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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfah-
ren, eine Vorrichtung und ein Computerprogramm-
produkt zum Bestimmen einer unbestimmten Kon-
zentration von mindestens einer Substanz, insbeson-
dere einer biologischen Substanz wie beispielsweise
eines Proteins oder einer DNA in einer Probe mittels
Spektroskopie, insbesondere mittels UV/vis-Spektro-
skopie oder mittels Infrarot-, Raman- und/oder Fluo-
reszenzspektroskopie.

[0002] Bevorzugt kann die Erfindung realisiert wer-
den in der breiten Bioprozessindustrie, einschlieBlich
der Bereiche von Umwelt-, Agrar- und Lebensmittel-
industrie, Biokraftstoffe und Pharmazeutika.

[0003] In Reinigungsschritten, insbesondere in
Downstream-Prozessen, die in der Regel zur Ab-
trennung und Reinigung von Fermentationsproduk-
ten aus einer Fermentationsbriihe eines biotechno-
logischen Prozesses angewandt werden, sind Kon-
zentrationen von Substanzen, insbesondere Protein-
und DNA-Konzentrationen wichtige Parameter bzw.
GroRen, die in der gesamten Prozesskette verfolgt
und immer wieder bestimmt werden missen. Diese
Bestimmung erfolgt meist offline, insbesondere als
Stichprobe aul3erhalb des Behélters, in dem eine Fer-
mentationsbriihe chemische und/oder biochemische
Prozesse durchlauft und nicht in Echtzeit. Eine Fer-
mentationsbriihe kann beispielsweise als biotechno-
logisches Medium verstanden werden, insbesondere
als ein Produkt, das ein Medium sein kann, welches
zumindest ein Protein und/oder ein Vaccin und/oder
ein Hormon aufweist.

[0004] Die Bestimmung bzw. Messung der Konzen-
trationen von Substanzen erfolgt oft mittels optischer
Spektroskopie, insbesondere mittels UV/vis -Absorp-
tionsspektroskopie. In der Regel werden dazu die
Molekile der Substanz einer Probe der Fermenta-
tionsbriihe mit einzelnen, insbesondere im Wesent-
lichen vorher festgelegten diskreten Wellenlédngen,
die Anregungswellenldngen bzw. Anregungsfrequen-
zen entsprechen, angeregt und die Absorbanz bzw.
Extinktion oder alternativ die Intensitat wird bei die-
sen im Wesentlichen diskreten Anregungswellenlan-
gen bestimmt, um die Konzentration zu ermitteln. Bei-
spielsweise werden dazu oft schmalbandige Senso-
ren verwendet. Die Sensoren missen jedoch nicht
zwingend schmalbandig sein. Meistens ist die Anre-
gung bei Sensoren im Wesentlichen schmalbandig
wohingegen der Wellenlangenbereich relativ breit de-
tektiert bzw. erfasst werden kann. In anderen Wor-
ten wird einerseits nur das schmalbandige Licht zur
Anregung verwendet wird wohingegen der gemesse-
ne oder messbare Wellenlangenbereich relativ breit
sein kann. Bei Spektrometern mit solchen Sensoren
wird oft ein dispersives Element, wie beispielsweise
ein Gitter, ein Prisma, etc. verwendet.

2021.10.14

[0005] In Spektrometern, die dazu ausgelegt sind,
spektrale Information zu erfassen, werden hingegen
i.d.R. breitbandig emittierende Lichtquellen (auch
breitbandige Lichtquellen genannt) und entspre-
chend breitbandig detektierende Sensoren (auch
breitbandige Sensoren genannt) verwendet. Eine
breitbandige Lichtquelle kann z.B. eine Deuterium-
Lichtquelle oder eine Halogenlichtquelle sein.

[0006] In unterschiedlichen Stufen der Aufreinigung
bzw. in unterschiedlichen Prozessschritten kénnen
sich die Substanz- insbesondere die Proteinkonzen-
trationen erheblich unterscheiden. Die Werte fiir Sub-
stanzkonzentrationen kdnnen beispielsweise zwi-
schen etwa 0 und etwa 200 g/l variieren. Oft ist
die Hardware, beispielsweise die Messzelle oder der
Sensor nicht fur alle Teilbereiche der erreichten Kon-
zentrationen geeignet. Beispielsweise erlauben vie-
le verfugbare Online Sensoren aufgrund des limitier-
ten dynamischen Bereichs der Detektoren nur eine
Bestimmung von Substanzkonzentrationen bis etwa
10 g/I. Hinzu kommt, dass die optische Weg- bzw.
Pfadlédnge je nach Konzentrationsbereich angepasst
werden muss, um ggf. den Detektionsbereich ver-
schieben zu kénnen bzw. um auch andere Substanz-
konzentrationen messen zu kénnen. Somit kann ggf.
nicht ein und dieselbe Hardware, insbesondere nicht
dieselbe Messzelle fiir alle Anwendungen, insbeson-
dere fir alle Reinigungsschritte genutzt werden.

[0007] Darliber hinaus kénnen UV-Sensoren oft eine
erhebliche unerwiinschte Kreuzempfindlichkeit zwi-
schen DNA und Protein aufweisen. Dies ist beispiels-
weise der Fall, wenn eine Erhéhung der DNA-Kon-
zentration zu einer vermeintlich héheren gemesse-
nen Proteinkonzentration flhrt. Beispielsweise kann
es vorkommen, dass eine Absorptionsbande fiir DNA
mit einer Absorptionsbande flir ein Protein Gberlappt.
Da die Banden nicht isoliert vorliegen und mittels
Sensoren nicht separat und unabhangig erfasst wer-
den konnen, besteht das Problem oft darin, eindeu-
tig zu unterscheiden und zu identifizieren, welche
Substanzen (hier das Protein oder die DNA) sich in
welchem Ausmal bezuglich Konzentration verandert
hat.

[0008] Es gibt Online-UV-Sensoren, die mit 1 oder
2 einzelnen Wellenldngenbereichen arbeiten (Optek,
Pendotech), die aber bereits bei relativ niedrigen Pro-
teinkonzentrationen geséttigt sind. In Spektrometern,
die dazu ausgelegt sind, relativ breite spektrale In-
formation zu erfassen, werden hingegen oft breit-
bandige Sensoren verwendet. Ein UV-Vis Spektrum
kann entsprechend neben der Information typischer
UV-Sensoren eine Vielzahl weiterer Anregungswel-
lenldngen bzw. - frequenzen aufweisen. In anderen
Worten kann ein Spektrum, das von einer Lichtquel-
le emittiert wird, durchaus breiter bzw. umfangreicher
sein, als der Teil, der von dem Sensor gemessen
bzw. erfasst wird. Dabei kommt es auf die Wahl Sen-
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soren und der Lichtquelle(n) an. Solche UV/vis-Spek-
trometer kénnen entsprechend ein oder etwa zwei
(unter Umstanden auch mehrere) Lichtquellen um-
fassen, die entsprechend ein oder zwei Anregungs-
wellenldngen erzeugen. Entsprechend der Tatsache,
dass z.B. zwei schmalbandig emittierende Lichtquel-
len verwendet werden kénnen, kdnnen entsprechen-
de Sensoren jeweils dazu ausgelegt sein in dem Wel-
lenldngenbereich, das von Interesse ist, elektroma-
gnetische Strahlung zu erfassen. So kénnen UV-Sen-
soren wenige schmalbandige Anregungswellenlan-
gen erfassen, insbesondere eine oder zwei, die je-
weils etwa 10 nm in der Wellenlangenbreite aufwei-
sen. Beispielsweise kdnnen die zentralen Wellenlan-
gen, also die Wellenldngen, bei denen das Maximum
liegt, bei etwa 250 nm und/oder etwa 280 nm liegen.

[0009] Es kann unter Umstanden vorkommen, dass
das Nutzsignal in die Sattigung lauft. Ein Problem,
das sich durch die Séattigung ergibt ist das Verhalten
der Absorbanz bei einer definierten Wellenldnge und
einer festen optischen Weglange. Diesem Zusam-
menhang liegt das Lambert-Beer-Gesetz zugrunde:

A=—Ig(IL]=£,1-c-d
0

[0010] Wobei A der Absorbanz entspricht, |, der
Intensitat des einfallenden Lichtes entspricht, / der
Intensitat des Lichtes, welches die Probe passiert
entspricht, €, dem dekadischer Extinktionskoeffizien-
ten bei der Wellenlange Aentspricht, ¢ der Stoffmen-
genkonzentration der absorbierenden Substanz ent-
spricht und d der Schichtdicke der Probe bzw. der
Weglange des Lichtes durch die Probe entspricht.

[0011] Das Problem der Sattigung tritt insbesondere
bei hohen Absorbanzen A auf, da auf dem Messkanal
die Intensitat | bei hohen Konzentrationen c extrem
klein wird und damit ggf. nicht mehr vom Rauschen
des Detektors unterscheidbar ist. Daher geht bei ho-
hen Konzentrationen c die Intensitat / gegen null und
damit wird A grof3 und das Verhalten des Nutzsignals
A geht in einen nichtlinearen Sattigungsverlauf we-
gen des Signal-Rausch-Verhaltnisses (SNR) des De-
tektors.

[0012] Dariiber hinaus koénnen unterschiedliche
Substanzen, insbesondere unterschiedliche Proteine
Absorptionsbanden aufweisen, die jeweils im We-
sentlichen zentriert um unterschiedliche Anregungs-
wellenldngen ein Maximum aufweisen. In anderen
Worten kann die zentrale Wellenlange einer Absorpti-
onsbande bzw. eines Absorptionsmaximums fiir ver-
schiedene Proteine variieren. In der Regel passen
die handelslblichen UV/vis-Spektrometer die Anre-
gungs- und/oder Detektionswellenlange nicht an den
aktuell zu messenden Substanzen insbesondere das
aktuell zu messende Protein an. Somit unterliegt es
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dem Zufall, ob ein Protein zufallig im Maximum oder
in der Nahe des Maximums der Absorptionswellen-
ldnge gemessen wird bzw. ob die Molekiile eines Pro-
teins mit der Anregungswellenlange angeregt wer-
den, um das die Absorptionsbande des Proteins zen-
triert ist bzw. zu dieser Anregungswellenlang ein Ma-
ximum aufweist. Mit hoher Wahrscheinlichkeit kann
die zuvor festgelegte Anregungswellenlédnge jedoch
jenseits des Wellenldngenbereichs liegen, bei dem
die Absorptionsbande ein Absorptionsmaximum auf-
weist. Beispielsweise kann die zuvor festgelegte An-
regungswellenlange mit einem Flankenbereich einer
Absorptionsbande Uberlappen.

[0013] Das Maximum ist insbesondere dann ent-
scheidend bzw. relevant, wenn man zu geringeren
Konzentrationen (kleinerer LOD) tendiert werden soll.
Ein besseres Dynamikverhalten liegt jedoch meist auf
der Flanke vor.

[0014] Ein Flankenbereich, also ein Wellenlangen-
bereich, flr den die Absorption zu héheren oder nied-
rigeren Wellenldngen um das Absorptionsmaximum
abflacht, weist Ublicherweise eine geringe Empfind-
lichkeit gegeniiber Anderungen in der Konzentrati-
on auf. Das Mal} der Kreuzempfindlichkeit hangt dar-
Uber hinaus auch insbesondere von den wellenlan-
genabhangigen Extinktionskoeffizienten ¢,des Ziel-
Proteins und der Verunreinigungen (HCP) zusam-
men und deren Konzentrtationsverhaltnis. Aus die-
sem Grund werden oft Absorptionswerte von host cell
Proteinen (HCPs) zusammen mit denen flr Zielprote-
ine erfasst (Kreuzempfindlichkeit ist nahe 100%) und
eine Isolierung der jeweiligen Beitréage beider Absorp-
tionswerte zur Analyse der jeweiligen Konzentration
beider Substanzen ist kaum mdglich.

[0015] Ein Ansatz, der dazu fiihrt, dass ein breiter
Bereich verschiedener Konzentrationen mittels UV/
vis-Spektroskopie gemessen werden kann, umfasst
eine reversible Anderung der optischen Weglénge
durch eine Messzelle, welche die Probe beinhaltet.
Dabei wird bei der Transmissionsmessung von UV/
vis-Spektren eine Faser beweglich gestaltet, sodass
die optische Weglange reproduzierbar variiert wer-
den kann (FlowVPE). Somit kann eine optische Weg-
ldnge auch weitaus kleinere Werte aufweisen als die
bei UV-Sensoren Ubliche minimale Pfadlédnge von et-
wa 1 mm. Auf diese Weise lassen sich auch Sub-
stanzkonzentration, insbesondere Proteinkonzentra-
tionen tber 100 g/l erfassen. Dieser Ansatz hat zur
Folge, dass es bewegliche Teile in der Vorrichtung
gibt und der Abstand zwischen den Fasern hoch pra-
zise und reproduzierbar einstellbar sein muss. Klei-
nere Pfadldngen haben jedoch den Nachteil, dass
hohe Konzentrationen meist mit hohen dynamischen
Viskositaten einhergehen, was unter Umstanden ei-
nen Nachteil fur die Fluidik (inkl. Druckabfall, Scher-
strdmungen etc.) darstellen kann.
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[0016] Gemal einem Aspekt besteht die Aufgabe
in der Bereitstellung eines Verfahrens, einer Vor-
richtung und einem Computerprogrammprodukt zur
Bestimmung einer unbestimmten Konzentration von
mindestens einer Substanz in einer Probe Uber einen
grofRen Konzentrationsbereich.

[0017] Die Aufgabe wird durch den Gegenstand der
jeweiligen Hauptanspriiche gel6st.

[0018] Bevorzugte Ausfiihrungsformen sind Gegen-
stand der abhangigen Anspriiche.

[0019] Die vorliegende Erfindung basiert auf der Ge-
nerierung quantitativer Modelle, insbesondere auf
multivariater Datenanalyse. Wesentliche Konzepte
multivariater Datenanalyse, wie beispielsweise PLS,
OPLS, multivariate Kalibrierung, multivariate Pro-
zessmodellierung, hierarchisches Modellieren usw.
werden in dem Fachbuch ,Multi- and Megavariate
Data Analysis - Basic principles and Applications* (3™
Edition) von L. Eriksson et al. detailliert beschrieben.

[0020] Die folgenden Aspekte lassen sich in unter-
schiedlichen Ausfiihrungsformen, auch falls nicht ex-
plizit genannt, miteinander kombinieren, sofern sie
sich nicht gegenseitig logisch ausschliefen.

[0021] GemalR einem Aspekt umfasst ein Verfahren
zum Steuern bzw. Regeln eines Prozesses, insbe-
sondere eines Downstream-Bioprozesses, basierend
auf der Vorhersage einer unbekannten bzw. unbe-
stimmten Konzentration von mindestens einer Sub-
stanz in einer Probe bzw. in einem Medium mittels
Spektroskopie, insbesondere mittels UV/vis-Spektro-
skopie, die Schritte:

Erfassung von Spektren, insbesondere von
optischen Spektren, bevorzugt von Absorpti-
onsspektren und/oder Anregungsspektren einer
Mehrzahl von Konzentrationsproben wobei min-
destens zwei Konzentrationsproben zueinander
unterschiedliche Konzentrationen der Substanz
aufweisen;

Generierung mehrerer quantitativer Modelle auf
Basis der Spektren der Konzentrationsproben,
wobei die Modelle jeweils eine Zuordnung und/
oder eine Auftragung zumindest einer spektra-
len MessgréRe der Spektren zu Konzentratio-
nen in Konzentrationsbereichen umfassen, wo-
bei die spektrale MessgrélRe insbesondere ei-
ne Absorbanz und/oder eine Intensitat der Spek-
tren umfasst und wobei die Konzentrationsberei-
che zweier Modelle nicht identisch sind, insbe-
sondere Uberlappen zwei Konzentrationsberei-
che oder grenzen aneinander an;

Erfassung mindestens eines Probenspektrums
der Probe bzw. des Mediums; Zuordnung des
Probenspektrums zu mindestens einem quanti-
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tativen Modell der generierten quantitativen Mo-
delle;

Anwendung des mindestens einen quantitativen
Modells, welches dem Probenspektrum zuge-
ordnet wurde, auf das Probenspektrum, um ei-
nen Vorhersagewert flr die unbestimmte Kon-
zentration zu ermitteln; und

Steuern und/oder Regeln des Prozesses bezlg-
lich mindestens eines Parameters auf Basis des
Vorhersagewertes fir die unbestimmte Konzen-
tration.

[0022] Eine unbestimmte Konzentration betrifft vor-
liegend insbesondere eine unbekannte oder noch
nicht mittels Referenzanalytik ermittelte Konzentrati-
on. Die Vorhersage mittels des Verfahrens erzielt ins-
besondere eine Bestimmung der Konzentration.

[0023] Anders als in tblichen Verfahren, in denen le-
diglich Absorptionswerte zu diskreten Wellenlangen
erfasst werden, kénnen unter diesem Aspekt eine
ganze Reihe bzw. ein Satz von Absorptionswerten
zu einem Wellenlangenbereich aufgezeichnet wer-
den. Insbesondere werden ganze Spektren, insbe-
sondere Absorptions- oder Intensitatsspektren von
Verdunnungsproben einer Verdlinnungsreihe und ei-
ner Probe aufgezeichnet bzw. erfasst. In anderen
Worten werden Spektren, beispielsweise ein Absorp-
tionsspektrum statt einzelne Werte wie beispielswei-
se eine Absorbanz zu einer Anregungswellenlénge
aufgezeichnet.

[0024] Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass ei-
ne einzige Messzelle mit einer konstanten optischen
Weglange fur die Messungen verwendet werden
kann. Insbesondere eignet sich eine Flusszelle mit
konstanter optischer Weglange. Besonders bevor-
zugt ist dabei eine Flusszelle, die eine Probenschicht-
dicke bzw. eine optische Weglange bzw. eine Breite
des Innenraums zwischen etwa 10 ym und etwa 10
cm, insbesondere zwischen etwa 15 ym und etwa 5
mm und besonders bevorzugt zwischen etwa 50 pm
und etwa 3 mm aufweist. Eine besonders bevorzug-
te Probenschichtdicke liegt bei etwa 1 mm. Dies hat
den Vorteil, dass eine oder mehrere Proben mit ein
und derselben Messzelle mehrmals bzw. wiederholt
untersucht werden kann.

[0025] Je nachdem, welcher Prozess Ulberwacht
werden soll, kann das Verfahren fir das jeweilige
zu untersuchende Medium umfassend die in Fra-
ge stehende Substanz adaptiert werden. Das Ver-
fahren kann insbesondere Anwendung zur Uberwa-
chung eines Downstream-Prozesses finden. Alterna-
tiv oder zuséatzlich kann das Verfahren auch Anwen-
dung zur Uberwachung einer Fermentation und/oder
eines Upstream-Prozesses finden.
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[0026] Bei einer Fermentation, die Teil eines Upst-
ream-Prozesses sein kann, bietet sich beispielsweise
an, die Fermentationsbriihe innerhalb eines Bioreak-
tors zu Uberwachen. Bei einem Downstream-Prozess
bietet sich beispielsweise an, die zu trennende und/
oder das zu reinigende Medium, beispielsweise die
fermentierte Briihe mit dem Zielprotein und/oder der
Ziel-DNA in einem Reinigungsschritt, beispielsweise
vor, an, in und/oder hinter einer Filtrationsanlage und/
oder einer Dialyseeinheit zu iberwachen.

[0027] Beispielsweise kann das Verfahren beson-
ders vorteilhaft zur Analyse eines Mediums, insbe-
sondere eines fluiden Mediums in einem SU Bioreak-
tor ausgefihrt werden, sofern ein Prozess in dem Bio-
reaktor Uberwacht werden soll. Ein solcher SU Biore-
aktor, der beispielsweise einen SU Beutel und/oder
einen anderen SU Behalter und/oder einen Schlauch
mit Durchflussmesszelle, bevorzugt eine SU-Fluss-
zelle aufweisen kann, beinhaltet insbesondere eine
Fermentationsbrihe, die chemische und/oder biolo-
gische und/oder biochemische Prozesse durchlauft.
Die Fermentationsbriihe wird anschliel3end im Down-
stream, bevorzugt bei der Aufreinigung Uberwacht.
Zur Uberwachung der Vorgange bzw. Prozesse in-
nerhalb des Behalters wird der Inhalt zeitlich wieder-
holt analysiert und/oder zeitweise permanent analy-
siert.

[0028] Ein Behalter kann dazu beispielsweise mit ei-
nem Sensor ausgestattet sein. Alternativ oder zuséatz-
lich kann ein Behalter mit einer Bypassleitung oder
Probenahmeleitung und einer Flusszelle ausgestattet
sein. Alternativ oder zuséatzlich kann an dem Behalter
ein Wandungsvorsprung mit Messbereich angeord-
net bzw. vorgesehen sein. An der Flusszelle und/oder
an dem Wandungsvorsprung kann direkt oder indi-
rekt ein Spektrometer angeordnet sein, welches dazu
ausgelegt ist, wiederholt oder dauerhaft bzw. perma-
nent Daten, insbesondere Absorptionsmesswerte zu
erfassen. So kdnnen Uber einen langeren Zeitraum,
beispielsweise Uber viele Stunden Spektren erfasst
werden, um die Prozesse uber diesen Zeitraum zu
verfolgen. Beispielsweise kann somit die Konzentra-
tion eines Proteins und/oder einer DNA verfolgt und/
oder Uberwacht werden.

[0029] In einem System zur Produktaufreinigung,
insbesondere zur Proteinaufreinigung kénnen bei-
spielhaft folgende Downstream-Schritte vorkommen:

1. Zellabtrennung (Clarification)
2. Product capture (bind & elute)

3. Polishing Schritte (Kationen- und/oder Anio-
nenaustauschchromatographie und/oder Gré-
Renausschlusschromatographie)

4. Aufkonzentierungen und/oder Pufferaus-
tausch, wie z.B. Ultra- und/oder Diafiltration im
Crossflow setup.
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5. Abreicherung von Viren, durch einen Filtrati-
onsschritt und/oder inaktivierung von Viren z.B.
durch pH-Shift oder UV-C Behandlung,...

6. Sterilfiltration

7. Fullprozesse (incl. Freeze and Thaw)

[0030] Darliber hinaus besteht ein Vorteil dieses
Aspekts darin, dass verschiedene Substanzen bzw.
Stoffe isoliert voneinander analysiert werden kon-
nen, sofern deren Banden ihr lokales Absorptions-
oder Intensitdtsmaximum nicht bei identischen Wel-
lenldngen aufweisen. Unterscheidet sich beispiels-
weise das Absorptionsmaximum eines ,host cell pro-
teins® (HCPs) in seiner Anregungswellenlange und/
oder in seiner Form von dem des Zielproteins, so
kann mittels der Erfassung eines gesamten Spek-
trums eine analytische Unterscheidung ermdglicht
werden. Bei der Unterscheidung kommt es jedoch im
Wesentlichen auch auf das Absorptionsspektrum im
Vergleich zum Spektrum des Zielanalyten an. Insbe-
sondere kommt es auf die Breite des Peaks, auf das
Maximum und die Form des Peaks an. Eine Uber-
lagerung mehrerer Proteinpeaks der HCPs kdnnen
dann eine Struktur im Bereich der Proteinabsorpti-
on ergeben, die nicht zwingend einer Gauss-ahnli-
chen Absorptionsbande entspricht. Somit kénnen so-
genannte Kreuz-Empfindlichkeiten der Messmetho-
de unterdruckt und/oder umgangen werden. Damit
kann eine effektive Qualitatskontrolle des Mediums
erfolgen, sodass mdglichst genau bestimmt werden
kann, wie hoch der jeweilige Anteil an beispielsweise
HCP und/oder an Zielprotein in dem Medium vorliegt.
Darauf basierend kann abgeschatzt werden, ob wei-
tere Reinigungsschritte notwendig sind.

[0031] In anderen Worten erlaubt der genannte As-
pekt insbesondere die Messung von im Wesentli-
chen kontinuierlichen Absorptionsspektren oder Ab-
sorptionsspektren umfassend diskrete Messpunkte,
anstatt einer Messung von lediglich einzelnen Ab-
sorptionswerten bei im Wesentlichen singuléren Wel-
lenlangen oder einer Messung einzelner Absorpti-
onswerte bei relativ schmalen Wellenl&dngenberei-
chen. Beispielsweise kann ein kontinuierliches Ab-
sorptionsspektrum zwischen einem Wellenl&dngenbe-
reich von etwa 280 nm und etwa 750 nm erfasst wer-
den, wohingegen eine ubliches bekanntes Verfahren
beispielsweise eine Messung zwischen etwa 310 nm
und 320 nm erlaubt. Die Halbwertsbreite (FWHM -
Full width at half maximum) kann bei LEDs relativ
schmalbandig sein und beispielsweise etwa 10 nm
betragen. Bevorzugt beruht die Absorptionsspektro-
skopie, insbesondere die UV Absorptionsspektrosko-
pie und die entsprechenden Sensoren auf einer ver-
gleichsweise breitbandigen Anregung bzw. auf einem
breitbandig emittierten und entsprechend erfassten
Spektrum. Lichtquellen kénnen beispielsweise eine
Deuterium-Lampe und/oder eine Xenonlampe und/
oder eine oder mehrere LEDs darstellen.
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[0032] Die Erfindung basiert auf dem Lambert-Beer-
Gesetz. Insbesondere wird vermieden, dass bei fes-
ter Wellengange (bzw. bei wenigen vorher Uber die
Lichtquelle oder Detektor / Filter auswahlbaren Wel-
lenldngen) die Pfadlange variiert werden muss. Die
Erfindung erlaubt hingegen, das gesamte Spektrum
aufzuzeichnen und erlaubt damit die Méglichkeit, bei
fester bzw. unveranderter Weglange d das effektive
€ zu wahlen. Dies geschieht Giber die Auswahl der zu
verwendenden Wellenldngen A explizit oder per mul-
tivariatem Algorithmus.

[0033] Insbesondere erlaubt der genannte Aspekt
die Uberwachung des Systems unter Verwendung
einer einzigen Flusszelle mit konstanter optischer
Pfadlange. Abhangig von dem zu messenden Kon-
zentrationsbereich werden verschiedene multivaria-
te Modelle (z.B. PLS mit Substanzkonzentration, ins-
besondere Proteinkonzentration als ZielgréRe und
den Absorptionswerten des jeweiligen Spektralbe-
reichs als Eingangsgrofien) erstellt, die auf der Aus-
wertung verschiedener Wellenldngenbereiche basie-
ren. Diese kénnen entweder selbst ausgewahlt wer-
den oder Uber einen Algorithmus ausgewahlt und/
oder verschieden gewichtet werden (z.B. mittels PLS/
Partial Least Square oder MLR/ Multiple Linear Re-
gression), wobei die gewahlten Wellenldngenberei-
che durch die Absorbanz des Zielanalyten (z.B. DNA
oder Protein) oder Anderung der Matrix beeinflusst
werden. Insbesondere werden mindestens zwei nicht
identische Teilbereiche insbesondere Anregungswel-
lenldngen eines Bereichs nach dem Kriterium aus-
gewahlt, ob die maximale Intensitat der Absorptions-
bande noch innerhalb des nutzbaren dynamischen
Bereichs des Detektors liegt.

[0034] Insbesondere weisen die einzelnen Wellen-
ldngenbereiche zu den fur die Modelle gewahlten
Absorptionswerten unterschiedliche Empfindlichkei-
ten hinsichtlich der Detektion der Substanzkonzen-
tration auf. Somit unterscheidet sich der dynamische
Bereich je nach Modell. Analog gilt dasselbe fir die
erreichbare analytische Genauigkeit der Messung.

[0035] Bevorzugt umfassen die Spektren Absorpti-
onsspektren und/oder Intensitatsspektren, wobei die
Absorptionsspektren und/oder Intensitatsspektren ei-
ne eineindeutige Zuordnung, insbesondere eine ein-
eindeutige Auftragung der spektrale Messgréfie, bei-
spielsweise des Absorptionswerts und/oder des In-
tensitatswerts, zu mehreren Wellenldngen, wobei
vorzugsweise zumindest eine Teilmenge der Absorp-
tionswerte oder Intensitatswerte, die den entspre-
chenden Wellenldngen zugeordnet sind, keine detek-
torseitige Sattigung aufweist. Die spektrale Messgré-
e kann insbesondere der Absorptionswert oder der
Intensitatswert sein.

[0036] Eine detektorseitige Sattigung tritt dann auf,
wenn keine konzentrationsabhangige Anderung des
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Detektorsignals bei einer bestimmten Wellenldnge
oder einem Wellenldngenbereich mehr auftritt.

[0037] Insbesondere kann auch eine separate Wich-
tung bzw. Gewichtung jeder Wellenldnge erfolgen. In
dem Fall ist es in der Regel formal nicht erforderlich
Wellenldngen zu selektieren. Eine Wichtung nahe 0
bewirkt im Wesentlichen dasselbe.

[0038] Ein Detektorsignal kann in einen Séattigungs-
bereich gehen, wenn die elektromagnetische Strah-
lung bei einer bestimmten Wellenlange oder in einem
Wellenlangenbereich eine zu hohe Intensitat oder ei-
ne zu hohe Absorbanz aufweist, sodass dieser ent-
sprechende Wert aulierhalb des dynamischen Be-
reichs des Detektors liegt. In anderen Worten kann
eine Sattigung in beide Richtungen der ,Detektorful-
lung®, also hinsichtlich eines ,overfiows® oder eines
Lunderfiows* erfolgen.

[0039] Bei der UV-Spektroskopie absorbiert die Pro-
be im Falle einer Sattigung insbesondere zu viel
Licht, sodass das am Detektor ankommende Licht
nicht mehr vom Dunkelrauschen des Detektors un-
terschieden werden kann.

[0040] Sofern eine Sattigung erreicht wird, kann der
Detektor keine Aufldsung der Intensitat oder der Ab-
sorbanz innerhalb des gesattigten Bereichs liefern.
Beispielsweise kann dies der Fall sein, wenn ei-
ne sehr hohe Konzentration in einer Probe vorliegt
und/oder eine hohe optische Weglange durch eine
sehr dicke Messzelle bedingt ist, sodass die abso-
lute Anzahl von Molekilen, die mit dem Licht bzw.
der elektromagnetischen Strahlung wechselwirken,
besonders hoch ist. Zur Ermittlung der Abhangigkeit
einer Absorbanz und/oder Intensitét ist es gunstig,
wenn der zu untersuchende Wellenlédngenbereich fir
alle zu untersuchenden Konzentrationen im Wesent-
lichen keine Séttigung aufweist, sodass die Unter-
schiede in der Absorbanz und/oder der Intensitat auf-
geldst und/oder die Abhéngigkeit von der Konzentra-
tion einer Konzentrationsreihe ggf. dargestellt wer-
den kdénnen. Sofern ein Wellenlangenbereich eine
Sattigung erfahrt, ist der Detektor blind fiir die eigent-
liche spektrale Messgréle, also die Absorbanz und/
oder die Intensitat.

[0041] Bevorzugt umfassen die quantitativen Model-
le zumindest ein globales Modell umfassend mehrere
Untermodelle, die einander nicht tberschneiden.

[0042] Beispielsweise kann ein globales Modell
Werte von etwa 0 g bis etwa 150 g aufweisen. Mogli-
che lokale Modelle Werte von etwa 2 g bis etwa 10 g
von etwa 10 g bis etwa 50 g und von etwa 30 g bis et-
wa 80 g aufweisen. Ein Untermodell muss nicht zwin-
gend einen gemeinsamen Grenzwert mit dem globa-
len Modell haben. Grenzwerte kbnnen zwar identisch
sein, allerdings ist dieser Fall eine Ausnahme.
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[0043] Ein globales Modell erlaubt einer Prozessein-
heit, eine grobe Abhangigkeit zwischen der spektra-
len Messgrofie eines Spektrums und verschiedenen
Konzentrationsbereichen einzuschatzen. Die Unter-
modelle kénnen im Wesentlichen relativ grob gestaf-
felte Konzentrationsbereiche umfassen, die auf im-
mer kleiner werdende Bereiche eingegrenzt werden.
Die Untermodelle eines globalen Modells kénnen z.B.
gestaffelt sein in einen ersten Bereich von etwa 0 g/l
bis etwa 5 g/l, in einen zweiten Bereich von etwa 0 g/
| bis etwa 25 g/l und in einen dritten Bereich von etwa
0 g/l bis etwa 75 g/l.

[0044] Untermodelle missen jedoch nicht zwingend
bei 0 starten. Dies kann ggf. sogar ungunstig sein, da
der Modellbereich in dem Fall unnétig breit gehalten
werden muss. Wenn der Prozessschritt z.B. Konzen-
trationen von etwa 50 bis etwa 75 g enthalt, wird ein
optimales Modell einen etwas gréfReren Bereich ent-
halten (z.B. 45-80 g/l).

[0045] Bevorzugt umfassen die quantitativen Model-
le jeweils zumindest ein individuell ausgewahltes Un-
termodell.

[0046] Ein Untermodell kann einen beliebigen Kon-
zentrationsbereich umfassen. Insbesondere kénnen
mehrere Untermodelle mit jeweils unterschiedlichen
Konzentrationsbereichen erstellt werden. Dabei kon-
nen sich zumindest zwei Konzentrationsbereiche im
Wesentlichen Uberlappen, im Wesentlichen aneinan-
der angrenzen und/oder voneinander beabstandet
sein. Ein Untermodei kann insbesondere eine ech-
te Teilmenge (z.B. mit einem eingeschranktem y-
Bereich) der Gbergeordneten Modellspektrenmenge
sein.

[0047] Bevorzugt umfassen die quantitativen Model-
le hierarchisch organisierte Modelle entsprechend
zumindest einer ersten Hierarchiestufe und einer
zweiten Hierarchiestufe, wobei insbesondere die ers-
te Hierarchiestufe ein globales Modell umfasst und
die zweite Hierarchiestufe ein lokales Modell umfasst.

[0048] In einer ersten Hierarchiestufe erlaubt ein
globales Modell der Prozesseinheit und/oder dem
Verwender, eine grobe Abhangigkeit zwischen der
spektrale Messgrolie eines Spektrums und verschie-
denen Konzentrationsbereichen beispielsweise auto-
matisch bzw. automatisiert zu erkennen und/oder ein-
zuschéatzen. Die Untermodelle kdnnen im Wesentli-
chen relativ grob gestaffelte Konzentrationsbereiche
umfassen, die auf immer kleiner werdende Bereiche
eingegrenzt werden. Die Untermodelle eines globa-
len Modells kbdnnen z.B. gestaffelt sein in einen ers-
ten Bereich zwischen etwa 0 g/l und 5 g/l, in einen
zweiten Bereich zwischen etwa 0 g/l und 25 g/l und in
einen dritten Bereich zwischen etwa 0 g/l und 75 g/I.
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[0049] In einer zweiten Hierarchiestufe erlaubt ein lo-
kales Modell der Prozesseinheit und/oder dem Ver-
wender, eine feiner aufgeldoste Abhéngigkeit zwi-
schen der spektralen MessgréRe eines Spektrums
und verschiedenen Konzentrationsbereichen zu er-
kennen und/oder einzuschatzen, insbesondere au-
tomatisch bzw. automatisiert zu erkennen. Die Un-
termodelle kénnen im Wesentlichen relativ fein ge-
staffelte Konzentrationsbereiche umfassen. Die Un-
termodelle eines lokalen Modells kénnen z.B. gestaf-
felt sein in einen ersten Bereich zwischen etwa 0 g/l
und 5 g/l, in einen zweiten Bereich zwischen etwa 5 g/
I und 25 g/l und in einen dritten Bereich zwischen et-
wa 25 g/lund 75 g/l. Insofern grenzen die Konzentra-
tionsbereiche eines lokalen Modells im Wesentlichen
aneinander an.

[0050] Bevorzugt umfasst die Zuordnung des Pro-
benspektrums zu mindestens einem quantitativen
Untermodell eine Abschatzung auf Basis ermittelter
und insbesondere auf Basis angezeigter Daten, ins-
besondere auf Basis angezeigter Spektren.

[0051] Eine schnelle unkomplizierte Abschatzung,
beispielsweise ,per Hand“ und/oder anhand einer
groben Naherung kann ein erstes ndherungsweises
Ergebnis liefern, das im Anschluss beispielsweise
mittels Fit verifiziert und/oder prazisiert werden kann.

[0052] Die Abschatzung durch den Verwender ftritt
insbesondere allein bei der Auswahl der Submodelle
ein. D.h. in einem Beispiel kann der Anwender sich
fur das Modell 0-50 g/l entscheiden, weil zum Mess-
zeitpunkt z.B. ein Gehalt von etwa 40 g/l erwartet
wird. Alternativ kann eine Klassifizierung tber PLS-
DA oder SIMCA erfolgen oder euklidische Distanzen
oder Mahalanobis Distanz zwischen Modell- und ak-
tuellen Spektren ermittelt werden. Daraus ergibt sich,
zu welchem der Modelle - basierend auf verschie-
denen Konzentrationsbereichen - das aktuelle Spek-
trum am besten passt.

[0053] Bevorzugt erfolgt die Zuordnung des Proben-
spektrums zu mindestens einem quantitativen Modell
(M) mittels euklidischer Distanz und/oder Mahalano-
bis und/oder PLS-DA und/oder SIMCA erfolgt.

[0054] Eine Zuordnung des Probenspektrums zu
mindestens einem quantitativen Modell mittels eu-
klidischer Distanz und/oder Mahalanobis und/oder
PLS-DA und/oder SIMCA hat den Vorteil, dass pra-
zise Vorhersagen Uber die Konzentration einer Sub-
stanz in einem Medium bzw. in einer Probe getroffen
werden kdnnen. Genauigkeiten der Konzentrations-
vorhersage erreicht. In der Anwendung kénnen man-
che Prozesse einen sehr gro3en Bereich an Protein-
konzentrationen aufweisen, die bevorzugt abgedeckt
werden sollten. Ggf. kann es sein, dass die Modellbe-
reiche zu klein sind und infolgedessen kann ein Um-
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schalten zwischen den Modellen innerhalb eines Pro-
zesses erforderlich

[0055] Die Genauigkeit der Vorhersage hangt ins-
besondere vom Bereich des Modells ab. Ggf. kann
es sein, dass dieser Bereich zu klein im Verhéaltnis
zum Fehler der Referenz ist und infolgedessen kann
ein Algorithmus nicht ermitteln, welche Wellenlangen
zur Bestimmung der Analytkonzentration erforderlich
sind. Ggf. kann es auch sein, dass der Bereich zu
grof} ist und infolgedessen werden nicht immer die
héchsten sein, welcher ggf. einen Sprung in der Vor-
hersage bewirken kann.

[0056] Bevorzugt erfolgt das Steuern und/oder Re-
geln bezlglich des mindestens einen Parameters
und der Parameter umfasst mindestens einen aus
den folgenden Parametern: eine Ventilschaltung, ei-
ne Pumpensteuerung, einen Medienfluss, einen Me-
diendruck, einen Gasdruck, einen pH-Wert, einen
Filtrierungsschritt, einen Fraktionierungsschritt, ei-
ne Zeitsteuerung, eine Prozesszeiteinstellung, eine
Temperatur, eine lonenkonzentration, einen Chroma-
tographie-Schritt.

[0057] Die Prozessteuerung, an die der Vorhersa-
gewert weitergegeben wird, kann auf Basis des er-
mittelten Vorhersagewertes auf den Prozess in ge-
winschtem Mafe Einfluss nehmen. Somit 1asst sich
ein Prozess effizient basierend auf einem bestimmten
Vorhersagewert steuern und/oder regeln. Die Rick-
kopplung kann insbesondere dazu dienen, den Pro-
zess effizienter zu gestalten und/oder das Produkt
bzw. die Substanz besonders schonend zu gewin-
nen und/oder vor einer mdglichen Denaturierung und/
oder Beschadigung durch unerwilinschte Werte der
Prozessparameter zu bewahren. Die Prozesspara-
meter, auf die beispielsweise Einfluss genommen
werden kann kénnen die besagten umfassen: eine
Ventilschaltung, einen Flussdruck, einen Gasdruck,
einen pH-Wert, einen Filtrierungsschritt, einen Frak-
tionierungsschritt, eine Zeitsteuerung, eine Prozess-
zeiteinstellung, eine Temperatur, eine lonenkonzen-
tration bzw. eine Salzkonzentration bzw. einen Titer,
einen Gradienten, einen Chromatographie-Schritt.

[0058] Bevorzugt erfolgt die Erfassung des mindes-
tens einen Probenspektrums der Probe online bzw.
in Echtzeit, insbesondere wahrend eines bzw. wah-
rend des Prozesses und das Steuern und/oder Re-
geln erfolgt bevorzugt auch wéhrend des Prozesses
als unmittelbare Folge des ermittelten Vorhersage-
wertes fur die unbestimmte Konzentration.

[0059] Eine Echtzeitiberwachung erlaubt der Pro-
zesseinheit und/oder dem Verwender und/oder einer
automatisierten Apparatur ein sofortiges Eingreifen in
die Prozessparameter auf Basis des ermittelten Vor-
hersagewertes bzw. auf Basis der ermittelten Kon-
zentration der in Frage stehenden Substanz. Ein so-
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fortiges Eingreifen in den Prozess erlaubt insbeson-
dere, das Regeln und/oder Steuern des Prozesses.
In anderen Worten kann eine Rickkopplung derart
erfolgen, dass mindestens ein Prozessparameter auf
Basis des ermittelten Konzentrationswertes mindes-
tens einer Substanz kontrolliert und/oder gesteuert
und/oder geregelt wird. Es wird damit auch ggf. ver-
mieden, dass eine Stichprobe von dem Medium ent-
nommen und ex situ gemessen werden muss. Die
Probe bzw. das Medium kann in situ, insbesonde-
re wahrend eines Prozesses innerhalb einer Anlage,
beispielsweise innerhalb eines Fermentationsbehal-
ters und/oder innerhalb einer Downstream Anlage,
beispielsweise vor und/oder hinter einer Chromato-
graphie-Einheit erfolgen.

[0060] Bevorzugt erfolgt die Generierung quantita-
tiver Modelle mittels multivariater Modellerstellung,
insbesondere mittels einer multivariaten Regressi-
onsmethode wie bevorzugt mittels multiple linear Re-
gression (MLR), und/oder partial least squares (PLS)
und/oder orthogonal partial least squares (OPLS).

[0061] Eine multivariate Regressionsmethode er-
laubt ein effizientes automatisiertes Ermitteln bzw.
Erstellen von Modellen mit einer hohen Prazision.
Parameter, die bei der Automatisierung erwinsch-
te Bedingungen bestimmen, beispielsweise Maximal-
und/oder Minimalwerte fir Prozessparameter, kon-
nen durch die Prozesseinheit und/oder den Verwen-
der vorgegeben werden. Der Prozess kann somit
auch in Abwesenheit eines Verwenders in Echtzeit
automatisiert bzw. automatisch tUberwacht werden.

[0062] Insbesondere wird mindestens ein Teil-
bereich, insbesondere einzelne Wellenldngen der
Spektren der Mehrzahl der Konzentrationsproben
durch eine Gewichtung abgeschwécht oder ausge-
schlossen.

[0063] Beispielsweise wird mindestens ein Teil-
bereich, insbesondere einzelne Wellenldngen der
Spektren der Mehrzahl der Konzentrationsproben
und bevorzugt Teilbereiche, fiir die eine Sattigung der
Spektren eintritt, fir die Anwendung auf das Proben-
spektrum durch eine Gewichtung abgeschwécht und
insbesondere ausgeschlossen.

[0064] Durch die Gewichtung beispielsweise um ei-
nen Faktor (Faktoren in diesem Beispiel normiert auf
1), der sehr viel kleiner als 1 ist, beispielsweise flr
Werte, die kleiner als etwa 0,1, insbesondere klei-
ner als etwa 0,05 und bevorzugt kleiner als etwa
0,01 sind, kann ausgeschlossen werden, dass un-
erwlinschte Daten, beispielsweise Absorptionswerte,
fur die eine Séattigung eintritt, automatisch aber un-
erwlinscht in die Erstellung eines Modells und/oder
die Ermittlung der Konzentration einer Substanz ein-
gehen. Dies kann auch der Fall sein fir Konzentra-
tionsbereiche, fur die eine Absorbanz bei einer Wel-
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lenldnge eine Abhangigkeit von der Konzentration
aufweist, die stark von einer linearen Konzentration
abweicht. Ebenfalls kbnnen Konzentrationsbereiche
und/oder Wellenldngen betroffen sein, bei denen die
Absorbanz eine besonders niedrige Sensibilitat ge-
genuber der Konzentrationsdnderung aufweist. Eine
Gewichtung kann beispielsweise automatisch erfol-
gen auf Basis vorgegebener Kriterien und/oder von
der Prozesseinheit und/oder dem Verwender vorbe-
stimmt werden. Fir die Erstellung von Modellen ist
es besonders bevorzugt, eine lineare Abhangigkeit
der Absorbanz von der Konzentration einer Konzen-
trationsreihe zu bericksichtigen bzw. zu bevorzugen,
da somit die Vorhersage bzw. Bestimmung bzw. Ab-
schatzung der Konzentration besonders prazise er-
folgen kann.

[0065] Bevorzugt wird bzw. werden mindestens ein
Teilbereich, insbesondere einzelne Wellenlangen der
Spektren der Mehrzahl der Konzentrationsproben,
bevorzugt Teilbereiche fir die eine lineare Abhén-
gigkeit zwischen Wellenlangen und Messwerten vor-
liegen, fir die Anwendung auf das Probenspektrum
starker gewichtet, wobei die Gewichtung manuell
oder mittels eines Algorithmus, insbesondere Fakto-
ranalyse,factor loadings bzw. PLS loadings, Regres-
sionen in PLS und/oder OPLS erfolgt.

[0066] Furdie Erzeugung von Modellen ist es beson-
ders vorteilhaft, Bereiche, fir die eine lineare Abhan-
gigkeit der Absorbanz von der Konzentration einer
Konzentrationsreihe zumindest ndherungsweise be-
steht, stérker zu gewichten. Die Vorhersage auf Basis
einer linearen Abhéngigkeit der Konzentration kann
besonders prazise erfolgen.

[0067] Bevorzugt erfolgt die Erfassung einer Vielzahl
von Proben-Messwerten bei einer einzigen im We-
sentlichen identischen Spaltbreite einer oder mehre-
rer Messzelle/n.

[0068] Das Beibehalten einer einzigen Messzelle er-
moglicht der Prozesseinheit und/oder dem Verwen-
der eine besonders effiziente Bestimmung der Kon-
zentration, da der Austausch von Hardware, insbe-
sondere von Messzellen verringert ggf. vollstédndig
vermieden werden kann. Die Umstande unter de-
nen gemessen wird, sind somit konstant und es wer-
den Variationen der Messkonfigurierung und dar-
aus resultierende fehlerhafte Einstellungen vermie-
den. Beispielsweise kann das reversible Einstellen ei-
ner Messzelle auf eine bestimmte Schichtdicke mit
Fehlern behaftet sein. Darliber hinaus wird ein zu-
satzlicher Verfahrensschritt oder werden mehrere zu-
satzliche Verfahrensschritte, die das Einstellen der
Schichtdicke umfassen, vermieden, was das Verfah-
ren besonders effizient macht.

[0069] Gemal einem Aspekt umfasst eine Vorrich-
tung zum Steuern und/oder Regeln eines Prozes-
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ses, insbesondere eines Downstream-Bioprozesses,
basierend auf der Vorhersage einer unbestimmten
Konzentration von mindestens einer Substanz in ei-
ner Probe bzw. einem Medium mittels Spektroskopie,
insbesondere UV/vis-Spektroskopie:

Mindestens eine Schnittstelle zum Erhalt von
Spektren einer Mehrzahl von Konzentrations-
proben der mindestens einen Substanz und von
mindestens einem Probenspektrum der Probe
bzw. des Mediums;

Mindestens eine Einheit zur

Generierung quantitativer Modelle auf Basis der
Spektren der Konzentrationsproben,

Zuordnung des Probenspektrums zu mindes-
tens einem quantitativen Modell der generierten
quantitativen Modelle; und

Anwendung des mindestens einen quantitativen
Modells, welches dem Probenspektrum zuge-
ordnet wurde, auf das Probenspektrum, um ei-
nen Vorhersagewert flr die unbestimmte Kon-
zentration zu ermitteln;

Mindestens eine Prozesseinheit zum Steuern
und/oder Regeln des Prozesses bezuglich min-
destens eines Parameters auf Basis des Vorher-
sagewertes fur die unbestimmte Konzentration.

[0070] Bevorzugt umfasst die Vorrichtung ein Spek-
trometer zur Erfassung der Spektren der Mehr-
zahl von Konzentrationsproben der mindestens ei-
nen Substanz und/oder des mindestens einen Pro-
benspektrums der Probe.

[0071] Gemal einem Aspekt umfasst ein Computer-
programmprodukt computerlesbare Befehle, die bei
der Ausfihrung des Programms durch ein geeigne-
tes computergestitztes System dieses veranlassen,
die Schritte des Verfahrens nach dem obigen Aspekt
oder einer der Ausfiihrungsformen auszufiihren.

[0072] Alle optionalen und bevorzugten Merkmale
der Aspekte, Beispiele und Ausfiihrungsformen des
Verfahrens kénnen entsprechend mit der Vorrich-
tung und/oder dem Computerprogrammprodukt kom-
binierbar sein. Infolgedessen ergeben sich die ent-
sprechenden Vorteile und technischen Effekte, die
hierin genannt sind.

[0073] Insbesondere kann die Erfindung realisiert
werden mit Single-Use (SU)- bzw. Einweg-Syste-
men, umfassend beispielsweise SU Downstream-
Elemente, SU Fermentationsbehalter, SU Beutel, SU
Behalter mit jeweils einem Wandungsvorsprung, wel-
cher einen Spalt und Fenster umfasst, durch welche
der Inhalt des Behélters spektroskopisch in situ, also
im Behalter in Echtzeit analysiert werden kann. Be-
vorzugt kdnnen auch tube lines mit SU Durchfluss-
zelle verwendet werden, welche auch in Kombinati-
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on oder direkter Verbindung zu SU Behaltern stehen
kénnen.

[0074] Im Folgenden werden einige Ausfuhrungs-
beispiele néaher beschrieben, wobei die Erfindung
nicht auf die beschriebenen Ausflihrungsbeispiele
beschrankt sein soll.

[0075] Einzelne Merkmale, die in einer bestimmten
Ausfuhrungsform beschrieben werden, kdnnen belie-
big kombiniert werden, vorausgesetzt, sie schlieRen
einander nicht aus. Darlber hinaus sind verschiede-
ne Merkmale, die in den beispielhaften Ausfiihrungs-
formen zusammen bereitgestellt werden, nicht als die
Erfindung einschrankend anzusehen.

Figurenliste

Fig. 1 ist eine schematische Darstellung einer
beispielhaften Prozessiberwachung fir einen
Downstreamprozess;

Fig. 2 ist eine Darstellung eines beispielhaften
Spektrums einer Proteinbande mit markierten
Wellenldngenbereichen zu verschiedenen Mo-
dellen;

Fig. 3 ist eine Darstellung einer beispielhaften
Auftragung von Absorptionswerten der in Fig. 2
dargestellten beispielhaften Proteinbande ent-
sprechend von unterschiedlichen Konzentrati-
onsproben gegen die entsprechende Konzen-
tration bei drei unterschiedlichen Anregungswel-
lenlangen;

Fig. 4 ist eine Darstellung einer beispielhaften
Auftragung von Absorptionswerten unterschied-
licher Konzentrationsproben gegen die entspre-
chende Konzentration bei zwei unterschiedli-
chen Anregungswellenlangen;

Fig. 5 ist eine schematische Darstellung eines
beispielhaften Verfahrens zum Steuern bzw. Re-
geln eines Prozesses; und

Fig. 6 zeigt die beispielhafte Vorhersage gegen-
Uber dem Referenzwert fiir DNA.

[0076] Fig. 1isteine schematische Darstellung einer
beispielhaften Prozessiiberwachung fir einen Down-
streamprozess 3. Die Prozessiberwachung wird in
diesem Beispiel mittels eines UV/vis Spektrometers
4 verwirklicht. Bei den beiden in der Fig. 1 gezeigten
Darstellungen von UV/vis Spektrometern 4 kann es
sich auch lediglich um ein einziges UV/vis Spektro-
meter 4 handeln. Das zumindest eine UV/vis Spek-
trometer 4 ist an eine Auswerteeinheit angeschlossen
bzw. gekoppelt. Die Auswerteeinheit 9 umfasst vor-
liegend einen Rechner mit einem Desktop bzw. einer
Ausgabeeinheit bzw. einen Bildschirm 9a, auf dem
die gemessenen Spektren 1,, 1, angezeigt bzw. dar-
gestellt werden kénnen. Die Auswerteeinheit 9 kann
eine Schnittstelle zum Erhalt von Spektren umfassen,
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wie zum Beispiel eine Schnittstelle zum Anschluss
eines Datenkabels. Zusatzlich oder alternativ kann
auch das UV/vis Spektrometer 4 eine Schnittstelle
zum Erhalt von Spektren umfassen, sodass die Daten
beispielsweise von einem Gerat und/oder einer Aus-
werteeinheit 9 und/oder einem Datentréger abgegrif-
fen werden kénnen.

[0077] Ein aufzureinigendes Medium 5, kann eine
erste Messzelle 7a durchlaufen bevor es die Aufrei-
nigungseinheit 6 passiert bzw. durchlauft. Die erste
Messzelle 7a erlaubt dem der Prozesseinheit und/
oder dem Verwender ein erstes Spektrum 5, von dem
Medium aufzunehmen. Die erste Messzelle 7a um-
fasst insbesondere eine Flusszelle. Das Medium 5,
kann in diesem Schritt insbesondere eine oder meh-
rere zu Uberwachende Substanzen umfassen. Dar-
Uber hinaus kann das Medium 5, insbesondere Ver-
unreinigungen bzw. Substanzen, die von dem Medi-
um 5, getrennt werden sollen, umfassen. Beispiels-
weise kann das Medium 5, HCPs umfassen, welche
von dem Medium 5, abgetrennt bzw. getrennt bzw.
isoliert werden sollen. Der Bildschirm 9, in Fig. 1 stellt
beispielhaft ein Spektrum 1, insbesondere ein Ab-
sorptionsspektrum des aufzureinigenden Mediums 5,
dar, welches zwei Banden a, b aufweist. Die ers-
te Bande a kann beispielsweise von der Verunreini-
gung hervorgerufen werden und die zweite Bande b
kann beispielsweise von der Zielsubstanz, beispiels-
weise dem Zielprotein hervorgerufen werden. Alter-
nativ zu der ersten Messzelle 7a kann das aufzurei-
nigendes Medium 5, auch innerhalb eines Behalters
untersucht werden. Beispielsweise kann ein Spek-
trum 1, von dem aufzureinigenden Medium 5, zumin-
dest teilweise innerhalb eines Fermentationsbehal-
ters aufgenommen bzw. gemessen bzw. erfasst wer-
den.

[0078] Das Medium 5, durchlauft hinter der ers-
ten Messzelle 7a eine Aufreinigungseinheit 6. Die
Aufreinigungseinheit 6 kann beispielsweise folgen-
de Verfahren zur Reinigung bzw. Trennung ermdg-
lichen: Filtration, Chromatographie, insbesondere
Séaulenchromatographie und/oder Hochleistungsflis-
sigkeitschromatographie, Elektrophorese, Extrakti-
on, Fallung, Sedimentation, Zentrifugieren und/oder
Dialyse etc. Die Aufreinigungseinheit 6 ist insbeson-
dere dazu ausgelegt, das Medium 5, von Verunrei-
nigungen und/oder unerwiinschten Substanzen zu
isolieren bzw. zu trennen, sodass das Medium 5
nach durchlaufen der Aufreinigungseinheit 6 zumin-
dest die unerwiinschte Substanz, beispielsweise HP-
Cs, im Wesentlichen nicht mehr umfasst. Das im We-
sentlichen aufgereinigte Medium 5, umfasst hinge-
gen nur noch erwlinschte Substanzen, wie beispiels-
weise Zielmolekile, insbesondere Zielproteine und/
oder Salze, insbesondere Puffersubstanzen.

[0079] Das zumindest teilweise aufgereinigte Medi-
um 5, verlasst nach dem Schritt der Aufreinigung die
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Aufreinigungseinheit 6 und passiert bzw. durchlauft
eine weitere Messzelle 7b. Es kann sich alternativ
auch um die erste Messzelle 7a handeln, insbeson-
dere kann es sich um die erste gereinigte Messzelle
7a handeln, jedoch ist es bevorzugt, dass das aufger-
einigte Medium 5,, eine nicht identische weitere bzw.
zweite Messzelle 7b passiert, da es ggf. in der ersten
Messzelle 7a mit den Verunreinigungen kontaminiert
werden kénnte. Bei der zweiten Messzelle 7b kann
es sich jedoch um ein identisches Modell der ersten
Messzelle 7a handeln.

[0080] Wenn das Medium in, insbesondere durch
die weiteren Messzelle 7b flie3t oder sich zumindest
zweitweise darin befindet, kann ein weiteres Spek-
trum 1, von dem UV/vis Spektrometer 4 erfasst wer-
den. Der Bildschirm 9a in Fig. 1 stellt beispielhaft ein
Spektrum 1,, insbesondere ein Absorptionsspektrum
des zumindest teilweise aufgereinigten Mediums 5,
dar, welches im Wesentlichen nur noch die Bande b
aufweist. Die erste Bande a, die noch im ersten Spek-
trum 1, sichtbar war und die beispielsweise von der
Verunreinigung hervorgerufen wurde ist zumindest
nicht mehr sichtbar in dem angezeigten Spektrum
1, des aufgereinigten Mediums 5. Die zweite Ban-
de b, die beispielsweise von der Zielsubstanz, bei-
spielsweise von dem Zielprotein hervorgerufen wird,
ist jedoch noch sichtbar. Dies indiziert, dass die Sub-
stanz, die die erste Bande a erzeugt, groftenteils
von dem Medium 5, in der Aufreinigungseinheit 6 ge-
trennt wurde.

[0081] An und/oder in den Messzellen 7a, 7b sind
jeweils zwei optische Lichtleiter 8 angeordnet. Da-
bei kann in einen der beiden optischen Lichtleiter
8, beispielsweise von der Seite des UV/vis Spektro-
meters eine elektromagnetische Strahlung gekoppelt
werden, welche auf der Seite der Messzelle 7a, 7b
aus dem optischen Lichtleiter 8 heraustritt und die
Messzelle 7a, 7b zumindest teilweise passiert, so-
dass ein optischer Lichtleiter 8 auf der Gegensei-
te der jeweiligen Messzelle 7a, 7b die transmittier-
te elektromagnetische Strahlung zumindest teilweise
erfassen kann und diese zumindest teilweise an das
UV/vis Spektrometer 4 senden bzw. leiten kann.

[0082] Alternativ kann die Prozessiberwachung
auch an und/oder in einem Behélter erfolgen. Bei-
spielsweise kann mindestens ein optischer Lichtleiter
an und/oder in einen Fermentationsbehalter gefihrt
werden, sodass dieser mittels eingekoppeltem Licht
das Medium in dem Fermentationsbehalter anregen
kann und/oder das Licht, das zumindest einen Teil
des Mediums passiert bzw. durchlaufen und ggf. an-
geregt hat, einfangen bzw. zu einem Detektor bzw.
einem Sensor leiten kann. Die Uberwachung kann ei-
nerseits zumindest teilweise in situ und/oder ex situ
erfolgen. In anderen Worten kdnnen Elemente, die
zur Uberwachung ggf. benétigt werden, wie Senso-
ren und/oder Lichtleiter in den Innenraum des Fer-
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mentationsbehalters hineinragen und insbesondere
in direktem physischen Kontakt mit dem Medium, ins-
besondere der Fermentationsbriihe stehen (in situ),
und/oder von aul3en, beispielsweise an einem Fens-
ter mit optischem Zugang zum Innenraum angeord-
net sein, sodass ein direkter physischer Kontakt mit
dem Medium vermieden werden kann (ex situ).

[0083] Die Messzellen 7a, 7b weisen insbesonde-
re eine im Wesentlichen konstante optische Pfadlan-
ge bzw. Dicke auf. Die optische Pfadlange des Lich-
tes bzw. die Dicke der Messzelle 7a, 7b kann zwi-
schen etwa 100 nm und etwa 10 cm, insbesondere
zwischen etwa 500 nm und etwa 5 mm und beson-
ders bevorzugt zwischen etwa 800 nm und etwa 3
mm liegen.

[0084] Fig. 2 ist eine Darstellung eines beispielhaf-
ten Spektrums einer Proteinbande mit markierten
Wellenldngenbereichen zu verschiedenen Modellen.
Die Absorbanz 2 ist zwischen etwa 240 nm und et-
wa 360 nm gegen die Wellenlédnge A aufgetragen und
somit ergibt sich das Spektrum 1, insbesondere das
Absorptionsspektrum fiir eine Bande, die ihr lokales
Maximum in etwa zwischen 270 nm und 280 nm hat
und zu beiden Seiten eine abfallende Flanke zeigt.
Die Absorptionsbande wird hervorgerufen durch ein
beispielhaftes Protein.

[0085] Die Erfindung basiert auf der Messung bzw.
Erfassung Absorptionsspektren statt einzelner Wel-
lenldngen und/oder Wellenldngenbereiche. Dabei
befindet sich wahrend der Messung ein Medium in ei-
ner Messzelle, beispielsweise in einer Flusszelle, die
eine im Wesentlichen konstante Dicke zwischen etwa
100 nm und etwa 10 cm, insbesondere zwischen et-
wa 500 nm und etwa 5 mm und besonders bevorzugt
zwischen etwa 800 nm und etwa 3 mm, beispielswei-
se von etwa 1mm aufweist.

[0086] Abhangig von dem zu messenden Kon-
zentrationsbereich werden verschiedene multivaria-
te Modelle erstellt, die auf der Auswertung verschie-
dener Wellenlangenbereiche basieren. Die Modelle
kénnen dabei beispielsweise auf PLS basieren, wo-
bei die Konzentration eines vorbestimmten Proteins
als ZielgroRe festgelegt ist und die Absorptionswer-
ten des jeweiligen Spektralbereichs als Eingangsgro-
Ren dienen.

[0087] Die Wellenldngenbereiche kdnnen entweder
selbst per Hand ausgewahlt werden und/oder Ulber
einen Algorithmus bestimmt und/oder unterschied-
lich gewichtet werden. Dabei kdnnen alle gewahl-
ten Wellenlangenbereiche durch die Absorbanz des
Zielanalyten (z.B. DNA oder Protein), dem vorzugs-
weise linearen Bereich der Detektorantwort oder der
Anderungen der Matrix, z.B. durch Partikelstreuung
oder Anderungen der Pufferzusammensetzung, be-
einflusst werden.

11/26



DE 10 2020 002 256 A1

[0088] In der Fig. 2 sind einzelne Wellenlangenbe-
reiche angedeutet, die jeweils einem Modell M1, M2,
M3, M4 zugeordnet sind. Beispielsweise liegt der
Wellenldngenbereich, der dem Modell M1 zugeord-
net ist, etwa zwischen 270 nm und 280 nm. Der Wel-
lenlangenbereich, der dem Modell M2 zugeordnet ist,
liegt zwischen etwa 280 nm und 290 nm. Der Wel-
lenlangenbereich, der dem Modell M3 zugeordnet ist,
liegt zwischen etwa 290 nm und 300 nm und der Wel-
lenlangenbereich, der dem Modell M4 zugeordnet ist,
liegt zwischen etwa 300 nm und 310 nm.

[0089] Die einzelnen Wellenlangenbereiche weisen
unterschiedliche Empfindlichkeiten hinsichtlich der
Detektion der Analytkonzentration bzw. der Konzen-
tration der in Frage stehenden Substanz auf. Bei-
spielsweise weist das Modell 1, das dem Wellenlan-
genbereich zugeordnet ist, in das das Maximum der
Absorptionsbande fallt, eine besonders hohe Emp-
findlichkeit auf verglichen mit den anderen Modellen.
Die Modelle, die den Wellenlangenbereichen zuge-
ordnet sind, die im Wesentlichen in der Flanke der
Absorptionsbande liegen, zeigen von Modell 2 nach
Modell 4 hin jeweils eine abnehmende Empfindlich-
keit im Vergleich zueinander. In anderen Worten gilt
fur die hier gezeigte Einteilung der Modelle, dass die
Empfindlichkeit mit zunehmender Wellenlange ab-
nimmt. Somit unterscheidet sich der dynamische Be-
reich je nachdem, welches Modell M1, M2, M3, M4
gewahlt ist. Ahnliches gilt fiir die erreichbare analyti-
sche Genauigkeit der Messung.

[0090] Verglichen mit dem Trend der Empfindlich-
keit verhalt es sich genau anders herum mit der ab-
solut messbaren Konzentration einer Substanz. Das
Modell 1, das dem Wellenlangenbereich zugeordnet
ist, in das das Maximum der Absorptionsbande fallt,
weist ein geringes Potential auf, hohe Konzentratio-
nen nachzuweisen. Hingegen steigt dieses Potential
mit zunehmender Wellenldnge im vorliegenden Fall.
Die Modelle, die Wellenlangen am Rand der Flanke
der Bande zugeordnet sind, zeigen eine besonders
hohe Fahigkeit, hohe Konzentrationen anzudeuten.

[0091] Basiert das Modell auf den Wellenlangen mit
der hdchsten Absorbanz bzw. dem Maximum einer
Bande, so hat dieses Modell die héchste Empfind-
lichkeit, allerdings ist die obere Detektionsgrenze be-
reits bei geringen Substanzkonzentrationen schnell
erreicht. Das Modell M4 basiert hingegen hauptsach-
lich auf Wellenlangenbereichen, welche in der Flan-
ke der Bande liegen. Somit ist die Empfindlichkeit
geringer, daftr kdnnen jedoch weitaus héhere Sub-
stanzkonzentrationen gemessen werden. Insbeson-
dere erreicht das Maximum einer Absorptionsban-
de bei schon relativ geringen Konzentration wegen
der hohen Empfindlichkeit sehr hohe Werte, die ins-
besondere den dynamischen Bereich eines Sensors
bzw. Detektors tberschreiten.
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[0092] In anderen Worten weisen die einzelnen Wel-
lenlangenbereiche unterschiedliche Empfindlichkei-
ten hinsichtlich der Detektion der Analytkonzentrati-
on auf. Somit unterscheidet sich der dynamische Be-
reich je nach Modell, das gleiche gilt fir die erreichba-
re analytische Genauigkeit der Messung. Fig. 2 ver-
anschaulicht dies. Es zeigt beispielhaft eine Absorpti-
onsbande von einem Protein bzw. einer Proteinspezi-
es. Basiert das Modell im Kern auf den Wellenlangen
mit der héchsten Absorption, so hat dieses Modell die
héchste Empfindlichkeit, allerdings ist die obere De-
tektionsgrenze bereits bei geringen Proteinkonzen-
trationen schnell erreicht. Das Modell 4 basiert hinge-
gen hauptsachlich auf Wellenldngenbereiche, welche
in der Flanke der Bande liegen. Somit ist die Empfind-
lichkeit geringer, daftr kbnnen jedoch weitaus héhe-
re Proteinkonzentrationen gemessen werden.

[0093] Dies wird auch in den unterschiedlichen linea-
ren Bereichen der verschiedenen Modelle deutlich.
Fig. 4 zeigt die Absorbanz bzw. Absorption zweier
Proteinbanden bei verschiedenen Konzentrationen.
Die Bande bei 224 nm andert sich weitaus starker mit
steigender Proteinkonzentration als die 280er Bande
(und hat damit eine héhere Empfindlichkeit). Dafir ist
der lineare Bereich bei der 280er Bande weitaus gro-
Rer.

[0094] In Fig. 3 ist gezeigt, wie sich die Absorbanz
der Modelle basierend auf verschiedenen Wellenlan-
genbereichen einer einzigen Bande bei sich dndern-
den Proteinkonzentrationen verhalt.

[0095] Anhand der jeweiligen Auftragungen der Ab-
sorptionswerte 2 zu jeweils bestimmten Wellenlan-
gen A in Abhangigkeit der Konzentration wird die zu-
vor beschriebene Abhangigkeit beschrieben in den
folgenden Figuren Fig. 3 und Fig. 4 beschrieben.

[0096] Fig. 3 ist eine Darstellung der Auftragung von
Absorptionswerten 2 der in Fig. 2 dargestellten Prote-
inbande fir jeweils unterschiedliche Konzentrationen
¢ bei drei unterschiedlichen Anregungswellenlangen.
Die in Fig. 2 dargestellte Proteinbande entspricht je-
doch nur einer einzigen ausgewahlten Konzentrati-
on. In anderen Worten ist die Absorption 2 gegen
die Substanzkonzentration c¢ fir verschiedene Wel-
lenlangenbereiche der Proteinbande mit dem Maxi-
mum bei etwa 280 nm aufgetragen. In Fig. 3 ist ins-
besondere dargestellt, wie sich die Absorbanz 2 drei-
er Modelle basierend auf verschiedenen Wellenlan-
genbereichen einer einzigen Bande bei sich andern-
den Substanzkonzentrationen c verhalt.

[0097] Die drei Modelle, die hinsichtlich der Flg. 3
beispielhaft gewahlt wurden, sind Wellenlangenbe-
reichen zugeordnet, die jeweils den Wert von etwa
300 nm, 290 nm und 280 nm umfassen. Die erfass-
ten benachbarten Datenpunkte eines Modells wur-
den jeweils mit einer linearen Verbindungslinie ver-
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bunden. Insbesondere eignen sich Modelle in Berei-
chen, die im Wesentlichen lineare Abh&ngigkeiten
zwischen Absorbanz 2 und Konzentration c zeigen,
fur die zuverldssige Vorhersage von unbestimmten
Konzentrationen. Wie aus der Darstellung in Fig. 3
sichtbar wird, weisen die Wellenlangenbereiche bzw.
die Modelle unterschiedliche im Wesentlichen lineare
Bereiche auf.

[0098] Beispielsweise zeigt die Auftragung flir etwa
300 nm einen linearen Bereich Uber eine besonders
breite Konzentration ¢, und zwar zwischen etwa 0 g/
I und 150 g/l. Der gesamte Bereich kann zur Vorher-
sage einer unbestimmten Konzentration herangezo-
gen werden, wenngleich die Sensitivitat bzw. Emp-
findlichkeit dieser Wellenlange gegeniber der Kon-
zentration c vergleichsweise mit den anderen Model-
len nicht hoch ist. Die Auftragung fir etwa 290 nm
zeigt eine hohe Sensitivitat im Vergleich mit der Auf-
tragung fir etwa 300 nm. Der lineare Bereich inner-
halb dem zuverldssige Vorhersagen getroffen wer-
den kdénnen, endet jedoch bereits flir Werte ab et-
wa 50 g/l. Die Auftragung fir 280 nm zeigt eine ver-
gleichsweise hohe Sensitivitdt gegeniber Verande-
rungen in der Konzentration, allerdings ist lediglich
der Konzentrationsbereich unterhalb von etwa 10 g/
| linear. Hinsichtlich des in Fig. 2 dargestellten Spek-
trums liegt der Wert von etwa 280 nm relativ nahe
am Maximum, wohingegen die anderen beiden Wer-
te von etwa 290 nm und 300 nm im Bereich der ab-
fallenden Flanke des Spektrums 1 liegen.

[0099] In anderen Worten gilt, dass je nachdem, wel-
ches Modell gewahlt wurde, verschieden grof3e li-
neare Bereiche zur Auswertung herangezogen wer-
den kénnen. Die drei dargestellten Modelle haben un-
terschiedliche Empfindlichkeiten, insbesondere bei
niedrigen Substanzkonzentrationen. Das Modell fir
280 nm zeigt die hochste Empfindlichkeit und somit
auch Messgenauigkeit bei niedrigen Substanzkon-
zentrationen, dafur besitzt das Modell bei 300 nm ei-
nen weitaus grofleren linearen Bereich bis 150 g/l
Protein. Auf diese Weise ist es moglich, verschiede-
nen Anwendung gerecht zu werden, beispielsweise
die Uberwachung einer DNA-Konzentration und/oder
die Konzentration verschiedener Proteine, wobei die
Hardware beibehalten werden kann und insbesonde-
re keine Variation der optischen Pfadlange vorausge-
setzt wird.

[0100] Fig. 4 ist eine Darstellung der Auftragung von
Absorptionswerten zweier beispielhafter Banden bei
zwei unterschiedlichen Anregungswellenldngen fur
unterschiedliche Konzentrationen. In anderen Wor-
ten zeigt die Fig. 4 die jeweilige Absorbanz zweier
Proteinbanden bei verschiedenen Konzentrationen.
Die Bande bei 224 nm andert sich weitaus starker mit
steigender Substanzkonzentration als die Bande bei
280 nm und hat damit eine héhere Empfindlichkeit.
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Daflir ist der lineare Bereich bei der Bande bei 280
nm weitaus grof3er.

[0101] Fig. 5 ist eine schematische Darstellung ei-
nes beispielhaften Verfahrens 100 zum Steuern bzw.
Regeln eines Prozesses. Das Verfahren beginnt mit
dem Schritt 101, in dem eine Mehrzahl von Spektren
einer Konzentrationsreihe einer bestimmten Sub-
stanz, deren Konzentration in einem Medium bzw.
in einer Probe bestimmt werden soll. Beispielswei-
se kann es sich bei dem zu trennenden Protein um
ein Protein der Photosynthese handeln. Beispielswei-
se kann eine Verdinnungsreihe gestaffelte Konzen-
trationsbereiche umfassen. Insbesondere kénnen die
Konzentrationen einer Substanz fir vorbestimmte
Bereiche in konstanten Absténden liegen, wobei die
die konstanten Abstande bereichsweise vergréern
und/oder verkleinern kénnen. Zusatzlich oder alter-
nativ kdnnen die Abstédnde zumindest firr einen Be-
reich auch nicht konstant gewahlt sein. Ein solches
Beispiel einer Konzentrationsreihe ist im Folgenden
gegeben: 100 mg/l; 400 mg/l; 700 mg/l; 1g/l; 1,5 g/l;
29ll;2,5g/l; 5g/l; 7,5 g/l; 10 g/l; 20 g/I; 30 g/l; 40 g/l;
50 g/l; 75 g/l; 100 g/l; 150 g/l usw.

[0102] Bevorzugt umfasst die Konzentrationsreihe
lediglich die zu bestimmende Substanz in unter-
schiedlichen Konzentrationen geldst in einem geeig-
neten im Wesentlichen physiologischen Lésungsmit-
tel, insbesondere in einer wassrigen Pufferlésung,
beispielsweise in einer Phosphatgepufferten Salzl6-
sung oder einem TBS-Puffer. Ggf. kann die Lésung
auch ein Detergens und/oder ein Zusatz einer ande-
ren Substanz zur Verhinderung einer méglichen De-
naturierung der Substanz umfassen.

[0103] Fur die Erfassung der Spektren der Konzen-
trationsreihe wird insbesondere eine Messzelle mit
einer konstanten Spaltbreite bzw. Probenschichtdi-
cke verwendet. Alternativ kbnnen zwei optische Licht-
leiter mit einem konstanten Abstand zumindest teil-
weise innerhalb eines Behalters, in dem sich das
Medium zumindest teilweise befindet, angeordnet
sein, wobei ein Nichtleiter dazu ausgelegt ist, Licht
bzw. elektromagnetische Strahlung in das Medium zu
emittieren und der andere Lichtleiter dazu ausgelegt
ist, die transmittierte Strahlung zumindest teilweise
aufzunehmen und an eine Auswerteeinheit und/oder
das UV/vis Spektrometer weiterzuleiten.

[0104] Firjede Konzentrationsprobe der Konzentra-
tionsreihe wird jeweils mindestens ein Spektrum, ins-
besondere in einem Bereich zwischen etwa 200 nm
und 700 nm erfasst.

[0105] Anhand der Spektren der Konzentrationsrei-
he, bei der Ublicherweise Absorptionswerte gegen die
Wellenlange aufgetragen werden, werden im Schritt
102 geeignete Modelle fiir verschiedene Konzentra-
tionsbereich erstellt. Insbesondere werden multiva-
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riate Modelle erstellt, bevorzugt mittels partial least
square (PLS) Regression, orthogonal PLS (OPLS)
Regression und vergleichbaren Regressionskonzep-
ten.

[0106] Insbesondere kénnen hierarchische Model-
le gewahlt werden, wobei jedes Modell einen be-
stimmten Konzentrationsbereich abdeckt. Fir hierar-
chische Modelle gilt in der Regel, dass die Préazision
fur niedrige Konzentrationen hoch ist und bei héheren
Konzentrationen abnimmt und demzufolge ggf. Mo-
dellfehler auftreten kénnen.

[0107] Das Verfahren 100 bietet zwei kombinierba-
re Optionen, und zwar Option A, ein globales Modell
und Option B, ein lokales Modell. Das globale Mo-
dell der Option A umfasst die beispielhaften Untermo-
delle und zwar Modelle M1, M2 und M3, jeweils ba-
sierend auf Spektren gemessen beispielsweise zwi-
schen etwa 0 g/l und 5 g/l, zwischen etwa 0 g/l und
25 g/l und zwischen etwa 0 g/l und 75 g/I. Zuséatzlich
oder alternativ kann auch ein lokales Modell ange-
wandt werden. Das lokale Modell der Option B um-
fasst die beispielhaften Untermodelle und zwar Mo-
delle M4, M5 und M6, jeweils basierend auf Spektren
gemessen beispielsweise zwischen etwa 0 g/i und 5
g/l, zwischen etwa 5 g/l und 25 g/l und zwischen etwa
25 g/l und 75 g/l. Der wesentliche Unterschied zwi-
schen Option A und Option B besteht darin, dass fur
Option B, die Modelle M4, M5 und M6 nicht alle bei
etwa 0 g/l beginnen, sondern lediglich das erste Mo-
dell M4.

[0108] Optional kann ein hierarchisches Modell ge-
wahlt werden, das ein globales Modell (Option A)
Uber einen gesamten Konzentrationsbereich (bei-
spielsweise zwischen etwa 0 g/l und 75 g/l) um-
fasst und eine oberste Hierarchie darstellt und wei-
tere Untermodelle M4, M5, M6 (Option B) fur einzel-
ne Konzentrationsbereiche (beispielsweise gestaffelt
zwischen etwa 0 g/l und 75 g/l).

[0109] Untermodelle basieren in der Regel jeweils
auf nicht-gesattigten Spektren bzw. Spektrenberei-
chen, welche beispielsweise mittels eines OPLS/PLS
Algorithmus, und/oder mittels Auftragung der Absor-
banz gegen die Konzentration der relevanten Wel-
lenldangen ermittelt wird. In anderen Worten ist das
Ziel eines Modells insbesondere, auf nicht gesattig-
ten Spektrenbereichen aufzubauen. Dies trifft sowohl
auf das globale Modell als auch auf die Untermodel-
le zu. Insbesondere erfolgt eine Bestimmung des li-
nearen Bereiches jeder Auftragung bezlglich jeder
gewahlten Wellenldnge, auf die eine Entscheidung
folgt, ob die gewahlte Wellenlange eines Modells fiir
einen bestimmten Konzentrationsbereich angewen-
det werden kann. Im linearen Bereich ist die Steigung
des Detektorsignals bei Konzentrations&nderungen
in der Regel maximal. Oberhalb des linearen Berei-
ches nimmt die Steigung sukzessive ab, bis es im
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Wesentlichen keine Anderung des Detektorsignals
bei weiterer Konzentrationserhéhung gibt. Der nicht-
lineare Bereich kann weiterhin ausgewertet werden,
allerdings ist in diesem Bereich die Vorhersagege-
nauigkeit geringer und es liegt eine hdhere Komplexi-
tat des Modells vor, beispielsweise aufgrund von zu-
satzlichen Hauptkomponenten. Standard MVDA Ver-
fahren stellen in der Regel multilineare Verfahren dar
und daher kdnnen diese Nichtlinearitaten bzw. nicht
linearen Bereiche nicht optimal modelliert werden.
Deshalb eignen sich insbesondere lineare Bereiche
der Auftragung zur Bestimmung einer unbestimmten
Konzentration einer Substanz.

[0110] Ein Datensatz zur Modellierung umfasst ei-
ne Vielzahl an Spektren von Proben mit bekanntem
Analytgehalt (z.B. Protein). Eingangsgrofien sind ei-
ne Vielzahl von Intensitaten bei verschiedenen Wel-
lenlangen (X-Werte) sowie Referenzwerte, wie bei-
spielsweise Proteingehalt bzw. -Konzentration (Y-
Werte). Der Algorithmus findet Korrelationen im mul-
tivariaten Raum der X-Werte, die dem Verlauf der
Y-Werte entsprechen. Es wird insbesondere auf das
Fachbuch ,Multi- and Megavariate Data Analysis -
Basic principles and Applications® (3 Edition) von
L. Eriksson et al. verwiesen, in dem (insbesondere
4. Kapitel) eine ausfihrliche Einfihrung zur Modellie-
rung, insbesondere mittels PLS zu finden ist.

[0111] Im folgenden Schritt 103 wird eine Online-
Messung bzw. eine Echtzeitmessung mindestens ei-
nes Probenspektrums einer Probe bzw. eines Medi-
ums erfasst, das insbesondere die zu bestimmende
Substanz umfasst. Der Begriff Online-Messung bzw.
Echtzeitmessung bezieht sich auf den Umstand, dass
das Medium bzw. die Probe unmittelbar vor und/oder
nach und/oder wahrend eines Prozesses untersucht
wird, sodass dynamisch bzw. unmittelbar auf Basis
der ermittelten Konzentration der Substanz auf ein
oder mehrere Prozessparameter Einfluss genommen
werden kann.

[0112] Im Schritt 104 wird das Probenspektrum, das
in Schritt 103 aufgenommen wurde in mindestens ein
geeignetes Modell eingeordnet bzw. diesem zuge-
ordnet. Mégliche Methoden zur Klassifizierung um-
fassen z.B. PLS-DA (Partial Least Squares Discri-
minant Analysis), SIMCA-Berechnungen (Soft Inde-
pendent Modeling of Class Analogy) der euklidischen
Distanzen oder ein Dendrogramm. Das Probenspek-
trum wird mit den Spektrenséatzen der einzelnen Mo-
delle verglichen und eine Einordnung nach bestem Fit
bzw. nach bestem Fitergebnis getroffen. In anderen
Worten werden insbesondere zumindest ein, bevor-
zugt jedoch mehrere Absorptionswerte eines Proben-
spektrums mit den entsprechenden Absorptionswer-
ten der Spektren verschiedener Modelle verglichen.

[0113] Zusétzlich oder alternativ kann die Einord-
nung auch auf Prozesswissen bzw. bekannten Pro-
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zessparametern basieren, z.B. auf bekannten Kon-
zentrationsbereichen des Prozessschrittes.

[0114] Das Probenspektrum ergibt sich insbesonde-
re aus einer Messung, insbesondere aus einer on-
line Messung im Prozess. Ein optimal anzuwenden-
des Modell kann insbesondere ausgewahlt werden.
Ein Kriterium kann beispielsweise die zu erwarten-
de Konzentration der Probe darstellen. Der Anwen-
der kann aufgrund des Prozesses demzufolge relativ
grob einordnen, ob die Konzentration der Probe bei-
spielsweise bei etwa 15 g/l oder bei etwa 150 g/l liegt,
allerdings kann eine feine Einordnung nur mittels des
entsprechend gewahlten Modells erfolgen. Es kann
also unter Umsténden ohne zutreffendes Modell nicht
abgeschatzt werden, ob die Konzentration bei etwa
12 g/l, 15 g/l oder 17 g/l liegt. Ein geeignetes Modell
ware beispielsweise ein Modell zwischen 5 und 20 g/I.

[0115] Im Schritt 105 wird das Modell auf das Pro-
benspektrum angewandt, um die unbekannte Kon-
zentration der Substanz im Wesentlichen zumindest
naherungsweise zu bestimmen bzw. vorherzusagen.
Anschlielend wird der Vorhersagewerte bzw. der be-
stimmte der Konzentration der Substanz von der Re-
cheneinheit im Schritt 106 ausgegeben und in Schritt
107 an die Prozesssteuerung weiteregegeben bzw.
gesandt. Auf Basis des ermittelten Konzentrations-
wertes kann somit die Prozessteuerung, an die dieser
Wert weitergegeben wird, im Schritt 108 auf den Pro-
zess in gewlnschtem Malfe Einfluss nehmen. Somit
l&sst sich ein Prozess basierend auf einem bestimm-
ten Vorhersagewert steuern und/oder regeln.

[0116] In anderen Worten wird im Schritt 104 ein ak-
tuelles Spektrum bzw. ein Probenspektrum zu einem
passenden Modell zugeordnet. Unter Zuhilfenahme
des gewahlten Modells wird unter Schritt 105 die ak-
tuelle bzw. die zu bestimmende Konzentration der
Substanz bestimmt. Unter Schritt 106 wird der ermit-
telte Wert fir die Konzentration der Substanz an ein
Interface bzw. an eine Schnittstelle ausgegeben und
im Schritt 107 an eine Kontrolleinheit weitergegeben.
Auf Basis des ermittelten Konzentrationswertes kann
die Prozessteuerung, die den Vorhersagewert erhalt,
im Schritt 108 auf den Prozess, insbesondere auf ei-
nen oder mehrere Prozessparameter in gewinsch-
tem Malfe Einfluss nehmen.

[0117] Die Modellierung, insbesondere die Generie-
rung mehrerer quantitativer Modelle auf Basis der
Spektren der Konzentrationsproben unterscheidet
sich ausdrucklich von einer ublichen Kalibrierung. Ei-
ne typische Kalibrierung kann beispielsweise im We-
sentlichen auf einer linearen Regression zwischen ei-
ner Wellenlange und einer Proteinkonzentration ba-
sieren. Eine lineare Regression basiert im Wesentli-
chen auf einem Fit bzw. einer Abgleichsrechnung mit
einem linearen Modell. Eine Kalibrierung kann auch
auf nicht linearen Modellen basieren. Die hier be-
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schriebene Modellierung basiert hingegen insbeson-
dere auf PLS-Modellen.

[0118] Insbesondere basieren PLS-Modelle (,Parti-
al Least Squares*) auf den Hauptkomponenten zwei-
er Matrizen X und Y. Dabei sollen fur die Matrizen
X und Y jeweils die Hauptkomponenten getrennt be-
rechnet werden, um ein Regressionsmodell zwischen
den Eintrdgen bzw. Scores der Hauptkomponenten
(und nicht den Originaldaten) zu erstellen. Die Matrix
X wird dazu in eine Matrix T (die ,Score“-Matrix) und
eine Matrix P' (die ,Loadings“-Matrix) plus einer Feh-
lermatrix E zerlegt. Die Matrix Y wird in die Matrizen U
und Q und den Fehlerterm F zerlegt. Diese zwei Glei-
chungen kdnnen als die ,dusseren Beziehungen® be-
zeichnet werden. Das Ziel von PLS ist es, insbeson-
dere die Norm von F zu minimieren und gleichzeitig
eine Korrelation zwischen X und Y zu erhalten, in der
die Matrizen U und T wie folgt in Beziehung zueinan-
der gesetzt werden: U = BT. Diese Gleichung kann
auch als die ,innere Beziehung“ bezeichnet werden.

[0119] Die Steuerung kann insbesondere Ventile
und Pumpen aufweisen. Andernfalls kann das ent-
sprechende gesammelte Volumen verworfen wer-
den, insbesondere, wenn es Verunreinigungen auf-
weist. Dartiber hinaus kénnen mittels entsprechen-
der Zugaben von Substanzen Anderungen hinsicht-
lich des pH-Wertes, der Leitfahigkeit, der Konzentra-
tion und/oder anderer Parameter erzielt werden und
insbesondere kénnen diese und/oder andere Para-
meter geregelt werden.

[0120] Mit dem Begriff Spektrum ist im Wesentlichen
das Absorptionsspektrum gemeint. Der Begriff kann
sich jedoch auch auf ein Intensitatsspektrum bezie-
hen, sofern keine Absorptionsspektroskopie betrof-
fen ist. Dies ist beispielsweise der Fall fir die Raman
Spektroskopie, bei keine Absorbanz von Licht, son-
dern Licht mit einer ,verschobenen® Wellenlange ge-
messen wird, ausgeldst durch die inelastische Streu-
ung von Licht an Molekulen. Ohne auf die UV/vis
Spektroskopie beschrankt zu sein, beziehen sich die
vorliegenden Ausflihrungsformen jedoch im Wesent-
lichen auf die dadurch erzeugten Absorptionsspek-
tren.

[0121] Es werden vorliegend auch hauptséachlich
Absorptionsbanden von Proteinen dargestellt und
diskutiert. Jedoch kann die Erfindung auch auf allen
anderen Substanzen, insbesondere Molekilen ba-
sieren, die mittels der Molekiilspektroskopie unter-
sucht werden kénnen.

[0122] Der Begriff ,Probe“ begrenzt sich nicht auf ei-
ne Stichprobe, die ex-situ also auRerhalb eines Be-
halters, beispielsweise aullerhalb eines Bioreaktors
untersucht werden kann. Vielmehr bezieht sich der
Begriff Probe auf das Medium, insbesondere eine
Flussigkeit, ein Gas, einen Feststoff und/oder ein be-
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liebiges Gemisch daraus, welches die Substanz um-
fasst und sich wéhrend der Messung im Wesent-
lichen innerhalb des Behalters befindet. Die Mes-
sung der Probe erfolgt insbesondere in-situ, also im
Wesentlichen innerhalb des Behélters, in dem auch
der Prozess erfolgt. Insbesondere wird die Probe
auch nicht verworfen sondern verbleibt im Wesent-
lichen mit dem gesamten Medium in dem Behélter
und bleibt ggf. allen weiteren Prozessschritten aus-
gesetzt. Eine Probe ist ggf. kein identisches Medium.
Das heil3t, mit Probe kann das Medium gemeint sein,
die zufélligerweise in die Messzelle, beispielsweise in
eine Flusszelle, gelangt und dort analysiert wird. Die
Molekdle und oder Atome mussen nicht zwingend bei
jeder Messung einer dauerhaften Uberwachung die-
selben sein, vielmehr bestimmt sich die Probe bei je-
der Messung durch Zufall. Bei Messung in Behaltern
ist die Probe insbesondere reprasentativ zum Bulk.
Bei einer Messung in Schlauchleitungen ist die Pro-
be insbesondere reprasentativ zur Menge in dem ent-
sprechenden Schlauchbereich.

[0123] Host cell proteins (HCPs) kdnnen prozessbe-
dingte Verunreinigungen sein, die von der Wirtszelle
(host cell), die zur Herstellung von biopharmazeuti-
schen Proteinen verwendet wird, exprimiert werden.
Die Hostzelle kann einerseits HCPs exprimieren oder
sie besteht andererseits selbst aus HCPs, die bei
Zellaufaufschluss oder Zelltod frei gesetzt werden.
Wéhrend des Reinigungsprozesses wird ublicherwei-
se der Groliteil der HCPs entfernt (insbesondere >
99%). Gegebenenfalls kénnen die restlichen HCP-
Mengen jedoch in den Produkten verbleiben, wie un-
ter anderem monoklonale Antikdrpern (mAbs), An-
tikdrper-Wirkstoff-Konjugate (ADCs), therapeutische
Proteine, Impfstoffe und andere proteinbasierte Bio-
pharmazeutika.

[0124] Ein UV/vis-Spektrometer, das dazu ausge-
legt ist, im Wesentlichen spektrale Information zu er-
fassen, kann eine breitbandige Lichtquelle aufwei-
sen. Andererseits kann ein im Wesentlichen breit-
bandiges Emissionsspektrum auch durch den Ein-
satz mehrerer schmal- und/oder breitbandig emittie-
renden Lichtquellen erzeugt werden. Ein Beispiel fur
eine im Wesentlichen breitbandig emittierende Licht-
quelle ist eine Deuterium-Lampe (D, -Lampe) oder
eine Halogen-Lampe.

[0125] Der Begriff ,schmalbandig® hinsichtlich des
Emissionsspektrums einer LED-Lichtquelle bezieht
sich auf Lichtquellen, die elektromagnetische Strah-
lung emittieren mit einer FWHM (spektrale Halb-
wertsbreite) von Werten, die kleiner als etwa 50 nm,
insbesondere kleiner als etwa 30 nm und besonders
bevorzugt kleiner als etwa 15 nm sind. Beispielswei-
se ist eine Lichtquelle mit einer FWHM von etwa
10 nm eine schmalbandige Lichtquelle. Oft wird ei-
ne oder werden mehrere schmalbandig emittierende
Lichtquellen verwendet, um die Extinktion und ent-
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sprechend eine Konzentration eines ganz bestimm-
ten Stoffs zu ermitteln, der bei einer ganz bestimm-
ten Wellenldnge elektromagnetische Strahlung ab-
sorbiert. Ein Beispiel fur eine Verwendung mehrerer
solcher Lichtquellen basiert auf zwei Lichtquellen mit
jeweils einer FWHM von etwa 10 nm, die jeweils ma-
ximale Emissionswerte bzw. Peakwellenlangen bei
etwa 250 nm und etwa 280 nm aufweisen.

[0126] Entsprechend der gewahlten Lichtquelle und
des entsprechenden Emissionsspektrums, egal ob
schmal- oder breitbbandig emittierend, kann der Sen-
sor ausgewahlt werden, um zumindest einen Teil des
Emissionsspektrums erfassen zu kénnen. In anderen
Worten ist es sinnvoll, dass das Emissionsspektrum
der Lichtquelle sich mit dem sensitiven Bereich des
Sensors Uberschneidet, insbesondere zu mehr als et-
wa 50 % und bevorzugt zu mehr als etwa 70 %.

[0127] Auch Sensoren kénnen insbesondere Senso-
relemente mit unterschiedlichen sensitiven Wellen-
ldngenbereichen aufweisen, die dazu ausgelegt sind,
in jeweils in zueinander nicht identischen Wellenlan-
genbereichen elektromagnetische Strahlung erfas-
sen zu kdnnen.

[0128] Die Lichtquelle bzw. Lichtquellen, egal ob
schmal- oder breitbandig emittierend, ist bzw. sind
bevorzugt dazu ausgelegt in einem Wellenlangenbe-
reich elektromagnetische Strahlung zu emittieren, die
fur den Menschen sichtbar ist, also zwischen etwa
380 nm und etwa 780 nm undr im UV-Bereich liegt,
also zwischen etwa 10 nm und etwa 380 nm.

[0129] Alternativ oder zusatzlich kann die Lichtquelle
auch dazu ausgelegt sein, elektromagnetische Strah-
lung im Infrarot-Bereich, also zwischen etwa 780 nm
und etwa 50 ym zu emittieren.

[0130] Der Sensor kann, wie bereits beschrieben auf
den Emissionsbereich abgestimmt sein.

[0131] Im Folgenden werden weitere Ausfiihrungen
und Merkmale in anderen Worten genannt, wobei die-
se Merkmale insbesondere kombinierbar mit vorheri-
gen Merkmalen sind.

[0132] Ein beispielhaftes Verfahren zum Steuern
bzw. Regeln eines Prozesses kann wie folgt ablau-
fen:

1. Detektion von UV-Vis Spektren einer Konzen-
trationsreihe

2.

a. Erstellung von auf verschiedenen Wellenlan-
genbereichen beruhenden Modellen, dabei wird
die héchste Konzentration einer Probe innerhalb
eines Modells durch die maximale Absorbanz in
dem entsprechenden Wellenldngenbereich be-
stimmt (Modell 1 mit Fokus auf 224 nm beinhal-

16/26



DE 10 2020 002 256 A1

tet nur die Proben von 0-2 g/l, Modell 5 mit Fo-
kus auf 300 nm beinhaltet alle Proben zwischen
0 und 200 g/l

b. Alternativ zu 2a kénnen auch zunachst ver-
schiedene Kalibrationsdatenséatze aus der Kon-
zentrationsreihe erstellt werden. Aus denen wer-
den dann Uber statistische Methoden (z.B. PLS)
verschiedene Modelle erstellt. In diesem Fall
wird der Algorithmus die Wellenldngenbereiche
fur jeden Kalibrationsdatensatz neu festlegen
(und wird so bei Modellen mit hohen Proteinkon-
zentrationen hauptsachlich Wellenlangen in der
Flanke der Proteinbande auswahlen (und auch
die Bande bei 224nm nicht verwenden)

3. Online Messung im Prozess

4. Klassifizierung des online Spektrums mit den
Modellen und Auswahl des am besten pas-
sendsten Modell. Hierbei kdnnen Algorithmen
wie PLS-DA oder die Berechnung der euklidi-
schen oder Mahalanobis Distanz oder SIMCA
eingesetzt werden

5. Anwendung des Modells auf das online Spek-
trum

6. Alternativ zu 4 und 5 ist bei jeder unit opera-
tion der bendtige Messbereich klar. Mit diesem
Wissen kann auch das valide Modell selbst aus-
gewahlt werden.

[0133] Gleichzeitig wird durch die Erfassung des
kompletten UV-Vis Spektrums eine Kreuzempfind-
lichkeit zwischen DNA und Protein verringert oder
vermieden und es kann gelingen, HCPs und Zielpro-
tein getrennt zu erfassen. Fig. 6 zeigt die Vorher-
sage gegenltber dem Referenzwert fir DNA bei un-
terschiedlichen Proteinkonzentrationen. Die Féarbung
der einzelnen Punkte entspricht den verschiedenen
Proteingehalten der Probe. Der Modellfehler ist trotz
der stark unterschiedlichen Proteinkonzentrationen
akzeptabel. Die Kreuzempfindlichkeit ist gering.

[0134] Im Downstream Prozess sind Protein- und
DNA-Konzentrationen in der Regel wichtige Parame-
ter, die in der gesamten Prozesskette immer wieder
bestimmt werden. Diese Bestimmung erfolgt konven-
tionell meist offline durch die Messung der UV-Vis
Absorbanz mit der Anregung einzelner Wellenl&dngen
(z.B. mit schmalbandig emittierenden LEDs).

[0135] Abhangig vom Prozessschritt unterscheiden
sich die Proteinkonzentrationen erheblich (0-200 g/
), weshalb die Proben konventionell meist nur in ver-
schiedenen Verdinnungsstufen gemessen werden
kénnen. Verfligbare Online Sensoren erlauben auf-
grund des limitierten dynamischen Bereichs (Bereich
innerhalb dem im Wesentlichen keine Sattigung auf-
tritt) der Detektoren z.B. eine Bestimmung von Prot-
eingehalten bis etwa 10 g/l. Dabei muss die optische
Pfadldnge je nach Konzentrationsbereich geandert
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werden, um ggf. den Detektionsbereich erweitern zu
kdnnen. Somit kann nicht ein und dieselbe Hard-
ware fur alle Anwendungen genutzt werden. Weiter-
hin zeigen bestehende UV-Sensoren eine erhebliche
Kreuzempfindlichkeit zwischen DNA und Protein. Ei-
ne Erhéhung der DNA Konzentration fihrt somit auch
zu einem hoéheren gemessenen Proteingehalt.

[0136] Es sei jedoch erwdhnt, dass auch auf Ubli-
che Weise ein Sensor bis Konzentrationen von etwa
50 g/l detektieren kann, wenn die Pfadlange entspre-
chend verkleinert wird. Es muss also vorab entschie-
den werden, ob eine héhere Empfindlichkeit und ein
limitierter Konzentrationsbereich oder einen breiteren
Konzentrationsbereich und geringere Empfindlichkeit
erzielt werden soll. Dies wird dann vorab durch die
Wahl der Pfadlange festgelegt. Das erfindungsge-
male Verfahren hat hingegen den Vorteil, dass oh-
ne Anderung der Hardware im Nachhinein entschie-
den werden kann, ob eine hohe Empfindlichkeit oder
einen héheren Konzentrationsbereich oder héhere
Konzentrationen generell gemessen werden soll.

[0137] Wie oben bereits erwahnt, gibt es in kon-
ventionellen Systemen Online-UV-Sensoren, die mit
1 oder 2 einzelnen Wellenldngenbereichen arbeiten
(Optek, Pendotech), die aber bereits bei relativ nied-
rigen Proteinkonzentrationen geséttigt sind und des-
halb einen geringen dynamischen Bereich aufweisen
(siehe ,Classic UV meter maxed out* in FlowVPE.
pptx). Die Wellenlange der Absorbanz verschiedener
Proteine kann variieren. Bestehende Systeme pas-
sen die Anregungs- und/oder Detektionswellenldnge
i.d.R. nicht an das aktuell zu messende Protein an
bzw. die Anregungswellenldange muss vorab definiert
werden und kann nicht ad hoc softwareseitig je nach
Applikation gedndert werden. Somit kann das Prote-
in ggf. zuféllig im Maximum der Absorptionswellen-
lange gemessen werden (hdchste Empfindlichkeit),
weitaus haufiger wird es aber vorkommen, dass die
Anregungsstrahlung in der Flanke der Proteinabsorp-
tion liegt (geringere Empfindlichkeit). Aus demselben
Grund werden host cell Proteine (HCPs) i.d.R. zu-
sammen mit dem Zielprotein erfasst (Kreuzempfind-
lichkeit ist nahe 100%). Bei der konventionellen Mes-
sung kann nur in dem Fall, dass sich die Absorptions-
maxima und/oder die Bandenbreite oder Bandenform
der HCPs vom Zielprotein unterscheiden, die Erfas-
sung des gesamten Spektrums eine analytische Un-
terscheidung ermdglichen.

[0138] Hinsichtlich diesen Umstandes wurde alter-
nativ bei der UV-Transmissionsmessung zuvor auch
eine Faser beweglich gestaltet, sodass die Pfadlange
reproduzierbar variiert werden kann und auch weit-
aus kleiner als die bei UV-Sensoren ubliche minima-
le Pfadlange von beispielsweise etwa 1 mm gewahlt
werden kann. Auf diese Weise lassen sich auch Pro-
teinkonzentrationen Gber 100 g/l erfassen. Allerdings
muss der Abstand zwischen den Fasern hoch prazise

17/26



DE 10 2020 002 256 A1

und reproduzierbar einstellbar sein. Weiterhin ist ei-
ne Umsetzung aufgrund der komplexen Messanord-
nung nur unter Umsténden auf den Einsatz in Single-
Use Systemen Ubertragbar.

[0139] Das hierin beschriebene Verfahren zum
Steuern bzw. Regeln eines Prozesses basiert ins-
besondere auf der Messung von kompletten Ab-
sorptionsspektren - statt einzelner Wellenldngenbe-
reiche - bevorzugt unter Verwendung einer Flusszel-
le mit konstanter optischer Pfadlange. Eine bevor-
zugte Flusszellendicke bzw. Probenschichtdicke liegt
bei etwa 1 mm. Abhangig vom zu messenden Kon-
zentrationsbereich werden insbesondere verschiede-
ne multivariate Modelle (z.B. PLS mit Protein als
ZielgréRe und den Absorptionswerten des jeweili-
gen Spektralbereichs als EingangsgrofRen) erstellt,
die auf der Auswertung verschiedener Wellenlangen-
bereiche bestehen.

[0140] Diese Wellenlangenbereiche kénnen entwe-
der selbst ausgewahlt werden oder wobei alle ge-
wahlten Wellenldngenbereiche durch die Absorbanz
des Zielanalyten (DNA oder Protein) beeinflusst wer-
den.

[0141] Die Erfindung erlaubt eine prazise Bestim-
mung von Konzentrationen fur DNA und/oder Pro-
teine. Dabei werden insbesondere Absorptionsspek-
tren (anstelle von Werten bei diskreten Wellenlan-
gen) in einer Zelle bei einer konstanten optischen
Pfadldange von beispielsweise etwa 1 mm erfasst.
Insbesondere erfolgt eine Zusammenstellung eines
Datensatzes zu einem Konzentrationsbereich und
ein Generieren multivariater Modelle hinsichtlich der
Ergebnisse innerhalb verschiedener Wellenlangen-
bereiche. Ausgewahlte Wellenldngenbereiche zei-
gen unterschiedliche Empfindlichkeiten gegentber
DNA und/oder Protein. Einzelne Wellenlangenberei-
che haben unterschiedliche Empfindlichkeiten. Der
Dynamikbereich (dynamic range) ist unterschiedlich.

[0142] In Fig. 2 ist Modell 1 beispielsweise der
Absorbanz bei héchster Empfindlichkeit zugeordnet,
wobei der Dynamikbereich entsprechend begrenzt
ist. Modell 4 wird bei reduzierter Empfindlichkeit er-
zeugt, aber der zu verwendende Konzentrationsbe-
reich kann ausgedehnt werden. Die Bestimmung der
Konzentrationswerte erfolgt durch Vergleich der ge-
sammelten Daten mit vorab festgelegten Modellen.

[0143] Dies erlaubt eine besonders einfache Be-
stimmung von Protein- und DNA-Konzentrationen im
Downstream-Prozess und ermdglicht, die in der Pra-
xis stark variierenden Konzentrationsbereiche von
DNA und Protein zu erfassen. Darlber hinaus er-
laubt die Erfindung die Vermeidung der ublicherweise
erforderlichen Verdinnung der Proben bei der Mes-
sung hinsichtlich des begrenzten Dynamikbereichs
des Sensors. Darlber hinaus kann die Kreuzemp-
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findlichkeit bei der Messung zwischen DNA und Pro-
tein reduziert bzw. vermieden werden.

Bezugszeichenliste

1 Optisches Spektrum

1, Optisches Spektrum von Probe wahrend
Prozess vor Aufreinigung

1, Optisches Spektrum von Probe wahrend
Prozess nach Aufreinigung

2 Absorptionswert(e)

3 Prozess, beispielsweise Downstreampro-
zess

4 UV/vis Spektrometer

5, Medium bzw. Probe im Prozess vor Auf-
reinigung

5y Medium bzw. Probe im Prozess nach
Aufreinigung

6 Aufreinigungseinheit

7 Messzelle

8 Optischer Lichtleiter

9 Auswerte-/Recheneinheit

9a Desktop bzw. Bildschirm

100 Verfahren nach einer Ausfliihrungsform

101 Aufnahme von Spektren einer Konzen-
trationsreihe

102 Erstellung mehrerer Modelle fir einzelne
Konzentrationsbereiche

103 Online Messung: Aufnahme eines Pro-
benspektrums wahrend des Prozesses

104 Einordnung des Probenspektrums in ein
geeignetes Modell

105 Anwendung des Modells auf das Proben-
spektrum

106 Ausgabe Vorhersagewert

107 Weitergabe des Vorhersagewertes an
Prozesssteuerung
108 Geanderte Prozesskontrolle auf Basis
der Vorhersage
A Wellenlénge
M1-6 MOde”e
Patentanspriiche

1. Verfahren zum Steuern bzw. Regeln eines Pro-
zesses (3), insbesondere eines Downstream-Biopro-
zesses, basierend auf der Vorhersage einer unbe-
kannten Konzentration von einer oder mehreren Sub-
stanzen in einer Probe (5,, 5,) mittels Spektroskopie,
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insbesondere UV/vis-Spektroskopie, umfassend die
Schritte:

Erfassung (101) von Spektren (1) einer Mehrzahl von
Konzentrationsproben, wobei mindestens zwei Kon-
zentrationsproben zueinander unterschiedliche Kon-
zentrationen der einen oder der mehreren Substan-
zen aufweisen;

Generierung (102) mehrerer quantitativer Modelle
(M) auf Basis der Spektren der Konzentrationspro-
ben, wobei die Modelle (M) jeweils eine Zuordnung
zumindest einer spektralen Messgréfe (2) der Spek-
tren (1) zu Konzentrationen in Konzentrationsberei-
chen aufweisen, wobei die Konzentrationsbereiche
zweier Modelle (M) nicht identisch sind;

Erfassung (103) mindestens eines Probenspektrums
(1; 1,, 1,) der Probe (5a, 5b);

Zuordnung (104) des Probenspektrums (1; 1,, 1,) zu
mindestens einem quantitativen Modell (M) der gene-
rierten quantitativen Modelle (M);

Anwendung (105) des mindestens einen quantitati-
ven Modells(M), welches dem Probenspektrum (1;
1. 1p) zugeordnet wurde, auf das Probenspektrum
(1; 14, 1p), um einen Vorhersagewert fur die unbe-
stimmte Konzentration zu ermitteln; und

Steuern und/oder Regeln (108) des Prozesses (3) be-
zuglich mindestens eines Parameters auf Basis des
Vorhersagewertes fiir die unbestimmte Konzentrati-
on.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Spektren
eine eineindeutige Zuordnung der spektralen Mess-
groéfRe (2) zu mehreren Wellenldngen (A) umfasst und
vorzugsweise zumindest eine Teilmenge der spektra-
len Messgrofie (2), die den entsprechenden Wellen-
l&ngen (M) zugeordnet ist, keine detektorseitige Satti-
gung aufweist.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die
quantitativen Modelle (M) zumindest ein globales Mo-
dell (M) umfassen.

4. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die quanti-
tativen Modelle (M) hierarchisch organisierte Modelle
(M) entsprechend zumindest einer ersten Hierarchie-
stufe und einer zweiten Hierarchiestufe umfassen,
wobei insbesondere die erste Hierarchiestufe ein glo-
bales Modell umfasst und die zweite Hierarchiestufe
mindestens ein lokales Modell umfasst.

5. Verfahren nach einem der vorangehenden An-
spriiche, wobei die Zuordnung des Probenspektrums
(1; 15, 1) zu mindestens einem quantitativen Modell
(M) mittels euklidischer Distanz und/oder Mahalano-
bis und/oder PLS-DA und/oder SIMCA erfolgt.

6. Verfahren nach einem der vorangehenden An-
spriche, wobei das Steuern und/oder Regeln be-
zuglich des mindestens einen Parameters erfolgt
und der Parameter mindestens einen aus den fol-
genden Parametern umfasst: eine Ventilschaltung,
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eine Pumpensteuerung, einen Medienfluss, einen
Mediendruck, einen Gasdruck, einen pH-Wert, ei-
nen Filtrierungsschritt, einen Fraktionierungsschritt,
eine Zeitsteuerung, eine Prozesszeiteinstellung, eine
Temperatur, eine lonenkonzentration, einen Chroma-
tographie-Schritt.

7. Verfahren nach einem der vorangehenden An-
spriche, wobei die Erfassung des mindestens einen
Probenspektrums (1; 1,, 1,) der Probe (5a, 5;) in-
oder online erfolgt und das Steuern und/oder Regeln
bevorzugt auch wéhrend des Prozesses erfolgt als
unmittelbare Folge des ermittelten Vorhersagewertes
fur die unbestimmte Konzentration.

8. Verfahren nach einem der vorangehenden An-
spriche, wobei die Generierung quantitativer Model-
le (M) mittels multivariater Modellerstellung, insbe-
sondere mittels multivariater Regression wie bevor-
zugt mittels MLR, und/oder PLS und/oder OPLS er-
folgt.

9. Verfahren nach einem der vorangehenden An-
spriiche, wobei mindestens ein Teilbereich, insbe-
sondere einzelne Wellenlédngen (A) der Spektren (1)
der Mehrzahl der Konzentrationsproben durch ei-
ne Gewichtung abgeschwacht oder ausgeschlossen
werden.

10. Verfahren nach einem der vorangehenden An-
spriiche, wobei mindestens ein Teilbereich, insbe-
sondere einzelne Wellenldngen (A) der Spektren (1)
der Mehrzahl der Konzentrationsproben, bevorzugt
Teilbereiche fur die eine lineare Abhangigkeit zwi-
schen Wellenldngen (A) und Messwerten vorliegen,
fur die Anwendung auf das Probenspektrum (1; 1,
1,) starker gewichtet werden, wobei die Gewichtung
manuell oder mittels eines Algorithmus, insbeson-
dere Faktoranalyse Regressionen in PLS und/oder
OPLS.

11. Verfahren nach einem der vorangehenden An-
spriche, wobei die Erfassung einer Vielzahl von Pro-
ben-Messwerten bei einer einzigen im Wesentlichen
identischen Spaltbreite einer oder mehrerer Messzel-
le/n erfolgt.

12. Vorrichtung zum Steuern und/oder Regeln
eines Prozesses, insbesondere eines Downstream-
Bioprozesses (3), basierend auf der Vorhersage ei-
ner unbestimmten Konzentration von mindestens ei-
ner Substanz in einer Probe (5a, 5,) mittels Spektro-
skopie umfassend
Mindestens eine Schnittstelle zum Erhalt von Spek-
tren einer Mehrzahl von Konzentrationsproben der
mindestens einen Substanz und von mindestens ei-
nem Probenspektrum (1; 1,, 1,,) der Probe (5,, 5,);
Mindestens eine Einheit zur
Generierung quantitativer Modelle (M) auf Basis der
Spektren der Konzentrationsproben,
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Zuordnung des Probenspektrums (1; 1,, 1,) zu min-
destens einem quantitativen Modell (M) der generier-
ten quantitativen Modelle (M); und

Anwendung des mindestens einen quantitativen Mo-
dells (M), welches dem Probenspektrum (1; 1,, 1,)
zugeordnet wurde, auf das Probenspektrum (1; 1,
1p), um einen Vorhersagewert fur die unbestimmte
Konzentration zu ermitteln;

Mindestens eine Prozesseinheit zum Steuern und/
oder Regeln des Prozesses bezliglich mindestens ei-
nes Parameters auf Basis des Vorhersagewertes fir
die unbestimmte Konzentration.

13. Vorrichtung nach Anspruch 12, ferner umfas-
send ein Spektrometer (4) zur Erfassung der Spek-
tren der Mehrzahl von Konzentrationsproben der min-
destens einen Substanz und/oder des mindestens ei-
nen Probenspektrums (1; 1,, 1) der Probe (5,, 5b).

14. Vorrichtung nach Anspruch 13 oder 14, ferner
umfassend eine Messzelle, insbesondere eine Ein-
weg-Messzelle, die dazu ausgelegt ist, die Probe (5a,
5;,) mit der Substanz aufzunehmen und zu leiten und
an der das mindestens eine Probenspektrum (1; 1,,
1) erfasst werden kann.

15. Computerprogrammprodukt, umfassend com-
puterlesbare Befehle, die bei der Ausfihrung des
Programms durch ein geeignetes computergestutz-
tes System dieses veranlassen, die Schritte des Ver-
fahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 11 auszu-
fUhren.

Es folgen 6 Seiten Zeichnungen
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