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Der zur Zeit herrschende Trend zur in vitro-Kultur tierischer bzw. 
humaner Zellen erfordert durch die Fortschritte der Gentechnologie 
leistungsfahige Zellkultur-Reaktoren. Bisher wurden eine Vielzahl 
unterschiedlichster Reaktortypen entwickelt, die im wesentlichen in 
die zwei Gruppen homogener bzw. inhomogener Zellverteilung ein- 
geordnet werden konnen. 
Das in dieser Arbeit beschriebene Fermentationssystem verbindet 
die jeweiligen Vorziige der homogenen (z. B. Riihrkessel) und der in- 
homogenen (Dichtzellreaktor) Zellverteilung. Die Vorteile eines ho- 
mogenen Fermenters liegen in der einfachen Kontrolle der Zellen 
und der Kulturbedingungen (PO,-Wert, pH-Wert, Substratkonzen- 
tration usw.), wahrend beim Dichtzellreaktorsystem hohe Zellkon- 
zentrationen in der Regel fur hohe Produktkonzentrationen sorgen. 

1 Fermenteraufbau und Funktionsprinzip 

Das vorgestellte Konzept besteht aus einem Riihrreaktor mit einem 
Membransystem, das sowohl im, wie auch auBerhalb des Fermenters 
angebracht ist (Abb. 1). Innerhalb des Reaktors sind nvei getrennte 
Membransysteme in Form von Hohlfaden auf dem Riihrer angebracht, 
die zum einen fur die Begasung sorgen und zum anderen eine Mikrofil- 
tration der Kultursuspension erlauben (Doppelmembranriihrer) 

Je nach den Sauerstoff-Bediirfnissen der verwendeten Zellinie werden 
fur die Begasung 1 bis 2 m hydrophobe Membranhohlfaden aus mikro- 
porosem Polypropylen (Tab. 1) (Accurel, ENKA, Wuppertal) pro Liter 
Fermentationsbruhe in den Fermenter eingebracht. An den Eingang 
(Abb. 2) ist eine Gasversorgungseinheit angeschlossen, die in Abhh-  
gigkeit von pH- und PO,-Wert der Kultur ein Gasgemisch aus Luft, N,, 
0, und CO, erzeugt, das jederzeit zur optimalen Versorgung der Kul- 
tur geeignet ist. GleichermaBen kann von der Kultur, besonders bei ho- 
her Zelldichte, gebildetes CO, durch die Membran ausgetragen wer- 
den. Um das Druckgleichgewicht an der fliissigseitigen Membranober- 
flache (Fliissigkeitsdruck, Kopfdruck, Membran- 
eingangs- und -ausgangsdruck) so zu stabilisieren, daB keine Kultur- 
suspension in die Poren eindringen kann, ist ein Oberstromregler am 
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Abb. 1. Schematischer Gesamtaufbau des Fermentationssystems; 
I Medienpumpe, 2 Erntepumpe, 3 Riickfiihrungspumpe, 4 Zellernte- 
pumpe. 
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Tabelle 1. 
Daten der Accurel-Hohlfaser-Membran (ENKA, Wuppertal). 

d, = 2,6 mm di = 1,8 mm 
Porositat 
mittlere PorengroBe 
Berstdruck 
Implosionsdruck 
spez. Oberflache, auBen 
spez. Oberflache, innen 
spez. Volumen, auBen 
spez. Volumen, innen 

1 75,O Yo 
: 0,3 pm 
: 6,5 bar 
: 1,5 bar 
: 81,7 cm2/m 
: 56,5 cm2/m 
: 5,3 ml/m 
: 2,5 ml/m 

0 

Abb. 2. Aufbau und Funktionsweise des Begasungssystems. 

MembranauslaB angebracht und auf geringen Oberdruck innerhalb 
der Membran eingestellt. 
Das zweite Membransystem im Fermenter besteht ebenfalls aus mi- 
kroporosen Polypropylen-Hohlfaden (s. o.), die allerdings zuvor mit 
Ethanol hydrophilisiert wurden. Um eine Langzeitfiltration zu ge- 
wahrleisten, wird diese Membran nach einem speziellen Modus be- 
trieben (Abb. 3). Dazu sind an Membraneingang und -ausgang peri- 
staltische Pumpen angeschlossen, die immer nur wechselseitig betrie- 
ben werden. Wahrend die Erntepumpe steht und den Ausgang der 
Membran verschlieBt, fordert die Medienpumpe frisches Kulturme- 
dium durch die Membran in den Fermenter. Beim Ernten verschlieBt 
die Medienpumpe den Membraneingang, so daB zellfreie Kultur- 
suspension durch die Membranporen (0,3 pm) aus dem Fermenter 
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Abb. 3. Aufbau und Funktionsweise des Mikrofiltrationssystems. 
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gepumpt werden kann. Ein kompletter Zyklus aus Auffiilled 
Riickspiilen und ErntedFiltrieren dauert je nach Fermentervolumen 
20 bis 30 min, wobei das Auffiilen/Riickspiilen davon nur 10 bis 20 YO 
der Zeit in Anspruch nimmt. 
Die Langzeitstabilitat wird durch folgende MaBnahmen aufrecht 
erhalten: 1) hoher flachenbezogener Volumenstrom beim Riickspii- 
len mit frischem Medium, 2) niedriger flachenbezogener Volumen- 
strom beim Filtrieren, 3) maximaler Durchsatz von 1 I pro m Mem- 
bran und Tag. 
Der mikrofiltrierte, zellfreie Uberstand wird direkt in eine auBerhalb 
des Fermenters angebrachte Ultrafiltrationseinheit (Abb. 1) gegeben. 
Wahrend das Filtrat dieser Einheit verworfen wird, kann das Retentat 
zur Aufarbeitung oder zuriick in den Fermenter gefiihrt werden. Je 
nach AusschluBgrenze der UF-Membran enthalt das Retentat neben 
dem gewiinschten Produkt alle Proteine des eingesetzten, vorzugs- 
weise serumfreien Mediums. 1st das Produkt stabil und hemmt seine 
eigene Produktion nicht, bringt die Riickfiihrung des gesamten Re- 
tentats den Vorteil, daB im Laufe der Fermentation sich das Verhaltnis 
von Zielprotein (Produkt) zu Fremdprotein (Mediumbestandteile) 
immer mehr verbessert und die spatere Aufarbeitung erleichtert 
wird. Durch die gleichzeitige Riickfiihrung der eingesetzten Proteine 
des serumfreien Mediums konnen die Medienkosten nahezu auf die 
Kosten des reinen Basalmediums reduziert werden [4]. 
Mit einer weiteren Pumpe kann im Bedarfsfall komplette Kultursus- 
pension aus dem Fermenter entnommen werden. Dies wird erforder- 
lich, wenn sich zu viele tote Zellen ansammeln oder aber auch, wenn 
lebende Zellen geerntet werden sollen. 

- 

2 Material und Methoden 

I000 

Das beschriebene Fermentatiossystem wurde mit der EBV-transfor- 
mierten humanen B-Zellinie E, (ATCC-Nr.: CRL 8562) getestet, die 
einen humanen Antikorper IgM gegen Pseudomonas aeruginosa pro- 
duziert. Die Zellen wurden in einem serumfreien Medium, bestehend 
aus einer 1:l-Mischung von Dulbecco's modifiziertem Eagle-Me- 
dium DMEM und Ham's F12 (Gibco, Eggenstein) unter Zusatz einer 
Anzahl hochmolekularer Komponenten (Rinderserumalbumin, Insu- 
lin, Transferrin) und diverser niedermolekularer Substanzen (Gluta- 
min (+ 2 mmol/l), Olsaure, Cholesterin, Etanolamin, Biotin, Gluta- 
thion, Vitamin E-Acetat, Mercaptoethanol, Selendioxid) geziichtet. 
Glucose und Lactat wurden mit halbautomatischen Analyzern (YSI 
Model 27A, Yellow Springs Instruments, Ohio/USA) bestimmt. Die 
Aminosauren wurden iiber Reversed phase-HPLC nach Derivatisie- 
rung mit o-Phthaldialdehyd quantifiziert. Die Antikorper-Konzen- 
tration wurde iiber ELISA-Technik ermittelt [5]. 

Fermentation des hu.EBV-tr. B-Lymphozyten E4 im 1.2 1 - Riihrreaktor 
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3 Ergebnisse 

Abb. 4 zeigt das Ergebnis der Kultivierungder E,-Zelle. In einem 1,5-1- 
Fermenter mit einem Arbeitsvolumen von 1,2 I wurden je 2 m hydro- 
philisierte und hydrophobe Membran auf dem Doppelmem- 
branriihrer aufgebracht. Das Konzentrat aus dem UF-Modul (Cut- 
off: 10 000 Dalton) wurde zuriick in den Fermenter gefuhrt. 
Die Zellen wurden zu einer Anfangslebendzelldichte von 5,5.105 Zel- 
len/ml inokuliert. Nach einem Tag Batch-Phase wurde der Perfu- 
sionsbetrieb aufgenommen. Mit dem Wachstum der Zellen im Laufe 
der Fermentation wurde allmahlich die Perfusionsrate angehoben, 
aber nicht iiber 1,2 d-' gesteigert, urn ein Verblocken der Membran zu 
verhindern. 
An den Tagen 9,12 und 14 wurden batchweise 50 YO des Fermenterin- 
haltes komplett entfemt und durch frisches Komplettmedium, aller- 
dings ohne Proteinzusatz, ersetzt. Ab Tag 18 wurde kontinuierlich 
Zellsuspension entfernt. 
Da samtliche Proteine (Insulin nur zum Teil) durch das UF-Modul zu- 
riickgefiihrt wurden, war das Perfusionsmedium vollig proteinfrei 
und enthielt als Zusatze nur die niedermolekularen Supplemente. 
Wahrend die spezifische Wachstumsrate p ab Tag 2 einen annahemd 

Fermentation des hu.EBV-tr. B-Lymphozyten E4 im 1.2 1 - Riihrreaktor 

Medium: DMEM:FlZ 1:1 serum- "."g . 
frei + ZmM CLN +Q+= 

~ 

F t e  (Zellen und Antikerper) : -batch kontinuierlich 

I 18% 38% 50% 50% 50% I 
IB+07 

\ 
IE+08 B - - 

N 

V m+05 : L 100 2 10.0 6 
0 5 10 15 20 

Zeit (d) 
- Zelldichte Zelldichte .- Antik6rper --- Durchsatz 

(lebend) (tot) 

Abb. 4. Fermentation der Zellinie E, im 1,2-l-Perfusionsfermenter. 
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tion. 

h d e r u n g  der spezifischen Raten im Laufe der Fermenta- 

konstanten Wert von p = 0,Ol d-' annimmt (Abb. 5), sinkt im ersten 
Abschnitt der Fermentation (bis Tag 9) die spezifische IgM- 
Produktionsrate gIgMauf Null ab. Durch die Riickfuhrung ergibt sich 
eine IgM-Konzentration von etwa 400 mg/l. Die Einstellung der Anti- 
korper-Produktion wird erst verstandlich, wenn eine umfangreiche 
Analyse der Substrate durchgefiihrt wird. In diesem Fall zeigt sich ab 
Tag 3 eine konstante Konzentration der Aminosauren Tryptophan, 
Methionin und Serin. Obwohl die Konzentrationswerte nicht auf Null 
absinken, liegt die Vermutung nahe, daB eine Limitierung einer oder 
mehrerer dieser Aminosauren vorliegt. Aus diesem Grunde wurde 
das Perfusionsmedium ab Tag 9 zusatzlich mit 90 pmol/l Tryptophan 
und 240 pmol/l Methionin supplementiert. Dieser Zusatz hat aller- 
dings keinerlei Auswirkung auf die Antikorper-Produktion, so daB 
die JgM-Konzentration im Fermenter konstant bleibt. Erst der Zusatz 
von 500 pmol/l Serin in das Perfusionsmedium ab Tag 12 fiihrt zum 
emeuten Anspringen der IgM-Produktion. Dadurch konnte die an- 
fangliche spezifische Produktionsrate an Antikorper fast wieder er- 
reicht werden, und die Antikorper-Konzentration im Fermenter er- 
reichte einen Spitzenwert von 1,5 g/l. 
Durch die kontinuierliche Zellernte sinkt dann die IgM-Konzentra- 
tion wieder ab, die Produktion bleibt allerdings in Gang. 

4 Diskussion 

Die vorgestellten Ergebnisse demonstrieren einerseits, daB das Fer- 
mentationskonzept mit blasenfreier Begasung, Mikrofiltrationsmem- 
bran im Fermenter und Ultrafiltrationsmembran auBerhalb des Fer- 
menters eine funktionsfahige, aber auch flexible Einheit bildet, und 
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andererseits, daB fur eine gute Fermentationsfiihrung ausreichende 
Kenntnisse der Bediirfnisse der jeweiligen Zellen vorhanden sein 
miissen. 
Die Stabilitat des Systems konnte bis jetzt auf bis zu 2 Monate Perfu- 
sionsbetrieb gesteigert werden (Daten hier nicht gezeigt, vgl. dam 
[l]). Dabei ist allerdings unbedingt zu beachten, daB die Perfusionsra- 
te keinesfalls wesentlich iiber den Richtwert von 1 Liter pro Meter 
Mernbran und Tag gesteigert wird. Hohere Perfusionsraten fiihren in 
der Regel sehr schnell (innerhalb einiger Tage) zu einer totalen Ver- 
blockung der Poren der hydrophilisierten Membran. Zum Erreichen 
hoherer Zelldichten bei dieser maximalen Perfusionsrate kann einer- 
seits die Mernbranlange (eventuell segmentiert) vergroBert, anderer- 
seits das Perfusionsmedium nach den Erkenntnissen aus den Substrat- 
analysen speziell supplementiert werden. Diese zweite Moglichkeit 
kann aus Griinden der Osmolaritat und der durch Zusatz an Substra- 
ten erhohten Produktion von Abfallstoffen wie Lactat, Alanin, Gluta- 
mat, NH, usw., die entsorgt werden miissen, nicht in unbegrenztem 
MaBe genutzt werden. In der Regel ist es deshalb notwendig, den 
nachwachsenden Teil der Zellmasse batchweise oder bevorzugt konti- 
nuierlich aus dem Fermenter zu entfernen. Dies sollte so geschehen, 
daB eine Limitierung (falls sie sich wie in diesem Fall negativ aus- 
wirkt) nicht auftreten kann. 
Die Aufbringung der Membranen auf den Riihrer hat den wesentli- 
chen Vorteil, daB ein Bewuchs durch Zellen bzw. eine Ablagerung 
von Proteinen fast ausgeschlossen ist. Vergleichende Untersuchungen 
mit einer starr eingebrachten, hydrophilisierten Membran ergaben 

starken Zellbewuchs und zusatzlich Bildung einer sichtbaren Deck- 
schicht aus Protein (Albumin), die zu einem undefinierten Ultrafiltra- 
tionsverhalten der Mikrofiltrationsmembran fiihrte. 
Der MaDstab dieses Fermentationssystems wurde bis auf ein Arbeits- 
volumen von 100 1 gesteigert. Eine Fermentation derselben Zellinie 
im 23-I-MaBstab ergab zu den hier gezeigten Ergebnissen identische 
Resultate [4]. 
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Aspekte bei der Realisierung 
kooperierender Expertensysteme zur 
Prozet3g enerierung 

Hans-Dietrich Engelmann und Ralf FundeP 

Herrn Professor Dr. Karl-Hans Simmrock zum 60. Geburtstag 

Die systematische Generierung von verfahrenstechnischen Prozessen 
gilt seit jeher als ausgesprochen kreatives Arbeitsgebiet. Wir versu- 
chen im Sinne der ,,Strategischen ProzeBsynthese" das, was man mehr 
oder weniger intuitiv bei der Entwicklung einer ProzeDstruktur aus- 
fiihrt, methodisch zu durchleuchten. Wegen der vielen, gleichzeitig 
zu beriicksichtigenden Kriterien und der zahlreichen Informationen, 
die zu verarbeiten und teilweise auch erst wahrend des Synthesevor- 
ganges zu berechnen sind, wurden am Lehrstuhl Technische Chemie 
A der Univ. Dortmund verschiedene wissensbasierte Systeme entwik- 
kelt. 
Das Beispiel der thermischen Crackung von Naphtha (und hoheren 
Kohlenwasserstoff-Schnitten) zur Herstellung von Ethylen zeigt [l], 
daB die Generierung eines VerfahrensflieBbildes eine umfangreiche 
Wissensbasis erfordert, insbesondere dann, wenn - wie im vorliegen- 
den Beispiel - mehr als ein einziges Trennverfahren zur Losung des 
Problems benotigt wird (Abb. 1). 
Eine Analyse der strategischen Vorgehensweise bei der Synthese ei- 
nes derartigen Prozesses zeigt, daB die Gesamtaufgabe zunachst in 
Teilproblerne zerlegt wird. Mit deren Losung werden verschiedene 

~ ~~ ~ ~ 
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technik, Postfach 50 05 00, 4600 Dortmund 50, und FH Ostfries- 
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Experten beauftragt. Aus den vorgeschlagenen Losungsmoglichkei- 
ten werden erfolgversprechende Gesamtproblemlosungen generiert, 
die dann detaillierte Berechnungen, z. B. mit Simulatoren, ermogli- 
chen. 
Sollen Expertensysteme zur Losung einer derartig komplexen Aufga- 
be eingesetzt werden, ist eine vergleichbare Vorgehensweise sinnvoll. 
Es ist nicht ein umfassendes System zu erstellen, das das gesamte Wis- 
sen enthiilt, wirkungsvoller ist der Einsatz von Teilsystemen fur be- 
grenzte Aufgabengebiete mit moglichst vie1 Domain-Wissen. 
Diese uberlegungen fiihrten zu den kooperierenden verteilten Ex- 
pertensystemen, d. h. einem Netzwerk lose gekoppelter Systeme, die 
zur Problemlosung miteinander kooperieren. Jedes System ist dabei 
fur ein spezielles Teilproblem zustandig. 
Zur Realisierung eines solchen Konzeptes stehen verschiedene Mog- 
lichkeiten zur VerEiigung [2]. Viele theoretische Untersuchungen las- 
sen sich derzeit fur konkrete Anwendungen nicht umsetzen. Hier 
wird eine iiber das Blackboard-Konzept [3] hinausgehende Strategie 
verwende t . 
Das Blackboard-Konzept selbst sieht ein Managersystem (Scheduler) 
vor, das verschiedene Wissensquellen (Knowledge Sources) aktiviert, 
wobei die gesamte Kornmunikation iiber eine Wandtafel (Black- 
board) ablauft. Dabei kann eine Wissensquelle als eine logisch zusam- 
mengehorige Regelmenge betrachtet werden, deren Auswirkung in 
einer gemeinsamen Datenstruktur, der Wandtafel, verzeichnet wird. 
Ihr Inhalt wird von dem Managersystem interpretiert. Bei Bedarf ruft 
das Managersystem eine weitere Wissensquelle auf. Diese verandert 
den Inhalt der Blackboard so, daB der neue Eintrag der Problemlo- 
sung naher kommt. 
Die Weiterentwicklung dieses Konzeptes [4] verdeutlichen die fol- 
genden Gegeniiberstellungen: 
1) In den Blackboard-Systemen findet keine direkte Kooperation 

zwischen den Wissensquellen statt. Es erfolgt eine gemeinsame 
Nutzung der auf der Wandtafel verzeichneten Informationen und 
Teillosungen, urn auf ihr das Ergebnis zu erarbeiten. 

Chem.-1ng.-Tech. 62 (1990) Nr. 5, S. 395-397 0 VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-6940 Weinheim, 1990 3 95 
0009-286X/90/0505-0395 $ 02.5010 




