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Die Erfindung betrifft eine Anlage zur turbidime-
trischen Messung und Regelung von Mikroorganismen wie
Zell-, Bakterien-, Hefe- und/oder Algenkulturen in waB-
rigem Medium unter Verwendung einer MeBzelle nach dem
Prinzip einer DurchfluBmeBzelle, wobei die MeBzelle ei-
nen langgestreckten Kanal aufweist, an dessen Stirnsei-
ten optische, den Kanal abschlieBende Elemente angeord-
net sind, durch die ein MeBstrahl entlang der Achse des
Kanals von einer Lichtquelle zu einem Detektor gerich-
tet wird. Zur Verbesserung der Anlage wird vorgeschla-
gen, dai3
a) sowohl die Zuleitung als auch die Ableitung (2,
2?) fir das Medium in bzw. aus dem Kanal (28) in gerin-
gem Abstand vor den optischen Elementen (3, 3°) und
derart im Winkel zur Achse (30) des Kanals (28) ausge-
richtet sind, daB die Zentralbereiche (31, 31’) der op-
tischen Elemente (3, 37) kontinuierlich vom Medium an-
strombar sind,

b) die Giffrungen (33, 33’) der Zu- und Ableitungen
(2, 2?) zum Kanal (28) als Diisen ausgebildet sind und

'ndC) die optischen Elemente (3, 3?) Sammellinsen
sind.
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Die Erfindung betrifft eine Anlage zur turbidimetrischen Messung und Regelung von Mikroorganismen
wie Zell-, Bakterien-, Hefe- und/oder Algenkulturen in wéBrigem Medium unter Verwendung einer MeBzelle
nach dem Prinzip einer DurchfluBmeBzelle, wobei dic MeBzelle einen langgestreckten Kanal aufweist, an
dessen Stimseiten optische, den Kanal abschlieBende Elemente angeordnet sind, durch die ein MeBstrahl entlang
der Achse des Kanals von ¢iner Lichtquelle zu einem Detektor gerichtet wird.

Zur Bestimmung der Zell- bzw, Individuendichte in Zell-, Bakterien, Hefe- und Algenkulturen in wiBriger
Kulturlssung sind mehrere photometrische, insbesondere turbidimetrische Verfahren verwendbar, Bei
Laborkulturen von groBem Volumen ist hierfiir im allgemeinen die Entnahme einer Probe mit Uberfiihrung in
ein MeBgefaB erforderlich.

Dies kann zn erheblichen St6rungen fiihren, insbesondere dann, wenn die Kultur unter sterilen und/oder
anaeroben Bedingungen gehalten werden muB. Die kontinuierliche Uberleitung in handelsiibliche Photometer
mit DurchfluBkiivetten wire mit langen Wegen verbunden, und mit erheblichen Aufwuchsproblemen behaftet.

Sollen die Kulturen trotzdem in kontinuierlichem Betrieb bei konstanter Zell-/Individuenzahl gehalten
werden, ist dies moglich, indem permanent mit einer entsprechenden Menge der zuzugebenden Nihrlsung
verdiinnt wird (sog. Chemostatbetrieb). Hierfiir ist es bisher erforderlich, die entsprechende
Nihrlosungsmenge aus den Wachstumskurven der Individuen und deren Nahrstoffbedarf zu errechnen. Diese
Nahrlosungsmenge wird dann kontinuierlich, z. B. mit Schlauchpumpen zugegeben. Der Forderstrom ist dabei
konstant. Dadurch kénnen bereits geringfiigige Storungen im Pumpen- und/oder Thermostatisierungsbereich
oder Verdnderungen der Belichtung zu erheblichen Verdnderungen der Individuenzahlen fiihren,

Dies macht eine stindige Konstrolle mit hiufigen manuellen Korrekturen der Wachstumsfaktoren
erforderlich. 4

Bei den bisherigen MeBverfahren wird ein mehr oder weniger durchmischter Teil des Gesamtvolumens in
einer Momentmessung bestimmt. Zur Vermeidung von Fehlern, dic z. B. aus lokalen
Konzentrationsunterschieden herriihren kénnen, sind i. d. R. Mehrfachmessungen und Parallelproben
erforderlich.

Die der Erfindung gestellte Aufgabe besteht darin, eine Anlage zu bicten, mit der eine kontinuierliche,
automatische und von Verdnderungen der AuBenbedingungen unabhéngige Steuerung von Chemostatkulturen
und dariiber hinaus auch eine empfindliche Messung und Aufzeichnung, unabhzingig von Verinderungen durch
Mikroorganismenbewuchs, erméglicht wird. ' '

Diese Aufgabe wird dadurch gelost, daB

a) sowotil die Zuleitung als auch die Ableitung fiir das Medium in bzw. aus dem Kanal in geringem
Abstand vor den optischen Elementen und derart im Winkel zur Achse des Kanals ausgerichtet sind, daB
die Zentralbereiche der optischen Elemente kontinuierlich vom Medium anstrémbar sind,

b) die Offnungen der Zu- und Ableitungen zum Kanal als Diisen ausgebildet sind und

¢) dic optischen Elemente Sammellinsen sind,

Die iibrigen Anspriiche 2 bis 4 haben vorteilhafte Ausgestaltungen der Exfindung zum Gegenstand.

Es handelt sich somit bei der Erfindung um eine Anlage aus mehreren, rtlich getrennt arbeitenden
Komponenten, die die permanente turbidimetrische Messung von Zell-, Bakterien-, Hefe- und Algenkulturen in
waBrigem Nzhrmedium bei vollkommen geschlossenem Kultursystem erlaubt, Sie gestattet neben der
Ablesung der momentanen Kulturdichte auch die kontinuierliche Registrierung des Verlaufs der
Wachstumskurven und die Uberwachung aller fiir die Kultur notwendigen Betriebsabliufe mittels der
Megzelle. Die Messung erfolgt nicht als Momentmessung, sondern in einer DurchfluBzelle wihrend eines
wihlbaren Zeitintervalls, wobei der ermittelte MeBwert iiber das Zeitintervall integriert wird. Lokale
Konzenirationsunterschiede in der Kulturldsung stéren folglich nicht. '

Die Regelfunktion wird zunéchst dadurch erfiillt, da die Anlage die Zudosierung wahlbarer Mengen von
Niahrlosung in wahlbarem Zeitabstand steuert. Durch wihlbare Schwellwerte der Zell-/Individuendichte kann
das System dariiber hinaus nach jeder Messung eine gesteigerte Verdiinnung der Kultur oder ein Aussetzen der
Nihrlosungsversorgung bewirken. Damit wird es méglich, eine Chemostatkultur allein nach ihrer momentan
realen Dichte unabhéingig von schwankenden Umgebungsbedingungen und ohne manuelle Eingriffe konstant zu
halten.

Je nach Aufgabenstellung 1t sich die Haufigkeit der MeBzyklen in weitem Bereich variieren. Je haufiger
die Messungen ausgeldst werden, umso groBer ist die Auflsung der aufzuzeichnenden Wachstumskurven,
Dadurch kann die Anlage neben der Regelung und Uberwachung konstanter Chemostatkulturen auch
andernorts Wachstumskurven z. B. von Algen mit hdchster Genauigkeit und Prézision vollautomatisch
aufzeichnen. Da das MeBsystem mit dem KulturgefiB eine geschlossene Einheit bildet, alle vom Kulturmedium
benetzten Geriteteile jedoch leicht von den elektrischen Einheiten zu trennen sind, ist eine Sterilisierung auch
im Autoklaven probiemlos. Dariiber hinaus ist das System dadurch auch besonders fiir anacrobe Arbeiten
geeignet.

Die Ausgestaltung der einzelnen Anlagenelemente erlaubt den Aufbau von Kulturanlagen mit kiirzesten
‘Wegen fiir den Transfer der Probenldsung zum Mefsystem.

2.
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AuBerst vorteilhaft ist auch die Anordnung von MeBsystem und zufithrenden Nahrlosungskanilen, die eine
permanente Seclbstreinigung aller mit der Kulturlsung benetzten Teile erzwingt, wodurch
Anfwuchsprobleme ausgeschaltet werden.

Die Erfindung stellt ein kompaktes, kostengiinstiges und einfach zu handhabende Anlagensystem dar, das
neben den o. g. Eigenschaften die Moglichkeit bietet, eine Mikrorganismenkultur nach dem Animpfen ohne
weitere Manipulationen bis zu einem vorwihlbaren Dichtegrad anwachsen zu lassen und diesen Zustand
weitgehend unabhiingig von 4uBeren Schwankungen und Storungen iiber beliebig lange Zeit aufrecht zu erhalten,
wobei alle Mefiwerte und Betriebsablaufe protokolliert werden kénnen.

Dariiber hinaus ist das Mefsystem auch fiir die ausschlieBliche Messung von Kulturen und anderen
Fliissigkeiten ohne Regelaufgaben geeignet, wobei die Vorteile der MeBzellenanordnung ja gerade bei
wiederholten Messungen iiber lingere Zeitriume zum Tragen kommen, z. B. fiir die Aufzeichnung von
Wachstumskurven. Dabei kann das MeBsystem mit behcblgen GefiBen kombiniert werden. Voraussetzung ist
lediglich die Bereitstellung eines Gases, mit dem ein genngfuglger Uberdruck aufgebaut werden kann, nicht
jedoch die kontinuierliche Zufuhr von Nahrlosung. Auch ist es in der Lage, die Messungen fiir die Regelung
konstanter, insbesondere steriler Kulturen durchzufiihren zu kénnen.

Die Erfindung wird im folgenden anhand eines Ausfiihrungsbeispicls mittels der Fig, 1 und 2 néher
dargestellt.

Fig. 1 zeigt hierbei einen Schnitt durch eine MeBzelle und

Fig. 2 eine Ansicht der technischen Anlage.

Die DurchfluBmeBzelle (1) nach Fig. 1 besteht im wesentlichen aus einem langgestreckten Zylindergehiuse
(27) mit einem koaxial gefiihrten Kanal (28) und verdlckten Stirnseiten (29), (29"). Die Kanalachse (30) bildet
zugleich die optische Achse des Mefisystems.

An die Stimnseiten (29), (29") werden mittels der beiden Arme eines C-formig ausgebildeten Trigers (10) die
Gehduse (6), (6") fiir den Detektor (8) bzw. die Llchtquelle (7), einschlieBlich dem Referenz-Empfangselement
(9), gegen die Linsenhalter (5), (5') angepreft und in deren Aufnahmebohrungen zentriert. Die Offnungen des
Kanals (28) werden von Linsen (3) bzw. (3') einschlieBlich deren Linsenhaltern (5), (5') verschiossen. Die
Dichtungsringe (4), (4') sind derart ausgebildet bzw. ausgerichtet, daB sie Zentralbereiche (31), (31') der
Sammellinsen (3), (3') freilassen, durch die der Mefstrahl (32) hindurch- bzw. eintritt.

Die Zu- und Ableitungen (2'), (2) fiir die Medien sind beziiglich der Kanalachse (30) im Winkel derart am
Gehsiuse (27) bzw. der MeBzelle (1) angeordnet, daB ihre Austrittstffnungen (33), (33') auf diese
Zentralbereiche (31), (31') ausgerichtet sind. Zustzlich sind sie als Diisen ausgebildet, so daB ein gezielter
Mediumstrahl auf die Linse (3') gerichtet bzw. ein scharfer Strémungswirbel an der Linse (3) erzeugbar ist.
Diese Stromungen verhindern den Bewuchs der Zentralbereiche (31), (31'), so daB8 von dieser Seite her keine
Verfdlschungen des MeBstrahls (32) entstehen.

Die Stromungsgeschwindigkeit des Probemediums innerhalb der MeBzelle (1) kann durch
Querschnittsverengung erhoht und durch die diisenartige Ausbildung der ZufluBkanile (2), (2') eine dirckte
Anstrémung der optischen Fenster im Binnenraum der Zelle erzielt werden. Der gemessene Lichtwert wird
iiber eine vorwahlbare Zeitdauer integriert, wobei die Probe wihrend des gesamten Integrationsintervalls die
MeBzelle (1) durchstromt. Die Hanfigkeit der MeBperiode ist in einem Zeitbereich zwischen 1 und
300 Minuten vorwahlbar. Durch die Wahl des spektralen Bereichs der Lichtquelle (7) ist bei der Messung
pflanzlicher Zellen eine Chlorophyll-abhéngige oder -unabhéngige Methode wéhlbar.

Die Fig. 2 zeigt die perspektive Ansicht der gesamten Anlage, wie sie mit den pneumatischen Elementen
(hier ein Ausfiihrungsbeispiel mit elektrischen Magnetventilen) auf einer gemeinsamen Tréagerkonsole (12) in
der Nihe des KulturgefiBes (15) montiert sein kann. Alle Einzelteile, das Befestigungselement (11) fir die
MeBzelle (1), die Trigerkonsole (12), das AusgleichsgefaB (13), die ZufluBoffnung (14) des KulturgefaBes (15),
das KulturgefiB (15) selbst, das Ausgleichsventil (16), das Eingangsventil (17) und das Ausgangsventil (18)
sowie der ZufluBsammler (19), die ZufluBleitung (20), die Ausgangstffnung (21) des KulturgefiBes (15), die
AbfluBleitung (22), die BypaBleitung (23), das ZufluBrohr (24), die Ausgleichstffnung (25) und das Luftfilter
(26) sind auf dem gleichen Tréger (12) befestigt.

Die vollstindig montierte Durchflufmefzelle (1 bis 5) mit den auf ihr abnehmbar befestigten
MeBelementen (6 bis 10) ist in dem Befestigungselement (11) 1dsbar mit der Trigerkonsole (12) verbunden.
Das Diisenrohr (2) ist mit einem AusgleichsgefdB (13) verbunden, das gegeniiberliegende Diisenrohr (2') mit der
ZufluBoffnung (14) des KulturgefaBes (15).

Weitere wesentliche Elemente sind die Ventile (16), (17) und (18), in diesem Ausfiihrungsbeispiel als
Magnetventile dargestellt. Das Eingangsventil (17) ist ein 3/2-Wege-Ventil. Bei normalem Kulturbetrieb
wird der ZufluB von Gasen (z. B. Luft) und/oder Fliissigkeiten (z. B. Nzhrlosung) von einem ZufluBsammlier
(19) aufgenommen und vom Eingangsventil (17) iiber die ZufluBleitung (20) zum Ausgleichsgefd8 (13)
geleitet. Von dort aus passieren die zustromenden Gase und Fliissigkeiten die DurchflufmeBzelle (1) und
gelangen iiber das Diisenrohr (2') in das Kulturgefa (15). Uberschiissige Gas- und Fliissigkeitsmengen werden
bei normalem Betrieb iiber die Ausgangsdffnung (21) des KulturgefiBes (15) und das normalerweise offene
Ausgangsventil (18) ans dem Kulturgefa (15) zur AbfluBleitung (22) gefiihrt.

Fiir die Durchfiihrung einer MeBphase werden die Ventilstellungen umgeschaltet:

-3.
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Das Ausgangsventil (18) wird geschiossen und das Eingangsventil (17) fiihrt den Gas- und/oder
Fliissigkeitsstrom jetzt iiber die BypaBleitung (23) zum Kulturgef4B (15). Schon bei geringfiigigem Zufuhr-
Uberdruck wird das Kulturmedium durch das in die Fliissigkeit eintauchende ZufluBrohr (24) in die
DurchfluBzelle (1) zuriickgedriickt. Dieser Vorgang wird unterstiitzt, indem das normalerweise geschlossene
und mit der Ausgleichstffnung (25) des AusgleichsgefaBes (13) verbundene Ausgleichsventil (16) fiir eine
bestimmte Zeit gedffnet wird. Das Kulturmedium kann die DurchfluBmeBzelle (1) solange durchstrémen und
im AusgleichsgefaB (13) aufsteigen, bis die integrierende MeBphase abgeschlossen ist. Eine Kontaminierung der
Leitung durch Luftkeime kann durch ein Luftfilter (26) unterbunden werden.

AbschlieBend werden alle Ventile wieder in die Ausgangsstellung zuriickgeschaltet. Das Kulturmedium
aus dem Ausgleichsgefd8 (13) wird wieder in das Kulturgef4B (15) zuriickgefiihrt, wobei es emeut die
DurchfluBzelle (1) passiert. Durch die diisenformige Ausbildung und den Anstrémwinkel der Rohre (2), (2')
werden die Glaslinsen (3), (3') der DurchfluBmeBzelle (1) bei jedem MeBzyklus jeweils einmal in beiden
Richtungen kriftig angestrdmt und gespiilt.

Dariiber hinaus wird im Falle der Zugabe von frischer Nihrlssung diese stets iiber die Winde des
AusgleichsgefaBes (13) und durch die DurchfluBmeBzelle (1) geleitet, so daB die Bildung von Ablagerungen
auch hierdurch wirkungsvoll unterbunden wird.

Die gesamte Einheit aus MeBzelle (1), AusgleichsgefiB (13) und verbindenden Kanilen bestehen
ausschlieflich aus wasser-, I6sungsmittel- und insoweit temperaturbestindigen Materialien, daB diese gesamte
Einheit bei ca. 135 °C autoklaviert werden kann. Ein nicht naher dargestelites Me8- und Regelgerit nimmt die
Ansteuerung von motorbetricbenen Hubkolbenpumpen (insbesondere Motor-Dispensetten), Membran- oder
Schlauchpumpen in der Art vor, daB.ein vorwahlbares Volumen in vorwahlbaren Zeitabstinden als Minimal-
Nahrl6sungszugabe kontinuierlich erfolgt. Der ermitielte MeBwert bis zum Beginn der folgenden
Integrationsphase wird auf einem Display angezeigt. Das Me8- und Regelgerit bewirkt bei Uber- oder
Unterschreiten eines vorwahlbaren Schwellwertes eine Eth¢hung oder Aussetzung der Nihrlosungszugabe.
Durch die AnschluBmoglichkeit eines Mehrkanalschreibers, ist die kontinuierliche Aufzeichnung der
MeBwerte, sowie der Pumpen- und Ventilaktivitit moglich. Die Regelung der Belichtung der Kultur kann
durch das MeB- und Regelgerit ebenfalls vorgenommen werden.

Neben der in Fig. 2 dargesteliten Anordnung der Anlage mit pneumatischen Elementen kann dic Anlage
auch in einen geschlossenen Pumpenkreislauf eingegliedert werden, wobei die Pumpe bei jedem MeBzyklus oder
kontinuierlich Kulmrmedium der MeBzelle (1) zugefiihrt.

In diesem Fall fiihrt die Ableitung direkt in das KulturgefaB (15) zuriick, um den Kreislauf zu schlieSen.

PATENTANSPRUCHE

1. Anlage zur turbidimetrischen Messung und Regelung von Mikroorganismen wie Zell-, Bakterien-, Hefe-
und/oder Algenkulturen in wiBrigem Medium unter Verwendung einer MeBzelle nach dem Prinzip einer
DurchfluBmefzelle, wobei die MeBzelle einen langgestreckten Kanal aufweist, an dessen Stirnseiten optische,
den Kanal abschlieBende Elemente angeordnet sind, durch die ein MeBstrahl entlang der Achse des Kanals von
einer Lichtquelle zu einem Detektor gerichtet wird, dadurch gekennzeichnet, daB

a) sowohl die Zuleitung als auch die Ableitung (2, 2') fiir das Medium in bzw. aus dem Kanal (28) in geringem
Abstand vor den optischen Elementen (3, 3') und derart im Winkel zur Achse (30) des Kanals (28)
ausgerichtet sind, daB die Zentralbereiche (31, 31') der optischen Elemente (3, 3') kontinuierlich vom
Medium anstrombar sind, '

b) die Offnungen (33, 33') der Zu- und Ableitungen (2, 2') zum Kanal (28) als Diisen ausgebildet sind und

c) die optischen Elemente (3, 3') Sammellinsen sind.

2. Anlage nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die MeBzelle (1) mit einem Ausgleichsbehilter
(13), der iiber die Ableitung (2) mit der MeBzelle (1) verbunden ist, Schaltventilen (16 bis 18) und/oder einem
KulturgefaB (15), das mit der MeBzelle (1) tiber die Zuleitung (2*) in Verbindung steht, wobei durch die
Schaltventile (16 bis 18) Weg und Richtung des Mediums zwischen MeBzelle (1), Ausgleichsbehalter (13) und

KulturgefdB (15) steuerbar ist, an einer Trégerkonsole (12) befestigbar und somit gemeinsam autoklavierbar
sind.
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3. Anlage nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, da8 die die Lichtquelle (7) bzw. den Deicktor (8)
aufnehmenden Gehguse (6, 6') auf einem gemeinsamen Tréiger (10) angeordnet und in Ausnehmungen an den
Stimseiten (29, 29') der MeBzelle (1) einrastbar sind.

4. Anlage nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB der Tréger (10) federelastisch ausgebildet ist.

Hiezu 2 Blatt Zeichnungen
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