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ICH International Conference on Harmonization 
IMAC Immobilized Metal chelate Affinity Chromatography 
MVDA Multivariate Datenanalyse 
NIR, NIRS Nahinfrarot, Nahinfrarotspektroskopie 
OPC Open Platform Communications 
PAT  Process Analytical Technology 
PCA Hauptkomponentenanalyse (Principle Component Analysis) 
PfAMA1 Plasmodium falciparum Apical Membrane Antigen 1 
PfMSP1 Plasmodium falciparum Merozoite Surface Protein 1 
PLSR Partial Least Squares Regression 
POD Peroxidase 
QbD Quality by Design 
RI Brechungsindex (refractive index) 
RTR Real-Time Release 
SCADA Supervisory Control and Data Acquisition 
SIMCA Soft Independent Modelling of Class Analogy 
SNV Standard Normal Variate 
SVM, SVR Support Vector Machines, Support Vector Regression 
UV/Vis Ultraviolett/Visuell, Wellenlängenbereich des elektromagnetischen Spektrums 
WHO World Health Organization 

Prozessgrößen 

AK UV/Vis- oder NIR-Absorptionsmessung im Teilsystem K [AU] 
aP1 Eigenwert der Produktbildungsrate [h-1] 
CIK Stoffmengenkonzentration von Komponente I in Teilsystem K [moll-1] 
CP2K AOX-Aktivität in Teilsystem K [Ul-1] 
cIK Massenkonzentration von Komponente I in Teilsystem K [gl-1] 
DA Gesamtverdünnungsfakor eines Aufschlussansatzes [-] 
d Schichtdicke [cm] 
EABTS Extinktionsmessung des Chromophors ABTS [-] 
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Nomenklatur XI 

eS1L Regeldifferenz der Glycerolkonzentration in der Flüssigphase [gl-1] 
EL Trübungsmessung in der Flüssigphase [AU] 
FK Volumenstrom in/aus Teilsystem K [lh-1] 
FnI Begasungsrate der Komponente I unter Normbedingungen [lh-1] 
gP2/X zellspezifische AOX-Aktivität [Ug-1] 
IK Raman-Intensitätsmessung in Teilsystem K [IU] 
JI Gütekriterium bei Anpassung einer Komponente I [div.] 
IUR volumetrische Aufnahmerate der Komponente I [gl-1h-1] 
KJ	 Verstärkungsfaktor eines Teilsystems J [div.] 
kLa volumetrischer Sauerstofftransferkoeffizient [h-1] 
kS1 Monod-Limitierungskonstante für Glycerol [gl-1] 
MI Molare Masse von Komponente I [gmol-1] 
mIK Masse von Komponente I in Teilsystem K [g] 
mK Masse von Teilsystem K [g] 
NSt Rührerdrehzahl [min-1] 
pG Überdruck in der Gasphase [bar] 
pH pH-Wert [-] 
pO2 relativer Gelöstsauerstoffpartialdruck [%] 
QI volumentrischer Massenstrom von Komponente I [gl-1h-1] 
qI/X zellspezifische Reaktionsrate der Komponente I [h-1] 
R Korrelationskoeffizient [-] 
RQ Respirationsquotient [molmol-1] 
SK Fluoreszenzmessung in Teilsystem K [RFU] 
s Eigenwert [h-1] 
t Zeit [h] 
TJ Zeitkonstante eines Teilsystems J [h] 
VK Volumen des Teilsystems K [l] 
VnM Molares Normvolumen [lmol-1] 
xIG Stoffmengenanteil von Komponente I in der Gasphase [-]  
yI/J Ausbeutekoeffizient der Komponente I aus Komponente J [gg-1] 
αZ/X Massenverhältnis von feuchten zu trockenen Zellen [gg-1] 
εABTS	 molarer Extinktionskoeffizient von ABTS [lμmol-1cm-1] 
ϑ	 Dämpfungsgrad [-] 
ϑL Temperatur in der Flüssigphase [°C] 
λ	 Wellenlänge [nm] 
μ	 Zellwachstumsrate [h-1] 
ν	 Wellenzahl [cm-1] 
ρK, ρZ Dichte des Teilsystems K, Dichte feuchter Zellen [gl-1] 
σ	 Abklingkonstante [h-1] 
ω	 Kreisfrequenz [h-1] 
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XII  Nomenklatur 
 

Prozessrelevante Indizes 

Komponenten 

Ac Säure (acid) P1 D1M1H (Zielprodukt) 
AF Antischaum (anti foam) P2 Alkoholoxidase (AOX) 
AIR Luft Ptot Gesamtprotein 
Al Base (alkali) S1 Glycerol (Substrat 1) 
C, CO2 Kohlenstoffdioxid S2 Methanol (Substrat 2) 
N2 Stickstoff X Biotrockenmasse 
O, O2 Sauerstoff Z Biofeuchtmasse 

Teilsysteme 

A Analyse, Aufschlussansatz R1 Glycerolvorlage 
B Puffersystem R2 Methanolvorlage 
G Gasphase R3 Medienvorlage 
H Ernte (harvest) S Probe (sample) 
L Flüssigphase (Kulturbrühe) T1 Säurevorlage 
M Medienphase (Überstand) T2 Basevorlage 

Laufindizes 

i Substrate, Zeitpunkte p Reaktoren  
j Zeitpunkte u Zeitpunkte 
k Batches/Zyklen, Zeitpunkte 

Zustände, Orte 

0 Anfangsbedingung n Normbedingungen 
ap aperiodisch nir Nahinfrarot 
at atline off offline 
cdw Biotrockenmasse on online 
em Emission op Arbeitspunkt (operating point) 
est estimiert P proportional, Periodendauer 
ex Anregung (exitation) pls vorhergesagt mit PLSR 
fia Fließinjektionsanalyse R Regler 
flu 2D-Fluoreszenz ram Raman 
gr Wachstumsanteil (growth) rel relativ 
hplc gemessen mit HPLC S Strecke 
I Integration svr vorhergesagt mit SVR 
in Eingang (inlet) tot total 
m Erhaltungsstoffwechsel turb Trübung (turbidity) 
max maximal w Sollwert 
min minimal zi Störgröße 
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Nomenklatur XIII 

Matrizen und Vektoren in der MVDA 

B (m 	v) PLS-Regressionskoeffizientenmatrix 
bj (m 	1) Spaltenvektor mit PLS-Regressionskoeffizienten 
D (n 	m) Datenmatrix (Spektren oder Prozessdaten) 
dj (n 	1) Spaltenvektor der Datenmatrix D 
E (n 	m) Residuenmatrix des X-Datenraums 
F (n 	v) Residuenmatrix des Y-Datenraums 
G (n 	v) Residuenmatrix des PLS-Regressionsansatzes 
M (n 	v) Messdatenmatrix (Zielgrößen bei der PLSR) 
P (m 	r) Loadingmatrix des X-Datenraums 
pl (m 	1) Loading-Spaltenvektor der Komponente l (X-Daten) 
Q (v 	r) Loadingmatrix des Y-Datenraums 
ql (v 	1) Loading-Spaltenvektor der Komponente l (Y-Daten) 
T (n 	r) Scorematrix des X-Datenraums 
tl (n 	1) Score-Spaltenvektor der Komponente l (X-Daten) 
U (n 	r) Scorematrix des Y-Datenraums 
ul (n 	1) Score-Spaltenvektor der Komponente l (Y-Daten) 
w (m 	1) Wichtungs-Spaltenvektor der Entscheidungsfunktion (SVR) 
W (m 	r) Weightmatrix eines PLSR-Modells 
wl (m 	1) Weight-Spaltenvektor der Komponente l 
X (n 	m) modifizierte Datenmatrix (Spektren oder Prozessdaten) 
xj (n 	1) Spaltenvektor der Datenmatrix X 
Y (n 	v) modifizierte Messdatenmatrix (Zielgrößen bei der PLSR und SVR) 
yh (n 	1) Spaltenvektor der Messdatenmatrix Y 

MVDA-relevante Bezeichnungen 

b Bias der Entscheidungsfunktion (SVR) 
C Güteparameter zur Wichtung der Fehler bei der SVR 
c Koeffizient der inneren Beziehung eines PLSR-Modells 
DModX Distanz zum Modell im X-Datenraum (Ausreißerdetektion) 
EC Klassifizierungsfehler [%] 
F Wert einer F-Verteilung 
g Trennebene, Entscheidungsfunktion (SVR) 
K	 Kernel-Funktion (SVR) 
L, Ld Lagrange-Funktional (SVR) 
m Anzahl an Variablen/Spalten in der Datenmatrix X 
n Anzahl an Zeilen in der Datenmatrix X 
nK (allgemein) Anzahl an Beobachtungen in der Gruppe K 
r Anzahl an Komponenten/Spalten in der Scorematrix T 

2
cvR  Güte der Vorhersage der Kreuzvalidierung (cross validation cv) 
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XIV  Nomenklatur 
 

2
PR  Güte der Vorhersage der externen Validierung (prediction P) 
2
XR  Güte der Anpassung/erklärter Anteil der Varianz (Datenraum X) 
2
YR  Güte der Anpassung/erklärter Anteil der Varianz (Datenraum Y) 

RMSEcv Vorhersagefehler bei der Kreuzvalidierung [div.] 
RMSEP Vorhersagefehler bei der externen Validierung [div.] 
rTαl Radius einer Hotelling T2-Ellipse in Richtung der Komponenten l 
S Spanne zwischen den Eingangsdaten (SVR) 
sdi Zeilenstandardabweichung bezogen auf Datenmatrix D 
sdj Spaltenstandardabweichung bezogen auf Datenmatrix D 
Se Sensitivität eines Klassifikators 
Sp Spezifität eines Klassifikators 
SSY Maß für den Anteil erklärter Varianz des Y-Datenraums 
T2 Hotelling T2-Wert (Ausreißerdetektion) 
v Anzahl an Variablen/Spalten in der Datenmatrix Y 
VIP Variable Importance on Projection (Variablenselektion) 
α	 Irrtumswahrscheinlichkeit einer statistischen Hypothese 
αi, βi	 Lagrange-Multiplikatoren der Beobachtung i (SVR) 
βK Wahrscheinlichkeit der Zugehörigkeit zu einer Klasse K 
γ	 Parameter des Gauß‘schen RBF-Kernels (SVR) 
ε Fehlertolerenz-Parameter bei der SVR 

MVDA-relevante Indizes 

Laufindizes 

i Beobachtungen, Objekte l Haupt-/PLS-Komponenten 
j X-Variablen z Beobachtungen (SVR) 
h Y-Variablen  

Weitere Indizes und Zustände 

  ̅    Arithmetrischer Mittelwert opt optimal 
  ̂  Modellschätzwert p positiv (Klassenzugehörigkeit) 
abs absolut nor normiert 
av Mittelwert (average) n negativ (Klassenzugehörigkeit) 
crit kritischer Wert mc mittenzentriert 
CS Kalibrierdatensatz f falsch (Klassifizierung) 
cv Kreuzvalidierung de1 erste Ableitung 
P Vorhersage (prediction) t wahr (Klassifizierung) 
PS Vorhersagedatensatz sv Stützvektor (support vector) 
rel relativ tot total 
snv SNV-gefiltert uv autoskaliert (unit variance) 
te temporär VS Validierdatensatz  

https://doi.org/10.51202/9783186293176-I
Generiert durch IP '18.226.214.218', am 02.05.2024, 16:39:02.

Das Erstellen und Weitergeben von Kopien dieses PDFs ist nicht zulässig.

https://doi.org/10.51202/9783186293176-I


Kurzfassung XV 

Kurzfassung 

Jan-Patrick Voß 

Anwendung spektroskopischer Messverfahren  
und Multivariater Datenanalyse zur Bewertung 

und Beobachtung von Bioprozessen 

Die Process Analytical Technology (PAT) Initiative empfiehlt den Einsatz fortschrittlicher Ana-
lysensysteme in der pharmazeutischen Produktion. Die vorliegende Arbeit beschreibt wichtige 
Schritte bei der Etablierung von spektroskopischen Messverfahren in Bioprozessen. 

Ein erstes Ziel war die Entwicklung eines Qualitätsbewertungsverfahrens für Hefeextrakte, ba-
sierend auf NIR-Spektroskopie und multivariater Klassifizierung. Die gewählte Methode Soft 
Independent Modelling of Class Analogy (SIMCA) führte mit einem Klassifizierungsfehler von 
1,5 % zu einem sehr guten Ergebnis. 

Ein überwiegender Teil dieser Arbeit widmete sich der Beobachtung zyklischer Kultivierungs-
prozesse der methylotrophen Hefe Pichia pastoris zur Herstellung des potentiellen Malaria-
vakzins D1M1H. Hierbei wurde die Quantifizierung von Zelldichte und AOX-Gehalt sowie Gly-
cerol-, Ammonium- und Produktkonzentration mit Partial Least Squares Regression (PLSR), 
basierend auf NIR-, Raman- und 2D-Fluoreszenzspektren zunächst offline erprobt. 

Im Anschluss erfolgte eine Übertragung der erarbeiteten Methoden auf den Online-Betrieb. 
Dabei kam neben der PLSR auch das nichtlineare Verfahren Support Vector Regression 
(SVR) zum Einsatz. Dieses verbesserte unter anderem die Bestimmung der Glycerolkonzen-
tration mit Raman-Spektroskopie und erreichte einen Vorhersagefehler von ca. 3 %. 

Zur Regelung von Glycerol wurden Raman-Spektren und PLSR erfolgreich eingesetzt und 
damit die technische Relevanz der multivariaten Kalibrierung über eine reine Prozessbeob-
achtung hinaus demonstriert. Die Realisierung erfolgte mit einer Störgrößenaufschaltung und 
einer ergänzenden adaptiven Regelung der Abweichungen vom Sollwert. 

Bei der technischen Umsetzung kamen mit SIMATIC SIPAT, Umetrics SIMCA und MATLAB® 
eine Reihe industrierelevanter Softwarepakete innerhalb einer komplexen Prozess-EDV in 
einem zweistufigen Produktionsprozess zum Einsatz. 

Den Abschluss dieser Arbeit bildet die Anwendung multivariater Kalibrierverfahren auf nicht-
spektroskopische Online-Prozessgrößen. Hierbei wurden die obigen biotechnologischen Vari-
ablen über 15 klassische Online-Messgrößen eines Bioreaktorprozesses ermittelt. Eine Bereit-
stellung geeigneter Trainingsdaten erfolgte durch Simulation und Parameteridentifikation von 
Modellen mit Massenbilanzen zur Glättung von Offline-Analysen. 

Die daraus resultierende Bestimmung der Zielproduktkonzentration erreichte mit der nicht-
linearen SVR einen Vorhersagefehler von 3,2 %. Die Quantifizierung zellspezifischer Reak-
tionsraten für Zellmasse, Glycerol, Methanol, Sauerstoff und Produkt war auf diesem Wege 
ebenfalls erfolgreich. Mit einem Fehler von 2,7 % war die Prädiktion der Aufnahmerate von 
Methanol am besten. 

Schlüsselworte: Bioprozessmonitoring; Spektroskopie; Multivariate Datenanalyse; Chemo-
metrie; Process Analytical Technology; Pichia pastoris; Malariaimpfstoff  
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XVI  Abstract 
 

Abstract 

Jan-Patrick Voß 

Application of spectroscopic measurement methods 
and multivariate data analysis for evaluation 

and monitoring of bioprocesses 

The Process Analytical Technology (PAT) initiative proposes the application of advanced ana-
lysis systems in pharmaceutical production. This work describes important steps in establish-
ing spectroscopic measurement methods in bioprocesses. 

A first objective was the development of a quality evaluation system for yeast extracts based 
on NIR-spectroscopy and multivariate classification. The selected method Soft Independent 
Modelling of Class Analogy (SIMCA) gave excellent results by obtaining a classification error 
of 1.5 %. 

Most of the work was dedicated to the monitoring of cyclic cultivation processes of the methylo-
trophic yeast Pichia pastoris for production of the potential malaria vaccine D1M1H. First, 
quantification of cell density, AOX content as well as glycerol, ammonia and product concen-
tration with Partial Least Squares Regression (PLSR) based on NIR-, Raman- and 2D-fluores-
cence spectra was tested off-line. 

A transfer of developed methods to the on-line operation took place subsequently. Besides 
PLSR, the non-linear method Support Vector Regression (SVR) was also used on-line and 
enabled the improvement of glycerol determination with Raman-Spectroscopy. A prediction 
error of approx. 3 % was achieved. 

For glycerol control, Raman spectra and PLSR were successfully applied, thus demonstrating 
the technical relevance of multivariate calibration beyond mere process monitoring. The imple-
mentation was carried out with a feed-forward control and an additional adaptive compensation 
of the deviations from the setpoint. 

A complex data processing system, involving software with industrial relevance like SIMATIC 
SIPAT, Umetrics SIMCA and MATLAB®, was used for the technical implementation in a two-
stage production process. 

In conclusion of this work, multivariate calibration methods were applied to non-spectroscopic 
on-line process data. Here, the biotechnological variables mentioned above were determined 
using 15 classical on-line measurements of a bioreactor process. Suitable training data was 
provided by smoothing off-line measurements via simulation of models with mass balances 
and parameter identification. 

The resulting determination of target protein concentration with the non-linear SVR obtained 
an error of 3.2 %. In addition, quantification of cell specific reaction rates for cell mass, glycerol, 
methanol, oxygen and product was also successful in this context. With an error of 2.7 %, 
prediction of methanol uptake performed the best. 

Keywords: bioprocess monitoring; spectroscopy; multivariate data analysis; chemometrics; 
Process Analytical Technology; Pichia pastoris; malaria vaccine 
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