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Zusammenfassung

Die moderne Bioprozesskontrolle erfordert die schnelle Datenerfassung und Evaluierung von
Bioprozessgrofden. Diese Anforderungen werden bei Anwendung der Online-Fluoreszenz-
spektroskopie zur Datenerfassung und der Auswertung mittels chemometrischer Methoden
erfullt.

Die Vorteile der Online-Fluoreszenzspektroskopie basieren auf der Moglichtkeit von nicht-
invasiven ,sterilen Messungen“. Die Messungen im Bioreaktor kénnen durch Glasfenster
erfolgen, ohne dass der Reaktor gedffnet oder eine Messsonde eingesetzt werden muss.
Desweiteren werden Uber die 2D-Fluoreszenzspektroskopie durch die Messung in einem
weiten Exzitations- und Emissionswellenléangenbereich eine Vielzahl an Informationen Uber
den aktuellen Stand des Bioprozesses geliefert.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Untersuchungen zeigen die Anwendung der
chemometrischen Datenanalyse von Fluoreszenzdaten, die bel der Durchfihrung von
Bioprozessen erhalten wurden. Die Auswertung der Fluoreszenzdaten erfolgt durch
Anwendung der PLS-Regression (partial |east square-regression).

Bel Untersuchungen von Bierbrauprozessen konnten gesicherte Vorhersagen des
Hefezellwachstums, des pH-Wertes und des Extraktgehaltes erzielt werden. Die Bestimmung
der vicinalen Diketone war aufgrund der geringen Varianz der Fluoreszenzdaten im letzten
Abschnitt der Garung nicht méglich.

Die Moglichkeit der Prozesskontrolle wurde fur die Hefereinzucht in der Brauerei und fur die
Kultiverung von CHO-Zellen (Chinese Hamsters Ovary) gezeigt. Der Schwerpunkt bei den
Untersuchungen der Kultivierungen der CHO-Zellen lag bei der Bestimmung des
produzierten Proteins t-PA (tissue plasminogen activator), der Glukosekonzentration und der
Zellmasse.

Bel den Kultivierungen des Pilzes Claviceps purpurea wird die Vorhersage der produzierten
Alkaloide gezeigt. Weiterhin ist die Beobachtung des Zellwachstums des Pilzes durch die
Kombination von Fluoreszenzspektroskopie und chemometrischer Auswertung moglich.

Stichworte: 2D-Fluoreszenzspektroskopie, Online-Bioprozessmonitoring,

multivariate Auswertung



Abstract

Modern bioprocess control requires fast data acquisition and in-time evaluation of bioprocess
variables. On-line fluorescence spectroscopy for data acquisition and the use of chemometric
methods accomplish these requirements.

The advantages of on-line fluorescence spectroscopy are based on the possibility of non-
invasive “sterile sensing”. Bioreactors may be sensed through the glass window without the
need of opening it or inserting a probe. More over 2D-fluorescence spectroscopy provides
many information about the state of the bioprocess by detetecting a wide range of excitation
and emission wavelengths.

The presented investigations show the application of chemometric modeling of fluorescence
data obtained from bioprocesses with regard to on-line bioprocess monitoring. The evaluation
of the fluorescence data was performed by using partial least squares regression (PLS).
Investigations on brewing processes resulted in reliable predictions of the yeast growth, the
pH-value and the extract concentration. The monitoring of vicinal diketones by fluorescence
measurement was not possible due to the lack of fluorescence information in the last period of
the process.

The ability of process control using fluorescence spectroscopy was shown for the growth of
yeast in brewing processes and for cultivations of CHO-cells (Chinese Hamsters Ovary). The
focus of the investigations during cultivations of CHO-cells was the determination of the
produced protein t-PA (tissue plasminogen activator), the glucose concentration and cell
mass.

For the cultivation of the fungus Claviceps purpurea the prediction of the produced akaloids
is demonstrated. Furthermore the montoring of the growth of the fungus was possible by

using fluorescence spectroscopy combined with chemometric evaluation.

Keywords: 2D-fluorescence spectroscopy, on-line bioprocess monitoring,
multivariate analysis
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1 Einleitung 1

1  Einleitung

Wie viele andere Disziplinen kommt auch die moderne Bioprozessanalytik nicht mehr ohne
die Unterstitzung der Informatik aus. Die im Rahmen von Untersuchungen und
Experimenten anfallenden Datenmengen nehmen an Umfang und Komplexitéd zu und
erfordern die Entwicklung von neuen Techniken, die es erméglichen, schnell und umfassend
Informationen aus den ermittelten Daten zu erhalten.

Insbesondere spektroskopische Methoden liefern vielféltige Informationen und durch die
Entwicklungen auf dem Gebiet der Faseroptik steigt die Anzahl der Mdglichkeiten zu
spektroskopischen Online-Messungen auch bei Bioprozessen. Die Vorteile bel einer solchen
Anwendung sind die kurze Messzeit und die Moglichkeit der nicht-invasiven Messung.
Probenahmen sind nicht erforderlich, da die Messungen durch Glas-oder Plastikfenster
erfolgen konnen, so dass das Risiko von Kontaminationen gesenkt wird [WOLFBEIS, 2002].
Eine chemometrische Datenanalyse ist haufig unerlasslich, wenn Prozessgrof3en nicht direkt
gemessen werden konnen und eine Reihe von Faktoren, die einen Einfluss bel den
Messungen haben, zu beriicksichtigen sind. Die Chemometrik liefert hier eine Vielzahl von
Methoden, um ein Maximum an Informationen aus den experimentellen Messdaten zu
gewinnen [DANZER, 2001].

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Fluoreszenzspektroskopie als Methode zur
Bioprozessbeobachtung anzuwenden und mit Hilfe von chemometrischen Methoden eine
Online-Analytik zu entwickeln.

Bel folgenden Bioprozessen werden fluoreszenzspektroskopische Messungen durchgefiihrt
und die angegebenen Prozessgrofien durch Offline-Analysemethoden bestimmit.

> Bierbrauprozesse (Extraktgehalt, Zellzahl, pH-Wert, Konzentration von vicinaen
Diketonen)

» Hefereinzucht in der Brauerei (Extraktgehalt, Zellzahl, pH-Wert)

» Kultivierung von CHO-Zé€llen (Zellzahl, Glukosekonzentration, t-PA-Konzentration)

» Kultivierung des Pilzes Claviceps purpurea (Biomasse, Proteingehalt,

Gesamtalkal oidkonzentration)

Nach der Durchfihrung der Bioprozesse sollen die ermittelten Daten unter Einsatz von
chemometrischen Verfahren analysiert werden und PLS-Modelle zur Vorhersage der
Prozessgrofien erstellt und Uberpriift werden.
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2  Theoretische Grundlagen

Mit dem Einzug des Computers in die Analytik begann eine schnelle Entwicklung von
modernen Mess- und Gerétetechniken sowie der Laborautomation. Heute werden die
Analysengeréte computergesteuert betrieben, die gemessenen Daten im Computer
vorverarbeitet und gespeichert. Diese Entwicklung und die gleichzeitige Zunahme der
Anzahl der Analysengeréte fuhrt zu einem starken Anstieg der anfallenden Datenmengen.
Die daraus resultierende Notwendigkeit die anfallenden Daten effizient auszuwerten, haben
auch die Entwicklung der Chemometrik gefordert [DANZER, 2001].

Die Chemometrik umfasst eine Vielzahl von Methoden aus den Bereichen der
Mustererkennung, Neuronalen Netze, multivariaten Statistik und Datenanalyse, Signal- und
Systemtheorie, Molekularen Designs oder Syntheseplanung. Entsprechend dieser Breite an
Verfahren wird die Chemometrik je nach Einsatz unterschiedlich definiert, so dass eine
Vielzahl an Definitionen in der Literatur beschrieben werden. Die von LAVINE AND
WORKMAN [2002] nach Prufung dieser Definitionen aufgestellte Definition beschreibt die
Chemometrik als einen dynamischen Prozess. So werden Routineprobleme mittlerweile auf
eine neue Art und Weise gelést: Messung eines Phdnomens oder Prozesses, Analyse der
multivariaten Daten, Aufbau und Test eines Modells und schliesslich die Entwicklung eines
umfassenden Verstandnisses des Prozesses. Haufig werden Daten und Messwerte dabei mit
Hilfe von kostengiinstigen Verfahren generiert, um schnellere und 6konomischere Methoden
zu entwickeln.

Die Vorgehensweise bei der chemometrischen Datenanalyse wird ausfihrlich von DANZER
[2001] beschrieben. Der in Abbildung 2-1 dargestellte Ablauf beschreibt die Teilschritte
dieser Datenanalyse in Anlehnung an DANZER [2001] und bezieht sich auf die in der
vorliegenden Arbeit durchgefihrten Untersuchungen.

Am Anfang stehen die Zielsetzung und Versuchsplanung, auf deren Grundlage dann die
Datengewinnung wahrend der Bioprozesse durchgefihrt wird. Die durch Offline-Analytik
ermittelten Daten der Prozessgrofien werden grafisch aufgetragen und visuell auf moégliche
Messfehler gepriift. Die Fluoreszenzdaten werden mittels Hauptkomponentenanalyse auf
ihre Struktur und Komplexitét untersucht. Auf Basis dieser Resultate werden anschlief3end
Modelle fur die verschiedenen ProzessgroRen erstellt. Die Uberpriffung und Interpretation
der Modelle erfolgt anhand von Sensitivitétsspektren und durch Validierung, d.h. durch
Anwendung der Modelle auf weitere Bioprozesse durch Vorhersage der Prozessgrofen.
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Versuchsplanung

0
Datengewinnung - Durchfiihrung von Bioprozessen mit fluoreszenzspektro-
skopischen Messungen und Offline-Analytik der Prozessgrofien
0
Datenanalyse - grafische Auftragung der Verlaufe der ProzessgrofRen und der
Fluoreszenzdaten sowie der Fluoreszenzspektren
- Hauptkomponentenanalyse (PCA) der Messdaten
0
Modelbildung - PLS1-Regression
0
Uber prifung, - Sengitivitatsspektren, Fehler der Kalibrierung (RMSEC)
Validierung - Vorhersage, Fehler der Vorhersage (RMSEP)
0
I nterpretation, - Anwendbarkeit der Methode
Bewertung

Abbildung 2-1
Vorgehensweise bel der chemometrischen Datenanalyse

Die Entwicklung der Chemometrik wird durch die vielféltigen Anwendungen
vorangetrieben. Aufgrund des Fortschritts in der Glasfaseroptik wachsen die Moglichkeiten
in Industrie und Forschung spektroskopische Methoden als Messsysteme zu etablieren und
optimieren. Der Haupteinsatz der Chemometrik liegt in der Infrarotspektroskopie [LAVINE
AND WORKMAN, 2002], es erfolgen aber auch zahlreiche Anwendungen bei anderen
spektroskopischen Methoden, wie z.B. der Fluoreszenzspektroskopie.

WOLF ET AL. [2000] nutzten Neuronale Netze zur Auswertung von zweidimensionalen
fluorimetrischen Daten zum Online-Monitoring von biologischen Prozessen. So
beobachteten sie den Abbau von flichtigen organischen Komponeneten aus wassrigen
Medien mittels eines Membran-Biofilm-Reaktors.

CHRISTENSEN UND NORGAARD [1999] beschreiben die Anwendung der Online-
Fluoreszenzspektroskopie und PLS-Regression in der Zuckerindustrie. Sie nutzen die beiden
Methoden zur Bewertung der Qualitdt der untersuchten festen Zuckerproben in Bezug auf
Verunreinigungen, die nach dem Raffinierprozess noch im Zucker enthalten sein kdnnen.
Ebenfalls eine Anwendung von zweidimensionaler Fluoreszenzspektroskopie in

Kombination mit chemometrischen Methoden wird von HARBECK [2001] bei der
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chromatographischen Melasseentzuckerung dargestellt. Er beschreibt den Nachweis von
Tyrosin, Serin, Threonin und Asparagin mittels Fluoreszenz in Melasseproben, ausserdem
geht er auf den Betainnachweis aus Melasse mittels Naher Infrarotspektroskopie ein.

Eine weitere industrielle Anwendung wird von SoLLE [2003] durchgefihrt. Im Rahmen
dieser Untersuchungen wird das Monitoring und die gezielte Regelung des enzymatischen
Prozesses der Tryptophanherstellung aus L-Serin und Indol entwickelt. So wurden die
Prozessvariablen Indol und Serin durch multivariate Auswertung der Fluoreszenzdaten
bestimmt.

STARK [2002] fuhrte die chemometrische Auswertung der Fluoreszenzdaten bei
Kultiverungen von Saccharomyces cerevisiae durch. Bei Hochzelldichte-Kultivierungen mit
E. coli wurden mittels In-situ-Fluoreszenzmessungen zusétzliche Informationen Uber den

Prozessverlauf und den aktuellen Zellstoffwechsel gewonnen.
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3 Material und M ethoden

In den folgenden Kapiteln werden die Durchfiihrungen der Bioprozesse (Bierbrauprozesse,
Hefereinzucht, Kultivierungen von CHO-Zellen und des Pilzes Claviceps purpurea) und die
Offline-Analytikmethoden beschrieben. Eine kurze Ubersicht zur chemometrischen
Auswertung folgt im  Anschluss. Als estes werden die verwendeten
Fluoreszenzspektrometer vorgestellt.

3.1 Fluoreszenzspektroskopische M essungen

Zur Durchfohrung von kontinuierlichen fluoreszenzspektroskopischen Messungen bei den
verschiedenen Bioprozessen werden die Fluoreszenzspektrometer BioView-Sensor (Fa
DELTA Light & Optics) und F-4500 (Fa Hitachi) eingesetzt. Einzelne Messungen von
Proben in Kivetten werden ebenfalls mit dem Hitachi F-4500 durchgefuhrt.

Im Folgenden werden die Messprinzipien der Fluoreszenzspektrometer und die wahrend der
Bioprozesse  verwendeten  Gerédteeinstellungen  kurz  dargestellt.  Ausfihrliche
Beschreibungen zu den Spektrometern finden sich bei LINDEMANN [1998] und MAROSE
[1999].

3.1.1 BioView-Sensor

Der experimentelle Aufbau fir die fluoreszenzspektroskopischen Messungen bel den
verschiedenen Bioprozessen ist in Abbildung 3-1 schematisch dargestellt. Die Messungen
der relativen Kulturfluoreszenz durch die Fluoreszenzspektrometer erfolgen in situ Uber
einen Lichtleiter und einen Adapter im Bioreaktor, der das Medium und den Lichtleiter
durch eine Quarzglasscheibe trennt.

Die Auswahl der Wellenlange des Exzitationdichtes erfolgt beim BioView-Sensor Uber
Schmalband-Interferenzfilter mit einer Bandbreite von 20nm, wobei eine Xenon-
Blitzlichtlampe als Lichtquelle dient. Das Exzitationslicht wird Uber einen Lichtleiter des
zweiarmigen FlUssiglichtleiters (Fa. Lumatec) zum Bioreaktor gefuhrt und das emittierte
Fluoreszenzlicht gelangt Uber den zweiten Lichtleiter zuriick zum BioView-Sensor. Die
Detektion des Emissionglichtes erfolgt Uber Interferenzfilter und einen Photomultiplier. Die
Messungen und die Datenaufnahme werden von einem Computer gesteuert.
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Die Filter fur das Exzitations- und Emissionslicht konnen beim BioView-Sensor unabhangig
voneinander ausgewahlt werden. Zusétzlich kann sowohl bei der Exzitation als auch bei der
Emission ein Neutradichtefilter (nd-Filter, neutral density-filter, Neutralfilter) verwendet

werden.

0%

o
—
—

Abbildung 3-1
Schematischer Aufbau fir die fluoreszenzspektroskopischen Messungen mit dem BioView-Fluoreszenzsensor

Die Einstellungen, die fir die verschiedenen Bioprozesse (Gérungen, Hefereinzucht-
prozesse und Kultivierungen von Claviceps purpurea) ausgewahlt werden, sind in Tabelle
3-1 aufgelistet.

Tabelle 3-1
Einstellungen des BioView-Fluoreszenzsensors wahrend der Garungen, Hefereinzuchten und Kultivierungen
von Claviceps purpurea

Parameter Einstellungen
Exzitationswellenldnge 290 — 550 nm, zusétzlich Neutraldichtefilter
Emissionswellenlange 310 — 590 nm, zusétzlich Neutraldichtefilter

Schrittweite der Ex-/ Em-Wellenldnge 20 nm
Bandbreite der Ex-/ Em-Wellenldnge 20 nm
Photomultiplier (Gain) s. Anhang
Messungen pro

o 3, bei der Hefereinzucht 5
Wellenlangenkombination
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3.1.2 Fluoreszenzspektrometer F-4500

Das Fluoreszenzspektrometer F-4500 besitzt zwel Gittermonochromatoren mit wahlbarer
Spaltbreite, so dass die Wellenldngen von Exzitation und Emission unabhangig voneinander
eingestellt werden kénnen. Die Bandbreite der Wellenléngen ist ebenfalls frei wahlbar, als
Lichtquelle dient eine Xenonlampe. Die Detektion des Emissionslichtes erfolgt Uber einen
Gittermonochromator und Photomultiplier. Die experimentelle Anordnung entspricht dem in
Abbildung 3-1 dargestellten Aufbau. Der Flissiglichtleiter (Fa. Lumatec) wird Uber einen
von der institutseigenen Feinmechanikwerkstatt angefertigten Einsatiz in  das
Fluoreszenzspektrometer F-4500 eingebaui.

Bel Offline-Messungen von Kultivierungsproben werden Kivetten aus Quarzglas (10-5 mm,
Fa Hellma) verwendet, die quer zum Anregungslicht in das Fluoreszenzspektrometer
eingesetzt werden.

Fur die Online-Messungen (Kultivierungen von CHO-Zellen) und Offline-Messungen
werden die in Tabelle 3-2 angegebenen Einstellungen gewahlt.

Tabelle3-2
Einstellungen des Fluoreszenzspektrometers Hitachi F-4500 wéhrend der Kultivierung von CHO-Zéellen und
bei Klvettenmessungen

Parameter Einstellungen
Exzitationswellenldnge 250 -550 nm
Emissionswellenlange 260 —-600 nm

Schrittweite der Ex-/ Em-Wellenldnge 10 nm/ 10 nm
Bandbreite der Ex-/ Em-Wellenldnge 10 nm/ 20 nm
Photomultiplierspannung 700 Volt

Scan-Geschwindigkeit 12.000 nm/min

3.2 Bioprozesse

3.2.1 Fermentersysteme

Die Kultivierungen werden mit den Fermentationseinheiten Biostat B und Biostat UD der
Fa. B. Braun im 3 L-Bioreaktor bzw. im 30 L-Bioreaktor durchgefuhrt. Als 3 L-Bioreaktor
wird dabei ein Edelstahlreaktor eingesetzt, der von der institutseigenen
Feinmechanikwerkstatt angefertigt wurde. Als Deckel wird der Orginaldeckel des
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Glasgefalies der Fermentereinheit Biostat B verwendet. In die Seitenwand dieses Reaktors ist
eine Quarzglasscheibe eingesetzt, die es ermdglicht, die fluoreszenzspektroskopischen
Messungen wahrend der Kultivierungen in situ durchzufhren.

Im 30 L-Bioreaktor wird fir Fluoreszenzmessungen in einen der seitlichen Ports ein Adapter
mit einem Quarzglasfenster eingebaut, in den der Lichtleiter des Fluoreszenzspektrometers
eingesetzt werden kann. Alle seitlichen Ports, Uber die die Probenahmen, Fluoreszenz-
messungen, pH- und pO,-Messungen erfolgen, sind nebeneinander in der gleichen Hohe des
Fermenters angebracht. Somit ist gewahrleistet, dass auch bei einer nicht gleichmaligen
Durchmischung des Resktorinhaltes bel den Géarungen die ermittelten Prozessdaten
miteinander vergleichbar sind.

Abbildung 3-2 zeigt den schematischen Aufbau des Fermentationssystems mit der
Fermentereinheit Biostat B, die bel den Kultivierungen von Claviceps purpurea eingesetzt
wird. Bel der Kultivierung von CHO-Zellen, die ebenfals im 3 L-Edelstahlreaktor
durchgefiihrt werden, und der Garungen mit dem Fermentationssystem Biostat UD ist der
Aufbau entsprechend, wobei einige Komponenten wie z.B. Antischaummittel, Befeuchtung
der Begasungsluft (s.u.) nicht erforderlich sind.

Die Regelung der Prozessgrof3en Temperatur und pH-Wert erfolgt tber die Mess- und
Steuereinheit (DCU). Die Datenaufnahme erfolgt mit dem RISP-System (Real Time
Integrating Software Platform, Institut fir Technische Chemie, Universitdt Hannover) tber
eine Workstation (Vax-Station), die tUber den Hostanschluss an die DCU angeschlossen ist.
Alle 10 Sekunden werden Messwerte aufgenommen, Uber einen Zeitraum von einer Minute
gemittelt und gespeichert. Die Verldufe der Prozessgrofen werden wahrend der
Kultivierungen grafisch dargestellt.

Die Reaktoren werden mit einem Temperaturfihler (Pt-100), einer pH-Elektrode (Fa
Broadley-James) und ener  Sauerstoffelektrode (Fa.  Mettler-Toledo) — zur
Prozessiiberwachung ausgestattet. Die pH-Elektrode wird jeweils vor dem Autoklavieren mit
entsprechenden Pufferldsungen kalibriert. Die pO,-Elektrode wird nach der Sterilisation des
Fermenters zundchst an die Steuereinheit angeschlossen. Nach der 6-stindigen
Polarisationszeit wird die Kalibrierung der pO,-Elektrode durchgefthrt. Fir die
Kultivierungen von Claviceps purpurea wird die Elektrode extern in einem Geféld mit
Leitungswasser autoklaviert und anschlief3end unter sterilen Bedingungen in den Reaktor
eingesetzt [MENGE, 2000].
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Druckluft—»—

Sterilfilter DCU

A

Waschflasche
L mit Wasser

Sterilfilter

Probenahme

Abbildung 3-2
Schematischer Aufbau des Fermentationssystems Biostat B

Die Begasung wird Uber ein Mass-Flow-Meter, das in der Steuereinheit DCU integriert ist,
eingestellt und erfolgt Uber einen Begasungsring im Reaktor. Bei den Kultivierungen von
Claviceps purpurea wird die Luft, die in den Reaktor geleitet wird, zuvor Uber eine Fritte
durch eine mit sterilem Wasser geflllte Waschflasche gefuhrt. Dieses dient der
L uftbefeuchtung, um mdgliche Flissigkeitsverluste im Laufe der dreiwtchigen Kultivierung
zu minimieren [MENGE, 2000]. Bei den Kultivierungen der scherstressempfindlichen CHO-
Zéellen efolgt die Begasung Uber eine indirekte Silikonschlauchbegasung [RENEMANN,
2001]. Der Abgasstrom wird Uber das Verteilersystem Mux-Control 100 (Fa. Hartmann &
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Braun) zum Abgasanalysegerdat EGAS 2 mit kombiniertem CO,/Oz-Analysator (URAS 14 +
02) gefuhrt. Die detektierten Daten werden ebenfalls vom RISP-System aufgezeichnet und
zur Prozesskontrolle verwendet.

3.2.2 Bierbrauprozesse

Die fluoreszenzspektroskopischen Messungen wahrend der Bierbrauprozesse (Garungen)
werden im 30 L-Edelstahlreaktor mit dem BioView-Sensor alle 20 Minuten durchgefihrt.
Zur Prozessbeobachtung werden ale 12 Stunden Proben entnommen. Die Planung und
Durchfiihrung dieser Untersuchungen erfolgen in Zusammenarbeit mit der Gilde Brauerel
AG, Hannover.

3.2.2.1 Kultivierungsbedingungen

Als Kulturmedium wird Bierwirze von der Gilde Brauerei AG, Hannover, zur Verfliigung
gestellt. Die frisch abgefillte Bierwirze wird unter sterilen Bedingungen in den sterilen
30 L-Fermenter geflllt und auf 11 °C temperiert. Anschliessend wird die Wirze 20 Minuten
beltftet (Begasung mit Pressluft, dabei Vermeidung starker Schaumbildung). Beim
Animpfen mit Bierhefen, die ebenfals von der Gilde Brauerei geliefert werden, wird eine
Animpfdichte von 15-20 Mio. Zellen/mL eingestellt. Zur guten Durchmischung wird zwel
Minuten bel 100 rpm gerdhrt und anschliessend die Ruhrerdrehzahl auf 20 rpm verringert.
Die Kultivierungsbedingungen sind in Tabelle 3-3 angegeben. Der pH-Wert wird
kontinuierlich Uber die in den Fermenter eingebaute pH-Elektrode gemessen.

Tabelle 3-3
Kultivierungsbedingungen wahrend der Gérungen im Biostat UD

Kultivierungspar ameter Einstellungen

Temperatur 11+1°C

Rihrergeschwindigkeit 20 rpm

pH-Wert keine Regelung

Begasung Beltftung vor dem Animpfen (20 Minuten),

wahrend der Garung keine Begasung
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3.2.2.2 Analytik der Kultivierungsproben

Probenahmen werden wahrend der Géarungsphase alle 12 Stunden durchgefihrt. Die Proben
werden zentrifugiert (3000 rpm, 4 °C, 5 Minuten, Kihlzentrifuge Sigma 3K 20, Fa. B. Braun)
und der Uberstand zur Analytik eingefroren (-20 °C). Alle 24 Stunden werden zusitzlich
Proben fir die Bestimmung des Gehaltes an vicinalen Diketonen genommen und diese sofort
bei -20°C eingeforen. Die Bestimmung der vicinalen Diketone und des Extraktgehaltes wird
von der Gilde Brauerei durchgefiihrt. Die Zellzahl wird durch mikroskopische Auszdhlung

mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer sofort nach der Probenahme ermittelt.

3.2.3 Hefereinzucht

Zur Durchfiihrung der fluoreszenzspektroskopischen Messungen bel der Hefereinzucht bei
der Hasserdder Brauerei, Wernigerode, wurde zuvor am Institut fir Technische Chemie von
der Feinmechanikwerkstatt ein Adapter mit Quarzglasscheibe gefertigt, der in en
Inlinegehduse (Fa. Tuchenhagen) des Verrohrungssystems eingesetzt werden kann. Die
Messungen erfolgen wahrend der Hefereinzucht im Rohrsystem, durch das der Tankinhalt
zur Beliftung (11 Nm®h) und Durchmischung gepumpt wird (s. Abbildung 3-3).

Die Durchfihrung der Hefereinzuchten werden bei der Hasserdder Brauerei nach der
gultigen Verfahrensanweisung durchgefihrt. Die Probenahmen zur Bestimmung der
Zellzahl, des Extraktgehaltes und des pH-Wertes werden von der HasserGder Brauerel alle 8
Stunden durchgefiihrt. Da an Wochenenden routinemassig keine Proben gezogen werden,
liegen nicht Gber den gesamten Zeitraum der Hefereinzuchten Offline-Daten vor.

Inlinegehause

s

Lichtleiter

Abbildung 3-3
Schematischer Aufbau fir die fluoreszenzspektroskopischen Messungen bei der Hefereinzucht
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Die erste durchgefiihrte Messserie bel der Hefereinzucht (H1) dient der Bestimmung der
erforderlichen Messeinstellungen (Zeitintervall und Gain, s. Anhang). Bei insgesamt drei
Hefereinzuchten (H1, H2 und H3) erfolgen die Fluoreszenzmessungen mit dem BioView-

Sensor unter gleichen Bedingungen im Abstand von 5 Minuten.

3.2.4 Kultivierungen von CHO-Zéellen

Die Kultivierungen der CHO-Zellen (Chinese Hamster Ovary) erfolgen im 3L-
Edelstahlreaktor mit angeschlossenem Fluoreszenzspektrometer F-4500. Die fluoreszenz-
spektroskopischen Messungen werden im Abstand von 20 Minuten durchgefiihrt. Neben der
Bestimmung der Zellzahl werden die ProzessgrofRen Glukosegehat und die t-PA-
Konzentration (tissue Plasminogen Activator) ermittelt. Diese Kultivierungen werden in
Zusammenarbeit mit G. Renemann durchgefhrt.

3.2.4.1 Stamm und Kultivierungsbedingungen

Die Kultivierungen werden mit der rekombinanten Zelllinie CHO TF 70 R (Fa. Pharmacia &
Upjohn) durchgefiihrt. Diese ist gentechnisch so verandert, dass sie humanes t-PA (tissue
plasminogen activator) exprimiert. Die Zellen sind an serumfreie Bedingungen adaptiert.

Die CHO-Zéllen werden fir die Versuchsreihen in BioProl-PF-Medium (Fa. Biowhittaker)
kultiviert. Dieses Ndhrmedium ist serum- und proteinfrei.

Die Stammhaltung erfolgt in Monolayerflaschen (75 cm?, Fa. Greiner) und Spinnerflaschen
(250 und 500 mL, Fa. Techne Corporation) auf speziellen Spinnerflaschenriihrern bei einer
Rihrergeschwindigkeit von 25rpm (Fa. Techne Corporation) in temperierbaren
Brutschrdnken (Fa. Heraeus) unter 5 %iger Kohlendioxidbegasung und geséttigter
Wasserdampfatmosphére. Die langfristige Haltung erfolgt in Kulturmedien mit einem Zusatz
von Dimethylsulfoxid (5 %) bei —196 °C.

Das Fillvolumen des 3 L-Edelstahlreaktors betragt 2 L. Um eine ausreichende Zellzahl zum
Animpfen zu erhalten (Animpfdichte: 220> Zellen/mL), werden die Vorkulturen zunéchst in
Monolayer-Flaschen (75 cm?) und dann in Spinnerflaschen mit 250 und 500 mL Volumen
angezogen.

Der mit Wasser gefillte Reaktor wird mit den eingebauten Elektroden bei 121 °C fur 20
Minuten autoklaviert. Anschliessend wird unter sterilen Bedingungen das Wasser aus dem
Reaktor gelassen und das Medium unter sterilen Bedingungen in ein mitautoklaviertes
Vorratsgefal gefillt. Uber eine Schlauchverbindung wird das Medium in den Reaktor
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Uberfuhrt. In gleicher Weise erfolgt auch das Animpfen mit der Vorkultur (Animpfdichte
0,2-0,4 Mio Zellen/mL) [RENEMANN, 2001].
In Tabelle 3-4 sind die Kultivierungsbedingungen angegeben.

Tabelle 3-4
Kultivierungsbedingungen von CHO-Zellen im Biostat B

Kultivierungspar ameter Einstellungen

Temperatur 37°C

Rihrergeschwindigkeit 100 rpm

pH-Wert 7,15 (1 M NaOH, 1 M HCl)
Begasung mit Pressluft, 50% Sauerstoffsattigung

Bel der Probenahme (alle 12 Stunden) werden jeweils 8 mL Kulturmedium enthommen. Ein
Teil des Probevolumens wird zur Bestimmung der Zellzahl verwendet, das restliche
Probevolumen wird zentrifugiert und der Kulturiberstand bis zur Durchfihrung der Analytik

bei -20°C eingefroren.

3.2.4.2 Bestimmung der L ebendzellzahl

Die Zéllzahlbestimmung erfolgt durch Z&hlung mit Hilfe einer Neubauer-Z&hlkammer unter
einem Lichtmikroskop. Die Kultivierungsproben werden zur Bestimmung der Vitalitét mit
einer Trypan-Blau-Losung im Verhdltnis 1:2 gemischt und zur Auszéhlung auf die
Zahlkammer aufgetragen. Trypan-Blau féarbt die Organellen toter Zellen blau, da beschadigte
Cytoplasmamembranen fir den Farbstoff durchlassig sind. Lebende Zellen erscheinen unter
dem Lichtmikroskop gelb.

3.2.4.3 Bestimmung der Glukosekonzentration

Die Messungen der Glukosekonzentrationen erfolgen mit dem Biochemistry Analyzer (Y S|
2700 Select, Fa. Yellow Springs Instruments). Das Messprinzip dieses Gerétes beruht auf
der enzymatischen Oxidation von 3-D-Glukose. Die Glukoseoxidase setzt die enthaltene 13-
D-Glukose zu Gluconsiure und Wasserstoffperoxid um. Uber einen Stromfluss (Messung
des Potenzials des Wasserstoffperoxids an ener Platinelektrode) kann die
Glukosekonzentration indirekt bestimmt werden.

Die Messungen erfolgen im Bereich von O bis 4g/L Glukose. Die Proben werden
gegebenenfalls mit entmineralisiertem Wasser verdiinnt.
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3.2.4.4 Bestimmung dest-PA-Gehaltes

Zur quantitativen Bestimmung des Produktes wird ein t-PA-spezifischer ELISA (Enzyme
linked Immuno Sorbent Assay, Testkit Imulyse™ tPA, Fa. Biopool) verwendet. Der ELISA-
Test beruht auf einer hochspezifischen Antigen-Antikorper-Reaktion, bei der Antikorper
verwendet werden, an die einfach quantitativ zu bestimmende Enzyme gekoppelt sind.

Im ersten Inkubationsschritt werden monoklonale Antikérper an der Kunststoffoberflache
der Kavernen der Mikrotiterplatten immobilisiert. Anschlief3end wird mit PET-Puffer (PBS-
EDTA-Tween-Puffer) gewaschen. Im zweiten Schritt wird das Antigen t-PA aus
Kultivierungslésungen bzw. aus Standardlésungen an die Antikorper gebunden. Nach der
Inkubation und nochmaligem Waschen mit Puffer wird ein zweiter Antikorper hinzugefiigt,
an den das Enzym Peroxidase gekoppelt ist und der spezifisch an t-PA bindet. Nach
mehreren Waschschritten wird das Farbreagenz (o-Phenylendiamin) und das Substrat
Wasserstoffperoxid zugegeben. Das zugegebene Peroxid wird durch das Enzym Peroxidase
reduziert. Dabel fungiert das Farbreagenz als Wasserstoffdonator und die Farbe des o-
Phenylendiamins wechselt von farblos zu gelb. Die Extinktion wird mit einem Photometer
Immunoreader NJ-2000 (Fa. Nunc GmbH) bei einer Wellenldnge von 492 nm gemessen. Da
die Extinktion nach dem Lambert-Beerschen-Gesetz proportional zu der Konzentration des
Farbstoffes ist, kann die Menge des Antikorpers bzw. des t-PA Uber eine Kalibrationsgerade
berechnet werden.

Die enzelnen Arbeitsschritte werden nach der im Testkit beigelegten Anleitung
durchgefihrt.

Weil die Testmethode sehr empfindlich ist, sollte die maximale t-PA-Konzentration in den
Probel 6sungen nicht grofRer als 100 ng/ml sein. Deshalb ist eine 400fache Verdinnung der

Kultivierungsproben erforderlich.

3.2.5 Kultivierungen von Claviceps purpurea

Die Kultivierungen des Pilzes Claviceps purpurea werden im 3 L-Edelstahlreaktor
durchgefihrt. Im Abstand von 30 Minuten werden Fluoreszenzspektren mit dem BioView-
Sensor aufgenommen. Zur Prozessbeschreibung wird die Offline-Analytik  der
Prozessgrofien Biomasse, Proteingehalt und Gesamtergotal kal oidkonzentration durchgefhrt.
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3.2.5.1 Stamm und Kultivierungsbedingungen

Der kultivierte Stamm ist Claviceps purpurea 1029 N5, eine Mutante des Stammes 1029, der
durch chemische Mutagenese erhalten wurde. Diese Mutante bildet hauptsachlich Ergotamin
und a-Ergokryptin als Sekundérmetabolite, die zum grofdten Teil ins Medium ausgeschieden
werden [MENGE, 2000].

Die Stammhaltung erfolgt auf Agarplatten mit T2-Medium (s. Anhang) bei -80 °C. Zum
Animpfen der Vorkultur wird eine Platte schrittweise auf —20°C, auf 4°C und auf
Raumtemperatur aufgetaut. Unter sterilen Bedingungen wird ein ca 1cm? grof3es
Myecelstiick mit einer Impfose von der Platte gelost, von Agarresten befreit und in einem
sterilen MOrser vorsichtig gemorsert. Die Mycelstiicke werden in ca. 1 mL sterilem InOc-
Medium (s. Anhang) suspendiert und dann vollsténdig in einen sterilen 500 mL-
Erlenmeyerkolben mit 80 mL InOc-Medium Uberfuhrt. Diese Vorkultur wird bei 24 °C in
einem abgedunkelten Rotationsschittler (Certomat S mit Inkubationshaube HK, Fa. B.
Braun) bei 200 rpm fir 5 Tage inkubiert. Aus dieser Vorkultur werden 8 mL Zellsuspension
zum Animpfen der zweiten Vorkultur entnommen. Die Vorkultur wird unter denselben
Bedingungen fir 2-3 Tage inkubiert.

Zum Beimpfen der Hauptkultur im Bioreaktor wird der gesamte Kolbeninhalt der zweiten
Vorkultur in gewogene, sterile 30 mL-Zentrifugenbecher gefillt und die Zellmasse bel
6000 rpm, 4 °C fur 20 Minuten zentrifugiert (Kuhlzentrifuge Sigma 3K20, Fa. B. Braun).
Der Uberstand wird abdekantiert und die Zellmasse in sterilem Wasser resuspendiert.
Anschliefiend wird nochmals abzentrifugiert. Nach dem Abdekantieren wird das
Feuchtgewicht der Zellen bestimmt und in einem Animpfkolben 100 mL einer 10%igen
(g Feuchtgewicht/L Medium) Zellsupension in sterilem Wasser angesetzt. Diese Suspension
wird beim Animpfen vollstandig in den sterilisierten Bioreaktor Uberfiihrt.

Zur Vorbereitung des 3 L-Reaktors werden zunéchst die Elektroden eingebaut und das
Produktionsmedium angesetzt. Dazu werden die Medienbestandteile (T25-Medium, s.
Anhang) fur 2 L eingewogen, jedoch nur in 1,8 L Leitungswasser gel6st. Das Medium sowie
200 mL Hostinert 216 (Fa. Hoechst) werden in den Reaktor gegeben, der dann bel 105 °C
fur 30 Minuten autoklaviert wird [MENGE, 2000].

Zu Beginn der Kultivierung werden ca. 2 mL des Antischaummittels Desmophen 3900 (Fa
Bayer) in den Reaktor gegeben. Die Ruhrergeschwindigkeit wird auf 100 rpm und die
Begasung auf 1 L/min eingestellt. Im Verlauf der Kultivierungen werden diese beiden
Parameter erhoht, so dass mindestens eine 20%ige Sauerstoffsétigung des
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Kultivierungsmediums gewdhrleistet ist. Die weiteren Kultivierungsbedingungen sind in
Tabelle 3-5 aufgefhrt.
Wahrend der Kultivierungen werden ca. adle 8 Stunden 4-5mL Kulturbriihe entnommen,

filtriert und der Kulturiberstand zur Durchfhrung der Analytik bei —20 °C eingefroren.

Tabelle3-5
Kultivierungsbedingungen fir Claviceps purpurea.

Kultivierungspar ameter Einstellungen

Temperatur 37°C
Rihrergeschwindigkeit 100-400 rpm (Paddelrihrer)
pH-Wert 7,15 (1 M NaOH, 1 M HCl)
Begasung 1-2 L/min

3.2.5.2 Bestimmung der Biotrockenmasse

Zur Abtrennung der Biomasse vom Kulturiberstand wird das gesamte Probevolumen mit
einer Absaugeinrichtung unter Wasserstrahl pumpenvakuum filtriert. Als Filter werden zuvor
gewogene Cellulose-Acetat-Filter mit einem Porendurchmesser von 0,45 pum (4 47 mm, Fa.
Sartorius) verwendet. Der Filterkuchen wird mit dem gleichen Volumen der Probe mit
entmineralisiertem Wasser gewaschen, so dass das Filtrat 1:2 verdinnt wird. Die Filter
werden bis zur Gewichtskonstanz bei 80 °C getrocknet und anschlief3end gewogen. Die
Biotrockenmasse wird aus der Gewichtsdifferenz bestimmt.

3.2.5.3 Bestimmung des Proteingehaltes

Der extrazellulére Proteingehalt wird mit Hilfe des kommerziellen Proteintests DC Protein
Assay® (Fa. Biorad) ermittelt. Diese Variante des LOWRY-Tests basiert auf einer
zweistufigen Farbreaktion zwischen Proteinen, einer alkalischen Kupfertartratlésung und
dem Folinreagenz. Das zweiwertige Kupfer wird im ersten Schritt durch die Aminosauren
der Proteine in die einwertige Oxidationsstufe reduziert. Im zweiten Schritt erfolgt die
eigentliche Farbreaktion, in der das Folinreagenz durch das einwertige Kupfer reduziert wird
und somit die Verbindung mit charakteristischer blauer Farbe entsteht. Die Auswertung

erfolgt photometrisch bei einer Wellenlange von 620 nm.
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Aufgrund des hohen Proteingehates der Kultivierungsiiberstande werden diese vor der
Durchfiihrung im Verhatnis 1:10 mit entmineralisiertem Wasser verdinnt.

Die Bestimmung wird auf Mikrotiterplatten durchgefihrt. Zundchst werden 20 pL
Probevolumen vorgelegt und dann mit 25 yL Reagenz A (s. Anhang) versetzt. Nach der
Zugabe von 200 yL Reagenz B (s. Anhang) werden die Losungen gut vermischt und 20
Minuten inkubiert. Die Messung der Extinktion erfolgt mit dem Immunoreader NJ-2000 (Fa.
Intermed).

Eine Kalibrationsgerade zur quantitativen Auswertung wird mit StandardlGsungen von
Rinderserumalbumin (BSA, Fa. Pierce) erstellt. Insgesamt werden 5 Standardlésungen im
Bereich von 0,2 bis 1,0 mg/L BSA angesetzt. Zum Blindabgleich wird entmineralisiertes
Wasser verwendet.

Fur ale Proben und L ésungen werden Doppel bestimmungen durchgefihrt.

3.2.5.4 Bestimmung der Gesamter gotalkaloidkonzentration

Die Bestimmung des Gesamtal kal oidgehaltes erfolgt nach der Methode von van Urk, die von
MICHELON UND KELLEHER [1963] modifiziert wurde. Dabei reagieren die Indolderivate mit
dem Reagenz para-Dimethylaminobenzaldehyd und werden im zweiten Schritt durch
Natriumnitrit oxidiert, wobei ein blauer Farbkomplex entsteht.

Zur Durchfiihrung werden 700 pL der Kultivierungsprobe mit 700 pL des Reagenz | (s.
Anhang) vermischt und 60 Minuten in der Dunkelheit bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschliessend wird die Extinktion (E;) dieser Losung in einer Quarzglaskivette
(Schichtdicke 10 mm) mit einem Spektralphotometer (UVIKON 922, Fa. Kontron
Instruments) bel einer Wellenlénge von 590 nm gemessen. Zu 1 pL dieser Losung werden
25 pL Reagenz |1 (s. Anhang) gegeben, durchmischt und die Extinktion (Ez) bestimmt.

Von jeder Probe werden drei verschiedene Verdinnungen hergestellt und jede Verdiinnung
wie oben beschrieben analysiert. Die Differenz der jeweiligen Extinktionswerte (E; — E;)
ergibt fur jede Verdunnung den Extinktionswert E,. Aus den drei E,-Werten einer Probe
wird  mittels  linearer  Regresson die  Steigung DE, ermittelt. Die
Gesamtalkal oidkonzentration der Probe ergibt sich aus der Division von DE, und der
Steigung der Kalibrationsgeraden DEx. Die Kalibrationsgerade wird durch
Extinktionsmessung von insgesamt 7 Ergotaminstandardlosungen (s. Anhang) im
Konzentrationsbereich von 5-100 pg/mL ermittelt [MENGE, 2000].
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3.3 Chemometrische Datenanalyse und M odellbildung

Die chemometrische Datenanalyse wird in Zusammenarbeit mit D. Solle, Institut for
Technische Chemie, Universitdt Hannover, ausgefihrt. In den folgenden Abschnitten wird
eine kurze Ubersicht Uber die angewendeten Methoden gegeben. Ausfuhrliche
Beschreibungen dieser Methoden sind bei SoLLE [2003] dargestellt. Allgemeine

Informationen zur Chemometrik finden sich bei DANZER [2001].

3.3.1 Datenvorverarbeitung

Eine Berechnung von Differenzspekiren im Rahmen der Datenvorverarbeitung kann
erforderlich sein, wenn die Ausgangsbedingungen (z.B. Medienzusammensetzung,
Animpfdichte) von Bioprozess zu Bioprozess variieren und zu deutlichen Unterschieden in
den Fluoreszenzspektren fiihren.

Ein Differenzspektrum wird aus der Differenz eines Fluoreszenzspektrums, das wahrend des
Prozesses, und einem Spektrum, das zu Beginn des Prozesses (nach dem Animpfen)
aufgenommen wurde, berechnet. Im Differenzspektrum sind dann ausschlieffdlich die
absoluten Anderungen der Fluoreszenzintensitét, die wahrend des Prozesses auftreten,
enthalten. Die Auswertung der Fluoreszenzdaten kann dann weitestgehend unabhéngig von

der Medienzusammensetzung oder anderen Ausgangsbedingungen erfolgen.

3.3.2 Hauptkomponentenanalyse und M odellbildung

Die chemometrische Auswertung der Daten erfolgt mit Hilfe der Software
UNSCRAMBLER (Fa. Camo), die eine schnelle Berechnung sowie vielfdtige
Moglichkeiten zur Auswertung bietet.

Ziel der Hauptkomponentenanalyse (PCA, Principa Component Analysis) ist es, die
Variablen der Datenmatrix durch eine geringe Zahl von untereinander unkorrelierten
Hauptkomponenten so darzustellen, dass die urspriingliche Information erhalten bleibt. Die
Hauptkomponentenanalyse ermdglicht es, Aussagen Uber die Strukur und Komplexitét der
Prozessdaten sowie von Variationen innerhalb und zwischen verschiedenen Bioprozessen zu
machen. Eine entsprechende Interpretation ist bel der Auftragung von zwei
Hauptkomponenten gegeneinander (Scoreplot) mdglich.

Bel der Modellbildung werden fir jede Prozessgrof3e je ein PLS1-Modell erstellt. Dabel
werden die Fluoreszenzintensitdten aller Wellenlangenkominationen als unabhangige
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Variablen (X-Variablen) verwendet. Als abhéngige Variablen (Y-Variablen) werden die
Offline-Messwerte der Prozessgréfien eingesetzt.

Der Fehler der Kalibrierung wird as RMSEC (Root Mean Square Error of Calibration,
Wurzel der mittleren quadratischen Abweichung der Kalibrierung) angegeben (Gleichung
3-1, [ESBENSEN, 2000]).

2

aw'-v.)

RMSEC == Gleichung 3-1
n

M: Messung, cal: Kalibrierung, n: Anzahl der Messungen

3.3.3 Validierung

Die Vadierung der chemometrischen Modelle erfolgt durch Anwendung der Modelle auf
einen neuen Datensatz, d.h. mit Fluoreszenzdaten und Offline-Messwerten eines neuen
Bioprozesses. Die Prozessgrofen dieses Bioprozesses werden dabel aus den

Fluoreszenzspektren vorhergesagt.

Xval Modell —> Yva

Fur ale Vorhersagen wird der RMSEP (Root Mean Square Error of Prediction, Wurzel der
mittleren quadratischen Abweichung der Vorhersage) berechnet (Gleichung 3-2, [ESBENSEN,
2000)).

é. (yi’vI - yi,pre)2

RMSEP = |2 Gleichung 3-2
n

M: Messung, pre: Vorhersage, n: Anzahl der Messungen
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3.3.4 Sensitivitatssanalyse

Die Senditivitétsanalyse identifiziert die Bereiche in den Fluoreszenzspektren, die fur die
Vorhersage einer Prozessgrolie eine hohe Relevanz besitzen. Dabel werden fur eine Probe
die X-Variablen nacheinander entweder um einen absoluten oder einen relativen Betrag
variiert. Die Differenz der variierten Vorhersage und der unverénderten Vorhersage ergibt
das Ma3 der Relevanz der einzelnen Wellenlangen fir die Vorhersage. Zur besseren
Vergleichbarkeit werden die Abstande in Relation zum maximalen Abstand gesetzt. Bel
PLS-Modellen werden die Regressionskoeffizienten der enzelnen Wellenldngen-
kombinationen, die direkt aus dem Modell zugénglich sind, fur die Beurteilung der
Sensitivitdt herangezogen. Die Ergebnisse kénnen grafisch im Sensitivitétsspektrum mit
Werten zwischen 0 und 1 (keine und maximale Sensitivitét) dargestellt werden. Die
Sengitivitétsspektren ermoglichen eine unmittelbare Beurteilung der Anwendbarkeit der

Modelle und ermdglichen Riickschliisse auf prozessrelevante Fluorophore.
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4  Ergebnisse und Diskussion

Bel einer Vielzahl von Verfahren und Bioprozessen wurden bereits fluoreszenz-
spektroskopische Untersuchungen durchgefohrt und analysiert, teilweise mit Hilfe
chemometrischer Methoden, um die Fluoreszenzdaten zur Bestimmung von Prozessgrofien
und zur Prozessbeobachtung zu nutzen (s. Kapitel 2).

Im Rahmen dieser Arbeit wird die Anwendbarkeit der chemometrischen Auswertung von
Fluoreszenzdaten zur Prozessbeobachtung bei verschiedenen Bioprozessen untersucht. In
Zusammenarbeit mit der Gilde Brauerei AG in Hannover werden fluoreszenz-
spektroskopische Messungen bel  Bierbrauprozessen und  Hefereinzuchtverfahren
durchgefuihrt. Weitere Untersuchungen erfolgen bei  Tierzellkultivierungen und
Kultivierungen des Pilzes Claviceps purpurea. Die Auswertung der Prozesss und
Fluoreszenzdaten sowie die Erstellung von chemometrischen Modellen wird in
Zusammenarbeit mit D. Solle (Institut fur Technische Chemie, Hannover) durchgefihrt.

Die Ergebnisse dieser Arbeiten werden in den folgenden Kapiteln fur jeden der genannten
Bioprozesse vorgestellt, dabei wird jeweils zuerst eine kurze Beschreibung des Bioprozesses
gegeben. Beispiele der online gemessenen Fluoreszenzspektren und Anderungen der
Fluoreszenzintensitdten wahrend der Prozesse werden ebenfalls dargestellt. Eine erste
Bewertung der Fluoreszenzdaten in Bezug auf den Informationsgehalt und Eignung der
Daten zur Bioprozessheschreibung wird vorgenommen. Im Anschluss werden die
entwickelten Modelle zur Vorhersage der einzelnen ProzessgrofRen angewendet, die
Ergebnisse dargestellt und diskutiert. Eine Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse
und ene algemeine Diskussion zur chemometrischen  Auswertung von
fluoreszenzspektroskopischen Messungen bei Bioprozessen folgt in Kapitel 5.

Zunéchst soll ein kurzer Uberblick zu fluoreszenzspektroskopischen Messungen bei

Bioprozessen und den wichtigsten biogenen Fluorophore gegeben werden.

4.1 Fluoreszenzspektren von Kultivierungsproben
Die Aufnahme von Fluoreszenzspektren erfolgt durch die Einstrahlung von Licht
verschiedener Exzitationswellenléangen in das Medium und der Detektion der jeweils

emittierten Wellenlangen. Bei Auftragung der detektierten Fluoreszenzintensitét in
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Abhangigkeit von Exzitations- und Emissionswellenlénge ergibt sich ein zweidimensionales
Fluoreszenzspektrum (Abbildung 4-1).

In dem dargestellten Spektrum einer Losung von verschiedenen biogenen Fluorophoren sind
die typischen Bereiche erhohter Fluoreszenzintensitét zu erkennen, die im Allgemeinen auch
bei Kultivierungen von Mikroorganismen zu finden sind. Die charakteristischen Exzitations-
und Emissionswellenlangen dieser biogenen Fluorophore sind in Tabelle 4-1
zusammengefasst.

Die Fluoreszenzpeaks der Coenzyme NADH und FMN sind in Spektren von
Kultivierungsproben meist eindeutig zu identifizieren. Gleiches gilt fur die Aminosdure
Tryptophan, die im Vergleich zu den Coenzymen eine geringere Fluoreszenzintensitét zeigt.
Weitere biogene Fluorophore wie die Aminosduren Tyrosin und Phenylalanin sowie andere
Coenzyme (z.B. Pyridoxin) spielen aufgrund ihrer geringen Quantenausbeute im Vergleich
zu den obengenannten Fluorophoren eine untergeordnete Rolle, da ihre Fluoreszenz
entweder eine zu geringe Intensitét aufweist, um eindeutig zugeordnet werden zu kdnnen,
oder weil eine Uberlagerung des emittierten Lichtes durch die stérkeren Fluorophore auftritt.

Fluoreszenzintensitat

[rel. Einheiten
I 130.0 -- 140.0
[ 1200 -- 130.0
110.0 -- 120.0
g 100.0 -- 110.0
= 90.00 -- 100.0
.% 80.00 -- 90.00
< 70.00 -- 80.00
o 60.00 -- 70.00
50.00 -- 60.00
I 40.00 -- 50.00

[ 30.00 -- 40.00
-- 30.00

310 350 390 430 470

Emission [nm]

510

Abbildung 4-1
Fluoreszenzspektrum (Hitachi F-4500) einer L ésung von verschiedenen biogenen Fluorophoren (FMN, NADH,
Pyridoxin, Tryptophan)

Die Fluoreszenzintensitdt ist abhangig von der lonenkonzentration, der Viskositét, der
optischen Dichte, der Temperatur, der Zusammensetzung des Mediums sowie vom Volumen
und der Anzahl von Gasblasen [L1 UND HUMPHREY, 1991]. Insbesondere bel Bioprozessen
haben diese Faktoren aufgrund der komplexen Medienzusammensetzung oder wechselnder



4 Ergebnisse und Diskussion 23

Kultivierungsbedingungen (pH-Wert, Sauerstoffgehalt, Begasung) einen grof3en Einfluss.
Eine direkte Korrelation der Fluoreszenzintensitdt eines Fluorophors zu seiner Konzentration
ist unter solchen Bedingungen nur in seltenen Fallen mdglich. Auf der anderen Seite flief3en
auf diese Weise eine Vielzahl von Informationen in das Fluoreszenzspektrum ein, die in
einem direkten Zusammenhang mit dem Kultivierungsablauf stehen. Unter Einsatz von
chemometrischen Verfahren kdnnen diese Informationen der Fluoreszenzspektren genutzt
werden, um Bioprozessgrofen zu berechnen. Inwieweit exakte Vorhersagen von
ProzessgrofRen moglich sind und welche Einflisse bel den Berechnungen beachtet werden
mussen, wird nachfolgend an mehreren Beispielen gezeigt.

Tabelle 4-1
Exzitations- und Emissionswellenléngen biogener Fluorophore [ SCHULMAN, 1985; WOLFBEIS, 1985]

Exzitations- / Emissions-

Fluorophor wellenléange [nmg/nMep]
FMN, FAD 365/520, 450/ 530
NADH 340 -363/ 435 - 470
NADPH 340/ 460

Pyridoxin 324/ 390

Tryptophan 287/ 348

Tyrosin 275/ 303

Phenylalanin 260/ 282

4.2 Untersuchungen bel Bierbrauprozessen

Der Bierbrauprozess als eines der dtesten biotechnischen Verfahren dient heute zu einer
weltweiten Bierproduktion von 1,2 Mrd. hL Bier, davon werden mehr als 10% in
Deutschland produziert. Die deutsche Brauwirtschaft zéhlt aufgrund der abgesetzten Menge
Bier zu den grofdten deutschen Wirtschaftsfaktoren [www.BIER.DE]. Aus ©konomischen
Grunden wird auch bei der Bierbrauerei fortlaufend an der Entwicklung von neuen und
optimierten Prozesskontrollsystemen gearbeitet, um eine wirtschaftliche Produktion zu
gewdhrleisten. Mit diesem Zid wird die Online-Fluoreszenzspektroskopie auf die
Einsatzmoglichkeit zur Prozessbeobachtung in der Bierbrauerei untersucht. Im Rahmen des
EU-Projektes OPUS (Projekt IN 309051 25064/0) werden in Zusammenarbeit mit der Gilde
Brauerei AG, Hannover, Fluoreszenzmessungen wahrend mehrerer Brauprozesse im
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Technikumsmaldstab und wéhrend der Hefereinzucht in der Brauerei durchgefihrt.
Ausfihrliche Beschreibungen zur Bierbrauerei finden sich bei NARzIR [1995] oder im

I nternet unter Www.BIER.DE.

4.2.1 Prozessverlauf

Fur die Durchfihrung von mehreren Gérungen im Technikumsmal3stab werden von der
Gilde Brauerei AG die erforderlichen Rohstoffe Wirze und Hefe zur Verfliigung gestellt. Die
Bestimmung des Extraktgehaltes und der Konzentration der vicinalen Diketone
(Butadion-2,3 und Pentadion-2,3) der im Verlauf der Garungen gesammelten Proben wird
ebenfals von der Gilde Brauerel Ubernommen. Des Weiteren werden wahrend der
Brauprozesse durch Online-Messung der pH-Wert und durch mikroskopische Auszdhlung
die Zellzahl bestimmt. Wahrend der Prozesse erfolgen die Probenahmen in dem Bereich des
Fermenters, in dem auch die fluoreszenzspektroskopischen Messungen durchgefihrt werden
(s. Kapitel 3.2.1). Da wahrend der Garung das Absinken der Hefen erfolgt, ist die Zellzahl
nicht in allen Bereichen des Fermenters gleich. Die Angaben, die hier zu Zellzahl und zu den
anderen ProzessgrofRen gemacht werden, beziehen sich deshalb nur auf den Ausschnitt, in
dem Probenahmen und Messungen erfolgen.

Der Verlauf der analysierten Prozessgrof3en wahrend der Garung B3 ist in Abbildung 4-2
grafisch dargestellt.
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Abbildung 4-2
Darstellung des pH-Wertes, der Zdllzahl, des Extrakigehaltes und der Diacetyl-Konzentration wahrend der
Gérung B3
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Esist zu erkennen, dass der Extraktgehalt von anfangs 11,2 % kontinuierlich abgebaut wird.
Am Ende des Prozesses ist der Extraktgehalt auf 2,0 % abgesunken. Die Zellzahl steigt
zunéchst durch starke Zellteilung von 15,8 Mio. Zellen/mL auf 66,0 Mio. Zellen/mL an und
falt anschliessend durch das Absinken der Hefezellen auf 0,8 Mio. Zellen/mL. Bedingt
durch die Stoffwechselaktivitét sinkt der pH-Wert von 5,6 bis zur 200. Stunde auf 4,3 ab. Im
weiteren Verlauf steigt der pH-Wert wieder schwach an, der Extraktgehalt und die Zellzahl
nehmen weiterhin leicht ab. Die vicinalen Diketone werden zuerst durch extrazellulére
Bildung angereichert und im Verlauf des Prozesses wieder enzymatisch abgebaut [NARZIR,
1995]. Die in der Abbildung dargestellte Konzentration des Diketons Butadion-2,3
(Diacetyl) steigt bis zur 95. Stunde von 0,07 ppm auf 0,92 ppm an. Anschlief3end ist eine
Abnahme der Konzentration zu beobachten. In der 280. Stunde wird eine Konzentration von
0,27 ppm gemessen.

Der zur 130. Stunde bestimmte Wert des Extraktgehaltes ist im Vergleich zum
vorhergehenden und nachfolgenden Wert sehr niedrig. Dieser Wert kann auf einen
Analysenfehler zurtickgefuhrt werden und wird deshab nicht mit in die weiteren

Auswertungen einbezogen.

4.2.2 Fluoreszenzspektroskopische M essungen

Waéhrend der Garungen werden im Abstand von 15 Minuten Fluoreszenzspektren mit dem
BioView—Sensor aufgenommen. Um eine erste Aussage Uber den Informationsgehalt der
Spektren zu erhalten, werden die Spektren zu verschiedenen Zeitpunkten der Gérung
miteinander verglichen. In Abbildung 4-3a) ist ein Spektrum der reinen Wirze (Bierwirze
mit Hopfen) vor der Zugabe der Hefezellen und in Abbildung 4-3b) bis d) sind Spektren des
Prozesses B1 im Verlauf der Garung dargestellt.

In den Spektren konnen den Bereichen mit erhohter Fluoreszenzintensitét, die sich ebenfalls
im Verlauf der Gérung andert, verschiedene biogene Fluorophore zugeordnet werden (s.
Tabelle 4-1). Im Spektrum der reinen Wirze (Abbildung 4-3a)) sind erhohte
Fluoreszenzintensitdten in den Wellenléangenbereichen von 270 nmg/370 nmgm
(Tryptophan), 390 nmg/470 nmegy, (NADH) und 430 nmg/530 nmgy (FMN) zu finden.
Diese Bereiche weisen auch in den Spektren, die wadhrend der Garung aufgenommen
werden, Fluoreszenzpeaks auf, dabei sind Unterschiede in den Fluoreszenzintensitéten zu
erkennen. So ist beispielsweise nach dem Animpfen mit Hefezellen die Fluoreszenzintensitét

in den Bereichen von NADH und Flavinen deutlich erhoht. Um 270 nmg/370 nmgy,, im
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Bereich der Aminosdure Tryptophan ist nur eine schwache Zunahme sichtbar. Zusétzlich ist
eine Anderung der Fluoreszenzintensitét im Bereich 530nmg/570 nmen, zu erkennen. Auf
welche Bestandteile diese Fluoreszenz zuriickzufiihren ist, konnte anhand der Literaturdaten
nicht eindeutig geklért werden. Im Verlauf der Gérungen treten dann Veranderungen der
Fluoreszenzintensitdten in allen genannten Bereichen auf.

Aufgrund der komplexen Zusammensetzung der Wirze mit ihren zahlreichen Inhaltsstoffen
ist davon auszugehen, dass weitere Fluorophore in der Bierwirze vorhanden sind, die nur
eine geringe Fluoreszenzintensitét aufweisen und deshalb bei diesen Darstellungen nicht
erkennbar sind.

Fluoreszenzintensitat
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Abbildung 4-3

Fluoreszenzspektren zu verschiedenen Zeitpunkten der Garung B1

a) vor dem Animpfen, b) nach dem Animpfen mit Hefezellen, ¢) hdchste Konzentration an Diacetyl, d) am
Ende der Gérung

Ausschlaggebend fir die Verwendung der Fluoreszenzdaten zur chemometrischen
Auswertung ist aber vor alem eine hohe Varianz der Fluoreszenzdaten im Verlauf der
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Bioprozesse. Deshalb werden as nachstes die zetlichen Verlaufe der
Fluoreszenzintensitdten von den genannten Wellenlangenkombinationen betrachtet (s.
Abbildung 4-4).

Bel der Wellenlangenkombination 390 nmg./470 nmgy, (NADH) ist bis zur 60. Stunde ein
starker Anstieg der Fuoreszenzintensitét zu beobachten. Anschlief3end nimmt die
Fluoreszenzintensitdt wieder ab. Dieser Verlauf geht einher mit dem Verlauf der
Hefezellzahl, die zuerst ansteigt und aufgrund des Absinkens der Hefe im zweiten Teil der

Gérung abnimmt.
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Abbildung 4-4
Darstellung der Fluoreszenzintensitét verschiedener Wellenléngenkombinationen wéhrend der Gérung B1

Einen vergleichbaren Verlauf, wenn auch mit einem niedrigeren Maximum, zeigt der
Wellenlangenbereich um 430 nmg,/530 nmey, (FMN). Ein Unterschied ist jedoch zu Beginn
des Prozesses zu erkennen. Zun&chst nimmt die Fluoreszenzintensitét zu, nach 12 Stunden
falt sie wieder leicht ab und steigt dann ab der 22. Stunde bis zum Maximum in der 60.
Stunde. Diese Entwicklung kann auch bel allen weiteren durchgefiihrten Bierbrauprozessen
beobachtet werden. Der Verlauf konnte durch die Umstellung des Stoffwechsels der Hefen
aufgrund von Anderungen des Sauerstoffgehaltes erklart werden. Die Bierwiirze wird vor
dem Animpfen durch BelUftung mit Sauerstoff geséttigt. Diese Sauerstoffséttigung ist
erforderlich, um eine ausreichende Vermehrung der Hefe und damit einen befriedigenden
Garverlauf sicherzustellen [NARzIR, 1995]. Durch die Messungen des Sauerstoffgehaltes mit
einer pO,-Elektrode kann beobachtet werden, dass nach etwa 10 Stunden kein Sauerstoff
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mehr in der Wirze vorhanden ist, so dass eine Umstellung des Stoffwechsels erforderlich
wird. Diese Anderungen wirken sich dann auch auf die Fluoreszenzintensitaten bestimmter
Wellenlangenbereiche aus. Vergleichbare Beobachtungen zum Einfluss wechselnder
Sauerstoffbedingungen auf die Fluoreszenz werden von MAROSE [1999] bei Kultivierungen
von E. coli beschrieben. Um zu bestétigen, dass die Fluoreszenzintensitdt der
Wellenldngenkombination 430 nmg«/530 nMen, durch die  sich andernden
Sauerstoffverhdlitnisse beeinflusst wird, sind weitere umfassendere Untersuchungen
erforderlich.

Die Fluoreszenzintensitét der Wellenléngenkombination 270 nmg«/370 nmg, (Aminosaure-
bereich) nimmt kontinuierlich wéhrend der gesamten Garung ab. Diese Beobachtung stimmt
Uberein mit der in der Literatur [NARzIR, 1995] beschriebenen Verstoffwechselung von
Aminosauren durch die Hefen wahrend der Garung.

Bei allen Verlaufen sind ab der 100. Stunde nur noch geringe Anderungen zu erkennen. Zu
diesem Zeitpunkt nimmt auch der Extraktgehalt schwéacher ab und bei der Zellzahl sind
keine Anderungen mehr zu beobachten.

Die Fluoreszenzintensitét der Wellenlangenkombination 530 nmg,/570 nmgy, zeigt teilweise
einen sprunghaften Verlauf, wobel das Maximum zwischen der 47. und 54. Stunde nicht
eindeutig zu erkennen ist. Zur 68. Stunde ist eine Spitze im Verlauf sichtbar, die auch bei
allen anderen Wellenlangenkombinationen auftritt. Diese Anstiege sind auf einen Abfall der
Temperatur zuriickzufhren, der durch eine fehlerhafte Regelung bei der Kihlung des
Fermenters verursacht wird (s. Anhang). Weitergehende Untersuchungen zur
Temperaturabhangigkeit zeigen, dass im Temperaturbereich von 8-12 °C, in dem die
Gérungen durchgefiihrt  werden, eine Anderung von 05°C bel  bestimmten
Wellenlangenkombinationen bereits eine deutliche Anderung der Fluoreszenzintensitét
bewirkt. Bei starken Temperaturschwankungen ist dann eine chemometrische Auswertung
der Fuoreszenzdaten nicht mehr sinnvoll. Deshalb ist bei der Durchfihrung von
fluoreszenzspektroskopischen Messungen bei Bioprozessen mit niedriger
Kultivierungstemperatur eine konstante Temperaturfhrung erforderlich.

Die dargestellten Fluoreszenzintensitétsverlaufe weisen wahrend des Brauprozesses sehr
individuelle Verlaufe auf und sollten deshalb eine gute Basis fir die chemometrische
Auswertung bieten.
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Ein weiterer Aspekt, der bei der Auswertung der Fluoreszenzdaten berticksichtigt werden
muss, ist die Zusammensetzung der Bierwirze. Die Wirze als ein biologischer Rohstoff
kann im Gegensatz zu genau definierten Medien Schwankungen in der Zusammensetzung
aufweisen. Aus diesem Grund sind zum Vergleich neben dem in Abbildung 4-3a) gezeigten
Spektrum der reinen Bierwirze in Abbildung 4-5a) und b) zwei weitere Spektren von
Bierwirze der Gérungen B2 und B3 abgebildet.

In allen Spektren sind erhdhte Fluoreszenzintensitaten in den oben beschriebenen Bereichen
zu erkennen, Unterschiede bestehen jedoch in der jeweiligen Fluoreszenzintensitét. So sind
beispielsweise im Spektrum 4-53) die Bereiche um 270 nmgJ/370 nmg, und
390 NMex/470 NnMgy, hoher, der Bereich um 530 nmg/570 nmgy, ist jedoch im Spektrum
4-5b) am hochsten. Die Unterschiede in den Spektren bedeuten nicht unbedingt grof3e
Differenzen in der Zusammensetzung oder in der Konzentration der Bierwirzen, denn die
Fluoreszenzspektroskopie ermoglicht die Detektion von Fluorophoren bereits in sehr
geringen Konzentrationen. Da diese Unterschiede der Spektren aber in die Berechnungen der
chemometrischen Modelle und der Vorhersagen eingehen, missen sie bei der Auswertung
bericksichtigt werden. Aus diesem Grund werden im nédchsten Kapitel weitere
Untersuchungen zu diesem Aspekt beschrieben.
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Abbildung 4-5
a) und b) Fluoreszenzspektren von Bierwiirze, die bei den Gérungen B2 und B3 verwendet werden

4.2.3 Hauptkomponentenanalyse
Mit Hilfe der Hauptkomponentenanalyse (Principal Component Analysis, PCA) sollen die

Unterschiede in den Fluoreszenzverlaufen zwischen den Gérungen und der Einfluss der
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variierenden  Zusammensetzung der Bierwirze untersucht werden. Fur die
Hauptkomponentenanayse werden dazu die Spektren der Garungen B2 und B3 verwendet.
Im Scoreplot in Abbildung 4-6 sind die ersten beiden Hauptkomponenten, die die grofiten
Varianzen in den Fluoreszenzspektren beschreiben, gegeneinander aufgetragen. Es ist zu
erkennen, dass im Verlauf einer Garung die Varianz der Fluoreszenzspektren geringer ist als
zwischen den beiden Gérungen, da die Scores der beiden Gérungen paralel zueinander
verlaufen. Eine grof3e Varianz zwischen den beiden Géarungen zeigt sich durch die

Verschiebung der Scores parallel zur 1. Hauptkomponente.

Abbildung 4-6
Darstellung der Garungen B2 und B3 durch den Scoreplot der Hauptkomponentenanalyse

Ob dieser Unterschied durch die verschiedenen Bierwirzen oder weitere Unterschiede in den
Ausgangsbedingungen (z.B. unterschiedliche Zellzahl) verursacht wird, kann durch die
Hauptkomponentenanalyse auf Basis von Differenzspektren (s. Kapitel 3.3.1) analysiert
werden. Fur die Brauprozesse wird deshalb von jedem Spektrum, das wahrend der Prozesse
aufgenommen wurde, das Differenzspektrum berechnet. Als Ausgangsspektrum wird dabei
ein durch Mittelwertbildung drei aufeinanderfolgender Spektren, die zu Beginn der Gérung
(nach dem Animpfen) gemessen wurden, berechnetes Spektrum eingesetzt.

In Abbildung 4-7 ist der Scoreplot der Hauptkomponentenanalyse aus Differenzspektren der
Géarungen B2 und B3 gezeigt. Die Scores der Garungen liegen nun nahezu Ubereinander, das
bedeutet, dass die Unterschiede zwischen den Géarungen durch die Bildung der
Differenzspektren ausgeglichen werden. Die Varianz der Fluoreszenzspektren im Verlauf
der Garungen bleibt dabel erhalten.
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Abbildung 4-7
Darstellung der Garungen B2 und B3 durch den Scoreplot der Hauptkomponentenanalyse berechnet auf Basis
von Differenzspektren

Im Scoreplot ist auch der Zeitpunkt des Beginns des Absinkens der Hefezellen zu erkennen.
Am Anfang erfolgt ein geringer Anstieg der zweiten Hauptkomponete, aber eine starke
Anderung der ersten Hauptkomponente. Zum Zeitpunkt des Beginns des Absinkens der
Hefezellen wechseln diese Tendenzen deutlich. Die erste Hauptkomponente andert sich nur
noch gering, die zweite Hauptkomponente fallt aber stark ab. Im Scoreplot ist somit der
charakteristische Verlauf der Bierbrauprozesse wieder zu erkennen.

Fur die folgende Berechnung der chemometrischen Modelle und fur die Vorhersagen der
ProzessgrofRen bei den Garungen werden deshalb ausschliefdlich die Differenzspektren
verwendet, da auf diese Weise nur die absoluten Anderungen wahrend der Garungen in die
Auswertung eingehen und unterschiedliche Anfangsbedingungen wie verschiedene
Wiirzezusammensetzung oder Zellzahlen aufgehoben werden.

4.2.4 Modelbildung und Validierung

Die Bildung der chemometrischen Modelle erfolgt auf Basis von insgesamt drei im
Technikumsmaldstab durchgefiihrten Garungen (B1, B2 und B4). Es wird fir jede der
ProzessgrofRen (Extraktgehalt, Zellzahl, pH-Wert und Diacetyl-Konzentration) ein PLS-
Modell mit jewells drei Hauptkomponenten berechnet, fir das PLS-Modell der Diacetyl-
Konzentration werden vier Hauptkomponenten verwendet [BOEHL, 2000].

Im Rahmen der externen Validierung werden die erstellten Modelle eingesetzt, um aus den
Prozessdaten der Garung B3 diese Prozessgrofden vorherzusagen. Im Folgenden sind jewells
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die vorhergesagten Werte und zum Vergleich die bel diesem Brauprozess B3 offline
ermittelten Werte aufgetragen. Die berechneten Fehler der Vorhersagen (RMSEP) sind fir
alle Prozessgrofen in Tabelle 4-2 (Seite 36) zusammengefasst. In Abbildung 4-8 ist die
Vorhersage fur den Extraktgehalt dargestellt.
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Abbildung 4-8
Darstellung der Vorhersage des Extraktgehaltes wahrend der Gérung B3

Der RMSEP dieser Vorhersage betragt 4,7 % (rel.), wobei in der Auftragung zu erkennen ist,
dass Differenzen zwischen Vorhersage und offline gemessenen Werten vor allem bis zur
100. Stunde zu finden sind, folglich in dem Zeitraum, in dem die starksten Anderungen im
Extraktgehalt wahrend des Brauprozesses auftreten. Insgesamt gesehen wird der Verlauf des
Extraktgehaltes wahrend des Brauprozesses sehr gut durch die Vorhersage wiedergegeben,
so dass der tendenzielle Verlauf dieser Prozessgrofie bereits gut verfolgt werden kann.

Die chemometrische Auswertung der Fluoreszenzdaten wird auch fir den pH-Wert
durchgefiihrt, obwohl dieser beim Brauprozess mittels pH-Elektroden direkt gemessen
werden kann. Diese Prozessgrofe wird in die Untersuchungen mit einbezogen, um eine
Aussage Uber die Eignung der Fluoreszenzspektroskopie zur Prozessbeobachtung fir weitere
Anwendungsmadglichkeiten machen zu konnen. In der Brauerel ist der Einsatz dieser
Methode auch bei anderen Produktionsschritten (nach der Filtration, wahrend der Lagerung)
oder zur Qualitatskontrolle des abgefiillten Endproduktes denkbar.

Der Fehler der Vorhersage des pH-Wertes wéhrend des Prozesses B3 ist mit 1,1 % sehr
gering. Bei Betrachtung der Auftragung der berechneten Werte in Abbildung 4-9 zeigt sich,
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dass im Kurvenverlauf der Vorhersage jedoch sprunghafte Anstiege bzw. Abfdle zu
erkennen sind. Diese unbestandigen Verlaufe sind auch im Verlauf der Fluoreszenzintensitét
einiger Wellenléangenkombinationen wiederzufinden, z.T. sind solche auch bei der in
Abbildung 4-4 gezeigten Wellenldngenkombination 530nmg,/570 nmer, zu erkennen. Da das
chemometrische Modell auf mehreren dieser betroffenen Wellenldngenkombinationen
basiert, wie aus berechneten Sensitivitétsspektren (s. Kapitel 3.3.4) hervorgeht, gehen die
Springe auch in die Vorhersagen ein. Diese Unregelméaldigkeiten im Kurvenverlauf werden
durch Temperaturschwankungen wéahrend der Gérung hervorgerufen. Wie in Kapitel 4.2.2
bereits beschrieben, ist der Einfluss der Temperatur im Temperaturbereich um 10 °C sehr
grof3. Unter der Voraussetzung, dass auf die exakte Einhaltung der Temperatur geachtet
wird, kénnen fir den pH-Wert sehr gute Vorhersagen erzielt werden.
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Abbildung 4-9

Darstellung der Vorhersage des pH-Wertes wahrend der Gérung B3

Der beschriebene Einfluss von Temperaturanderungen ist bei der Berechnung der Zellzahl
aus den Fluoreszenzdaten noch stérker. Die in Abbildung 4-10 dargestellte Vorhersage der
Zellzahl weist im Kurvenverlauf deutliche Springe auf. Dadurch ist auch der Fehler der
Vorhersage mit 6,9 % relativ hoch. Die Zunahme der Zellzahl sowie der Zeitpunkt des
Beginns des Absinkens der Hefezellen wird gut wiedergegeben, so dass grundsétzlich die
Zellzahl vorhergesagt werden kann.
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Abbildung 4-10
Darstellung der Vorhersage der Zellzahl wéhrend der Gérung B3

Fir die drei Prozessgrofen Extraktgehat, pH-Wert und Zellzahl koénnen mit den
gesammelten Daten Vorhersagen erstellt werden, die die tendenziellen Verlaufe dieser
Grofen sehr gut wiedergeben. Zum Tell konnten Vorhersagen mit nur geringen
Abweichungen zu den Messwerten berechnet werden.

Ausschlaggebend fir die Gite der Vorhersage ist der Bezug zwischen Prozessgréf3e und den
Wellenl&ngenkombinationen, die bei der chemometrischen Auswertung verwendet werden.
So werden bei der Berechnung des Extraktgehaltes hauptséchlich Daten von
Wellenldngenkombinationen aus dem Aminosaurebereich verwendet. Aminosduren werden
als Bestandteil des Extraktes wahrend der Gérung durch den Hefestoffwechsel ebenfalls
abgebaut. Die Aufnahme von Aminosauren durch die Hefen erfolgt wahrend der Gérung
zwar in einer bestimmten Reihenfolge, so werden die fluoreszierenden Aminosduren
Tryptophan, Phenylalanin und Tyrosin erst in einer dritten Gruppe aufgenommen [NARZIR,
1995], der in Abbildung 3-4 dargestellte Verlauf der Wellenlangenkombination
270 nmg,/370 nmem (Tryptophan) zeigt hingegen eine kontinuierliche Abnahme und die
Daten aus diesem Bereich kénnen fir die Vorhersage fir den Extraktgehalt genutzt werden.
Die in der Literatur haufig beschriebene Ubereinstimmung der Verlaufe von Zelldichte und
NADH-Fuoreszenz (s. Kapitel 2) wird auch hier gefunden. Der Verlauf der
Wellenlangenkombination 390 Nnmg, /450 nme,, (Siehe Abbildung 4-4) entspricht dem
Verlauf der Zelldichte wahrend der Gérung und geht deshalb in die Berechnung am stérksten
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mit ein. Die Grunde fir die weniger gute Vorhersage als die des Extraktgehaltes sind zum
einen die oben beschriebenen Einfllsse der Temperaturschwankungen und zum anderen der
in diesem Fall komplexere Verlauf der Zellzahl (Anstieg wahrend der Wachstumsphase und
anschliessende Abnahme durch Absinken der Hefezellen).

Allgemein ist die Fluoreszenzintensitdt eines Fluorophors vom pH-Wert abhéangig. Da sich
bei Bioprozessen die Konzentration der Fluorophore aufgrund des Stoffwechsels der
Mikroorganismen andert, kann diese Eigenschaft jedoch nicht zur Bestimmung des pH-
Wertes ausgenutzt werden. Da die Anderung des pH-Wertes in Abhéngigkeit vom
Stoffwechsel der Hefen erfolgt, kdénnen zur chemometrischen Berechnung des pH-Wertes
Wellenlangenkombinationen verwendet werden, die wahrend der Garung Anderungen
aufgrund des Hefestoffwechsel zeigen. In das erstellte Modell gehen wiederum
Wellenldngenkombinationen aus dem Aminosdurenbereich ein, aber auch weltere
Wellenlangenkombinationen, die jedoch zum Teil stark von den Temperatureinflissen
betroffen sind.

Eine weitere Prozessgrofie, die von Interesse fur Brauereien ist, ist die Konzentration an
vicindlen Diketonen. Vergleichbare Zusammenhénge zwischen Fluoreszenz und
Prozessgrof3e konnen jedoch nicht fur die Konzentrationsdnderung der Diketone gefunden
werden. Der extrazelluldre enzymatische Abbau ist nicht zu berechnen, da bereits nach dem
Absinken der Hefen nur noch sehr geringe Anderungen der Fluoreszenzintensitdten zu
beobachten sind (vgl. Abbildung 4-4). Aus diesem Grund konnte fir die
Diketonkonzentration keine zufriedenstellende Vorhersage gemacht werden. Die in
Abbildung 4-11 dargestellte Vorhersage zeigt deutliche Abweichungen zwischen
vorhergesagten und offline gemessenen Werten und vor allem starkes Rauschen im
Kurvenverlauf. Der RMSEP dieser Vorhersage ist mit 15,8 % sehr hoch.

In diesem Fall wéare die Anwendung von mindestens zwei verschiedenen Modellen sinnvoll.
Die Bildung der Diketone aufgrund der Stoffwechselaktivitét der Hefen im ersten Tell des
Prozesses konnte besser durch ein auf diesen Teil abgestimmtes Modell wiedergegeben
werden als in einem gesamten Modell. Von Interesse fir Brauereien ist jedoch der Abbau
der vicinaen Diketone, da insbesondere das Diacetyl (Butandion-2,3) durch seine niedrige
Geschmacksschwelle von 0,10-0,12 mg/L einen eindeutig verschlechternden Einfluss auf
den Biergeschmack hat. Fir diesen Abschnitt des Brauprozesses sind die Méglichkeiten zur
Kontrolle durch die Fluoreszenzspektroskopie aufgrund der geringen Varianz der

Fluoreszenzdaten sehr eingeschrank.
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Abbildung 4-11
Darstellung der Vorhersage der Diacetylkonzentration wahrend der Gérung B3

Die Ergebnisse der chemometrischen Auswertung der Fluoreszenzmessungen wahrend der
Gérungen, die im Technikumsmaldstab durchgefihrt wurden, zeigen eine gute
Anwendbarkeit zur Prozessbeobachtung fir die Prozessgrofien Extraktgehalt, pH-Wert und
Zellzahl. Die in den Modellen relevanten Wellenlangenkombinationen sind fir jede der
Prozessgrofien sinnvoll.

Verbesserungen der Vorhersagegenauigkeit konnen erzielt werden, wenn bei der Erstellung
der chemometrischen Modelle Daten aus weiteren Garungen einbezogen werden, so dass die
gesamte Varianz dieser Prozesse abgedeckt wird. Weiterhin ist bei der Durchfuhrung eine
konstante Temperaturfihrung erforderlich.

Tabelle 4-2
Ubersicht der RMSEP der verschiedenen ProzessgroRen der Garung B3

PLS 1-Modell - Differenzspektren

Prozessgr 63e RM SEP (abs.) RMSEP (re.)
Extraktgehalt 0,53 % 47 %
pH-Wert 0,06 1,1%
Z€llzahl 4,59 Mio./mL 6,9 %

Diacetyl 0,14 ppm 15,8 %
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4.3 Messungen bei Hefereinzuchten in der Brauerei

Bel der Hefereinzucht in der Brauerei werden die Bierhefen fir den eigentlichen Gérprozess
angezuchtet. Als Medium wird dabel ebenfalls Bierwirze verwendet, die Hefe wird beim
Umpumpen zusétzlich bellUftet [NARzIR, 1995]. Vergleichbare Prozesse zur Anzucht von
Hefen werden auch in anderen Industriezweigen wie beispielsweise in Grof3backereien
durchgefiihrt. Aufgrund der Anzahl von interessanten Einsatzmoglichkeiten der
Fluoreszenzspektroskopie zur Prozessbeobachtung wird die Hefereinzucht gewahlt, um die
ersten fluoreszenzspektroskopischen Messungen im grofdtechnischen Malistab in einer
Brauerei durchzufthren.

Eine erste Messserie wahrend mehrerer Reinzuchtprozesse bei der Hasserdder Brauerei in
Wernigerode soll Auskunft Uber den Verlauf der Fluoreszenzdaten und deren

Informationsgehalt wahrend der Hefereinzucht geben.

4.3.1 Prozessverlauf

Die Hefereinzucht in der Hasser6der Braurei wird nach der gultigen Verfahrensanweisung
durchgefiihrt. Dazu werden im Reinzuchttank 10 hL Wirze mit einer Hefevorkultur von
10 L angeimpft und die Hefe innerhalb von 16 bis 18 Stunden mit periodischer Beltftung
vermehrt. Dann werden weitere 50 hL sterile Wirze , draufgelassen* und die Reinzucht
weitergefuhrt. Dieser Vorgang wird wiederholt, dabei werden nach ca. 90-92 Stunden und
ein weiteres Ma nach ca. 110 Stunden jedesmal 300 hL Wirze in den Reinzuchttank gefullt.
Die Wrze wird wahrend der Vermehrung der Hefen periodisch umgepumpt und bel Uiftet.
Wahrend der Hefereinzuchten werden taglich im Abstand von 8 Stunden Proben enthommen
und die Prozessgrofien Extraktgehalt, pH-Wert und die Zellzahl analysiert. Diese Daten sind
in Abbildung 4-12 aufgetragen. Da an den Wochenenden in der Regel keine Probenahme
erfolgt und in diesen ersten Versuchen zundchst auf zusétzliche Probenahmen verzichtet
wird, sind im Bereich zwischen der 39. und 85. Stunde keine Daten aufgetragen.

Wahrend der einzelnen Abschnitte der Hefereinzucht findet eine Vermehrung der Hefe statt,
so dass am Ende eine Zelldichte von 100 Mio. Zellen/mL erreicht wird. Der Extrakt wird
dabel abgebaut und der pH-Wert sinkt aufgrund des Hefestoffwechsels.



4

Ergebnisse und Diskussion

38

/ WUrzegabe\
250+

20

40

60

80

100

0
120

52
A 12
satee tas
= 2007 ° ®e L0
= a S 48 ¢
= * “a 8 g z
N
% 150 3 T
X
x
N 100 * i
[ ]
n r4 A
L4.0
501
A L2
"y
om = 136

Kultivierungsdauer [h]

Abbildung 4-12
Darstellung von Zellzahl, Extraktgehalt und pH-Wert wéhrend der Hefereinzucht H2

4.3.2 Fluoreszenzspektr oskopische M essungen
Nach der ersten Messserie wahrend der Hefereinzucht werden die Geréteeinstellungen des
BioView-Sensors

Fluoreszenzspektren im Abstand von 5 Minuten aufgenommen. Weiterhin wird die Anzahl

angepasst. Bei den folgenden  Hefereinzuchten  werden
der Messungen pro Wellenléngenkombination auf 5 erhdht, weil bereits wahrend der
Hefereinzucht zu erkennen ist, dass durch das periodische Umpumpen des Tankinhaltes die
Fluoreszenzmessungen entsprechend beeinflusst werden, da das Fluoreszenzspektrometer an
die Rohrleitung angekoppelt ist (s. Kapitel 3.2.3), durch welches das Umpumpen und
Beluften erfolgt. Diese Anpassung ergab jedoch keine Verbesserung, wie der Ausschnitt des
Verlaufs einiger Wellenldngenkombinationen in Abbildung 4-13 zeigt. Die Intervalle des
Umpumpens wirken sich auch auf den Verlauf der Fluoreszenzintensitéten aus. In der Phase
des Umpumpens und BelUftens entstehen Gasblasen, die die Fluoreszenzmessungen stark
beeinflussen und dadurch deutlich andere Fluoreszenzintensitéten wahrend dieser Phase
gemessen werden.

Werden die erhatenen Fluoreszenzdaten gemittelt, sind fir die verschiedenen
Wellenldngenkombinationen individuelle Verlaufe der Fluoreszenzintensitéten zu erkennen.
Die Varianzen der Fluoreszenzintensitdten, die durch das periodische Umpumpen

hervorgerufen werden, sind aber groRer as die Varianzen der gemittelten
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Fluoreszenzintensitdten wahrend des gesamten Verlaufs der Hefereinzucht. Durch eine
Filterung der periodischen Schwankungen kann eine Verbesserung durch die Reduzierung
der Varianzen erzielt werden, jedoch fir die Berechnung von chemometrischen Modellen
wird keine ausreichende Verbesserung erreicht. Die Fluoreszenzdaten, die mit dem
verwendeten Messprinzip ermittelt werden, kénnen deshab nicht fir die chemometrische
Auswertung der Hefereinzucht verwendet werden.
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Abbildung 4-13
Darstellung des Verlaufs einiger Wellenldngenkombinationen wéahrend der Hefereinzucht H2

Durch einen anderen apparativen Aufbau mit einer geeigneten Messzelle (z.B. einem System
wie es von FRERICHS [2000] zur in situ-Mikroskopie eingesetzt wird) sollte es moglich sein,
Fluoreszenzdaten zu erhalten, die zur Vorhersage von Prozessgrof3en wahrend der
Hefereinzucht verwendet werden konnen.

Um die Veranderungen in den Fluoreszenzspektren zu verdeutlichen, werden im Folgenden
die Fluoreszenzspektren von verschiedenen Zeitpunkten der Hefereinzucht miteinander
verglichen (Abbildung 4-14).

Die Spektren, die jeweils zu Beginn des ersten und zweiten Abschnittes der Hefereinzucht
aufgenommen wurden (Abbildung 4-14a) und b)), zeigen Fluoreszenzpeaks in den gleichen
Wellenldngenbereichen, unterscheiden sich aber in den Fluoreszenzintensitdten. Diese
Unterschiede werden wahrscheinlich vorwiegend durch die unterschiedlichen Zellzahlen und

auch unterschiedliche Wirzezusammensetzung hervorgerufen.
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Als Beispiel fur die Veranderungen wéahrend der Hefereinzucht sind ein Anfangs- und ein
Endspektrum des zweiten Prozessabschnittes gezeigt. Es sind deutliche Zunahmen der

Fluoreszenzintensitéten erkennbar, die hauptséchlich durch den starken Anstieg der Zellzahl

zu erkléaren sind. Einflusse durch die gleichzeitige starke Abnahme des Extraktgehaltes und

des pH-Wertes kénnen bei dieser Darstellung nicht zugeordnet werden.
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Abbildung 4-14
Fluoreszenzspektren zu verschiedenen Zeit-
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Grundsétzlich sind die Informationen, die aus den Fluoreszenzspektren gewonnen werden,

fir eine Beobachtung des Verlaufes der Hefereinzucht geeignet. Zu berticksichtigen ist
jedoch, dass der apparative Aufbau bei den Messungen den Gegebenheiten angepasst werden

muss. Aul3erdem sind bel der chemometrischen Auswertung die unterschiedlichen

Bedingungen bel der Hefereinzucht zu beachten, wie zum einen die variierende
Wirzezusammensetzung und zum anderen die unterschiedlichen Zelldichten zu Beginn der

einzelnen Prozesse. Diese Faktoren konnen Uber eine Auswertung mit Differenzspektren

ausgeglichen werden, wie in Kapitel 4.2.3 gezeigt wurde.
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4.4  Untersuchungen bel Kultivierungen von CHO-Zellen

Die genetisch verénderten CHO-Zellen (Chinese hamster ovary) produzieren das
Glycoprotein t-PA (tissue plasminogen activator), das zur Fibrinolyse bei Herzinfarkten
eingesetzt wird und dessen biotechnische Produktion durch tierische Zellen essentiell in
Bezug auf posttrandlationale Modifikation wie Glykosylierung und korrekte Faltung des
Proteins ist. Die Analytik fur das Glycoprotein mittels ELISA ist verhdltnismaldig teuer und
zeitintensiv. Die Verwendung der Fluoreszenzspektroskopie zur Bioprozessbeobachtung
wére eine Moglichkeit diese Produktionskosten zu verringern. Neben der Analytik des
Glykoproteins soll auch der Einsatz der Fluoreszenzspektroskopie fir die Beobachtung des
Zdlwachstums und des Glukoseverbrauchs untersucht werden. Da nur von einer
Kultivierung von CHO-Zellen Fluoreszenzdaten aufgenommen werden konnten, ist eine
Validierung der Modelle Uber die Vorhersage einer weiteren Kultivierung nicht moglich. Es
werden deshalb bel diesem Beispiel die jeweligen Modellkaibrierungen fir die
verschiedenen Prozessgrofien dargestellt und diskutiert.

4.4.1 Prozessverlauf

Die offline analysierten Prozessgrofden der Kultivierung der CHO-Zellen sind im zeitlichen
Verlauf in Abbildung 4-15 dargestellt. Wahrend des gesamten Prozesses wird die Glukose
von 2,33 g/L auf fast 0,03 g/L kontinuierlich abgebaut. Gleichzeitig ist ein Zellwachstum
von 0,29 Mio. Zdllen/'mL auf 1,03 Mio Zellen/mL zu beobachten. Die produzierte t-PA-
Konzentration betrdgt am Ende der Kultivierung 3,37 mg/L.
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Abbildung 4-15

Darstellung der Lebendzellzahl, Glukosegehalt und t-PA-Gehalt wahrend der Kultivierung von CHO-Zellen
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Der zur 91. Stunde ermittelte Wert der Zellzahl ist auf einen Analysenfehler zurlickzufiihren
und wird deshalb bei der weiteren chemometrischen Auswertung nicht berticksichtigt. Die
dargestellten Verlaufe der Prozessgrof3en sind charakteristisch fur eine Kultivierung
tierischer Zellen.

4.4.2 Fluoreszenzspektroskopische M essungen

Die Messungen werden bel dieser Kultivierung mit dem Fluoreszenzspektrometer Hitachi
F-4500 durchgefihrt. Bel dem Messprinzip des Hitachi-Spektrometers werden Gitter
verwendet, um das monochromatische Exzitations- und Emissionslicht zu erzeugen. Deshalb
wird bei diesem Spektrometer auch das Streulicht detektiert, wie in dem abgebildeten
Spektrum zu erkennen ist (Abbildung 4-16).

Bel diesem Spektrum vom Beginn der Kultivierung ist bereits eine sehr hohe
Fluoreszenzintensitét im Aminosaurebereich insbesondere bei 290 Nnmgy/340 nmey,  zu
erkennen, die durch die hohe Konzentration an Aminosduren (Tryptophan) im
Kulturmedium bedingt ist. Der Bereich um 340nmg./420 nmg, (NADH) weist hingegen nur
eine geringe Intensitét auf.
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Abbildung 4-16
Fluoreszenzspektrum zu Beginn der Kultivierung von CHO-Zéellen (Hitachi F-4500)

Die Anderungen der Fluoreszenzintensitat wahrend der Kultivierung sind sehr gering und
deshalb wird auf die Darstellung weiterer Spektren verzichtet. Stattdessen werden die
zeitlichen Verlaufe der Fluoreszenzintensitéten einzelner Wellenlangenkombinationen
dargestellt.
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Bel Betrachtung der Verléufe der Fluoreszenzintensitdten, die in Abbildung 4-17 dargestellt
sind, kénnen deutliche Tendenzen festgestellt werden. So ist im Bereich der Aminosauren
(280 Nnmgx/300 NMemy, und 280 NMex/350 Nmer,) eine Abnahme zu erkennen, da diese wahrend
der Kultivierung verstoffwechselt werden. Ein kontinuierlicher Anstieg wahrend der
gesamten Kultivierung ist bel 340 nmg/420 nmg, (NADH) zu erkennen. Und auch die
Wellenldngenkombination 400 nmg,/400 nmgy im Bereich des Streulichtes zeigt einen
durchgehenden Anstieg der Intensitét. Diese Zunahmen der Fluoreszenzintensitdten im
Streulicht und NADH-Bereich konnen auf den Anstieg der Zellzahl zuriickgefiihrt werden.
Beispiele fur die Korrelation von Fluoreszenzintensitdt des Streulichtes bzw. im NADH-
Bereich und der Zellzahl werden fir Kultivierungen anderer Mikroorganismen von MAROSE
[1999] und LINDEMANN [1998] dargestellt.
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Abbildung 4-17
Darstellung der Fluoreszenzintensitdt verschiedener Wellenldngenkombinationen wahrend der Kultivierung
von CHO-Zellen

Beeintrachtigt wird der Verlauf der Fluoreszenzintensitdten durch das Signarauschen, das
auf den Messaufbau zuriickzuftihren ist. Bei diesen Messungen wird, wie in Kapitel 3.1.2
beschrieben, der Lichtleiter an das urspringlich fir Kivettenmessungen konzipierte
Spektrometer durch einen im Institut angefertigten Einsatz angekoppelt. Vergleiche bei
anderen Kultivierungen, bei denen Messungen mit beiden Spektrometern (Hitachi F-4500

und BioView-Sensor) durchgefihrt wurden, zeigen, dass das Signal-Rausch-Verhdtnis beim
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BioView-Sensor deutlich hoher ist. Die chemometrische Auswertung kann dennoch
durchgefiihrt werden, da das Signarauschen geringer ist als die Varianz der
Fluoreszenzintensitéten wahrend der gesamten Kultivierung.

4.4.3 Modédllbildung und Kalibrierung

Bel der chemometrischen Auswertung wird fir die ProzessgrofRen Zellzahl, Glukosegehalt
und t-PA-Gehalt die Berechnung eines Kalibrationsmodells durchgefiihrt. Die berechneten
Werte und zum Vergleich die offline analysierten Werte sind fir ale drei Prozessgréf3en in
Abbildung 4-18 dargestellt. Die Fehler der Kalibrierungen (RMSEC) sind in Tabelle 4-3
angegeben.

Fur ale drei Prozessgrofen stimmen die Verl&ufe der kalibrierten Werte gut mit den offline
bestimmten Werten tberein, das Signalrauschen der Fluoreszenzdaten wird jedoch auch auf
die Kalibrierungen Ubertragen. Die Fehler der Kalibrierungen sind fir alle Prozessgrofien
sehr gering.

Der kleinste Fehler der Kalibrierung liegt fur die ProzessgrofRe Glukose vor. Hier wére im
Vergleich zur Zellzahl und zur t-PA-Konzentration ein hoherer Fehler zu erwarten gewesen,
da fUr diese beiden Prozessgrof3en ein direkter Bezug von Konzentration zur Fluoreszenz
besteht. Die Zellzahl kann mit der NADH-Fluoreszenz oder der Fluoreszenz des Streulichtes
korreliert werden und die t-PA-Konzentration mit der Aminosdurefluoreszenz. Die
Glukosekonzentration kann nur indirekt mit diesen Fluoreszenzintensitéten korreliert
werden. Die Griinde fir diese genauere Berechnung der Glukosekonzentration kénnen zum
einen die hohere Genauigkeit der Offline-Bestimmung der Glukosekonzentration und zum
anderen ein unterschiedlicher Einfluss des Signalrauschens auf die Kalibrierungen sein.

Tabelle 4-3
Ubersicht der RMSEC der verschiedenen ProzessgroRen der Kultivierung von CHO-Zellen

PLS 1-Mod€ll
Prozessgr 63e RMSEC (abs) RMSEC (rd.)
Zellzahl 0,05 Mio./mL 5,2 %
Glukosegehalt 0,022 g/mL 0,9 %

t-PA-Gehalt 0,11 mg/L 3,5 %
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Darstellung der Kalibrierung von Zellzahl, Glukosegehalt und t-PA-Gehalt bel einer Kultivierung von CHO-

Zellen

Fur eine Anwendung dieser Methode zur Prozessbeobachung kdnnen aufgrund der geringen

Fehler der Kalibrierungen gute Ergebnisse bel der Vorhersage der hier untersuchten
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ProzessgrofRen erwartet werden. Die Durchfihrung der fluoreszenzspektroskopischen
Messungen sollte dann mit dem BioView-Sensor erfolgen, um das Signal-Rausch-
Verhdltnis, das bei den Messungen mit dem Hitachi F-4500 sehr klein ist, zu verbessern.

4.5 Untersuchungen bel Kultivierungen von Claviceps purpurea

Der Mutterkornpilz Claviceps purpurea bildet als Sekundarmetabolite die sogenannten
Ergotalkal oide,
Anwendungsgebiete finden. Der

die as pharmazeutische Wirkstoffe verschiedene therapeutische
in dieser Arbeit verwendete Stamm produziert
hauptséchlich die Alkaloide Ergotamin und a-Ergokryptin.

Interessant ist bei dieser Anwendung der Fluoreszenzspektroskopie zur Prozessbeobachtung,
dass die Produkte, die Ergotalkaloide, eine Eigenfluoreszenz bel 330 nmg./430 Nmegn,
aufweisen. Ziel der Untersuchungen ist es deshalb, die Bildung der Ergotalkal oide sowie das

Wachstum wahrend der Kultivierung von Claviceps purpurea zu verfolgen.

4.5.1 Prozessverlauf

Waéhrend der Kultivierungen wird das Wachstum des Pilzes tber die Bestimmung der
Biotrockenmasse und des extrazelluléren Proteingehaltes beobachtet. Zur Kontrolle der
Produktion wird die Gesamtal kal oidkonzentration im Medium analysiert.

In Abbildung 4-19 sind as Beispid die Verlaufe der ProzessgrofRen (Biomasse,
Proteingehalt, Alkaloidkonzentration) wahrend einer Kultivierung im Bioreaktor dargestellt.
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Abbildung 4-19
Darstellung der Verldufe der Prozessgréfen Biomasse, Proteingehalt und Gesamtalkaloidgehalt wahrend der
Kultivierung von Claviceps purpurea
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Nach der ca. 100 Stunden dauernden Adaptionsphase beginnt das Wachstum des Pilzes, wie
an dem deutlichen Anstieg der Biotrockenmasse und des Proteingehaltes zu erkennen ist.
Das Wachstum des Pilzes hédlt bis zum Ende der Kultivierung in der 317. Stunde an. Die
Ausscheidung der Alkaloide in das Medium beginnt erst ab der 196. Stunde, erfolgt dann
kontinuierlich, so dass zum Ende der Kultivierung die Sekundarmetabolite eine
Konzentration von 195 mg/L erreichen.

4.5.2 Fluoreszenzspektroskopische M essungen

Wahrend der Kultivierung von Claviceps purpurea werden Fluoreszenzspektren im Abstand
von 30 Minuten aufgenommen. Zwel Spektren sind in Abbildung 4-20 gezeigt. In dem
Spektrum, das zu Beginn der Kultivierung (nach 0,5 Stunden) aufgenommen wurde, sind
Peaks in den Bereichen um 390 nmg,/450 nmgy und 430 nmey/530 nmgy, zu finden, die
verschiedenen biogenen Fluorophoren (NAD(P)H, Flavine, s. Kapitel 3.1) zugeordnet
werden konnen. In dem zweiten Spektrum, das nach 284 Stunden (zum Ende der
Kultivierung) aufgenommen wurde, sind Zunahmen der Fluoreszenzintensitéten in diesen
Bereichen zu erkennen. Ein weiterer Peak mit der hdchsten Fluoreszenzintensitét im Bereich
um 330 nmg, /430 nme, - wird  durch  Fluoreszenzeigenschaften der  Ergotalkaloide
hervorgerufen. Der noch zu Beginn zu erkennende NADH-Fluoreszenzpeak wird im Verlauf
der Kultivierung von der Fluoreszenz der Ergotalkal oide Uberlagert.
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Abbildung 4-20
Fluoreszenzspektren (BioView-Sensor) zur 0,5. Stunde (links) und zur 284. Stunde (rechts) wahrend der
Kultivierung von Claviceps purpurea.

Interessant ist der zeitliche Verlauf der Fluoreszenzintensitéten dieser Fluorophore wahrend
der Fermentation von Claviceps purpurea (Abbildung 4-21). Die Fluoreszenzintensitét der
Wellenlangenkombination 330 Nnmg«/430 nmey, (Ergotalkaloide) nimmt zunéchst nur leicht
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zu und steigt dann ab der 130. Stunde steiler an. Zur 240. Stunde wird ein Maximum erreicht
und bis zum Ende der Kultivierung fallt die Fluoreszenzintensitdt wieder ab. Die
Konzentration der Ergotalkaoide nimmt hingegen bis zum Ende der Kultivierung zu (s.
Abbildung 4-19). Dieses Phénomen der Abnahme der Fluoreszenzintensitdt bei steigender
Fluorophorkonzentration wird durch Energietransfer-Effekte hervorgerufen. Dabei wird das
bei 430 nm emittierte Licht von den Ergotalkaloiden oder anderen Molekilen adsorbiert.
Einen Nachweis dafur liefern die in Kapitel 4.5.3 beschriebenen Versuche mit verdinnten
Kultivierungsiberstanden. Es kann gezeigt werden, dass bel Verdinnung die
Fluoreszenzintensitét bel 330 NnmMg/430 Nmg,  zunimmt.  Erst bel  stark  verdunnten
Kultivierungsuibersténden kann wieder eine Abnahme der Fluoreszenzintensitdt beobachtet
werden. Wahrscheinlich ist auch die Adsorption des Emissionslichtes der Ergotalkaloide
durch andere Molekile, aus der die kontinuierliche Zunahme der Emission bei 530 nm
resultiert.

Ein Unterschied besteht auch in den Zeitpunkten der Zunahme der Fluoreszenzintensitét und
des Anstieges der Ergotalkaloidkonzentration im Medium. Die Fluoreszenzintensitdt im
Bereich der Ergotalkaloide steigt bereits ab der 130. Stunde, die offline ermittelte
Konzentration der Ergotalkaloide jedoch erst ab der 196. Stunde. Der Grund ist die sensitive
Detektion der Ergotakaloide durch die Fluoreszenzspektroskopie, die bereits ene
Bestimmung von sehr geringen Konzentrationen ermoglicht, die bei dem verwendeten
Offline-Analyseverfahren (modifizierter van Urk-Test) unterhalb der Nachweisgrenze liegen
[MENGE, 2000].

Weitere Wellenlangenkombinationen, wie beispielsweise aus dem Fluoreszenzbereich der
Proteine bzw. Aminosduren (270 nmg/390 nmgn und 290 Nmg, /350 Nnmgrn), zeigen zu
Beginn der Kultivierung nur eine geringe Zunahme der Fluoreszenzintensitét. Etwa ab der
100. Stunde wird der Anstieg stérker, was mit der Zunahme des offline analysierten
Proteingehaltes  einhergeht. Der  Verlauf der Fluoreszenzintensitédt  der
Wellenlangenkombination 290 nmg,/350 nmg,, zeigt zum Ende der Kultivierung eine
Abnahme, die auf eine Beeinflussung durch die Fluoreszenz der Ergotalkaloide
zurtckzufuhren ist (s. Kapitel 4.5.3).

Die Fluoreszenzverléaufe der Wellenlangenkombinationen im Bereich der Aminoséduren oder
auch die Kombinationen mit den Neutraldichtefiltern spiegeln zwar tendenziell das
Wachstum des Pilzes, eine direkte Korrelation der Verlaufe ist jedoch sehr ungenau und

kann nicht fUr die Bioprozessbeobachtung eingesetzt werden.
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Abbildung 4-21

Darstellung der Verlaufe der Fluoreszenzintensitdten einiger ausgewéhlter Wellenldngenkombinationen
wéhrend der Kultivierung von Claviceps purpurea.

4.5.3 Fluoreszenzmessungen bel verdinnten Kultivierungsproben

Einen Hinwels auf die Starke der Energietransfereffekte der Fluorophore geben
fluoreszenzspektroskopische Messungen von verdinnten Medientberstanden. Abbildung
4-22 zeigt Spektren einer Kultivierungsprobe in verschiedenen Verdinnungsstufen. Diese
Probe wurde am Ende einer Kultivierung genommen und enthélt eine hohe Konzentration an
Ergotalkaloiden. Der Ergotalkaloidpeak im ersten Spektrum (10-fache Verdiinnung) hat eine
relative Fluoreszenzintensitdt von 675. Im zweiten Spektrum (100-fache Verdiunnung) hat
dieser Peak eine Intensitdt von 6000. Bel weiterer Verdinung (1000-fach) betrégt die
Fluoreszenzintensitét nur noch 625. Das bedeutet, dass mindestens bis zu einer 100-fachen
Verdinnung der Kultivierungsproben Energietransfereffekte auftreten und dadurch bel
abnehmender Fluorophorkonzentration (Verdinnung) die Fluoreszenzintensitét zunimmit.
Erst bei der 1000-fachen Verdinnung ist eine Abnahme der Fluoreszenzintensitét aufgrund
der Verdinnung festzustellen. Der gleiche Effekt kann fir den Wellenlangenbereich um
280 NMe,/350 nmey,  (Tryptophan) beobachtet werden. Ebenfalls bei einer 100-fachen
Verdunnung ist die Fluoreszenzintensitét in diesem Bereich am grofden und nimmt bel
weiterer Verdinnung ab.



4 Ergebnisse und Diskussion 50

Fluoreszenzintensitét Fluoreszenzintensitét

[rel. Einheiten] 500 [rel. Einheiten]
I 630.0 -- 700.0 I 6300 -- 7000
= 560.0 -- 630.0 T 4 5600 -- 6300
< 4900 -- 560.0 £ 4900 -- 5600
s 4200 - 4900 ¢ 4 4200 -- 4900
ki 3500 -- 4200 § 3500 - 4200
S| 2800 -~ 3500 7§ 359 2800 -- 3500
n| 2100 - 2800 2100 - 2800
= 140.0 - 210.0 300 1400 -- 2100
o | Il 70.00 - 1400 [ 700.0 -- 1400

Sl . IO - 70.00 250 o - 7000

300 350 400 450 500 550 600 300 350 400 450 500 550 600
a) Emission [nm] b) Emission[nm]

550 . "

. Fluoreszenzintensitét
Abbildung 4-22 I

. . [rel. Einheiten]

Fluoreszenzspektren (Hitachi F-4500) von 500 I 6200 - 7000

verdinnten Kultivierungsproben von = 450 560.0 -- 630.0

Claviceps purpurea. £ jggg - iggg

a) 10fache Verdiinnung g 3500 -- 4200

b) 100fache Verdiinnung S 350 280.0 -- 350.0

. n 210.0 -- 280.0

¢) 1000 fache Verdinnung 0 140.0 - 210.0

s I 70.00 - 140.0

250 T Il 0 -- 70.00

300 350 400 450 500 550 600
Emission [nm]

\2)

Werden alle Kultivierungsproben 1000-fach verdinnt und fluoreszenzspektroskopisch
analysiert, ist eine Korrelation der Fluoreszenzwerte mit den Verlaufen der Prozessparameter
Proteingehalt und Ergotalkal oidkonzentration moglich, wie Abbildung 4-23 zeigt. Die Kurve
der Wellenlangenkombination 280 nmg,/350 nmey, im Fluoreszenzbereich der Aminosdure
Tryptophan kann mit dem Verlauf des analysierten Proteingehaltes korreliert werden. Das
gleiche gilt fur die Verlaufe der Wellenlangenkombination 330 nmg,/440 nmgy, und der
Ergotalkal oidkonzentration.

Diese Untersuchungen zeigen, dass die Fluoreszenzspektren Informationen Uber den
Bioprozess und insbesondere die Produktion der Ergotalkaloide enthalten, die aber aufgrund
der Einflisse von Energietransfereffekten nicht direkt flr eine Bioprozessbeobachtung
verwendet werden kénnen. Deshalb sind zur Aufdeckung der inneren Struktur der Spektren
und der komplexen Zusammenhange chemometrische Verfahren erforderlich, die es
ermoglichen, die Informationen der Fluoreszenzspektren fir die Analytik der
Bioprozessgrofien zu nutzen.
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Abbildung 4-23
Darstellung der Fluoreszenzintensitdt ausgewdhlter Wellenldngenkombinationen (Hitachi F-4500) von

verdinnten Kaultivierungsproben im Vergleich zu den Verlaufen der ProzessgrofRen Gesamtalkaloid-
konzentration und Proteingehalt wahrend der Kultivierung von Claviceps purpurea
(rFl: relative Fluoreszenzintensitét [rel. Einheiten])

4.5.4 Modellbildung und Validierung

Fur die ProzessgrofRen Biotrockenmasse, Proteingehat und Gesamtalkal oidkonzentration
wird jewells ein PLS1-Modell erstellt, dabei werden fur das Modell der Biotrockenmasse

und des Proteingehaltes zwei Hauptkomponenten verwendet. Fir das Modell
Gesamtal kal oidkonzentration werden drei Hauptkomponenten angewendet [BOEHL, 2003].

der
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Eine erste Bewertung der Modele efolgt mittels Sensitivitéatsspektren. Die
Sengitivitatsspektren in Abbildung 4-24 zeigen die Auftragung des Betrages der auf eins
normierten Regressionskoeffizienten der einzelnen Wellenléangenkombinationen. Anhand
der Spektren kann die Relevanz der Wellenlangenkombinationen fir die Vorhersagen
beurteilt werden.
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Der Vergleich der Sensitivitétsspektren der Modelle fir Biotrockenmasse und Proteingehalt
zeigt, dass die Relevanz der Wellenlangenkombinationen fir die Berechnung dieser beiden
Prozessvariablen dhnlich ist. In beiden Spektren liegen die hochsten Betrdge der
Regressionskoeffzienten im Bereich der Flavine (430 nmg,/530 nmgy,) und im Bereich der
Neutralfilter. (Die Wellenldngenkombinationen mit den Neutraldichtefiltern kdnnen bel
dieser Auftragung nicht dargestellt werden und die entsprechenden Ergebnisse werden
deshalb beschrieben). Diese Ubereinstimmung der Sensitivitdtsspektrum ist mit dem
vergleichbaren Verlauf der beiden Prozessvariablen, die beide das Wachstum des Pilzes
wahrend der Kultivierungen beschreiben, zu erkldren. Die Gewichtung des Bereichs der
Flavine und der Neutraldichtefilter ist folgerichtig, da in beiden Bereichen ene
kontinuierliche Zunahme der Fluoreszenzintensitét zu verzeichnen ist und der Einfluss der
Ergotalkaloidfluoreszenz verhdltnismaldig gering ist (s. Abbildung 4-21).
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Das Sensitivitatsspektrum fur die Alkaloide zeigt eine hohe Sensitivitédt im Bereich um
310 Nmg, /430 nmem  bzw. 370 NnMey/430 Nmey,, also im Bereich der Fluoreszenz der
Ergotalkaloide. Die ausschliessliche Korrelation mit der Fluoreszenz der Ergotalkaloide ist
aufgrund der Energietransfereffekte fur die Beschreibung der Alkaloidkonzentration nicht
ausreichend, wie in Kapitel 4.5.3 gezeigt ist. Zur Korrektur werden deshalb weitere
Informationen aus anderen Bereichen der Spektren genutzt, dabei gehen vor allem Daten aus
dem Bereich der Flavine (430 nmg,/530 nmgm) mit in die Berechnungen ein.

Die Relevanz der verschiedenen Wellenlangenkombinationen ist fur ale Modelle
nachvollziehbar und die Modelle sollten fir die Vorhersagen der Prozessvariablen geeignet
sein. Deshalb werden im néchsten Schritt die Modelle durch Ubertragung auf eine zweite
Kultivierung von Claviceps purpurea vaidiert. Dazu werden die Fluoreszenzdaten, die
wahrend dieser Kultivierung aufgenommen wurden, verwendet und die daraus resultierenden
Vorhersagen der Modelle mit den offline gemessenen Konzentrationen der Prozessgrofien
verglichen. In Abbildung 4-25 sind die vorhergesagten Verlaufe der drei Prozessgrofien
sowie zum Vergleich die offline ermittelten Daten der zweiten Kultivierung dargestellt.

Die vorhergesagten Werte fur die Alkaloidkonzentration zeigen sehr gut den Verlauf dieser
ProzessgrofRe wahrend der Kultivierung von Claviceps purpurea. Der Fehler der
vorhergesagten Werte ist im Vergleich zu den offline ermittelten Daten mit 3,30 % (Tabelle
4-4) sehr gering. Das entwickelte Modell ist somit geeignet, um fur eine Online-Bestimmung
des Alkaloidgehaltes durch fluoreszenzspektroskopische M essungen eingesetzt zu werden.
Es ist zu erkennen, dass die Vorhersagen fir Biotrockenmasse und Proteingehalt zwar den
tendenziellen Verlauf dieser Variablen wahrend der Kultivierung wiedergeben, aber beide
Kurven unterhalb der offline ermittelten Werte liegen. Der Grund fir diese Abweichung
findet sich bel der Betrachtung des Differenzspektrums, das aus den jeweiligen Startspektren
der beiden Kultivierungen berechnet ist (Abbildung 4-26).

Es bestehen deutliche Unterschiede zwischen den Anfangsspektren der beiden
Kultivierungen, insbesondere in den Bereichen, die eine hohe Sensitivitdt der Modelle
aufweisen, wie im Bereich der Flavine (430 nmg/530 nmgy) und der Neutraldichtefilter.
Diese Unterschiede kénnen zum einen auf geringe Unterschiede in den Animpfdichten
zuriickgefthrt werden. Zum anderen konnte das Alter der Vorkultur einen Einfluss haben
sowie unterschiedliche Farbungen der Kulturmedien. Da die Kulturmedien eine sehr hohe
Konzentration an Saccharose enthaten und bel der Sterilisation bel 110°C
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Maillardreaktionen nicht vermieden werden kénnen, erfolgt eine Verfarbung des Mediums
beim Autoklavieren.
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Abbildung 4-25
Darstellung der Vorhersage fur die Prozessgrofien Gesamtal kal oidkonzentration, Proteingehalt und Biomasse
wahrend der Kultivierung von Claviceps purpurea
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Abbildung 4-26
Differenzspektrum aus den Anfangsspektren von zwei verschiedenen Kultivierungen von Claviceps purpurea

Um diesen Einfluss fur die Vorhersagen zu eliminieren, besteht die Mdglichkeit, die Modelle
und Vorhersagen auf Basis von Differenzspektren zu erstellen. Dabei wird die Differenz aus
einem Mittelwertspektrum, das aus 5 aufeinander folgenden Anfangsspektren berechnet
wird, und jedem einzelnen Spektrum, dasim Verlauf der Kultivierungen aufgenommen wird,
gebildet. In die Berechnung der Modelle bzw. in die Vorhersage flief3en dann nur die
absoluten Anderungen wahrend der Kultivierung ein. Dabei dndern sich nicht die
Sensitivitdten der Modelle und somit auch nicht die Qualitét der Vorhersagen, sondern
lediglich der Ordinatenabschnitt der vorhergesagten Werte.

Die Vorhersagen auf Basis der Differenzspektren sind in Abbildung 4-27 dargestellt. Die
Fehler der Vorhersagen (RMSEP) mit und ohne Differenzspektren sind zum Vergleich in
Tabelle 4-4 aufgefihrt.

Die Vorhersage der Alkaoidkonzentration mit den Differenzspektren zeigt nur einen sehr
geringen Unterschied, der RMSEP ist um 0,1 % hoher als bel der Vorhersage auf Basis der
nicht vorverarbeiten Fluoreszenzspektren. In diesem Fall ist die Verwendung der
Fluoreszenzdaten ohne Datenvorverarbeitung fir die Bestimmung der Alkaloidkonzentration
ebenfalls moglich.

Fur die anderen beiden Prozessvariablen, die das Wachstum des Pilzes wiedergeben, liefert
die Methode mit den Differenzspektren die besten Ergebnisse. Die berechneten Verlaufe der
Biotrockenmasse und des Proteingehaltes geben gut das Wachstum des Pilzes wéhrend der

Kultivierung wieder. Die Abweichungen der Vorhersagewerte von den offline ermittelten
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Daten sind allerdings mit 7,2 % (Biotrockenmasse) und 5,7 % (Proteingehalt) hdher als bei
den Alkaloiden.
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Abbildung 4-27
Darstellung der  Vorherssge auf Basis von  Differenzspektren  fir  die  Prozessgrofien
Gesamtalkal oidkonzentration, Proteingehalt und Biomasse wahrend der Kultivierung von Claviceps purpurea
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Tabelle 4-4
Fehler der einzelnen Vorhersagen der Prozessvariablen der Kultivierung von Claviceps purpurea (angegeben
sind die absoluten (abs.) und relativen (rel.) RMSEP)

Prozessgr 63e PLS 1-Mod€ll PLS 1-Mod€ll
Differenzspektren
RMSEP abs. (rel.) RMSEP abs. (rel.)
Ergotalkaloide 8,2 mg/L (3,3 %) 8,4 mg/L (3,4 %)
Biotrockenmasse 49 g/L (14,2 %) 250/l (7,2 %)
Proteingehalt 0,6 g/L (10,8 %) 0,3 gL (5,7 %)

Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass ene Online-Prozessbeobachtung durch
chemometrische Auswertung von fluoreszenzspektroskopischen Messungen wéhrend
Kultivierungen von Claviceps purpurea moglich ist. Die Bildung der Alkaloide kann sehr
gut verfolgt werden, da die Ergotalkaloide selbst fluoreszieren und deshalb eine VVorhersage
mit geringen Fehlern moglich ist. Unter Einsatz der erstellten PLS1-Modelle kann die
Vorhersage direkt aus den Fluoreszenzmesswerten erfolgen. Zur Darstellung des
Pilzwachstums ist eine Beriicksichtigung der unterschiedlichen Anfangsbedingungen in den
Fluoreszenzspektren erforderlich. Insgesamt sind die berechneten Vorhersagen geeignet, um
die zeitaufwendige  OfflineAnalytik  der  Prozessvariablen  durch  Online-

Fluoreszenzmessungen zu ersetzen.
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5  Zusammenfassung und Ausblick

Die Fluoreszenzspektroskopie bietet die Moglichkeit zur Online-Prozessbeobachtung mit
dem Vortell, nicht-invasive Messungen in situ durchzufhren und innerhalb einer relativ
kurzen Messzeit vielfache Informationen Uber den aktuellen Stand des Prozesses zu erhalten.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die 2D-Fluoreszenzspektroskopie as Methode zur
Prozessbeobachtung an mehreren Beispielen von Bioprozessen anzuwenden, wobei jewells
wichtige ProzessgrofRen unter Verwendung von chemometrischen Methoden aus den

Fluoreszenzdaten berechnet werden sollten.

Zu Beginn dieser Untersuchungen stand die Durchfihrung von  Online-
Fluoreszenzmessungen wéhrend der Kultivierungen und die Durchfihrung der Offline-
Analytik der ausgewahlten Prozessgréfien, um die fur die chemometrische Datenanalyse
erforderlichen Datensétze zu generieren.

Bel Kultivierungen des Pilzes Claviceps purpurea im Labormal3stab wurden wéahrend der
Bioprozesse Proben zur Bestimmung der Biomasse, des Proteingehaltes und der
Alkaloidkonzentration gesammelt. Entsprechend wurden bei der Kultivierung von CHO-
Zellen die Zellzahl, die Glukosekonzentration und die t-PA-Konzentration analysiert. Bei
Bierbrauprozessen (Garungen) im Technikumsmalistab und bel Hefereinzuchtprozessen in
der Brauerei wurden die Zellzahl, der Extraktgehalt und der pH-Wert bestimmt. Bel den
Gérungen wurde zusétzlich die Konzentration der vicinalen Diketone analysiert.

Fur jeden Prozess wurden die erhaltenen Datensdtze durch grafische Auftragungen
ausgewertet. So konnten AusreiRer bel der Offline-Anaytik bei den folgenden
Berechnungen ausgeschl ossen werden.

Die Fluoreszenzdaten wurden ebenfalls mit Hilfe von grafischen Darstellungen ausgewertet.

Beim Vergleich von Fluoreszenzspektren konnten Anderungen der Fluoreszenzintensitaten
von bestimmten Wellenléngenkombinationen wahrend der Kultivierungen beobachtet und
diesen Wellenléangenkombinationen verschiedene biogene Fluorophore zugeordnet werden.
Bel alen Bioprozessen konnten Veranderung der Fluoreszenzintensitéten bei den
Fluorophoren NADH, FMN und der Aminosaure Tryptophan festgestellt werden. Bel den
Kultivierungen von Claviceps purpurea kommen die fluoreszierenden Ergotal kal oide hinzu.



5 Zusammenfassung und Ausblick 59

Bel den Auftragungen der zeitlichen Verldufe der Fluoreszenzintensitéten dieser
Fluorophore wurde eine erste Bewertung der Qualitét der Fluoreszenzdaten vorgenommen.
So konnten mit Hilfe dieser Darstellungen starkes Signalrauschen oder Beeinflussungen der
Fluoreszenzintensitéten durch schwankende Prozessparameter festgestellt werden.

Starkes Signalrauschen trat bei den Online-Fluoreszenzmessungen mit dem Spektrometer
Hitachi F-4500 auf, das auf den Messaufbau zurlickzufthren ist. Besser geeignet fir Online-
Fluoreszenzmessungen ist der BioView-Sensor, der fur solche Anwendungen konzipiert
wurde und bei dem ein besseres Signal-Rausch-Verhéltnis bei Online-Messungen erreicht
wird.

Das Spektrometer Hitachi F-4500 wurde fur die Fluoreszenzmessungen bel den
Kultivierungen der CHO-Zellen eingesetzt. Obwohl das unginstige Signal-Rausch-
Verhdltnis die weitere chemometrische Datenanalyse beeinflusste, konnten die
Fluoreszenzdaten genutzt werden, um eine erste Evauierung der Daten bei diesen
Kultivierungen vorzunehmen.

Bel den Bierbrauprozessen wurde ein Einfluss von Temperaturschwankungen auf die
Fluoreszenzdaten beobachtet. So bewirkte bereits eine geringe Temperaturschwankung bel
den Gérungen, die bel einer Kultivierungstemperatur von 10 °C durchgefihrt wurden, eine
Anderung der Fluoreszenzintensitét, die deutlich groRer ist als das reguldre Rauschen bei den
Messungen. Weitergehende Untersuchungen ergaben, dass nur bel Temperaturen unter
12 °C der Einfluss der Temperatur entspechend stark ist. Bei Temperaturen tber 20 °C sind
Einfllsse von geringen Temperaturschwankungen auf die Fluoreszenzintensitéten nicht mehr
feststellbar.

Da sich die Temperaturschwankungen bei den Gérungen auf die Fluoreszenzdaten auswirken
und zu Abweichungen bel den spéteren Vorhersagen fiihren, sind Temperaturdnderungen bei
der Anwendung der Fluoreszenzspektroskopie bel den Bierbrauprozessen in der Auswertung
zu berticksichtigen.

Die Notwendigkeit des Einsatzes von chemometrischen Methoden zur Auswertung der
Fluoreszenzdaten wurde am Beispiel der Kultivierungen von Claviceps purpurea gezeigt.
Die von dem Pilz Claviceps purpurea produzierten Ergotalkaloide fluoreszieren bel
330 Nmg,/430 nmem. Der Verlauf der Fluoreszenzintensitét dieser Wellenl&ngenkombination
wahrend der Kultivierungen entspricht jedoch nicht dem Verlauf der offline analysierten

Ergotalkaloidkonzentration, weil bei hohen Konzentrationen von Ergotalkaloiden
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Energietransfereffekte die Fluoreszenzintensitdt beeinflussen. Bei  Verdinnung von
Kultivierungsproben konnte eine Korrelation der Fluoreszenzintensitdt mit der
Konzentration an Ergotalakloiden erzielt werden, da die Energietransfereffekte in den
verdunnten Kulturtbersténden nicht auftreten.

Die Konzentration von Fluorophoren ist auch bel anderen Bioprozessen im Allgemeinen so
hoch, dass Energietransfereffekte die Fluoreszenzmessungen beeinflussen. Deshalb ist die
chemometrische Datenanalyse erforderlich, um die in den Fluoreszenzspektren enthaltenen

Informationen fir die Bioprozessbeobachtung zu nutzen.

Bel Bioprozessen, bel denen die Anfangsbedingungen wie Medienzusammensetzung oder
Animpfdichte bel jedem Prozess unterschiedlich sind, ist die Berechnung von
Differenzspektren im Rahmen der Datenvorverarbeitung sinnvoll. Auf diese Weise wird eine
bessere Vergleichbarkeit der Prozesse erzielt, da nur die absoluten Anderungen der
Fluoreszenzintensitdten wahrend der Bioprozesse in die Auswertung eingehen.

Bel den Bierbrauprozessen variierte die Zusammensetzung der Wirze, die fur die
verschiedenen Prozesse verwendet wurde. Beim Vergleich der Fluoreszenzspektren der
reinen Wirze konnte der Einfluss der unterschiedlichen Zusammensetzung auf die
Fluoreszenzintensitdt gezeigt werden. Mit Hilfe der Hauptkomponentenanalyse wurde die
Auswirkung der unterschiedlichen  Wirzezusammensetzung und  verschiedener
Animpfdichten auf die chemometrische Datenanalyse untersucht. Es wurde gezeigt, dass bel
Verwendung der Differenzspektren die Unterschiede zwischen den Prozessen, die durch die

verschiedenen Anfangsbedingungen hervorgerufen werden, aufgehoben werden.

Die bel den Bioprozessen erhaltenen Datensétze (Fluoreszenzdaten und Offline-Werte der
ProzessgrofRen) wurden fur die chemometrische Datenanalyse verwendet. Fir jede
Prozessgrof3e wurde ein PLS1-Modell erstellt und bewertet, dabei wurden bel alen
Berechnungen die Differenzspektren der Fluoreszenzdaten verwendet.

Bel den Bierbrauprozessen wurden die erstellten PLS1-Modelle fir die Prozessgrofien
Extraktgehalt, Zellzahl, pH-Wert und Konzentration von vicinaen Diketonen durch
Vorhersage bei einem weiteren Prozess angewendet. Dabei konnten die Verlaufe wahrend
des Prozesses fur den Extraktgehalt, die Zellzahl und den pH-Wert sehr gut berechnet
werden. Die Fehler (Wurzel der mittleren quadratischen Abweichung) der Vorhersagen
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lagen zwischen 1,1 % und 6,9 % und die Vorhersagen konnten als zufriedenstellend bewertet
werden.

Fur die Konzentration der vicinalen Diketone wurde ebenfalls ein PLS1-Modell erstellt und
eine Vorhersage berechnet. Es zeigte sich, dass die Bestimmung dieser Prozessgrof3e nicht
durch die angewendete Methode der Online-Fluoreszenzspektroskopie moglich ist. Der
extrazelluldre enzymatische Abbau der Diketone erfolgte hauptséchlich nach dem Absinken
der Hefezellen im letzten Abschnitt der Géarungen und in diesem Zeitraum waren nur sehr
geringe Anderungen der Fluoreszenzintensititen zu messen. Die Varianz der
Fluoreszenzdaten war deshalb zu gering, um die Konzentration der vicinalen Diketone zu
berechnen.

Die bei Hefereinzuchtverfahren in der Brauerei aufgenommenen Fluoreszendaten konnten
nicht for die chemometrische Datenanalyse verwendet werden, weil das in Intervallen
durchgefiihrte BelUften und Umpumpen des Tankinhaltes die Messungen aufgrund der
Bildung von Gasblasen beeintrachtigte. Fir die Anwendung der  Online-
Fluoreszenzmessungen in der Brauerel ist deshalb ein anderer appartiver Messaufbau
erforderlich. Grundsétzlich ist die Prozessbeobachtung bei der Hefereinzucht mittels
Fluoreszenzspektroskopie mdglich, wie die Auswertung der Fluoreszenzspektren, die
wahrend der Hefereinzucht aufgenommen wurden, zeigte.

Fir die Prozessgrofden Zellzahl, Glukosekonzentration und t-PA-Konzentration, die bei der
Kultivierung von CHO-Zellen analysiert wurden, wurden Modellkalibrierungen
durchgefiihrt. Die Fehler dieser Kalibierungen (Wurzel der mittleren quadatrischen
Abweichung) waren sehr gering und die Modelle gaben den Verlauf der Prozessgrof3en gut
wieder. FUr ale drei Prozessgrofien ist eine Verfolgung wahrend der Kultivierung auf Basis
der Fluoreszenzspektroskopie moglich.

Bel den Kultivierungen von Claviceps purpurea wurden PLS1-Modelle fur die Grofen
Biomasse, Proteingehalt und Gesamtalkaloidkonzentration erstellt. Die Biomasse und der
Proteingehalt konnten bei der Anwendung der Modelle mit Fehlern von 5,7 % bis 7,3 %
vorhergesagt werden, dabel wurden die Verldufe wadhrend der Kultivierung sehr gut
wiedergegeben. Die Vorhersage der Gesamtalkaloidkonzentration gelang auch bel
Verwendung der Fluoreszendaten ohne Datenvorverarbeitung (Bildung  von

Differenzspektren). Die auftretenden Energietransfereffekte, die die Fluoreszenzintensitét
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der Alkaoide beeintrachtigen, wurden bei der chemometrischen Berechnung durch
Einbeziehung von weiteren Wellenlangenkombinationen ausgeglichen, wie anhand von
Sensitivitatsspektren gezeigt wurde. Die Sensitivitatsspektren ermoglichten eine unmitelbare
Beurteilung der Anwendbarkeit der Modelle und gaben Rickschliisse auf die fur die

Vorhersagen relevanten Wellenl&ngenkombinationen.

Far dle in dieser Arbeit untersuchten Bioprozesse bietet die Online-
Fluoreszenzspektroskopie eine schnelle und effektive Mdglichkeit zur Verfolgung der
Prozessgroflen auf Basis von  2D-Fluoreszenzspektren. Eine  Steigerung  der
Vorhersagegenauigkeit kann durch eine Verbesserung der Modelle erzielt werden, indem

Daten von weiteren Prozessen mit in die Modellierung einbezogen werden.
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5

Anhang

7.1 Geréteeinstellungen

Die Gain-Einstellungen des BioView-Sensors sind

for

die Bierbrauprozesse,

Hefereinzuchtverfahren und Kultivierungen von Claviceps purpurea in den folgenden
Tabellen angegeben.

Tabelle 7-1:
Gaineinstellungen des BioView-Sensors bei den Bierbrauprozessen

Emission [nm]

310 330 350 370 390 410 430 450 470 490 510 530 550 570 590 ND
270 [ 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 800
290 | - 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 800
310 | - - 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 800
330 | - - - 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 800
350 | - - - - 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 800
= 30| - - - - - 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 800
E 30| - - - - - - 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 800
§ 40| - - - - - - - 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 800
® 430 | - - - - - - - - 900 900 900 900 900 900 900 800
T 40| - - - - - - - - - 900 900 900 900 900 900 800
ad 470 | - - - - - - - - - - 900 900 900 900 900 800
490 | - - - - - - - - - - - 900 900 900 900 800
510 | - - - - - - - - - - - - 1000 1000 1000 800
530 | - - - - - - - - - - - - 1100 1100 800
550 | - - - - - - - - - - - - - - 1100 800
ND | 800 800 800 800 800 800 800 800 800 800 800 800 800 800 800 -
Tabelle 7-2:
Gaineinstellungen des BioView-Sensors bei den Hefereinzuchten
Emission [nm]
310 330 350 370 390 410 430 450 470 490 510 530 550 570 590 ND
270 | 900 900 900 900 900 900 900 900 900 900 900 900 900 900 900 700
290 | - 80 800 800 800 800 800 800 800 800 800 800 800 800 800 700
310 | - - 900 900 900 900 900 900 900 900 900 900 900 900 900 700
330 | - - - 900 900 900 900 900 900 900 900 900 900 900 900 700
350 | - - - - 750 750 750 750 750 750 750 750 750 750 750 700
= 30| - - - - - 750 750 750 750 750 750 750 750 750 750 700
E 30| - - - - - - 900 900 900 900 900 900 900 900 900 700
§ 410 - - - - - - - 900 900 900 900 900 900 900 900 700
® 430 | - - - - - - - - 800 800 800 800 800 800 800 700
T 40| - - - - - - - - - 800 800 800 800 800 800 700
ad 470 | - - - - - - - - - - 750 750 750 750 750 700
490 | - - - - - - - - - - - 800 800 800 800 700
510 | - - - - - - - - - - - - 800 800 800 700
530 | - - - - - - - - - - - - 800 800 700
550 | - - - - - - - - - - - - - - 800 700
ND | 700 700 700 700 700 700 700 700 700 700 700 700 700 700 700 -
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Tabelle 7-3:

Gaineinstellungen des BioView-Sensors bei den Kultivierungen von Claviceps purpurea

Emission [nm]

310 330 350 370 390 410 430 450 470 490 510 530 550 570 590 ND

270 | 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 900
290 - 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 900
310 - - 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 900
330 - - - 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 900
350 - - - - 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 900
= 370 - - - - - 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 900
LS. 39 - - - - - - 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 900
§ 410 - - - - - - - 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 900
®/ 430 - - - - - - - - 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 900
" 450 - - - - - - - - - 1000 1000 1000 1000 1000 1000 900
g 470 - - - - - - - - - - 1000 1000 1000 1000 1000 900
490 - - - - - - - - - - - 1000 1000 1000 1000 900
510 - - - - - - - - - - - - 1000 1000 1000 900
530 - - - - - - - - - - - - 1100 1100 900
550 - - - - - - - - - - - - - - 1100 900
ND | 900 900 900 900 900 900 900 900 900 900 900 900 900 900 900 -

7.2 Medienzusammensetzung

Bel den Kultivierungen von Claviceps purpurea werden verschiedene, jewells frisch
angesetzte Kultivierungsmedien verwendet. Die Zusammensetzungen fur das T2-Medium
fir die Stammhaltung auf Agarplatten und die Medien fur die Flissigkulturen sind in den

folgenden Tabellen angegeben.

Tabelle 7-4
Zusammensetzung des T2-Mediums nach Amici [1966]

Komponente Menge
Saccharose 100,09
KH,PO, 0,25¢g
L-Asparagin 10,09
Ca(NO3),-4H,0 109
MgSO,-7H,0 0259
KCl 0,12g
FeSO,-7H,0 20,0 mg
ZnS0,-7H0 15,0 mg
Nicotinsdureamid 0,08 mg
Agar-Agar 20,09

L eitungswasser ad 1000 mL

pH (einstellen mit HCI) 5,2
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Tabelle 7-5

Zusammensetzung der Medien fr Fllssigkulturen nach Amicl [1966]

INnOc-Medium T25-Medium

(Vorkultur) (Hauptkultur)
Komponente Menge Menge
Saccharose 100,09 100,09
KH,PO, 0549 0549
Citronensdure-1-hydrat 1009 1509
Ca(NO3),-4H,0 109 10g9
MgSO,-7H0 0549 0549
KCl 0,129 0,129
FeSO,-7H,O 7,0mg 7,0mg
ZnS0,-7H0 6,0 mg 6,0 mg
Nicotinsdureamid 0,75mg 0,75mg
L eitungswasser ad 1000 mL ad 1000 mL
pH (einstellen mit HCI) 52 52

7.3 Reagenzien

7.3.1 Reagenzien fur den t-PA-ELISA (Fa. Biopool international)
Coating-Puffer: 0,21 g NaHCO3 in 25 mL entmineralisiertem\Wasser

Coating-L 6sung: 250 uL ,,Coat” (Antikorperkonzentrat aus dem Testkit) mit Coating-
Puffer auf 25 mL verdinnen

t-PA-Standard: 15 pL t-PA-Standard mit PET-Puffer auf 500 pL verdinnen, weitere
Verdunnung auf verschiedene t-PA-K onzentrationen (0-30 mg/L)
Konjugat: 40pL Konjugat-Konzentrat mit PET Puffer auf 8 mL verdiinnen

7.3.2 Reagenzien fir den BIORAD DC Protein Assay

Reagenz A:  waéssrige Losung aus 1-5 % NaOH, < 1% Natriumtartrat, < 1% CuSO,

Reagenz B: waéssrige Losung aus < 1 % LiSO4, Na-Salz der Wolframséure, < 1% Na-Salz
der Molybdansaure, < 1% Phosphorsaure

7.3.3 Reagenzien fur den Photometertest nach van Urk
Reagenz 1: 100 mg p-Dimethylaminobenzaldehyd in 100 mL habkonz. Schwefelsaure
Reagenz 2: 10 mg Natriumnitrit in 10 mL entmineralisiertem Wasser (frisch ansetzen)
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7.4 Temperatureinflussbel Garungen
Bel den durchgefihrten Garungen wurden bei Temperaturschwankungen Auswirkungen auf
die Fluoreszenzintensitéten beobachtet. In Abbildung 7-1 ist als Beispiel der Verlauf der

Fluoreszenzintensitdt der Wellenléangenkombination
Temperaturverlauf wahrend der Garung B4 dargestellt. Als die Kiihlung des Reaktors in der
240. Stunde ausfiel und ein Temperaturanstieg auf Uber 17 °C erfolgte, ist ein gleichzeitiger
Abfall der Fluoreszenzintensitét zu beobachten.

Abbildung 7-1
Darstellung der Fluoreszenzintensitét der Wellenldngenkombination 270 nmg,/ 370 nmg, im Vergleich zur
Kultivierungstemperatur wéhrend der Gérung B4
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FMN Flavinadenindinucleotid
hL Hektoliter
h Stunden
InOc Inokulation
L Liter
Min Minuten
Mio. Million
mL Milliliter
mm Millimeter
Mrd. Milliarden
n Anzahl
NADH Nicotinamidadeni ndinucleotid
NAD(P)H Ni cotinamidadeni ndinucl eotidphosphat
nd-Filter Neutraldichtefilter
Nm? Normkubikmeter
nm Nanometer
PCA Principal Component Analysis, Hauptkomponentenanalyse
PET Phosphate buffered saline—Ethylendiamintetraacetat—Tween—Puffer
PLS Partial Least Square
ppm parts per million
pre Vorhersage
rel. relativ
rFl relative Fluoreszenzintensitéat
rpm Umdrehungen pro Minute
RISP Real Time Integrating Software Platform
RMSEC Root Mean Square Error of Calibration
RMSEP Root Mean Square Error of Prediction
S. siehe
S.u. siehe unten
t-PA tissue plasminogen activator
pm Micrometer
va Validierung
vgl. vergleiche
YS Y ellow Springs Instruments
z.B. zum Beispiel
z.T. zum Tell
® Registered Trademark
2D zweidimensional
7] Durchmesser



