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In der biotechnologischen und biopharmazeutischen Forschung besteht zunehmend ein erheblicher
Bedarf an leistungsfahigen Kultivierungssystemen — so genannter Bioreaktoren — die einen
automatisierten, hochparallelisierten Betrieb bei unabhangiger Variation einzelner Prozessparameter
zulassen (Zanzotto et al., 2004). Damit einher geht die Notwendigkeit fir immer groRere Mengen an
experimentellen Daten und die steigende Nachfrage nach Experimenten im Hochdurchsatz-Verfahren.
Diese Anforderungen zu decken zielen miniaturisierte Kultivierungssysteme mit einem hohen MaR an

integrierter Sensorik und Kontrollmdoglichkeit ab.

Miniaturisierte Kultivierungssysteme (Mikrobioreaktoren, MBR) erméglichen einen parallelisierten
Betrieb von Prozessen, wodurch, verglichen mit Bioreaktoren im Labormalstab, eine deutlich héhere
Anzahl an Versuchen gleichzeitig durchgefiihrt werden kann. Dabei kénnen verschiedene Parameter
und EinflussgroBen — biologischer und prozesstechnischer Natur — simultan untersucht werden.
Besonders Einschrdankungen in der manuellen Bedienung und dem experimentellen Betrieb im
herkémmlichen Prozess werden so umgangen. Weiterhin verringert das reduzierte Reaktionsvolumen
den notwendigen Platzbedarf sowie die Mengen und Volumina an eingesetzten Proben, Substraten
und Chemikalien. Zusatzlich bietet das gréRere Oberflachen-zu-Volumen-Verhiltnis Vorteile im
Warme- und Stofftransport. Daraus ergibt sich neben einer gesteigerten Kosteneffizienz eine
signifikante Beschleunigung der Forschung und Prozessentwicklung. Dabei kommen Vorteile von

Mikroreaktoren umso besser zur Geltung, je kleiner der Versuchsraum ist.

Eine Herausforderung der Miniaturisierung stellt allerdings die Kontrolle und Aufrechterhaltung
konstanter Umgebungsbedingungen im Reaktionsraum dar. Durch geeignete konstruktive
MaRnahmen missen Stoff- und Temperaturgradienten vermieden sowie homogene
Stromungsverhiltnisse Uber die gesamte Versuchsdauer hinweg gewahrleistet werden. Diese
besonderen Herausforderungen fiir die Homogenisierung ergeben sich vorwiegend aus dem
zunehmenden Einfluss von Kapillar- und Zahigkeitskraften gegeniber der Gravitations- und
Tragheitskraft im MikromaRstab (Dietzel, 2016; Shilton et al., 2011). Zusatzlich ist die Implementierung

von Sensorik und die einhergehende Analyse biologischer Prozesse anspruchsvoll.

MBR kommen zumeist in der Frihphasenentwicklung zum Einsatz, wenn eine groRe Anzahl an
Einflussfaktoren und deren Zusammenspiel zu untersuchen sind. Ein Hauptanwendungsgebiet ist die
Bioprozessentwicklung, wo sie die Bedingungen groRerer Kultivierungssysteme abbilden sollen (vom
Labor-, Uber den Pilot- bis hin zum Produktionsmalstab). Das Ziel besteht darin, die gewonnenen

Erkenntnisse aus dem kleinen in den nachstgroReren Mafstab zu transferieren und so eine
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MaRstabsvergroRerung (Scale-up) durchzufihren. Neben der Prozessentwicklung und dem damit
verbundenen Scale-up kommen die Vorteile von MBR bei Screening-Anwendungen zu analytischen
Zwecken zum Einsatz. In diesem Zusammenhang werden MBR weniger als Abbild von
Produktionsbioreaktoren genutzt, sondern vielmehr um spezifisch zelluldre Ablaufe zu beleuchten.
Hierbei sind sie ein analytisches Werkzeug zur Durchfiihrung zelluldrer Versuche in einer
automatisierten und parallelisierten Betriebsweise, um so einen groBen Umfang an experimentellen
Daten zu erzeugen. Fur diese Screening-Anwendungen ist es wichtiger, die Zellpopulation unter klar
definierten Bedingungen zu kultivieren und fortwahrend Messungen durchzufiihren, statt prazise ein

Abbild von Prozessbedingungen eines gréReren MaRstabes abzubilden.

Beide Anwendungsgebiete von MBR — als Scale-up-Instrument oder als analytisches Werkzeug — sind
sowohl fiir die industrielle als auch fiir die akademische Forschung von groRem Nutzen. Dies wird auch
verdeutlicht durch die enorme Anzahl an entwickelten MBR-Systemen und ihre rasche Integration in
die moderne biotechnologische Forschung. Bei den beschriebenen MBR-Systemen sind zwei
unterschiedliche Richtungen in Konstruktion und Bauweise zu erkennen: Auf der einen Seite existieren
Systeme mit definiertem Reaktorbehilter, die grundlegende Ahnlichkeit in der Bauweise mit
Laborbioreaktoren aufweisen — allerdings mit deutlich geringerem Reaktionsvolumen.
Charakteristische Merkmale sind dabei die Moglichkeit einer aktiven Durchmischung der Flissigphase,
eine umfangreiche online-Sensorik sowie die Maoglichkeit, durch Zugabe oder Entnahme von
Flussigkeiten den Kultivierungsprozess zu steuern. Zentrales Ziel dieser Systeme ist das Abbilden von
Prozessbedingungen eines groBeren Kultivierungssystems. Demgegeniiber stehen MBR-Systeme, die
ganz gezielt einen hohen experimentellen Durchsatz ermdglichen und daher in der Regel ein moglichst
geringes Reaktionsvolumen beinhalten. Zu diesem Zweck werden haufig Flussigkeitstropfen als
abgeschlossenes und definiertes Reaktionselement genutzt, in denen separate Versuche durchgefiihrt
werden. Ein dedizierter Reaktorbehilter (,Kessel”) ist in der Regel nicht vorhanden. Die Integration
einer aktiven Durchmischung zur Steigerung des Stofftransports und Vermeidung von
Konzentrationsgradienten ist allerdings ebenso anspruchsvoll, wie die Einbringung einer geeigneten
online-Sensorik in jeden Tropfen. Folglich ist eine ganzheitliche Uberwachung der ablaufenden
zelluldren Prozesse in Tropfen-Bioreaktoren bislang nur eingeschrankt moglich. Allerdings ist eine
nahezu unbegrenzte Parallelisierung der Reaktionselemente machbar, wodurch eine deutliche

Flexibilitat in der Versuchsdurchfiihrung gewahrt wird.

Die Verbindung beider Bauweisen — Tropfen-Bioreaktoren auf der einen und MBR mit definierter
Reaktorgeometrie auf der anderen Seite — kann neue Anwendungsmaoglichkeiten aber auch eine neue

Qualitat von Kultivierungsversuchen im KleinstmaRstab erdffnen.
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Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand nunmehr darin, ein MBR-System zu entwickeln, das die
Vorteile sowohl von Tropfen-Bioreaktoren als auch von Systemen mit definiertem Reaktorbehalter

vereinigt und effektiv nutzt. Dies ist in Abb. 1.1 verdeutlicht.

- Parallelisierbarkeit
- Flexibilitat
- geringes Probenvolumen

- aktive Durchmischung
- online Sensorik
- Steuerung

Abbildung 1.1: Zielstellung der Dissertation: Kombination der Vorteile der Konstruktion von
Kultivierungssystemen, die Tropfen-basiert und mit definiertem Reaktorbehélter arbeiten.

Zu diesem Zweck wurde ein mikroskaliges Reaktorsystem mit automatisierten analytischen Sensoren
fur zellbasierte Anwendungen in der biopharmazeutischen Forschung entwickelt. Im Zuge der
Miniaturisierung standen als besondere Herausforderung die Sensorintegration und die
Implementierung  einer  aktiven  Mischtechnik im  Zentrum der  Forschungs- und
Entwicklungstatigkeiten, fur die in der nachfolgenden Arbeit Losungen gefunden wurden. Weiterhin
wurden mogliche Grenzen hinsichtlich des Reaktionsvolumens ausgelotet. Letztlich war es das Ziel,
eine moglichst grofRe Schnittmenge der Vorteile von Tropfen-basierten Kultivierungssystemen und der

Bauweise mit definiertem Reaktorbehalter zu definieren.

Dafur wurde zundchst eine Mischtechnik fir geringe Flussigkeitsvolumina entwickelt, die Uber
vertikale Oszillation die Flissigkeit in Bewegung versetzt und so fir den Energieeintrag in die
Flissigphase sorgt. Dies wurde an einem so genannten micro sphere reactor (MSR) als Modellreaktor
demonstriert, was in Kap. 4.1 vorgestellt und diskutiert ist. Eine aktive Durchmischung stellt fiir jeden
Bioreaktor eine Grundvoraussetzung fiir einen ordnungsgemaRen Betrieb dar und ist somit auch
essentieller Bestandteil eines miniaturisierten Kultivierungssystems. Die vertikale Oszillation wurde
anschlieRend erfolgreich auf ein MBR-System im Tropfen-Bioreaktorformat, dem so genannten
capillary wave microbioreactor (cwMBR), Gibertragen und dessen Anwendbarkeit bewiesen (Kap. 4.2).
Das so entwickelte cwMBR-Kultivierungssystem wurde hinsichtlich des Stofftransports charakterisiert.
AnschlieBend wurde ein proof-of-concept des Systems durchgefiihrt. Zuletzt werden in Kap. 4.3 zwei
Anwendungsgebiete des cwMBR-Systems dargestellt: die Kultivierung a) von Escherichia coli und b)

von tierischen Chinese Hamster Ovary (CHO)-Zellkulturen.
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Miniaturisierte Systeme zur definierten Kultivierung von Zellen haben sich als leistungsfahige und
unabdingbare Werkzeuge in der Entwicklung moderner Bioprozesse erwiesen. Sie werden vorwiegend
in der Frihphasen-Forschung und —Prozessentwicklung eingesetzt und tragen entschieden zur
Steigerung der Effektivitdt biotechnologischer Produktentwicklung bei und eréffnen damit eigene
neue Forschungsfelder. Ihr verkleinertes Reaktionsvolumen geht einher mit zahlreichen inharenten
Vorteilen — besonders die Mdoglichkeit zu parallelisierten Durchfiihrung von Screening-Versuchen,
wodurch Kultivierungen im Hochdurchsatzverfahren bei geringem Probeneinsatz erméglicht werden.
Infolgedessen kann eine Vielzahl von Parametern und Einflussfaktoren in kurzer Zeit und mit

verringerten Aufwendungen untersucht werden.

Miniaturisierte Kultivierungssysteme oder Mikroreaktoren (MBR) reichen von Systemen mit
einfachem verkleinertem Reaktorkessel und geringer Mdoglichkeit zur Prozesskontrolle, bis hin zu
hochkomplexen und automatisierten, kleinmaRstdbigen Screening-Geraten mit integrierter Sensorik
und Kontrollméglichkeit. Fortschreitende Entwicklung und Fortschritt in Herstellungs- und
Automatisierungstechniken ermoglichen eine immer bessere Nutzung der Vorteile von MBR.
Nachfolgend soll ein Uberblick iiber den Einsatz und den Nutzen miniaturisierter Kultivierungssysteme
gegeben werden (Kap. 2.1). Daran anschlieBend werden verschiedene Méglichkeiten erértert, eine
aktive Durmischung in einen MBR zu integrieren (Kap.2.2). Besonders fiir Tropfen-basierte
Kultivierungssysteme, die vorwiegend fiir Analyse- und Screening-Anwendungen in zunehmendem
Fokus von Forschungs- und Entwicklungsarbeiten stehen, ergeben sich bei der Homogenisierung des
Reaktionsraumes Herausforderungen. Im Speziellen soll eine Methodik der aktiven Durchmischung
von Fliussigkeitstropfen tiber die vertikale Oszillation und die sich dadurch ausbildenden Schwingungen
ndher erortert werden (Kap. 2.3). Neben der aktiven Durchmischung stellt die umfassende Integration
einer geeigneten Sensorik in den Reaktionsraum zur Uberwachung des Versuchsfortschritts eine
Kernaufgabe der Bioreaktorentwicklung dar, was in Kap. 2.4 beschrieben wird. Als weitere Basis fir
die nachfolgenden Arbeiten werden dartiber hinaus die Grundlagen des mikrobiellen Wachstums
dargelegt (Kap. 2.5) sowie die Organismen Escherichia coli (Kap. 2.6) und Chinese Hamster Ovary-

Zellen charakterisiert (Kap. 2.7).
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2.1 Nutzen von miniaturisierten Kultivierungssystemen

Um eine biologisch aktive Umgebung zu schaffen und kontrollieren zu kénnen muss jeder Bioreaktor
— ungeachtet seines MalRstabes — einige elementare Grundaufgaben erfiillen. Im Wesentlichen muss
ein steriler oder monoseptischer Raum erzeugt werden, in dem unter definierten Bedingungen
biologische Reaktionen durchgefiihrt werden koénnen (McNaught et al., 2014). Diese
Grundvoraussetzungen — Abgrenzung eines sterilen Raumes und Kontrolle der
Umgebungsbedingungen — werden in gleicher Weise auch an einen Mikrobioreaktor (MBR) gestellt,
wobei das Reaktionsvolumen im Vergleich zu einem Reaktor in Labor- oder PilotmaRstab um mehrere
GroRenordnungen kleiner ist. Meist wird ein Bioreaktor mit einem Volumen von weniger als 1 mL als
MBR bezeichnet (Marques, Szita, 2017). Andere Definitionen beschreiben einen MBR als ein
Kultivierungssystem mit mindestens einem mikrofluidischen Element. Allgemein kann ein MBR als eine
miniaturisierte Kultivierungsplattform gesehen werden, die biologische Prozesse und Ablaufe
unterstiitzt (Gernaey et al., 2012) und die Versuchsdurchfihrung mit hohem Durchsatz und

umfangreicher Sensorik und Kontrolle erméglicht (Hemmerich et al., 2018).

Ein Laborbioreaktor im LitermaRstab begrenzt die Anzahl gleichzeitig durchfiihrbarer Versuche durch
die Bedienbarkeit, den Ressourceneinsatz sowie durch seinen Platzbedarf. Durch die Verkleinerung
des Versuchsraumes kann parallel eine Vielzahl von MBR betrieben werden, was in gleichem Umfang
in groBerem MaRstab nur begrenzt moglich ist. So kdnnen viele, unabhangige Variablen — sowohl
biologischer als auch prozesstechnischer Natur — gleichzeitig untersucht werden. Durch diese
Parallelisierung sind Versuche mit hohem Durchsatz (High Throughput, HTP), also einer groRen Anzahl
an Versuchsansatzen groRtenteils mit Hilfe einer Design of Experiments (DoE)-Versuchsplanung,
moglich, was die biotechnologische Forschung und Prozessentwicklung beschleunigt. Weiterhin
verringert das geringere Reaktionsvolumen den Verbrauch von Chemikalien, Substraten, Proben und
Verbrauchsmaterialien, die pro Versuchsansatz eingesetzt werden missen. Dies senkt die laufenden
Kosten und steigert die Kosteneffizienz. Zusatzlich bieten das groBere Oberflachen-zu-Volumen-
Verhiltnis und die kleineren Distanzen Vorteile im Warme- und Stofftransport (Doig et al., 2006; Hegab
et al., 2013). Dies kann sowohl bei der Homogenisierung und Kontrolle von MBR-Systemen, als auch
bei der Optimierung sensitiver Analytik von Nutzen sein. So kdnnen durch geringe Volumina und kurze
Diffusionswege Messungen auch auf molekularer Ebene erfolgen (Garcia-Cordero, Fan, 2017). Zuletzt
ist der Platzbedarf von MBR zumeist gering, was die Anwendung und Verbreitung in

Forschungseinrichtungen erleichtert.
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2.1.1 Einsatz von Mikrobioreaktoren in der Prozessentwicklung

Die Vorteile von MBR-Systemen sind sowohl fur die akademische als auch fiir die industrielle Forschung
von groBem Wert. lhre groBe Bedeutung wird auch durch die enorme Vielfalt an entwickelten MBR
sowie die verbreitete Anwendung in der modernen Forschung untermauert. Je nach Einsatzgebiet

unterscheiden sich die MBR-Systeme deutlich in der Umsetzung und dem Reaktoraufbau.

Besonders fiir die Bioprozessentwicklung besteht ein erheblicher Bedarf an leistungsfahigen MBR-
Systemen, die einen moglichst automatisierten, hochparallelisierten Betrieb bei unabhangiger
Variation einzelner Prozessparameter zulassen (Krull et al., 2016). Dabei soll im MBR ein moglichst
ideales Abbild eines Bioreaktors im Labor- oder PilotmalRstabes und identische
Umgebungsbedingungen fir die eingesetzten Zellen wie in groRem MaRstab geschaffen werden
(Bareither, Pollard, 2011; Hemmerich et al., 2018; Kostov et al., 2001; Marques et al., 2010; Schapper
et al., 2009). Nur wenn die Kultivierung unter vergleichbaren Bedingungen im MBR durchgefiihrt wird,
kénnen die gewonnen Erkenntnisse auf den ndchstgréReren MaRstab Gbertragen und so ein Scale-up
durchgefiihrt werden. Diese MaRstabsvergroRerung ist fir eine O6konomische Produktion mit
ausreichender Produktausbeute notwendig. MBR werden als finale Produktionsplattform nur selten

eingesetzt.

Bioprozesse werden von zahlreichen Faktoren beeinflusst, deren Zusammenspiel fir die erfolgreiche
Umsetzung von Substrat zu Produkt verantwortlich ist. Dieser Einflussfaktoren und deren
Zusammenspiel untereinander bedarf es einer umfangreichen Kenntnis, um einen effizienten
Bioprozess mit optimalen Versuchsbedingungen zu entwickeln. Besonders entscheidend sind hierbei
unter anderem physikochemische Parameter, wie der pH-Wert, die Temperatur,
Nahrstoffkonzentration und allgemein die Medienzusammensetzung. Zuséatzlich haben die im Reaktor
vorherrschenden physikalischen Umgebungsbedingungen direkten Einfluss auf den gesamten Prozess.
So wirken sich der Leistungseintrag und die damit verbundene Durchmischung direkt auf die
Verfugbarkeit von Nahrstoffen, ebenso aber auf den auftretenden Scherstress, der am Biokatalysator
angreift, aus (Blchs et al., 2000a, 2000b; Liibbert, Bay Jgrgensen, 2001). Um die Gesamtheit dieser
Faktoren untersuchen zu kdnnen, sind umfangreiche Versuchsreihen notwendig. Durch den Einsatz
von MBR kann hier die Versuchsdurchfihrung sowohl kosteneffizient gestaltet, als auch liber die
Moglichkeit der Parallelisierung erheblich Zeit eingespart werden. Letztendlich fiihrt dies zu einer
Beschleunigung der Prozessentwicklung (Bareither, Pollard, 2011; Hegab et al., 2013; Lattermann,
Biichs, 2015). In typischen Bioreaktoren im LabormaRstab mit Reaktionsvolumina zwischen 1 und 30 L
sind das Wachstumsverhalten, die Produktbildung sowie die -qualitdt reprasentativ zu Reaktoren im
Produktionsmalstab. Der mogliche Durchsatz hingegen ist deutlich eingeschrankt und die

experimentelle Umsetzung und Durchfihrung aufwéandig. Gerade in frihen Phasen der
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Prozessentwicklung Ubersteigt die Anzahl an zu untersuchenden Faktoren schnell die Kapazitdten von
Kultivierungssystemen im Labor-MaRstab. Typischerweise bedarf es oft mehr als 50 Experimente, um
eine Kultivierung hinreichend genau zu charakterisieren, was schnell einige Monate in Anspruch nimmt
(Bareither, Pollard, 2011; Rathore, Winkle, 2009). Hier kdnnen demnach die Vorteile der MBR-Systeme

gewinnbringend eingesetzt werden.

Die Entwicklung eines biotechnologischen Prozesses ist in der Regel eine Abfolge konsekutiver Schritte.
Beginnend mit Versuchen in kleinem MaRstab werden viele Prozessvariablen untersucht, wobei der
Informationsgehalt und die Aussagekraft anfanglich eingeschrankt ist. Im Zuge der
MaRstabsvergréRerung wird dann die Zahl der betrachteten Faktoren reduziert. Gleichzeitig steigt
auch der Umfang an gewonnenen Daten pro Experiment mit zunehmendem Kultivierungsvolumen
(Hemmerich et al., 2018). Zur Verbesserung des Entwicklungsprozesses setzen die in der Literatur
diskutierten MBR-Systeme dabei an unterschiedlichen Punkten an, abhangig von ihrem Umfang an die
Sensorik und die Parallelisierbarkeit. Die Systeme haben jedoch alle gemein, die Moglichkeiten zur
Uberwachung und Kontrolle von Bioprozessen zu verbessern und dabei den experimentellen

Durchsatz zu erhéhen.

MBR-Systeme im Mikrotiterplatten (MTP)-Format ermoglichen die Durchfiihrung von bis zu 96
parallelen Kultivierungsansatzen und wurden fiir die Prozessentwicklung und Scale-up-Studien
eingesetzt (Isett et al., 2007; Kensy et al., 2009b, 2005; Lamping et al., 2003; Micheletti et al., 2006). In
Reaktionsvolumina zwischen 400 und 1200 puL wurden Kultivierungen durchgefiihrt und dabei die
Biomasse- und Geldstsauerstoffkonzentration sowie der pH-Wert online aufgezeichnet (Kensy et al.,
2009a). Die Kultivierungsbrithe wurde durch orbitales Schitteln homogenisiert, wobei der
Stoffaustausch zwischen Flissig- und Gasphase tber den Kopfraum der einzelnen Kavitaten erfolgte.
Durch eine Abdeckung der Kavititen mit einer Folie bzw. Membran wurde ein steriler Raum
abgetrennt, die Verdunstung minimiert und dennoch ein Gasaustausch gewahrleistet (Sieben et al.,
2016). Durch MTPs mit Schikanen konnte der Sauerstoffeintrag erhéht und die Mischzeiten verringert
werden (Buchenauer et al., 2009; Funke et al., 2010a, 2009; Lattermann et al., 2014). So konnte in 48-
Well-Platten ein &quivalentes Wachstums- und Produktbildungsverhalten wie in Schuttelkolben
(VL =25 mL) erzeugt werden, wobei die Sauerstofftransferrate (oxygen transfer rate, OTR) Uber die
MaRstadbe konstant erzeugt wurde (Wewetzer et al., 2015). Dadurch wurde ein erfolgreicher Scale-up
mit Escherichia coli, Gluconobacter oxidans und Kluyveromyces lactis vom uL- in den mL-MaRstab

durchgefiihrt.

MTP-basierte Systeme wurden zusatzlich zur Verbesserung von Wachstumsbedingungen (KaR et al.,
2014), Medienoptimierung (Back et al., 2016) und Klonauswahl (B6hm et al., 2004; Hemmerich et al.,
2014; Huber et al., 2009; Jensen et al., 2016; Mihlmann et al., 2017) eingesetzt. Neben mikrobiellen
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Kultivierungen wurden diese Systeme auch fur tierische Zellkulturen verwendet (Betts et al., 2014;
Lamping et al., 2003; Micheletti et al., 2006; Wiegmann et al., 2020). Kommerzielle MBR-Systeme auf
MTP-Basis werden unter anderem von m2p-Systems (BioLector, Baesweiler), Applikon (micro-Matrix,
Delft, Niederlande), Pall (u24, New York, USA) oder Oy Growth Curves Ab (Bioscreen C, Helsinki,

Finnland) angeboten.

Mittels MTP-Systeme kdnnen parallelisiert mehrere Prozessparameter gleichzeitig untersucht werden.
Waihrend der Versuchsansatz in jeder Kavitdt individuell variiert (u.a. mit Zell- und
Nahrstoffkonzentration) werden kann, kénnen bestimmte Parameter wie Temperatur oder
Schittelfrequenz allerdings nur global fur die gesamte Schittlerplatte angepasst werden (Isett et al.,
2007; Mihlmann et al., 2017). Vorteilhaft erweist sich bei diesen orbital geschittelten MBR-Systemen
dagegen der Verzicht auf bewegliche Mischelemente im Reaktionsraum, die herausfordernd in der
Produktion und ihrer Handhabung sind. Weiterhin ist die Fluidbewegung in MTPs mit der in

Schittelkolben gut vergleichbar, was die MaRstabsvergréRerung erleichtert.

Neben orbital geschiittelten MTP-Systemen gibt es auch eine Reihe geriihrter Systeme, die besonders
gut die vorherrschenden Kultivierungsbedingungen in groReren Reaktoren in Labor- oder PilotmaRstab
abbilden. Weit verbreitet, besonders fir die Anwendung in der Zellkulturtechnik sowie der
Wachstums- und Medienoptimierung, ist das exzentrisch geriihrte ambr® System (Sartorius,
Gottingen. Deutschland) (Hsu et al., 2012; Kreye et al., 2019; Moses et al., 2012; Nienow et al., 2013a;
Rameez et al., 2014; Ratcliffe et al., 2012; Velez-Suberbie et al., 2018). Ein weiteres geriihrtes System
speziell fir die Kultivierung myzelbildender Organismen wurde von Hortsch et al. (2009a, 2009b)
entwickelt und beschrieben. Durch einen rotierenden Blattriihrer soll dabei das Wandwachstum in
einem Reaktionsraum von 10 mL vermieden werden. In einem modifizierten Versuchsaufbau wurde
dieses System in einer Reaktorkaskade eingesetzt und die mikrobielle Expression rekombinanter

Proteine optimiert (Schmideder et al., 2015; Schmideder, Weuster-Botz, 2017).

Durch die Verkleinerung des Reaktionsraumes werden die Méglichkeiten zur Uberwachung und
Kontrolle des Kultivierungsprozesses fir gewohnlich eingeschrankt. Um den Informationsgehalt und
die Aussagekraft der Kultivierungen dennoch maglichst groR zu halten und gleichzeitig eine parallele
Reaktionsfihrung zu ermoglichen, weisen MBR-Systeme fir die Prozessentwicklung zumeist
Reaktionsvolumina im oberen Mikroliter oder sogar Mililiter-Bereich auf (Betts, Baganz, 2006; Funke

et al., 2010a; Long et al., 2014).

Mit den beschriebenen MBR-Systemen soll ein méglichst ideales Abbild eines biologischen Prozesses
im groBen MaRstab erzeugt werden. Weiterhin besteht die Moglichkeit suboptimale

Kultivierungsbedingungen, die u. U. im groRen MafRstab auftreten durch einen Scale-down im MBR
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nachzubilden, anschlieRend Optimierungsversuche zur Uberwindung der Unzulinglichkeiten
durchzufiihren und dann wiederum durch einen Scale-up das urspriingliche Problem beseitigt zu
haben. Um Gber mehrere MaRstédbe hinweg gleiche Umgebungsbedingungen zu schaffen, kann mittels
diverser maRstabsunabhéangiger Skalierungsparameter oder geeigneter dimensionsloser Kennzahlen
eine Ubertragung erfolgen (Tescione et al., 2015). Werden diese konstant gehalten, kann von
vergleichbaren Bedingungen sowohl im kleinen als auch im groBen MaRstab ausgegangen werden.
Relevante Parameter kénnen der volumen- oder massenbezogene Leistungseintrag P/V bzw. P/m
(auch als spezifische Leistungsaufnahme bezeichnet) sein (Blichs et al., 2000b, 2000a; Peter et al.,
2006). Da der Sauerstofftransport in die Fllssigphase als einer der zentralen Transportprozesse fir
aerobe Kultivierungen angesehen wird (Kirk, Szita, 2013; Libbert, Bay Jgrgensen, 2001), ist eine
gebrduchliche Kennzahl als Scale-up-Kriterium der volumenbezogene flussigkeitsseitige
Sauerstoffiibergangskoeffizient k.a (Garcia-Ochoa et al., 2010; Gill et al., 2008; Islam et al., 2008;
Nienow, 2015). Da Sauerstoff nur sehr schlecht in wassrigen Medien [6slich ist und der
Sauerstoffbedarf mit zunehmender Kultivierungsdauer exponentiell ansteigt, kann die Verfligbarkeit
von Sauerstoff ein limitierender Faktor fiir das Zellwachstum sein. Der ka-Wert beschreibt die
Fahigkeit eines Systems Sauerstoff von der Gas- in die Flissigphase einzutragen, was bei einem Scale-
up konstant gehalten werden muss, um eine ausreichende Sauerstoffversorgung zu gewahrleisten.
Wird die Triebkraft fir den Sauerstofftransport, der Konzentrationsgradient zwischen Gas- und
Flussigphase, mit einbezogen, kann die Sauerstofftransferrate OTR ebenfalls als Scaling-Parameter

genutzt werden (Garcia-Ochoa et al., 2010). Diese ist in Gl. 2.1 beschrieben.

OTR = kya - (co, — ¢o,) (2.1)

Hierbei stellt c(*)z die Sattigungskonzentration und cop, die aktuelle Sauerstoffkonzentration in der
Flissigphase dar (Kirk, Szita, 2013). Wenn der Sauerstoffgradient Uber die verschiedenen Skalen nicht
gleich ist, was durch den hydrostatischen Druck oder unterschiedliche Sattigungskonzentrationen
bedingt sein kann, wird ein Scale-down in den MikromaRstab in abweichenden OTRs resultieren
(Tajsoleiman et al., 2019). Hierdurch wird die Verfugbarkeit von Sauerstoff und letztlich die Versorgung
der Zellen beeintrachtigt, was wiederum das Zellwachstum und die zugehorige Reaktionskinetik

beeinflusst.

Neben den Kennzahlen fir die Sauerstoffversorgung kann die Mischzeit ty, als Skalierungsparameter
verwendet werden. Die Mischzeit ist als die Zeit definiert ist, die es bendtigt, bis im Zuge eines
Durchmischungsvorganges ein gewisser Grad an Homogenitét in einer Losung erreicht ist (Kraume,
2012; Merchuk et al., 1998). Werden die Stromungsbedingungen fir die Skalierung herangezogen,

kann die Reynolds-Zahl (Re) als Parameter herangezogen werden. Diese beschreibt das Verhaltnis von
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Tragheits- zu Zahigkeitskraften. Neben dem kia-Wert, OTR, tw oder Re kann fiir geriihrte Systeme auch
die Rithrer-Umfangsgeschwindigkeit (Margaritis, Zajic, 1978; Schmidt, 2005) oder fiir begaste Systeme

die Gasleerrohrgeschwindigkeit genutzt werden (Xu et al., 2017).

Trotz des Einsatzes fortschrittlicher und potenter MBR Systeme kann ein Bioprozess im GrofmaRstab
mittels miniaturisierter Kultivierungssysteme immer nur angendhert werden, wobei nicht alle
Prozessbedingungen ideal abgebildet werden. So haben kleine Reaktionsvolumina stets ein groReres
Oberflachen-zu-Volumen Verhaltnis, wodurch der Einfluss von Kapillar- und Oberflachenkraften im
MikromaBstab zunimmt, Tragheits- und Zahigkeitskrafte dagegen verhaltnismaRig abnehmen (Friend
et al.,, 2008; Squires, Quake, 2005; Yeo et al., 2011). Dies wirkt sich auf den Stofftransport aus und
erfordert besondere Berlicksichtigung bei der Auslegung der Homogenisierung. Zusatzlich fihrt die
Verdunstung in Mikrosystemen im Verhéltnis zum Reaktionsvolumen zu einem groBeren
Flussigkeitsverlust, wodurch sich Stoffkonzentrationen erhéhen (Bareither, Pollard, 2011; Silk et al.,
2010; Wiegmann et al., 2018). In Bioreaktoren im Pilot- oder ProduktionsmaRstab herrscht dagegen
ein deutlich groRerer hydrostatischer Druck, der so in Mikrosystemen nur bedingt abgebildet werden
kann (Tajsoleiman et al., 2019). Turbulente Strémungsbedingungen eines Bioreaktors im GromaRstab
sind in Mikrosystemen ebenfalls nur eingeschrankt nachzubilden (Dietzel, 2016). Weiterhin sind die
Mischzeiten im Labor- oder ProduktionsmafRstab deutlich hoher als in miniaturisierten Systemen.
Durch die sich im groBen MaRstab ausbildenden Stoff- und Temperaturgradienten kénnen den
Mikroorganismen alternierende oder sogar oszillierende Umgebungsbedingungen widerfahren. Dies
wirkt sich sowohl auf das Zellwachstum als auch auf die Produktbildung und -qualitdt aus (Nienow et
al., 2013b; Ying Lin, Neubauer, 2000). Wird nun eine einzelne Kennzahl fiir eine MaRstabsvergroRerung
herangezogen, kdnnen sich die Bedingungen durch die Nichtbeachtung anderer Prozesse, die mit
anderen Kennzahlen beschrieben werden, tiefgreifend &dndern und den Prozess nachhaltig
beeinflussen. Daher ist eine komplexe Charakterisierung des Prozesses und die Berticksichtigung

mehrerer Skalierungsparameter fir ein gezieltes Scale-up notwendig (Tajsoleiman et al., 2019).

Fur einen tiefergehenden Einblick in den Bereich miniaturisierter Kultivierungssysteme fir die
Prozessentwicklung sei an dieser Stelle auf die Ubersichtsartikel von Hemmerich et al. (2018), Junne
und Neubauer (2018), Krull et al. (2016), Lattermann und Biichs (2015), Hegab et al. (2013), Schapper
et al. (2009), EI-Ali (2006) und Breslauer et al. (2006) verwiesen.

2.1.2 Einsatz von Mikrobioreaktoren als analytisches Messinstrument
MBR haben sich fiir die Prozessentwicklung und die MaRstabsvergroRerung als effektive Werkzeuge in

sowohl industrieller als auch akademischer Forschung etabliert, was auch die groRe Zahl kommerzieller
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