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(57) Abstract: Disclosed are a method and a device for the biotechnological production of valuable products, in which a medium

is fed to a bioreactor and is subjected to a fermentation process, the valuable product is gathered as a filtered permeate and/or con-

& centrated retentate via a cross-flow filtration system that is mounted downstream thereof, and residues are once again fed to the

€& bioreactor until being gathered as a retentate. Other materials can be fed to the bioreactor in a controlled manner in addition to the

O medium while the concentrated retentate and permeate can be gathered in a controlled manner. The fermentation process and the
filtration process are regulated in a synchronized manner in an integrated system via a digital control unit.
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Veroffentlicht:
—  mit internationalem Recherchenbericht

Zur Erklirung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen Ab-
kiirzungen wird auf die Erkldrungen ("Guidance Notes on Co-
des and Abbreviations™) am Anfang jeder reguliren Ausgabe der
PCT-Gazette verwiesen.

(57) Zusammenfassung: Verfahren und Vorrichtung zur biotechnologischen Herstellung von Wertstoffen bei dem einem Bioreaktor
ein Medium zugefiittert und einem Fermentationsprozess unterzogen wird und bei dem iiber eine nachgeschaltete Querstromfiltra-
tionsanlage der Wertstoff als gefiltertes Permeat und/oder als konzentriertes Retentat geerntet wird und Riickstinde dem Bioreaktor
bis zur Ernte als Retentat wieder zugefiihrt werden, wobei neben dem Medium weitere Stoffe dem Bioreaktor kontrolliert zugefiittert
werden kénnen, wobei das konzentrierte Retentat und das Permeat kontrolliert geerntet werden kdnnen, und wobei tiber eine digitale
Kontrolleinheit der Fermentationsprozess und die Filtration in einem integrierten System aufeinander abgestimmt geregelt werden.
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Verfahren und Vorrichtung zur biotechnologischen Herstellung

von Wertstoffen

Beschreibung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur biotechnologischen
Herstellung von Wertstoffen, bei dem einem Bioreaktor ein Me-
dium zugefiittert und einem Fermentationsprozess unterzogen
wird, und bei dem {iber eine nachgeschaltete Querstromfiltra-
tionsanlage der Wertstoff als gefiltertes Permeat und / oder
als konzentriertes Retentat geerntet wird und Riickstande dem
Bioreaktor bis zur Ernte als Retentat wieder zugefiihrt wer-

den.

Die Erfindung betrifft weiterhin eine Vorrichtung zur bio-
technologischen Herstellung von Wertstoffen, im Wesentlichen
bestehend aus einem Bioreaktor mit einem vorgeschalteten ers-
ten Zufiitterbehalter fiir ein Medium und einer nachgelagerten
Querstromfiltrationsanlage, deren Permeatleitung mit einem
ersten Erntebehdlter verbunden ist und deren Retentatleitung

in den Bioreaktor zurlickfihrt.

Ein Verfahren zur biotechnischen Herstellung von Wertstoffen
ist beispielsweise aus der EP 0 307 737 Bl bekannt. Insbeson-
dere fiir die Herstellung rekombinanter Proteine ergibt sich
jedoch ein Widerspruch zwischen einer moéglichst hohen Zell-
produktivitdt (Hochzelldichtekultivierung) und einer langen
Standzeit der Membranen (Cross—-Flow-Membranen) von Querstrom-
mikrofiltrationsanlagen. Insbesondere kann es bei einer Erho-
hung des Permeatfluxes iber einen bestimmten Grenzwert bei
gegebener Biomassekonzentration in der Produktldsung zu einem

dramatischen Anstieg des Transmembrandruckes und damit zu ei-
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nem Zusetzen der Membranporen, zu einem sogenannten Membran-

fouling, kommen.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, den Fermen-
tierungs- und Filtrationsprozess so zu verbessern, dass beil
méglichst hoher Zellproduktivit&dt eine mdglichst lange Stand-
zeit der Membranen der Querstromfiltrationsanlage erreicht

werden kann.

Diese Aufgabe wird in Verbindung mit dem Oberbegriff des An-
spruches 1 dadurch geldst, dass neben dem Medium weitere
Stoffe dem Bioreaktor kontrolliert zugefiittert werden konnen,
dass das konzentrierte Retentat und das Permeat kontrolliert
geerntet werden kénnen und dass liber eine Kontrolleinheit der
Fermentationsprozess und die Filtration in einem integrierten

System aufeinander abgestimmt geregelt werden.

Dadurch, dass der Fermentationsprozess und die Filtration in
einem integrierten System aufeinander abgestimmt geregelt
werden, so dass insbesondere die Zuftitterung von Stoffen und
die Ernte kontrolliert erfolgen kann, wird zuverldssig er-
reicht, dass kritische Werte, die die Standzeit der Membranen
verringern kénnten, vermieden werden. Insbesondere ist es so
mdglich, den Uberstrémdruck durch den die Produktionsl&sung,
die die Wertstoffe enthidlt, an der Membran vorbeigefiihrt
wird, gréBer zu halten als den Transmembrandruck gquer zur

Membran, wodurch sich die Standzeit der Membran erhoht.

GemdB einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung kann
das integrierte System von der digitalen Kontrolleinheit ge-
steuert einer in-situ-Reinigung und Sterilisation unterzogen
werden. Dadurch wird eine schnelle und sichere Reinigung und

Sterilisation ermdglicht.
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GemdR einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der Erfin-
dung werden als Wertstoffe rekombinante Proteine hergestellt,
wobei das Permeat eine zellfreie Ernte und das Retentat eine
zellbehaftete Ernte ergibt. Der Prozessablauf kann dabei im
Rahmen einer sequentiellen integrierten Prozessfiihrung erfol-
gen. In einer Batchphase konnen dabei dem Bioreaktor zuge-
fihrte Zellen an das Medium adaptieren und in einer anschlie-
Benden Fed Batchphase die Zellen durch Zufilitterung mit kon-
stanter Wachstumsrate angezogen werden. In einer anschlieBen-
den Produktionsphase erfolgt durch Zugabe eines Induktions-
stoffes die Induktion der Produktbildung und die eigentliche
Herstellung der rekombinanten Proteine. Die Konzentration des
Induktionsstoffes kann dabei vorteilhaft Uber eine FlieBdif-
fusionsanalyse gemessen und iliber Zufitterung aus einer Vorla-
ge geregelt werden. In einer an die Produktionsphase an-
schliefenden Produkterntephase wird dann ein Teil des Biore-
aktors zellfrei abgeerntet. Die Zellmasse des Retentats wird
in einer Zellerntephase abgeerntet, der sich eine Medium-
refreshphase mit einer Zufitterung anschliefen kann. Nach der
Mediumrefreshphase beginnt der eigentliche zyklische Prozess,
bei dem auRer in der Produkternte nur der Retentat- aber
nicht der Permeatstrom fliefen soll, mit der Produktionsphase

neu.

Gem&f einer weiteren bevorzugten Ausfliihrungsform der Erfin-
dung werden die rekombinanten Proteine unter Verwendung der
Hefe Pichie pastoris hergestellt. Die Hefe ist &hnlich leicht
zu kultivieren wie E.coli, sie ist aber als Eukaryot viel
besser fiir eine korrekte Faltung der rekombinanten Proteine
geeignet. Weiterhin ist sie f&hig, Proteine zu glycolisieren,
was wichtig filir deren strukturelle Vollstéandigkeit, L&slich-
keit und biologische Aktivitat ist. Dariber hinaus kénnen He-
fenproteine tiber die Zellwand ausscheiden (Sekretion) damit
die Trennung der gewlinschten Produkte von zelluldren Bestand-

teilen stark erleichtern.
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Nach einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung
wird zur Induktion der Sequenzen des Zellproteins als Induk-
tionsstoff Methanol in das Medium des Bioreaktors zugegeben.
Dabei wird die Methanolkonzentration auf einem konstanten Le-

vel gehalten.

Da die Sequenzen des Zielproteins in den nativen Genabschnitt
zur Expression einer Alkoholoxidase (AOX) von P. pastoris in-
tegriert werden, erfolgt durch eine Zugabe von Methanol in

das Medium deren Induktion.

Dadurch, dass die Methanolkonzentration auf einem mdglichst
konstanten Level im unteren Gramm / Liter-Bereich gehalten
wird, wird eine Uberfiitterung, die toxisch wirken koénnte,
vermieden. Durch eine Online-Messung und Regelung der Metha-
nolkonzentration {iber die erwdhnte FlieRdiffusionsanalyse
wird der konstante Level der Methanolkonzentration ermdég-
licht.

Nach einer weiteren bevorzugten Ausfiithrungsform der Erfindung
wird in der Fed Batchphase und / oder in der Produktionsphase

zur Produktionssteigerung Glycerol zugefiittert.

Gem&B einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform der Erfin-
dung verliuft der Prozessablauf im Rahmen einer kontinuierli~-
chen integrierten Prozessfiihrung. Dabei laufen die Produkti-
onsphase, die Produkterntephase und die Zellerntephase paral-
lel ab. Damit wird eine permanente Produkt- und Turbidostat-
zellernte, letztere zur Aufrechterhaltung der Membranfunktio-

nalitdt, erméglicht.

Da flir P. pastoris geeignete sekretorische Gensequenzen zur
Verfiigung stehen, konnen die gewilinschten Produkte mittels in-
tegrierten Bioprozess hergestellt werden. Dabei kdnnen sowohl

prozessvorbereitende Schritte (up stream), beginnend mit der
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Konstruktion produktionsgeeigneter Expressionssysteme bis hin
zur Vorkulturfihrung, als auch nachfolgender Primdraufbear-
beitungsschritte (down stream) in die eigentlich Reaktions-
fuhrung, d.h. Zellkultivierung und Produktbildung, eingebun-
den werden. Durch diese Prozessfithrung werden die umweltbe-
lastenden Aufbearbeitungsschritte einer Proteinprozessierung
mit E.coli vermieden. Die Produkternte wdhrend des Kultivie-
rungsablaufes kann hier direkt in nachfolgenden Feinreini-
gungsschritten fir die korrekt prozessierten Proteine liber-

fiihrt werden.

Die beispielsweise aus der EP 0 307 737 Bl bekannte Vorrich-
tung weist die fiir die bekannten Verfahren beschriebenen

Nachteile auf.

Weitere Aufgabe der Erfindung ist es daher, die bekannten
Vorrichtungen so zu verbessern, dass der bei der Herstellung
rekombinanten Proteine bekannte Widerspruch einer mdglichst
hohen Zellproduktivitdt und einer langen Standzeit der Memb-

ranen geldst wird.

Diese Aufgabe wird in Verbindung mit dem Oberbegriff des An-
spruches 17 dadurch geldst, dass mindestens ein zweiter Zu-
fitterbehdlter mit einem Induktionsstoff dem Bioreaktor vor-
geschaltet ist, dass ein zweiter Erntebehdlter flir eine zell-
behaftete Ernte des Retentats tiber eine Ernteleitung mit dem
Biorektor verbunden ist und dass eine Kontrolleinheit zur
Messung und Regelung des Fermentations- und Filtrationspro-

zesses angeordnet ist.

Durch die (digitale) Kontrolleinheit zur Messung und Regelung
des Fermentations- und Filtrationsprozesses wird ein optima-
ler Prozessverlauf erzielt, der bei einer hohen Zellprodukti-

vitdt eine lange Standzeit der Membranen ermdglicht.
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Gemi® einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung weist
zur Messung der Konzentration des Induktionsstoffes im Biore-
aktorrdie Kontrolleinheit ein Analysesystem auf, das Uber ei-
nen im Bioreaktor angeordneten Sensor dié Konzentration des
Induktionsstoffes misst und durch Steuerung einer dem zweiten
zufiitterbehidlter vorgeschalteten Fiitterpumpe die Induktions-
stoffkonzentration im Bioreaktor regelt. Insbesondere bei ei-
ner kontinuierlichen integrierten Prozessfiihrung ist das Ana-
lysesystem dabei als ein FlieRdiffusionsanalysesystem ausge-
bildet. Dadurch wird vorteilhaft eine kontinuierliche Messung

und Regelung ermdglicht.

GemiB einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der Erfin-
dung weist zur Messung einer Zellkonzentration im Bioreaktor
die Kontrolleinheit ein zweites Analysesystem auf, das Uber
einen im Bioreaktor angeordneten zweiten Sensor die Zellkon-
zentration misst und durch Steuerung einer dem zweilten Ernte-
behdlter vorgeschalteten Erntepumpe die Zellkonzentration im

Bioreaktor regelt.

Die Kontrolleinheit kann s&mtliche regeltechnischen Aufgaben,
die typisch fiir einen Fermentationsprozess sind, ubernehmen,
beispielsweise Messung und Regelung von Temperatur, pH-Wert,
pO,-Wert Uber Begasungsrate und Gaszusammensetzung, Rihr-
erdrehzahl, Schaumbekampfung u.s.w.. Die Kontrolleinheit u-
bernimmt auch die Regelung der Parameter der automatisierten
Querstromfiltrationsanlage, wie Permeatstrom, Retentatstrom
und die automatische in-situ-Reinigung und Sterilisation des

integrierten Systems.

Als Querstromfiltrationsanlagen kommen Mikrofiltrations- und
Ultrafiltrationsanlagen oder Kombinationen aus Mikro- und

Ultrafiltrationsanlagen in Frage.
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Weitere Einzelheiten der Erfindung ergeben sich aus der nach-
folgenden ausfiihrlichen Beschreibung wund den beigefiligten
Zeichnungen, in denen bevorzugte Ausfithrungsformen der Erfin-

dung beispielsweise veranschaulicht sind.
In den Zeichnungen zeigen:

Figur 1: eine schematische Darstellung einer Vorrichtung
zur biotechnologischen Herstellung von Wertstof-

fen,

Figur 2: einen Prozessablauf einer sequenziell integrier-
ten Prozessfiihrung, bei dem das Reaktorvolumen Vi
und die Zellkonzentration cyx (Bilotrockenmasse)
in Abh&ngigkeit von der Zeit t aufgetragen sind

und

Figur 3: eine Vorrichtung zur biotechnologischen Herstel-
lung von Wertstoffen mit einem ersten und zweiten
Analysesystem einer nicht weiter dargestellten

digitalen Kontrolleinheit.

Eine Vorrichtung zur biotechnologischen Herstellung von Wert-
stoffen besteht im Wesentlichen aus einem Bioreaktor 1 mit
einem vorgeschalteten ersten Zuflitterbehdlter 2, einem zwei-
ten Zufitterbehdlter 3, einem dritten Zufiitterbehdlter 4 und
einer nachgelagerten Querstromfiltrationsanlage 5, sowie ei-

ner Kontrolleinheit 6.

Der erste Zuflitterbehdlter 2 ist liber eine erste Zufiitterlei-
tung 7 und eine erste Zufutterpumpe 8 mit dem Bioreaktor 1
verbunden. Der zweite Zufitterbehdlter 3 ist liber eine zweite
zufiitterleitung 9 und eine zweite Zufilitterpumpe 10 mit dem

Bioreaktor 1 verbunden. Der dritte Zufitterbehdlter 4 ist ii-
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ber eine dritte Zufitterleitung 11 und eine dritte Zufiitter-

pumpe 12 ebenfalls mit dem Bioreaktor 1 verbunden.

Die Querstromfiltrationsanlage 5 ist dem Bioreaktor 1 nachge-
lagert und lber eine Forderleitung 13 mit dem Biorektor 1
verbunden. Zwischen Bioreaktor 1 und Querstromfiltrationsan-
lage 5 ist eine Fdrderpumpe 14 angeordnet. Uber eine Permeat-
leitung 15 und eine Permeatpumpe 25 ist die Querstromfiltra-
tionsanlage 5 mit einem ersten Erntebehdlter 16 verbunden.
Die Querstromfiltrationsanlage 5 ist tiiber eine Retentatlei-
tung 17 mit dem Bioreaktor 1 verbunden. Ein zweiter Erntebe-
h&lter 18 ist flir eine zellbehaftete Ernte des Retentats iiber
eine Ernteleitung 19 und eine Harvestpumpe 20 mit dem Biore-

aktor 1 verbunden.

Die digitale Kontrolleinheit 6 ist tber Messleitungen 21 mit
den Behdltern 2, 3, 4, 16, 18 zugeordneten Wagevorrichtungen
22 verbunden. Uber Steuerleitungen 23 ist die Kontrolleinheit

6 mit den Pumpen 8, 10, 12, 14, 20 verbunden.

In Figur 2 ist der Prozessablauf einer sequenziell integrier-
ten Prozessfihrung fir die Herstellung rekombinanter Proteine
unter Einsatz der Hefe P. pastoris dargestellt. Aufgetragen

sind das Reaktorvolumen Vi des Bioreaktors 1 und die Zellkon-
zentration cyx1 (Biotrockenmasse). In einer Batchphase 29 t €
[0,t1] adaptieren die Zellen an das Medium und werden bis ca.
15 gl™' angeziichtet. Das Reaktorvolumen Vi nimmt durch Probe-

nahme ab.

In einer Fed Batchphase 30 t € [t;, t2] werden die Zellen
durch Zufiitterung von Glycerol 37 bis 25 gl”’mit konstanter

(substratlimitierter) Wachstumsrate angezogen.
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In der Produktionsphase 31 t € [tz, t3] erfolgt durch Zugabe
von Methanol 36 als Induktionsstoff =zunidchst die Induktion
der Produktbildung und die eigentliche Herstellung der

rekombinanten Proteine.

Die Methanolkonzentration wird mit einem Analysesystem 24 der
Kontrolleinheit 6, das als FlieRdiffusionsanalyse-System
(FDA) ausgebildet ist, gemessen und tiber Zufitterung aus dem
zweiten Zuflitterbehdlter 3 - der Methanolvorlage - durch

Steuerung der zweiten Zufiitterpumpe 10 geregelt.

Zur Produktionssteigerung kann in dieser Phase eine geringe
Menge Glycerol 37 aus dem dritten Zufiitterbehdlter 4 durch
Steuerung der dritten Zufilitterpumpe 12 iiber die dritte Zufiit-
terleitung 11 dem Bioreaktor 1 zugegeben werden. Durch Zugabe
von Medium 35 aus dem ersten Zufiitterbehidlter 2 iiber die ers-
te Zufitterleitung 7 in den Bioreaktor 1 steigt das Reaktor-
volumen Vi an und die Zellen wachsen vermindert weiter (im
Beispiel bis 30 gl™'). In der Produkterntephase 32 t e [ts,
t4] wird ein Viertel (Menge ist in Grenzen wahlfrei) des Bio-
reaktors 1 zellfrei als Permeat der Querstromfiltrationsanla-
ge 5 abgeerntet. Das Permeat 38 flieRt dabei iiber die Per-
meatpumpe 25 und die Permeatleitung 15 in den ersten Erntebe-
hédlter 16. Dadurch steigt die Zellkonzentration bis 40 gl

an.

Ab te wird wieder mit dem gleichen Produktions- und Erntezyk-
lus wie bei t; mit ca. 25 gl™ gestartet. In einer Zellernte-
phase 33 t € [t4, ts] wird lber die Harvestpumpe 20 und die
Ernteleitung 19 Zellmasse bzw. Retentat aus dem Bioreaktor 1
in den zweiten Erntebehdlter 18 abgelassen. In einer Medium-
refreshphase 34 t € [ts5, tg] wird methanol- und glycerolfrei-
es Medium 35 aus dem ersten Zufitterbehdlter 2 dem Bioreaktor

1 zugegeben.
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Ab ts beginnt der eigentliche zyklische Prozess, bei dem au-
fer in der Produkternte 32 nur der Retentat- aber nicht der

Permeatstrom flieBen soll.

Die hier angegebenen Daten fiir Zeiten, Prozente u.s.w. sind
nur fiir den untersuchten Prozess giiltig. Sie koénnen stark va-

riieren. Eine Ausdehnung auf Zellkulturen ist méglich.

Bei einer kontinuierlichen integrierten Prozessfiihrung laufen
die drei Phasen 31, 32, 33 des Produktions- und Erntezyklus t
€ [ta, tg] parallel ab. Hierbei handelt es sich um ein ver-
maschtes Regelungsproblem, das tiber die digitale Kontrollein-

heit 6 gemessen und geregelt wird.

In Figur 3 ist eine Vorrichtung zur biotechnologischen Her-
stellung von Wertstoffen mit einer kontinuierlichen integ-
rierten Prozessfiihrung dargestellt. Hierzu weist die in Figur
3 nicht weiter dargestellte Kontrolleinheit 6 ein Analysesys-
tem 24 auf, das Utber einen im Bioreaktor 1 angeordneten Sen-
sor 26 die Konzentration des Induktionsstoffes, im Beispiel
die Methanolkonzentration, misst und durch Steuerung der dem
zweiten Zufltterbehdlter 3 vorgeschalteten Zufiitterpumpe 10
die Induktionsstoff- bzw. Methanolkonzentration im Bioreaktor
1 geregelt. Das Analysesystem 24 ist dabei als ein FlieBdif-
fusionsanalyse-System (FDA) ausgebildet. Uber die FlieBdiffu-
sionsanalyse wird der Istwert der Methanolkonzentration ge-
messen und einem ersten Regler 39 zugefithrt, der den Istwert
mit dem Sollwert eines ersten Sollwertstellers 40 vergleicht

und ein Steuersignal an die zweite Zufitterpumpe 10 gibt.

Zur Messung der Zellkonzentration im Bioreaktor 1 weist die
Kontrolleinheit 5 ein zZweites Analysesystem 27 auf. Das zwei-
te Analysesystem 27 misst tber einen im Bioreaktor 1 angeord-

neten zweiten Sensor 28 die Zellkonzentration und regelt
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durch Steuerung einer dem zweiten Erntebehdlter 18 vorge-
schalteten Harvestpumpe 20 (Erntepumpe) die Zellkonzentration
im Bioreaktor 1. Uber einen mit dem zweiten Sensor 28 verbun-
denen Analysator 41 wird der Istwert der Zellkonzentration
analysiert bzw. gemessen und einem zweiten Regler 42 zuge-
fiihrt, der den Istwert mit dem Sollwert eines zwelten Soll-
wertstellers 43 vergleicht und ein Steuersignal an die Har-

vestpumpe 20 gibt.

Zur Regelung der Mediumzugabe in den Bioreaktor 1 erh&dlt ein
dritter Regler 44 von der Wdgevorrichtung 22 des Bioreaktors
1 ein Istsignal und vergleicht das Istsignal bzw. den Istwert
mit dem Sollwert eines dritten Sollwertstellers 45 und gibt

ein entsprechendes Steuersignal an die erste Zufitterpumpe 8.
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Patentanspriche

1. Verfahren zur biotechnologischen Herstellung von Wert-
stoffen bei dem einem Bioreaktor ein Medium zugefittert und
einem Fermentationsprozess unterzogen wird und bei dem iber
eine nachgeschaltete Querstromfiltrationsanlage der Wertstoff
als gefiltertes Permeat und / oder als konzentriertes Reten-
tat geerntet wird und Riicksté&nde dem Bioreaktor bis zur Ernte
als Retentat wieder zugefiihrt werden, dadurch gekennzeichnet,
dass neben dem Medium weitere Stoffe dem Bioreaktor (1) kon-
trolliert =zugefiittert werden koénnen, dass das konzentrierte
Retentat und das Permeat kontrolliert geerntet werden konnen,
und dass iiber eine Kontrolleinheit (6) der Fermentationspro-
zess und die Filtration in einem integrierten System aufein-

ander abgestimmt geregelt werden.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass
das integrierte System von der Kontrolleinheit (6) gesteuert
einer in-situ-Reinigung und Sterilisation unterzogen werden

kann.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
dass als Wertstoffe rekombinante Proteine hergestellt werden,
wobei das Permeat eine zellfreie Ernte und das Retentat eine

zellbehaftete Ernte ergibt.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Prozessablauf im Rahmen einer sequen-

tiellen integrierten Prozessfithrung erfolgt.
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5. Verfahren nach einem der Anspriiche 3 oder 4, dadurch ge-
kennzeichnet, dass in einer Batchphase (29) dem Bioreaktor
(1) zugefiihrte Zellen an das Medium adaptieren und in einer
anschlieBenden Fed Batchphase (30) die Zellen durch Zufitte-

rung mit konstanter Wachstumsrate angezogen werden.

6. Verfahren nach einem der Anspriche 3 bis 5, dadurch ge-
kennzeichnet, dass in einer Produktionsphase (31) durch Zuga-
be eines Induktionsstoffes die Induktion der Produktbildung
und die eigentliche Herstellung der rekombinanten Proteine

erfolgt.

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass
die Konzentration des Induktionsstoffes iliber eine FlieRdiffu-
sionsanalyse gemessen und Uber Zzufitterung aus einem zweiten

Zufitterbehilter (3) geregelt wird.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 4 bis 7, dadurch ge-
kennzeichnet, dass in einer Produkterntephase (32) ein Teil

des Bioreaktors (1) zellfrei abgeerntet wird.

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass
in einer Zellerntephase (33) Zellmasse des Retentats abgeern-
tet und eine Mediumrefreshphase (34) mit einer Zufitterung

von Medium (35) angeschlossen wird.

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass
nach der Mediumrefreshphase (34) der zyklische Prozess, bei
dem auBer in der Produkternte nur der Retentat- aber nicht
der Permeatstrom flieBen soll, mit der Produktionsphase (31)

neu beginnt.
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11. Verfahren nach einem der Anspriiche 3 bis 10, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die rekombinanten Proteine unter Verwen-
dung der Hefe Pichie pastoris hergestellt werden.

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass
zur Induktion der Sequenzen des Zellproteins als Induktions-
stoff Methanol (36) in das Medium (35) des Bioreaktors (1)

zugegeben wird.

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass
die Methanolkonzentration auf einem konstanten Level gehalten

wird.

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 11 bis 13, dadurch ge-
kennzeichnét, dass in der Fed Batchphase (30) und / oder in
der Produktionsphase (31) =zur Produktionssteigerung Glycerol

(37) zugefuttert wird.

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3 und 5 bis 14,
dadurch gekennzeichnet, dass der Prozessablauf im Rahmen ei-

ner kontinuierlichen integrierten Prozessfiihrung verlauft.

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass
die Produktionsphase (31), die Produkterntephase (32) und die
Zellerntephase (33) parallel ablaufen.

17. Vorrichtung zur biotechnologischen Herstellung von Wert-
stoffen im Wesentlichen bestehend aus einem Bioreaktor mit
einem vorgeschalteten ersten Zufiitterbehdlter fiir ein Medium
und einer nachgelagerten Querstromfiltrationsanlage, deren
Permeatleitung mit einem ersten Erntebehdlter verbunden ist
und deren Retentatleitung in den Bioreaktor zurickfihrt, da-
durch gekennzeichnet, dass mindestens ein zweiter Zufiutterbe-
hialter (3) mit einem Induktionsstoff dem Bioreaktor (1) vor-

geschaltet ist, dass ein zweiter Erntebehdlter (18) fir eine
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zellbehaftete Ernte des Retentats iiber eine Ernteleitung (19)
mit dem Bioreaktor (1) verbunden ist, und dass eine Kon-
trolleinheit (6) zur Messung und Regelung des Fermentations-
und Filtrationsprozesses angeordnet ist.

18. Vorrichtung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet,
dass zur Messung der Konzentration des Induktionsstoffes im
Bioreaktor (1) die Kontrolleinheit (6) ein Analysesystem (24)
aufweist, das iliber einen im Bioreaktor (1) angeordneten Sen-
sor die Konzentration des Induktionsstoffes misst und durch
Steuerung einer dem zweiten Zufutterbehdlter (3) vorgeschal-
teten zweiten Zuflitterpumpe (9) die Induktionsstoffkonzentra-

tion im Bioreaktor (1) regelt.

19. Vorrichtung nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet,
dass das Analysesystem (24) als ein FlieBdiffusionsanalyse-

System (FDA) ausgebildet ist.

20. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 17 bis 18, dadurch
gekennzeichnet, dass zur Messung einer Zellkonzentration im
Bioreaktor (1) die Kontrolleinheit (6) ein zweites Analyse-
system (27) aufweist, das iiber einen im Bioreaktor (1) ange-
ordneten zweiten Sensor (28) die Zellkonzentration misst und
durch Steuerung einer dem zweiten Erntebehdlter (18) vorge-
schalteten Harvestpumpe (20) die Zellkonzentration im Biore-
aktor (1) regelt.

21. Vorrichtung nach einem der Ansprﬁche'17,bis 20, dadurch
gekennzeichnet, dass zur Regelung der Mediumzugabe in den
Bioreaktor (1) ein dritter Regler (44) iber eine Wigevorrich-
tung (22) des Bioreaktors (1) mit einer Zufiitterpumpe (8)

verbunden ist.
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