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(57) Abstract: The invention relates to a method for monitoring biotechnological processes while using microorganisms, which is
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infrared region on an ATR crystal while using attenuated total reflection (ATR). The process medium containing the microorganisms
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O 2 device for carrying out said method.
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o (57) Zusammenfassung: Beschrieben wird ein Verfahren zur Prozessiiberwachung von biotechnologischen Prozessen unter Ver-
wendung von Mikroorganismen, welches dadurch gekennzeichnet ist, dass sowohl das Prozessmedium als auch die Mikroorganismen

~~ im Prozessmedium direkt mittels attenuierter Totalreflexion (ATR) an einem ATR-Kristall im Infrarot-Bereich spektroskopiert wer-
den, wobei das Prozessmedium, enthaltend die Mikroorganismen, mit dem ATR Kiristall kontaktiert wird, so dass Mikroorganismen
zumindest auf einen Abstand zum ATR-Kristall, der der Eindringtiefe des evaneszenten Feldes entspricht, gelangen, und wéhrend
dieser Kontaktierung im Infrarot-Bereich spektroskopiert wird, worauf das Prozessmedium, enthaltend die Mikroorganismen, vom
ATR-Kristall entfernt wird, der ATR-Kristall gewaschen wird, und gegebeenefalls eine erneute Kontaktierung mit dem Prozessme-
dium, enthaltend Mikroorganismen, erfolgt, sowie eine Vorrichtung zur Durchfiihrung dieses Verfahrens.
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Vverfahren zur Prozessiiberwachung von biotechnologischen
Prozessen

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Prozessiliberwachung von
biotechnologischen Prozessen unter Verwendung von Mikroorganis-

men.

Die Uberwachung von biotechnologischen (Fermentations-)prozessen
ist &duRerst komplex. Neben den im Fermentationsmedium produzier-
ten Substanzen und deren Gehalt im Fermentationsmedium sind auch
die Mikroorganismen und deren physiologischer Status zu {berwa-
chen. Bei einer derartigen Prozessiliberwachung sollten Daten Uber
den Fermentationsprozess, wie Ausbeute, Lebensfdhigkeit und
Stoffwechselzustand der Mikroorganismen, mdglichst anndhernd
"real time" erfasst werden, um umgehend auf Anderungen in der Zu-
sammensetzung des Fermentationsmediums bzw. im Status der Mikro-
organismen reagieren zu koénnen. Eine Prozesskontrolle der 16sli-
chen Bestandteile von Reaktionsprozessen, insbesondere von Fer-
mentationsprozessen mittels Infrarot-Spektroskopie, wurde bei-
spielsweise zur Messung vén Substanzen, wie Glukose, Essigséure,
Milchs&ure, Lactose und Galactose sowie Ethanol, beschrieben. Es
ist mit dieser Methodologie auch moglich, mehrere Substanzen
gleichzeitig zu erfassen.

Obgleich die Infrarot-Spektroskopie von biologischen ganzen Zel-
len prinzipiell méglich ist (siehe Hopkinson et al., Analyst 112
(1987), 501-505; Fayolle et al., Vibr. Spectroscopy 14 (1997),
247-252), wurde diese filir eine genaue Analyse der Zellen bislang
nur in getrocknetem Zustand bzw. in Deuteriumoxid in Betracht ge-
zogen (McGovern et al., J. Biotechnol. 72 (1999), 157-167;
Schuster et al., Vibr. Spectroscopy 19 (1999), 467-477 und Majara
et al., J. Inst. Brew. 104 (1998), 143-146). Die stdndige Uberwa-
chung von Zellen in biotechnologischen Prozessen mittels Infra-
rot-Spektroskopie wurde daher nicht flr geeignet erachtet, und
zwar methodologisch und apparativ. Welters wurde die Infrarot-
Spektroskopie von ganzen Zellen bislang auch auf Grund des "bio-
fouling"-Effekts fir nicht praktikabel gehalten: im Zuge der Mes-
sung von nicht-getrockneten Fermentationslésungen, die Zellen
enthalten, kommt es zu Ablagerungen an den IR-Messkristallen
(ATR-Kristallen), die manuell entfernt werden missen (siehe Hop-
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kinson et al., oben, die auch besonders die Problematik des Zer-
kratzens der Kristalle und der dadurch bedingten Kontamination
und Artefakt-Erzeugung in nachfolgenden Spektra hervorgehoben ha-
ben). Diese manuelle Reinigung wird daher als zu aufwendig und
fiir eine Routine-Analytik in der Prozessiiberwachung als ungeeig-
net angesehen. Auf der anderen Seite erfordert die IR-Spektrosko-
pie von getrockneten Zellen einen enormen Zeit- und Préparations-
aufwand, um die Zellen in geeigneter Form zur IR-Messung zu brin-
gen. So kann davon ausgegangen werden, dass alleine die Proben-
préparation nicht unter 25 Minuten erfordert (siehe Majara et
al., oben). Weiters ist auch kein geeignetes on-line-Equipment
zur Durchfiihrung von Prozessiiberwachungen von biotechnologischen
Prozessen unter Verwendung von Mikroorganismen, bei welchen auch
die Zusammensetzung und der Zustand von Mikroorganismen Utberwacht
werden konnen, erhdltlich (Majara et al., oben).

Die von Fayolle et al. erhaltenen Spektren wurden in einer opti-
schen Kiivette mit 38 pm Schichtdicke gemessen. Eine solche An-
ordnung ist fiir eine Prozesskontrolle nicht geeignet, da diese
leicht bei der wiederholten Messung verstopft. Vor allem ist beim
von Fayalle et al. beschriebenen System die Messung der Amid-I-
Bande nicht méglich.

Auch die Verunreinigungen der Messzellen mit polymerem oder orga-
nischem Material (u.a. "bio-fouling") wird als ein wesentlicher
Nachteil der Infrarot-Technologie angesehen, insbesondere, wenn
die optischen Kristalle von Durchflusszellen von den Verunreini-
gungen irreversibel iiberzogen sind und nur durch aufwendige phy-
sikalische Reinigungsverfahren wieder von diesen Uberziigen be-—
freit werden kénnen (US 5,604,132).

Es ist daher Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren
zur Prozessiiberwachung von biotechnologischen Prozessen unter
Verwendung von Mikroorganismen zur Verfiligung zu stellen, bei wel-
chem sowohl die 1ldslichen Stoffe im Prozessmedium als auch die
Mikroorganismen schnell, verl&sslich, automatisch, gut reprodu-
zierbar und mit hohem Informationsgehalt gemessen und Uberwacht

werden koénnen.

Die vorliegende Erfindung sieht daher ein Verfahren der eingangs
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beschriebenen Art vor, welches dadurch gekennzeichnet ist, dass
sowohl das Prozessmedium als auch die Mikroorganismen im Prozess-—
medium direkt mittels abgeschwédchter (attenuierter) Totalrefle-
xion (ATR) an einem ATR-Kristall im Infrarot-Bereich spektrosko-
piert werden, wobel das Prozessmedium, enthaltend die Mikroorga-
nismen, mit dem ATR-Kristall kontaktiert wird, so dass Mikroor
ganismen zumindest auf einen Abstand zum ATR-Kristall, der der
Eindringtiefe des evaneszenten Feldes entspricht, gelangen und
widhrend dieser Kontaktierung im Infrarot-Bereich spektroskopiert
wird, worauf das Prozessmedium, enthaltend die Mikroorganismen,
vom ATR-Kristall entfernt wird, der ATR-Kristall gewaschen wird,
und gegebenenfalls eine erneute Kontaktierung mit dem Prozessme-
dium, enthaltend Mikroorganismen, erfolgt.

Mit dem erfindungsgeméfen Verfahren konnte liberraschenderweise
gezeigt werden, déss es moglich ist, mittels Infrarot-Spektrosko-
pie eine kdmplette und umfassende Prozesslberwachung von biotech-
nologischen Prozessen durchzufﬁhreh, wobei nicht nur eine Viel-
zahl von 1l8slichen Verbindungen gemessen und lberwacht werden
konnen, sondern auch die Zusammensetzung und der Zustand der Mi-
kroorganismen on-line und naheéu in "real time" gemessen wird.
Dies kann erfindungsgemdfl ohne Trocknung der Mikroorganismen
durchgefiihrt werden, wodurch der gesamte Prozess so schnell
durchgefiihrt werden kann, dass er sich fir eine on-line-Prozess-—
kontrolle eignet. Die l6slichen Inhaltsstoffe im Kulturmedium
kénnen dabei in an sich bekannter Weise im Infrarot-Bereich, bei-
spielsweise in einer Durchflusszelle, spektroskopiert werden. Die
im Prozessmedium enthaltenden Mikroorganismen werden in einem
speziellen Kontaktierungsschritt zumindest auf einen Abstand zum
ATR-Kristall, der der Eindringtiefe des evaneszenten Feldes ent-
spricht, herangebracht und genau wihrend dieser Kontaktierung im
Infrarot-Bereich -spektroskopiert.

Die Eindringtiefe des evaneszenten Feldes ist eine insbesondere
Material-, Weilenléngen—, Einfallswinkel- und Medien-abhidngige
GroRe, die z.B. in Harrick (J. Opt. Soc. Am. 55 (7) (1965, 851-
857) definiert ist. (Eindringtiefe = Abstand von der Oberflédche
des ATR-Kristalls, bei dem die Amplitude der evaneszenten Welle
auf die Hilfte des Wertes gefallen ist, welche sie an der Ober-
flache hat.) Bel Diamant, wésserigen Ldsungen und einer Wellen-
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zahl von 1000 betrdgt diese etwa 2 um.

Das Prozessmedium enthaltend die Mikroorganismen wird dann vom
ATR-Kristall entfernt, der ATR~-Kristall mit Waschl&sungen gewa-—
schen, worauf gegebenenfalls erneute Kontaktierungen mit den Pro-

zessmedium enthaltenden Mikroorganismen erfolgen konnen.

Bevorzugterweise wird die Spektroskopie im Infrarot mit Fourier-
transformierter Infrarot-Spektroskopie (FTIR-Spektroskopie)
durchgefﬁhrt, welche, wie erwdhnt, bereits in der Vergangenheit

- zur Uberwachung von biotechnologischen Prozessen, allerdings aus-
schlieRlich im Hinblick auf geldste Substanzen, verwendet worden
ist. Die Messung mittels Infrarot-Lasern (z.B. Quantum-Kaskaden-
Laser) als IR-Quelle ist ebenfalls vorteilhaft.

Erfindungsgemidf bevorzugt wird ein Diamant als ATR-Kristall im
Rahmen des erfindungsgemidfen Verfahrens eingesetzt. Dieser er-
weist sich vor allem im Waschprozess wesentlich stabiler als her-
kémmliche ATR-Kristalle und ist bei der ATR-Messung von besonde-
rem Vorteil. Bevorzugterweise wird die ATR-Messung mittels plana-
rem Wellenleiter als ATR-Kristall, insbesondere mit der wvon
Braiman et al., Appl. Spectrosc. 51 (4) (1997), S. 592-597, be-
schriebenen Methodologie durchgefiihrt (vgl. auch WO 00/36442-A,
US 5 980 831-A).

Bevorzugterweise wird das Prozessmedium mit einem automatischen
FlieRsystem aus dem Bioreaktor,’in dem der biologische Prozess
durchgefiihrt wird, an den ATR-Kristall gefiihrt, wobei wédhrend der
Zeit, widhrend der die Biosuspension {ber den ATR-Kristall stroémt
("flow on"), die "groRen" Mikroorganismen-Zellen nicht in die
Ndhe der ATR-Oberfldche kommen und daher nicht bzw. nur unwesent-
lich vom Infrarotlicht erfasst werden. Diese Zellen liefern daher
keinen nennenswerten Beitrag zu den gemessenen Spektren, so dass
widhrend der "flow on"-Phase nur die geldsten Bestandteile, wie
z.B. Zucker, Alkohole, Aminosduren, etc., quantitativ bestimmt
werden, wie in Kansiz et al., Analytica Chimica Acta 21149
(2001), 1-12, beschrieben. Hierbei wurden beigspielsweise beili der
Uberwachung einer Aceton-Butanol-Fermentation simultan Aceton,

Acetat, n-Butanol, Butyrat und Glukose in mittleren IR gemessen.
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Wenn der Durchfluss nun beispielsweise abgestoppt wird, kommt es
zum Absetzen der Mikroorganismen auf dem ATR-Kristall, wodurch
diese nun gemessen werden kénnen. Gegebenenfalls kénnen dabei
auch mechanische Druckkrédfte ausgelibt werden, die den Anndhe-
rungsschritt der Mikroorganismen an den ATR-Kristall effizienter
gestalten.

Die Anndherung der Mikroorganismen.an den ATR-Kristall (und damit
die tempordre Vermessung dieser Mikroorganismen) kann aber auch
auf andere Weise erfolgen, etwa durch tempordres Aufhalten der
Mikroorganismen in der ProzesslOsung durch geeignete Filter und
gegebenenfalls Heranbringen an den ATR-Kristall, durch Anwendung
von Zentrifugalkraft, durch bioelektrisch-magnetische Anlagerun-
gen an den ATR-Kristall, etc..

Bei der Messung der Zellen kann auch eine Variation des Einfalls-
winkels an der Grenzfl&che ATR-Kristall/Medium, wie von Shick et
al. (2ppl. Spectrosc. 47 (8) (1993), s. 1237-1244) beschrieben,
verwendet werden. Die Messung kann auch mit zwei oder mehr ATR-
Kristallen, gégebenenfalls mit unterschiedlichen Einfallswinkeln,
durchgefiihrt werden.

Das Waschen erfolgt erfindungsgemédf bevorzugt durch Behandlung
des ATR-Kristalls mit einer Base, beispielsweise mit 1M NaOH, und
darauffolgendem Spiilen mit destilliertem Wasser. Die Zugabe von
Basen ermdglicht die vollstdndige Deprotonierung der analysierten
Sduren und das Abstoppen der Stoffwechselaktivitdten. Alternativ
oder in Kombination dazu kénnen auch alternative Waschldsungen
zum Einsatz kommen, beispielsweise Na.COs (z.B. 5%), wobei eben-
falls bevorzugt Waschschritte mit destilliertem Wasser ange-
schlossen werden koénnen.

Es hat sich gezeigt, dass erfindungsgemdf die Dauer eines Mess-
zyklus von ganzen Zellen mittels Infrarot von zumindest knapp un-
ter 30 Minuten gemdR der tiblichen Methoden (Majara et al., oben),
vorzugsweise auf unter 20 Minuten, besonders bevorzugt auf unter
10 Minuten, insbesondere auf unter 5 Minuten, verringert werden
kann, so dass Uberwachungspunkte des biologischen Prozesses in
den genannten Abstdnden mdglich sind, was fir eine ausreichend
genaue Prozessuberwachung ausreicht.
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Das erfindungsgeméfe Verfahren eignet sich besonders gut zur
Uberwachung von biotechnologischen Prozessen unter Verwendung von
einzelligen Eukaryonten, insbesondere Hefe, oder Bakterien, ins-
besondere E. coli, wobei das Verfahren aber auf jegliche Suspen-
sions- (Submers-)kultivierung, i.e. bel welcher Mikroorganismen
oder Aggregate derselben in suspendierter Form vorliegen, prin-

zipiell anwendbar ist.

Besonders bevorzugte Mikroorganismen sind demgem&fR rekombinante
Mikroorganismen und/oder Antibiotika-produzierende Mikroorganis-
men, die auf Grund ihrer Empfindlichkeit und komplizierten Stoff-
wechselvorgédnge einer &duferst genauen und komplexen Prozessanaly-
tik bediirfen. Das erfindungsgemdfl Verfahren kann vorzugsweise
auch bei der Herstellung von Einzellenprotein oder zur Herstel-
lung von Futterstoff oder Nahrungsmitteln auf Basis von Mikroor-
ganismen verwendet werden, sowie zur Messung von mikrobiellen
Kohlehydraten.

Eine genaue Prozesskontrolle ist auch bei biotechnologischen Pro-
zessen erforderlich, bel welchen in den Mikroorganismen Ein-
schlusskbrper gebildet werden. Auch diese Mikroorganismen bzw.
Einschlusskérper kénnen mittels Infrarot-Spektroskopie gut iber-
wacht und mit den erfindungsgeméflen Verfahren demgemdfs auch in
industriellem MaRstab kontrolliert werden. Es ist bekannt, dass
die Sekunddrstruktur von Proteinen mittels IR-Spektroskopie ana-
lysiert werden kann (Millot et al., Anal. Chim. Acta 295 (1994),
S. 233-241; Naumann et al. "Infrared and Raman Spectroscopy of
Biological Materials"™ (2000), S. 323-378; Eds. Gremlich et al.,
Marcel Dekker, New York). Gerade Einschlusskdrper haben eine cha-
rakteristische Sekundédrstruktur, die besonders reich an P-Falt-
blatt ist.

Das erfindungsgeméfe Verfahren ist im gesamten Infrarot-Bereich

anWéndbar, besonders bevorzugt erfolgt die Spektroskopie jedoch
im mittleren Infrarot-Bereich bei einer Wellenzahl zwischen 4000
und 400/cm, insbesondere zwischen 1800 und 900/cm, dem sogenann-
ten "Fingerprint"-Bereich. Aber die Messungen koénnen selbstver-

stdndlich auch bevorzugt im nahen Infrarot durchgefiihrt werden,

also bei Wellenldngen zwischen 2,5 um bis 750 nm.
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Vorzugsweise wird die Spektroskopie von loslichen Bestandteilen
im Prozessmedium vor der Spektroskopie der Mikroorganismen vor-
genommen. Nach der Spektroskopie der Mikroorganismen kann bevor-
zugterweise der Waschschritt angeschlossen werden.

Wie erwdhnt, wird das Verfahren besonders bevorzugt so durchge-
fiihrt, dass nach der Kontaktierung des ATR-Kristalls mit dem Pro-
zessmedium die Bewegung des Mediums gestoppt wird, so dass die
Mikroorganismen auf dem ATR-Kristall abgesetzt werden (wodurch
sie ebenfalls auf einen geeigneten Abstand zum ATR-Kristall ge-
langen kénnen), worauf die Spektroskopie der Mikroorganismen
durchgefihrt wird.

Beim erfindungsgemdRen Verfahren kann im Prozessmedium, insbeson-
dere aber auch bei den Mikroorganismen, die Sekunddrstruktur von
Proteinen {iberwacht werden. Weiters kann im Prozessmedium und/
oder bei den Mikroorganismen auch der Gehalt von Lipiden iiber-

wacht werden.

CemdR einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung
auch eine Vorrichtung zur Durchfliihrung des erfindungsgeméfien Ver-
fahrens, umfassend ein mit einem automatischen Flieflsystem ver-
bundenes ATR-Element mit einem ATR-Kristall, eine mit dem ATR-
Kristall verbundene Infrarot-Spektroskopie-Einrichtung und ein
iiber ein automatisches FlieRsystem mit dem ATR-Element verbunde-

nes Wasphsystem.

Diese Vorrichtung ist auf Grund des automatischen FlieRsystems
zur IR-Kontrolle und Uberwachung von biotechnologischen Prozessen
besonders geeignet. Ein automatisches Flieflsystem ist generell
eine Vorrichtung, die z.B. fliissige bzw. suspendierte Proben mit-
tels z.B. Pumpen, Schlduchen und Ventilen transportiert und ma-
nipuliert. Vorzugsweise ist die Infrarot-Spektroskopie-Einrich-
tung mit einer elektronischen Datenverarbeitungs—-Anlage (IR-EDV)
verbunden, womit die aufgenommenen Spektren analysiert werden
kénnen und mit der vorzugsweise Prozesseinrichtungen (Stellglie-
der), wie z.B. Zuflusseinrichtungen, Temperaturregler, pH-Regler,
usw., fir den Bioreaktor, wenn sie mit der IR-EDV verbunden sind,
von der IR-EDV steuerbar sind, womit eine Verdnderung von Pro-
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zessparametern gesteuert werden kann. Damit kann eine automati-
sche Prozesskontrolle durchgefihrt werden, mit der beispielsweise
vorgegebene Soll-Werte durch gezielte Zusteuerung von Ndhrmittel
und Prozesskontrollmittel in den Bioreaktor effizient und voll-
automatisch t{iberwacht, kontrolliert und gegebenenfalls kérrigiert
werden koénnen. Beispielsweise konnen auf Grund der IR-Spektrosko-
pie-Informationen gezielt N&hrstoffe aber auch beispielsweise Ex-
pressions-Repressoren, Attenuatoren oder Induktoren (z.B. in re-
kombinanten Kulturen) zugesetzt werden.

Vorzugsweise umfasst die erfindungsgeméRe Vorrichtung weiters
einen Bioreaktor, der gegebenenfalls mit Prozessmedium und Mikro-

organismen gefdllt ist.

Uber das automatische FlieRsystem kann auch eine Konditionierung
des Prozessmediums vorgenommen werden oder z.B. Messung, pH-Wert-
Einstellungen, tempordre Filtrierungs- oder Trennschritte} Ab-
trennung von Substanzen, die die Messung beeintrédchtigen kénnten,
etc., vorgenommen werden.

Bevorzugterweise weist das erfindungsgemédfie FliefRsystem Schl&uche
mit einen Innendurchmesser von gréRer als 0,7 mm, also grdfer als
die standardisierten Durchmesser (0,3, 0,5 und 0,7 mm) auf, da es
bei den Schlduchen mit Standard-Durchmessern aufgrund der Mikro-
organismen leicht zu Verstopfungen kommen kann. Vorzugsweise wer-
den erfindungsgemdfl Schlduche mit Innendurchmessern von 1 mm und

dariiber, insbesondere 1,2 mm und (weit) dariber, verwendet.

Obgleich normalerweise bei der IR-Spektroskopie mittels ATR-Kri-
stallen ein geringes Detektionsvolumen (= Totvolumen des ATR-Ele-
ments; Messvolumen, das sich auf dem ATR-Kristall befindet) er-
winscht ist (geringere Probenmenge, genauere Messung, Hintanhal-
tung von Verdiinnungen, etc.), hat es sich bei der erfindungsge-
méRen Vorrichtung als glinstig erwiesen, das Totvolumen des ATR-
Elements groéRer als die tiblichen 5 ul vorzusehen. Bei der erfin-—-
dungsgemé&fen Vorrichtung ist daher vorzugsweise ein Totvolumen
von mehr als 5 pl, noch bevorzugter 10 pl oder mehr, insbesondere
20 pl oder mehr, vorgesehen.

Die Infrarot-Spektroskopie-Einrichtung ist bevorzugterweise ein
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FTIR-Spektrometer, das sich besonders gut zur optimalen Gewinnung
von Infrarotspektren mit ATR-Kristallen eignet. IR-Messung mit-—
tels Lasern (z.B. Quantum-Kaskaden-Laser) ist ebenfalls vorteil-
haft.

Vorzugsweise ist der ATR-Kristall horizontal gegeniiber dem zu
messenden bzw. vorbeiflieRenden Prozessmedium positioniert, so
dass das Prozessmedium iiber den ATR-Kristall geleitet werden
kann. Beim Abstoppen des Flusses koénnen dann die Mikroorganismen
bedingt durch die Schwerkraft einfach auf dem ATR-Kristall sedi-
mentieren und dort gemessen werden. Beispielsweise kann aber auch
der ATR-Kristall mit einer Auffangvorrichtung filir Mikroorganis-
men, z.B. einem aufklappbaren Filter, verbunden werden, der -
wenn die Mikroorganismen gemessen werden sollen - aufklappt und
die "eingefangenen" Mikroorganismen auf- den ATR-Kristall poéi—

tioniert.

Weiters ist es mdglich, durch geeignete elektrische Ladungsinduk-
tion die Mikroorganismen an den ATR-Kristall heranzubringen. Dies
kann z.B. durch ein &uReres elektrisches Feld realisiert werden,
wie beil der "Free-Flow"-Elektrophorese (Raymond et al., Anal.
Chem. 68 , (15) (1996), S. 2515-2522), oder aber auch durch Auf-
bringen einer geladenen Oberfl&dche auf den ATR-Kristall, z.B.
durch eine Schicht von poly-L-Lysin.

Vorzugsweise kénnen auf dem ATR-Kristall auch Substanzen vorge—

sehen werden, die den Waschvorgang gilinstig beeinflussen oder die
Anhaftung von Mikroorganismen beeinflussen, insbesondere werden

dabeil Monolayer dieser Substanzen vorgesehen.

Vorzugsweise ist das ATR-Element als Durchflusszelle ausgefiihrt,
so dass die Messung von ldslichen Bestandteilen/Zellen durch Kom-—
bination von "flow on" mit "Stopp"-Schritten aufgenommen werden

kann.

Der ATR-Kristall ist, wie schon oben erwdhnt, vorzugsweise ein
Diamant, der sich auf Grund seinér Harteeigenschaften und der
dadurch bedingten erleichterten Wartung besonders gut flir ein
derartiges Verfahren eignet. Ebenfalls bevorzugt sind Kristalle
aus Germénium, Silizium oder Kristalle vergleichbarer Harte.
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Vorzugsweise ist die erfindungsgemdfe Vorrichtung mit einer An-
haltevorrichtung zum Stoppen des Flusses des Prozessmediums aus-

gestattet, die trotz Stoppens eine IR-Messung erlaubt.

Die Erfindung wird an Hand der nachfolgenden Beispielé sowie der
zeichnungsfiguren, auf die sie selbstverstdndlich nicht einge-
schrénkt ist, nédher erléutert.

Es zeigen:

Fig. 1: die Prozessfihrung und Wachstumskurve einer Backhefe-
produktion;

Fig. 2: den Verlauf der Speicherstoff-Bildung in dieser Fermen-
tation;

Fig. 3: ein IR-Spektrum von getrockneter Backhefe, normiert auf
Amid (Protein);

Fig. 4: die 2. Abléitung von Fig. 3, Vektor-normiert;
Fig. 5: Referenzépektren reiner Zellkomponenten;

Fig. 6: Spektren on-line (in wvivo), Backhefe-Fermentation mit
ATR-Technik aufgenommen;

Fig. 7 und 8: Spektren der Mikroorganismen "on-line" (in vivo)

erfindungsgemdfs; und

Fig. 9 und 10: FTIR-Spektren von Zellen (Chlostridium) im ge-
trockneten Zustand. Fig. 9 zeigt die Analyse von unter-
schiedlichen Sekunddrstrukturen in den Proteinen ge-

trockneter Zellen.
Beispiele :

Die Leistungsféhigkeit des entwickelten Verfahrens wurde an Hand

einer Hefefermentation gezeigt:
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zZundchst wurde eine Hefekultur wdhrend etwa 15 Stunden in C-limi-
tiertem Wachstum gehalten und anschliefend in eiher N-limitierten
Reifungsphase. Widhrend der C-limitierten Wachstumsphase kommt es
zu keiner Einlagerung von Speicherkohlehydraten in den Hefezel-
len. Diese tritt erst dann auf, wenn auf N-limitiertes Wachstum
umgeschaltet wird. Fig. 2 zeigt die Ergebnisse von Referenzana-

lysen (HPLC, nass-chemisch).

Dieser biotechnologische Prozess wurde zweimal durchgefiihrt: beim
ersten biotechnologischen Prozess (gemdfl dem Stand der Technik)
wurden Proben manuell entnommen, getrocknet und spektroskopiert.
Die Ergebnisse sind in Fig. 3 und 4 gezeigt. Man sieht deutlich,
dass erst in der N-limitierten Phase Kohlehydfate aufgenommen
werden. Die Information im mittleren Infrarot ermdglicht auch,
zwischen unterschiedlichen Zuckern zu unterscheiden. Die Abfolge
der Speicherstoffbildung von zuerst Glycogen, dann Trehalose
konnte durch externe Referenzanalyse (Fig. 2) und Referenzspek-
tren reiner Zellkomponenten (Fig. 5) bestdtigt werden.

Beim zweiten biotechnologischen Prozess wurde das erfindungsge-—
médRe Verfahren angewendet. Die wdhrend der "stopped-flow"-Zeit
gemessenen Spektren der Mikroorganismen sind jenen der im ge-
trockneten Zustand aufgenommenen sehr dhnlich (Fig. 6, 7 und 8).
Der Vergleich der zweiten Ableitungen zeigt deutlich, dass die
on-line aufgenommenen Spektren praktisch die gleiche Information
enthalten, wie jene von den getrockneten Mikroorganismen (siehe
Fig. 4 und 8).

Diese Experimente belegen somit die Funktionstilichtigkeit des er-
findungsgemdRen Verfahrens. Wie die Figuren 9 und 10 zeigen, ist
aus den Spektren auch Information liber die Sekundédrstruktur von
Proteinen sowie iiber den Anstieg/Abnahme von Lipiden, RNA, und
dgl., ableitbar. Das erfindungsgem&fe Verfahren bzw. die erfin-
dungsgemédfle Vorrichtung kann zur Prozessiliberwachung/Steuerung von
jeglichen Kultivierungsprozessen von Suspensionskulturen einge-
setzt werden. Es ist auch in der Lage, die Degeneration von Mi-
kroorganismen on-line zu erkennen. Industriell besonders bevor-
zugte Einsatzgebiete fiir das erfindungsgeméfle Verfahren sind die
Herstellung von rekombinanten Proteinen, insbesondere von Protei-
nen, die intrazelluldr gebildet werden; besonders bei Bildung wvon
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Einschlusskdrpern (inclusion bodies), die Herstellung von Anti-

biotika, die Herstellung von Polyvhydroxyalkanoaten, aber auch im

Bereich der Grundlagenforschung an Bioprozessen.



WO 02/082061 PCT/ATO02/00105

- 13 -

Patentanspridche

1. vVerfahren zur Prozessiiberwachung von biotechnologischen Pro-
zessen unter Verwendung von Mikroorganismen, dadurch gekennzeich-
net, dass sowohl das Prozessmedium als auch die Mikroorganismen
im Prozessmedium direkt mittels attenuierter Totalreflexion (ATR)
an einem ATR-Kristall im Infrarot-Bereich spektroskopiert werden,
wobei das Prozessmedium, enthaltend die Mikroorganismen, mit dem
ATR-Kristall kontaktiert wird, so dass Mikroorganismen zumindest
auf einen Abstand zum ATR-Kristall, der der Eindringtiefe des
evaneszenten Feldes entspricht, gelangen, und wdhrend dieser Kon-
taktierung im Infrarot-Bereich spektroskopiert wird, worauf das
Prozessmedium, enthaltend die Mikroorganismen, vom ATR-Kristall
entfernt wird, der ATR-Kristall gewaschen wird, und gegebenen-
falls eine erneute Kontaktierung mit dem Prozessmedium, enthal-

tend Mikroorganismen, erfolgt.

2. vVerfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die
Spektroskopie im Infrarot mit Fourier-transformierter Infrarot-

Spektroskopie (FTIR-Spektroskopie) erfolgt.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
dass ein Diamant-ATR-Kristall eingesetzt wird.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Prozessmedium mit einem automatischen FliefR-
system aus dem Bioreaktor, in dem der biotechnologische Prozess
durchgefiihrt wird, an den ATR-Kristall gefiihrt wird.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Waschen eine Behandlung des ATR-Kristalls mit

einer Base umfasst.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Spektroskopie im Abstand von zumindest 20 Mi-
nuten, vorzugsweise von zumindest 10 Minuten, insbesondere von
zumindest 5 Minuten, durchgefihrt wird.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekenn-
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zeichnet, dass als Mikroorganismen einzellige Eukaryonten, ins-
besondere Hefe, oder Rakterien, insbesondere E. coli, verwendet

werden.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Spektroskopie bei einer Wellenzahl von 400 bis
4000 erfolgt.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Spektroskopie von l&slichen Bestandteilen im
Prozessmedium vor der Spektroskopie der Mikroorganismen vorge-

nommen wird.

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekenn-
zeichnet, dass nach der Kontaktierung des ATR-Kristalls mit dem
Prozessmedium die Bewegung des Mediums gestoppt wird, so dass die
Mikroorganismen auf dem ATR-Kristall abgesetzt werden, worauf die
Spektroskopie der Mikroorganismen durchgefithrt wird.

11. vVerfahren nach einem der Anspriliche 1 bis 10, dadurch gekenn-
zeichnet, dass als Mikroorganismen rekombinante Mikroorganismen
und/oder Antibiotika-produzierende Mikroorganismen verwendet

werden.

12. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 11, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der biotechnologische Prozess unter Bildung von
EinschlusskOrpern in den Mikroorganismen durchgefiihrt wird.

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekenn-
zeichnet, dass im Prozessmedium die Sekunddrstruktur von Protei-

nen liberwacht wird.

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch gekenn-
zeichnet, dass im Prozessmedium der Gehalt von Lipiden tliberwacht

wird.

15. Vorrichtung zur Durchfiihrung eines Verfahrens nach einem der
Anspriiche 1 bis 14, umfassend ein mit einem automatischen Fliefs-
system verbundenes ATR-Element mit einem ATR-Kristall, eine mit
dem ATR-Kristall verbundene Infrarot-Spektroskopie-Einrichtung
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und ein {iber ein automatisches Fliefdsystem mit dem ATR-Element
verbundenes Waschsystem.

16. Vorrichtung nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass

die Infrarot-Spektroskopie-Einrichtung mit einer elektronischen

Datenverarbeitungs-Anlage (IR-EDV) verbunden ist, womit die auf-
genommenen Spektren analysiert werden koénnen.

17. Vorrichtung nach Anspruch 15 oder 16, dadurch gekennzeich-
net, dass die Vorrichtung weiters einen Bioreaktor, gegebenen-
falls gefiillt mit Prozessmedium, enthaltend Mikroorganismen, um-
fasst.

18. Vorrichtung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass
die IR~-EDV mit Prozesssteuerungs-Einrichtungen zum Bioreaktor

verbunden ist, welche vorn der IR-EDV steuerbar sind.

19. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 15 bis 18, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Infrarot-Spektroskopie-Einrichtung ein
FTIR-Spektrometer ist.

20. Vorrichtung nach einem der Ansprlche 15 bis 19, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der ATR-Kristall horizontal gegeniiber dem Pro-
zessmedium positioniert ist, so dass das Prozessmedium iiber den
ATR-Kristall geleitet werden kann.

21. Vorrichtung nach einem der Anspriliche 15 bis 20, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das ATR-Element als Durchfluss-Zelle ausge-
fiihrt ist. '

22, Vorrichtung nach einem der Anspriiche 15 bis 21, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der ATR-Kristall ein Diamant ist.

23.. Vorrichtung nach’ einem der Anspriiche 15 bis 21, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das automatische FliefRsystem Schl&uche mit
einem Innendurchmesser von mehr als 0,7 mm, vorzugsweise 1,0 mm
oder mehr, insbesondere 1,2 mm oder mehr, umfasst.

24, Vorrichtung nach einem der Anspriiche 15 bis 22, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das ATR-Element ein Totvolumen von mehr als 5
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pl, vorzugsweise 10 pl oder mehr, insbesondere 20 pl oder mehr,

aufweist.

25. Vorrichtung nach einem der Anspriche 15 bis 24, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Infrarot-Spektroskopie-Einrichtung einen
Laser als IR—Quelle umfasst.



WO 02/082061

PCT/AT02/00105
1/7
‘Modellprozess: Backhefeproduktion
Prozessfithrung, Wachstumskurve
Backhefe—Kultivierung
25
20 C-limitiertes
= Wachstum
o
— 15
: Fig. 1
« l »
£ 10 1 £
2
&
Bildung der Speicherkohlehydrate geméf Referenz—
analyse (Protein: Biuret-Reaktion; Zucker: HPLC)
Zugefiihrte Hefe, Charge 1
10
g
8
7 =
r? [+9]
S, 6 &
ot
£ 5 .
(1] — .
§ p 3 S Flg 2 .
o 3 S
x
2 %
{ K
1 R gLt 0
0 5 10 15 20 25
Fermentationszeit




PCT/AT02/00105

WO 02/082061

2/7

IR—Spektren im Verlauf einer Hefe—Batch—Kultivierung
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Backhefe—Kultivierung mit on—line~Uberwachung
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Backhefe—Kultivierung

Spektren on-line (in vivo) aufgezeichnet
2. Ableitung der Spektren
vektornormiert aus 1. Ableitung

Gesamter “Fingerabdruck"~Bereich

Absorptionseinheiten

0,005 -0,006 -0,015 -0,025

0,015

PCT/AT02/00105

Zeifpunkte: .
0,7h gelb
4,0h  rot
8,3h grun
19,5 h blau
24,2 h schwarz

.

~——— 1850
18618
—— 1485

o N9 <
25 8 I3 8 865+ & wweH
') A — O WO I
©© Q&£ F £ = - OO 00

I

——

T T T I-

T T T T

1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900

Fig. 7



PCT/AT02/00105

WO 02/082061

6/7

asojeys.)| v66

usboyA|g)

[ ...x,........ " OmO—.

usbaXA|Ly

Kohlehydrat—Bereich

0§

L6

Lv6

.896

ye0} ——

b o

€St

G20'0-

1150

GL0'0-  S00‘0-

usjleyuIssuondiosqy

S00'0

510'%

1050 1000 950 900

1100 -

12560 1200.

1300.

Fig. 8



WO 02/082061 PCT/AT02/00105

7/7

Beispiel fiir die Analyse der Sekundérstruktur von Protein in getrockneten Zellen:
FTIR—Spektren von Clostridium—Zellen im Verlauf eines Batch—Prozesses.
Spektren von getrockneten Filmen auf ZnSe—Tréagern |
Darstellung: negative 2. Ableitung

Zahlen gemiB den Zeitpunkten der Probennahmen im Verlauf der 100 h—Batch—
Fermentation (entsprechend dem Alter der Zellen) '

Zuordnungen gem#B Naumann, 2000, und Jackson & Mantsch, 1995.

Veranderung in der durchschnittlichen Sekundér-Struktur des Gesamt—Zellproteins
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