aw

— prot P.S.I. — protein Pressure Specific Activity Impact (Phase II, TP A) protPS.I.
Schlussbericht

\|
(‘grotPSI.

zur zweiten Forderphase
der strategischen Allianz

prot P.S.l. - protein Pressure Specific Activity Impact

,Modulation der Reaktivitidt von Proteinen und
Thermodynamik durch Druck” (Phase Il, TP A)

FKZ: 03181080 (A-D)

Berichtszeitraum: 01.04.2021 — 30.09.2024

PreSens Precision Sensing GmbH
Dr. Gregor Liebsch

(Koordinator)




a)
- protP.S.I. — protein Pressure Specific Activity Impact (Phase Il, TP A) ‘protf ol

Inhalt

I.  Kurze Darstellung zur Allianz protP.S.I. - protein Pressure Specific Activity Impact

T T I TSP iii
0] 7Y o= g I =] | (U oY - PSPPI iii
2. Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefihrt wurde ..........ccccoeeeciieiiiiiieicciieeees iii
3. Planung und Ablauf des VOrhabens ..........coouiieiiciiee ettt e e e e e are e e e ebaeee e v
4. Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angekniipft wurde.........ccccceviviiieriniceenennee. vii
5. Zusammenarbeit mit anderen Stellen ..o vii
6. Wichtigste Positionen der zahlenmaRigen NaChWEISe ........cccuevieeciieeiciiiee e viii
7. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit........cccceeeeiiieeieiiie e, viii
8. Voraussichtlicher Nutzen, insbesondere der Verwertbarkeit der Ergebnisse im Sinne des

fortgeschriebenen VerwertuNgSPlans . ... ettt sree e e sree e e ebee e e enreeas viii

9. Wahrend der Durchfiihrung des Vorhabens dem ZE bekannt gewordener Fortschritt auf dem

Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen......... ..o iiie e e viii
10. Erfolgte oder geplanten Veroffentlichungen des Ergebnisses nach Nr. 11 .......ccceeeeeevninnnnen... viii
V., Kurzfassung” (BeriChtShIAtt) .......c.ueecieeiiieciie ettt e tre e te e e ba e e st e e sbaeebaeesarneenes Xiv



qa)
— protP.S.I. — protein Pressure Specific Activity Impact (Phase I, TP A) ‘prOJﬁ S|

Schlussbericht zu Nr. 8.2

Forderkennzeichen:
031B1080 (A-D)

Vorhabenbezeichnung:

Allianz protP.S.l. — protein Pressure Specific Activity Impact:

»»Modulation der Reaktivitdt von Proteinen und Thermodynamik durch Druck”
(Phase I, TP A)

Laufzeit des Vorhabens: 01.04.2021 — 30.09.2024

l. Kurze Darstellung zur Allianz protP.S.I. - protein Pressure
Specific Activity Impact (Phase I, TP A)

1. Aufgabenstellung

Die Innovationsallianz protP.S.l. verfolgt das Ziel, den Prozessparameter Druck gezielt fir
verfahrenstechnische Prozesse, insbesondere in der Feinchemie, nutzbar zu machen. Dadurch soll
sowohl die Effizienz der Produktentwicklung als auch die Wirtschaftlichkeit der Herstellungsprozesse
optimiert werden. Grundlage hierfiir ist die Erforschung und Identifizierung kritischer
Proteinstabilitatsgrenzen sowie der relevanten Druckbereiche, die aktivierend oder deaktivierend
wirken. Diese wissenschaftliche Basis wurde bereits erfolgreich in der ersten Forderphase geschaffen.

Dariber hinaus konnte die Allianz technologische Grundlagen fiir kontinuierliche und batch-basierte
Produktionsverfahren im Labormalistab entwickeln. Dabei wurde nicht nur der Prozessparameter
Druck fur Prozessmodifikationen genutzt, sondern auch eine integrierte Sensorik implementiert, die
eine inline- und online-Uberwachung des Prozessverlaufs erméglicht. Zudem wurden neuartige Ventile
zur Entnahme kleinvolumiger Proben wahrend des Betriebs entwickelt.

In der zweiten Phase der Allianz wurden diese Erkenntnisse gezielt in der Feinchemie sowie weiteren
Industriebranchen zur Anwendung gebracht. Die einzelnen Teilprojekte der Allianz untersuchten dabei
konkrete Umsetzungsmoglichkeiten mit dem (bergeordneten Ziel, den Transfer von der
Laborforschung in die industrielle Praxis zu realisieren. Das erworbene Know-how wurde in Form von
Veroffentlichungen in wissenschaftlichen Journalen sowie auf Messen und Kongressen geteilt.
Dadurch werden Interessenten befahigt werden, Kontakte herzustellen und fundierte Entscheidungen
dariber zu treffen, ob eine Biologisierung ihrer Prozesse sinnvoll ist. Die erfolgreiche Zusammenarbeit
zwischen Wirtschaft und Wissenschaft soll unter Einbindung neuer Impulsgeber mit dem Ziel des
Transfers auch nach Ende der Forderphase der Innovationsallianz fortgefiihrt werden.

2. Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefihrt wurde

In der zweiten Forderphase baute das Konsortium der Innovationsallianz protP.S.I. auf den
Erkenntnissen und Ergebnissen der ersten Phase auf und entwickelt diese gezielt weiter. Wahrend die
erste Phase einer linearen Forschungs- und Wertschopfungskette folgte — wvon der
Proteinstrukturanalyse (Projektbereich A; dieser Projektbereich ist nicht in der Férderung der zweiten
Phase) Uiber die Prozessanalytik (Projektbereich B; B1: Inline Analytik begaster Systeme) bis hin zur
Prozessentwicklung und -implementierung (Projektbereich C;, C1: Biokatalyse unter Druck und
C2: Prozessfiihrungsstrategien) —orientierte sich die Struktur der zweiten Phase an den hierarchischen
Ebenen der Proteine selbst. Diese dynamische Struktur erlaubte es den Teilprojekten, flexibel auf neue
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Erkenntnisse zu reagieren und sowohl im Detail als auch im Gesamtkontext zur Weiterentwicklung der
Methode der Biokatalyse unter Druck beizutragen. Im Mittelpunkt standen dabei der Transfer dieser
Technologie aus dem Labor in die industrielle Anwendung — ein Ziel, das alle Partner gleichermallen
verfolgen. Die Teilprojekte der zweiten Forderphase libernahmen dabei folgende Rollen:

i) Primdrstruktur — Die Teilprojekte bilden grundlegende Bausteine aus Werkzeugen und Wissen.
-> Moglichkeit diese in Labormustern und Forschungsreaktoren konkret auszuprobieren, in
Betrieb zu nehmen, Funktions- und Leistungstests durchzufiihren und (Vor)Untersuchungen fiir
weitere Schritte in kleinem MaRstab zu machen.

ii) Sekundédirstruktur — Die Teilprojekte vernetzen sich zu einem technologischen Riickgrat, das
einen regel- und steuerbaren Gesamtprozess ermaoglicht.
-> Schnittstellen und Kommunikation, um einen Prozess unter Druck so unter Kontrolle zu
bringen, dass konkrete Prozessfiihrungsstrategien in Testreaktoren angewendet werden kénnen.
Anbindung von Sensoren an ein Prozessleitsystem, Daten-Austausch zum Festlegen von
Betriebsdaten und Reaktorauslegungen oder zur Auswahl von eventuellen Enzymvarianten
anhand realer Testlaufe im Mikromalstab. Realisierung eines definierten Betriebsmodus in einem
Reaktor durch Prozessleitsystem, das sowohl Steuerung und Regelung von Aktuatoren und
Sensoren zusammenbringt als auch das Know-how hinsichtlich tatsachlich sinnvoller und
getesteter (in silico und real). In der ,Sekundarstruktur” wird die Biokatalyse unter Druck fiir
konkrete Anwendungen erstmals real durchfiihrbar.

iii) Tertidrstruktur — Die Teilprojekte (ibernehmen eine spezifische biotechnologische Funktion,
indem sie sich individuell an den jeweiligen Prozess anpassen und diesen steuern.
-> Wissen und Werkzeuge aus den einzelnen Teilprojekten werden zusammen in zielgerichtete
biotechnologische Funktion gebracht. Pilotanlagen werden mdoglich mit allen technischen und
intellektuellen Ergebnissen und Erkenntnissen. Konkrete Anwendung im Sinne der Herstellung
von Produkten. Im Ergebnis entsteht hier auf Allianzebene und damit in hoherer Ebene als in den
Teilprojekten Know-How hinsichtlich der ,,Modulation der Reaktivitat von Proteinen und
Thermodynamik durch Druck” und damit Informationen zur generellen Anwendbarkeit der
Methode Uber die Allianz(partner) hinaus.

"‘l) Technologisches Riickgrat Biotechnologische Funktion
prot c2
Cc1

Verbundene Grundbausteine '(:1‘
Bl

Bl C1
Cc2
c2
Bl
( Basis ) [ Transfer ) | Anwendung l
»Zentrallabor” »Prozesskontrolle” »Industrielle Biotechnologie”

- Inline und online Sensorik unter Druck - Prozessleitsystem bernimmt die Fiihrung - Neue Produktionsstrategien

- Online Prozessanalytik unter Druck - Betriebsdaten, Reaktorauslegung - Neue Produktkategorien

- Labormuster und Forschungsreaktoren - Prozessfilhrungsstrategien - Ubertragung auf Pilotanlagen

- Ubertragung auf Testreaktoren

Abbildung 1: Darstellung des Zusammenwirkens in der zweiten Férderphase. B1: Inline Analytik begaster Systeme, TUHH, Prof.
Liese, TUHH, Prof. Schliiter, Eurotechnica GmbH, PreSens GmbH. C1: Biokatalyse unter Druck, GALAB Laboratories GmbH,
TUHH, Prof. Liese. C2: Prozessfiihrungsstrategien, TUHH, Prof. Pértner, GALAB Laboratories GmbH, Ingenieurbiiro Dr.-Ing.
Schoop GmbH, HS Furtwangen, Prof. Hass
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Langfristige Perspektiven und Nachhaltigkeit

Die Innovationsallianz protP.S.l. strebt an, konventionelle chemische Produktionsverfahren, in denen
Druck eine Rolle spielt, durch biotechnologische Alternativen zu ersetzen. Damit leistet sie einen
Beitrag zur Umsetzung der Vision einer nachhaltigen, bio-basierten Wirtschaft (Biookonomie), wie sie
von der Bundesregierung angestrebt wird. Konkret sollen durch den Einsatz spezifischer Enzyme und
eine gezielte Steuerung des Drucks in Feinchemikalien-Produktionsprozessen sowohl die Produkt-
ausbeute und -qualitat erhoht als auch die Produktionskosten gesenkt werden. Bereits in der ersten
Forderphase wurden hierfir wichtige Grundlagen gelegt.

Ein besonderer Fokus liegt auf der oOkologischen Nachhaltigkeit: Die neuen Verfahren sollen
Ressourcenschonung, Abfallvermeidung und Energieeinsparung ermaoglichen. Dies tragt nicht nur zur
O0konomischen Effizienz bei, sondern wirkt sich auch positiv auf soziale Nachhaltigkeitsaspekte aus. In
der zweiten Forderphase sollen diese Ansatze auf weitere Branchen — etwa die Lebensmittelindustrie
— Ubertragen werden, um durch die gezielte Nutzung des Prozessparameters Druck weitere
nachhaltige und effiziente Produktionsmethoden zu etablieren.

Innovationstransfer und wirtschaftliche Verwertung

Neben der Weiterentwicklung und Anwendung der Forschungsergebnisse innerhalb der Allianz sollen
auch externe Partner von den gewonnenen Erkenntnissen profitieren. Durch Publikationen und
Prasentationen auf Messen und Kongressen wird das Wissen gezielt verbreitet, sodass Unternehmen
aus verschiedenen Industriezweigen prifen koénnen, inwieweit sich eine Anpassung ihrer
Produktionsprozesse unter Nutzung des Drucks als Prozessparameter lohnt.

Das Ubergeordnete Ziel ist der wissenschaftlich fundierte Transfer eines anwendungsorientierten
Know-hows in die Industrie, um langfristig hochinnovative Produkte und Verfahren zu ermdglichen.
Der wachsende Bedarf an nachhaltigen Produktionsmethoden — getrieben durch politische Vorgaben
und das allgemeine Bewusstsein fir die Klimaproblematik — verstarkt die Relevanz dieses Projekts. Die
Erweiterung des Konsortiums um zahlreiche assoziierte und interessierte Partner unterstreicht das
Potenzial der Innovationsallianz protP.S.I. aus wissenschaftlicher, wirtschaftlicher und
bio6konomischer Perspektive.

3. Planung und Ablauf des Vorhabens
Tabelle 1: Partner und Assoziierte der Forschungs- und Entwicklungs-Allianz protP.S.1. in der zweiten
Férderphase

Forschungs- und Entwicklungsallianz "prot P.S.1." in der zweiten Férderphase

Partner Kontakt
Institut Zuordnung Funktion Vormane Name Email Telefon
Agrano Assoziierter Assoziierter Pflimlin Marc marc.pflimlin@agrano.de 07642 67262
AQT Assoziierter Assoziierter Breisinger Fabian fabian.breisinger@aot.com 08370922 80-0
Hochschule Medical and Life
) C2, UA Partner Volker Hass volker.claus.hass@hfu.eu 0421 17230947
Furtwangen Sciences
Ingenieurbiro Dr.- Ing. ) )
C2; Antragsteller Partner Karl Michael Schoop info@schoop.de 040 754922-30
Schoop GmbH
PreSens —Precision ; )
B B1; Antragsteller Partner Gregor Liebsch Gregor.Licbsch@presens.de 094194272117
Sensing GmbH
Technische Universitit . . B .
Hamburg Technische Bickatalyse|B1, C1; UA Partner Andreas Liese liese@tuhh.de 040 428 73-3018
Technische Universitit [Bioprozess-
B ) C2; UA Partner Ralf Portner poertner@tuhh.de 040 42878-2886
Hamburg Biosystemstechnik —
Technische Universitdt |Mehrphasen- R
= B1; UA Partner Michael Schluter michael.schlueter@tu-harburg.de 040 42878-3293
Hamburg stromungen
TuTech Innovation ) . . .
GmbH Dienstleistung Assoziierter Thomas Sperling sperling@tutech.de 040 76629-6344

Die Partner sind organisiert in den Teilprojekten B1: Inline Analytik begaster Systeme, TUHH, Prof.
Liese, TUHH, Prof. Schliter, Eurotechnica GmbH, PreSens GmbH, C1: Biokatalyse unter Druck, GALAB
Laboratories GmbH, TUHH, Prof. Liese und C2: Prozessfiihrungsstrategien, TUHH, Prof. PGrtner, GALAB

Vv
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Laboratories GmbH, Ingenieurbiiro Dr.-Ing. Schoop GmbH, HS Furtwangen, Prof. Hass. Verbunden sind
sie Uber den Konsortialvertrag, der Koordinator ist PreSens. Innerhalb der Teilprojekte fungiert die
TuTech als Kooperationsvertragspartner des jeweiligen Antragstellers, die Institute sind an die TuTech
als Unterauftrag bzw. F&E Auftrag gebunden. Die TuTech Gbernimmt zusatzlich die Aufgabe PR und
Kommunikation nach auBen. Innerhalb der Allianz |auft der Austausch auf Projekt(gruppen)ebene
und/oder im Rahmen der jeweiligen Rolle mit allen anderen Partnern.

Mit einer kostenneutralen Verlangerung um 6 Monate konnten die Arbeiten wie geplant durchgefiihrt
werden, wobei die Verlangerung hauptsachlich Arbeiten von B1 betraf. Die Teilprojekte C1 und C2
verlangerten ebenfalls mit der Absicht die Ergebnisse der noch durchzufiihrenden Arbeiten in
Teilprojekt B1 (Scale-up Reaktor) mit Hinblick auf die bereits erfolgreich abgeschlossenen eigenen
Arbeitspakete in C1/C2 im noch durchzufiihrenden bzw. anzufertigenden gemeinsamen Allianz-
Abschlussmeeting und -bericht zu diskutieren und zu bewerten mit dem Ziel, das erreichte
Gesamtergebnis und den Erfolg der Allianz protP.S.l. nach Abschluss aller Arbeiten zu quantifizieren
und zu dokumentieren.

Die Notwendigkeit der Verlangerung fir das Teilprojekt B1 ergab sich aus dem 5. Arbeitspaket. Dies
sah die Fertigung und die Inbetriebnahme des HD-Plattformreaktorsystems in der Form eines
Treibstrahlschlaufenreaktors (Scale-Up) vor. Das Institut flr Technische Biokatalyse (Prof. Liese) war
flir die Bereitstellung und Charakterisierung des immobilisierten Enzyms zur Anwendung im
Hochdruckreaktor zustandig. Die Lieferzeit des Tragermaterials betrug entgegen den Erwartungen 10
Wochen. Ergdnzend fanden Versuche zur vollstdndigen prozesstechnischen Charakterisierung des
Reaktionssystems mit dem Enzym Glucose Oxidase im kleinen Malstab statt. Dabei wurde die
Enzymaktivitdt bei unterschiedlichen Druckstufen aufgenommen und im Hinblick auf die
Prozessintensivierung durch die Druckvariation untersucht. Um die Versuche im HD-
Plattformreaktorsystems zu starten, wurde parallel eine Untersuchung der Stabilitdt charakterisiert
durch die Halbwertszeit des immobilisierten Enzyms durchgefiihrt. Basierend auf diesen
Systemstudien ergdanzt um zusatzlichen Druckstufen wurde das gesamte Betriebsfenster des
Reaktorsystems unter den gegebenen hydrodynamischen und anlagenspezifischen Bedingungen
festgelegt. Das Institut flir Mehrphasenstromungen (Prof. Schliiter) hatte mit Festlegung des
enzymatischen Modellreaktionssystems Glucose Oxidase zu Jahresbeginn 2023 mit der
Konzeptionierung und Planung eines Scale-Ups begonnen. Im 1. Quartal 2023 wurde anhand der
Erkenntnisse aus dem Versuchsaufbau im Labormalistab ein Skalierungsansatz basierend auf einem
Treibstrahlschlaufenreaktor entwickelt. Fiir das Scale-Up-Konzept wurde im 2. und 3. Quartal 2023 in
Kooperation mit den Projektpartnern ein Basic- und Detailengineering durchgefiihrt. Wahrend der
Beschaffung wurde deutlich, dass die bendtigte Mess- und Pumptechnik, entsprechend der
Spezifikation, nur im Rahmen eines Sondergerate- bzw. Sondermaschinenbaus verfiigbar waren. Die
spezifische Fertigung der Bauteile hatte sowohl die Kosten als auch den Zeitrahmen des Projekts
gesprengt. Das Konzept der Anlage musste entsprechend Uberarbeitet und angepasst werden. Im Zuge
dieser Anpassung wurde die Druckstufe der Anlage auf 100 bar reduziert. Durch diese Anderung
konnten die Kosten sowie die Lieferzeiten deutlich reduziert werden, dennoch hatten einige
spezifische Komponenten eine Lieferzeit von knapp 3 Monaten.

Alle notwendigen Peripheriegerdate waren Februar 2024 geliefert, sodass eine Fertigung des Aufbaus
entsprechend des noch offenen Arbeitspakets 5.2 bei der Firma Eurotechnica in Bargteheide forciert
werden konnte. Die Integration der Steuerungs- und Regelungstechnik erfolgt hierbei in enger
Zusammenarbeit mit dem Ingenieurbiiro Schoop. Die Integration und finale Inbetriebnahme der
Sensorik erfolgte in enger Abstimmung mit dem Partner PreSens Precision Sensing GmbH.

Vi
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Durch eine kostenneutrale Verlangerung vom 01.04.2024 bis 30.09.2024, um 6 Monate, d.h. eine
kostenneutrale Verlangerung fiir die Projektmonate 37 bis 42, konnten die Arbeiten abgeschlossen
werden.

4. Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknlpft wurde
In der Phase | (1.-3. Jahr) wurden
e Untersuchungen zu den kritischen Stabilitatsgrenzen von Proteinen durch Identifizierung von
Strukturdeskriptoren unter Druck (Projektbereich A - Proteinstrukturanalyse),
o die Etablierung von analytischen Methoden zur online und in situ Reaktionskontrolle der
biokatalytischen Synthese unter Druck (Projektbereich B - Prozessanalytik),
e sowie die Etablierung und Optimierung von beispielhaften Labormustern und Laborprozessen
in der Industriebranche Feinchemie (Projektbereich C - Prozessentwicklung)
durchgefiihrt.
Die Umsetzung der einzelnen Projektbereiche bzw. Teilprojekte erfolgte zwar hinsichtlich der
jeweiligen Projektpartner hochspezialisiert und fokussiert, jedoch im Rahmen der Allianz nicht fiir sich
alleinstehend: neu erarbeitete Kenntnisse von kritischen Proteinstabilitaten unter Druck wurden zur
industriellen Nutzung direkt in ausgewahlte Prozesse integriert und unter Verwendung neuer
analytischer Methoden gegen den jeweiligen Erwartungswert getestet. In der sich anschlieBenden

Phase Il (4.-6. Jahr) sollten die in Phase | erworbenen Kenntnisse, Methoden, Muster und Prozesse in
funktionellen Demonstrationsanlagen zum Einsatz kommen.

Als Basis fiir die weiteren Arbeiten standen die folgenden Entwicklungen aus Phase | bereits zu
Beginn der Phase Il mindestens als Know-How oder Prototyp zur Verfligung:

Hochdruckzelle zur Analytik von Struktur und Aktivitat unter Druck (A1)
Software fir in-silico protein engineering mit Verhaltensvorhersage (A2)
inline-0,-Sensorik (B1)

Probenahmeventil flr die online Analytik von Reaktionen unter Druck (B2)
Batch-Reaktoren (B1)

kontinuierliche Reaktoren (C1l) zusammen mit Know-How der Reaktor-Integration von an
Mesh- oder Partikel-gebundenen Enzymen (B1, C1)

ok wnRE

~

Ansteuer- und Regelmdglichkeiten von Reaktoren, Prozessleitsystem (C2)
8. Prozessentwicklung in-silico (C2)
9. Druck-Fallungsreaktor (C5)

Im Rahmen der ersten Phase wurden lber 40 wissenschaftliche Publikationen und Prasentationen
veroffentlicht oder zu Veroffentlichung vorbereitet sowie zusatzlich Promotions-, Master-, Bachelor-
und eine Projektarbeiten durchgefiihrt.

5. Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Die Bearbeitung und Umsetzung der Arbeitspakete der einzelnen Teilprojekte erfolgte gemald der
unter ,3. Planung und Ablauf des Vorhabens” gelisteten Tabelle ,Partner und Assoziierte der
Forschungs- und Entwicklungs-Allianz protP.S.l. in der zweiten Férderphase”.

vii
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6. Wichtigste Positionen der zahlenmaligen Nachweise

Alle Kosten im geforderten Projekt wurden von den Partnern in den jeweiligen Mittelabrufen
gelistet und der Planung zugeordnet. Auf diese Mittelabrufe sei hier verwiesen.

7. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Die geleistete Arbeit entspricht den in Projektantragen dargestellten Vorhaben.

8. Voraussichtlicher Nutzen, insbesondere der Verwertbarkeit der Ergebnisse im Sinne
des fortgeschriebenen Verwertungsplans

Durch die neuartigen apparativen, sensorischen und modellbasierten Lésungen und Werkzeuge zur
Prozessentwicklung und -optimierung konnen enzymatische Prozesse unter Beachtung aller
Prozessparameter inklusive (Hoch)Druck wirtschaftlicher und nachhaltiger gestaltet werden. Durch die
Anbindung neuer Lésungen zur Uberwachung, Steuerung und Regelung an das industriell etablierte
Prozessleitsystem (WinErs der Firma IB Schoop) wird die Nutzung dieser Technologien in der
industriellen Produktion ermdglicht. Die Ergebnisse der Allianz protP.S.I. helfen, neue biotechnische
Prozesse schneller zu entwickeln und erméglichen einen schnelleren Marktzugang mit neuartigen,
effizient und wirtschaftlich produzierten Produkten.

Die wirtschaftlichen Projektpartner und assoziierten Partner beabsichtigen die Ergebnisse in ihre
jeweiligen Angebote und Prozesse zu integrieren. Die AGRANO GmbH & Co beabsichtigt die Nutzung
der modellbasierten Werkzeuge, zur Optimierung der enzymatischen Produktion von Bio-Nahrmedien
und so die Wirtschaftlichkeit der Herstellung von fermentativen Produkten in Bio-Qualitat zu
verbessern.

9. Wahrend der Durchfiihrung des Vorhabens dem ZE bekannt gewordener Fortschritt
auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Es sind keine Fortschritte bei anderen Stellen bekannt geworden.

10. Erfolgte oder geplanten Veroffentlichungen des Ergebnisses nach Nr. 11

Im Rahmen der zweiten Phase der Allianz protP.S.I. sind folgende Publikationen, Prasentationen und
Master- und Doktorarbeiten entstanden:

Teilprojekt B1

Publikationen in wissenschaftlichen Zeitschriften:

Niehaus, D.; Lyberis, A.; Houssaini, S. |.; Peccin, Z.; Liebsch, G.; Bubenheim, P.; Hoffmann, M.; Liese, A;
Schliter, M. (2025). High-Pressure Reactor Technology for Aerated Biotransformations. Chemical
Engineering & Technology, 48(1). DOI: 10.1002/ceat.202400043.

Vortrage/Poster auf wissenschaftlichen Fachtagungen:

Niehaus, D.; Johannsen, M.; Ohde, D.; Perz, F.; Bubenheim, P.; Liebsch, G.; Liese, A.; Schliter, M.
(2021), Enzyme catalysed reactions under high pressure in aerated bioreactors, ECCE/ ECAB, Online
conference

viii
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Lyberis, A.; Percin, Z.; Niehaus, D.; Liebsch, G.; Bubenheim, P.; Schliiter, M.; Liese, A. (2022), Technical
Applicability of Aerated Biocatalytic Systems Under Pressure, Biocat 2022, Hamburg, Germany.

Niehaus, D.; Johannsen, M.; Ohde, D.; Perz, F.; Bubenheim, P.; Liebsch, G.; Liese, A.; Schliter, M.
(2021), Design of aerated high pressure reactors for enzyme catalysed reactions, Himmelfahrtstagung
on Bioprocess Engineering, Online conference.

Masterarbeiten:
Selma Iraqi Houssaini, Calibration of Optical Sensors under Pressure for Precise Monitoring of Oxygen

Concentration in Biotechnological Processes, external Master Thesis at Eurotechnica GmbH in
Bargteheide, Germany, 2023

Lisa Katharina Hahn, Optimisation and hydrodynamic characterisation of single-phase flow-through
periodic open-cell structures for the immobilisation of enzymes, Master Thesis in Cooperation with the
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18. Kurzfassung

Der Schlussbericht der Innovationsallianz protP.S.I. beschreibt Arbeiten, um konventionelle chemische Produktionsverfahren, in denen Druck
eine Rolle spielt, durch biotechnologische Alternativen zu ersetzen. Konkret wurden durch den Einsatz spezifischer Enzyme und eine gezielte
Steuerung des Drucks in Feinchemikalien-Produktionsprozessen sowohl die Produktausbeute und -qualitdt erhoht als auch die
Produktionskosten gesenkt. Bereits in der ersten Forderphase wurden hierfiir wichtige Grundlagen gelegt.

Ein besonderer Fokus lag auf der 6kologischen Nachhaltigkeit: Die neuen Verfahren sollen Ressourcenschonung, Abfallvermeidung und
Energieeinsparung ermdoglichen. Dies tragt nicht nur zur 6konomischen Effizienz bei, sondern wirkt sich auch positiv auf soziale
Nachhaltigkeitsaspekte aus. In der zweiten Férderphase wurden diese Ansatze auf weitere Branchen — etwa die Lebensmittelindustrie —
ibertragen, um durch die gezielte Nutzung des Prozessparameters Druck weitere nachhaltige und effiziente Produktionsmethoden zu
etablieren.

Die Ziele des Teilprojekts B1 umfassten den Bau und die Inbetriebnahme einer Demonstrations-Reaktoranlage im TechnikumsmaRstab, die
Immobilisierung von Enzymen sowie die Erweiterung der Reaktorsensorik fiir Sauerstoff, pH und CO,. Ein innovatives Reaktorkonzept
basierend auf dem Jet-Loop-Prinzip wurde entwickelt und konstruktiv umgesetzt. Ein zentraler Aspekt war die rdumliche Trennung von
Enzymimmobilisierung und Begasung, um unerwiinschte Effekte durch direkten Gaskontakt mit dem Biokatalysator zu vermeiden. Das
Konzept umfasst zwei Stromungsschlaufen: Die innere sorgt fiir intensive Durchmischung und Stoffaustausch, wahrend die duBere mehrere
Bioreaktoren um den zentralen Reaktor anordnet. Dies erleichtert die Skalierung und erméglicht mehrstufige enzymatische Reaktionen. Am
Beispiel der Glucoseoxidation zeigt sich das Prinzip: In einem Reaktor oxidiert Glucoseoxidase Glucose, wahrend in einem zweiten
immobilisierte Katalase Wasserstoffperoxid abbaut. Ein zentraler Energieeintrag tiber eine Treibduse steigert die Effizienz und reduziert den
apparativen Aufwand. Bewdhrte Konzepte aus dem LabormaRstab, wie elektro-optische Sensorik, wurden in den grotechnischen Aufbau
libernommen. Zur Integration in das Prozessleitsystem WinErs wurden Anpassungen vorgenommen, sodass Messwerte nun in Echtzeit
erfasst und ausgewertet werden.

Das Teilprojekt C1 fokussierte sich auf eine Reaktionskaskade im Festbettreaktor zur Synthese von Sialyllactose. In der ersten Projektphase
wurde eine zweistufige Kaskade zur Synthese von N-Acetylneuraminsdure etabliert. In der zweiten Phase erfolgte die Erweiterung um zwei
Enzyme zur Sialyllactose-Synthese. Die benétigten Enzyme wurden bei GALAB hergestellt, isoliert, lyophilisiert und fiir langere Lagerung
stabilisiert. Ein Screening verschiedener Tragermaterialien fuhrte zur erfolgreichen Immobilisierung der Enzyme, die anschlieRend in
Edelstahl-Sdulen integriert wurden. Die Optimierung erfolgte durch Untersuchungen zur Druckabhangigkeit von Aktivitat, Stabilitat und
Selektivitat. Einige Enzyme zeigten unter Hochdruck eine erhéhte Aktivitat, was die Prozessbedingungen erweiterte und die Nutzungsdauer
verlangerte.

In Teilprojekt C2 wurden reaktionskinetische Modelle fiir den Festbett-Stromungsreaktor entwickelt und zur experimentellen
Versuchsplanung genutzt. Die gewonnenen Daten flossen in die Modelliiberarbeitung und die Entwicklung einer Standard Operating
Procedure (SOP) furr die Prozessautomatisierung ein. Ziel war die Pilotversion eines neuen Prozessleitsystems (PLS) ,, WinErs-Enzyme* mit
Hochdruck-Funktionalitdat. GALAB etablierte eine zweistufige enzymatische Sialyllactose-Synthese im Festbettreaktor. Die Enzyme wurden
produziert, immobilisiert und kinetisch charakterisiert. Parallel dazu entwickelte die AG Hass ein erweitertes enzymatisches Prozessmodell fiir
WinErs, wahrend IB Schoop die erste Pilotversion des PLS realisierte. Die Optimierung des Hochdruck-Festbettreaktors erfolgte durch den
Einsatz digitaler Zwillinge (DT), die Stabilitats-, Leistungs- und Funktionsanalysen der Regelungsstrategien ermdglichten. Erweiterte
Schnittstellen fiir neue Sensoren wurden integriert. Zudem optimierte AGRANO in Kooperation mit der AG Hass die industrielle Produktion
von Bio-Ndhrmedien mittels adaptiver Prozessfiihrungsstrategien. Durch die Verknlpfung mit dem PLS WinErs wird eine erhebliche
Reduktion von Aufwand und Kosten in der biotechnologischen Prozessentwicklung erwartet. Die modellgestiitzte Prozessoptimierung soll
auch kleinen Unternehmen zuganglich gemacht werden. Das Projekt leistete einen Beitrag zur Vereinfachung dieses Verfahrens, um es
zeitgleich mit Pilotexperimenten durchzufiihren. Eine neue adaptive, modellgestiitzte Prozessstrategie fiir die at-line-Prozessoptimierung
unter Druck soll die Entwicklungszeit biotechnologischer Prozesse deutlich verkirzen.
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