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Patentanspriiche:

1. Anordnung zur on-line-Erfassung phyrikalischer, chemischer und biologischer ProzeRgrofenin
geschlossenen, sterilen biologischen Systemen, insbesondere in Bioreaktoren, unter Verwendung
von auBerhalb des biologischen System angeordneten Vorrichtungen zur sterilen Entnahme von
biologischem Material in fliissiger oder gasférmiger Form und Trennung von Biomasse und Filtrat,
mit Mitteln fir die parallele bzw. serielle meRtechnische Erfassung der Proben und der notwendigen
Darstellungsmittel, einem Modul fiir die Darstellung der Probe, mit Mitteln fiir die nichtsterile
melitechnische Erfassung der Probe hinter dom Modul, dadurch gekennzeichnaet, da3 Mittel fiir die
sterile meftechnische Erfassung der Probe vor dem Modul vorgesehen sind.

Anordnung nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, da8 der Anordnung Mittel fir die

Entsorgung der Proben zugeordnet sind.

3. Anordnung nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daft das Biologische System gin
Bioreaktor (9) ist, dem ein Grobfilter (10) zugeordnet ist und mit diesem eine Baugruppe bildet, dal3
dem Grobfilter (10) ein Separationsbaustein (11) zur Trennung von Biomasse (14) und Filtrat
rachgeordnetist, dem ein Entgasungsmodul (12), ein Zwischenspeicher fiir Biomasse (13)und eine
MeRzelle fiir Biomasse zugeordnet ist, und daB die genannten Baugruppen sterilisierbar und steril
betroibbar sind.

4. Anordnung nach Anspruch 1bis 3, dadurch gekennzeichnet, daf zur Darstellung der Proben anden
nichtsterilen Bereich des Separationsbausteins (11) eine Pumpe {16) angeschlossen ist, der tiber
Ventile Vorratsbehalter fiir Wasser (19), Pufferldsungen (20), Marker (21), und Reagenzien (22)
zugeordnet sind, und daB die Pumpe (iber weitere Ventile mit den Mitteln fiir die nichtsterile
meRtechnische Erfassung der Proben (15, 18), mit sinem Zwischenspaicher fiir Filtrat (17) und mit
einem AuslaB verbunden ist.

g

Hierzu 2 Seiten Zeichnungen

Anwendungsgeblet der Erfindung

Die Erfindung bezieht sich auf die Erfassung von ProzeBgréBen in komplexen flissigen Medien und ist in dor Biotechnologie,
Medizin, Landwirtschaft und im Umweltschutz anwendb.-.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Bekannt sind off-line-Verfahren, bei denen aus dem geschlossenen System, 2.B. aus einem Biorsaktor biologisches Material
entnommen wird und in einem Labor auf die gewiinschten Eigenschaften hin untersucht wird. Der Nachteil des off-line-
Verfahrens besteht in einer zeitlichen und raumlichen Trennung und somit in der verzégerten Riickwirkung auf den ProzeR.
Dadurch ist eine durchgehende Automatisierung der ProzeBsteuerung ausgeschlossen.

Waiterhin Ist es bekannt, die Erfassung on-line vorzunehmen. So ist aus der DE-OS 3516080 eine Anordnung bekannt, bei der
eine in einem Bioreaktor angeordnete Probeentnahmesonde on-line an ein MeR- bzw. Steuersystem angekoppelt ist. Der
Nachteil dieser Anordnung besteht darin, daB Probeentnahmesonden durch den segenannten Fouling: Effekt relativ schnell
unbrauchbar werden, d.h. die Sonden sind hiufig auszuwechseln. Da sich die Probensorden im Bioreaktor befinden, ist die
Folge davon die Stérung baw. Uaterbrechung des Prozesses. Damit ist ebenfalls die Sterilitat des Prozesses nicht mehr
aufrechtzuerhaiten.

Ein weiterer Nachteil bei dieser on-line-Messung besteht darin, da bei der Messung Intarferenzen auftreten, d.h., daR die zu
messende GroBe durch unerwiinschte Nebeneffekte beeinflufit wird, wodurch mehr oder weniger stark verfélschte
MeRergebnisse erzielt werden.

Aufgrund dieser Nachteile ist der in einem biologischen System, z. B. in einem Bioreaktor ablaufende Prozef nur unvollkommen
steuerbar und nur bedingt oder nicht automatisierbar.

Aus Dincer, A.K. et al. ,Continuous on-line-Monitoring of Fermentation Processes” in Developm. Industr. Microbiology, vol. 25,
¢ch. 63, pp. 603-611 (1984} ist eine on-line-Anordnung bekannt, bei der eine sterile Entnahme auflerhalb des biologischen
Systems erfolgt und die Trennung von Biomasse und Filtrat durch einen Filtrationsmodul erreicht wird. Dem Filtrationsmodul
sind Mittel fiir die meBtechnische Erfassung der Probe nachgeordnet. Fiir don Probentransport und den fransport der
Analysenmittel ist der Anordnung ein Transportsystem mit Pumpen zugeordnet. Hierdurch soll u.a. der Fouling-Effekt
vermieden werden.

Diese Anordnung hat den Nachteil, daR die gesamte meBtechnische Erfassung unter nichtsterilen Bedingungen erfolgt, Dabei
wird nur das Filtrat untersucht, wihrend die davon abgesonderte Biomasse unter sterilen Bedingungen wieder in den Fermentor
zurlicktransportiert wird.
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2lel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, den in cinem biologischen System ablaufenden Prozef vollstindiger zu erfassen als bisher und
Voraussetaungen fir eine durchgehende Automatisierung und Optimierung nach biologischen ZielgréBen des Prozesses zu
schaffen,

Darlegung des Wesens der Erfindung

Dcr Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine on-lirs-MeBwerterfassung durchzufihren, ohne daB Riickwirkungen auf das
sterile biologische System auftreten, z.B. durch Auswechseln von Probenahmesonden, und bei der mehrere ProzeBgréBen
seriell oder parallel gemessen werden kdnnen, wobei Interferenzen auszuschlieBen sind.

ErfindungsgemiB wird das bei einer Annrdnung zur on-line-Erfassung physikalischer, chemischer und biologischer
ProzeRgréRen in geschlossenen, sterilen biologischen Systemen, insbesondere in Bioreaktoren, unter Verwendung von
auflerhalb des biologischen Systems angeordneten Vorrichtungen z2ur sterilen Entnahme von blologischem Materialin flissiger
oder gasférmiger Form und Trennung von Blomasse und Fiitrat, mit Mitteln fiir die paraliele bzw. serielle meBtechnische
Erfassung der Proben, einem Transportsystem zum Transport der Proben und der notwendigen Darsteliungsmittel, einem
Modul fiir die Darstellung der Probe, mit Mitteln fiir die nichtsterile mefitechnische Erfassung der Probe hinter dem Modul,
dadurch erreicht, daB Mittel fiir die sterile meBtechnische Erfassung der Probe vor dem Modul vorgesehen sind.

Der Anordnung sollten Mittel filr die Entsorgung der Praben zugeordnet sein.

Das Biologische System kann ein Bioreaktor sein, dem ein Grobfilter zugeordnet ist und mit diesem eine Baugruppe bildet, wobei
dem Grobfilter ein Separationsbaustein zur Trennung von Biomasse und Filtrat nachgeordnet ist, dem ein Entgasungsmodul, ein
Zwischenspeicher fir Biomasse und eine MaBzelle fiir Biomasse zugeordnet ist, wobei die genannten Baugruppen sterilisierbar
sind und steril betrieben werden kbnnen,

Zur Darstellung der Proben ist an den nichtsterilen Bereich des Separationsbausteins eine Pumpe angeschlossen, der iiber
Ventile Vorratsbehélter fir Wusser, Pufferldsungen, Marker und Reagenzien zugeordnet sind, wobei die Pumpe (iber weitere
Ventile mit den Mitteln fir die nichtsterile meBtechnische Erfassung der Proben, mit einem Zwischenspeicher fiir Filtrat und mit
einem AuslaB verbunden ist.

Mit dieser Anordnung ist es mdglich, eine on-line-Messung durchzufiihren, ohne duB in das biologische System, 2.8, durch
Probenahmesonden, eingegriffen werden muB. So kann z.B. ein Bioreaktor kontinuierlich steril weiter betrieben werden, auch
wenn es erforderlich ist, im Probenahmemodul Baugruppenr auszuwechseln.

Die Anordnung ermdglicht ebenfalls den Separationsbaustein durch Riickspiilung freizuspiilen, um den Fouling-Effekt zu
vermeiden. Durch die erfindungsgemafle Anordnung bleibt dabei dennoch die Sterilitat erhalten.

Es wird weiterhin erstmalig mdglich, seriell oder parallal mehrera Proben zu erfassen und fiir unterschiedliche Messungen
darzustellen, d. h. so aufzubereiten, dal mit diesen bei dem vorgesehenen MeBverfahren optimale Einsatzbedingungen fiir die
Datektionssysteme erzielt werden.

Aufgrund das Vorliegens von mehreren MeRBwerten kurze Zeit nach der Probenahme wird eine verbesserte automatische
Prozefisteuerung moglich. Aber auch fir die manuelle Steuerung des Prozesses ergeben sich bessere Méglichkeiter fiir die
ProzeBoptimierung.

Erstmals wird mit dieser Anordnung die Voraussetzung fiir den Ubergang von der diskontinuierlichen zur kontinuierlichen
ProzeBfithrung mit biologischen Parametern als Flihrungsgré8en moglich.

Ein weiterer entscheidender Vorteil besteht darin, daB es méglich ist, ohne Beeinflussung des sterilen Prozesses im biologischen
System, nicht sterilisierbare Detektoren in der on-line-Messung einzusetzen.

Ausfiihrungsbeispiel
Die Erfindung soll in einem Ausfiihrungsbeispiel anhand von Zeichnungen niher erldutert werden, Es zeigsn

Fig.1: den prinzipiellen Aufbau der erfindungsgemiBen Anordnung in einer schematischen Darstellung
Fig.2: den detaillierten Aufbau einer erfindungsgeméfien Anordnung.

Aus einem geschlossenen System 7, 2.B. aus einem Bioreaktor, wird eine reprisentative Probe unter sterilen Bedingungen in
einer Separationsbaugruppe 1 separiert bzw. so aufbereitet, daB die Randbedingungen fiir eine Detektion im geschlossenen
Kreis erfullt werden, z.B. zwischen den Baugruppen 7-1 baw. 1-7. Fiirim geschlossenen Kreis nicht einsetzbare
Detektionssysteme erfolgt in einer zweiten Baugruppe 2 die Darstellung der Probe, wodurch die fiir die Detektion erforderlichen
Randbedingungen, d.h. die physikalisch-chemischen Parameter der Probe, wie Temperatur, Cruck, pH-Wert, Konzentration,
Zugabe von Reagenzien und Markern, definiert realisiert werden. Der Baugruppe 2 fir die Darstellung der Probe schlie8t sich
eine Detektionsbaugruppe 3 fiir die Detektion der Komponenten der Probe an. Dabei konnen ein Detektionssystem oder mehrere
parallel oder seriell angeordnet sein, z. B, fur chemische, physika'ische und biologische Parameter. Dem Detektionssystem
schlieBtsich noch eine Baugruppe 4 zur Entsorgung der Probe ar . In dieserkann z. B. die Neutralisation gefihrlicher {iubstanzen,
Desinfektion und Speicherung der Probe erfolgen.

Der Transport der Probe und der Medien . wischen den genannten Baugruppen erfolgt mit Hilfe eines Transportsystems 5. Alle
diese Baugruppen werden von einom Steuerungssystem 6 zentral gesteuert. Eine Beeinflussung des Prozesses im
geschlossenen System 7 ist iber eine ProzeBsteuerung 8 im Zusammenwirken mit der Detektionsbaugruppe 3 und/oder mit
dem Steuerungssystem 6 maglich.
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Dle Realisierung der in Fig. 1 dargesteliten Baugruppen ist 2.B. mit den in der Fig.2 aufgefiihrten Gerdtetechnik mdglich. Das
geschlossene System 7 bestehtim vorliegenuan Fall aus einem sterilen Bioreaktor 9 und einem Grobfilter 10. Das geschlossene
System kénnte auch ein natilrlicher biologischer Krelslauf sein. Der sterile Bioreaktor schlieBt das Reaktorgefi mit allen
Einbaute n, Rohrisitungen, Ventilen bis 2u den Storilfiltern sowie die Leitungen fir den Probentransport zur und von der
Separatinnsbaugruppe ein.

Die Separationsbaugruppe 1 besteht im vorilegenden Fall aus einem Separationsbaustein 11 und einem Entgasungsmodul 12
ainschiteBlich der erforderlichen Rohrleitungen und Ventile, Im Separationsbaustein erfolgt die sterile Trennung der Biomasse
und des Filtrates, wobei die mit dem geschlossenon System verbundene Eintrittsseite des Separationsbausteines zum sterilen
Berelich gehdrt, wiihrend die Austrittsseite nicht steril ist. Zur Separation der Probe kdnnen z.B. tangential iberstrémite Filter
unterschisdlicher Materialien mit und ohne Mischsvstem zur Vermeidung der Konzentrationspolarisation, Dialysebausteine,
statische Filtrationseinheiten unterschiedlicher Materialien mit und ohne Mischsystem und Hohlfasern eingesetzt werden.

An der sterilen Seite des Separationsbausteins 11 ist ein Zwischenspeicher 13 fir die Biomasse angeordnet, dem sich eine
MeRzelle 14 fiir die Biomasse anschlieRt.

Alle genannten Baugruppen bilden den Sterilbereich.

Dem Entgasungsmodul 12 ist im nichtsterilen Beroich eine MeRzelle 16 filr Gase, 2.8. ein Gaschromatoyraph zugeordnet.

An den nichtsterilen Ausgang des Separationsbausteins 11 ist eine Pumpe 16 angeschlossen, die zusammen mit Ventilen
Bestandteil des Transportsystems 5 ist. Die Pumpe 16 ist iiber die entsprechenden Ventile sowohl mit elnem
Zwischenspcicher 17 fir das Filtrat als auch mit einer Mefizelle 18 fiir das Filtrat verbunden, Als Pumpen kdnnen herkdmmliche
Dosierpumpan oder Spezialpumpen mit vorwihibarer Frequenz und vorwi#hibarem Hubvolumen verwendet werden.
Der.Pumpe 16 ist die Baugruppe 2 zur Darstellung der Prabe z2ugeordnet, Diese Baugruppe kann z.B. Vorratsbehélter fir
Wasser 19, Pufferldsungen 20, Marker 21 und Reagenzien 22 haben. Diese bieten die Maaglichkeit die Probe darzustellen, d. h. die
Probe optimal fiir das jeweilige sich anschlieBende MeRverfahren aufzubereiten.

Die MeBzellen 14, 15 und 18 bilden die Detektionsbaugruppe 3. Die MeBzellen sind infolge des modularen Aufbaus der
Anordnung austauschbar. Als MeBzellen werden sowohl Detektoren zur direkten Bestimmung biologischer, chemischer und
physikalischer GréBen im geschlossenen System im sterilen Bereich der Anordnung verwendet, die hohen dynamischen
Anforderungen geniigen, als auch Detektoren zur Erfassung biologischer, chemischer und physikalischer GréBen im unsterilen
Bereich. Diese sind nach Darstellung der Probe an den ProzeR angekoppelt. Als solche Detektoren kdnnen neben den genannten
2.8. Gaschromatographen, optische und Hochfrequenzspektrometer verwendet werden, denen die Proben in aufbereiteter Form
zugefithrt werden.

Bei dieser Anordnung werden die im Bioreaktor 9 erzeugten biologischen Materialien zuniichst sinem Groblfilter zugefiihrt. Von
diesem gelangen die Materialien iiber ein Ventil in den Separationsbaustein 11, in dem eine Trennung i: Biomasse und Filtrat
arfolgt. Die Biomasse kann anschlieBend durch den Entgasu ngsmodul 12 entgastwerden und danninden Zwischenspeicher 13
gepumpt werden. Dieser Vorgang wird nach Entfernung des Filtrats aus dem Separationsbaustein 11 und Abpumpen in den
Zwischenspeicher 17 bei entsprechender Ventilstellung durch die Pumpe 16 vorgenommen. Nach Entleerung des
Separationsbausteines 11 ist bei entsprechender Ventilstellung bereits die néchste Probenahme méglich, wihrend gleichzeitig
die Biomasse und das Filtrat aus der vorhergehenden Probe dem Detektionssystem zugefiihrt werden, bzw. aufbereitet
werden.

So ist es méglich, die Biomasse einer Trilbungsmessung zu unterziehen. Durch die vorhergehende Grobfilterung und
Entgasungwird hierbei sine hnhe MeBgenauigkeit erzielt. Bisher mufite diese Messung direkt am oder im Reaktor vorggnommen
werden, wobei Gasblasen und Verunreinigungen nur unvolikommen beseitigt werden konnten. Trotzder Versuche, die Fehlerzu
eliminieren, wurde keine groe MeBgenauigkeit erzielt.

Da sich die MeBzelle 14 fiir die Biomasse im Sterilbereich befindet, kann nach Durchfiihrung der Messung die Biomasse wieder
in den Bioreaktor 9 zuriickgefihrt werden.

Die separierten Gase konnan aus dem Entgasungsmodul 12 der MeRzelle 15, 2.B. einem Gaschromatographen, zugefihrt
werden und kénnen so eine zusitzliche Information iiber der: ProzeR im Bioreaktor liefern, die bei bisher bekannten
Anordnungen nicht erzielbar war.

Das Filtrat kann durch die Pumpe 16 aus dem Zwischenspeicher abgepumpt werden und mit Hilfe der Bavgruppen 18 bis 22
aufbereitet werden, und dabei optimal an das sich anschlieBende MeBverfahren angepafit werden,

Die Modulbauweise gestattet es, in kurzen Zeitabstdnden Proben zu entnehmen und diese unterschiedlich darzustellen, d.h. sie
an unterschiedliche MeBverfahren optimal anzupassen. Dadurch erhalt man wesentlich mehr und bessere MeRergebnisse als
bisher.

Da der Bioreaktor keine Einoauten zur Probenahme erfordert, weil die Probenahme auBBerhalb des Reaktors erfolgt, istnunmehr
ein wesentlich effektiverer kontinuierlicher Betrieb des Bioreaktors méglich.
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