleistet werden kann. Qieme extrakapillaren Kreislauf kann
jedoch auch die Probenahme fur die Bestimmung didizhte und die Produktanalytik nicht
mehr realisiert werden. Daher wurde der Reaktoewrmodifiziert und zur offline Probe-
nahme ein Septum in den Deckel der Mikro-Hohlfassdttoren integriert. Das in Abbildung
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26 A dargestellte Septum wurde mit einem Epoxydimaitzder Deckplatte verklebt. Damit
die Temperierung des Reaktors weiter im Wasserbagemommen werden kann, wurde ein
Aufsatz von 5 cm auf das Septum aufgeschraubt. tDdiesen Aufsatz kann mit einer
Standard-Einwegspritze (1 mL) und einer Kanile étngbe aus dem extrakapillaren Raum
entnommen werden. Die Probenahme erfolgt dann andger Reaktorgeometrie mittig Gber

den Hohlfasern.

Abb. 26: A: Mikro-Holfaserreaktor-Deckplatte mittaégriertem Septum zu Probenahme. B: Screening-

system mit vier parallelen Mikro-Hohlfaserreaktaren

FUr dieses Screeningsystem war der Einsatz voraaiah Magnetrihrern aufgrund des
engen flachigen Aufbaus nicht moglich. Daher wurd® Mehrstellen-Magnetrihrer
eingesetzt. Dieser Mehrstellen-Magnetrihrer wunatghals Basis fur den individuell an den
Magnetrihrer angepassten Thermostaten genutzt. ieserd Thermostat wurden
Aussparungen fir die vier einzusetzenden Mikro-f&s@rreaktoren integriert, um eine
Position der Reaktoren mittig Uber der Rihrstallgewahrleisten. Der verbleibende Platz im
Thermostat reicht fir die Temperierung des Feediiviesl aus. Hier kann eine Schottflasche
von bis zu 1 L fir alle Reaktoren temperiert werdasher auch vier 100 mL Schottflaschen
fur individuelle Feedprofile oder die Produktabhsoung. Die Analytik der Sauerstoff-

sattigung fur alle vier Reaktoren wird durch eieNGanal Sauerstoffmessgeréat realisiert.

6.2. Kultivierung von verschiedenen mikrobiellen Tesamgmen

Die Etablierung des neuen MHFR-ScreeningsystemBearneich Zellkultivierung soll anhand

der Kultivierung einer Auswahl verschiedener Prdahrisorganismen durchgefuhrt und der
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klassischen batch-Kultivierung im Schuttelkolbege@ibergestellt werden. Die Auswahl der
verwendeten Mikroorganismen erfolgte anhand deriBpeh produzierten Produkte, die fur
verschiedene Untersuchungen als ideale Modellsgstariagen. Zusatzlich zu dem schon in
den vorherigen Versuchen genutztén coli JM109 pGFPx6His wurden drei weitere
mikrobielle Testorganismen ausgewahlt.

Ein weitererEscherichia coliStamm wurde eingesetzt, um die EnzymproduktioMRFR

zu untersuchen. Der Stami coli IM109 pET-bgl-his produziert intrazellular das #nz-
Glucanase. Fur das angestrebte integrierte Dovamsing ist jedoch der Einsatz von Mikro-
organismen, die das Produkt sekretieren, von MorBmher wurde einCorynebacterium
glutamicum Stamm ausgewaéhlt, der Serin produziert und sektetiDie genaue
Stammbezeichnung lautet ATCC13032aA::;pK18mob-glyA’ pEC-T18mob2-serA™CB. Des
Weiteren wurdeBacillus megateriunpRBBm15, Lev 773His eingesetzt, der das Enzym
Levansucrase sekretiert.

Die Kultivierung im MHFR-Screeningsystem wurde &8leeifachbestimmung durchgefihrt.
Dabei wurden die in den vorangehenden Kapiteln noptten Reaktoreinstellungen
verwendet. Dies entspricht einer Ruhrerdrehzahl 5@ rpm und einem Gasvolumenstrom
von 0,6 L/h bei Zufuhr von reinem Sauerstoff. Déerte Reaktor wurde ohne Begasung
eingesetzt, um nochmals die Bedeutung der Sauireitérung im MHFR zu verdeutlichen.
Parallel wurde eine Kultivierung im Schuttelkolbeéarchgefihrt. Diese Kultivierung wurde
im 500 mL Schattelkolben durchgefihrt. Um mit demtisierungen im MHFR vergleichbare
Werte zu erhalten wurde das Volumen der Schitteéhddultivierung ebenfalls auf 35 mL
festgelegt. Zusatzlich wurde fur beide Kultivierengdieselbe Gefrierkultur und Vorkultur
verwendet, um ein unterschiedliches Anwachsen defrigekultur als Fehlerquelle

auszuschlief3en.

6.2.1. Kultivierung voriEscherichia coli

Die Kultivierung beiderEscherichia coliStamme wurde in LB-Medium mit 100 pg/mL
Ampicillin bei 30 °C durchgefiuihrt und die Produlthing durch IPTG induziert. Die
Drehzahl fir die Schuttelkolbenkultivierung wurdaf @20 rpm festgelegt. Wahrend der
Kultivierung wurde die optische Dichte offline veldt. Eine zusatzliche Analyse der
Produktformation wahrend der Kultivierung war hiecht mdglich, da die geringe Proben-

menge von 0,1 mL, die durch das Septum entnommed, iir diese Analysen nicht
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ausreicht. Um eine Beeinflussung der Kultivierumy MHFR durch eventuell gebildete
Nebenprodukte zu vermeiden, wurde die Versorgung Zidlen mit Feed-Medium im
Durchfluss und nicht im Kreislauf durchgefuhrt. Egeringerer Volumenstrom ist dabei
notwendig, da ein hoher Verbrauch an Medium alskanémisch zu bewerten ware. Der
Volumenstrom fur das Feed-Medium wurde auf 0,5 mh/fastgelegt.

Nach Beendigung der Kultivierung werden die Zellon ihrem Flussigmedium durch
Zentrifugation abgetrennt. Der Zellaufschluss gt®ldurch Ultraschall. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt konnte der Uberstand fir Stehe im Bereich Downstreaming
eingesetzt werden. Wahrend des Downstreamings wurle Produktkonzentrationen
ermittelt und die Aufreinigung mit Spin-Modulen g@nommen. Die Aufreinigung erfolgte
dabei mit Hilfe des in Abschnitt 3.6.1. dargesegiltStandardprotokolls fir die eingesetzten
Vivapure miniprep MC Spin Columns, Sartorius AG,t@rgen. Die Bewertung der Auf-
reinigung erfolgt tber SDS-Page.

Kultivierung vonE. coliJM109 pGFPx6His

Das Wachstum vork. coli IM109 pGFPx6His und die Sauerstoffversorgung im RHF
wurden Uber einen Zeitraum von 24 h beobachtet. dbmittelten Daten sind in Abb. 27
dargestellt.
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Abb. 27: Kultivierung vorE. coli IM109 pGFPx6His im MHFR-Screeningsystem und im 8ehilben.
Links: Verlauf der optischen Dichte. Rechts: Ddbstey der Sauerstoffséattigung [%].
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Auffallend ist die ausgepragte lag-Phase von bidZun. Bei der Kultivierung in MHFR 4
ohne Sauerstoffversorgung ist im Vergleich zu dedegen Kultivierungen ein deutlich
geringeres Wachstum von maximal 2,1 rel. AU zu bebben. Die Ausbildung einer
exponentiellen Wachstumsphase ist ebenfalls gelbiegs ist durch eine Sauerstofflimitierung
zu erklaren, denn die Sauerstoffsattigung liegobschu Beginn des Experiments durch die
mangelnde Begasung bei nur 20 %. Bereits nach & Wié Sauerstoffsattigung auf 0 %
abgesunken. Bei den Kultivierungen mit Begasungt ltdie Sauerstoffséattigung vorerst um
90 %. Das Absinken der Sauerstoffsattigung ist eesth 15 bis 17 h zu beobachten. Die
Kurven sind fiur alle drei MHFR sehr ahnlich, ledtiyl leichte Abweichungen sind zu
beobachten.

Die Wachstumskurve fur MHFR 1 zeigt eine lag-Phase 10 h und daran anschliel3end eine
ausgepragte exponentielle Phase. Die maximal &teeigptische Dichte nach 24 h betragt
12,6 rel. AU. Im Gegensatz zu MHFR 1 ist die expdieie Phase von MHFR 2 und
MHFR 3 um 5 h verschoben. Die maximal erreichtetisopen Dichten nach 24 h liegen bei
8,4 und 10,5 rel. AU. Die Unterschiede in den Waamskurven spiegeln sich auch in den
Graphen fir die Sauerstoffsattigung wider. Durch skarke Zellwachstum in MHFR 1 sinkt
die Sauerstoffsattigung zuerst auf 0 % ab. Bei MHFBnd 3 sinkt die Sauerstoffsattigung
erst nach 17 h bzw. 16 h auf 0 % ab. MHFR 2 zaifgrand des geringeren Zellwachstums
die besten Werte fur die Sauerstoffsattigung.

Die Kultivierung im Schiittekolben erreicht trotner wesentlich geringeren lag-Phase nicht
die im MHFR erreichten Werte. Die maximal erreicbpgische Dichte nach 24 h liegt hier
bei 7 rel. AU. Somit liefern alle drei MHFR mit Bagung nach 24 h hohere optische Dichten
als der Schuttelkolben. Wahrend der Kultivierungikte in den drei begasten Reaktoren die
Ablagerung von Zellen im MHFR beobachtet werderiglah ist die Entnahme von Proben
Uber das Septum im oberen Bereich des Reaktorgumbenicht optimal. Eine Probenahme
mittig im Reaktor ist jedoch aufgrund der Hohlfaserdnung nicht realisierbar. Um
trotzdem die im Reaktor sedimentierten Zellen zuidesichtigen wurde die Kulturbriihe
nach der Kultivierung abgepumpt und erneut diesopi Dichte gemessen. Diese Werte
wurden anschlieBend mit den Werten fir die Probmealmach 24 h (ber das Septum
verglichen. Die ermittelten Daten sind in Tabell® zusammengefasst. Zwischen der
optischen Dichte im Reaktor und der optischen [Richte anhand der Probenahme lber das
Septum entnommen wurde, gibt es gravierende Uiiexde. Die Probenahme liefert deutlich
geringere Werte fur die optische Dichte. So wurdeagptische Dichte fur MHFR 2 um 35 %

unterschétzt. Es ist jedoch davon auszugehen, diase Unterschiede in Bezug auf die
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optische Dichte erst mit steigender Zellzahl immeif3er werden. Somit liefern die tber die
Probenahme durch das Septum ermittelten Werte danguate Anhaltspunkte in Bezug auf
die einzelnen Phasen der zu bewertenden WachstoveskfiuRerdem ist zu beobachten,
dass die Zunahme der optischen Dichte nach demmpen der Kulturbriihe gegenlaufig zu
den bei den Probenahme Uber das Septum ermitidieten ist. In MHFR 2 zum Beispiel, in
dem die geringste optische Dichte Uber die Probmeaburch das Septum nachgewiesen
wurde, konnte die gréf3te Zunahme der optischen tBictach dem Abpumpen ermittelt

werden. Somit relativieren sich die Abweichungerndefiwachstum in den einzelnen MHFR.

Tab. 10: Vergleichende Darstellung der optischeoht@ tUber das Septum und nach Abpumpen der
Kulturbrihe aus dem MHFR.

Optische Dichte [rel. AU]
Probenah hd Zunahme der
Probenahme nach 24 robenanme nach dem | qhtischen Dichte
Uber das Septum Abpumpen aus dem [%0]
MHFR
MHFR 1 12,60 16,33 29,6
MHFR 2 8,38 11,32 35,1
MHFR 3 10,55 12,09 14,6

Im Vergleich zu der Kultivierung im Schiittelkolb&nrd der Unterschied im Zellwachstum
folglich durch die unterschatzten Werte fur dieisgite Dichte im MHFR noch gréi3er.

Die Kultivierung soll nicht nur in Bezug auf daslbeachstum, sondern auch in Bezug auf
die Produktformation beurteilt werden. Der Prodakimveis wird Uber die Fluoreszenz des
vorliegenden GFP am 2D-FluoreszenzspektrometeagHilf vorgenommen. Zuséatzlich wird
die Proteinkonzentration nach dem Zellaufschlusstiiment, die ebenfalls als Anhaltspunkt
fur die Produktkonzentration bewertet werden kada, das Zielprotein im Uberschuss
produziert wird. Der im Anhang (B.3) beschriebermad3ord-Test wird fir die Bestimmung
der Proteinkonzentration eingesetzt. Die ermitteltéVerte sind in Abbildung 28
zusammengefasst. Auffallend bei der BeurteilungMesswerte sind die niedrigen Protein-
und Produktkonzentrationen fur den MHFR 1. Dieseieinen im Vergleich zu MHFR 2 und
MHFR 3 lediglich 60 % der Proteinkonzentration b®a26 der GFP-Konzentration. Auch in
Bezug auf die abweichenden Messwerte fir die dmis®ichte kann hier eine
Fremdinfektion nicht ausgeschlossen werden. DasliSa¢ionsprotokoll wurde ausreichend
beurteilt und die Kultivierung unter der Clean bemturchgefihrt. Doch das Einbringen von

Fremdkeimen insbesondere durch eine mdglicherwaisachgemalle Probenahme Uber das



Kapitel 6 - Entwicklung eines ScreeningsystemaMikro-Hohlfaserreaktoren 67

Septum kann nicht ausgeschlossen werden. Daherdvaseér Reaktor flr die Beurteilung der
Kultivierung vonE. coliJM109 pGFPx6His nicht beriicksichtigt.

Infolge des geringen Wachstums ohne Begasung konnt®HFR 4 nur geringe Werte fur
die Protein- und Produktkonzentration ermittelt aesr. In Bezug auf die Protein-
konzentration konnen noch 50 % der in MHFR 2 undRRH3 erreichten Werte erreicht

werden, doch in Bezug auf die GFP-Konzentratiorderemicht mehr als 8 % erreicht.

Proteinkonzentration [mg/mL]
(22}
1

GFP Konzentration [pg/mL]

MHFR 1 MHFR 2 MHFR 3 MHFR 4  Schittelkolben MHFR 1 MHFR 2 MHFR 3 MHFR 4 Schiittelkolben

Abb. 28: Darstellung der Proteinkonzentration uret €6FP-Konzentration nach Zellaufschluss fur die
Kultivierung vonE. coliJM109 pGFPx6His.

Im MHFR 2 werden mit einer Proteinkonzentration v@&8 mg/mL und einer GFP
Konzentration von 63 pg/mL die hochsten Messwentei@ht. Die fur MHFR 3 erhaltenen
Messwerte weichen kaum von den Messwerten fur MHFRDb. Es kdénnen 97 % der
Proteinkonzentration und 94 % der GFP-Konzentratonelt werden. Im Vergleich zu
MHFR 2 und 3 sind die Werte fir die Kultivierung i8chittelkolben mit einer Protein-
konzentration von 10 mg/mL und einer GFP-Konzemnavon 23 pug/mL deutlich geringer.
AbschlieBRend werden die Proben des Zelllysats uné @&lutionsproben der
Standardaufreinigung mit Vivapure miniprep MC S@olumns mittels SDS-Page aufge-
trennt und die Aufreinigung bewertet.

Abbildung 29 zeigt die SDS-Page der aufgefihrtesb®n nach der Farbung der enthaltenen
Proteine mittels Silberfarbung. Als Marker wurde daf Spur 1 aufgetragene Page RUler
Unstained Protein Ladder (#SM0661) von Fermentagai@, Kanda eingesetzt. Ein GFP
Standard wurde auf Spur 2 aufgetragen, um daskP¥agyrofl3e Protein genau zu lokalisieren.
Auf die Spuren 3 bis 7 wurden die Proben fir ddly8at aus den verschiedenen Reaktoren

aufgetragen. In allen funf Spuren ist eine Vieltaitdetektierten Proteinen zu erkennen. Eine
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Aussage in Bezug auf das Produkt GFP kann aufgaed starken Féarbung anderer
detektierter Proteine nicht getroffen werden.

Marker

GFP Standard
Zelllysat MHFR 1
Zelllysat MHFR 2
Zelllysat MHFR 3
Zelllysat MHFR 4
Zelllysat Schittelkolben
Elution MHFR 1
Elution MHFR 2

10. Elution MHFR 3

11. Elution MHFR 4

12. Elution Schittelkolben
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Abb. 29: SDS-Page fiur die Proben aus Zelllysat ded Elution aus der Aufreinigung mit Vivapure
miniprep MC Spin Columns, Farbemethode: Silberfacbu

Die Spuren 8 bis 12 zeigen die Elutionsproben iéerschiedenen Reaktoren. Obwohl noch
einige Verunreinigungen zu erkennen sind, ist eideutliche Aufreinigung der
Ausgangsprobe erzielt worden. Die vorhandenen Rtbdaden spiegeln die fur die GFP
Messung am Fluoreszenzspektrometer ermitteltenaéNeider. So ist fur MHFR 1 nur eine
leichte Bande ersichtlich. Die GFP-Konzentratiors aer Elutionsprobe fur MHFR 4 liegt
unter der Detektionsgrenze. Deutliche Banden sinden Spuren fiur MHFR 2 und MHFR 3
zu erkennen, sowie eine etwas schwéchere Bande digir Elutionsprobe aus der

Schittelkolbenkultivierung.

Kultivierung vonE. coliJM109 pET-bgl-his

Die Kultivierung vonE. coli IM109 pET-bgl-his wurde analog zu der Kultivierungn
E. coliJM109 pGFPx6His durchgefuhrt. Das Wachstum Eowroli JIM109 pET-bgl-his und

die Sauerstoffversorgung im MHFR wurden Uber ei@@&itraum von 24 h beobachtet.
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Abbildung 30 zeigt die erhaltenen Graphen fir dpische Dichte und die Sauerstoff-
sattigung. Auffallend ist abermals die ausgepragtg-Phase von bis zu 10 h. Die
Kultivierung in MHFR 4 zeigt aufgrund der mangelndgegasung niedrige Wachstumswerte
mit einer maximalen optischen Dichte von 3,4 rdl. Die Sauerstoffsattigung sinkt bereits
nach 6 h auf 0 % ab. Die Sauerstoffsattigung ddemm MHFR verlaufen annéhernd gleich.
Erst nach 10 h sinkt die Sauerstoffsattigung sibilund erreicht nach 13 h 0 %. Dieses

Absinken der Sauerstoffsattigung im Medium verlgudtallel zur exponentiellen Phase der
Wachstumskurven.
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Abb. 30: Kultivierung vorE. coli IM109 pET-bgl-his im MHFR-Screeningsystem und ichitelkolben.
Links: Verlauf der optischen Dichte. Rechts: Ddlstey der Sauerstoffséttigung [%0].

Die Wachstumskurven fur MHFR 1 bis 3 verlaufen ¢aksannahernd gleich und zeigen im
Bereich zwischen 12 und 17 h eine stark ausgepeigienentielle Phase. Die maximal im
MHFR erreichte optische Dichte nach 24 h liegt béirel. AU. Die in den zwei anderen
parallel betriebenen MHFR erreichten Werte weiciméinl1l und 13 rel. AU nur geringfligig
vom Maximalwert ab.

Die Kultivierung im Schuttelkolben zeigt hingeganesdeutlich niedrigere Wachstumskurve.
Obwohl die Wachstumskurve friher in die exponel&ifhase Ubergeht, ist der Anstieg der
optischen Dichte weniger steil. Die maximal errégcbptische Dichte liegt bei 5,4 rel. AU
und somit konnte durch die Kultivierung im Schiktgben lediglich 40 % der im MHFR
erzielten Werte erreicht werden.

Wahrend der Kultivierung konnte in den drei begadReaktoren ebenfalls die Ablagerung
von Zellen im MHFR beobachtet werden. Die Kultutetwurde erneut nach der

Kultivierung abgepumpt und die optische Dichte gesea, um die im Reaktor sedimentierten
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Zellen zu berlcksichtigen. Die ermittelten Datendszusammen mit den Daten flr die

Probenahme lber das Septum nach 24 h in Tabetargjgstellt.

Tab. 11: Vergleichende Darstellung der optischeoht@ tUber das Septum und nach Abpumpen der
Kulturbrihe aus dem MHFR.

Optische Dichte [rel. AU]
Probenah hd Zunahme der
Probenahme nach 24 | ' rooenanme nach deém | qniischen Dichte
tiber das Septum Abpumpen aus dem [%0]
MHFR
MHFR 1 13,78 16,22 17,7
MHFR 2 11,47 17,33 51,1
MHFR 3 13,06 16,64 27,4

Die erhaltenen Ergebnisse zeigen wieder eine uhiétate optische Dichte fur die
Probenahme Uber das Septum. Die optische Dichte dam Abpumpen der Kulturbriihe
liefert um 18 bis 51 % hoéhere Werte. Trotzdem kdnderch die Uber die Probenahme durch
das Septum ermittelten Werte gute AnhaltspunktBenug auf die einzelnen Phasen der zu
bewertenden Wachstumskurve ermittelt werden. WielbeKultivierung vonk. coli JM109
pGFPx6His ist die Zunahme der optischen Dichte ndem Abpumpen der Kulturbrihe
gegenlaufig zu den bei der Probenahme Uber dasiSegimittelten Werten, wodurch sich
die Abweichungen im Zellwachstum in den einzelneHRR relativieren. Im Vergleich zu
der Kultivierung im Schuttelkolben wird der Untdnged im Zellwachstum durch die
unterschéatzten Werte fur die optische Dichte im N&-H#emit noch groRer.

Nach der Aufnahme von Wachstumskurve und Saueséttiffung soll auch die Produkt-
formation in den Zellen nachgewiesen werden. Naam &ellaufschluss durch Ultraschall
wird der Gesamtproteingehalt in den Zellen mitRtadfordtest nachgewiesen. Dieser kann
zur Beurteilung der Produktkonzentration herangemogverden, da das Zielprotein im
Uberschuss produziert wird. Zusétzlich zu diesespeaifischen Nachweismethode wird
spezifisch fir das gebildete EnzywrGlucanase ein Enzymaktivitatstest durchgefiihrbdéda
wird b-D-Glucan als Substrat genutzt und durch das Enggspalten. AnschlielRend werden
die freigesetzten Glukosemoleklile durch den DNS-Teschgewiesen. Die genauen
Versuchsbeschreibungen sind in Anhang B.7 und Brgestellt.

Die erhaltenen Messwerte fur den Bradford-Test dewb-Glucanase-Aktivitatstest sind in

Abbildung 31 zusammengefasst.
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Abb. 31: Darstellung der Proteinkonzentration wuled Aktivitat derb-Glucanase nach Zellaufschluss fir

die Kultivierung vorE. coliJM109 pET-bgl-his.

Aufgrund des niedrigen Zellwachstums ist die intth#are Proteinkonzentration in MHFR 4
mit 60 mg/mL geringer als in den anderen Reaktdksth deutlicher wird dies anhand der
Bestimmung der Enzymaktivitat. Die Enzymaktivitégt fur MHFR 4 bei 0,15 U/mL und
somit sind in MHFR 4 nur geringe Mengen Enzym dut@hZellen produziert worden.

Das Zellwachstum in den Ubrigen Reaktoren war imglééch zu MHFR 4 deutlich héher.
Auch die Proteinkonzentrationen liegen mit 108 1§ mg/mL um bis zu 60 % hoéher als in
MHFR 4. Noch deutlicher wird der Unterschied anhdadDaten fur die Enzymaktivitat. Fur
die Reaktoren mit Begasung konnten 13 bis 16 U/méieht werden. Dies entspricht einer
Erh6hung der Aktivitat um den Faktor 108. Die Pirtkenzentration fir die Proben aus dem
Schittelkolben liegt bei 117 mg/mL. Dies ist in Bgzauf die deutlich geringere Zelldichte,
die im Schuttelkolben erreicht wurde sehr hoch. Bieymaktivitat liegt mit 20 U/mL sogar
Uber den im MHFR erzielten Werten. Dies konnte dustdrkere Verunreinigungen der
Proben aus den Mikro-Hohlfaserreaktoren aufgrundhidderen Zelldichte erklart werden.
Alternativ konnte die hohe Enzymaktivitdt auch di¥here intrazellulare Produkt-
konzentration gedeutet werden.

Néahere Informationen Uber die Zusammensetzung debeR liefert die SDS-Page.
Zusatzlich wurden die Proben des Zelllysats mitiéigapure miniprep MC Spin Columns
aufgereinigt. Diese Proben wurden ebenfalls mitt8l®S-Page aufgetrennt und die
Aufreinigung bewertet. Abbildung 32 zeigt die SD&gE der aufgeflihrten Proben nach der
Farbung der enthaltenen Proteine mittels Silbeufégb
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Abb. 32: SDS-Page fir die Proben aus Zelllysat ded Elution aus der Aufreinigung mit Vivapure
miniprep MC Spin Columns, Farbemethode: Silberfaghu

Als Marker wurde der auf Spur 1 aufgetragene PagkerR' Unstained Protein Ladder
(#SM0661) von Fermentas, Ontario, Kanada eingesatdtdie Spuren 2 bis 6 wurden die
Proben fir das Zelllysat aus den verschiedenen tBeskaufgetragen. In allen funf Spuren
ist eine Vielfalt an detektierten Proteinen zu erlen. Die Masse des EnzymsGlucanase
liegt bei 26,7 kDa und somit musste die Produktleagitvas oberhalb der 25 kDa Bande des
Markers liegen. Eine Aussage in Bezug auf die Liskibn des Produkis-Glucanase kann
jedoch aufgrund der starken Farbung anderer detektiProteine nicht getroffen werden.

Die Spuren 7 bis 11 zeigen die Elutionsproben iéeérschiedenen Reaktoren. Obwohl noch
einige leichte Verunreinigungen zu erkennen sirgd, @ine deutliche Aufreinigung der
Ausgangsprobe erzielt worden. Die vorhandenen Rtbdanden spiegeln die Werte fir den
b-Glucanase Aktivitatstest wider. Fur die Mikro-Hfatgerreaktoren 1 bis 3 sind deutliche
Produktbanden zu erkennen, wobei die IntensitatPdeduktbanden fir alle drei Reaktoren
sehr ahnlich ist. In der Elutionsprobe fir den MHERhingegen ist keine Produktbande
nachzuweisen. Die Enzymkonzentration liegt folgliohter der Detektionsgrenze. Auf die
letzte Spur wurde die Elutionsprobe aus dem Sdkotben aufgetragen. Die Produktbande
fur das Enzynb-Glucanase ist deutlich erkennbar, wobei die Intéhder Bande denen der

Mikro-Hohlfaserreaktoren mit Begasung gleicht.
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6.2.2. Kultivierung vorCorynebacterium glutamicum

Die Kultivierung vonCorynebacterium glutamicumwurde im MHFR-Screeningsystem und
parallel im Schittelkolben durchgefuhrt. B@orynebacterium glutamicu@tamm produziert
Serin, das aus den Zellen sekretiert wird. Die pilaldes produzierten Serins wird mittels
HPLC durchgefuhrt (siehe Anhang B.9). Durch dienahime von offline Proben kann die
optische Dichte wahrend der Kultivierung verfolgenden. Eine zusétzliche Analyse der
Produktformation wahrend der Kultivierung ist hrabglich, da eine geringe Probenmenge
fur die HPLC-Analyse ausreicht. AuRerdem soll dieg8sekonzentration im synthetischen
Medium wahrend der Kultivierung mittels DNS-Testhgewiesen werden.

Der MHFR soll bei der Kultivierung voi€orynebacterium glutamicumicht nur fir die
Kultivierung der Zellen, sondern auch fur die imtege Produktabtrennung eingesetzt
werden. Da das produzierte Serin durch die FasesnReaktors diffundieren kann, soll es
durch das intrakapillare Medium ausgeschwemmt werDer Aufbau des MHFR-Screening-
systems wurde daher im Vergleich zu der Kultiviggwon E. coli leicht verdndert. Es
wurden vier 100 mL Schottflaschen fur das Feed-Medintegriert, um eine individuelle
Bestimmung der Glucose- und Serinkonzentrationen di¢ einzelnen Reaktoren zu
erreichen. AulRerdem wurde das Feed-Medium im Kxeisgepumpt, um Serin im intra-
kapillaren Medium anzureichern. Der Volumenstromdés Feed-Medium von 0,5 mL/min
wurde beibehalten.

Fur die Kultivierung sind verschiedene Vorkultureatwendig, da eine Uberfiihrung von
einem Komplexmedium in ein synthetisches Mediummeoidig ist. Das in den Vorkulturen
enthaltene IPTG dient in diesem Fall nicht der kil der Produktformation, sondern
induziert den Abbau von produziertem Serin zu PgtuviPTG hemmt somit die
Produktbildung, da entstehendes Serin direkt zu\Ryrabgebaut werden kann, und muss fur
die Hauptkultur durch Zentrifugations- und Waschgthentfernt werden. Die Zellen werden
aus einer Gefrierkultur auf eine BHI (Brain Heartulsion) -Agarplatte ausgestrichen und bei
30 °C inkubiert. Anschlie3end wird ein Abstrich miher Impfose in BHI-Komplexmedium
Uberimpft und 12 h bei 30 °C und 150 rpm Kkultivievtit dieser Vorkultur wird die zweite
Vorkultur angeimpft, so dass eine optische Diclde ¢,0 rel. AU erreicht wurde. Die zweite
Vorkultur wurde in Minimalmedium mit 4 % Glucosedid0 M IPTG durchgefiihrt. Nach
20 h Wachstum bei 30 °C und 150 rpm werden dieeBefichliel3lich nach zweimaligem
Waschen mit steriler 0,9 % iger NaCl Losung in Higuptkultur Gberimpft. Diese wird in
Minimalmedium mit 4 % Glucose ohne IPTG und ebdsfdlei 30 °C inkubiert. Die
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Kultivierungsdauer fur die Hauptkultur betragt 120Alle Kulturmedien wurden mit 5 mg/L
Tetracyclin und 15 mg/L Kanamycin versetzt. In Adbing 33 sind die ermittelten Daten fur
die optische Dichte und die Sauerstoffsattigungeistellt.
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Abb. 33: Kultivierung vonCorynebacterium glutamicunm MHFR-Screeningsystem und im Schuttel-

kolben. Links: Verlauf der optischen Dichte. Recltarstellung der Sauerstoffsattigung [%].

Die Werte fUr die optische Dichte streuen stark aadst keine typische Wachstumskurve zu
beobachten. Dies liegt vermutlich daran, dass ditle@ sedimentieren und die optische
Dichte, die Uber die Probenahme im oberen Teil Reaktors bestimmt wurde, nicht die
tatsachlich im Reaktor vorliegende Zelldichte repriiert. Bei den bisher durchgefiihrten
Kultivierungen mitEscherichia coliag die optische Dichte bei maximal 17 rel. AU,duech
sich dieser Effekt weniger auf die Probenahme alssvi Bei der Kultivierung von
Corynebacterium glutamicurhingegen werden optische Dichten von bis zu 41 A&l
erreicht. Die nach dem Abpumpen der Kulturbriihe igeften Werte sind in Tabelle 12

zusammengestellt.

Tab. 12: Vergleichende Darstellung der optischeoht@ tber das Septum und nach Abpumpen der
Kulturbriihe aus dem MHFR.

Optische Dichte [rel. AU]

Zunahme der
Probenahme nach 60 h Probenahme nach dem optischen Dichte [%]
Uber das Septum Abpumpen aus dem MHFR
MHFR 1 5,18 39,41 660
MHFR 2 6,58 41,02 523
MHFR 3 3,95 39,46 899
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Die tatsachliche optische Dichte im Reaktor wurdecd die Probenahme uber das Septum
um bis zu 899 % unterschatzt. Trotz dieser statkraohatzten optischen Dichte wird durch
die in Abbildung 33 dargestellten Wachstumskurviendeutlicher Unterschied zwischen den
begasten Mikro-Hohlfaserreaktoren und dem unbegaReaktor deutlich. In den Reaktoren
1 bis 3 steigt die optische Dichte wahrend der iKigitung an, in MHFR 4 hingegen
schwanken die Werte fur die optische Dichte wahreled gesamten Kultivierung um
2 rel. AU.

Fur alle vier Reaktoren ist eine starke Sauerstatierung zu beobachten (siehe Abb. 33
rechts). Die Sauerstoffsattigung von MHFR 1 bigriktsinnerhalb von 5 h exponentiell auf
0 % ab. Bei der Kurve fur MHFR 2 steigt die Sausfséttigung nach 23 h wieder auf 100 %
an. Dies ist jedoch durch eine Ansammlung von Gasnl im Reaktor zu erklaren, die sich
direkt unter dem Sensor spot sammelten und sonst Ei@ebnis verfalschten. Diese
Ansammlung von Gasblasen ist vermutlich auf eineefekt der Toyobo-Hohlfasern
zuruckzufiihren. In MHFR 4 hingegen ist die Saudflsbozentration schon zu Beginn der
Kultivierung bei 0 %. Dies ist vermutlich durch em Defekt des Sauerstoffsensors zu
erklaren, da aufgrund des geringen Wachstums emerStoffsattigung von 0 % nicht
realistisch ware.

Wahrend der Kultivierung wurde auch die Glucoselemiation im Medium bestimmt. Die
Bestimmung der Konzentrationen wurde Uber den imakg B.7 dargestellten DNS-Test
vorgenommen, da dieser in einer Mikotiterplatte ctifithrbar und somit nur ein Proben-
volumen von 20 pL notwendig ist.

Abbildung 34 zeigt die ermittelten Werte fur dieuGbsekonzentration in den verschiedenen
Reaktoren. Die linke Abbildung zeigt die Glucosekemtration im Schuttelkolben. Die
Konzentration nimmt exponentiell ab und erreichielis nach 22 h 0 g/L. In den MHFR 1 bis
3 hingegen sinkt die Glucosekonzentration deutl@mhgsamer, da die Glucose aus den
100 mL Feed-Medium wéhrend der Kultivierung Ubeiffu@ion in den extrakapillaren
Bereich transportiert wird. Erst nach 44 h ist@lacose im MHFR verbraucht. Die Abnahme
der Glucosekonzentration im intrakapillaren Bereigthin Abbildung 34 rechts dargestellt.
Ebenfalls nach 44 h ist die Glucose im intrakapitaBereich der MHFR 1 bis 3 komplett
verbraucht. Die Glucosekonzentration in MHFR 4 sidufgrund des geringen Zell-
wachstums und des daraus resultierenden niedrigero§everbrauchs nicht bis auf O g/L ab.
Die Messwerte schwanken jedoch sowohl fur den kapidlaren Bereich als auch fur den
intrakapillaren Bereich stark. Diese Schwankungem slarauf zurtckzufihren, dass die

Messung aufgrund der geringen Probemenge nur afadibestimmung durchgefuhrt wurde.
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Alternativ kdnnen die Schwankungen durch die Weehidaingen von Stoffwechsel-
produkten aus den Zellen mit den Testlosungen rénkikrden.

MHFR 1
MHFR 2
MHFR 3
MHFR 4

MHFR 1
MHFR 2
MHFR 3
MHFR 4
Schiittelkolben

A pbeonm

Glucosekonzentration [g/L]
©
1
Glucosekonzentration intrakapillar [g/L]

Zeit [h] Zeit[h]

Abb. 34: Kultivierung vonCorynebacterium glutamicunm MHFR-Screeningsystem und im Schuttel-
kolben. Links: Verlauf der Glucosekonzentration Medium. Rechts: Darstellung der intra-

kapillaren Glucosekonzentration.

Zur quantitativen Bestimmung der Aminosaurekonzgitn wurde reversed phase HPLC
angewandt. Vor der chromatographischen Auftrennarfgigte eine Derivatisierung der
Aminosauren mit den Reagenzien o-Phthaldialdehy@dA)Ound b-Mercaptoethanol, durch
die die Detektion der Aminoséuren durch einen Fapenz-Detektor ermoglicht wurde. Die
eingesetzte Probenmenge betrug 10 pL, wodurch dedyfk auch mit den wéhrend der
Kultivierung entnommenen Proben durchgefiihrt werklennte. Weitere Informationen zur
Durchfuhrung der HPLC sind in Anhang B.9 aufgefiilidie ermittelten Werte fur die
Serinkonzentrationen in den verschiedenen Mikroifdskrreaktoren und im Schiittelkolben
sind in Abbildung 35 dargestellt.

Der Graph in Abbildung 35 oben rechts zeigt dieirk@nzentration im extrakapillaren
Bereich der Mikro-Hohlfaserreaktoren und im ScHutben. Die Serinkonzentrationen in
den MHFR 1 bis 3 steigt wahrend der Kultivierungf @urchschnittlich 1,1 g/L. Im
Schittelkolben liegt die Serinkonzentration deftlidoer den im MHFR erreichten Werten.
Die maximal erreichte Serinkonzentration liegt Beg/L. Doch im MHFR wird das Serin
durch Diffusion Uber die Hohlfasern in den intrallapen Bereich transportiert. Daher
wurden Proben aus dem intrakapillaren Bereich ellenénalysiert. In den 100 mL Feed-

Medium konnten durchschnittlich ebenfalls 1,1 g#&ri§ nachgewiesen werden. Dies, und die
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Tatsache, dass die Kurven im extrakapillaren undalm@pillaren Bereich sehr &hnlich

verlaufen, zeigt, dass sich Serin gut Uber die fdskrn abfiihren lasst.
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Abb. 35: Kultivierung vonCorynebacterium glutamicunm MHFR-Screeningsystem und im Schuttel-
kolben. Links: Verlauf der Serinkonzentration im dilem. Rechts: Darstellung der intrakapillaren

Serinkonzentration. Unten: Serinkonzentration pealRor.

Aufgrund des durch das Feed-Medium gro3eren Volsnm@nMHFR, in dem das Serin frei
vorliegt, sind die Serinkonzentrationen im Schitiden und im MHFR nicht direkt
vergleichbar. Daher wurde das insgesamt durch dlileiZ produzierte Serin berechnet und in
Abbildung 35 unten dargestellt. In dieser Darstedlzeigt sich, dass im MHFR insgesamt
deutlich mehr Serin produziert wird als im Schikb#ben. So konnten im MHFR maximal
157 mg Serin produziert werden, wahrend im Schgteén mit 71 mg Serin nur 45 % der
im MHFR ermittelten Werte erreicht werden konnten.

Die HPLC-Analytik fur die Proben aus MHFR 4 wurdeht durchgefuhrt, da durch die

Bestimmung des Zellwachstums und der Glucosekoratént unzureichende Wachstums-
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bedingungen fir die Zellen festgestellt wurden. DOReoduktion von Serin durch
Corynebacterium glutamicurkann in diesem Reaktor als sehr gering eingeschémlen.
Daher wurde auch aufgrund der gro3en Probenanrahbar aufwendigen HPLC-Analytik

auf die Analytik dieser Proben verzichtet.

6.2.3. Kultivierung vorBacillus megaterium

Der StammBacillus megateriunpRBBm15, Lev 773His produziert das His-getagte BEnzy
Levansucrase und sekretiert dieses in das extuéérellorliegende Medium. Die Kultivierung
wurde in LB-Medium bei 34 °C und mit 10 mg/L Tetyalin durchgefiihrt. Die Induktion der
Produktion von Levansucrase erfolgte tUber die Zagabn 0,5 % Xylose. Die weiteren
Kultivierungsbedingungen werden wie in Abschnit.6beschrieben eingestellt, wobei die
Kultivierung im Screeningsystem bei 300 rpm und Kigtivierung im Schittelkolben bei
100 rpm durchgefuhrt wird. Wahrend diverser Voruere zur Optimierung der Drehzahlen
konnte festgestellt werden, dass die mit 1 mm aé®ashnlich grolen Zellen empfindlich
auf Scherkrafte reagieren. Daher wurden die Drdbmaterniedrigt. AuRerdem konnte
festgestellt werden, dass die Produktkonzentraioaktiver Levansucrase bereits nach 12 h
ihr Maximum erreicht. Daher wurde die Kultivierubgreits nach 12 h in der exponentiellen
Phase der Kultivierung abgebrochen.

Wahrend der Kultivierung wird die optische Dicht#line verfolgt. Eine zusatzliche Analyse
der Produktformation wéahrend der Kultivierung isérhwie schon bei der Kultivierung der
Escherichia coliStamme nicht moglich, da die geringe ProbenmergeOyl mL, die durch
das Septum entnommen wird, fir diese Analyse naireicht. Im Gegensatz zu der
Kultivierung von Corynebacterium glutamicurwird das extrazellular vorliegende Produkt
aufgrund seiner Grof3e von 110 kDa durch die Hokifagurtickgehalten. Das Feed-Medium
und der Volumenstrom fir das Feed Medium wurdenlognaur Kultivierung von
Escherichia coli auf 1 L und 0,5 mL/min festgesetzt. Abbildung B8gt die Wachstums-
kurven fur die verschiedenen Mikro-Hohlfaserreadtound die Schiittelkolben Kultivierung,
sowie die Sauerstoffsattigung in den MHFR wahresdikltivierung.

In Abbildung 36 links sind die Wachstumskurven dier verschiedenen Reaktoren dargestelit.
Es ist deutlich zu erkennen, dass ohne Membranbegakein optimales Zellwachstum
erreicht wurde. Die optische Dichte nach 12 h Kadtung liegt bei 0,94 rel. AU. In den
anderen MHFR mit Membranbegasung liegen die en@ichVerte fir die optische Dichte
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nach 12 h deutlich héher. So wurden in diesen MHBEBh 12 h optische Dichten zwischen
4,4 und 6,9 rel. AU erreicht. Die Unterschiede endeinzelnen Reaktoren sind darauf
zuruckzufiihren, dass die Kultivierung wahrend dgpomentiellen Wachstumsphase abge-
brochen wurde. Allerdings kénnten auch Abweichungender Durchlassigkeit der zur
Begasung genutzten Hohlfasern oder Unregelmafegkéii der Verklebung der Hohlfasern
zu diesem Effekt gefuhrt haben.
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Abb. 36: Kultivierung vonBacillus megateriunpRBBm15, Lev 773His im MHFR-Screeningsystem und
im Schuttelkolben. Links: Verlauf der optischen [ Rechts: Darstellung der Sauerstoff-
séttigung [%0].

Der in Abbildung 36 rechts dargestellte Graph fie 8auerstoffsattigung zeigt die nicht
ausreichende Sauerstoffversorgung ohne Membraniegas MHFR 4. Bereits zu Beginn
der Kultivierung liegt die Sauerstoffsattigung urd@ % und bereits nach 5,5 h ist der Sauer-
stoff im Medium komplett verbraucht. Bei der Kulewung in den MHFR 1 bis 3 hingegen
liegt die Sauerstoffsattigung zu Beginn der Kuéang bei 100 %. Sobald das Zellwachstum
in die exponentielle Phase Ubergeht sinkt die Stoigsattigung durch den steigenden
Sauerstoffverbrauch der Zellen stark ab.

Die Kultivierung im Schittelkolben wird nach 12 h der stationdren Phase bei einer
optischen Dichte von 3,2 rel. AU abgebrochen. Sddinen im Schuttelkolben nur 50-70 %
der im MHFR ermittelten Werte erreicht werden. W&tk der Kultivierung konnte in den
drei begasten Reaktoren, wie schon bei den Kuittimgen vorEscherichia coliund Coryne-
bakterium glutamicundie Ablagerung von Zellen im MHFR beobachtet veerdDie Kultur-
briihe wurde erneut nach der Kultivierung abgepunmgk die optische Dichte gemessen, um

die im Reaktor sedimentierten Zellen zu berlckgieim Die ermittelten Daten sind
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zusammen mit den Daten fir die Probenahme lberiSdatum nach 12 h in Tabelle 13
dargestellt.

Die in Tabelle 13 zusammengestellten Daten zeidass der Effekt der Sedimentation von
Zellen im MHFR bei der Kultivierung vomacillus megateriuntrotz der Auswahl einer
geringeren Drehzahl des Magnetrihrers geringer alst, bei den bisher durchgefuhrten
Kultivierungen. Die Abweichungen zwischen den dumas Septum aus dem MHFR
gezogenen Proben und den nach Abpumpen entnomriReoke liegen bei den MHFR 2 und
3 um 11 %. In MHFR 1 wurde die optische Dichte inHMR sogar durch die Probenahme
Uber das Septum um 6 % Uberschatzt. Diese geriedan®ntation von Zellen ist auf die
geringere Zelldichte bei der Kultivierung v&acillus megateriunzuriickzufiihren, wobei die

maximal erreichte optische Dichte bei 7,6 rel. Adgt.

Tab. 13: Vergleichende Darstellung der optischeoht@ tUber das Septum und nach Abpumpen der
Kulturbrihe aus dem MHFR.

Optische Dichte [rel. AU]
Zunahme der
Probenahme nach 12 h Probenahme nach dem optischen Dichte [%]
Uber das Septum Abpumpen aus dem MHFR
MHFR 1 4,43 4,15 -6,3
MHFR 2 5,64 6,24 10,6
MHFR 3 6,86 7,62 11,1

Nach Beendigung der Kultivierung wurden die ZeNem ihrem Fermentationsmedium durch
Zentrifugation (30 min bei 4 °C und 3.345 g) abegent. Der Zelliberstand wurde dann fur
die Produktanalytik und Versuche im Bereich Dowestning eingesetzt. Die Protein-
konzentration im Zelliberstand wurde mit dem Bradifdest bestimmt und die Aktivitat der
Levansucrase wurde Uber den in Anhang B.10 dailiest&nzymtest ermittelt. Die Daten
fur Proteinkonzentration und Enzymaktivitat sinddibbildung 37 zusammengestellt.

Die Proteinkonzentration im Zelliberstand der vielsgenen Kultivierungen liegt zwischen
50 und 80 pg/mL, wobei MHFR 4 mit 50 ug/mL die nmigdte Proteinkonzentration aufweist.
Im Vergleich zwischen der Schittelkolbenkultivieguand der im membranbegasten MHFR
durchgefiihrten Kultivierungen liegen die Proteinkemtrationen im MHFR um 12 bis 34 %
hoher als im Schiittelkolben. Doch die Messung deteihkonzentration liefert keinen
spezifischen Nachweis der Produktkonzentration.hAaicdere extrazellulare Proteine sowie
Proteine, die im Komplexmedium enthalten sind werddurch den Bradford-Test

nachgewiesen.
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Abb. 37: Darstellung der Proteinkonzentration et Aktivitdt der Levansucrase nach Abtrennung der

Zellen fir die Kultivierung vorBacillus megateriunpRBBm15, Lev 773His.

Der spezifische Nachweis der Levansucrase erfalgee einen Enzymaktivitatstest [U/ml].
Abbildung 37 rechts zeigt die Enzymaktivitat dersahiedenen Kultivierungen nach 12 h. In
der Probe aus MHFR 4 konnte wie erwartet eine gmghinge Aktivitat von 0,9 U/mL
ermittelt werden. In den anderen Kultivierungen riiem deutlich hohere Enzymaktivitaten
nachgewiesen werden. Die grofdte Aktivitat wird m@3 U/mL in MHFR 3 erreicht. Im
Schuttelkolben hingegen liegt die Aktivitat um 60iédriger als im Mikro-Hohlfaserreaktor.
Nahere Informationen Uber die Zusammensetzung dreR liefert die SDS-Page. Doch da
die Proteinkonzentrationen im Vergleich zu den @en Escherichia coliKultivierungen
erreichten Werten sehr niedrig sind, wurden dieb@noftir eine bessere Detektion durch die
SDS-Page um den Faktor 10 aufkonzentriert. Die duilentrierung erfolgte in Vivaspin
Modulen der Sartorius AG, Gottingen mit einer Addgssgrenze von 10 kDa.

Anschlie3end wurden die Proben des Zelllysats taitterapure miniprep MC Spin Columns
aufgereinigt. Die aufkonzentrierten Proben undHligionsproben wurden mittels SDS-Page
aufgetrennt und die Aufreinigung bewertet. AbbilduB8 zeigt die SDS-Page der aufge-
fuhrten Proben nach der Farbung der enthaltenaeiReaomittels Silberfarbung.

Das nachzuweisende Enzym Levansucrase besitziM&ese von 110 kDa und kann in etwa
auf der Hohe der 100 kDa Bande des Markers naclkegewi werden. Fur die
aufkonzentrierten Zelluberstande sind die Produidba minimal tber der 100 kDa Bande
des Markers erkennbar. Die Intensitat der Produktea korreliert mit den fir den Enzymtest
ermittelten Aktivitaten. So ist die Produktbande tlie Probe aus MHFR 3 am starksten
ausgepragt. Die Bande fur den Zelliberstand aus RMHAFingegen ist kaum zu erkennen.
Hier zeigt sich auch der Vorteil des extrazelluorliegenden Produkts, denn die
Verunreinigung der Probe durch Fremdproteine isttltd geringer, als in den Versuchen
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mit intrazellular vorliegendem Produkt. Dies istral# zurlckzufuhren, dass andere
intrazellular vorliegende Proteine durch Zentrifuga direkt mit den Zellen abgetrennt

werden konnen.
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Zelliberstand MHFR 1
Zelliberstand MHFR 2
Zelliberstand MHFR 3
Zelluberstand MHFR 4
Zelliberstand Schittelkolben
Elution MHFR 1
Elution MHFR 2
Elution MHFR 3

10. Elution MHFR 4

11. Elution Schuttelkolben
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Abb. 38: SDS-Page fur die Proben aus aufkonzetdrreZellliberstand (10 fach) und der Elution aus der
Aufreinigung mit Vivapure miniprep MC Spin Column&irbemethode: Silberfarbung.

Auf die Spuren 7 bis 11 wurden die Elutionsproben Aufreinigung mit Vivapure miniprep
MC Spin Columns aufgetragen. Trotz der sehr sewrsitSilberfarbung des Gels sind keine
deutlichen Banden zu erkennen. Weder die Produ#itharoch die Fremdproteinbanden
finden sich in den auf das Gel aufgetragenen Higpmben wieder. Dies lasst darauf
schlieBen, dass die vorliegenden Proteine niclii@Membran der Spin Columns gebunden
haben, oder die Elution der Proteine von der Membriht erfolgreich war. Um diese
Moglichkeiten zu tberprufen, wurden fur alle Prolgem Aufreinigung mittels Bradford-Test
die Proteinkonzentration bestimmt.

Abbildung 39 zeigt die Proteinkonzentrationen dextieén fur die Aufreinigung mit Vivapure
miniprep MC Spin Columns. Es ist deutlich zu erkemndass die Proteinkonzentrationen fur
den Durchfluss nahezu identisch sind mit dem Zelistand. Das heil3t, dass nur geringe
Mengen des im Zelliberstand vorliegenden Protemsia Membran binden. Zusétzlich ist
keine erhOhte Proteinkonzentration in der Eluticsigion nachzuweisen. Das bedeutet, die
geringe Proteinmenge, die an die Membran gebundenwird nicht selektiv durch die

Aufgabe des Elutionspuffers von der Membran geldst.
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Il VHFR 1
I MHFR 2
Il VHFR 3
Il MHFR 4
[ Schiittelkolben

Proteinkonzentration [pg/mL]

Abb. 39: Proteinkonzentration der einzelnen Proden Aufreinigung mit Vivapure miniprep MC Spin

Columns.

Doch fur die Bewertung und den Vergleich der Kud#hungen im MHFR und im
Schittelkolben sind die aus den Zellliberstanderittettan Werte ausreichend. Daher wurde

auf eine Optimierung des Aufreinigungsprotokollsziehtet.

6.3. Zusammenfassung

In den vorangegangenen Kapiteln wurde zuséatzlich kanstruktion der Reaktoren die
Entwicklung des MHFR in Bezug auf die Minimierungnv Strémungsdefiziten und die
Optimierung der Sauerstoffsattigung vorangetrieberdiesem Kapitel hingegen wurde der
optimierte MHFR fir den Aufbau eines Parallelreal@areeningsystems bestehend aus vier
Reaktoren eingesetzt. AufRerdem wurde der Einsatz MEIFR fur die Kultivierung
verschiedener Testorganismen realisiert.

Fur den Aufbau des Screeningsystems mussten Matidiken am bisherigen Reaktoraufbau
vorgenommen werden. So wurde auf den extrakapillafeeislauf verzichtet, um den
apparativen Aufwand des Screeningsystems moglgdrstg zu halten. Zusatzlich wurde fir
die Entnahme von offline Proben ein Septum in destkel des Reaktors integriert. Der
Aufbau des Screeningsystems wurde als flachigeb@wfealisiert. Dies bietet im Gegensatz
zum stapelformigen Aufbau den Vorteil, dass dieelimen Reaktoren Gber die transparente
Deckplatte besser einsehbar sind. Aul3erdem kanrDeddkplatte des Reaktors so fur die
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Analytik der Sauerstoffsattigung und fir die Entmghvon offline Proben genutzt werden.
Eine Erweiterung des Screeningsystems auf mehrveds Reaktoren ist durch den
Mehrstellen-Magnetrihrer und den darauf angepaddtenmostat limitiert. Dennoch kénnte
das kompakte Screeningsystem bei Bedarf auch nobhaizfgebaut werden.

Nach dem erfolgreichen Aufbau des Screeningsysteunde die Kultivierung verschiedener
Testorganismen vorangetrieben. Als Testorganismearmen zweiEscherichia coliStamme
ausgewahlt, sowieCorynebacterium glutamicunund Bacillus megaterium Bei allen
Testorganismen wurden das Zellwachstum und die uRttmtmation bewertet. Zum
Vergleich wurde mit allen Testorganismen im glerth®alstab eine Schuttelkolben-
kultivierung durchgefiihrt und beurteilt. Zusatzlielurde ein Reaktor im Screeningsystem
ohne Membranbegasung betrieben, wodurch die Saffeessorgung im MHFR als
essentieller und limitierender Faktor fur den Badrides MHFR bei der Kultivierung von
aeroben Mikroorganismen bestatigt werden konnte.

Die Kultivierung der beideriEscherichia coliStamme zeichnet sich durch die Produktion
eines intrazellular vorliegenden Produkts aus. 8ei Kultivierung vonE. coli JM109
pGFPx6His konnten im MHFR hdhere Zelldichten, afs Schittelkolben ermittelt werden.
AuBBerdem konnten im MHFR hdhere Produktkonzentnatio nachgewiesen werden. So
erreicht die intrazellulare GFP-Konzentration imh&telkolben nur 40 % der im MHFR
ermittelten Werte. Trotzdem ist die ProduktausbenteMHFR nicht optimal. Da bei der
Kultivierung vonE. coli JIM109 pGFPx6His im MHFR der Abbruch der Kultiviegubereits

in der exponentiellen Phase erfolgte, ist eineaveiOptimierung der Produktausbeute durch
eine Verlangerung der Kultivierungszeit denkbar.

Bei der Kultivierung vork. coli IM109 pET-bgl-his konnte ebenfalls eine deutlicthdre
Zelldichte im MHFR ermittelt werden. Im VergleichurzSchiittelkolbenkultivierung konnte
eine Erhdhung der Zelldichte um das dreifache rawlegsen werden. Der Nachweis des
produzierten Enzym®-Glucanase zeigt jedoch im MHFR um 20 % niedrigéreeym-
aktivitaten, als im Schuttelkolben. Dies kann vetlioln auf die starkeren Verunreinigungen
der Proben aus den Mikro-Hohlfaserreaktoren aufyjder hoheren Zelldichte zurtickgefihrt
werden. Insbesondere da durch den Nachweis nuEnymaktivitdt bestimmt wird und
eventuell inaktiv vorliegendes Enzym nicht berlck#gt wird.

Die Kultivierung vonCorynebacterium glutamicumst besonders durch die Moglichkeit des
ISPR, aufgrund des extrazellular produzierten Seiimeressant. Im Vergleich zur Schiittel-
kolbenkultivierung konnten um den Faktor 3,5 hoh2e#idichten und um den Faktor 2,2

hohere Serinkonzentrationen nachgewiesen werdes.pBaluzierte Serin diffundiert durch
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die Hohlfasern in den intrakapillaren Bereich desalRors und konnte hier auch direkt
abgefuhrt werden. Zusatzlich konnte aufgrund degesetzten synthetischen Mediums der
Nahrstoffverbrauch der Zellen anhand der Glucosedwoimation beurteilt werden. Hier
konnte gezeigt werden, dass die Glucose aus dediNedium durch die Hohlfasern in den
extrakapillaren Bereich diffundiert und dort vomdeéellen verstoffwechselt wird.

Bei der Kultivierung vorBacillus megateriunkonnte eine Erh6hung der Zelldichte und der
Enzymaktivitat der Levansucrase um den Faktor 25 Mergleich zur Schittelkolben-
kultivierung nachgewiesen werden. Zusatzlich biethe Kultivierung von Bacillus
megateriumdurch die extrazellulare Produktion des Enzymsabhsucrase ebenfalls die
Moglichkeit des ISPR. Doch die Masse des EnzymshidhkDa verhindert die Diffusion des
Enzyms durch die Hohlfasern. Um trotzdem ein ISRRemméglichen ist die Verwendung
von Hohlfasern mit einer grof3eren Ausschlussgreterkbar. AulRerdem kann das Produkt
Uber den His-tag gebunden werden. Die Mdglichketem ISPR der Levansucrase werden
in Kapitel 7 naher beschrieben.

Abschlie3end kann zusammengefasst werden, daskeallerganismen erfolgreich im MHFR
kultiviert werden konnten. Insbesondere der Asplelet ISPR bei der Produktion von Serin in

Corynebacterium glutamicumzeigt das grof3e Potential der Mikro-Hohlfaserresdi.
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Kapitel 7

Integrierte  Produktaufarbeitung von His-tag-

Proteinen im Mikro-Hohlfaserreaktor

Ein angestrebtes Ziel bei der Entwicklung des Mikahlfaserreaktors ist die Entwicklung
einer integrierten Produktaufarbeitung oder in-siproduct removal (ISPR). Die
Produktaufarbeitung kann wie bei der Reinigung 8emnin ausCorynebacterium glutamicum
Uber die Ausschlussgrenze der Hohlfaser realisiemtden. Eine andere Strategie ist die
Bindung des Produkts an die Hohlfaser. Dazu wurdHehlfasern nachtraglich chemisch
modifiziert, so dass Affinitatshohlfasern entwidkelerden konnten. Besonders interessant
dabei ist der Einsatz von Metallionen fur ihre Venslung als Affinitatsliganden. An IDA-
Membranen kénnen 2-fach positiv geladene Metallateeminal komplexiert werden. Durch
die Anwendung von Hohlfasern, die mit Metallioneakdriert worden sind, besteht die
Moglichkeit, diverse His-tag Proteine aufzureinigen

Die Arbeiten zur integrierten Produktaufarbeitungnv His-tag Proteinen wurden in
Kooperation mit der zweiten im Rahmen des DBU-Ruigie ,Modularer Mikro-Hohlfaser-
reaktor zur mal3geschneiderten Proteinabtrennungem Zellkulturtechnik* (Az. 13120)
erarbeiteten Dissertation durchgefiihrt. Die MOodteken zur integrierten Aufreinigung der
im Reaktor produzierten His-tag Proteine soll imigéaden kurz dargestellt werden. Weitere
Resultate zum Einsatz von Hohlfasermodulen zu I188& als Affinitdtsmodule sind in der
Dissertation ,Entwicklung eines Mikro-Hohlfaserréats zur Anwendung in den Bereichen
Kultivierung und Downstream Processing” von Kradichzulesen [1].
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7.1. Strategien zur Oberflachenmodifikation von yBolfon- und

Polyethersulfon-Hohlfasern

Als Angriffspunkt fur die chemische ModifizierungidHohlfasern kdnnen ausschlie3lich die
terminalen Hydroxylgruppen des Polyethersulfonsuggnwerden. In der Literatur werden
verschiedene Verfahren zur Herstellung von Affitsitiembranen auf Basis dieser terminalen
Hydroxylgruppen beschrieben [30, 31, 32]. Besond&kersprechend fur die Aufreinigung
der produzierten His-Tag-Proteine ist der Einsatn WAC-Affinititsmembranen. Daher
wurde eine Strategie zur Herstellung von IMAC-Hak#rn entwickelt.

An die terminalen Hydroxylgruppen der Basismembsamad mit Ethylenglycoldimethylether
(EGDME) ein Epoxid-Linker gekoppelt, um die Membrdiir weitere Reaktionen zu
aktivieren. Anschlieend wird mit Hydroxyethylcdtise (HEC) ein Cellulosederivat
angekoppelt, um die Anzahl der bestehenden teremnididroxylgruppen zu vervielfaltigen.
Nach Anbindung des Polysaccharids werden die emsteen Hydroxylendgruppen erneut
epoxidiert. Ausgehend von der epoxidierten Hohliasenbran erfolgt die Bindung von
Iminodiessigsaure (IDA), gefolgt von einer Komplexing von 2-fach positiv geladenen
Metallionen (C@*, Ni?*, Cc**, zr™).

Abb. 40: Schema zu Generierung einer IMAC-funiigsierten Hohlfaser.
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Abbildung 40 visualisiert diese Strategie zur Heltshg der IMAC-Hohlfasern. Die genauen
Versuchsbedingungen sind im Anhang B.11 beschriebeam Nachweis der Beladungs-
dichten nach den einzelnen Funktionalisierungsstdgolgt Uber photometrische Mess-
methoden sowie mittels Titrationsanalysen. FurRestimmung der Beladungsdichten nach
dem jeweiligen Funktionalisierungsschritt wird deXcid-Orange-Assay angewendet.
Zusatzlich wird die Beladungsdichte des Cellulosedées mittels Phenol-Schwefelsaure-
Assay Uberpruft [1].

Solch generierte IMAC-Hohlfasermembranen kénnenFmlgenden eingesetzt werden, um

die produzierten His-tag-Proteine aufzureinigen.

7.2. Aufreinigung vorb-Glucanase durch Affinitatshohlfasern

Ausgehend von der Kultivierung vda coli JIM109 pET-bgl-his im MHFR-Screeningsystem
(Kapitel 6.2.1.) wurde der Einsatz der IMAC-Affiatshohlfasern fur die Aufreinigung der
His-getagtenb-Glucanase untersucht. Da das Produkt in geringengein auch sekretiert
wird, kann der aufkonzentrierte Zelliberstand aaa #ultivierungen der MHFR 1 bis 3
verwendet werden.

Fur die Aufreinigung wird ein Affinititsmodul beratit das heil3t, ein mit 43 modifizierten
UltraPES-Hohlfasern versehenes Reaktormodul. Dseifiawurden in diesem Fall nach dem
in Kapitel 7.1. beschriebenen Schema funktionatisied die hergestellten IMAC-Hohlfasern
wurden mit Cobaltionen komplexiert. Die Aufreinigumvurde analog zu den verwendeten
Vivapure miniprep MC Spin Columns durchgefiihrt, wphier die Testlosung nicht durch
die Membranen zentrifugiert, sondern mit Hilfe eiferistaltikpumpe durch die Hohlfasern
des Affinitatsmoduls geleitet wurde.

Die aus der Kultivierung im MHFR-Screeningsysterhadtenen Zelliiberstande wurden mit
Hilfe von Vivaspin Modulen der Sartorius AG, Gégen mit einer Ausschlussgrenze von
5 kDa um den Faktor 10 aufkonzentriert. Anschliel3emrde das Affinitatsmodul mit 9 mL
der erhaltenen Inkubationslosung beladen. Die lakahslosung wurde dabei fir 1 h mit
einer Flussrate von 5 mL/min durch die Hohlfaseepunpt. AnschlieRend wurde die
Inkubationslésung abgepumpt und das Affinitatsmod8uk mit je 10 mL Waschpuffer
gespult. Die Waschschritte wurden fir jeweils 1 rbei einer Flussrate von 5 mL/min
durchgefuhrt. Fir die Elution wurde das Modul &5 min mit jeweils 5 mL Elutionspuffer

gespult. Die einzelnen Schritte des Aufreinigungpkolls wurden durch die Bestimmung
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von Proteinkonzentration und Enzymaktivitat bewerDee Ergebnisse sind in Abbildung 41

zusammengestellt.

Proteinkonzentration [mg pro g Hohlfaser]
S
1

Abb. 41: Darstellung der Proteinkonzentration wet Enzymaktivitdt wéhrend der Aufreinigung vba

Glucanase aus dem Zelluberstand der KultivierungB/ocoliJM109 pET-bgl-his [1].

Die Proteinkonzentration wahrend der einzelnenigehder Kultivierung zeigt, dass wahrend
der Beladung eine Proteinkonzentration von 7,8 milhlfaser auf die Membranen
aufgebracht werden konnte. Durch die Waschschnigtelen nicht gebundene Proteine von
der Membran gewaschen, dieser Anteil liegt bei 5@8exodurch die Beladung aufgebrachten
Proteine. Anschliel3end erfolgte die Elution, wob@& mg Protein von den Hohlfasern eluiert
werden konnten. Da durch den zur Bestimmung detefPtmnzentration durchgefihrten
Bradford-Test die Konzentration aller im Zellibarsd vorliegenden Proteine nachgewiesen
wird, wurde ein spezifischer Produktnachweis Ub@n dEnzymaktivitatstest realisiert
(Anhang B.8). In den Waschfraktionen 1 und 2 simkyEnaktivitaten von 1,3 U/mL und
0,6 U/mL ermittelt worden. Dies zeigt, dass dasdBkb nicht vollstandig an die Fasern
gebunden werden konnte. Entweder reicht die Belggkapazitdt der Hohlfasern nicht fur
die aufgebrachte Enzymkonzentration aus oder edeftasich um Auswascheffekte. Dabel
wird die Uber die Metallionen realisierte Komplexthung zum His-tag gelést. Dennoch
konnten fir die Elutionsfraktionen hohe Enzymakiiten nachgewiesen werden. So erreichte
die Enzymaktivitat in der ersten Elution 70 % des der Beladung nachgewiesener Aktivitat.
Die folgenden Elutionsfraktionen zeigen sinkendeyEmaktivitaten.

Folglich konnte das Zielprotein analog zur Aufrgumg mit Vivapure miniprep MC Spin

Columns erfolgreich an die IMAC-Hohlfaser gebunded wieder eluiert werden.
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7.3. Kultivierung und integrierte Produktaufarbeitung d@wispiel

von Bacillus megaterium

Ausgehend von der Kultivierung voBacillus megateriumpRBBmM15, Lev 773His im
MHFR-Screeningsystem (Kapitel 6.2.3.) wurde derskin der IMAC-Affinitatshohlfasern
fur die Aufreinigung der His-getagten Levansucraseersucht. Da das Produkt sekretiert
wird, jedoch durch die Hohlfasern im extrakapillamereich zuriickgehalten wird, soll die
Levansucrase direkt wahrend der Kultivierung an [BAfunktionalisierte Hohlfasern
gebunden werden.

Fur die Kultivierung wird folglich ein MHFR benutztler mit 43 modifizierten UltraPES-
Hohlfasern versehen wurde. Die Fasern wurden isedieFall nach dem in Kapitel 7.1.
beschriebenen Schema funktionalisiert und die Ils¢etieen IMAC-Hohlfasern wurden mit
Cobaltionen komplexiert. Nach der Kultivierung wirdie Zellbrihe abgepumpt. An-
schlieBend wird nur ein Waschschritt durchgefiilnty eventuelle Auswascheffekte zu
minimieren. Die Elution des Produkts wird mit jer® Elutionspuffer durchgefihrt, der fur
15 min bei einer Flussrate von 5 mL/min durch dehlasern gepumpt wird. Abbildung 42
zeigt die Proteinkonzentrationen fir die durchgefiin Elutionsschritte.
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Abb. 42: Darstellung der Proteinkonzentration wadreer Elution von Levansucrase aus der Kultivigrun

von Bacillus megateriurpRBBm15, Lev 773His [1].

Durch die Elution konnten Proteine von der Membedunert werden. Die Elutionsproben
zeigen sinkende Proteinkonzentrationen. 40 % des den Hohlfasern eluierten Proteins

konnte bereits mit der ersten Elution von der Haddf gelost werden.
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Die erhaltenen Elutionsproben wurden auch mit Hiés Enzymaktivitatstests (Anhang B.7)
auf die Aktivitat der Levansucrase untersucht. Z@iner hohen Aktivitat von 103 U/mL in

dem eingesetzten Zelliberstand konnte in den Hispimben keine Aktivitdt nachgewiesen
werden. Mdogliche Ursachen fir die nicht nachweisbanzymaktivitat sind Biofouling der

Membranen wahrend der Kultivierung, wobei sich déeebei der Kultivierung vorliegende

organische Bestandteile auf den Hohlfasern ablageler eine Hemmung der Enzymaktivitat
durch bei der Kultivierung oder bei der Aufreiniguwvorliegende Inhibitoren. Letzteres
konnte jedoch durch die Durchfiihrung einer SDS-Ragealen erhaltenen Proben wiederlegt
werden, da auch hier das Enzym bei 110 kDa nicbhnaveisen war (SDS-Page nicht
dargestellt).

7.4. Zusammenfassung

Fur die integrierte Produktaufarbeitung von His{agteinen konnte der Aufbau von IMAC-
Hohlfasern realisiert werden. Nach der Komplexigrumit Metallionen koénnen die
produzierten His-tag Proteine an die Membran gebnnakerden.

Die Aufreinigung von His-getagtds-Glucanase auk. coli IM109 pET-bgl-his konnte mit
diesen Hohlfasern erfolgreich durchgefuhrt werdeoch da das Produkt extrazellular in
geringer Konzentration vorliegt, ist ein Aufkonzextionsschritt des Zelliberstands
notwendig und somit keine direkt in die Kultiviegunintegrierte Produktaufarbeitung
maoglich.

Die integrierte Aufreinigung von Levansucrase direhrend der Kultivierung voBacillus
megaterium konnte nicht erfolgreich abgeschlossen werden. [Mderflache der
funktionalisierten Hohlfasern wird durch Biofouliniglockiert, bevor das Produkt an die
Fasern binden kann. Fir eine erfolgreiche Aufreingg der Levansucrase konnten
verschiedenen Strategien getestet werden. Die Warting kdonnte separat durchgefiihrt
werden, wobei ein Affinitatsmodul direkt an das #uerungsmodul gekoppelt werden kann.
Nach Abschluss der Kultivierung kbénnte dann dietudriihe direkt in das Affinitatsmodul
geleitet werden. Alternativ kbnnte die in das Ku#&rungsmodul integrierte Aufreinigung
durch den Einsatz synthetischer Medien realisiggtden, denn das verwendete Komplex-
medium beinhaltet bereits diverse Proteine, wefthelie Blockierung der funktionalisierten
Hohlfasern verantwortlich sein kdénnten. Durch densBtz eines definierten synthetischen

Medium kdnnte dieser Effekt minimiert werden.
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Somit konnte der Aufbau von Affinitdtshohlfaserndumnlie Aufreinigung von His-tag
Proteinen Uber diese Hohlfasern fir spezielle Rrobtellungen verwirklicht werden.
Zusatzlich bieten sich verschiedene Optimierungdiciiigeiten der Bedingungen fir
Kultivierung und Aufreinigung an, um das groRe Rttt von MHFR im Bereich der

integrierten Produktaufarbeitung voll auszuschopfen
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Kapitel 8

Zusammenfassung und Fazit

In der vorliegenden Arbeit wurde die Entwicklunges neuartigen Mikro-Hohlfaserreaktors
realisiert. Diese Kombination eines Bioreaktors miitem Membranverfahren, wobei beide
Prozesse integral miteinander gekoppelt sind, viefsgpentscheidende Vorteile. Der Mikro-
Hohlfaserreaktor kann bei der Durchfihrung komplexsotechnologischer Ablaufe

eingesetzt werden, die in klassischen Reaktortypieht realisierbar sind. So kann die
gezielte, effiziente sowie 6konomisch und 6kololgisinnvolle Herstellung neuer Produkte
erreicht werden. Dabei soll der Mikro-Hohlfasereakfiir die mikrobielle Produktion und

ein integriertes Downstreaming eingesetzt werden.

In Kapitel 3 wurde die Realisierung dieses Projektd Mikro-Hohlfaserkassetten des
Projektpartners Saxonia BioTec GmbH, Radeberg @&mpts Doch verschiedene Faktoren
beeintrachtigten den erfolgreichen Einsatz der Reb&sismodule in der Kultivierung. So
konnte mit diesem Reaktor keine ausreichende Dusthimang des Reaktorvolumens im
vorliegenden Design gewéhrleistet werden. Des Waitevar fraglich, ob der Sauerstoff-
eintrag fur eine Kultivierung von Mikroorganismensaeicht. Aul3erdem konnte durch den
Partner Saxonia BioTec GmbH, Radeberg kein defaseReaktorvolumen und keine
definierte Faseroberflache gewahrleistet werdenlchwee flir wissenschaftliche Arbeiten
unerlasslich sind. Somit waren umfangreiche Verémugen im Reaktoraufbau notwendig,
um den Mikro-Hohlfaserreaktor im Bereich der mikedlen Produktion einsetzen zu kénnen.
Dennoch konnten mit Hilfe der Basismodule verschined Standardarbeitsanweisungen fur
den Einsatz der Mikro-Hohlfaserreaktoren der Bibtexogie erarbeitet werden. So konnten
fur den aus verschiedenen Materialien gefertigtereak®or Desinfektions- und
Sterilisationsbedingungen erarbeitet werden, die deaktoraufbau, insbesondere die

Verklebungen und die Porenstruktur der Hohlfasenicht beeintréchtigen. Fir die



Kapitel 8 - Zusammenfassung und Fazit 94

Desinfektion wurde ein Protokoll mit Natriumhypoacht erstellt, die Sterilisation kann aber
ebenso durchgStahlen erméglicht werden. AufRerdem konnte die éllemung des
Stromungsverhaltens im extrakapillaren Bereich Msro-Hohlfaserreaktors verwirklicht

werden, die fur die Optimierung der Stromungscharadtika notwendig ist.

Im Folgenden wurde eine vollstandige Neukonstruktdes Reaktors realisiert und eine
Optimierung des Reaktors in Bezug auf das Stronmuargalten im Reaktor und auf den
Sauerstoffeintrag durchgefuhrt. Trotz zahlreicherhhischer Probleme bei der Integration
und Verklebung der Fasern, der Auswahl eines pdsserReaktormaterials und der
Integration passender Dichtungen und Verschrauburgente ein funktioneller Mikro-
Hohlfaserreaktor entwickelt werden. Durch die Ing&ign eines Magnetrihrstdbchens in den
Reaktor konnte das Stromungsverhalten entschendem@ssert werden. Fir die Optimierung
des Sauerstoffeintrags in den Reaktor wurde degtation einer zweiten Lage Hohlfasern in
den Reaktor realisiert. Dabei handelt es sich urhlfidsern der Firma Toyobo, Japan die aus
Polyvinyldifluorid bestehen und speziell fir die Meranbegasung entwickelt wurden.
Zusatzlich wurde der Sauerstoffeintrag durch diga8eng mit reinem Sauerstoff erhoht.
Insgesamt konnte der Sauerstoffeintrag in den Realkh den Faktor 18 erhéht werden.

Die verschiedenen Optimierungen des Reaktors fiilateeiner deutlichen Verbesserung im
Bereich der Kultivierung. Dabei konnte die optisddiehte der Testkultivierung im Mikro-

Hohlfaserreaktor um den Faktor 9 erhoht werden.

Der in Kapitel 6 beschriebene Aufbau eines Scregmystems wurde nach der erfolgreichen
Optimierung des Reaktorsystems vorgenommen. Dabgidem vier Mikro-Hohlfaser-
reaktoren in flachigem, parallelen Aufbau angeotdneobei eine Anpassung des
Reaktorsystems und der Analytik an die Vierfachb@siung vorgenommen werden musste.
Im Screeningsystem wurden anschlieliend verschiedeserganismen kultiviert, wobei
parallel immer eine Schuttelkolbenkultivierung al&rgleich durchgefuhrt wurde. Als
Testorganismen wurden zwEscherichia coliStamme ausgewahlt, sow@rynebacterium
glutamicumund Bacillus megateriumBei allen Testkultivierungen konnten in den Mikro
Hohlfaserreaktoren héhere optische Dichten erregoltie ein erfolgreicher Produktnachweis
gefuhrt werden. Die Kultivierung voGorynebacterium glutamicumt durch die Méglichkeit
des ISPR aufgrund des extrazellular produziertenin§ebesonders interessant fur die
Anwendung im Mikro-Hohlfaserreaktor. Im Vergleichurz Schittelkolbenkultivierung
konnten um den Faktor 3,5 hohere Zelldichten und den Faktor 2,2 hohere Serin-

konzentrationen nachgewiesen werden. Das prodeazi&erin diffundiert durch die
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Hohlfasern in den intrakapillaren Bereich des Refaktind kdnnte hier auch direkt abgefuhrt

werden.

Fur die integrierte Produktaufarbeitung von Hisfagteinen konnte der Aufbau von IMAC-
Hohlfasern realisiert werden. Die produzierten tdig-Proteine kdnnen an die mit Metall-
ionen komplexierte Membran gebunden werden. Dieréwigung von His-getagteb-
Glucanase aug&. coli JIM109 pET-bgl-his konnte mit diesen Hohlfaserrolgreich durch-
gefuhrt werden. Doch die integrierte Produktauigring der durchBacillus megaterium
produzierten Levansucrase direkt wahrend der Kahlimg konnte nicht erfolgreich
abgeschlossen werden. Vermutlich wird die generi@berflaiche der funktionalisierten
Hohlfasern durch Biofouling blockiert, bevor daglprotein an die Membran binden kann.

Zusammenfassend konnte der Aufbau eines funktiemeflexiblen Mikro-Hohlfaserreaktors
realisiert werden. Trotzdem bieten sich verschiedegdptimierungsmaoglichkeiten der
Bedingungen fir Kultivierung und Aufreinigung, umasd grof3e Potential des Mikro-
Hohlfaserreaktors besonders im Bereich der intggne Produktaufarbeitung voll
auszuschopfen. So kann zum Beispiel die Produktaifigy des inCorynebacterium
glutamicumproduzierten Serin (Kapitel 6.2.2.) weiter optimhigerden.

Ein weiter Aspekt fur den erfolgreichen Einsatz dé&ro-Hohlfaserreaktors ist der des
Biofoulings. Zum Einen muss fur den zukinftigen $&itz untersucht werden, ob der Mikro-
Hohlfaserreaktor als Einwegprodukt eingesetzt wetden. Dazu muss die Kostenbilanz fur
die Herstellung optimiert werden. Alternativ konmterch eine vollstdndige Entfernung des
bei der Kultivierung entstehenden Biofilm eine Makhverwendung verwirklicht werden.
Zum Anderen muss untersucht werden, ob trotz Blofgueine integrierte Produkt-
aufreinigung durch die Bindung von His-tag Protairen IMAC-Hohlfasern wahrend der
Kultivierung moglich ist.

Zusatzlich sind weitere Modifikationen des flexibl®eaktors fir spezielle Anwendungs-
gebiete denkbar. So kdnnen Hohlfasern aus untedicdhen Materialien mit verschiedenen
Porengrof3en eingesetzt werden. AulRerdem konnensdivienktionelle Gruppen auf die
Hohlfasern aufgebracht werden, um das Produkt selekzutrennen.

Ein weiterer mdglicher Einsatzbereich fir den Mikiohlfaserreaktor ist die Kultivierung
von Saugerzellen. Die komplexen Kaultivierungsbedmgen, wie die kontinuierliche
Né&hrstoffversorgung sowie die notwendige blaseefig@eégasung der Zellen kdnnen durch
den Mikro-Hohlfaserreaktor realisiert werden.
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Anhang

A Materialien und Abktrzungen

A.1 Chemikalien und Reagenzien

Bacto-Hefeextrakt Difco Laboratories, Ausburg
Bacto-Trypton Difco Laboratories, Ausburg
Coomassie® Brilliant Blue R 250 Serva elektropk@eHeidelberg
Epoxidkleber R&G, Waldenbuch
Isopropanol Merck KGaA, Darmstadt
Natriumhypochlorit Fluka Chemie AG, Buchs
Silikonkleber ,Elastosil RT 601" Wacker Silicon®@ftobrunn

Alle nicht gesondert angegebenen Feinchemikaliemi@uvon Sigma Aldrich bezogen.

A.2 Gerate

Analysenwaage ,Analytik AC 210S* Sartorius AG, Gidgien

Autoklav ,U150" Systec GmbH, Wettenberg

Digital-Manometer Mannix, Lynbrook USA

Fluoreszensspektrometer F-4500 Hitachi High Teldgy Europe GmbH,
Mannheim

Gelelektrophorese Bio-Rad, Minchen

HPLC Techlab, Erkerode
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Multimixer

Pipetten

Photospektrometer Multiscan
Sauerstoffmessgerat
Schuttelschrank ,Certomat HK*
Sterilbank ,LaminAir*
Thermomixer
Tischzentrifuge BioFuge Pico
Ultraschallsonde
UV-Vis-Spektrometer

Vortex Mixer ,Raex top“
Wasseraufbereitungsanlage
Wasserbad

Zentrifuge ,IEC CL30"

A.3 Abkulrzungsverzeichnis

Variomag Poly 15, Thermo Scientific
Eppendorf AG, Hamburg
Thermolabsystemsgéaselbold
Oxy-4 micro, PreSens, ikbgeg
Sartorius AG, Gagem
Holten, Allerod, Danmark
Thermomixer Compact, Eppendorf
Heraeus, Hanau
Sartorius AG, Gottingen
Cary 50, Varian
Heidolph, Kelheim
Sartorius AG, Gottinge
Julabo UC, Seelbach

Heraeus, Hanau

AU Absorption unit

BHI Brain heart infusion

BSA bovine Serum Albumin

cm Zentimeter

DNS Dinitrosalicylséure

HEC Hydroxyethylcellulose

EGDME Ethylenglycoldimethylether

Em Emissonswellenlange

Ex Excitationwellenlange

g Gramm

GFP Green fluorescent Protein

h Stunde

HD Hamodialyse

HPLC High Pressure Liquid Chromatography
IDA Iminodiessigsaure

IMAC Immobilized Metal Affinity Chromatography
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IPTG
ISPR
kDa
KPP
L

LB

M

mg
MHFR
min
mm
mM
nm
OTR
OPA
PES
PS
PVDF
rpm
SDS-Page
U

MO

ML
pum

Isopropylb-D-thiogalactopyranosid
In-situ product removal
Kilodalton
Kaliumphosphatpuffer

Liter

lysogeny broth

Molar

Miligramm

Mikro-Hohlfaserreaktor
Minuten

Millimeter

Millimol

Nanometer

Oxygen Transfer Rate

o-Phthaldialdehyd
Polyethersulfon
Polysulfon
Polyvinyldifluorid
rounds per minute
Sodium Dodecyl Sulfate PolyacrylamideEBsttrophoresis

Unit

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

B Versuchsprotokolle und Losungen

B.1 Medienzusammensetzung

LB-Medium:
Hefeextrakt

59/L
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NaCl 10 g/L
Trypton 10 g/L

(Fur die Kultivierung vorBacillus megateriurnwird ein Medium mit 5 g/L NaCl verwendet.)

BHI-Medium:
BHI Bouillon 37 g/L

Synthetisches Medium (CgXIl):

(NH).SOy 10 g/L
Harnstoff 2,59/L
KoHPOy-2 H,O 10,71 g/L
KH.POy-2 H,O 5,24 g/L
MgSOy x 7 H,O 0,25 g/L
Biotin 0,2 mg/L
Thiamin-HCI 5 mg/L
CaCh 0,1g/L
Protokatechusaure 30 mg/L
CgXIll Spurensalze 1mL
Glukose 4 %

CgXIll Spurensalze:

FeSQ x 7 H,O 0,1g/L
MnSO, x HO 0,1g/L
NSO, x 7 KO 10 mg/L
CusSQ 2 mg/L
NiCl, x 6 H,O 0,2 mg/L

B.2 Pufferlosungen

Vivapure miniprep MC Spin Columns

“Pre-Wet"-Puffer:
NaCl 01M
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Equilibrationspuffer :

NaHPOy 50 mM
NacCl 300 mM
Imidazol 10 mM
pH 8
Waschpuffer:

NaH,PO, 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 20 mM
pH 8

Elutionspuffer:

NaHPOy 50 mM
NacCl 300 mM
Imidazol 250 mM
pH 8

B.3 Bradford-Test

Zur Proteinbestimmung wird der Bradford Test eirgets Dazu werden 900 Bradford-
Reagenz vorgelegt, 100 Probe dazugegeben und gut durchmischt. Die Rratak5 min bei
RT inkubiert und danach erneut gut gemischt. AnseBleind wird die Absorption béima=
595 nm gemessen. Alternativ wurde der Test aucMikmolitermalistab in einer Mikrotiter
Platte durchgefuhrt. Dabei wurden 90 pL Bradforéd@snz und 10 pL Probe verwendet.

Zusammensetzung des Bradford Reagenz pro Liter:

Coomassie Blue G250 0,19
Ethanol 95 % 50 mL
Phosphorsaure 85 % 100 mL

+ deionisiertes Wasser
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Kalibration:

0,30

0,28 /

- e y = 0,0004x + 0,2062
| s R = 0,989

0,24 e

0,22 _m

Absorption bei 595 nm [rel. AU]

020 ~

0,18 T T T T T
0 50 100 150 200
BSA Konzentration [pg/mL]

B.4 Aufreinigung mit Vivapure miniprep MC Spin Cohns

Die Aufreinigung der produzierten His-tag Proteerlgt Uber Vivapure miniprep MC Spin
Columns, Sartorius AG, Gottingen. Fur die Aufreuimg kommen verschiedene Metall-
salzlésungen in Frage. Dazu gehoren Cobalt, Kupliekel und Zink.

, ; Aufgabemengs Zentrifugations-
Schritt LOsun . :
9 [WL] geschwindigkeit [rpm] dauer [min]
"Pre Wet"-Puffer 400 7.300 1
0,5M
Membranbeladur "~
mit Metallionen Met‘glllonen 2 x 400 7.300 1
LAsung
"Pre Wet"-Puffer 2 x 400 7.300 1
M_e_mt_)ran Equilibrations- 2 % 400 5 700 1
Equilibrierung puffer
Membranbeladur = 5, ) 2 X 400 5.700 3
mit Proteinlésung
Waschschritt Waschpuffer 2 x 400 5.700 3
Elution der 1 x 200 4.000
gebundenen | Elutions- Puffer
Proteine 2 x 400 4.000
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B.5 GFP-Fluoreszenzmessung

Zur Bestimmung der Fluoreszenz des GFPs werden uvigea mit dem
Fluorszenzspektrometer Hitachi F-4500 durchgefilidabei kann die Messung mit
aufgearbeitetem GFP in Losung durchgefihrt werdder airekt in denE. coli Zellen
gemessen werden. Fur die intrazellulare Messungenmidie Zellen abzentrifugiert und zwei

Mal mit 0,9 % NaCl gewaschen werden, da Medierneteile die Messung beeinflussen
konnen.

Einstellungen Hitachi F-4500:
Messbereich Ex: 350 - 450 nm

Em: 450 — 550 nm

Intervall: 5 nm

Contour Intervall 50
SIlitEx 10
SIitEm 20
PMT Voltage 700
Kalibration:

1200

1000

y = 663,4x - 14,7
R = 0,999

800
600
400

_
200 u
04

T 1T T T T T T T T T T 1
-02 00 02 04 06 08 1,0 1,2 14 16 18

GFP Konzentration [ug/mL]

Fluoreszenz Intensitét [rel. AU]
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B.6 Optischer Sauerstoff Sensor: Messprinzip unkibkation

Eingesetzt wurden Sensor spots der Firma PreSernsHGBas Messprinzip beruht darauf,
dass Sauerstoff die Fluoreszenz einiger im Silikongebetteter Fluorophore wie z.B.
Ruthenium(ll)-[tris(4,7-diphenyl-1,10-phenantroliindhlorid quencht. Dieses zeigt eine hohe
Fluoreszenzintensitat bei einer Emissionswellerdangn 520 nm. In Anwesenheit von
Sauerstoff verringert sich die Intensitat sowie Hebensdauer der Fluoreszenz. Dies lasst
sich mathematisch durch die Stern-Volmer-Gleichbeschreiben:

|

=0 =1+ Ksv 10,]

[0,] (0]

lo: Intensitat der Fluoreszenz in Abwesenheit voneBstoff

liozy: Intensitat der Fluoreszenz in Anwesenheit voregstoff
Ksy: Stern-Volmer-Konstante
o. Lebensdauer der Fluoreszenz in Abwesenheit vaerSeff

[o2): Lebensdauer der Fluoreszenz in Anwesenheit voerStoff

Durch eine Glasfaser wird sowohl das AnregungslidBO nm) zum Fluorophor als auch das
emittierte Fluoreszenzlicht (520 nm) verlustfreinzuDetektor geleitet. Durch einen di-
chroistichen Spiegel wird das emittierte Licht vémregungslicht getrennt. Das Fluorophor
ist im Silikon eingebettet und lasst sich dadurtérilssieren, ohne dabei geschadigt zu
werden. Da ausschliel3lich gasférmiger Sauerstodf $ilikon gelangen kann, wird der
Sauerstoffpartialdruck pQurch den Sensor erfasst. Der Sensor spot wirchdtiastosil, ein

Zweikomponenten Silikon der Firma Wacker, unter@ezkplatte des MHFR geklebt.
Kalibration des Sensor spots:

Es wird bei Versuchstemperatur eine Zweipunktkatioradurchgefihrt. Fir die Kalibration
von 0 % pQ@ werden 50 mL einer 5 g/L NaSQo6sung in 12 mM KPP, pH 8 vorgelegt. Der
Sensor spot wird eingetaucht und 1 mL einef*@dsung ( 1G M/L ) dazugeben. Der Spot
wird in der Loésung geschwenkt bis der angezeigtet Wanstant ist.

Fur die Kalibration von 100% pOwerden 50 mL dest. 4 vorgelegt und mit Hilfe von
Druckluft mit Sauerstoff geséattigt. Den Spot wird der Lésung geschwenkt bis der
angezeigte Wert konstant ist.
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B.7 DNS Test

Zur Bestimmung der Glucosekonzentration wird derDNest [38] verwendet. Dazu werden
100 pL Testldsung mit 100 uL DNS Reagenz versetzt fiir 5 min bei 100°C inkubiert.
Danach wird die Probe auf Eis bis auf Raumtemperdigekihlt und anschlie3end mit 1 mL
deionisiertem Wasser gemischt und bei 540 nm phetidsch vermessen. Alternativ kann der
DNS Test auch im Mikrolitermaf3stab durchgefihrtdeer. Dazu werden 35 pL Testldsung
mit 35 pL DNS Reagenz versetzt, die Mikrotitergaterschweil3t und fur 5 min bei 100°C
inkubiert. Dann wird die Probe mit 140 pL deionitéen Wasser gemischt und bei
540 nm photometrisch vermessen.

Zusammensetzung des DNS Reagenz pro Liter:

3,5-Dinitrosalicylsaure 10g
Kaliumnatriumtatrat 300 g
Natriumhydroxid 16 g

+ deionisiertes Wasser

Kalibration:

y =0,39x + 0,025
R =0,998

o
v
1

T T T T T T T T T
0,0 05 1,0 15 2,0

Glucose Konzentration [g/L]
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B.8 b-Glucanase Aktivitatstest

Zur Bestimmung der Aktivitat der produziertbrGlucanase wirdb-D-Glucan als Substrat
genutzt [39]. Das Enzym setzt aus dem Substrat aGskibMolekiile frei, die mit dem DNS
Test nachgewiesen werden kénnen. 720 pL Substatiogl mg/mLb-D-Glucan in 0,05 M
Citrat Puffer, pH 6) werden vorgelegt und im Themixer auf 55 °C temperiert. Danach
werden 80 pL Probe zugegeben und bei 55 °C und #@@0fir 10 min im Thermomixer
inkubiert. Anschlieend werden 1200 uL DNS Reageungegeben und der DNS Test

durchgefiihrt. Uber eine Kalibration mit einem Enzyamdard kann die Enzymaktivitat in
Units berechnet werden.

Kalibration:

y =2,19x - 0,097
R =0,992

Absorption bei 540 nm [rel. AU]
@
1

T r T r T r T r
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
Enzymaktivitat [U/mL]

B.9 HPLC-Analytik von Serin

Zur quantitativen Bestimmung der Aminoséaurekonzgmn wird die reversed phase HPLC
(High Pressure Liquid Chromatgraphy) angewandt. Biregesetzte Probenmenge betragt
10 pL des entnommenen Zelliberstand. Die Probe mitd90 pl Boratpuffer und 400 pl
Methanol versetzt. Diese Losung wird mindestens2#irh bei -20 °C gelagert, um die im
Uberstand vorhandenen Proteine zu fallen. Im Ansshan die Proteinfallung wird die Probe

zentrifugiert. 10 pl des Uberstands werden entnomuomed mit Boratpuffer verdinnt. So
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werden die Proben insgesamt um den Faktor 500088 Serdiinnt. Nach der Verdinnung
mit Boratpuffer wird die Probe fir die HPLC-Messurgyeitgestellt.

Vor der chromatographischen Auftrennung erfolgteeiDerivatvisierung der Aminosauren
mit den Reagenziero-Phthaldialdehyd (OPA) undb-Mercaptoethanol, wodurch die
Detektion der Aminosauren durch einen Fluoreszeetelor erméglicht wird. Dieser letzte
Reaktionsschritt wird von einem Autosampler durdtigg. Hierzu werden 15 ul der Probe
mit 50 pl OPA-Reagenz versetzt und gemischt. Ngbhndin Inkubationszeit werden 10 pl
davon auf die Saule gegeben. Sobald die Injektmizagen ist, beginnt die Aufzeichnung

der Werte des Fluoreszenzdetektors bei 420 nm gamgswellenléange: 330 nm).

B.10 Levansucrase Aktivitatstest

Die Bestimmung der Aktivitat der produzierten Lesacrase wird mit dem DNS-
Aktivitatstest durchgefiihrt. Die Levansucrase katelt die Bildung des Polymers Levan.
Das Enzym spaltet Saccharose in Fruktose, diesm@ahsende Fruktan eingebaut wird, und
in Glucose, die ins Medium freigesetzt wird. Auflan besitzt das Enzym hydrolytische
Aktivitat, so dass es auch beide Monomere aus decHarosespaltung freisetzen kann. Die
im Medium befindlichen reduzierenden Zucker (Glukasd Fruktose) kénnen Uber eine
Farbreaktion mit DNS Reagenz nachgewiesen und pteitsch quantifiziert werden. Aus
der, in pmol/L*min angegebenen Steigung der eritgite Konzentrationswerte Uber den
jeweiligen Messzeitraum kann dann die Aktivitdt devansucrase determiniert werden. Die
so ermittelte Enzymaktivitat beschreibt die fregjete Menge an Fruktose und Glukose pro
Minute. Um einen Vergleich zu Literaturwerten zwaden wird mit einem Faktor von 0,56
multipliziert, um so eine Unit Definition zu erhaift, die die freigesetzte Menge an Glukose in
pmol pro Minute beschreibt [40,41].

Fur den Aktivitatstest werden 1,35 mL Reaktionshigsmit 150 pL Probe versetzt und bei
37 °C und 1000 rpm im Thermomixer inkubiert. Im &bl von 5 bis 30 min werden je
100 pL Probe entnommen und die Glukosekonzentratialer Testlésung mittels DNS Test
(siehe Anhang B.7.) bestimmt. Alternativ kann deesflT auch im Mikrolitermaf3stab
durchgefuhrt werden. Dazu werden 180 uL Reaktiausig mit 20 pL Probe versetzt und bei
37 °C und 1000 rpm im Thermomixer inkubiert. Fure dBestimmung der Glukose-

konzentration werden Proben von 35 puL entnommen.
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Zusammensetzung der Reaktionslésung:

Natriumacetat 100 mM 375 uL
Saccharoseldsung 50 % (w/v) 102,7 uL
CaCb-Losung 5g/L 44,1 L
Natriumazid-Losung 10 g/L 4,5 pL
deionisiertes Wasser 823,7 uL

B.11 Generierung von IMAC-Hohlfasern

Folgende Reaktionsschritte missen fiur die Genergewon IMAC-Hohlfasern durchgefuhrt
werden:

Kupplung des Diepoxids EGDGE an die Basismembran

Praparation der hydroxyaktivierten Matrixmembran

Herstellung der epoxyaktivierten Matrixmembran

Kupplung von Iminodiessigsaure

a bk 0N

Immobilisierung von Schwermetallionen

Nachfolgend wird die Durchfihrung der einzelnen lRieasschritte fir eine Hohlfasermenge
von 0,5 g beschrieben. Nach jedem Reaktionssahintk das Membranmaterial flinfmal mit
je 30 mL deionisiertem Wasser gewaschen.

Fur die Kupplung des Diepoxids EGDME an die Basisiiegn werden 50 mL einer 0,3 M
EGDME-L6sung (in 2-Propanol-Wasser-Azeotrop) sows® pL 1 M Kalilauge als
Katalysator auf die Hohlfasern gegeben und 15 h Reimtemperatur und 700 rpm im
Thermomixer inkubiert.

Die Préaparation der hydroxyaktivierten Matrixmembravird mit 50 mL wassriger
Hydroxyethylcellulose-Lésung (0,611 %) und 750 ulM1Kalilauge als Katalysator bei
50 °C realisiert. Die Inkubationsdauer betragt 13 h

Fur die Herstellung der epoxyaktivierten Matrixmearb wird eine wassrige Losung von
8 mL EGDME, 8 mL 0,4 M NaOH und 32 mg NaBHuf die Fasern aufgegeben. Natrium-
borhydrid verhindert dabei die Oxidation der Epgxigopen. Die Inkubation erfolgt bei
50 °C fir 1 h.
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Die Kupplung von Iminodiessigsaure wird durch Zugadner Reaktionslosung aus 4,7 g
Natriumhydroxid in 23 mL deionisiertem Wasser, §,Aminodiessigsaure und 11 mL
Methanol realisiert. Die Hohlfasern werden fir 24béi 85 °C mit der Reaktionslosung
inkubiert.

Bei der Immobilisierung von Schwermetallionen werd#ie Hohlfasern mit 50 mL 0,5 M

Metallsulfat-LOsung versetzt und bei Raumtempenatufrhermomixer bei 700 rpm flr 24 h

inkubiert.

C Technische Zeichnungen der Mikro-Hohlfaser-

reaktoren
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Mikro-Hohlfaserreaktor-Grundkorper mit 43 UltraPE&sern
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Intrakapillarer Anschluss fur den Mikro-Hohlfasexkéor-Grundkorper mit 43
UltraPES-Fasern
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Verbindungswelle fur den intrakapillaren Anschludes Mikro-Hohlfaser-

reaktors
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Deckplatte fur den Mikro-Hohlfaser-Grundkorper
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Deckplatte fur den Mikro-Hohlfaser-Grundkorper mrbbenahme
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Mikro-Hohlfaserreaktor-Grundkorper mit 43 UltraPE&sern und 43 Toyobo-
Fasern
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Intrakapillarer Anschluss fur den Mikro-Hohlfasexkéor-Grundkorper mit 43
UltraPES-Fasern
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Anhang

Exposionszeichnung des Mikro-Hohlfaserreaktors48itUltraPES-Fasern und

43 Toyobo-Fasern

1 2 3 | 4 | 6 7
10 8 76 5 3 R
Nr.| Menge Bezeichnung Material ==
1 1 Fasergrundkorper PMMA “_.N
2 2 Seitenteil PMMA
3 3 Deckplatte PMMA
4 4 Verbindungswelle Messing A B
5 1| Probenahme Unterteil PMMA %w
6 1 Septum Silikon —e=E5
71| Probenahme Oberteil PMMA \1% =
8 1 Anschlul Glasfaser Aluminium N
9 8 Schrauben Deckplatte A2 13 8=
10 1 O-Ring Grundkérper | AP 300 EPDM70 L
11 4 O-Ringe Seitenteile | AP 300 EPDM70
12 8 Schrauben Seitenteile A2
13 4 Schlauchanschlull Messing
11 c
1 \lr/ MaRe in mm | Zul. Abw. f. MaRRe |Fertigzustand . | Mal3stab ) T,\_m:@m.
Dimensions in | ghne #_,_mast: .|finishied condition| Scale 1. Quantity 1
millimeters General toleranc A
[ ﬁ\ Rohstoff/Raw material
Rohteil-Nr./Raw piece No.
Werkzeug-Nr./Tool No. _._“ . m .HO —A _ .
WMWB Zmﬁm Benennung/Designation
Bearb. 08.08.07 | L.Meyer .
jaun - Zusammenfassung der Reaktorteile
Checked
Norm
Approve
Institut fir techn. Chem e Sachnummer/Part-No. Blatt
CallinstraBe 1-3 Sheet
30167 Hannover Mw:
1 7 2 Dm_m_m._u %%E: _umﬁma zwﬁm pri/zeichnungen/Lina
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