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(57) Abstract: When carrying
out absorption spectroscopy
while using a flow cell (1),
preferably an FTIR-ATR
flow cell, for example, in the
course of process monitoring
of biotechnological processes,
an ultrasonic field is generated
in the form of a standing wave
in the flow cell (1) with the
aid of a piezo transducer (12).
Particles present in the flow cell
(1), e.g. on a sensor surface,
are pushed in the direction of
the pressure node planes (20)
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of the ultrasonic standing wave
field as well as, inside these
planes, in the direction of an

axis (22) of the flow cell (1)

where they are collected to form

particle agglomerates (23). The
ultrasonic field can then be

deactivated, and the particle

agglomerates (23) can precipitate
or can be evacuated from the
flow cell with the aid of liquid

flowing through the flow cell (1).
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(57) Zusammentassung: Bei Durchfiihrung einer Absorptionsspektroskopie unter Verwendung einer Durchflusszelle (1), vorzugs-
weise einer FTIR-ATR-Durchflusszelle, beispielsweise im Zuge der Prozessiiberwachung von biotechnologischen Prozessen, wird
in der Durchflusszelle (1) mit Hilfe eines Piezo-Transducers (12) ein Ultraschallfeld in der Art einer Stehwelle erzeugt, wobei in
der Durchflusszelle (1), beispielsweise auf einer Sensorfldche, vorliegende Teilchen in Richtung der Druckknoten-Ebenen (20) des
Ultraschall-Stehwellenfeldes sowie in diesen Ebenen in Richtung einer Achse (22) der Durchflusszelle (1) gedrdngt und dort zu
Teilchenagglomeraten (23) gesammelt werden; das Ultraschallfeld kann dann abgeschaltet werden, und die Teilchenagglomerate
(23) konnen sedimentieren oder aber mit Hilfe von durch die Durchflusszelle (1) stromender Fliissigkeit aus der Durchflusszelle

abtransportiert werden.
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Verfahren und Einrichtung zur Absorptionsspektroskopie

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Durchfihrung wvon
Messungen durch Absorptionsspektroskopie unter Verwendung einer
Durchflusszelle mit einem Sensor, insbesondere einer IR-Spektro-
skopie-Durchflusszelle, vorzugsweise einer FTIR-ATR-Durchfluss-
zelle, beispielsweise im Zuge der Prozessiliberwachung von bio-

technologischen Prozessen.

Weiters bezieht sich die Erfindung auf eine Einrichtung zur

Durchfihrung eines solchen Verfahrens.

Absorptionsspektroskopie, insbesondere mit Hilfe von Infrarot,
wird vielfach zur Feststellung bestimmter Substanzen, insbeson-
dere im Zuge der Uberwachung von Prozessen, eingesetzt. Hierzu
werden Durchflusszellen verwendet, durch die die zu detektie-
renden Substanzen mit Hilfe von Tragerflissigkeiten hindurch ge-
leitet werden. Ein Problem kann dabei die Verunreinigung des in
der Durchflusszelle verwendeten Sensors durch die Substanzen
verursachen, und dies insbesondere dann, wenn es sich um bio-
technologische Prozesse bzw. Fermentationsprozesse handelt, die
zu Uberwachen sind, wobel die in einem Fermentationsmedium pro-
duzierten Substanzen und deren Gehalt, aber auch Mikroorganismen
und deren physiologischer Status uUberwacht werden kénnen. Filr
eine derartige Prozessiiberwachung ist in der WO 02/082061 A be-
reits der Einsatz einer FTIR-ATR-Durchflusszelle vorgeschlagen
worden (FTIR-Fouriertransformations-Infrarot; ATR-attenuierte
Totalreflexion), wobei eln Sensorelement in Form eines ATR-Kris-
talls, etwa ein Diamant, verwendet wird, in dem eine Totalrefle-
xion von eingeleiteter Infrarotstrahlung im Zuge der Spektrosko-
pie stattfindet, wobei die Totalreflexion an den Grenzfl&chen
des ATR-Kristalls abhidngig von der Anlagerung der zu detek-
tierenden Substanzen (Teilchen) abgeschwacht (,attenuiert")

wird.

Zur Reinigung des ATR-Kristalls oder allgemein der Durchfluss-
zelle wird hier ein chemisches Reinigungsverfahren angefihrt,
wobeil die Durchflusszelle mit entsprechenden Reinigungssubstan-
zen gespllt wird. Die Beseitigung von derartigen polymeren oder
organischen Ablagerungen (hdufig auch als Biofilm bezeichnet)
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vom optischen Sensor, also insbesondere vom Diamantfenster eines
ATR-Elements, ist jedoch durch den Einsatz von Waschlésungen nur
in relativ langen Reinigungszeiten zu bewerkstelligen. Dieses
Problem der Filmbildung auf der Sensorfldche ist auch bereits in
der US 5 604 132 A angesprochen, wobei dort eine physikalische
Reinigung in Form eines Abstreifens angedeutet ist, was aber
ebenfalls aufwendig und im Hinblick auf die empfindlichen Kris-
tallflédchen problematisch ist.

Es ist somit Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren sowie eine
Einrichtung der eingangs angefiihrten Art vorzuschlagen, mit dem
bzw. mit der eine Verbesserung der Messung hinsichtlich Messzeit
und Langzeitstabilitdt und insbesondere eine effiziente, rasche,
automatische und auch eine reproduzierbare Qualitat aufweisende
Reinigung der Durchflusszelle moéglich wird, wobei weiters ange-
strebt wird, die Bildung von Biofilmen in der Durchflusszelle zu
verlangsamen oder zu verhindern, ohne manuell in Uberwachungszy-
klen eingreifen zu miissen.

Zur Losung dieser Aufgabe sieht die Erfindung ein Verfahren so-

wie eine Einrichtung wie in den anliegenden unabhdngigen Anspriu-
chen 1 und 11 definiert vor. Vorteilhafte Ausfiihrungsformen und

Weiterbildungen sind in den jeweiligen Unteranspriichen gekenn-

zelchnet.

Die erfindungsgemdfe Technologie setzt somit zur Verbesserung
der Messung bzw. zur Reinigung der Durchflusszellen, insbesonde-
re der darin befindlichen Sensorfldchen, Ultraschall ein, wobeil

ebene Ultraschallfelder zur Teilchenmanipulation erzeugt werden.

Derartige Ultraschallfelder in Form von sogenannten ,Quasi-Steh-
wellen™ sind gut kontrollierbar, wobei das Ultraschallfeld im
Fall des Einsatzes von Piezowandlern (Piezo-Transducer), wie
dies bevorzugt wird, einfach durch entsprechende Einstellung des
den jeweiligen Piezowandler ansteuernden elektrischen Signals
(hinsichtlich Frequenz und Amplitude) gesteuert werden kann. Um
die gewlinschte - rdumliche - Stehwelle zu erhalten, kann die
emittierte Ultraschallwelle auf der gegeniiberliegenden Seite der
Durchflusszelle, etwa an einem ATR-Sensor, reflektiert werden,
wobel die riicklaufende Welle dann der abgestrahlten Welle Ulber-
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lagert wird, so dass sich die Stehwelle ausbildet. Bei dieser

Stehwelle ist die Htillkurve der Amplitude in Richtung der

Schallausbreitungsrichtung stationdr, also zeitlich konstant.

Bei einer solchen Ultraschall-Stehwelle wirken auf in der Durch-
flusszelle vorhandene, insbesondere auf an der Sensorfliche
abgelagerte, Teilchen axiale (primdre) Schallstrahlungskrifte,
wobei die Wirkung auf die Teilchen, z.B. Zellen, etwa Hefe-
zellen, derart ist, dass diese Teilchen in Richtung der Druck-
knoten des Stehwellenfeldes gedrdngt werden. DemgemiB werden die
in der Trdgerfliissigkeit suspendierten Teilchen in der Durch-
flusszelle in Ebenen parallel zur Piezo-Transducer-Oberfl&che
konzentriert, ndmlich in der oder den Druckknoten-Ebenen. Da
weiters in der Regel das Ultraschallfeld aufgrund der nicht ganz
homogenen Ultraschallerzeugung im Piezo-Transducer z.B. in der
Mitte stédrker ist als am Rand, wirken auf die Teilchen auch
transversale primdre Schallstrahlungskrédfte, was nach der Kon-
zentration der Teilchen in den Druckknoten-Ebenen dazu fiihrt,
dass innerhalb dieser Ebenen auf die Teilchen Kr&dfte in Richtung
einer (Mitten-)Achse der Durchflusszelle ausgelibt werden, so
dass es zu einer verstadrkten Agglomeration der Teilchen an den
Schnittstellen dieser Achse mit den Druckknoten-Ebenen kommt;
als Resultat wird im Fall von mehreren Druckknoten-Ebenen eine
Art Kette von Teilchenagglomeraten in der Durchflusszelle erhal-
ten. Diese Konzentration der Teilchen bzw. diese Agglomerate
bleibt bzw. bleiben so lange bestehen, so lange das Ultraschall-
feld aktiv ist. Beim Deaktivieren des Ultraschallfeldes werden
die Teilchen, im Falle eines Fliissigkeitsflusses durch die
Durchflusszelle durch diesen ,Flow"“ aus dieser Zelle transpor-
tiert. Es sei aber erwdhnt, dass die Spektroskopiemessung im
Prinzip auch ohne Abschaltung des Ultraschall-Stehwellenfeldes
denkbar ist, und zwar dann, wenn die (unterste) Druckknoten-
Ebene direkt an der Sensoroberflidche liegt, so dass dort die

Teilchen gesammelt (und der Messung zugrunde gelegt) werden.

Flir die Durchfiihrung der Spektroskopie ist weiters auch von Vor-
teil, dass die Teilchenagglomerate eine kiirzere Sedimentations-
zeit aufweisen als einzelne Zellen, so dass durch die Verkiirzung
der Sedimentationszeit raschere Messungen, in kiirzeren Inter-

vallen hintereinander, mdglich werden; hierbei wird andererseits
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auch der stdrenden Ablagerung von Teilchen auf der Sensorflache,
der Biofilmbildung, entgegengewirkt. Untersuchungen haben ge-
zeigt, dass dann, wenn die Teilchen vor dem Absinken auf die
Sensorflidche durch Aktivieren des Ultraschallfeldes eine Zeit-
dauer von beispielsweise 30 s schwebend iber dem Sensorelement
festgehalten und agglomeriert werden, das so geschaffene Teil-
chenagglomerat wesentlich schneller sedimentiert als einzelne
Teilchen, ndmlich in einem Viertel der Zeit bei normaler Sedi-
mentation, wenn eine gleiche IR-Absorptionsintensitédt vorausge-
setzt wird.

Die Durchflusszelle kann beispielsweise zylindrisch sein, wobei
an den einander gegeniiberliegenden Stirnseiten zum einen der IR-
Sensor, insbesondere ein FTIR-ATR-Detektor, und auf der anderen
Seite der Piezo-Transducer, allgemein Ultraschallsender, ange-
ordnet wird. In der zylinderfdormigen Wand der Durchflusszelle
sind Offnungen zum Anschliefen eines herkémmlichen, z.B. automa-
tischen FlieBsystems aus einem Bioreaktor vorgesehen. Die Durch-
flusszelle kann jedoch auBer zylindrisch auch anders, z.B. all-
gemein quaderfdrmig, mit einem rechteckigen, insbesondere qua-
dratischen Grundriss, ausgebildet sein.

Weiters ist es auch denkbar, den Ultraschallsender bzw. Piezo-
wandler unterhalb des IR-Sensors anzubringen und den Ultraschall
durch diesen Sensor hindurch in die Durchflusszelle abzustrah-
len. Es kann dann auf der Oberseite der Durchflusszelle ein
Reflektor fir den Ultraschall vorgesehen sein. Denkbar ist es
aber auch, dort einen zweiten Ultraschallsender anzubringen,
dessen Abstrahlrichtung bevorzugt entgegengesetzt zu jener des.
erstgenannten Ultraschallsenders ist, und dessen Ultraschall zu-
mindest im Wesentlichen dieselbe Frequenz und dieselbe Amplitude
wie die Ultraschallwelle des ersten Ultraschallsenders aufweist.
Auch auf diese Weise kann eine stehende Welle in der Durchfluss-
zelle erzeugt werden. Wenn ein unterer Piezowandler vorgesehen
ist, der den Ultraschall durch den Sensor hindurch abstrahlt,
ist die Steuerung der untersten Knotenebene in ihrem Abstand von
der Sensorfldche leichter méglich als in dem Fall, dass der Sen-
sor den Ultraschall-Reflektor bildet und der Piezo-Transducer
gegeniiber, an der Oberseite der Durchflusszelle, angeordnet
wird. Hierzu kann die Frequenz des Ultraschallfeldes geeignet
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geregelt und eingesfellt werden.

Die H®he der Durchflusszelle kann im Millimeterbereich lieéen,
wobei sie beispielsweise wertemdfig zwischen dem Wert von etwa
einer halben Wellenldnge und ungefdhr hundert Wellenldngen des
angewandten Ultraschalls liegen kann.

Bevorzugt wird Ultraschall mit einer Frequenz in der GrdBenord-
nung von mehreren Hundert kHz bis zu einem oder einigen MHz ein-
gesetzt, wie etwa einer Frequenz zwischen 1 oder 1,5 MHz und

2 MHz, insbesondere 1,8 bis 1,9 MHz. Fir ein verbessertes Losen
eines stérenden Biofilms auf der Sensoroberfldche kann es auch
zweckmidBig sein, das bzw. ein Ultraschallfeld schrdg zur Durch-
flussrichtung der Durchflusszelle zu erzeugen. Bevorzugt werden
bei diesem Fall zwei benachbarte Piezowandler an der Durchfluss-
zelle angeordnet, von denen der eine ein Ultraschallfeld im
Wesentlichen senkrecht zur Durchflussrichtung erzeugt, wogegen
der andere ein schrdg zur Durchflussrichtung laufendes Ultra-
schallfeld abgibt. Die beiden Piezowandler werden dabei bevor-
zugt alternierend zum Abldsen und Anheben von Teilchen von der
Sensorfldache aktiviert.

Ein Vorteil der erfindungsgemaﬁén Technologie ist auch, dass die
industrielle Einsetzbarkeit der FTIR-ATR-Spektroskopie, wie in
der WO 02/082061 A beschrieben, vor allem hinsichtlich Wartungs-
freundlichkeit und Langzeitstabilitat wesentlich verbessert
wird. Ein Vorteil der vorliegenden Reinigungstechnik mit Hilfe
von Ultraschall liegt ferner darin, dass auch keine Reagenzien,
d.h. keine Waschl®sung etc., bendtigt werden bzw. wird, und dass
auch eine Verfdlschung der Messergebnisse durch derartige Rea-
genzien vermieden wird.

Es sei noch erwdhnt, dass an sich aus der US 6 324 900 B die
Anwendung von Ultraschall zu Reinigungszwecken bereits bekannt
ist, jedoch ist dort eine spezielle Reinigung von Grenzfldchen
von Durchleuchtungselementen betroffen, welche zur Messung der
Trilbung einer Fliissigkeit verwendet werden. Im Einzelnen wird
mit Hilfe eines Ultraschallsenders ein niederfrequentes Ultra-
schallfeld (im Bereich von einigen 10 kHz) abgestrahlt, wodurch
in der Flissigkeit gasférmige Mikrokavitdten erzeugt werden,
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welche durch Implodieren eine Reinigung der genannten optischen
Elemente bewirken sollen. Es handelt sich somit um eine anders-
artige Reinigungstechnik, wenn auch mit Ultraschall, bei anders-

artigen optischen Messeinrichtungen.

Die Erfindung wird nachfolgend anhand von bevorzugten Ausfih-~-
rungsbeispielen, auf die sie jedoch nicht beschrankt sein soll,
und unter Bezugnahme auf die Zeichnung noch weiter erldutert. In
der Zeichnung zeigen im Einzelnen:

Fig. 1 schematisch einen Aufbau einer (Diamant) -FTIR-ATR-Durch-
flusszelle mit einer erfindungsgemidBen Ultraschall-Reinigungs-
Einrichtung, wobei eine zus&dtzliche Modifikation in Fig. 1 im

unteren Bereich mit strichlierten Linien veranschaulicht ist;

Fig. 2 eine andere Ausfithrungsform einer solchen FTIR-ATR~-Durch-
flusszelle, wobei oberseitig zwei Piezo-Transducer als Ultra-

schallsender vorgesehen sind;

Fig. 3 ein Diagramm: Absorption iiber Wellenzahl, zur Veranschau-
lichung der Reinigungsleistung bei der erfindungsgemdBen Reini-
gungstechnik im Vergleich zu einem herktmmlichen chemischen
Reinigungsverfahren sowie zu dem Fall, dass tberhaupt keine

Reinigung vorgenommen wird; und

Fig. 4 in einem Diagramm: Absorption/Wellenzahl einen Vergleich
der auf Basis der erfindungsgemiBen Ultraschall-Reinigung
ermdglichten beschleunigten Sedimentation mit einer herkommli-
chen Sedimentation (Schwerkraftsedimentation), wobei ersichtlich
ist, dass bei Messungen in gleichen Zeitabst&nden im Fall der
Anwendung der Reinigung nach der erfindungsgemdBen Technik zu
Folge der beschleunigten Sedimentation groBere Absténde der
Messkurven erhalten werden als im Fall einer normalen Sedimenta-
tion.

In Fig. 1 ist schematisch eine Durchflusszelle 1 veranschau-
licht, wie sie fiir IR-Spektroskopie, insbesondere fur FTIR—ATR—
Spektroskopie, verwendet wird. Diese Durchflusszelle 1 weist
beispielsweise eine zylindrische Wand 2 auf, der ein automa-

tisches FlieBsystem zur Durchfiihrung der gewilinschten Messungen
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zugeordnet ist; von diesem FlieBsystem sind eine Zuleitung 3 so-
wie eine Ableitung 4 ersichtlich, wobei eine an sich herkdmmli-
che Befestigung an der Zellenwand 2 vorgesehen ist. Auf diese
Weise konnen die zu untersuchenden Substanzen, insbesondere Mi-
kroorganismen, z.B Hefezellen, bei der Uberwachung von biotech-
nologischen Prozessen, in einer Tragerfliissigkeit der Durch-

flusszelle 1 zugefithrt und von ihr wieder abgefiihrt werden.

An der Unterseite der Durchflusszelle 1 befindet sich das
eigentliche Sensorelement 5, ndmlich das Diamantfenster eines
horizontal angebrachten ATR-Elements 6. Dabei wird beispiels-
weise, siehe Pfeil 7, von einem Interferometer kommende Infra-
rotstrahlung tiber einen Spiegel 8 und tiber ein Zink-Selen-Ele-
ment 9 dem Diamant-Sensor 5 zugefithrt und von diesem wiederum
iiber einen Spiegel 10 in Richtung des Pfeiles 11 zu einem nicht
naher veranschaulichten Detektor weggeleitet. Der Diamant-Sensor
5 pbildet ein ATR-Kristallelement fiir die FTIR-ATR-Spektroskopie,
wobei sich hierzu, da es sich um eine an sich herkémmliche Tech-
nik handelt, ndhere Erliuterungen erilibrigen koénnen; es kann
diesbeziiglich insbesondere auf die WO 02/082061 A verwiesen
werden, deren Offenbarung hier durch Bezugnahme als mit einge-

schlossen angesehen wird.

An der Oberseite der Durchflusszelle 1 befindet sich ein Ultra-
schall-Transducer oder -Wandler 12, der beispielsweise ein kera-
misches Piezoelement 13 enthdlt, welches auf einem plattchenfor-
migen Glastriger 14 aufgeklebt ist. Das Piezoelement 13 hat z.B.
einen Durchmesser von 20 mm und eine Dicke von 1 mm, und es
welst eine untere flichige Elektrode 15, z.B. aus Silber, auf,
welche tiber die Schmalseiten des Piezoelements 13 zur Oberseite
gezogen ist und dort bei 16 elektrisch kontaktiert ist. Eine
zweite kreisférmige Elektrode 17 befindet sich an der Oberseite
des Piezoelements 13 und ist direkt bei 18 kontaktiert. Die bei-
den Kontakte 16, 18 sind mit einem Frequenzgenerator 19, etwa
einem Frequenzleistungs-Synthesizer FPS 4025, verbunden, um eine
Schwingung beispielsweise im Bereich von 1,8 MHz bis 1,9 MHz zu
erzeugen. Das elektrische Signal mit dieser Frequenz wird Uber
die Kontakte 16, 18 an das Piezoelement 13, d.h. an dessen Elek-
troden 15, 17, angelegt, so dass dieses eine entsprechende
Ultraschallwelle mit der Frequenz von 1,8 MHz bis 1,9 MHz emit-
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tiert. Diese Ultraschallwelle wird gemd® der Darstellung in Fig.
1 vertikal nach unten durch die Durchflusszelle 1 hindurch, also
guer zur Durchflussrichtung zwischen den Leitungen 3, 4, zum
Sensor 5 abgestrahlt, wobei der Sensor 5 einen Ultraschall-Re-
flektor bildet und die Ultraschallwelle wiederum vertikal nach
oben reflektiert, so dass eine stehende Ultraschallwelle im In-
neren der Durchflusszelle 1 erhalten wird. Das so gebildete
Ultraschall-Stehwellenfeld in der Durchflusszelle 1 hat Druck-
knoten-Ebenen bzw. Druckbauchebenen, welche um eine Viertel-
Wellenlidnge zueinander beabstandet sind (wobei in einem Steh-
wellenfeld weiters bekanntlich Druckknoten den Schallwellenbdu-
chen und umgekehrt Druckbauchstellen den Schallknotenstellen
entsprechen). In Fig. 1 ist schematisch mit strichlierten Linien
das Vorliegen von Druckknoten-Ebenen 20 und von einer Druckbau-
chebene 21 veranschaulicht; selbstverstandlich kann die Anzahl
der Druckknoten-Ebenen bzw. Druckbauchebenen variieren, wobeil
die Anzahl dieser Knotenebenen bzw. Bauchebenen von der Schall-
geschwindigkeit in der Durchflusszelle 1, d.h. vom darin enthal-
tenen Medium, sowie insbesondere von der Hohe der Durchfluss-
zelle 1 und von der Frequenz abhidngt. Beispielsweise kann die
Durchflusszelle 1 eine H®he von 4,05 mm sowie weiters einen In-
nendurchmesser von 5,25 mm und eine Wandstdrke von 2,35 mm auf-
weisen. Die halbe Wellenlinge als Distanz zwischen beispiels-
weise zwei benachbarten Knotenebenen 20 kann beispielsweise in
der GroBenordnung von 0,3 mm oder 0,4 mm liegen. Dies wlrde be-
deuten, dass gut zehn Knotenebenen innerhalb der Durchflusszelle
1 gebildet werden. Denkbar sind jedoch selbstverstédndlich weni-
ger Knotenebenen, z.B. bloB eine, bloB zwei oder bloR drei,

ebenso wie mehr Knotenebenen, z.B bis zu 100 Knotenebenen.

In Fig. 1 ist weiters beispielhaft eine Mittenachse 22, im Fall
einer zylindrischen Durchflusszelle 1 die Zylinderachse, ange-
deutet, und es ist auch ersichtlich, dass an den Schnittstellen
dieser Mittenachse 22 mit den Druckknoten-Ebenen 20 im Betrieb
Teilchen agglomeriert werden, wobel derartige Agglomerate mit 23
bezeichnet sind. Die Bildung dieser Teilchen-Agglomerate kommt
dadurch zustande, dass zundchst im Ultraschall-Stehwellenfeld in
den Druckknoten-Ebenen 20 die Teilchen konzentiert werden, und
zwar aufgrund der Wirkung der axialen primdren Schallstrahlungs-—

krafte, die auf die Teilchen einwirken. Sodann werden im gezeig-
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ten Ausfithrungsbeispiel die Teilchen innerhalb dieser Ebenen 20
parallel zur Piezowandlerfldche in Richtung zur Mittenachse 22
aufgrund von transversalen primdren Schallstrahlungskrédften be-
wegt, die darauf zurtickzufithren sind, dass beim gezeigten Ultra-
schallwandler 12 das Ultraschallfeld in der Mitte in der Regel
stédrker ist als in den Randbereichen. Dadurch bildet sich eine
Art Kette von Teilchenagglomeraten 23 in der Mitte der Durch-
flusszelle 1. Denkbar widre es aber auch, die Teilchen nur in den
Knotenebenen 20 zu konzentrieren, gegebenenfalls innerhalb wvon
diesen an aubermittigen Stellen.

Diese Agglomerate 23 enthalten insbesondere auch Teilchen, die
von der Oberfl&dche des Sensors 5 abgehoben werden, wenn das
Ultraschallfeld aktiviert wird, und die Agglomerate 23 sinken
beim Deaktivieren des Ultraschallfeldes auf die Oberfl&che des
ATR-Sensors 5 ab. Diese Sedimentation ist im Vergleich zu einer
herkdmmlichen Sedimentation von einzelnen Teilchen in einer
wesentlich kiirzeren Zeit erzielbar, so dass die gewiinschten
Messungen bei auf dem ATR-Sensor 5 sedimentiertem Material bei
gleicher IR-Absorptionsintensitat in wesentlich kiirzeren Zeitab-
stdnden hintereinander durchgefiihrt werden kénnen. Die Zeit-
intervalle konnen beispielsweise ein Viertel so groR sein im
Vergleich zur Teilchen-Sedimentation gemdB Stand der Technik.

Vor dem Absinken werden die Teilchen bzw. Agglomerate 23 durch
Aktivieren des erwdhnten Ultraschallfeldes beispielsweise bis zu
30 s lang oberhalb des ATR-Sensors 5 festgehalten (und wie be-
schrieben agglomeriert).

Durch diese Beschleunigung der Sedimentationszeit wird im Fall
von biologischen Zellen auch ein Verlangsamen der unerwilinschten
Biofilmbildung auf der Sensoroberfldche erzielt, abgesehen von

der hoheren Frequenz der Messdatengewinnung.

Bei der Durchfiihrung der Reinigung der Durchflusszelle 1 bzw.
insbesondere von deren ATR-Sensoren 5 nach erfolgter Spektrosko-
pie der abgesetzten Teilchen (biologischen Zellen etc.) wird das
Ultraschallfeld mehrmals hintereinander aktiviert (wobei die
Teilchen vom ATR-Sensor 5 abgehoben werden) und deaktiviert
(wobel die Teilchen durch den Flissigkeitsfluss, z.B. mit einer
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Rate von 7 ml/min, aus der Durchflusszelle 1 abtransportiert
werden). Die Intervalle fir das Aktivieren und Deaktivieren des
Ultraschallfeldes betragen jeweils beispielsweise 10 s. Das er-
zielte Reinigungsresultat nach einem Zeitraum von beispielsweise
100 s stellt eine deutliche Verbesserung gegenitiber der herkOmm-
lichen chemischen Reinigung, etwa mit 2% H,0,-Ldsung, mit einer
Dauer von 1200 s, dar.

Um das Ultraschallfeld in dieser oder in einer vergleichbaren
Weise steuern zu kdnnen, ist dem Frequenzgenerator 19 eine in
Fig. 1 nur ganz allgemein veranschaulichte Steuereinheit 24 zu-
geordnet, die mit handischen Eingabemdglichkeiten ebenso verse-
hen sein kann wie mit einer Verbindung zu einem automatischen
Prozessliberwachungssystem und Fliefsystem (nicht dargestellt),
um so automatisch wdhrend des Betriebes das Ultraschallfeld in
der gegebenen Abfolge, mit der gewlinschten Frequenz und Intensi-
tdt, zu erzeugen und abzuschalten. Dabei ist es auch denkbar,
den Frequenzgenerator 19 derart anzusteuern, dass die abgegebene
Signalfrequenz variiert wird, um so auch die Frequenz des Ultra-
schallfeldes zu &andern, etwa um besondere Reinigungseffekte zu
erzielen oder die Reinigung je nach den Substanzen zu optimie-
ren.

Bel der Ausbildung gemd&R Fig. 1 wird das Ultraschall-Stehwellen-
feld in senkrechter Richtung, bezogen auf die Durchflussrichtung
(siehe die Pfeile bei den Anschlussleitungen 3, 4), erzeugt. Der
Glasplattchen-Trager 14 kann dabei auflen tber die Durchfluss-
zelle 1 vorstehen, wobei dieser Trdger im vorstehend bereits
angedeuteten Ausfiihrungsbeispiel beispielsweise kreisrund ist,

mit einem Durchmesser von 30 mm und mit einer Dicke von 2,85 mm.

An sich ist es aber auch denkbar, ein Ultraschallfeld auch in
einer Richtung schrédg zur Durchflussrichtung der Durchflusszelle
2 zu emittieren; eine hierfir geeignete Anordnung ist in Fig. 2
schematisch veranschaulicht, wobei dort zusadtzlich zu einem
Ultraschallsender 12 wie anhand der Fig. 1 beschrieben ein
schrdg angeordneter Ultraschallsender 12' vorgesehen ist, der
Ultraschall schrdg in die entsprechend gestaltete Durchfluss-
zelle 1' abstrahlt. Die beiden Ultraschallemitter 12, 12' kodnnen

im Prinzip so wie vorstehend anhand der Fig. 1 erldutert aufge-
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baut sein, so dass sich eine weitere Erl&duterung eriibrigen kann.
Ebenso ist bei der Anordnung gemdB Fig. 2 an der Unterseite der
Durchflusszelle 1' wiederum eine ATR-Sensoranordnung 5 vorgese-
hen, wobei der Einfachheit halber in Fig. 2 die Infrarot-Zu- und
-Ableitungen ebenso wie die elektronischen Komponenten weggelas-
sen wurden. Das vom Ultraschallsender 12' emittierte Ultra-
schallfeld kann insbesondere filir eine optimierte Reinigung ein-
gesetzt werden, und das Feld des Ultraschallsenders 12 kann die
vorstehend beschriebene Funktion des Anhebens und Agglomerierens
von Teilchen haben.

In Abwandlung der beschriebenen Ausfihrungsformen ist es auch
denkbar, an der Unterseite der Durchflusszelle 1 bzw. 1' einen
Ultraschallsender anzubringen, wie der Einfachheit halber sche-
matisch in Fig. 1 mit strichlierten Linien 12'' veranschaulicht
ist. Dieser Ultraschallsender 12'' kann ebenfalls so wie vor-
stehend in Zusammenhang mit dem Ultraschallsender 12 beschrieben
aufgebaut sein, und er kann anstatt des Ultraschallsenders 12
vorgesehen sein, wobei dann die Durchflusszelle 1 an ihrer Ober-
seite anstatt mit dem Ultraschallsender 12 mit einem Ultra-
schall-Reflektor, also mit einer entsprechenden Glasdecke oder
dgl., abgeschlossen sein kann, um so von unten her das Ultra-
schall-Stehwellenfeld - durch den ATR-Sensor 5 hindurch - zu
erzeugen. Weiters ist es auch denkbar, an beiden Seiten Ultra-
schallsender 12, 12'' vorzusehen, die somit Ultraschall im in
Fig. 1 gezeigten Beispiel in entgegengesetzten Richtungen in das
Innere der Durchflusszelle 1 abstrahlen; wenn diese Ultraschall-
felder dann beziiglich Frequenz und Intensitdt entsprechend ge-
regelt werden, d.h. dieselbe Frequenz und dieselbe Amplitude
aufweisen, kann so wiederum durch die beiden emittierten Ultra-
schallfelder ein Stehwellenfeld erhalten werden.

Im Falle der Verwendung eines unteren Ultraschallsenders 12
kann auch relativ einfach durch Regelung der Ultraschall-Fre-
quenz der Abstand der untersten Knotenebene 20 von der Sensor-
Oberflache eingestellt werden, wobei es insbesondere méglich
ist, im Betrieb die unterste Knotenebene in der Durchflusszelle

1 bis in die Ebene der Oberfldche des Sensors 5 zu verschieben.

In Fig. 3 ist in einem Diagramm mit verschiedenen Absorptions-—
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kurven (Absorption A in beliebiger Einheit tliber der Wellenzahl
in cm™) das Ergebnis verschiedener Reinigungstechniken verglei-
chend veranschaulicht, wobei im Bereich der Wellenzahl 1000 cm™
dann noch merklich eine Substanz feststellbar ist, wenn keine
Reinigung durchgefithrt wurde (Kurven Al, A2 und A3), wogegen ge-
mdl Kurven A4, AS und A6 ein etwas besseres Ergebnis erzielt
wurde, wenn eine chemische Reinigung gemidB Stand der Technik
eingesetzt wurde. Wie dabei ersichtlich ist, ergibt sich aber
immer noch aufgrund der IR-Spektroskopie das mdgliche Vorhanden-
sein einer Substanz bei einer Wellenzahl von 1000 cm™. SchlieB-
lich zeigen die drei knapp beieinanderliegenden unteren Kurven,
die gebiindelt bei A7 veranschaulicht sind, dass nach der durch-
gefiihrten Ultraschall-Reinigung praktisch keine Substanz mehr
feststellbar ist, was auf die optimale Reinigungswirkung auf-
grund der vorliegenden Reinigunstechniken mit Ultraschall hin-
weist. Die drei Kurven Al, A2, A3 bzw. A4, A5, A6 bzw. A7 (3x)
stellen jeweils den Hintergrund nach einer ersten (Al1/A4), nach
einer zweiten (A2/A5) und nach einer dritten (A3/A6) Messung dar
und es wird in Fig. 3 ersichtlich, dass die Erfindung - siehe

die drei Kurven A7 - die Langzeitstabilitidt erhoéht.

In Fig. 4 ist vergleichend fiir den Fall einer normalen Sedimen-
tation sowie fir die erfindungsgemdB verbesserte Agglomerat-Se-
dimentation ein Diagramm Absorption A (in beliebiger Einheit)
ber der Wellenzahl (in cm™) gezeigt, wobei wiederum im Bereich
benachbart der Wellenzahl 1050 cm™® entsprechende Peaks gemessen
wurden, was auf das Vorhandensein beispielsweise von Hefezellen
in der Durchflusszelle 1 hindeutet. Mit den in Fig. 4 st&arker
gezeichneten Kurven Ai(US) (US - Ultraschall) sind die Mess-
ergebnisse bei der Anwendung von Ultraschall zur Agglomeration
der Teilchen, mit der danach sich ergebenden schnelleren Se-
dimentation, veranschaulicht; die einzelnen Messkurven wurden
dabei in Zeitabst&dnden von 5 s aufgenommen. In den gleichen
Zeitabstédnden wurden andererseits Messkurven An - mit derselben
Durchflusszelle 1 - mit Ublicher Sedimentation der Teilchen,
ndmlich Hefezellen, aufgenommen, also ohne Anwendung von Ultra-
schall. Die erhaltenen Messkurven An haben einen viel geringeren
gegenseitigen Abstand, was unmittelbar auf die geringere Sedi-
mentation der Teilchen in der zur Verfiligung stehenden (selben)
Zeit (von 5 s) hinweist.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Durchfiihrung von Messungen durch Absorptions-
spektroskopie unter Verwendung einer Durchflusszelle (1; 1') mit
einem Sensor (5), insbesondere einer IR-Spektroskopie-Durch-
flusszelle, vorzugsweise einer FTIR-ATR-Durchflusszelle, bei-
spielsweise im Zuge der Prozessiiberwachung von biotechnologi-
schen Prozessen, dadurch gekennzeichnet, dass in der Durchfluss-
zelle (1; 1') ein Ultraschallfeld in der Art einer Stehwelle mit
zumindest einer Druckknoten-Ebene (20) erzeugt wird, wobei in
der Durchflusszelle vorliegende Teilchen in Richtung der Druck-
knoten-Ebene des Ultraschall-Stehwellenfeldes sowie in dieser
Ebene in Richtung einer Mittelachse (22) der Durchflusszelle ge-
drdngt und dort zu Teilchenagglomeraten (23) gesammelt werden.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das
Ultraschall-Stehwellenfeld zwischen Messungen erzeugt und das
Ultraschallfeld nach dem Sammeln der Teilchenagglomerate abge-
schaltet wird, wonach die Teilchenagglomerate (23) gegebenen-
falls mit Hilfe von durch die Durchflusszelle (1; 1') strdmender

Flissigkeit aus der Durchflusszelle abtransportiert werden.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die
Teilchenagglomerate (23) vor ihrem Abtransport aus der Durch-
flusszelle zur Durchfitthrung einer Spektroskopie auf einem eine
untere Begrenzung der Durchflusszelle bildenden Sensor se-

dimentieren gelassen werden.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Ultraschall-Stehwellenfeld durch Uberlagerung
einer von einém Ultraschallsender (12) abgestrahlten Ultra-
schallwelle mit einer reflektierten Ultraschallwelle erzeugt

wird.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Ultraschall-Stehwellenfeld durch Uberlagerung

von mehreren gesondert erzeugten Ultraschallwellen erzeugt wird.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass wahrend der Reinigung das Ultraschallfeld zy-
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klisch, z.B. alle 10 s, aktiviert und deaktiviert wird, wihrend
der Durchfluss durch die Durchflusszelle aufrecht erhalten wird,
wobei wahrend der Aktivierung des Ultraschallfeldes Teilchen und
gegebenenfalls Biofilm angehoben und agglomeriert werden und
wahrend der Deaktivierung die Agglomerate aus der Durchfluss-

zelle abtransportiert werden.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Ultraschallfeld im Wesentlichen senkrecht zur

Durchflussrichtung der Durchflusszelle erzeugt wird.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Ultraschallfeld, gegebenenfalls ein alterna-
tives Ultraschallfeld, schrdg zur Durchflussrichtung der

Durchflusszelle erzeugt wird.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekenn-
zeichnet, dass ein Ultraschallfeld mit einer Frequenz in der
Grdlenordung von mehreren Hundert kHz bis zu einigen wenigen
MHz, vorzugsweise im Bereich von 1,5 bis 2,0 MHz, insbesondere

im Bereich von 1,8 bis 1,9 MHz, erzeugt wird.

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9;fdadurch gekenn-
zeichnet, dass die Ultraschall-Frequenz wdhrend der Reinigung
variiert wird.

11. Einrichtung zur Durchfihrung von Messungen durch Ab-
sorptionsspektroskopie mit einer Durchflusszelle (1; 1') mit
einem Sensor, insbesondere einer IR-Spektroskopie-Durchfluss-
zelle, vorzugsweise einer FTIR-ATR-Durchflusszelle, beispiels-
weise im Zuge der Prozessiiberwachung von biotechnologischen
Prozessen, dadurch gekennzeichnet, dass zumindest an einer Wand
der Durchflusszelle (1; 1') ein Ultraschallsender (12; 12°',
12'") zur Erzeugung eines Ultraschallfeldes in der Art einer
Stehwelle mit zumindest einer Druckknoten-Ebene (20) in der
Durchflusszelle vorgesehen ist, wobei in der Durchflusszelle
vorliegende Teilchen in Richtung der Druckknoten-Ebene des
Ultraschall-Stehwellenfeldes sowie in dieser Ebene in Richtung
einer Mittelachse (22) der Durchflusszelle gedridngt und dort zu
Teilchenagglomeraten (23) gesammelt werden.
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12. Einrichtung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass
dem Ultraschallsender (12; 12'; 12'') eine Steuereinheit (24)
zum Ein- und Ausschalten, zur Erzeugung eines Ultraschallfeldes
in der Art einer Stehwelle in der Druchflusszelle (12, 12',

12''), zugeordnet ist.

13. Einrichtung nach Anspruch 11 oder 12, dadurch gekennzeich-
net, dass der Ultraschallsender (12) durch einen Piezowandler
gebildet ist.

14. Einrichtung nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass
der Piezowandler ein auf einem Glaspl&ttchen (14) angeordnetes
Piezoelement (13) aufweist.

15. Einrichtung nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass
das Glaspldttchen (14) mit seiner vom Piezoelement (13) abge-
wandten Seite eine Begrenzung der Durchflusszelle (1) bildet.

le. Einrichtung nach einem der Anspriiche 11 bis 13, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Ultraschallsender (12'') an der AuBensei-
te des Sensors (5) angeordnet ist und im Betrieb den Ultraschall
durch den Sensor (5) hindurch abstrahlt.

17. Einrichtung nach einem der Anspriiche 11 bis 16, dadurch ge-
kennzeichnet, dass dem Ultraschallsender (12) ein Ultraschall-
reflektor gegeniliberliegt.

18. Einrichtung nach einem der Anspriiche 11 bis 17, dadurch ge-
kennzeichnet, dass zwei Ultraschallsender (12, 12''), insbeson-
dere Piezowandler, einander gegeniiberliegend, mit der
Durchflusszelle (1) zwischen ihnen, angeordnet und zur Abstrah-
lung von Ultraschallwellen gleicher Frequenz und Amplitude ein-
gerichtet sind.

19. Einrichtung nach einem der Anspriiche 11 bis 18, dadurch ge-
kennzeichnet, dass zumindest ein Ultraschallsender (12'), ins-
besondere Piezowandler, mit seiner Ultraschall-Abgaberichtung
schrdg zur Durchflussrichtung der Durchflusszelle (1) ausgerich-
tet angeordnet ist.
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“E* é&lteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen
Anmeldedatum verdffentlicht worden ist

scheinen zu lassen, oder durch die das Verdffentlichungsdatum einer

soll oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie
ausgefithrt)
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kann allein aufgrund dieser Verdiffentlichung nicht als neu oder auf
etfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden

*y* Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
kann nicht als auf erfinderischer Tétigkeit beruhend betrachtet
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Verdffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und
diese Verbindung fiir einen Fachmann naheliegend ist
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