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Anvendelse af 2D-fluorescens-spektroskopi
til overvagning af hioprocesser

Innovative styrings- og overvagningsveerktojer udgor til stadighed en mere betydningsfuld
del af procesteknikken. En af de seneste tendenser inden for dette omréade er anvendelse af

fluorescens-sensorer

Af Carsten Lindemann, DELTA, ci@delta.dk

Oversat fra engelsk af Birgitte Melgaard Pedersen, DELTA, bmp@delta.dk

En bioproces er et meget komplekst system, som bestar af
mikroorganismer og deres fysiske og kemiske omgivelser.
Effektiv proceskontrol og modellering er et basalt krav for pa
optimal vis at kunne udnytte det biologiske materiale. I stedet
for gentagne gange at udtage prgver og foretage off-line
analyser, er automatiske kontrolsystemer at foretraekke, idet de
kontinuert kan levere de gnskede data.

Til opsamling af disse data er optisk spektroskopi et serdeles
effektivt verktgj, der kan benyttes i forbindelse med den type
analysemetoder, der er baseret pa vekselvirkning mellem
analytter og lys. Spektroskopi har den fordel at kunne overvage
en proces kontinuert og pa en made, der hverken er invaderen-
de eller gdeleggende for processen.

Det er derfor en ideel metode til overvagning og styring af
bioprocesser, idet yderligere biologisk kontamination nemt kan
undgas. Da de fleste optiske systemer ikke interfererer med
cellemetabolismen, er en ikke-gdel@ggende in-vivo-overvag-
ning mulig. Derved fremkommer intracellul®re informationer,
som ellers er n@sten umulige at detektere vha. mere traditionel-
le metoder. Generelt set er hverken prgveudtagning, som altid
indebzarer en vis risiko for kontaminering, eller tidskrevende
prgveforberedelser ngdvendige i forbindelse med optiske
sensorsystemer. Ogsa analytforbruget vil i de fleste tilfeelde
vare lig nul. Der kan foretages malinger af savel intracellulere
som extracellulere analytter, hvilket muligggr bade kvalitative
og kvantitative data. Et eksempel pa en udbredt optisk metode
til procesovervagning er NIR-spektroskopi, hvor absorptions-
karakteristikken af stoffet males i det ner-infrargde bglgeleng-
deomrade.

2D-fluorescens-spektroskopi til overvagning af bioprocesser
Brugen af todimensional fluorescens-spektroskopi i forbindelse
med on-line overvagning af bioprocesser er relativ ny. Fluore-
scens-spektret (emissionsspektret) males for forskellige
excitationsbglgele@ngder, hvorved en todimensional excitation-
emission-matrix fremkommer. Den optiske metode er ikke-
invaderende og er derfor egnet til in-vivo-méalinger. Metoden
dakker et bredt omrade af excitations- og emissions-
bglgeleengder i det UV/Vis-omrade, med et karakteristisk
excitationsbglgelengdeomrade fra 250-550 nm og et
emissionsbglgelengdeomrade fra 260-600 nm. Biogene
fluorophorer sdsom proteiner, co-enzymer og vitaminer kan
gjeblikkeligt detekteres kvalitativt og kvantitativt indeni og
udenfor cellerne (figur 1). Indenfor et minut er et helt spektrum
med de beskrevne parametre udmalt, hvilket muligggr en
nasten kontinuert overvagning af bioprocessen. Det ggr, at

teknikken er ideel til on-line, in-situ-malinger via fiberoptiske
systemer [1].

En mulig opstilling til on-line mélinger af industrielle
processer, som er realiseret i BioView-systemet, kan ses i figur
2. Excitations- og emissionsbglgelengderne er valgt vha. to
uafthengige filterhjul, som hver is@r indeholder 16 filtre. Der
er monteret et ND-filter i hvert af filterhjulene, hvorved man
ud over fluorescens kan fa oplysninger om turbiditet og
spredningskarakteristik. En 25 mm standardport anvendes til at
forbinde sensorens lyskilde til processen.

Anvendelsesomréder

Teknologien kan anvendes inden for nasten alle typer af
processer, hvor der er fluorophorer til stede; lige fra kemisk og
farmaceutisk produktion til levnedsmiddelteknologi. Hoved-
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Figur 1. Afbildning af biogene fluorophorer i excitation-emission-matricen.
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Figur 2. Opstilling til on-line mdling af 2D-fluorescens.
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anvendelsen ma dog tilskrives bioteknologisk produktion, idet
mange intra- og extracellulaere substanser (sasom NADH/
NADPH, aromatiske aminosyrer, vitaminer osv.) afgiver
tydelige fluorescens-signaler. De fglgende eksempler illustrerer
forskellige anvendelsesmuligheder for BioView-systemet.

Hgj celledensitet ved dyrkning af E.Coli
2D-fluorescens-teknikken er bl.a. blevet benyttet til at iagttage
vaksten af E.Coli-celler med en hgj celledensitet. I figur 3 ses
fluorescens-signalet ved filterkombinationen; excitation 290 nm/
emission 450 nm. Vardierne for celletgrstof er ogsa vist. Off-
line prgver blev udtaget ved intervaller, som startede efter at
dyrkningen havde veret i gang i 17 timer. Figuren viser
tydeligt, at begge kurver fglges ad. Selv ved den hgje koncen-
tration af biomasse pa 120 gram pr. liter (hvilket svarer til en
optisk densitet pa 400 ved 590 nm) i slutningen af dyrkningen,
kan fluorescens-vardierne detekteres uden problemer [2].

Brug af chromatografisk

separering af komponenter fra melasse

Chromatografiske kolonner benyttes til at adskille forskellige
komponenter i melassen. En af de verdifulde komponenter, der
skal isoleres, er serin, en aminosyre, som anvendes som
substrat senere i processen. Den traditionelle metode til at
bestemme fraktionspunkterne er baseret pa historiske off-line
data fra tidligere separationscykler. Da retentionstiden @ndres
fra cyklus til cyklus, er fraktionspunkter bestemt vha. denne
metode ikke serligt palidelige, og derved er en dyr oprensning
ngdvendig for at kunne udvinde mest mulig serin [3]. Til
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Figur 3. Korrelation mellem intensitet af fluorescens-signal og koncentration
af celletgrstof.
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Figur 4. Sammenhceeng mellem den beregnede og den malte elueringsprofil for
serin.
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bestemmelse af fraktionspunkter benyttes nu i stedet en
BioView-sensor ved udgangen af den 60 m* chromatografiske
kolonne til procesovervagning og styring, for herved at kunne
udvinde mest muligt serin pr. cyklus. For at kunne bestemme
serinkoncentrationen ud fra fluorescens-malingerne, blev en
PLS (Partial Least Squares) regressionsmodel mellem fluore-
scens-data og serinkoncentrationen udviklet. Figur 4 viser
sammenhangen mellem den beregnede og den malte
elueringsprofil for serin.

Overensstemmelsen mellem den beregnede og den malte
elueringsprofil for serin har vist sig at geelde for mange separa-
tionscykler med forskellige chromatografiske kolonner. I kraft
af at man nu kontrollerer processen vha. fluorescens-spektro-
skopi er produktkoncentrationen steget med 60%. Da dyre
oprensninger og forkerte fraktionspunkter ikke leengere er et
problem, bliver der sparet store ma&ngder procesvand og
kemikalier, og dermed er den chromotografiske proces ikke
kun mere gkonomisk, men ogsa mere miljgvenlig.

Konklusion

Overvagning af bioprocesser vha. 2D-fluorescens-spektroskopi
er en ny optisk metode, som ggr det muligt at fa on-line
information om processens status. Processtyring er muligt bade
ved udnyttelse af den direkte korrelation mellem fluorescens-
intensitet og analyt i de tilfaelde, hvor spektrets kompleksitet er
lille, og ellers ved at skabe matematiske (kemometriske)
modeller ved stgrre kompleksitet af fluorescens-data.

En endnu mere sofistikeret metode til implementering af
fluorescens-spektroskopi i procesmiljg kan opnas ved at
kombinere signaler fra forskellige sensorer, hvorved yderligere
information om processen bidrager til det samlede tolkningsbil-
lede. Denne metode anvendes af Center for Kombinationssen-
sorer (CKS) til overvdgning og styring af bioteknologiske
processer. I Center for Kombinationssensorer medvirker de
fem industriparter: Alpharma A/S, Arla Foods, Chr. Hansen A/S,
Foss Electric A/S, Novozymes A/S; et universitet: Center for
Bioteknologisk Procesforskning, BioCentrum-DTU; samt to
GTS-institutter: Bioteknologisk Institut og DELTA. (Se ogsa
artiklen Kombinationssensorer er lovende til teknologisk
produktion, side 4)
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