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VERFAHREN ZUM REINIGEN UND ANREICHERN VON PROTEINEN,
NUKLEINSAUREN ODER VIREN UNTER VERWENDUNG EINES WASSRIGEN ZWEI-PHASEN-
SYSTEMS

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

TECHNISCHES GEBIET

Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren zum Reinigen und Anreichern von Immunglobulinen oder
anderen Proteinen; oder Plasmid-DNA, genomischer DNA, RNA oder anderen Nukleinsduren; oder

Viren unter Verwendung eines wassrigen Zwei-Phasen-Systems.

STAND DER TECHNIK

Biomolekiile, wie Proteine, haben wachsende Bedeutung in einer Vielzahl von Anwendungen, bei-
spielsweise als Medikamente, Diagnostika, Zusatzstoffe in Nahrungsmitteln, Waschmitteln, als For-
schungsreagenzien und dergleichen. Die Gewinnung aus natiirlichen Quellen reicht nicht aus, so dass
biotechnologische Produktionsmethoden eingesetzt werden. Hierbei ist regelméaRig die Aufarbeitung

und Reinigung des erhaltenen Proteins erforderlich.

Fur Proteine, die in Biopharmazeutika zum Einsatz kommen, wie z.B. therapeutische Antikérper, ist
nicht nur die Produktausbeute, sondern auch die Abtrennung von Verunreinigungen wichtig. Es gibt
hierbei prozessabhéngige Verunreinigungen, wie Wirtszellen, Komponenten der Wirtszellen, z.B. Pro-
teine (Wirtszellproteine, ,Host cell proteins”", HCP) und Nukleinsduren, die aus der Zellkultur selbst
oder aus der Aufarbeitung resultieren, wie etwa Salze oder abgeldste Chromatographie-Liganden.
Zudem kodnnen produktabhéangige Verunreinigungen vorliegen, wie beispielweise molekulare Varian-
ten des Produkts mit abweichenden Eigenschaften, z.B. verkiirzte Formen, Vorlaufer, hydrolytische
Abbauprodukte, oder modifizierte Formen, wie Polymere und Aggregate. Weitere Verunreinigungen
sind Kontaminanten, d.h. Materialien chemischer, biochemischer oder mikrobiologischer Natur, die in

unerwiinschter Weise in der Zellkultur vorliegen.

Verunreinigungen in Biopharmazeutika sind nicht akzeptabel, da diese unerwiinschte Nebenwirkun-
gen bewirken kénnen, wie allergische Reaktionen oder unerwiinschte Immunreaktionen, die sogar bis
zu einem lebensbedrohenden anaphylaktischen Schock fiihren kdnnten. Daher besteht ein Bedarf an
geeigneten Reinigungsverfahren, mit denen die unerwiinschten Verunreinigungen auf ein unbedenkli-

ches Mindestmal reduziert werden kénnen.

Die monoklonale Antikdrperherstellung, wie diese aktuell im Stand der Technik beschrieben wird, ba-
siert auf einem sogenannten Batch-Plattform-Verfahren [1,2]. Dieses Verfahren gliedert sich in die vor-

und nachgelagerte Verarbeitung (engl. up- and downstream processing). Die Herstellung des rekom-
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binanten Zielproteins basiert auf der Zellkultivierung in Bioreaktoren wahrend der Upstream-
Verarbeitung. Ziel der anschlieBenden Weiterverarbeitung ist es, die Zielproteine von den Nebenkom-
ponenten, wie Wirtszellproteinen (HCPs), Wirtszell-DNA, Medienkomponenten, Viren und Endotoxi-
nen, unter Verwendung verschiedener Unit-Operationen, wie Zentrifugation, Filtration und Chromato-

graphie, zu isolieren.

Dieser Plattformprozess umfasst die Fed-Batch-Suspensionskultivierung von S&ugetierzellen in Bio-
reaktoren bis zu einem Volumen von 20.000 L, Zentrifugation und Tiefenfiltration als Zellernte, Pro-
tein-A-Affinitdtschromatographie als Capture (Auftrennungsschritt), Kationenaustauschchromatogra-
phie (CIEX) als Zwischenreinigung und hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC) als Feinstrei-
nigungsschritt. Zusatzlich werden orthogonale Virusinaktivierungsschritte mit niedrigem pH-Wert und
Virusfiltration zur Minimierung der Immunogenitdt durchgefiihrt. Im Anschluss an die Protein-A-
Affinitdts-Chromatographie und aufgrund des niedrigen pH-Werts zur Virusinaktivierung muss eine

Diafiltration durchgefiihrt werden, um die folgende CIEX zu laden.

Mit Blick auf die etablierten Plattformprozesse stoRen die chromatographischen Schritte jedoch auf-
grund steigender Produktkonzentrationen durch vorgeschaltete Prozessoptimierung (d.h. Cell Engine-
ering, Medien- und Prozessparameteroptimierung) an ihre Kapazitdtsgrenze. Diese Einschrankung ist
allgemein als Downstream-Engpass (engl. bottleneck) bekannt. Mit zunehmender Produktkonzentrati-
on sinken die spezifischen Kosten (€/kg) der vor- und nachgelagerten Verarbeitung. Mit h6heren Pro-
duktkonzentrationen erreicht der plattformabgewandte Prozess jedoch sein Effizienzoptimum. Eine
noch stérkere Erhéhung der Produktkonzentration fiihrt zu einer deutlichen Verlagerung der Herstel-

lungskosten (COGs, Cost of goods) von der vorgelagerten zur nachgelagerten Verarbeitung.

Es besteht daher ein Bedarf fiir ein geeignetes Reinigungsverfahren, das in einfacher Weise und mog-

lichst wirtschaftlich durchfiihrbar ist.

Der aktuelle Stand der Plasmid-DNA (pDNA)-Herstellung basiert ebenfalls auf einem Batchplattform-
prozess. Wahrend der Fermentation wird die pDNA intrazellular im E.coli-System produziert. In der
Regel erfolgt zur Emte eine Zentrifugation der Fermentationsiésung. Die so gewonnene nasse Zell-
masse (engl. Wet cell paste, WCP) wird im Lyseverfahren zundchst resuspendiert, anschlieBend mit
einer alkalischen Ldsung aufgeschlossen und durch Zugabe eines Kaliumacetat-Puffersystems
neutralisiert. Im Neutralisationsschritt kommt es zur Ausflockung von Proteinen und anderer Neben-
komponenten, unterstiitzt durch das verwendete Natrium-Dodecylsulfat (SDS). Das Neutralisat wird in
einem Auffangbehélter gesammelt. Dort werden die entstandenen Flocken teils durch Flotation abge-
trennt und am Apparateboden die Losung durch mehrere Festbettschichten abgezogen und grob ge-
klart. Weitere Schritte in der Aufarbeitung umfassen eine Diafiltration, Aufkonzentrierung durch Ultra-
filtration, eine Fallung durch Ammoniumsulfat oder andere Salze und zwei oder mehr Chromatogra-
phie-Schritte [3]. Im derzeitigen Verfahren ist der Downstream-Engpass das Auffanggefal

des Neutralisats. Bei einer Durchsatzerh6hung und/oder MaRstabsvergréRerung sind die Trennung
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und Klarung des Neutralisats durch die hohe Biomassebeladung und gleichzeitige Flockenbildung bei

den anfallenden hohen Volumina schwierig.

Es besteht daher auch in diesem Fall ein Bedarf fiir ein geeignetes Reinigungsverfahren. Da die Sta-
bilitdt der pDNA wahrend dieser ersten Prozessschritte, wie oben beschrieben, noch gering ist, wére
eine robuste, zeitnahe und einfache Isolierung der pDNA erwiinscht sowie eine verbesserte Abtren-

nung von Verunreinigungen, was die pDNA stabilisiert.

Es entstehen auch bei der pDNA -Herstellung prozessabhéngige Verunreinigungen, wie Wirtszellen,
Komponenten der Wirtszellen, z.B. Proteine (Wirtszellproteine, ,Host cell proteins", HCP), Nuklein-
sduren, wie RNA und genomische DNA, Endotoxine, Membranbruchstiicke und dergleichen, die von
der Wirtszelle selbst stammen und in der Fermentation oder beim alkalischen Aufschluss freigesetzt
werden. Aus der Aufarbeitung resultieren etwa Salze oder abgeléste Chromatographie-
Liganden oder fur die Aufarbeitung nétige zugesetzte Substanzen, wie Natrium-Dodecylsulfat
(SDS). Zudem kodnnen produktabhangige Verunreinigungen, wie Isoformen, Topoisomere und Oligo-
mere der pDNA mit abweichenden Eigenschaften vorliegen. Weitere Verunreinigungen sind Kontami-
nanten, d.h. Materialien chemischer, biochemischer oder mikrobiologischer Natur, die in unerwiinsch-
ter Weise in der Fermentationsbriihe vorliegen. Auch die Produktion von Viren fiir die Gen- und Zell-
therapie wird, wie die vorherigen Prozesse, in ein Upstream- und ein Downstream-Verfahren unterteilt.
Das Upstream-Verfahren umfasst die Kultivierung der fiir die Produktion verantwortlichen Zellen sowie
die hierfiir notwendige Transfektion. Der GroBteil der heutzutage produzierten Viren lassen sich der
Gruppe der Adenoviren (durchschnittlich 90 nm groB3, nicht umhillt), der Adeno-assoziierten Viren
(durchschnittlich 20 nm groB, nicht umhiillt) und der Retro- und Lentiviren (durchschnittlich 90-120 nm
grof3, umhiillt) zuordnen. Das Vorhandensein einer zusétzlichen Lipidhiille bei den Retro- und Lentivi-
ren bedingt eine geringere Stabilitat, wodurch die Gesamtausbeute nach Aufreinigung um bis zu 70%
sinken kann. Das Downstream-Verfahren umfasst die Schritte der Zellernte und Zelllyse im Falle eines
nicht-sekretierten Produkts. Auch bei Sekretion wird h&ufig eine Zelllyse durchgefihrt, um nicht sekre-
tiertes Produkt freizulegen und die Gesamtausbeute so zu maximieren. Im Anschluss dieser Schritte
liegt der Virus neben einer Vielzahl von Verunreinigungen vor. Neben Medienkomponenten aus der
Zellkultur, liegen meist signifikante Mengen des fiir die Transfektion genutzten Vektors (meist pDNA)
vor. Im Falle einer Zelllyse werden ebenso intrazellluldre Bestandteile freigesetzt, wie genomische
DNA und Wirtszellproteine. Um das Produkt méglichst schnell zu stabilisieren und von einem Grofteil
der Nebenkomponenten zu isolieren, bietet sich analog den Ausfiihrungen zum pDNA-Prozess eine
Kombination aus Zellernte-/lyse und wassriger Zweiphasenextraktion an. Hierdurch kann auch der
ansonsten meist notwendige Schritt einer zeitaufwendigen und schwer skalierbaren Dichtegradienten-
zentrifugation ersetzt werden. Die weiteren Schritte der Aufreinigung bis zum finalen Produkt, umfas-
sen beispielweise Dia- und Ultrafiltrationen zum Puffertausch und zur Konzentrationserh6hung, sowie
Chromatographien (GréBenausschluss, Affinitidt, lonenaustausch, Hydrophobizitit) [4]. Es besteht

daher auch in diesem Fall ein Bedarf fiir ein geeignetes Reinigungsverfahren.
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Eine bekannte Alternative zu den erwdhnten adsorptions- und filtrationsbasierten Techniken ist die
schonende Extraktion von Biomolekilen, wie Proteinen, Nukleinsduren, Zellen, etc., mittels wéassriger
Zwei-Phasen-Extraktion (engl. Aqueous Two Phase Extraction, ATPE) [3].

Unter einem wassrigen Zwei-Phasen-System (ATPS, Aqueous Two Phase System), hier auch kurz als
Zwei-Phasen-System bezeichnet, versteht man eine wéssrige L6sung mit zum Beispiel zwei unmisch-
baren Polymeren oder einem Polymer und einem anorganischen oder organischen Salz. Nach der
Mischung der genannten Komponenten kommt es zur Ausbildung von zwei Phasen im System. Auf-
grund unterschiedlicher biophysikalischer Eigenschaften der Phasen, kann man erreichen, dass eine
Verteilung der Biomolekiile in eine der beiden Phasen erfolgt. Das Aufkonzentrieren und Aufreinigen
des Zielmolekiils kann so in einem Prozessschritt erreicht werden. Fiir eine héhere Reinheit des Ziel-

molekiils kénnen auch mehrstufige ATPS-Extraktionen durchgefiihrt werden.

Die Bildung eines ATPS (wéssriges Zwei-Phasen-System) wird daher durch die Kombination be-
stimmter phasenbildender Komponenten in geeigneten Konzentrationen erreicht. Bekannte Systeme
werden auf Basis folgender Kombinationen erhalten:

- Polymer/Polymer

- Polymer/Salz

- Alkohol/Salz

- lonische Flissigkeiten.

Fur biotechnologische Verwendungen sind insbesondere die Zwei-Phasen-Systeme (ATPS) von Po-
lymer/Salz von Interesse. Als Polymer werden h&ufig Polyethylenglykole (PEG) mit Molmassen zwi-
schen 200 und 4000 g/mol verwendet. Haufig verwendete Salze sind beispielweise Natrium- und Kali-
umphosphate und -citrate. Das Anion ist gegeniiber dem Kation dominierend verantwortlich fiir die
Phasenbildung und die Stoffeigenschaften. Ein Polymer, wie PEG, reichert sich in der oberen leichten
Phase an und das oder die Salze reichern sich in der unteren schweren Phase an. Die Mischungsli-
cke wird mit zunehmendem Molgewicht des Polymers groRer. Ein Teil der Prozessentwicklung ist, das

optimale System fiir die vorgegebene Prozessaufgabe zu identifizieren.

Im Prinzip dient das wassrige Zwei-Phasen-System (ATPS) daher dazu, ein Biomolekiil dadurch zu
reinigen oder anzureichern, dass nach dem Durchmischen des waéssrigen Zwei-Phasen-Systems
(ATPS) das Biomolekiil sich in einer der beiden wassrigen Phasen anreichert, insbesondere sich dort
im Wesentlichen befindet, und die unerwiinschten Verunreinigungen sich in der anderen Phase, der
Gegenphase, anreichern, insbesondere sich dort im Wesentlichen befinden, so dass durch Abtrennen
der die Verunreinigungen enthaltenden Gegenphase das Biomolekil mit einem deutlich reduzierten

Anteil oder auf ein Minimum herabgesetzten Anteil an Verunreinigungen in einer Phase erhalten wird.

Beim wassrigen Zwei-Phasen-System (ATPS) ist zu beachten, dass sich die Phasen langsamer tren-
nen als lbliche wassrig/organische Systeme und durch die niedrigen Grenzflachenspannungen und
Dichtedifferenzen leicht Emulsionen erzeugt werden [5]. Auch die teilweise hohen Viskositaten (bis 40
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mPas) von Polyethylenglykol-(PEG)-reichen Phasen, die langsameren Stofftransfer und schlechtes

Absetzverhalten bewirken, erschweren eine Prozessvorhersage.

In allen Vorrichtungen zur Flissig-Flissig-Extraktion tritt ein Phasenkontakt auf, wenn eine Phase in
der anderen dispergiert vorliegt. Hierbei kann jede der beiden Phasen in der anderen dispergiert sein.
Dieser Phasenkontakt erméglicht den Stoffaustausch, der in einer oder mehreren Stufen durchgefiihrt
werden kann. Die Trennung der Phasen erfolgt Uiblicherweise in einem Abscheider oder einem Mi-
scher-Abscheider. Einstufige Mischer-Abscheider werden in der Regel im einstufigen Betrieb einge-
setzt, wahrend mehrere in Reihe geschaltete Mischer-Abscheider auch in sogenannten Batterien im
Gegenstrom- oder Kreuzstrombetrieb arbeiten kdnnen. Die gebrauchlichsten Extraktionsgeréte, die im
Gegenstrommodus arbeiten, sind Kolonnen. Bei flissigen Phasen mit extrem geringem Dichteunter-
schied reicht das Erdschwerefeld allein nicht aus, um die Phasen in einer angemessenen Zeit zu tren-
nen. Dann werden Zentrifugen eingesetzt, die die Flussig-Fliissig-Trennung durch die Anwendung von
Zentrifugalkraft durch Drehung der Zentrifugentrommel beschleunigen. Diese ermdglichen auch die
Trennung von Gemischen mit extrem geringer Dichtedifferenz (Ap kleiner als 30 g/m?®) in akzeptabler
Zeit [6].

Ein bekanntes Verfahren zur selektiven Reinigung und Anreicherung von Immunglobulinen oder ande-
ren Proteinen mittels eines wassrigen Zwei-Phasen-Systems unter Anwendung von Zentrifugalkraft ist
beispielweise aus der WO 2014/135420 A1 [7] bekannt. Das Verfahren umfasst geméaR einer Ausfiih-

rungsform folgende Schritte:

a. Bereitstellen einer Zellkultur oder eines Zellkulturiiberstandes, die das Zielprotein enthélt;

b. Uberfilhrung der Zellkultur oder des Zellkulturiiberstandes in ein wassriges Zwei-Phasen-System
durch Zugabe eines Polymers und mindestens eines Salzes, oder zweier Polymere in geeigneter
Konzentration;

¢. Durchmischung des Zweiphasensystems zur Erzeugung einer Dispersion;

d. Abtrennung von schwerer und leichter Phase in einem Zentrifugalextraktor;

e. Gewinnung des Zielproteins aus der leichten Phase.

Die Trennung unter Verwendung einer Zentrifuge ist nachteilig, da groBe Behalter verwendet werden
missen und viel Losungsmittel eingesetzt werden muss, was hinsichtlich der schlechteren Handhab-
barkeit als auch wirtschaftlicher Gesichtspunkte nachteilig ist. Im Gegensatz zur Offenbarung der WO
2014/135420 A1 [7] ist es fir das Verfahren der vorliegenden Erfindung nicht erforderlich, einen Zent-
rifugalextraktor einzusetzen.

Ein Verfahren zur selektiven Reinigung und Anreicherung von Plasmid-DNA mittels eines wassrigen
Zwei-Phasen-Systems ist beispielweise aus Frerix, A. et al. [8] bekannt geworden. Das Verfahren ist

folgendermafen charakterisiert:
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¢ Die alkalische Zellyse, die Ausfallung nach Neutralisation sowie die Extraktion mittels Zwei-
Phasen-System (ATPS) mit gleichzeitiger Kldrung des Lysates findet in einem Tank statt (one
pot approach);

e Zwei-Phasen-System (ATPS), bestehend aus: PEG/Salz (Kaliumphasphat und Kalium-Citrat);

¢ Starke Anreicherung der Plasmid-DNA in der schweren Phase (bottom phase);

e Genomische DNA, RNA in der leichten Phase (top phase) und/oder der Zwischenphase (in-

terphase).

Um eine wassrige Zwei-Phasen-Extraktion, wie in der vorliegenden Erfindung, als Zellernteverfahren
einsetzen zu kénnen, ist es erforderlich, dass die Messtechnik die Anforderungen an eine Detektion
einer Phasengrenzflache oder eine zuséatzlich gebildete Zwischenphase erfiillt. Bereits eine Detektion
der beiden Phasen stellt ein Problem dar, da diese &hnliche Eigenschaften besitzen. Ein zuséatzliches
Problem ergibt sich bei Bildung einer Zwischenphase, die eine Emulsionsschicht aus Zellen, Agglome-
raten und Biopartikeln darstellt, die die Messtechnik verschmutzen oder die Messungen beeinflussen

kénnen.

Bei einer Phasengrenzflaiche handelt es sich um die Grenze zwischen zwei nicht mischbaren Fliissig-
keiten. Die Flussigkeiten lagern sich dabei aufgrund von Dichteunterschieden Ubereinander ab. Aus
den beiden nicht mischbaren Phasen kann sich auch eine zuséatzliche Zwischenphase, d.h. eine dritte
Phase, bilden, so dass dann zwei Phasengrenzflachen vorliegen. Eine Erfassung der Phasengrenz-
flache(n) oder Zwischenphase ist dann sinnvoll, wenn man nur eine der beiden Hauptphasen abzie-
hen md&chte, wenn beispielweise das Zielmolekil nurin einer Phase vorliegt. Typischerweise sind die
Phasengrenzflache(n) oder die Zwischenphase in den zur Abtrennung eingesetzten transparenten
Abscheidern erkennbar. Das genaue Erfassen dieser Phasengrenzfliche(n) oder Zwischenphase ist
dabei essentiell fiir einen reibungslosen Ablauf der Trennung. Zum einen wird gewahrleistet, dass sich
die Qualitdt des Produkts nicht dndert und zum anderen wird die Prozesseffizienz gesteigert, indem
Abschaltungen weniger haufig stattfinden miissen und die Kapazitat der Anlagen voll genutzt werden
kann. Optimal fiir eine exakte Trennung wére es, ein genaues Profil der Phasen {iber die Hohe (Posi-
tion der leichten Phase, der schweren Phase, der Zwischenphase und der Phasengrenzflache(n))
insbesondere an kritischen Stellen, bereitzustellen, um dem Anwender genaue Informationen fir die

Trennung zu geben.

Fur die Phasengrenzflichen-Detektion sind zahlreiche Messgerate auf dem Markt erhéltlich. Diese
lassen sich nach ihren allgemeinen Messprinzipien und nach dem Modus der Messung einteilen: Dies
sind mechanisch/optische Messgerate (bspw. Schwimmschalter, Sichtglédser, Verdranger), elektrome-
chanische Messgerate (bspw. magnetorestriktive oder kapazitive Detektoren), elektronische Messge-
rate mit Phasenkontakt (bspw. Radar, Differenzdruck, Ultraschall) oder elektronische Messgeréte
ohne Phasenkontakt (bspw. nukleare Messung). Einige dieser sollen nachfolgend kurz erldutert und

deren Nachteile beschrieben werden:



10

15

20

25

30

35

40

WO 2022/157365 7 PCT/EP2022/051503

Bei einem Schwimmschalter handelt es sich um eine mechanisch/optische Messmethode, die mithilfe
der Auftriebskraft Fiillstinde messen kann, die aber auch verwendet werden kann, um Zwischen-
schichten zwischen zwei Phasen zu erkennen. Das Gewicht des Schalters muss hierbei an die schwe-
rere Flissigkeit angepasst werden. Da es sich bei dem Schalter um ein passives Teil handelt, besitzt
dieser keinen Mechanismus zur Selbstkontrolle, wodurch regelméaRige Kontrollen notwendig sind. Der
Schalter wird zudem durch Feststoffe oder zu viskose Flissigkeiten in seiner Funktionsweise beein-

trachtigt.

Ein Sichtglas als mechanisch/optisches Messgerét kann verwendet werden, um den Fliissigkeitsstand
kontinuierlich zu messen, wobei auch eine Erfassung der Phasengrenzflache zwischen zwei Fliissig-
keiten mdglich ist. Das Sichtglas ist mit dem Tank verbunden, so dass bei einer zu weiten Verschie-
bung der Zwischenschicht, diese vom Sichtglas nicht mehr erfasst wird. Feststoffe kénnen das Glas

verschmutzen, wodurch eine visuelle Erkennung nicht mehr maoglich ist.

Ein weiteres mechanisch/optisches Messgerat ist ein Verdranger-Fiillstandsmessgerét, das in die
Flussigkeit gegeben wird und je nach Flissigkeitsstand eine Auftriebskraft erfahrt. In einer einfachen
Ausfiihrung wird ein Verdranger (Displacer) beispielweise mit einer Feder verbunden. Jedoch hangt
das Messergebnis stark von der Kalibrierung bei Prozessbedingungen ab und eine Ansammlung von

Feststoffen kann zur Verfalschung der Messung fiihren.

Bei einem magnetorestriktiven Messgerat, das ein elektromechanisches Messverfahren einsetzt, wird
die Interaktion zwischen zwei Magneten gemessen. Ein Magnet ist im Schwimmer, der andere in ei-
nem Fihrungsrohr. Der Schwimmer kann sich in seiner Kammer frei nach oben und unten bewegen,
sobald der Fillstand sich &ndert. Ein kleiner Stromimpuls erreicht das Magnetfeld des Schwimmers,
wodurch der Schwimmer sich dreht und eine Schallwelle emittiert wird, die gemessen werden kann.
Meistens ist auBen an die Kammer ein Indikator montiert, damit man sehen kann, wo der Schwimmer
ist. Da die Position des Schwimmers detektiert wird, fiihren Dichte&dnderungen zu Fehlern. Weiterhin

kdnnen Feststoffe dazu fiihren, dass der Schwimmer stecken bleibt.

Ein anderes Messgerat verwendet ein elektromechanisches Verfahren zur kapazitiven Messung, bei
dem eine Elektrode im Tank montiert wird. Als zweite Elektrode wird eine Tankwand verwendet oder
eine Referenzelektrode. Erhoht sich der Flussigkeitsstand so dndert sich das Material zwischen den
beiden Elektroden, so dass sich die Kapazitdt des Kondensators verédndert. Nachteile dieses Mess-
systems sind, dass Verdnderungen der Dielektrizitatszahl des Mediums zu Fehlern fiihren. Bei Tanks
mit nicht leitenden Materialien muss zuséatzlich eine Referenzelektrode installiert werden, wodurch die
Kalibrierung schwierig ist. Weiterhin muss die Dielektrizitdtskonstante der Fliissigkeiten bei einer Zwi-
schenschicht-Messung grof3 genug sein, um diese zu erfassen und das obere Medium darf bei eini-

gen Messeinrichtungen nicht leitfahig sein.

Bei elektronischen Messgeraten mit Phasenkontakt, die auf gefiihrtem Radar basieren, wird ein hoch-

frequenter Radarimpuls einer Sonde entlang geflihrt. Wenn der Impuls auf eine Medienoberfliche
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trifft, wird ein Teil der Impulse zuriickgesendet und vom Gerét erfasst und ausgewertet. Die Zeit die
zwischen Senden und Empfangen vergeht, ist ein direktes MaR fiir die Hohe der Flissigkeit. Proble-
matisch an diesem Messverfahren ist, dass das Medium mit der geringeren Dielektrizititskonstante,
die sich nicht verdndern darf und einen Wert unter 10 haben soll, oben sein muss; die Dielektrizitats-
konstanten beider Phasen miissen einen erfassbaren Unterschied haben, die obere Schicht muss
dick genug sein, um erfasst werden zu kénnen und eine vorhandene Emulsionsschicht kann zu Mess-
fehlern fiihren.

Als elektronische Messgerate mit Phasenkontakt sind auch Differenzdrucksensoren bekannt, die eine
Zwischenschicht zwischen zwei Phasen mit unterschiedlicher Dichte messen kénnen. Der Druckun-
terschied ist ein direktes Mal fiir den Fiillstand. Um eine Zwischenschicht zu erfassen, muss der Fiill-
stand eine bestimmte Hohe aufweisen. Der Druckunterschied muss zudem groRB genug sein, was
entweder durch einen hohen Dichteunterschied oder einen groRen apparativen Aufbau erreicht wird.

Dichtednderungen und eine Temperaturabhangigkeit der Dichte der Fliissigkeiten fiihren zu Fehlern.

Weitere elektronische Messgerate mit Phasenkontakt arbeiten mit Ultraschall, wobei Ultraschallwellen
in den Tank emittiert werden. Dieses Signal wird von Fliissigkeiten zuriickgesendet, wodurch aufgrund
des Zeitunterschieds eine Ermittlung der Fiillstandhdhe und auch eine Zwischenschicht-Erfassung
mdglich ist. Feststoffe in der Fliissigkeit fihren jedoch dazu, dass die Ultraschallwellen gestreut wer-
den, wodurch das detektierte Signal abnimmt. Die Detektierbarkeit hdngt dabei stark von den Eigen-
schaften der Feststoffe ab, da bei zu hohen Anteilen, das Signal vollstandig verschwinden kann. Wei-
terhin sind Gase, die in der Flissigkeit eingefangen sind, ein Problem, da diese das Signal ebenfalls
abschwéchen.

Bekannte elektronische Messgerdte ohne Phasenkontakt basieren auf einer nuklearen Messung, bei
der die Schwéachung von Gammastrahlung erfasst wird. Dabei ist die Schwéchung abhangig von der
Dichte des Mediums. Mithilfe dieser Methode lassen sich auch Zwischenschichten erfassen. Aller-
dings sind die Messeinheiten relativ teuer und erfordern regelmagige Kontrollen, um die Sicherheit zu
garantieren. Weiterhin kénnen zu groBe Dichtednderungen und Verunreinigungen an der Tankwand
zu Fehlern fithren.

Die zahlreichen Nachteile der oben geschilderten bekannten Messgeréte zeigen, dass diese eigentlich
nicht fur die Erfassung von einer oder auch zwei Phasengrenzflichen bei Vorliegen einer Zwischen-
phase in einem wassrigen Zwei-Phasen-System geeignet sind. Zum Teil sind die tiblichen Messtech-
niken auch gar nicht anwendbar, wie beispielweise eine Detektion durch einen starken Abfall der Ka-
pazitdt (meistens die organische Phase), die in den wéssrigen Zwei-Phasen-Systemen aufgrund des
Fehlens einer organischen Phase nicht mdglich ist. Auch stoRBen diese Messgerate bei grotechni-
scher Produktion zum Teil an ihre Grenzen, wobei zum Beispiel bei einem Sichtglas in einem Ab-
scheider aufgrund der grof3en erforderlichen Durchmesser (DN600 — 1000) trotz der Verwendung
eines transparenten Abscheiders aus Glas aufgrund der zunehmenden Tribung kein zuverlassiges
Erkennen durch Sichten mehr méglich ist.



10

15

20

25

30

35

40

WO 2022/157365 PCT/EP2022/051503

Es hat sich jedoch herausgestellt, dass ein geeigneter Parameter zum Unterscheiden der Phasen bei
wassrigen Zwei-Phasen-Systemen die elekirische Leitfahigkeit darstellt. Hierzu muss jedoch eine
Technik entwickelt und eingesetzt werden, die es ermdglicht, die elektrischen Leitfahigkeiten beider

Phasen zuverlassig zu unterscheiden.

Aus dem Stand der Technik gemaR der DE 44 00 397 A1 [9] ist ein Verfahren zum Nachweisen der
Anwesenheit einer oder mehrerer Phasen, die neben einer Hauptphase vorliegen, bekannt geworden,
wobei das Einleiten der Hauptphase in ein Trenngefd und dann das Messen der Leitfdhigkeit am
Boden und/oder an der Spitze des Trenngefal3es erfolgt. Die Messung der Leitfahigkeit wird hierbei
erst nach Trennung in die einzelnen Phasen durchgefiihrt, wobei nur ganz oben und ganz unten im
Trenngefd gemessen wird. Die Messung der Leitfdhigkeit dient dabei ausschlieBlich zum Zwecke
des Nachweises, dass mehrere Phasen vorliegen; die Leitfahigkeit wird nicht zur Trennung der Pha-

sen und deren getrennter Entnahme aus einer Trennvorrichtung herangezogen.

Die DE 199 23 901 A1 [10] bezieht sich auf ein Verfahren zur kontrollierten Zugabe von Emulsions-
brechern in einen Prozesstank, insbesondere in einen mit Gas, Ol, Wasser und Sand gefiillten Sepa-
rationstank, wobei mittels eines Sensors mit vertikaler Ortsaufldsung eine Emulsionsschicht detektiert
und ein Sensorsignal an eine Zufuhrsteuerung geleitet wird, um die Menge an zuzufiihrendem Emul-
sionsbrecher in Abh&ngigkeit des Sensorsignals dosiert zuzugeben. Als Sensoren sind insbesondere

kapazitive Fiillstandsensoren oder Gammastrahlen-Dichteprofilsensoren geeignet.

Die KR 101 143 889 B1 [11] offenbart einen automatisch verriegelnden fraktionierten Trichter, um die
Verarbeitbarkeit zu verbessern, indem ein elektrischer Leitfahigkeitssensor installiert und der Trichter
automatisch auf der Grundlage von elektrischen Signalen verriegelt wird. Der Trichter weist ein Auf-

nahmeteil, einen elektrischen Leitfahigkeitssensor, eine Steuerung und ein Magnetventil auf.

Weiterhin wird in der US 3 220 930 A [12] eine Vorrichtung offenbart, in der eine Emulsion von Roh-
Olen durch Zugabe eines chemischen Additivs (sog. Demulgator) gebrochen wird. Diese dient zum
Abtrennen des im Rohdl enthaltenen Wassers. Hierzu wird in einem Tank eine wasserhaltige Rohél-
Emulsion mit einem Demulgator versetzt, so dass eine Ol-Phase, eine élNVasser—Zwischenphase und
eine Wasser-Phase resultieren, die jeweils verschiedene Dichten und verschiedene elektrische Eigen-
schaften haben. Der Demulgator ist beispielsweise Tretolite, Nalco 538, Natriumhydroxid, Natriumsili-
kat oder Mischungen dieser. Eine elektrische Sonde 16 wird an der Grenzfliche zwischen oberer
Phase und Zwischenphase eingesetzt und eine Sonde zur Bestimmung der Dichte wird an der Grenz-
flaiche zwischen der Zwischenphase und der unteren Phase platziert. Die elektrische Sonde 16 dient
dazu das Ventil 22 zu steuern, mit dem die Zugabemenge des Demulgators kontrolliert wird. Hierbei
wird nur zwischen 2 Zustdnden unterschieden: Wenn die elektrische Sonde 16 Kontakt mit der
Ol/Wasser-Phase hat, flieRt Strom, wenn diese Kontakt mit der Ol-Phase hat, dann flieRt kein Strom.
Die Zugabe eines festen Zusatzstoffs in Form des Demulgators in die Trennapparatur erschwert die

Steuerung des Zwei-Phasen-Systems, da die Phasen erst erzeugt und in unterschiedlichem MaRe —
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je nach Demulgator-Menge — nachgebildet werden. Die Steuerung und Kontrolle gleichzeitig mit einer
elektrischen Sonde und einer Dichte-Sonde ist sehr komplex und uniibersichtlich. Es liegt kein wasse-

riges Zwei-Phasen-System vor, in dem alle Phasen Wasser als Losungsmittel aufweisen.

Die EP 1 059 105 A2 [13] bezieht sich auf eine Vorrichtung und ein Verfahren insbesondere zur Ab-
trennung von Wasser aus einem Losemittelgemisch aus der Textilreinigung. Es wird eine Kombination
aus mindestens einem Schwerkraftabscheider und, stromaufwérts zu diesem, mindestens einem Koa-
leszenzabscheider vorgesehen, wobei eine Zuleitung des Schwerkraftabscheiders mit dem Auslass
des Koaleszenzabscheiders verbunden ist. Im Koaleszenzabscheider, der mit einem offenporigen
I6semittelbestéandigen Schaum gefiillt ist, wird das Volumen der Wassertropfchen vergréRert. Im
Schwerkraftabscheider ist ein Sensor 10 vorgesehen, der bei Ubersteigen eines Héhenmaximums fiir
die mittlere Phase B ein Signal an ein Ventil 12 und eine Pumpe 13 abgibt, um die L6sung wieder zum
Koaleszenzabscheider zuriickzufiihren. Im unteren Teil des Schwerkraftabscheiders ist ein weiterer
Sensor 21 vorgesehen. Ubersteigt der Fliissigkeitsspiegel der Phase C den Sensor 21, so wird das
Ablassventil 20 entsprechend angesteuert. Beide Sensoren dienen zur Leitfahigkeitsmessung oder
Tribungsmessung. Es handelt sich um ein klassisches Recyclingverfahren, bei dem ein Abfallprodukt
gereinigt wird, das ansonsten entsorgt werden miisste. Das Wasser wird abgetrennt, um das Lo-
sungsmittelgemisch wieder einsetzen zu kénnen. Es handelt sich um ein sehr komplexes Trennver-
fahren. Es liegt kein wasseriges Zwei-Phasen-System vor, in dem alle Phasen Wasser als Losungs-

mittel aufweisen.

In der EP 1 762 616 A1 [14] wird ein Verfahren zum Entfernen einzelstrangiger Nukleinsduren von
doppelstrédngigen Nukleinsduren durch die folgenden Schritte beschrieben:

(a) Zurverfiigungstellen eines Gemischs enthaltend vollstandig und/oder teilweise doppelstréngi-
ge Nukleinsduren sowie gegebenenfalls einzelstrangige Nukleinsduren;

(b) Resuspendieren des unter Punkt (a) genannten Gemischs in einem waRrigen, niedermolaren
Puffersystem mit niedriger lonenstérke und geringer Pufferwirkung;

(©) Einstellen von Bedingungen in dem Gemisch gemaR Schritt (b), die zu einer reversiblen De-
naturierung von einer bestimmten doppelstrangigen Nukleinsdure oder mehrerer bestimmter doppel-
strangiger Nukleinsduren fiihren, wobei eine andere Nukleinsdure oder mehrere andere Nukleinsdu-
ren irreversibel denaturiert werden;

(o)) weitere Zugabe von Puffer und einer Polymerkomponente zu dem Gemisch gemaf Schritt (c);
(e) Inkubation des Gemischs gemaR Schritt (d) fir einen Zeitraum, der ausreicht, ein waRriges
Zwei-Phasensystem mit einer Ober- und einer Unterphase auszubilden; und

® Entfernen der Einzelstrang-Nukleinsdure enthaltenden Ober- sowie Interphase und Auffangen
der Doppelstrang-Nukleinsdure aus der Unterphase. Gem&R den Beispielen 1 bis 3 wird stets eine
Zentrifugation zur Trennung von Ober- und Unterphase eingesetzt. Fir das Verfahren der vorliegen-
den Erfindung wird keine Zentrifugation, insbesondere Zentrifugalextraktion, eingesetzt, da diese in
nachteiliger Weise das Verfahren unterbricht. Die Trennung unter Verwendung einer Zentrifuge setzt
zudem die Verwendung groBer Behélter voraus, wobei eine groBe Menge an Losungsmittel eingesetzt

werden muss. Dies bedeutet eine schlechtere Handhabbarkeit sowie wirtschaftliche Nachteile.



10

15

20

25

30

35

40

WO 2022/157365 11 PCT/EP2022/051503

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, die Nachteile aus dem Stand der Tech-
nik zu vermeiden und ein Verfahren zum Reinigen und Anreichern von Proteinen, Nukleinsduren oder
Viren unter Verwendung eines wassrigen Zwei-Phasen-Systems bereitzustellen, das zuverlassig die
Detektion der beiden Phasen und deren Ubergang in Form der Phasengrenzfliche oder einer optional
vorhandenen Zwischenphase (hier auch Zwischenschicht genannt) mit zwei Phasengrenzflichen er-
laubt. Das Verfahren soll auch die Trennung der Phasen voneinander ermdglichen, wobei das Zielmo-
lekiil in Form eines Proteins, einer Nukleinsdure oder eines Virus in einer Phase angereichert wird.
Das Verfahren soll auch kontinuierlich anwendbar sein. Ein groRindustrieller Einsatz des Verfahrens

soll ebenfalls moglich sein.

Es wurde nun in iberraschender Weise festgestellt, dass in einem wassrigen Zwei-Phasen-System
die gemessene elektrische Leitfahigkeit in einer Trennvorrichtung dazu dienen kann, die vorhandenen
Phasen voneinander zu unterscheiden, so dass die Trennung der Phasen erleichtert wird. Dies ist
tiberraschend, weil im gesamten Stand der Technik stets nur organische Ldsungsmittel/Wasser-
Systeme in Verbindung mit der Messung der elektrischen Leitfahigkeit zum Einsatz kommen. Dies
liegt daran, dass organische Lésungsmittel den elektrischen Strom nicht leiten, so dass nur zwischen
2 Zustanden unterschieden werden muss, um die Phasen zu identifizieren: kein Strom flieRt bedeutet
ein organisches Losungsmittel oder Lésungsmittelgemisch liegt vor; Strom flieBt bedeutet Wasser
oder ein Wasser/Losungsmittel wird gemessen. Erfindungsgeman liegt demgegeniiber jedoch in allen
Phasen Wasser als Lésungsmittel vor, so dass es vdllig unerwartet ist, dass die Messung der elektri-
schen Leitfahigkeit als Parameter dienen kann, um auch bei wéassrigen Zwei-Phasen-Systemen zwi-
schen den einzelnen Wasserphasen zu unterscheiden. Ein organisches Losungsmittel liegt in den

wassrigen Zwei-Phasen-Systemen der Erfindung regelmégig nicht vor.

GemalR einer Ausfilhrungsform ermdglicht das Verfahren nicht nur das Bestimmen des Vorhandens-
eins der beiden Phasen und die Unterscheidung dieser, sondern auch die Ermittlung und Erfassung
der genauen Position der Phasengrenzfliche oder einer eventuell vorhandenen Zwischenphase zwi-
schen den zu trennenden Phasen, wodurch die getrennte Entnahme der einzelnen Phasen voneinan-
der deutlich erleichtert und vereinfacht wird. Die vorliegende Erfindung stellt daher ein Verfahren zur
leitfahigkeitsbasierten Regelung und Kontrolle der Lage der Phasengrenzflache(n) zur Verfligung, das
zur Phasentrennung und der getrennten Entnahme der Phasen aus einer Trennvorrichtung eingesetzt

wird.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

Die zuvor geschilderte Aufgabe wird daher erfindungsgeman geldst durch Bereitstellen eines Verfah-
rens zum Reinigen und Anreichern eines Zielproduktes, ausgewahlt aus

- Immunglobulinen oder anderen Proteinen; oder

- Plasmid-DNA, genomischer DNA, RNA oder anderen Nukleinsauren; oder

- Viren,
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umfassend die folgenden Schritte:

a. Bereitstellen einer Ausgangslésung, die das Zielprodukt enthélt;

b. Uberfilhren der Ausgangslosung in ein wéssriges Zwei-Phasen-System durch Zugeben min-
destens eines Polymers und mindestens eines Salzes in geeigneter Konzentration, oder durch
Zugeben mindestens zweier Polymere in geeigneter Konzentration;

c. Durchmischen des wéassrigen Zwei-Phasen-Systems unter Erhalt eines Stoffaustauschs, so
dass sich das Zielprodukt in der leichten oder schweren Phase anreichert;

d. Entmischen lassen der Phasen in einer Trennvorrichtung in eine leichte Phase, eine schwere
Phase und sofern eine Zwischenphase vorhanden ist eine Zwischenphase;

e. kontinuierliches Messen der elektrischen Leitfdhigkeit in mindestens einer der Phasen, insbe-
sondere in der leichten und/oder schweren Phase, in der Trennvorrichtung zum Bestimmen
der Position der beiden Phasen und der Phasengrenzfliche oder bei Vorliegen einer Zwi-
schenphase der Position der Zwischenphase und der zwei Phasengrenzflichen;

f. Entnehmen der Phasen aus der Trennvorrichtung anhand der kontinuierlich gemessenen
elektrischen Leitfahigkeit mindestens einer der Phasen in Schritt e., insbesondere der leichten
und/oder schweren Phase; und

g. Gewinnen der Phase mit dem Zielprodukt.

Die vorliegende Erfindung stellt daher eine Zielproduktanreicherung und -abtrennung und gleichzeitig
eine Abreicherung von Verunreinigungen mit Hilfe eines wassrigen Zwei-Phasen-Systems zur Verfi-
gung. Bei den Schritten a. bis g. der Erfindung wird vollstandig auf den herk6mmlichen Einsatz von

Separatoren, insbesondere Zentrifugatoren, Filtration und Chromatographie verzichtet.

Gemal einer Ausfiihrungsform der Erfindung wird das Verfahren zum Reinigen und Anreichern eines
Zielproduktes verwendet, wobei als Ausgangslésung eine Zellkultur, ein Zelliiberstand oder ein Zellly-
sat verwendet wird, worin das Zielprodukt enthalten ist. In diesem Fall dient das Verfahren der vorlie-
genden Erfindung zur Zellernte und/oder der Isolation des Zielproduktes aus den Zellen, der Zellkultur
und/oder dem Zellysat. Das erfindungsgeméaRe Verfahren kann daher sowohl zum Abtrennen der
Zellen eingesetzt werden als auch dafiir, das von den Zellen erzeugte Produkt aufzuarbeiten, wobei
die Zellen bereits abgetrennt wurden. D.h. die Zellen kénnen entweder bereits vorher entfernt werden,

oder erst wihrend des vorliegenden Verfahrens.

Anstelle oder zusatzlich zur elektrischen Leitfahigkeit kann auch die Triilbung gemessen werden.

Gegenstand der Erfindung ist auch eine Vorrichtung zur Durchfilhrung des Verfahrens der Erfindung,
umfassend

eine Trennvorrichtung zum Trennen der Phasen;

mindestens einen Auslass in der Trennvorrichtung;

mindestens eine Sonde zum Messen der elektrischen Leitfédhigkeit und/oder mindestens eine Sonde

zum Messen der Tribung in mindestens einer der Phasen in der Trennvorrichtung;
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eine oder mehrere Entnahme-Vorrichtung(en) und/oder Mittel zur Regelung und/oder Steuerung der
Entnahmemenge, Entnahmegeschwindigeit(en) und/oder der Enthahmedauer der leichten Phase, der
schweren Phase und, sofern vorhanden, der Zwischenphase, basierend auf den Messwerten der
elektrischen Leitfahigkeit (fiir die Sonde(n) zum Messen der elektrischen Leitfahigkeit) oder basierend
auf den Messwerten der Tribung (fur die Sonde(n) zum Messen der Triilbung) in mindestens einer

Phase.

Eine Entnahme-Vorrichtung ist beispielsweise ein Tauchrohr, dessen Aufbau und Funktion noch im

Einzelnen erlautert wird.

Die Erfindung bezieht sich ebenfalls auf die Verwendung des erfindungsgemaRen Verfahrens oder der
erfindungsgemaRen Vorrichtung zum Einstellen der Lage der Phasen in einer Trennvorrichtung und
getrennten Entnahme der Phasen aus einer Trennvorrichtung anhand der gemessenen elektrischen
Leitfahigkeitswerte der Phasen (fiir die Sonde(n) zum Messen der elektrischen Leitfahigkeit) und/oder
anhand der gemessenen Tribungswerte der Phasen (fiir die Sonde(n) zum Messen der Triibung).

Zuséatzliche Merkmale und Vorteile der Offenbarung werden in der nachfolgenden detaillierten Be-
schreibung angegeben und teilweise dem Fachmann im Stand der Technik ohne Weiteres aus der
Beschreibung offensichtlich oder durch Umsetzung der Offenbarung, wie hier beschrieben, in die Pra-
xis erkannt werden, einschlieBlich der detaillierten Beschreibung, die folgt, der Anspriiche, genauso
wie der beigefligten Zeichnungen. Die Anspriiche, die nachfolgend angegeben sind, bilden einen Teil

dieser Beschreibung und sind direkt und durch Bezugnahme hier einbezogen.

KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

Die Figuren 1 bis 22 sind schematische Darstellungen von beispielhaften Ausfiihrungsformen der

vorliegenden Offenbarung. Im Einzelnen zeigt:

Figur 1 eine schematische Seitenansicht im Schnitt einer beispielhaften erfindungsgemaien
Ausflihrungsform einer Trennvorrichtung, die den Verlauf einer Extraktion einer Charge zu 3 Zeitpunk-
ten der Trennung mit einer Sonde zur Messung der elektrischen Leitfahigkeit der Phasen, aufgetragen
tiber die Zeit, darstellt;

Figur 2 eine schematische Seitenansicht im Schnitt einer beispielhaften erfindungsgemafiien
Ausflihrungsform einer Trennvorrichtung, die eine kontinuierliche Extraktion mit zwei Sonden zur Mes-

sung der elektrischen Leitfahigkeit der Phasen darstellt;

Figur 3 eine schematische Seitenansicht im Schnitt einer beispielhaften erfindungsgeméaien
Ausflihrungsform einer Trennvorrichtung, die eine kontinuierliche Extraktion mit zwei Sonden zur Mes-

sung der elektrischen Leitfahigkeit der Phasen zu einem anderen Zeitpunkt als Figur 2 darstellt;
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Figur 4 eine schematische Seitenansicht im Schnitt einer weiteren beispielhaften erfindungs-
gemafen Ausfilhrungsform einer Trennvorrichtung, die eine kontinuierliche Extraktion mit zwei Son-

den zur Messung der elektrischen Leitfédhigkeit der Phasen darstellt;

Figur 5 einen Querschnitt einer weiteren beispielhaften erfindungsgeméRen Ausfiihrungsform
einer Trennvorrichtung mit 4 Sonden in einer radialen Anordnung (links) und eine Seitenansicht hier-

von (rechts);

Figur 6 einen Querschnitt einer weiteren beispielhaften erfindungsgeméRen Ausfiihrungsform
einer Trennvorrichtung mit 4 Sonden in einer radialen Anordnung mit horizontaler Verteilung (links)

und eine Seitenansicht hiervon (rechts);

Figur 7a Darstellung des Anfahrens einer kontinuierlichen Extraktion einer beispielhaften erfin-
dungsgemaBen Ausfiihrungsform des Verfahrens in einem Abscheider in einem waéssrigen Zwei-
Phasen-Phosphatsystem anhand der gemessenen elektrischen Leitfahigkeit in [mS/cm] fiir die schwe-
re Phase mit einer ersten Sonde, aufgetragen liber die Zeit in [s];

Figur 7b Darstellung des Anfahrens einer kontinuierlichen Extraktion einer beispielhaften erfin-
dungsgemalen Ausfiihrungsform des Verfahrens in einem Abscheider in dem wassrigen Zwei-
Phasen-Phosphatsystem von Figur 7a anhand der gemessenen elektrischen Leitfahigkeit in [mS/cm]

fiir die leichte Phase mit einer zweiten Sonde, aufgetragen tber die Zeit in [s];

Figur 8 Verlauf einer kontinuierlichen Extraktion einer beispielhaften erfindungsgemaRen Ausfiih-
rungsform des Verfahrens in einem Abscheider in einem waéssrigen Zwei-Phasen-Phosphatsystem,
dargestellt anhand der mit zwei Sonden gemessenen elektrischen Leitfadhigkeitsprofile in [mS/cm],

jeweils fur die leichte und die schwere Phase, aufgetragen iiber die Zeit in [s];

Figur 9a Verlauf einer kontinuierlichen Extraktion einer beispielhaften erfindungsgeméaien Aus-
fuhrungsform des Verfahrens in einem Abscheider in einem wassrigen Zwei-Phasen-Citratsystem,
dargestellt anhand des mit einer ersten Sonde gemessenen elektrischen Leitfahigkeitsprofils in

[mS/cm] fir die schwere Phase, aufgetragen tber die Zeit in [s];

Figur 9b Verlauf einer kontinuierlichen Extraktion einer beispielhaften erfindungsgeméaen Aus-
fuhrungsform des Verfahrens in einem Abscheider in dem wéssrigen Zwei-Phasen-Citratsystem von
Figur 9a, dargestellt anhand des mit einer zweiten Sonde gemessenen elektrischen Leitfahigkeitspro-

fils in [mS/cm] fiir die leichte Phase, aufgetragen liber die Zeit in [s];

Figur 10 Verlauf einer kontinuierlichen Extraktion einer beispielhaften Ausfiihrungsform des
Verfahrens, wobei anstelle eines Zwei-Phasen-Systems ein einphasiges System in den Abscheider

gegeben wird;



10

15

20

25

30

35

40

WO 2022/157365 15 PCT/EP2022/051503

Figur 11 Verlauf einer kontinuierlichen Extraktion einer beispielhaften Ausfiihrungsform des
Verfahrens, wobei der Wassergehalt des Zwei-Phasen-Systems variiert wird und das Stérsystem von

Beginn an in der Trennvorrichtung vorliegt;

Figur 12 Verlauf einer kontinuierlichen Extraktion einer beispielhaften Ausfiihrungsform des
Verfahrens, wobei der Polymergehalt des Zwei-Phasen-Systems variiert wird und das Stérsystem von

Beginn an in der Trennvorrichtung vorliegt;

Figur 13 Verlauf einer kontinuierlichen Extraktion einer beispielhaften Ausfiihrungsform des
Verfahrens, wobei der Puffersalzgehalt des Zwei-Phasen-Systems variiert wird und das Stérsystem

von Beginn an in der Trennvorrichtung vorliegt;

Figur 14 Verlauf einer kontinuierlichen Extraktion einer beispielhaften erfindungsgeméaien Aus-
fuhrungsform des Verfahrens in einem Abscheider in einem wassrigen Zwei-Phasen-Citratsystem mit
Zellkultur, dargestellt anhand der mit zwei Sonden gemessenen elektrischen Leitfahigkeitsprofile in
[mS/cm], jeweils fiir die leichte und die schwere Phase, aufgetragen lber die Zeit in [s];

Figur 15 ein Balkendiagramm, das die Zellzahl in [10° Zellen/mL] der in Beispiel 5.1 eingesetz-
ten Zellkultur sowie die Zellzahlen der leichten Phase zu verschiedenen Zeitpunkten wéahrend des

Verfahrens, darstellt;

Figur 16 Verlauf einer kontinuierlichen Extraktion einer beispielhaften nicht erfindungsgeméien
Ausfiihrungsform des Verfahrens in einem Abscheider in einem waéssrigen Zwei-Phasen-
Phosphatsystem mit Zellkultur, dargestellt anhand der mit zwei Sonden gemessenen elektrischen
Leitfahigkeitsprofile in [mS/cm] jeweils fiir die leichte und die schwere Phase, aufgetragen lber die
Zeit in [S];

Figur 17 Verlauf einer kontinuierlichen Extraktion einer beispielhaften erfindungsgeméaien Aus-
fuhrungsform des Verfahrens in einem Abscheider in einem wéssrigen Zwei-Phasen-Phosphatsystem
mit Zellkultur, dargestellt anhand der mit zwei Sonden gemessenen elektrischen Leitfahigkeitsprofile in

[mS/cm], jeweils fiir die leichte und die schwere Phase, aufgetragen lber die Zeit in [s];

Figur 18 ein Balkendiagramm, das die Zellzahl in [10° Zellen/mL] der in den Beispielen 5.2 und
5.3 eingesetzten Zellkultur sowie die Zellzahlen der leichten und schweren Phase zu verschiedenen

Zeitpunkten wahrend des Verfahrens, darstellt;

Figur 19A Verlauf einer kontinuierlichen Extraktion einer beispielhaften erfindungsgeméaien Aus-
fihrungsform des Verfahrens in einem Abscheider in einem wéssrigen Zwei-Phasen-Phosphatsystem
mit Zellkultur, dargestellt anhand der mit zwei Sonden gemessenen elektrischen Leitfahigkeitsprofile in

[mS/cm], jeweils fiir die leichte und die schwere Phase, aufgetragen lber die Zeit in [s];
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Figur 19B Verlauf einer kontinuierlichen Extraktion einer beispielhaften erfindungsgeméaien Aus-
fihrungsform des Verfahrens in einem Abscheider in einem wéassrigen Zwei-Phasen-Phosphatsystem
mit Zellkultur, dargestellt anhand der H6heneinstellung des Tauchrohrs in [cm] im Abscheider, die mit

den Leitfahigkeitswerten von Figur 19A korreliert;

Figur 20 Verlauf einer kontinuierlichen Extraktion einer beispielhaften erfindungsgemaen Aus-
fuhrungsform des Verfahrens in einem Abscheider in einem wassrigen Zwei-Phasen-Citratsystem mit
Zelllysat, dargestellt anhand der mit zwei Sonden gemessenen elektrischen Leitfahigkeitsprofile in

[mS/cm], jeweils fiir die leichte und die schwere Phase, aufgetragen liber die Zeit in [s];

Figur 21 ein Balkendiagramm, das die Ausbeute und Konzentration fiir Plasmid-DNA des in

Beispiel 6 beschriebenen Verfahrens darstellt;

Figur 22 Verlauf einer kontinuierlichen Extraktion einer beispielhaften erfindungsgeméien Aus-
filhrungsform des Verfahrens in einem Abscheider in einem wéssrigen Zwei-Phasen-Citratsystem
unter Verwendung von zwei Pumpen, dargestellt anhand der Pumpenstrome wahrend des

Verfahrens; und

Figur 23 Verlauf einer kontinuierlichen Extraktion einer beispielhaften erfindungsgeméafien Aus-
fuihrungsform des Verfahrens in einem Abscheider in einem wéssrigen Zwei-Phasen-System unter

Verwendung einer Sonde zur Messung der Tribungswerte.

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

DEFINITION VON ALLGEMEINEN BEGRIFFEN

Begriffen, die hier nicht speziell definiert sind, sollte die Bedeutung gegeben werden, die ein Fach-

mann im Stand der Technik im Licht der Offenbarung und des Kontexts diesen geben wiirde.

Unter ,Reinigen und Anreichern" wird hier verstanden, dass unerwiinschte Komponenten, wie Konta-
minationen oder Verunreinigungen, insbesondere Wirtszellproteine (HCPs), Wirtszell-DNA (DNA),
Medienkomponenten, Viren und Endotoxine und dergleichen, abgereichert werden kénnen und die

Reinheit des Zielproduktes durch das Verfahren zunimmt.

Der Begriff ,Anreichern“ umfasst auch ein Aufkonzentrieren, wobei unter ,Aufkonzentrieren" in diesem
Zusammenhang zu verstehen ist, dass das Zielprodukt in Schritt g. in einer hdheren Konzentration

(Masse/Volumen) im Vergleich zu Schritt a. erhalten wird.

Unter ,Leitfahigkeit” soll hier die elektrische Leitféhigkeit verstanden werden. Wenn die ,Messung der

elektrischen Leitfahigkeit einer Phase® oder eine ahnliche Formulierung angegeben wird, so bedeutet
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dies, dass die elektrische Leitfahigkeit an bestimmten Positionen in dieser Phase unter Verwendung

eines oder mehrerer Leitfahigkeitsmessgeréte, wie Sonden, gemessen wird.

Unter dem Begriff ,Leitfahigkeitssonde®, wie hier verwendet, soll eine Sonde verstanden werden, die
die elektrische Leitfahigkeit misst.

Der Ausdruck ,elektrische Leitfahigkeit der leichten/schweren Phase® oder dhnliche Ausdriicke sollen
so verstanden werden, dass eigentlich nicht die elektrische Leitfahigkeit der leichten, schweren oder
Zwischenphase gemessen wird, sondern die elektrische Leitfahigkeit an bestimmten vordefinierten
Stellen oder geeigneten Positionen in der Trennvorrichtung gemessen wird. Die vordefinierten Stellen
oder geeigneten Positionen sind die Orte in der Trennvorrichtung, an denen ein oder mehrere Leitfa-

higkeitsmessgerate, insbesondere ein oder mehrere Sonden, die elektrische Leitfahigkeit messen.

Die ,Tribung®, auch Turbiditat, einer transparenten Flissigkeit ist ein optischer Eindruck, der durch
kleine Partikel entsteht, die einen vom Tragermedium abweichenden Brechungsindex aufweisen oder
eine Absorption zeigen. Die Triibung einer Flissigkeit wird optisch ermittelt und mit Hilfe einer elektro-
nischen Auswertung gemessen. Die Wellenldnge der Messstrahlung liegt beispielweise im Infrarotbe-
reich bei 860 nm (geman ISO 7027). Alternativ kann man die Triibung auch mit einer WeiBlichtlampe
(z.B. Wolframlampe) zwischen 400 und 600 nm messen (EPA 180.1). Dem Fachmann ist die Mes-
sung der Tribung aus dem Stand der Technik bekannt, so dass dieser ohne Weiteres eine geeignete
Messstrahlung auswéhlen und einsetzen kann. Man unterscheidet zwei Messverfahren: Die Schwa-
chung der durchgehenden Lichtstrahlung (sogenanntes Durchlicht) und die Seitwéartsstreuung der
Lichtstrahlung (sogenanntes Streulicht). Um gemessene Triubungswerte vergleichen zu kdnnen, wur-
de die Triibungsstandardfliissigkeit Formazin geschaffen, so dass sich alle Triibungseinheiten prak-
tisch auf deren Verdiinnung beziehen. Eine gebrauchliche Triibungseinheit ist FAU (Formazine At-
tenuation Units; Durchlichtmessung; Winkel 0°; gemaR den Vorschriften der Norm ISO 7027). Die
Tribung kann durch verschiedene Messgerdte gemessen werden; dies sind Triibungsmessgeréte,
insbesondere Triibungssonden. Tribungssonden messen dann beispielweise die Lichtstreuung (Seit-
waértsstreuung) oder sind Durchlichtsonden, die die Schwéchung der durchgehenden Lichtstrahlung
messen. Das Messsignal bzw. die Messeinheit ist hier die Absorption. Die Wellenldnge der Messstrah-
lung kann dabei variieren. Beispielweise kénnen im Handel erhéaltliche Tribungssonden zum Einsatz
kommen.

Der Begriff ,Sonde fiir die leichte Phase® oder ahnliche Begriffe, bezeichnet die Sonde, die in die
leichte Phase eintaucht und dort die elektrische Leitfahigkeit misst. Diese Sonde wird damit der leich-
ten Phase zugeordnet. Die ,Messung der elektrischen Leitfahigkeit der leichten Phase* bedeutet damit

die Messung der elektrischen Leitfahigkeit mit der Sonde, die der leichten Phase zugeordnet wird.

Der Begriff ,Sonde fiir die schwere Phase“ oder dhnliche Begriffe, bezeichnen die Sonde, die in die
schwere Phase eintaucht und dort die elektrische Leitfahigkeit misst. Diese Sonde wird damit der

schweren Phase zugeordnet. Die ,Messung der elektrischen Leitfahigkeit der schweren Phase“ be-
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deutet damit die Messung der elektrischen Leitfahigkeit mit der Sonde, die der schweren Phase zuge-

ordnet wird.

Der Ausdruck, dass eine Sonde ,an einer geeigneten Position“ in der Trennvorrichtung eingesetzt
wird, bedeutet, dass die Sonde fiir die schwere Phase auch in diese eintaucht und die Sonde fiir die
leichte Phase in diese eintaucht, so dass die jeweilige Sonde die elektrische Leitfahigkeit der zuge-
ordneten Phase messen kann. Die Sonde misst die elektrische Leitfahigkeit an der vordefinierten Stel-

le, wo diese in der Phase platziert wurde.

Unter ,Regelung und/oder Steuerung“ eines Parameters wird die Kontrolle und Korrektur und/oder

Regulierung des Parameters verstanden.

Das ,Entmischen lassen* bedeutet, dass sich die wassrigen Phasen des Zwei-Phasen-Systems von

selbst trennen. Hierzu ist die Schwerkraft ausreichend.

Der Ausdruck ,Phasengrenzfliche(n)“ bedeutet, dass entweder keine Zwischenphase vorhanden ist,
dann liegen nur die leichte und die schwere Phase in der Trennvorrichtung vor und zwischen diesen
befindet sich eine Phasengrenzfliche. Oder aber es ist eine Zwischenphase vorhanden, dann gibt es
eine Phasengrenzflache zwischen der Zwischenphase und der leichten Phase und eine Phasengrenz-
flache zwischen der Zwischenphase und der schweren Phase. Der Ausdruck ,Phasengrenzflache(n)*
umfasst daher beide Varianten.

Der Begriff ,kontinuierlich® bedeutet, dass ein oder mehrere Materialflisse in die Trennvorrichtung
hinein und ein oder mehrere Materialflisse aus der Trennvorrichtung herausstrémen. Dabei ist in der
Regel die Summe der einstromenden Materialfliisse gleich der Summe der ausstromenden Material-
flisse. Wenn ein Verfahren oder ein Verfahrensschritt kontinuierlich durchgefiihrt wird, so erfolgt die-

ses/dieser ohne Unterbrechung.

Der Begriff ,diskontinuierlich® bedeutet, dass nicht kontinuierlich gearbeitet wird. Es kann beispiels-
weise eine durch das Fassungsvermdgen der Trennvorrichtung begrenzte Menge (eine Charge oder
ein Ansatz) zugefiihit und das Produkt nach Abschluss des Verfahrens auf einmal entnommen wer-
den. Beispielweise kdnnen auch einzelne Produkte zunachst hergestellt (Batch), dann gelagert und

spater weiterverarbeitet werden.

Der Begriff ,semi-kontinuierlich“ bedeutet, dass kontinuierliche und diskontinuierliche Vorgénge vorlie-
gen. Wenn ein Verfahren semi-kontinuierlich ist, so wird das Verfahren nur teilweise kontinuierlich
durchgefihrt. Dies bedeutet, dass das kontinuierliche Verfahren unterbrochen wird. Diese Verfah-
rensweise kann dann auch als diskontinuierlich aufgefasst werden. Wenn ein Verfahrensschritt semi-

kontinuierlich erfolgt, so umfasst dieser Schritt kontinuierliche und nichtkontinuierliche Teilschritte.
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Unter “Polymer(e)” werden hier derartige polymere Verbindungen verstanden, die ein wassriges Zwei-
Phasen-System ausbilden kénnen und/oder in einem wéassrigen Zwei-Phasen-System zum Einsatz

kommen kénnen, aber das Zielprodukt méglichst nicht nachteilig beeinflussen.

Unter dem Begriff “Salz(e)* versteht man solche Salze, die ein wéssriges Zwei-Phasen-System zu-
sammen mit einem Polymer(Polymeren) ausbilden kdnnen und/oder in einem waéssrigen Zwei-
Phasen-System zum Einsatz kommen kdnnen, aber das Zielprodukt mdglichst nicht nachteilig beein-

flussen. Dies sind beispielweise anorganische oder organische Salze, insbesondere Puffersalze.

AUSFUHRUNGSFORMEN DER ERFINDUNG

Das Verfahren der Erfindung mit seinen unterschiedlichen Ausfiihrungsformen soll nachfolgend im

Einzelnen erlautert werden.

Generell kann das Verfahren der Erfindung kontinuierlich oder diskontinuierlich durchgefiihrt werden.
Wenn das Verfahren kontinuierlich durchgefiihrt wird, wird jeder Schritt kontinuierlich durchgefiihrt und

schliet sich unmittelbar (kontinuierlich) an den nachsten Schritt an.

Es kdnnen auch nur einzelne Verfahrensschritte kontinuierlich durchgefiihrt werden.

Das Verfahren kann auch diskontinuierlich durchgefiihrt werden. Das Verfahren kann insgesamt dis-
kontinuierlich sein, beispielweise bei einer chargenweisen Durchfiihrung oder ein oder mehrere Schrit-

te des Verfahrens kénnen diskontinuierlich erfolgen.

Im Verfahren der Erfindung kdénnen auch kontinuierlich und diskontinuierlich (nicht kontinuierlich)

durchgefiihrte Schritte kombiniert werden.

Ein Verfahrensschritt kann kontinuierliche und diskontinuierliche Teilschritte umfassen.

Gemal einer Ausfiihrungsform werden die Schritte a) bis g) oder die Schritte b) bis g) oder die Schrit-
te ¢) bis g) oder die Schritte d) bis g) kontinuierlich oder diskontinuierlich durchgefihrt.

Gemal einer weiteren Ausflihrungsform werden die Schritte a) bis f) oder die Schritte b) bis f) oder die
Schritte ¢) bis f) oder die Schritte d) bis f) kontinuierlich oder diskontinuierlich durchgefiihrt.

Der Begriff ,im kontinuierlichen Betrieb“ wie dieser hier verwendet wird, bedeutet, dass zumindest die
Schritte d., e. und f., die in der Trennvorrichtung durchgefiihrt werden, jeweils kontinuierlich erfolgen
und auch zwischen diesen Schritten keine Unterbrechung erfolgt, d.h. das Teilverfahren d. bis f. ins-

gesamt kontinuierlich durchgefiihrt wird.



10

15

20

25

30

35

40

WO 2022/157365 20 PCT/EP2022/051503

Das erfindungsgemaRe Verfahren zum Reinigen und Anreichern eines Zielproduktes ist fiir jede Art
von Protein, insbesondere Immunglobuline, oder fiir jede Art von Nukleinsdure, wie beispielweise
Plasmid-DNA, genomische DNA, RNA, oder jede Art von Viren, wie beispielsweise Adenoviren, A-
deno-assoziierte Viren und Retro- und Lentiviren, oder auch andere hier nicht genannte Viren geeig-

net.

In Schritt a. des Verfahrens der Erfindung wird zundchst eine Ausgangslosung, die das Zielprodukt
enthalt, bereitgestellt. Dies kann jede Art von Ausgangslosung darstellen, sofern diese in ein wassri-

ges Zwei-Phasen-System uberfiihrt werden kann.

Der Begriff ,Ausgangslésung® ist in diesem Zusammenhang mdglichst breit zu verstehen und umfasst
nicht nur echte Lésungen, sondern jede Art eines homogenen oder auch heterogenen Gemischs, mit
dem eine Flissig-Flussig-Phasentrennung durchgefiihrt werden kann. Dispersionen sollen hierbei
mitumfasst sein. Die Ausgangsldsung stellt daher eine Fliissigkeits-haltige Mischung der zu trennen-
den Komponenten dar, die im wassrigen Zwei-Phasen-System in Wasser geldst oder dispergiert vor-
liegen. Die Ausgangslosung kann daher eine echte Lésung oder auch eine Dispersion sein und kann
auch feste Bestandteile, wie z.B. Zellen, Zellfragmente oder Prazipitate im Losungsmittel dispergiert,

aufweisen.

Die Ausgangslésung kann eine Zellkultur, ein Zelliiberstand oder auch ein Zelllysat darstellen, worin
das Zielprodukt (beispielsweise Antikérper, Viren, mRNA) enthalten ist. In einer Ausfiihrungsform ist
die Ausgangsldosung ein Zelllysat, welches durch alkalische Lyse der Zellen hergestellt wird und Plas-
mid-DNA enthélt. Dabei knnen die Zellen prokaryotische oder eukaryotische Zellen sein, insbesonde-

re Pilze, Hefen, Bakterien, wie E. coli.

Die Ausgangslosung wird in Schritt b. in ein wéssriges Zwei-Phasen-System (ATPS) lberfihrt, d.h. es

wird mit der Ausgangslésung ein wéssriges Zwei-Phasen-System hergestellt.

Die Herstellung des wéssrigen Zwei-Phasen-Systems kann kontinuierlich, diskontinuierlich oder semi-
kontinuierlich durchgefiihrt werden. Beispielsweise kann das Zwei-Phasen-System kontinuierlich her-
gestellt werden. Es kann auch eine Charge des Zwei-Phasen-Systems hergestellt und diese dann
weiterverarbeitet werden.

Zur Herstellung eines wassrigen Zwei-Phasen-Systems werden mindestens ein Polymer und mindes-
tens ein Salz in geeigneter Konzentration zur Ausgangslésung zugegeben oder es werden mindes-
tens zwei Polymere in geeigneter Konzentration zur Ausgangslésung zugegeben. Der Begriff ,in ge-
eigneter Konzentration“ bedeutet, dass eine derartige Konzentration eingesetzt wird, dass ein wassri-
ges Zwei-Phasen-System gebildet wird. Diese Konzentration h&ngt von den verwendeten Ausgangs-
materialien ab und ist dem Fachmann aus dem Stand der Technik bekannt oder ist durch wenige ori-

entierende Versuche feststellbar.
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Das waéssrige Zwei-Phasen-System ist erfindungsgemafR nicht besonders beschrankt, sofern eine
Kombination aus Polymer(en)/Polymer(en) oder Polymer(en)/Salz(en) eingesetzt wird. Selbstverstand-
lich wird als Lésungsmittel Wasser verwendet. D.h. das Losungsmittel in allen Phasen ist Wasser; ein

organisches Lésungsmittel liegt nicht vor.

Als Kombination Polymer(e)/Polymer(e) kommen beispielweise Polyethylenglykole (PEG) mit unter-
schiedlichem Molekulargewicht und Dextran zum Einsatz. Dextrane kdnnen mit unterschiedlichen

Molekulargewichten in wéssriger Losung gelost eingesetzt werden.

GemaR einer Ausfiihrungsform der Erfindung ist die Kombination Polymer(e)/Polymer(e) beispielswei-
se ausgewdhlt aus Polyethylenglykol (PEG)/Polyethylenglykol (PEG), wie PEG 400/PEG 8000,
PEG400/PEG2000, Polyethylenglykol (PEG)/Dextran. Weitere phasenbildende Polymere, wie Po-
lyethylenglykole (PEG) sind Polypropylenglykole (PPG), Dextrane, PEG-PPG-PEG-Copolymer (EO-
PO) und dergleichen. Die phasenbildenden Polymere kdnnen mit verschiedenen Molekulargewichten

eingesetzt werden.

Als Kombination Polymer(e)/Salz(e) werden beispielweise Polyethylenglykole (PEG) mit unterschiedli-
chem Molekulargewicht und verschiedene Salze, wie Phosphatsalze, Ammoniumsalze, Kaliumsalze,
Acetatsalze, Natriumsalze oder Citratsalze verwendet, beispielsweise Ammoniumsulphat, Kaliumcitrat,
Natriumcitrat, Kaliumacetat, Natriumacetat, Ammoniumacetat, Kaliumphosphat. Dabei kdnnen auch
mehrere Salze (Kombinationen) gleichzeitig verwendet werden. Es kénnen auch andere im Stand der
Technik bekannten Salze verwendet werden, die ein wassriges Zwei-Phasen-System zusammen mit

einem Polymer(Polymeren) ausbilden kdnnen.

Gemal einer weiteren Ausfiihrungsform der Erfindung ist die Kombination Polymer(e)/Salz(e) ausge-
wahlt aus Polyethylenglykol(en) (PEG)/Phosphatsalz(en) und gegebenenfalls weiteren Salzen. In der
vorliegenden Erfindung wird ein wéssriges Zwei-Phasen-System, umfassend mindestens ein Polymer

und mindestens ein Phosphatsalz, auch als ,Zwei-Phasen-Phosphatsystem” bezeichnet.

Gemal einer weiteren Ausfiihrungsform der Erfindung ist die Kombination Polymer(e)/Salz(e) ausge-
wahlt aus Polyethylenglykol(en) (PEG)/Citratsalz(en) und gegebenenfalls weiteren Salzen. In der vor-
liegenden Erfindung wird ein wassriges Zwei-Phasen-System, umfassend mindestens ein Polymer

und mindestens ein Citratsalz, auch als ,Zwei-Phasen-Citratsystem" bezeichnet.

GemalR einer weiteren Ausfiihrungsform der Erfindung ist die Kombination Polymer(e)/Salz(e) ausge-
wéahlt aus Polyethylenglykol(en) (PEG)/Ammoniumsalz(en) und gegebenenfalls weiteren Salzen. In
der vorliegenden Erfindung wird ein wassriges Zwei-Phasen-System, umfassend mindestens ein Po-

lymer und mindestens ein Ammoniumsalz, auch als ,Zwei-Phasen-Ammoniumsystem® bezeichnet.

Gemal einer Ausfiihrungsform der Erfindung kdnnen fir die Kombination Polymer(e)/Salz(e) auch

andere phasenbildende Polymere verwendet werden, beispielsweise ausgewéhlt aus Polyethylengly-
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kole (PEG), Polypropylenglykole (PPG), PEG-PPG-PEG-Copolymer (EOPO) und dergleichen. Die
phasenbildenden Polymere kdnnen mit verschiedenen Molekulargewichten eingesetzt werden.

GemalR einer weiteren Ausfiihrungsform wird fiir das wassrige Zwei-Phasen-System als Polymer Po-
lyethylenglykol mit einem Molekulargewicht zwischen 200 und 8000 g/Mol eingesetzt. In einer Ausfiih-
rungsform wird als Polymer Polyethylenglykol mit einem Molekulargewicht zwischen 200 und 6000
g/Mol oder zwischen 200 und 4000 g/Mol eingesetzt. Andere als die spezifisch offenbarten Molekular-

gewichte fiir Polyethylenglykol kdnnen ebenfalls zum Einsatz kommen.

Das oder die Polymere, wie Polyethylenglykol, kénnen beispielweise in einer Konzentration von 5 bis
35 Gewichts-%, bezogen auf die Gesamtmenge an wassrigem Zwei-Phasen-System, verwendet wer-

den.

Die eingesetzten Phosphatsalze sind beispielweise Natrium- und Kaliumphosphate und Alkalihydro-
genphosphate, wie Natriummono- oder -dihydrogenphosphat oder Kaliummono- oder -
dihydrogenphosphat, und viele andere mehr. Andere verwendbare Salze sind dem Fachmann be-

kannt. Es kdnnen gleichzeitig ein oder mehrere Phosphatsalze vorhanden sein.

Die verwendeten Citratsalze sind beispielweise Natrium- und Kaliumcitrate und viele andere. Es kann
auch Zitronensdure zum Einsatz kommen. Es kdnnen gleichzeitig ein oder mehrere Citratsalze vorlie-

gen.

Die verwendeten Ammoniumsalze sind beispielweise Ammoniumsulfat, Ammoniumchlorid und viele

andere. Es kdnnen gleichzeitig ein oder mehrere Ammoniumsalze vorliegen.

Zusatzlich kann es vorteilhaft sein, wenn in der Polymer/Salz-Kombination weitere Salze vorhanden
sind, wie beispielsweise Natriumchlorid, Kaliumchlorid, Acetate, Tris(hydroxymethyl)aminomethan

(Tris). Es kann auch Essigsauresdure zum Einsatz kommen.

In das Zwei-Phasen-System kdnnen auch Biomolekiil-stabilisierende Komponenten, wie Amminosau-
ren (z.B. L-Arginin), oder Zucker (z.B. Sorbitol) oder Additive, wie Polysorbate zugegeben werden, um
das Zielmolekill bei hohen Polymer- oder Salzkonzentrationen vor Ausféllung bzw. Produktverlust zu

schiitzen.

Es hat sich als vorteilhaft herausgestellt, wenn mit der Ausgangslésung ein Zwei-Phasen-System her-
gestellt wird, bei dem ein Phasenverhéltnis von der Phase, enthaltend das Zielprodukt, zur Gegen-
phase von > 1,1 eingesetzt wird. Beispielsweise ist ein Verhaltnis (Volumen/VVolumen) von Phase zu
Gegenphase = 1,11 oder groRer (fuir die Phase) zu 1,0 (fir die Gegenphase) vorteilhaft. Das Phasen-
verhéltnis kann ein Volumenverhéltnis (Volumen/Volumen) oder Massenverhéltnis (Gew./Gew.) sein.

Die Abtrennung des Proteins, der Nukleinsédure oder des Virus kann dadurch verbessert werden.
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GemaR einer weiteren Ausfiihrungsform betragt das Dichteverhaltnis von leichter und schwerer Phase
im eingesetzten Zwei-Phasen-System mindestens 1,06. Demnach liegt das Verhéaltnis der Dichte der
schweren Phasen zur Dichte der leichten Phase bei 1,06 oder groRer (fiir die schwere Phase) zu 1
(fur die leichte Phase). Dies bedeutet einen Dichteunterschied von mindestens 6% zwischen beiden
Phasen, d.h. es kann auch ein sehr geringer Dichteunterschied beider Phasen vorliegen und dennoch
kann eine Trennung der Phasen ohne Probleme durchgefiihrt werden. Ein derartiges Dichteverhéltnis

ist im Hinblick auf eine kurze Verfahrenszeit vorteilhaft.

Da die wéssrige Zwei-Phasen-Extraktion (ATPE) zur Trennung von Zielprodukt und Verunreinigungen
zwei nicht mischbare Phasen erfordert, wobei eine der Phasen das Zielprodukt anreichert, insbeson-
dere dieses im Wesentlichen enthdlt, und die Gegenphase die Verunreinigungen anreichert, insbe-
sondere diese im Wesentlichen enthalt, ist es zweckmaRig je nach Zielprodukt und enthaltenen Ver-
unreinigungen ein entsprechendes wassriges Zwei-Phasen-System auszuwéhlen. Dies kann der
Fachmann entsprechend dem Stand der Technik und seines Fachwissens anhand weniger orientie-

render Versuche tun.

Nach dem Uberfithren der Ausgangslésung in ein wéssriges Zwei-Phasen-System (ATPS) in Schritt b.
erfolgt in Schritt c. das Durchmischen des erhaltenen wassrigen Zwei-Phasen-Systems. Das Durchmi-
schen des wassrigen Zwei-Phasen-Systems wird unter Erhalt eines Stoffaustauschs durchgefiihrt, bei
dem sich das Zielprodukt in der leichten oder der schweren Phase anreichert, sich insbesondere im
Wesentlichen nur noch in einer der Phasen befindet. Der Ausdruck, dass sich das Zielprodukt ,in der
leichten oder schweren Phase anreichert”, bedeutet, dass etwa 50 % oder mehr oder etwa 60% oder
mehr oder etwa 70% oder mehr oder etwa 80% oder mehr oder etwa 85% oder mehr oder etwa 90%
oder mehr oder etwa 95% oder mehr oder etwa 98% oder mehr an Zielprodukt in einer Phase vorlie-
gen. Bei instabilen oder leicht ausfallenden Produkten kénnen aber auch bereits etwa 40 % oder mehr
oder etwa 45% oder mehr an Zielprodukt ausreichend sein, wenn sich dieses in einer Phase anrei-
chert. Dies ist insbesondere dann von Bedeutung, wenn es sich um teure oder sehr wertvolle Zielpro-
dukte handelt.

Das Durchmischen des wassrigen Zwei-Phasen-Systems in Schritt ¢. wird unter Erhalt eines Stoffaus-
tauschs, insbesondere eines ausreichenden Stoffaustauschs, durchgefiihrt. Ein Stoffaustausch ist
dann nicht ausreichend, wenn sich das Zielprodukt nicht, wie bereits definiert, in der leichten oder
schweren Phase anreichert. Ein geeigneter bzw. ausreichender Stoffaustausch kann beispielweise
durch Vorversuche oder anhand von Analysen der Konzentration des Zielproduktes in den einzelnen

Phasen nach dem Durchmischen bestimmt werden.

Der Stoffaustausch ergibt sich daher durch die unterschiedliche Verteilung in den Phasen. Es gibt
verschiedene Mdglichkeiten fur den Fachmann, um festzustellen, dass ein Stoffaustausch stattgefun-
den hat, d.h. dass sich das Zielprodukt in einer der Phasen konzentriert hat. Dies kann der Fachmann
beispielweise durch einfache Vorversuche feststellen. Dies sind beispielweise Absetzversuche bei

definierten Energieeintragen in einem Reaktionsgefa (Batch-Modus). Der Stoffaustausch kann daher
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insbesondere durch den Energieeintrag beim Durchmischen beeinflusst werden. Dabei werden auch
das Phasentrennverhalten des verwendeten wassrigen Zwei-Phasen-Systems und der Gehalt des

Zielprodukts in den Phasen bestimmt.

Zur Untersuchung des Phasentrennverhaltens wird z.B. der Energieeintrag beim Durchmischen vari-
iert und die Trennzeit zur Ausbildung der Phasen ermittelt. Das Ende der Phasenausbildung ist dabei
in der Regel dann, wenn sich die Hohe der Grenzflache von leichter Phase/schwerer Phase im Reak-
tionsgefal® nicht mehr verandert. Um festzustellen, ob die Zielkomponente in die Zielphase teilweise,
hauptséchlich oder vollstédndig ibergegangen ist und der verwendete Energieeintrag zu einem Stoff-
austausch fuhrt, kann in den ausgebildeten Phasen der Gehalt sowie die Prozessausbeute der Ziel-

komponente ermittelt werden.

Der Energieeintrag kann beispielweise liber eine bestimmte Rihrerdrehzahl in dem gewéahlten Expe-
rimentaufbau (definierter Typ Riihrer und definiertes Reaktionsgefa? (H6he/Durchmesser)) ermittelt
werden. Ein ermittelter Energieeintrag fiir den Stoffaustausch der Zielkomponente in einem bestimm-
ten wéssrigen Zwei-Phasen-Systemen kann dann beispielweise fiir unterschiedliche Extraktionsbehal-
ter, Prozessformate (Batch und kontinuierliche Phasentrennung) sowie Rilhrer-Typen und Aufbauten

(aktiver oder stationérer Energieeintrag) entsprechend angepasst werden.

Weitere Einflussfaktoren, wie z.B. Temperatur, Konzentration an Zielprodukt und Nebenprodukten
(wie z.B. Wirtszellproteine, Zellzahl), kénnen bei den Vorversuchen bzw. Absetzversuchen zur Opti-

mierung des Energieeintrags fir jedes Zwei-Phasen-System herangezogen werden.

Auch bestent die Moglichkeit, dass der Stoffaustausch in Schritt ¢. unter unterschiedlichen Bedingun-
gen (unter anderen: Temperatur, Verweilzeit, Rihrerdrehzahl, Energieeintrag, Aufbau des Mischers
beim aktiven Durchmischen, Aufbau eines statischen Mischers, Durchflussrate etc. im statischen Mi-
scher beim statischen Durchmischen) direkt in der Vorrichtung in der das Verfahren der Erfindung
durchgefiihrt wird, festgestellt und die besten Bedingungen fiir einen Stoffaustausch gemafg der Erfin-
dung bestimmt werden. Dazu wird das Verfahren beispielsweise unter verschiedenen Bedingungen in
Schritt ¢. durchgefiihrt und in den abgesetzten und getrennten Phasen der Gehalt der verschiedenen
Inhaltsstoffe bestimmt: z.B.: Gehalt des Zielproduktes in der Zielphase und optional in den anderen
Phasen.

Dies kann durch unterschiedliche Methoden des Standes der Technik bestimmt werden. Beispiels-
weise seien unter anderem genannt: Chromatographische Methoden, wie Reversed Phase-HPLC und
andere HPLC Methoden (Anionentauscher, Kationentauscher, HIC (Hxdrophobic Interaction Chroma-
tography), Affinitdtschromatographie (Protein A und andere Liganden, die das Zielprodukt spezifisch
binden kénnen)), nano-HPLC, UHPLC, elektrophoretische Methoden, wie unter anderem SDS-PAGE
(Polyacrylamidgelelektophorese), auf Antikdrper-Bindung beruhende Methoden, wie ELISA, Western-
Blot etc., fluorometrische oder spektroskopische Methoden fiir Proteine, die entsprechende spektro-

skopische und fluorometrische Signale liefern, und alle anderen Methoden des Standes der Technik
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fur die Analyse von Zielprodukten, wie Proteine und Nukleinsduren, insbesondere die quantitative
Analyse.

Der Gehalt an Nukleinsduren, insbesondere Plasmid-DNA (pDNA) in der Zielphase kann unter ande-
rem durch Kationentauscher-HPLC, -nano-HPLC und -UHPLC-Methoden, spektroskopisch mittels
chromogenen Assays, Agarosegelelektrophorese, Kapillarelektrophorese und dergleichen bestimmt

werden.

Auch besteht die Moglichkeit, den Gehalt an nicht in der Zielphase erwiinschten Verunreinigungen
sowohl in der Zielphase als auch der bzw. den anderen Phasen durch Methoden des Standes der
Technik zu bestimmten. Zum Beispiel kdnnen Host Cell-Proteine durch SDS-Page oder ELISA und
DNA und RNA durch die in der Pharmaindustrie tiblichen und anerkannten Methoden bestimmt wer-
den. Ebenso gibt es fiir die Bestimmung des Gehaltes weiterer Verunreinigungen in den verschiede-
nen Phasen, die man teilweise mittels ATPE abtrennen will diverse Methoden des Standes der Tech-
nik: Chromogene Tests und LAL (Limulus Amebocyten Lysat — Test) fiir Endotoxine, Kationentau-
scher-HPLC fiir die Bestimmung der unterschiedlichen pDNA Isoformen in den einzelnen Phasen,
quantitative Bestimmungsmethoden fiir host-DNA, RNA, Host Cell Proteine, Lipide, Endotoxine, Vi-
ren- und Virenbestandteile etc.

Um einen Stoffaustausch feststellen zu kdnnen, vergleicht man den Gehalt des Zielproduktes und /
oder der unerwiinschten Verunreinigungen in der Ausgangslésung von Schritt a. des erfindungsge-
méRken Verfahrens mit dem Gehalt des Zielproduktes und / oder der unerwiinschten Verunreinigun-
gen in den einzelnen entmischten Phasen in Schritt d. Dabei wird dann eine Anreichung oder Abrei-
cherung des Zielprodukts bzw. der unerwiinschten Verunreinigungen in den jeweiligen Phasen fest-
gestellt. Der Gehalt ist der Anteil, die Menge oder Konzentration des Zielprodukts oder der Verunrei-
nigungen in den jeweiligen Phasen. Eine Verdnderung des Gehalts des Zielprodukts und/oder der
Verunreinigungen durch Vergleich der Ausgangsldsung von Schritt a. mit einer, zwei oder allen ent-

mischten Phasen in Schritt d. zeigt daher einen Stoffaustausch an.

Ein Stoffaustausch kann durch aktives und/oder statisches Durchmischen erfolgen. Beim aktiven
Durchmischen wird das wassrige Zwei-Phasen-System (ATPS) mittels beweglicher Teile, beispiels-
weise eines aktiven Rihrwerks, durchmischt. Aktive Riihrwerke sind beispielsweise rotierende Riihrer
oder Rihrer mit anderer Wirkungsbewegung. Das statische Durchmischen erfolgt ohne Zuhilfenahme
von beweglichen Teilen, beispielsweise in einem statischen Mischer. Bekannte statische Mischerty-
pen sind beispielweise Kenics-Mischer, die aus um 180° verdrillten Blechen mit jeder Wendel um 90°
versetzt, bestehen; oder Sulzer SMV-Mischer, aufgebaut aus geriffelten Lamellen, die die Strome so
leiten, dass sie sich kreuzen. Ein Stoffaustausch, insbesondere ein ausreichender Stoffaustausch
beim Durchmischen kann beispielweise durch den Energieeintrag bzw. Leistungseintrag beim Durch-
mischen und/oder auch die Dauer bzw. Verweilzeit, iber die gemischt wird, erreicht werden. Dies

hangt vom jeweiligen Einzelfall ab.
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In Versuchen mit Zellkulturen wurde festgestellt, dass die Enttriibung der leichten Phase vermieden
werden konnte, wenn beim Durchmischen ein Leistungseintrag von mehr als 30 kWW/m? und eine Ver-
weilzeit von mehr als 5 Minuten eingesetzt wurden. Diese beispielhaft angefiihrten Werte kdnnten fiir
den Fachmann als Orientierungshilfe dienen. Der Fachmann kann ein geeignetes Vorgehen anhand

weniger orientierender Versuche bestimmen, wobei jedes Stoffsystem zu anderen Werten fiihrt.

Ein Durchmischen der Phasen ist in jedem Fall erforderlich, um die Umverteilung des Zielprodukts in
die gewiinschte Phase zu erreichen. Ein Durchmischen des wéssrigen Zwei-Phasen-Systems,
wodurch ein Stoffaustausch erfolgt, ist sinnvoll, um eine moglichst hohe Ausbeute des Zielprodukts zu
erhalten. Eine Durchmischung kann man beispielweise daran erkennen, dass die produktenthaltende
Phase kontinuierlich ist, d.h. keine Tropfen bildet, und die Gegenphase dispers ist, d.h. Tropfen aus-
bildet. Eine unzureichende Durchmischung kann zu einer falschen Phasenzusammensetzung oder
einer Verunreinigung der Zielphase mit der Gegenphase fiihren, wodurch eine verminderte Produkt-
reinheit resultiert oder eine Abtrennung des Zielprodukts nicht mehr moglich ist. Ein Beispiel fiir eine
unzureichende Durchmischung mit falscher Phasenzusammensetzung wird bei den Ausflihrungsbei-

spielen erlautert.

In Schritt d. folgt das Entmischen lassen der Phasen in einer Trennvorrichtung in eine leichte Phase,
eine schwere Phase und gegebenenfalls eine Zwischenphase. Dies kann kontinuierlich oder diskonti-

nuierlich erfolgen.

Die Trennvorrichtung kann dabei jede dem Fachmann bekannte Art von Trennvorrichtung darstellen,
die zur Flussig-Flissig-Phasentrennung geeignet ist, wie beispielweise ein Abscheider oder Mischer-
Abscheider.

Beim kontinuierlichen Verfahren wird dies so durchgefiihrt, dass das Zu- und Abfiihren der Fliissigkeit
so erfolgt, dass eine Trennung in die einzelnen Phasen und deren getrennte Entnahme kontinuierlich
stattfindet. Bei einem diskontinuierlichen Verfahren wird eine Charge in die Trennvorrichtung gegeben,
das Entmischen lassen der Phasen abgewartet und dann eine Abtrennung der Phasen mittels ge-
trennter Entnahme aus der Trennvorrichtung durchgefiihrt. Das Entmischen lassen der Phasen kann
bei einem diskontinuierlichen Verfahren auch direkt in der Vorrichtung, in der die Durchmischung des
wassrigen Zwei-Phasen-Systems (ATPS) erfolgt, durchgefiihrt werden. Dabei wird nach Beendigung
des Durchmischens das Entmischen der Phasen abgewartet. Die Vorrichtung, in der die Durchmi-
schung des wassrigen Zwei-Phasen-Systems (ATPS) erfolgt, kann somit auch anschlieend als
Trennvorrichtung verwendet werden. Es kann auch zwischen diskontinuierlicher und kontinuierlicher

Arbeitsweise gewechselt werden.

Die obere Phase im wéssrigen Zwei-Phasen-System ist die leichte Phase und die untere Phase ist die
schwere Phase. Das Zielprodukt kann sich in der leichtender der schweren Phase befinden; dies
hangt von den Eigenschaften des jeweiligen Zielprodukts und dem gewahlten wassrigen Zwei-

Phasen-System ab.
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Gemal einer Ausfilhrungsform kann das Entmischen lassen auch semi-kontinuierlich durchgefiihrt
werden. Dies bedeutet, dass das kontinuierliche Verfahren kurzzeitig unterbrochen und das Entmi-
schen lassen in Schritt d. nicht kontinuierlich durchgefiihrt wird, sondern zunéchst abgewartet wird.
Dies kann zu einer besseren Ausbildung der Phasengrenzflache(n) fihren und daher die spétere

Trennung der Phasen erleichtern.

Bei Bereitstellung der Ausgangsldsung in Schritt a. kann es ebenfalls vorteilhaft sein, wenn hier semi-
kontinuierlich gearbeitet wird, d.h. eine Unterbrechung des ansonsten kontinuierlichen Verfahrens
erfolgt. Wenn beispielweise Plasmid-DNA als Zielprodukt gereinigt und angereichert werden soll, wird
das Zelllysat als Ausgangslésung Uber eine alkalische Lyse und anschlieBende Neutralisation, bei-
spielsweise mit Citratsalz, hergestellt. Der fiir die wéssrige Zwei-Phasen-Extraktion (ATPE) notwendi-
ge Salzpuffer (wie Citrat) ist damit bereits vorhanden und das Zwei-Phasen-System kann unmittelbar
hergestellt und eingesetzt werden. Um jedoch eine genaue Steuerung der Lyse vorzunehmen, kann
es zweckmaRig sein, wenn dies nicht kontinuierlich durchgefiihrt wird, sondern vielmehr eine geeigne-
te Dauer der Lyse eingehalten und erst anschlieRend die kontinuierliche Verfahrensweise wieder auf-
genommen wird. Die im Anschluss notwendige Neutralisation erfolgt mit dem fiir die wéssrige Zwei-
Phasen-Extraktion (ATPE) ebenfalls notwendigen Salzpuffer (in diesem Beispiel: Citrat). Vorteilhaft ist,
dass damit die fiir die wassrige Zwei-Phasen-Extraktion (APTE) notwenige Salzmenge bereits im Ly-

seschritt vollstdndig zugegeben werden kann.

Es kann jedoch auch vorteilhaft sein, wenn fir das Reinigen und Anreichern, insbesondere Aufkon-
zentrieren von Plasmid-DNA die alkalische Lyse, die Neutralisation, das Uberfilhren in ein wassriges
Zwei-Phasen-System, das Entmischen lassen und die getrennte Entnahme der Phasen kontinuierlich

durchgefiihrt werden.

Beispielsweise kann auch wie folgt vorgegangen werden: Die alkalische Lyse erfolgt kontinuierlich
oder diskontinuierlich und das Uberfithren in ein wéssriges Zwei-Phasen-System erfolgt kontinuierlich
oder diskontinuierlich bzw. chargenweise, beispielsweise auch jeweils mit wechselnden Zyklen. So
koénnten beispielsweise 2 Trennvorrichtungen wechselweise mit kontinuierlichem und diskontinuierli-
chem Betrieb zum Einsatz kommen oder 2 Trennvorrichtungen kénnten hintereinander geschaltet zum
Einsatz kommen.

In Schritt e. wird ein kontinuierliches Messen der elektrischen Leitfahigkeit in der Trennvorrichtung
durchgefiihrt. Dies kann zur Kontrolle des Verlaufs des Entmischen lassens der Phasen dienen. Die
elektrische Leitfahigkeit wird jedoch insbesondere zum Bestimmen der Position der beiden Phasen
und der Phasengrenzfliche oder, bei Vorliegen einer Zwischenphase, der Position der Zwischenpha-

se und der zwei Phasengrenzflichen herangezogen.

Wenn als Ausgangslosung eine Zellsuspension oder ein Zelllysat eingesetzt wird, d.h. eine Dispersion
aus Biopartikeln, umfassend das Zielprodukt, sowie Zellen, Zellenbruchstiicke und Medium, ist es
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haufig der Fall, dass eine Mischphase gebildet wird, die aus Biopartikeln aufgebaut ist, die jedoch
Uiblicherweise das Zielprodukt nicht mehr enthélt. Diese Mischphase wird hier auch als ,Zwischenpha-
se“ bezeichnet, d.h. eine Phase die zwischen den beiden zu trennenden Phasen vorliegt. Die Zwi-
schenphase kann beispielweise eine Mischung aus einem Anteil der schweren Phase in Form nicht-
koaleszierter Tropfen und dazwischen gebundenen Zellen darstellen. Die Bildung und GréRe der Zwi-
schenphase ist im Wesentlichen von den Zellen abh&ngig. Die Zwischenphase kann auch aus Prézipi-
tat bestehen, welches beispielsweise bei der Gewinnung von Plasmid-DNA durch die alkalischen Lyse
von Zellen bei der Neutralisation entsteht. Dieses Prazipitat enthélt beispielweise ausgefélltes Kalium-
dodecylsulfat (K-SDS), Proteine, Zellbestandteile, genomische DNA, RNA und dergleichen.

Es liegt auf der Hand, dass die Phasentrennung durch die Bildung einer Zwischenphase erschwert
wird. Die Zwischenphase kénnte sich wahrend einer kontinuierlichen Phasentrennung in der Trennvor-
richtung ohne eine Fillstandsregelung véllig unkontrolliert bis zu einem vorhandenen unteren
und/oder oberen Vorrichtungsauslass ausbreiten. Ohne Uberwachung oder Detektionsmoglichkeit
kann die Entnahme der Phasen daher nicht kontrolliert und gesteuert werden.

Als zu messender Stoffparameter fiir eine zuverldssige Phasendetektion wurde fiir die vorliegende
Erfindung die elektrische Leitfahigkeit gewéhlt, da festgestellt wurde, dass die Unterschiede dieser in
den beiden Phasen eines wassrigen Zwei-Phasen-Systems (ATPS) grol3 genug sind, um erfasst wer-
den zu kénnen. Beispielweise hat im Polymer/Salz-System das Polymer bzw. die Polymer-Phase eine
geringe elektrische Leitfédhigkeit und das Salz bzw. die salzreiche Phase hat eine hohe elektrische
Leitfahigkeit. Da in einem Polymer/Salz-ATPS nur zwei Phasen bei ausreichend hoher Konzentratio-
nen an Polymer oder Salz entstehen (> Binodale), liegt immer ein ausreichender Unterschied der
elektrischen Leitfahigkeiten von leichter und schwerer Phase vor. In &hnlicher Weise kdnnen auch

entsprechend geeignete Polymer/Polymer-Systeme zum Einsatz kommen.

Da bislang keine Messtechnik existiert, die die Anforderungen an die Detektion einer Phasengrenzfla-
che oder Zwischenphase eines wassrigen Zwei-Phasen-Systems (ATPS) erfiillt, musste zunéchst ein

Konzept entwickelt werden, um die elektrische Leitfahigkeit in geeigneter Weise zu bestimmen.

Daher wurde basierend auf Stoffeigenschaftsmessungen ein Leitfahigkeit-basiertes Messprinzip ent-
wickelt, das experimentell an idealen und realen Gemischen erprobt wurde, wobei das Zielprodukt
entweder in der oberen oder der unteren Phase vorliegen kann. Wie sich herausgestellt hat, ist das
Messprinzip geeignet, auf Basis der Messung der elektrischen Leitfahigkeit die Lage der einzelnen
Phasen bzw. Phasengrenzflache(n) zu bestimmen, und unabh&ngig von der Verteilung des Zielpro-
dukts und den Verunreinigungen, da die Leitfahigkeitsdifferenz der zu trennenden Phasen grotenteils

nicht vom Zielprodukt und den Verunreinigungen beeinflusst werden.

Eine erfindungsgeméRe kontrollierte Phasentrennung, egal ob mit oder ohne Zwischenphase, unter
Verwendung der kontinuierlich gemessenen elektrischen Leitfahigkeitswerte, erhoht die Ausbeute des

Verfahrens sowie die schlieBlich erhaltene Produkt-Reinheit und -Qualitat.
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Gemal einer Ausfiihrungsform der Erfindung wird das kontinuierliche Messen der elektrischen Leitfa-
higkeit der Phasen in der Trennvorrichtung mit einem oder mehreren Leitfahigkeitsmessgeraten in
Form von einer, zwei, drei oder mehr Sonden durchgefiihrt. D.h. je nach Ausfiihrungsform kénnen ein,
zwei oder auch mehrere Sonden gleichzeitig in der Trennvorrichtung zum Einsatz kommen. Leitfahig-
keitssonden sind dem Fachmann aus dem Stand der Technik bekannt. Eine Sonde misst am unteren
Ende in dblicher Weise mittels Messkontakten die elektrische Leitfahigkeit. Beispielhafte Leitfahig-
keitssonden sind 4-polige Leitfahigkeitssonden mit 4 Metallkontakten. Andere Leitfahigkeitssonden

sind ebenfalls moglich.

Die Sonde(n) wird (werden) beispielsweise mithilfe von Einbauten in die Trennvorrichtung eingebaut
oder eingelassen und an eine zentrale Messwerterfassungs- und Steuerungselektronik angeschlos-

sen.

Bereits eine Sonde kann ausreichen, um die elektrische Leitfahigkeit in der Trennvorrichtung zu mes-
sen. Wenn eine chargenweise Extraktion (Batch-Extraktion) durchgefiihrt wird, kann beispielweise nur
eine Leitfahigkeitssonde eingesetzt werden. Diese ist zum Beispiel im Auslass der Trennvorrichtung
angeordnet. Der Auslass ist eine Offnung im unteren Teil der Trennvorrichtung und kann mit einer
Entnahme-Vorrichtung zum kontrollierten Auslassen verbunden sein oder diese aufweisen, beispiel-
weise ausgewdahlt aus einem Ventil, einem Durchflussregler, einer Schlauchquetschklemme, einem
Schlauch, einem Rohr oder einem Stutzen und dergleichen oder kann auch eine beliebige andere
Ausgestaltung haben. Die Leitfahigkeitssonde, die beispielweise im unteren Bereich der Trennvorrich-
tung, wie in Bodenné&he, im Auslass, insbesondere in einem mit dem Auslass verbundenen Schlauch,
Rohr, Stutzen oder dergleichen, aber vor einem Ventil oder einer Schlauchquetschklemme oder ahnli-
chem der Trennvorrichtung montiert ist, detektiert dann die austretende Phase anhand ihrer jeweili-
gen elektrischen Leitfahigkeit wahrend der Entleerung der Trennvorrichtung, so dass die Phasen in
einfacher Weise voneinander getrennt werden und in getrennten Auffangbehdltern gesammelt werden

kénnen.

Gemal einer weiteren Ausfilhrungsform werden zur kontinuierlichen Messung der elektrischen Leitfa-
higkeit der schweren Phase eine oder mehrere Sonden und zur kontinuierlichen Messung der elektri-
schen Leitfahigkeit der leichten Phase eine oder mehrere Sonden an verschiedenen Positionen in der
Trennvorrichtung eingesetzt. Es kann vorteilhaft sein, wenn mehr als eine Sonde zum Einsatz kommt,
da hierdurch die Detektion der Lage der Phasen und Grenzflichen und deren Regelung exakter erfol-
gen kann und damit verbessert wird. Beispielweise kann eine Sonde kontinuierlich die elektrische
Leitfahigkeit der schweren Phase und eine Sonde kontinuierlich die elektrische Leitfahigkeit der leich-

ten Phase messen.

Wenn zwei Sonden zum Einsatz kommen und eine kontinuierliche Extraktion durchgefiihrt wird, ist es
vorteilhaft, die Position der beiden Sonden in geeigneter Weise zu wahlen. In der Trennvorrichtung

kann jeweils ein Auslass fiir die schwere Phase im unteren Teil der Trennvorrichtung (unterer Auslass)
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und ein Auslass fiir die leichte Phase im oberen Teil der Trennvorrichtung (oberer Auslass) vorgese-
hen sein. Jede der beiden Sonden kann dann beispielweise jeweils einem Auslass zugeordnet wer-
den. Mit der der jeweiligen Phase zugeordneten Sonde kann dann detektiert werden, ob sich an der
Sonde und damit in der N&he des jeweiligen Auslasses noch die entsprechende Phase befindet, oder
ob die Phasengrenzflache schon soweit aufgestiegen bzw. abgesunken ist, so dass sich die Gegen-
phase an der Sonde und damit in der Nahe des Auslasses befindet, durch den diese nicht abflieRen

soll.

Die Sondenpositionen werden dann beispielweise derart gewahlt, dass - unabhéngig von der Vertei-
lung des Zielproduktes in der oberen oder unteren Phase - die Sonde fir die leichte Phase (obere
Phase) tiefer als der obere Auslass positioniert wird. Damit kann man ein zu hohes Ansteigen der
schweren Phase (untere Phase) mit den elektrischen Leitfahigkeitswerten erfassen, bevor diese tber
den oberen Auslass abgezogen wird. Die Sonde fiir die schwere Phase (untere Phase) wird zweck-
maRigerweise hoher als der untere Auslass angeordnet. Damit kann man ein zu starkes Absinken der
leichten Phase (oberen Phase) mit den elektrischen Leitfédhigkeitswerten erfassen, bevor diese tber

den unteren Ablauf abgelassen wird.

Gemal einer Ausfiihrungsform ist es daher vorteilhaft, wenn die Sonde fiir die leichte Phase in der
Trennvorrichtung tiefer als der obere Auslass positioniert wird und die Sonde fiir die schwere Phase in

der Trennvorrichtung héher als der untere Auslass angeordnet wird.

Es ist hierbei nicht erforderlich, dass die Sonden in der Ndhe des jeweiligen Auslasses positioniert
werden, also beispielweise unmittelbar Uiber oder unmittelbar unter dem jeweiligen Auslass, vielmehr
spielt die jeweilige H6he der Sonden in der Trennvorrichtung relativ zu den Ausléssen eine Rolle. Da
die Flussigkeitshdhe in der Trennvorrichtung tiberall gleich hoch ist, bedeutet ,unter einem Auslass®,
dass die Sonde sich nicht auf demselben Hbhenniveau wie der Auslass befindet, sondern unterhalb
der H6he der AusflieB6ffnung des Auslasses angeordnet wird. In gleicher Weise bedeutet ,iber einem
Auslass”, dass die Sonde sich nicht auf demselben Héhenniveau wie der Auslass befindet, sondern
oberhalb der Héhe der AusflieRoffnung des Auslasses angeordnet wird. Von Bedeutung ist daher

beispielweise das H6henniveau der Flissigkeit und des betrachteten Auslasses.

Gemal einer weiteren Ausfilhrungsform werden die Sonde(n) fir die leichte Phase héher als die Son-
de(n) firr die schwere Phase angeordnet, was regelmaRig der Fall ist, da sich die leichte Phase stets
oberhalb der schweren Phase befindet. Mit anderen Worten ist es vorteilhaft, wenn die Sonde(n) fiir
die leichte Phase unter dem oberen Auslass aber hdher als die Sonde(n) fiir die schwere Phase an-

geordnet werden.

Vorteilhaft an einer derartigen Positionierung von zwei Sonden in der Trennvorrichtung ist, dass jede
der beiden Leitfédhigkeitssonden, die die elektrische Leitfahigkeit kontinuierlich messen, durch Veran-
derung des Leitfahigkeitswerts unmittelbar das Herannahen der anderen Phase bzw. der Zwischen-

phase anzeigt und daher ein Austreten der anderen oder Zwischenphase am falschen Auslass ver-
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hindert werden kann. Unabhéangig davon, ob sich das Zielprodukt in der leichten oder schweren Phase
befindet, kann durch Verhindern des Entnehmens einer Phase und/oder der Zwischenphase am fal-

schen Auslass ein Produktverlust vermieden werden.

Wie bereits erwdhnt, kdbnnen auch mehr als 2 Leitfahigkeitssonden in der Trennvorrichtung vorgese-
hen werden. Beispielweise kénnen 3, 4, 5, 6, oder mehr Sonden gleichzeitig in der Trennvorrichtung
vorhanden sein. Eine h6here Anzahl an Sonden kann fir eine genauere Erfassung der Lage der ein-

zelnen Phasen und der Phasengrenzflichen vorteilhaft sein.

Es hat sich herausgestellt, dass bei Verwendung von zwei, drei oder mehr Sonden unterschiedliche

Positionen von Vorteil sein kbnnen.

GemaR einer Ausfuhrungsform werden zum kontinuierlichen Messen der elektrischen Leitfahigkeit der
Phasen in der Trennvorrichtung zwei, drei, vier oder mehr Sonden jeweils in eine Einfuhroffnung in der
Wand der Trennvorrichtung eingefiihrt und eingesetzt, wobei die Einflihr6ffnungen eine Anordnung
aufweisen, die ausgewahlt wird aus:
- einer axialen Anordnung der Einfuhréffnungen, wobei die Einflihr6ffnungen auf einer geraden
Verbindungslinie angeordnet werden;
- einer radialen Anordnung der Einfihréffnungen, wobei die Einfihréffnungen in einem Kreis-
bogen, angeordnet werden; oder
- einerradial versetzten Anordnung der Einflihré6ffnungen, wobei die Einflihréffnungen in einem

Kreisbogen und zusétzlich in eine Vorzugsrichtung verschoben, angeordnet werden.

Die beschriebenen Anordnungen sind von besonderem Vorteil. Insbesondere wenn eine gréBere
Menge an Biomasse vorhanden ist und auch unklar ist, wie gro die Zwischenphase sich ausbildet,
sind die beschriebenen Ausfiihrungsformen von Vorteil. Hierdurch gelingt es insbesondere Zwischen-
rdume zwischen den einzelnen Sonden besser abzudecken, beispielweise auch dann, wenn sich die
Phasengrenzen wéahrend des Verfahrens verschieben. Auch kann man bei mehreren Sonden, insbe-
sondere bei den beschriebenen Anordnungen flexibler agieren. Zudem ermdglicht eine Vielzahl von
Sonden, dass das Tauchrohr besser positioniert werden kann, so dass hierdurch die Phasentrennung

optimiert werden kann.

Gemal einer Ausfiihrungsform kdnnen daher die Einfiihréffnungen fiir die Sonden in der Wand der
Trennvorrichtung in einer axialen Anordnung vorliegen, d.h. eine Verbindungslinie zwischen den ein-
zelnen Einfuhroffnungen wiirde eine gerade Linie oder Achse ergeben und eine lineare Anordnung

wirde resultieren.

GemalR einer weiteren Ausfilhrungsform kdnnen die Einfuhréffnungen fiir die Sonden in der Wand der
Trennvorrichtung auch in einer radialen Anordnung vorliegen. Bei einer radialen Anordnung der Ein-
fuhroffnungen fiir die Sonden wéren diese in gleichem oder unterschiedlichem Abstand zueinander

auf einem gedachten Kreisbogen beispielweise auf dem runden Umfang der Trennvorrichtung verteilt.
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Eine radiale Anordnung der Einfiihréffnungen und damit auch der in den Einfiihréffnungen vorliegen-
den Sonden ist vorteilhaft, da eine derartige Verteilung eine besonders vorteilhafte Erfassung und
Kontrolle der einzelnen Phasen ermdéglicht und damit eine schnellere und robustere Detektion, Rege-

lung und Kontrolle des Verfahrens erfolgen kann.

Gemal einer weiteren Ausfiihrungsform kénnen die Einfiihréffnungen fiir die Sonden und damit natiir-
lich auch die in den Einfuhréffnungen vorliegenden Sonden in der Wand der Trennvorrichtung auch in
einer radial versetzten Anordnung vorliegen. Dies bedeutet, dass sich die Einfiinréffnungen und die
Sonden in gleichem oder unterschiedlichem Abstand zueinander auf einem Kreisbogen verteilt befin-
den und zudem in eine Vorzugsrichtung, beispielweise der Ldngsachse der Trennvorrichtung in glei-
chem oder unterschiedlichem MaRe verschoben sind. Eine radial versetze Anordnung der Sonden
filhrt ebenfalls zu einer verbesserten Detektion der Phasen und schnelleren und robusteren Verfah-

rensregelung und -kontrolle.

Es kénnen auch gemischte Anordnungen eingesetzt werden, wobei eine oder mehrere Einfuhroffnun-
gen fiir die Sonden und damit auch die Sonden teilweise radial und teilweise axial angeordnet werden.
Andere Anordnungen fiir die Einfihréffnungen der Sonden als die oben beschriebenen sind ebenfalls

moglich.

Die Zahl und Anordnung oder Position der Sonden in der Trennvorrichtung ist in jedem Einzellfall aus-
zuwahlen und héangt insbesondere vom Zielprodukt und den vorhandenen Verunreinigungen sowie
dem verwendeten wassrigen Zwei-Phasen-System ab, und kann zudem davon abhédngen, ob sich

eine Zwischenphase bildet oder nicht.

Basierend auf der kontinuierlich gemessenen elektrischen Leitfdhigkeit kann erfindungsgeman die
Position der beiden Phasen und deren Phasengrenzflaiche oder alternativ die Position der beiden
Phasen und einer Zwischenphase und deren zwei Phasengrenzflichen bestimmt werden. Um genau
zu bestimmen, wo die Phasen in der Trennvorrichtung vorliegen, orientiert man sich beispielweise an
sogenannten Sollwerten. Diese sind entweder bereits bekannt oder man kann diese ohne weiteres in

Vorversuchen bestimmen.

In der nachfolgenden Tabelle 1 sind beispielhafte elektrische Leitfahigkeiten von leichter Phase,
schwerer Phase und Zwischenphase bei einem wéssrigen Zwei-Phasen-Citratsystem und einem

wassrigen Zwei-Phasen-Phosphatsystem mit und ohne Zellen angegeben:

Tabelle 1: Beispielhafte elektrische Leitfahigkeiten bei einem wassrigen Zwei-Phasen-

Citratsystem und einem wassrigen Zwei-Phasen-Phosphatsystem mit und ohne Zellen

Phase Elektrische Leitfahigkeit Elektrische Leitfahigkeit
ohne Zellen mit Zellen
Leichte Phase (Phosphat) 10-25 mS/cm 10-25 mS/cm
Leichte Phase (Citrat) 5-15 mS/cm 5-15 mS/cm
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Schwere Phase (Phosphat) 60-80 mS/cm 60-80 mS/cm
Schwere Phase (Citrat) 30-50 mS/cm 30-50 mS/cm
Zwischenphase (Phosphat) n.a. 40-50 mS/cm
Zwischenphase (Citrat) n.a. 30-40 mS/cm
n.a...... nicht verfiigbar, eine Zwischenphase tritt nicht auf, beispielweise wenn die Zielkomponente

oder Verunreinigungen (z.B. HCP, Wirtszell-DNA) in grof3en Mengen ausfallen. Das Ausfallen der
Komponenten aus der Losung, kann beispielweise bei hohen Salzgehalten, hohen Polymergehalten,
entsprechenden pH-Werten im gewahlten wassrigen Zwei-Phasen-System fiir sensible Komponenten
auftreten.

Wie aus obiger Tabelle 1 ersehen werden kann, hat jede Phase ihren eigenen Bereich fiir die elektri-
sche Leitfahigkeit. Die in Tabelle 1 angegebenen beispielhaften Werte fiir die elektrische Leitfahigkeit
kénnen als Sollwert-Bereiche fir die verwendeten wéssrigen Zwei-Phasen-Systeme (ATPSs) dienen.
Beispielweise kann bei einem wéssrigen Zwei-Phasen-Phosphatsystem der Bereich fiir die elektrische
Leitfahigkeit bei der leichten Phase in einem Sollwert-Bereich von 10-25 mS/cm liegen und fir die
schwere Phase in einem Sollwert-Bereich von 60-80 mS/cm. Der Sollwert-Bereich fiir die elektrische
Leitfahigkeit fiir die leichte Phase eines wéssrigen Zwei-Phasen-Citratsystems kann beispielweise bei

5-15 mS/cm liegen und der schweren Phase bei 30-50 mS/cm.

Die Wertebereiche fiir die elektrische Leitfahigkeit in den einzelnen Phasen sollten durch das Vorhan-
densein von Zellen in den einzelnen Phasen eigentlich nicht verédndert werden. Bei Vorliegen von
Zellen kann jedoch eine Zwischenphase auftreten, deren elektrische Leitfédhigkeit in einem Zwei-
Phasen-Phosphatsystem im Bereich von 40-50 mS/cm und im Zwei-Phasen-Citratsystem im Bereich
von 30-40 mS/cm liegt.

Die in Tabelle 1 angegeben Leitfahigkeitsbereiche belegen, dass zwischen den einzelnen Phasen in
einem wassrigen Zwei-Phasen-System ein ausreichend groRer Unterschied vorliegt, um die jeweiligen
Phasen anhand ihrer elektrischen Leitfahigkeitswerte eindeutig bestimmen zu kénnen, so dass eine

Phasentrennung aufgrund der gemessenen elektrischen Leitfahigkeit moglich ist.

Die in Tabelle 1 angegebenen Sollwerte hdngen vom jeweiligen Polymer (den jeweiligen Polymeren),
dem verwendeten Salz (den verwendeten Salzen) und der jeweiligen Konzentration ab, so dass diese
Sollwert-Bereiche in erster Linie nur zur Orientierung dienen und sich im Einzelfall auch deutlich von
den angegebenen Bereichen unterscheiden kénnen. Insbesondere das Vorliegen von leitfahigkeits-
senkenden Biopartikeln (wie z.B. Zellen) kann dazu fiihren, dass eine deutlich reduzierte elektrische
Leitfahigkeit, als zu erwarten wére, vorliegt.

Fir den Fachmann ist es ohne weiteres mdglich, ein Zwei-Phasen-System auszuwahlen, dass fiir die
Reinigung und Anreicherung eines gewiinschten Zielprodukts geeignet ist. Vorteilhafterweise liegt

zwischen der abzutrennenden Phase mit dem Zielprodukt und der Gegenphase oder zwischen der
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abzutrennenden Phase mit dem Zielprodukt und der Zwischenphase ein feststellbarer Unterschied

hinsichtlich der Leitfahigkeitswerte vor.

Gemal einer Ausfiihrungsform sind die Unterschiede der elektrischen Leitfahigkeiten von den zu
trennenden Phasen beispielsweise groRer als das 10fache, gréBer als das 9fache, groRer als das
8fache, groRer als das 7fache, groBer als das 6fache, gréRer als das 5fache, gréBer als das 4fache
oder groBer als das 3fache der Messgenauigkeit der Leitfahigkeit des Leitfahigkeits-Messgerates.
Wenn beispielweise die elektrische Leitfahigkeit der oberen Phase 10 mS/cm betréagt und hierfir ein
Fehler fiir die Messgenauigkeit von 0,15 mS/cm resultiert, so bedeutet das 10fache der Messgenauig-
keit 10 x 0,15 mS/cm = 1,5 mS/cm. Der Unterschied der elektrischen Leitfahigkeiten zwischen leichter

Phase und schwerer Phase wére daher in diesem Fall gréRer als 1,5 mS/cm.

Ein derartig geringer Unterschied bei der elektrischen Leitfahigkeit zwischen leichter und schwerer

Phase kann bei Polymer/Polymer-Phasensystemen (ATPS) vorliegen.

Bei Polymer/Salz-Systemen (ATPS) kann man als Faustregel einen Unterschied fiir die elektrischen
Leitfahigkeiten zwischen leichter und schwerer Phase von mehr als 2 mS/cm angeben. Ein derartiger
Unterschied liegt aber in sdmtlichen bekannten Polymer/Salz-ATPS-Systemen regelm&Big vor, da die
Polymer-Phase mit einer geringen Leitfahigkeit und die salzreiche Phase mit einer hohen Leitfahigkeit
der zwei Phasen durch die hohen Konzentrationen von Polymer bzw. Salz entstehen, so dass stets

ein ausreichender Unterschied der elektrischen Leitfahigkeiten beider Phasen erhalten wird.

Um zu bestimmen, wo die jeweiligen Phasen in der Trennvorrichtung vorliegen, kann wie folgt vorge-

gangen werden:

Gemal einer Ausfilhrungsform kann in einem kontinuierlichen System der Sollwert-Bereich fiir die

leichte Phase wie folgt Giberwacht und angesteuert werden:

Das kontinuierliche Messen der elektrischen Leitfahigkeit der leichten Phase in der Trennvorrichtung
ergibt einen Wert fiir die elektrische Leitféahigkeit. Dieser Wert wird mit einem Sollwert-Bereich fiir die
elektrische Leitfahigkeit verglichen. Der Sollwert-Bereich ist derjenige Bereich, der fir die leichte Pha-
se zu erwarten ist. Der Sollwert-Bereich bei einer leichten Phase in einem wassrigen Zwei-Phasen-
Phosphatsystem betrégt beispielweise 10-25 mS/cm, wie in Tabelle 1 angegeben. D.h. die Sonde in
der leichten Phase misst an der Position, an der sich diese befindet, eine elektrische Leitfahigkeit im
Bereich von 10 bis 25 mS/cm. Wenn die Messung der elektrischen Leitfahigkeit nun ergibt, dass die-
ser Bereich {berschritten wird, d.h. die elektrische Leitfahigkeit tiber 25 mS/cm oder sogar deutlich
dartber liegt, bedeutet dies, dass die Sonde in der leichten Phase beginnt die hdhere elektrische Leit-
fahigkeit einer Zwischenphase von 40-50 mS/cm oder sogar der schweren Phase von 60-80 mS/cm
zu messen. Die Zwischenphase und mdoglicherweise auch schwere Phase beginnen sich daher in der
Trennvorrichtung aufzustauen. Damit die Sonde wieder in der leichten Phase vorliegt, wird daher

schwere Phase und/oder Zwischenphase aus der Trennvorrichtung entnommen, d.h. es wird im konti-
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nuierlichen Betrieb beispielweise die Entnahmegeschwindigkeit der schweren Phase erhdht. Dies
geschieht so lange, bis sich die Phasengrenzfliche nach unten bewegt und damit die gemessene
Leitfahigkeit der leichten Phase wieder im Sollwert-Bereich liegt. Ebenso kann auch die Entnahmege-
schwindigkeit der leichten Phase aus der Trennvorrichtung vermindert werden oder ganz gestoppt

werden, wobei beispielweise der obere Auslass gedrosselt oder geschlossen werden kann.

GemalR einer weiteren Ausfuhrungsform kann in einem kontinuierlichen System der Sollwert-Bereich

fiir die schwere Phase wie folgt ilberwacht und angesteuert werden:

Das kontinuierliche Messen der elektrischen Leitfahigkeit der schweren Phase in der Trennvorrichtung
ergibt einen Wert fiir die elektrische Leitfahigkeit. Dieser Wert wird mit einem Sollwert-Bereich fir die
elektrische Leitfahigkeit verglichen. Der Sollwert-Bereich ist derjenige Bereich, der fiir die schwere
Phase zu erwarten ist. Der Sollwert-Bereich bei einer schweren Phase in einem wéssrigen Zwei-
Phasen-Phosphatsystem betrdgt beispielweise 60-80 mS/cm. D.h. die Sonde in der schweren Phase
misst eine elektrische Leitfahigkeit im Bereich von 60 bis 80 mS/cm. Wenn die Messung der elektri-
schen Leitfahigkeit nun ergibt, dass dieser Bereich unterschritten wird, d.h. unter 60 mS/cm oder so-
gar deutlich darunter liegt, bedeutet dies, dass die Sonde in der schweren Phase beginnt, die niedri-
gere elektrische Leitfahigkeit einer Zwischenphase von 40-50 mS/cm oder sogar der leichten Phase
von 10-25 mS/cm zu messen. Die leichte Phase oder Zwischenphase ndhert sich daher der Position
der Sonde fiir die schwere Phase. Damit die Phasengrenzflache steigt und die Sonde wieder in der
schweren Phase vorliegt, kann beispielweise die Enthahmegeschwindigkeit der schweren Phase aus
der Trennvorrichtung verringert werden. Alternativ kann die Entnahme der schweren Phase génzlich

gestoppt werden.

Es besteht auch die Mdglichkeit, zusatzliches Zwei-Phasen-System zuzugeben, d.h. die Durchfluss-
menge an zugefilhrtem Zwei-Phasen-System zu erh6hen, wodurch der Flissigkeitsspiegel in der
Trennvorrichtung wieder ansteigt. Dies geschieht so lange, bis die gemessene Leitfahigkeit der

schweren Phase wieder im Sollwert-Bereich liegt.

Die Steuerung und Kontrolle der Entnahme der Phasen aus der Trennvorrichtung kann durch die Ent-
nahmemenge, Entnahmegeschwindigkeit und/oder Entnahmedauer erfolgen, wobei die Entnahme
einer Phase auch ganz unterbrochen werden kann. Dem Fachmann im Stand der Technik sind MaR3-
nahmen und Vorrichtungen hierfiir gelaufig. Beispielweise kann die Steuerung und Kontrolle der Ent-
nahme der Phasen durch Schwerkraft oder unter Verwendung von Uber- oder Unterdruck, beispiel-
weise Vakuum, erfolgen. Uber- oder Unterdruck bzw. Vakuum kénnen in beliebiger Weise erzeugt
werden. Es kdnnen auch eine oder mehrere Pumpen zum Einsatz kommen. Entnahme-Vorrichtungen
zur Anderung der Entnahmemenge sind beispielweise Ventile, Durchflussbegrenzer, Schlauch-
quetschklemmen und dergleichen, die auch zum vollstdndigen Beenden oder Unterbrechen der Ent-
nahme einer Phase eingesetzt werden kénnen. Entnahme-Vorrichtungen zur Anderung der Entnah-
megeschwindigkeit sind beispielweise Pumpen. Andere als die beschriebenen MaBnahmen und Vor-

richtungen sind ebenfalls mdoglich.
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Zusatzlich kann auch ein Tauchrohr als zusétzlicher Auslass fiir eine Phase eingesetzt werden. Diese

Ausfiihrungsform der Erfindung wird noch im Einzelnen erldutert werden.

Durch Messung der elektrischen Leitfahigkeiten der Phasen kann daher sowohl das Absinken als
auch Ansteigen der einzelnen Phasen und der Phasengrenzflachen in der Trennvorrichtung tber-
wacht und gesteuert werden. Das Ansteigen der Phasen kann durch ein Aufstauen von ein oder meh-
reren Phasen oder durch die kontinuierliche Zufuhr von weiterem zu trennendem wassrigen Zwei-
Phasen-System herrithren. Das Absinken der Phasen kann auf die Entnahme der Phasen zuriickge-
hen. Im kontinuierlichen Verfahren wird daher ein Gleichgewicht zwischen zugefiihrten und abgefihr-
ten Phasen eingestellt, wobei hierzu die Uberwachung der elektrischen Leitfahigkeit eingesetzt wird.
Es wird daher ein sehr flexibles Kontroll- und Steuersystem bereitgestellt, das bei Pha-
sen(volumen)anderungen in der Trennvorrichtung unmittelbar eingreifen kann und auch bei einer kon-

tinuierlichen Extraktion zuverldssig arbeitet.

In Schritt f. erfolgt dann das Trennen der Phasen anhand der gemessenen elektrischen Leitfahigkeit
durch Entnehmen der Phasen aus der Trennvorrichtung. Das Abtrennen der Phasen kann kontinuier-
lich oder diskontinuierlich durch Entnehmen der jeweiligen Phasen aus der Trennvorrichtung anhand
der gemessenen elektrischen Leitfahigkeit erfolgen. Der Ausdruck “Entnehmen der jeweiligen Phase
anhand der gemessenen elektrischen Leitfahigkeit* bedeutet, dass die jeweilige abzutrennende Phase
basierend auf oder durch ihre gemessenen elektrischen Leitfahigkeitswerte an einer oder mehreren
Positionen in der betreffenden Phase identifiziert und daher aus der Trennvorrichtung gezielt ent-
nommen werden kann. Die Entnahme der Phase wird daher durch die Messung der elektrischen Leit-
fahigkeit tiberwacht. Die vorliegende Erfindung verkniipft daher die bekannte Hohe der Messposition
sowie die Leitfahigkeitsinformationen einer oder mehrerer Sonden zum aktiven Steuern der Phasen-

grenze in der Trennvorrichtung.

Gemal einer Ausfiihrungsform wird in der Trennvorrichtung ein Auslass vorgesehen und das Ent-
nehmen zumindest einer der Phasen aus der Trennvorrichtung durch den Auslass gemaR Schritt f.
durch Schwerkraft oder unter Verwendung von Uber- oder Unterdruck durchgefiihrt, wobei eine Pum-
pe zum Einsatz kommen kann. Dies kann beispielsweise bei einem diskontinuierlich betriebenen Sys-
tem der Fall sein. Wenn nur eine Charge an Material iiber eine wassrige Zwei-Phasen-Extraktion auf-
getrennt werden soll, kann beispielsweise nur ein Auslass vorliegen, der im unteren Teil der Trennvor-

richtung vorgesehen sein kann.

Es kénnen auch mindestens 2 Ausldsse in der Trennvorrichtung vorliegen; dies kann beispielweise
bei einem kontinuierlich betriebenen System der Fall sein. Es kénnen auch drei oder mehr Ausldsse in

der Trennvorrichtung vorliegen.

In einem kontinuierlichen Verfahren kdnnen gemaf einer Ausfilhrungsform 2 Ausldsse vorgesehen

werden, ein oberer Auslass, der im oberen Teil der Trennvorrichtung angeordnet ist, und ein unterer
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Auslass der im unteren Teil der Trennvorrichtung angeordnet ist. Ein Auslass ist eine Offnung, durch
welche die Flussigkeit austritt. Dieser kann beliebig ausgestaltet sein. Der Auslass kann stufenlos
oder in Stufen verschliessbar sein, beispielsweise durch ein Ventil, einen Durchflussbegrenzer oder

eine Schlauchquetschklemme und dergleichen.

Gemal einer weiteren Ausfiihrungsform wird in der Trennvorrichtung ein oberer Auslass zum Ent-
nehmen der leichten Phase aus der Trennvorrichtung unter Verwendung von Schwerkraft oder von
Uberdruck oder Unterdruck vorgesehen, wobei auch eine Pumpe zur Erzeugung von Uber- oder Un-
terdruck zum Einsatz kommen kann; und in der Trennvorrichtung wird ein unterer Auslass zum Ent-
nehmen der schweren Phase aus der Trennvorrichtung unter Verwendung von Schwerkraft oder von
Uberdruck oder Unterdruck vorgesehen, wobei auch eine Pumpe zur Erzeugung von Uber- oder Un-

terdruck zum Einsatz kommen kann. Dies wird noch im Einzelnen erlautert.

GemaR einer Ausfiihrungsform erfolgt das Entfernen einer Phase gemaR Schritt f. im kontinuierlichen
Betrieb durch ein hohenverstellbares Tauchrohr, das eine Offnung aufweist, die in die zu entnehmen-
de Phase eingetaucht wird, wobei
- das Tauchrohr mit einem unteren Auslass derart verbunden wird, dass durch die Offnung im
Tauchrohr die Phase unter Schwerkraft zum Auslass abflieRen kann; oder
- das Tauchrohr eine Offnung (192) aufweist, durch die das Entnehmen der Phase unter Ver-
wendung von Uberdruck oder Unterdruck, erzeugt mit oder ohne eine Pumpe, oder einer
Pumpe durchgefihrt wird.

GemaR dieser Ausfithrungsform der Erfindung kann ein Auslass derart ausgestaltet sein, dass dieser
ein héhenverstellbares Tauchrohr darstellt, wobei im Tauchrohr eine Offnung zum Entnehmen einer
Phase vorgesehen wird. Unter einem ,Tauchrohr® wird ein Rohr verstanden, das in die Trennvorrich-
tung von oben eingefiihrt wird und durch eine im Tauchrohr vorliegende Offnung Fliissigkeit einer
Phase abflieBen oder abgezogen werden kann. Das Rohr taucht derart in die betreffende Phase ein,
dass die Phase mit der Offnung im Tauchrohr aus der Trennvorrichtung entnommen werden kann.
Dies kann entweder passiv geschehen, indem die Phase durch Schwerkraft austritt, oder dies kann
aktiv erfolgen, indem Druck, insbesondere Unterdruck, an das Tauchrohr angelegt wird oder die ent-
sprechende Phase durch eine Pumpe, die am Tauchrohr angeschlossen ist, abgepumpt wird. Das
Tauchrohr dient zur Einstellung der Phasenposition(en) und Position(en) der Phasengrenzflache(n).

Das Tauchrohr stellt daher einen in der Trennvorrichtung vorliegenden Auslass dar. Das kontinuierli-
che oder auch diskontinuierliche Entnehmen der Phasen in der Trennvorrichtung gemaR Schritt f.
kann hierbei liber ein héhenverstellbares Tauchrohr und damit einer héhenverstellbaren Offnung im

Tauchrohr durchgefiihrt werden.

Das Tauchrohr kann zum Entnehmen der leichten Phase, der schweren Phase oder der Zwischen-

phase eingesetzt werden. Das Tauchrohr kann kontinuierlich oder diskontinuierlich eingesetzt werden.
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Auch eine semi-kontinuierliche Arbeitsweise ist mdglich, wobei kontinuierliche Abschnitte und diskon-
tinuierliche Abschnitte sich abwechseln kénnen.

Das Tauchrohr kann beispielweise zur Beibehaltung eines kontinuierlichen Verfahrens eingesetzt
werden, wobei das eingestellte Gleichgewicht von zugefiihrter und abgefiihrter Phase(n) in der Trenn-
vorrichtung auch durch Einsatz des Tauchrohrs aufrechterhalten wird. Das Tauchrohr kann auch zur
Beseitigung von voriibergehenden Stdrungen, beispielsweise das Anstauen einer der Phasen in der

Trennvorrichtung, eingesetzt werden und sorgt dann fiir ein AbflieRen lassen der angestauten Phase.

Das Tauchrohr taucht in der Trennvorrichtung in eine der zwei oder drei Phasen ein, wodurch die im
Tauchrohr vorhandene Offnung es ermdglicht, dass diese Phase durch die Offnung entnommen wer-
den kann. Das AbflieBen kann einfach durch Schwerkraft erfolgen; dann ist das Tauchrohr mit Off-
nung eine Art Uberlaufventil. Die Phase kann durch die Offnung im Tauchrohr aber auch aktiv ent-
nommen werden, zum Beispiel unter Einsatz von Uber- oder Unterdruck bzw. Vakuum. Es kann auch
eine Pumpe eingesetzt werden. Wenn das Tauchrohr unter Verwendung von Schwerkraft als Uber-
laufventil im kontinuierlichen Betrieb arbeitet, ist es bei Entnahme der leichten Phase durch das
Tauchrohr zweckméRig, wenn ein unterer Auslass in der Trennvorrichtung gedffnet wird. Bei Entnah-
me der schweren Phase durch das Tauchrohr ist es zweckmaBig, wenn ein oberer Auslass in der

Trennvorrichtung gedffnet wird.

Die Offnung im Tauchrohr kann permanent offen sein; es kénnte auch ein Verschluss fiir die Offnung,

wie ein Deckel oder Ventil, vorgesehen werden.

Die Hohenverstellbarkeit des Tauchrohrs bedeutet, dass das Tauchrohr in der Trennvorrichtung nach
oben und unten bewegt werden kann und so in eine der zwei oder drei Phasen eingetaucht werden
kann, so dass gezielt eine der Phasen mit dem Tauchrohr entnommen wird. Zusétzlich kann das
Tauchrohr wahrend der Extraktion herauf und herunter bewegt werden, um auf Veradnderungen der
Phasen zu reagieren, damit beispielsweise die Offnung im Tauchrohr die Phase nicht verlasst und

durch die vorhandene Offnung nur die gewiinschte Phase entnommen wird.

Das ,Hochfahren® oder ,Hochbewegen® des Tauchrohrs wird synonym verwendet und bedeutet, dass
das Tauchrohr, wahrend es in Betrieb ist, nach oben nachpositioniert oder nachjustiert wird, damit das
Tauchrohr in der Phase bleibt, aus der es Phasenfliissigkeit entnehmen soll, und so die Phasenfliis-
sigkeit nach wie vor entnommen werden kann. Das Tauchrohr kann auch vollstandig hochgefahren
oder hochbewegt werden. Dann befindet sich dessen Offnung beispielweise oberhalb des Fliissig-
keitsspiegels oder dessen Offnung ist so weit hochgefahren bis keine Fliissigkeit mehr aus dieser
ausstromen kann. Das vollkommene Hochfahren des Tauchrohrs kann beispielweise zu Beginn des

Extraktionsverfahrens der Fall sein und zum Ende des Extraktionsverfahrens durchgefiihrt werden.

Das ,Herunterfahren* oder ,Herunterbewegen® des Tauchrohrs wird synonym verwendet und bedeu-

tet, dass das Tauchrohr, wéhrend es in Betrieb ist, nach unten positioniert oder nachjustiert wird, da-
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mit das Tauchrohr in der Phase bleibt, aus der es Phasenfliissigkeit enthehmen soll, und die Phasen-

flissigkeit nach wie vor entnommen werden kann.

Der Ausdruck, dass ,das Tauchrohr nach oben oder unten nachpositioniert oder nachjustiert wird®,
bedeutet, dass das Tauchrohr aufgrund einer Anderung der Phasengrenzfliche(n) in der Trennvor-
richtung dabei ist die betreffende Phase zu verlassen, so dass die Hohe bzw. Eintauchtiefe des
Tauchrohrs entsprechend angepasst werden muss, um nach wie vor oder wieder in die betreffende

Phase einzutauchen, damit diese abflieRen oder abgezogen werden kann.

Die Steuerung der Hohenverstellung des Tauchrohrs, zum Beispiel mit Hilfe eines Schrittmotors, kann
dabei unmittelbar tiber die gemessenen Werte der elektrischen Leitfahigkeit erfolgen. Im kontinuierli-
chen Betrieb ist das Tauchrohr in der Regel sténdig im Einsatz. Wenn Stérungen im kontinuierlichen
Betrieb auftreten, kann der Betrieb des Tauchrohrs unterbrochen werden oder das Tauchrohr kann
auch erst zum Einsatz kommen, um die Phasengrenzfliche(n) oder den Fillstand ansteigen oder
absinken zu lassen. Insbesondere zu Beginn des Extraktionsverfahrens (Anfahren) und zum Ende des
Extraktionsverfahrens (Abfahren) ist das Tauchrohr in der Regel nicht in Betrieb, d.h. es wird keine

Flussigkeit mit der Offnung im Tauchrohr entnommen.

Es kann somit durch Entnahme einer oder mehrerer Phasen ein gezieltes Absenken der Phasen-

grenzflachenposition und damit natirlich auch der Phasenpositionen durchgefiihrt werden.

Das Zielprodukt kann sich in der leichten oder schweren Phase befinden. Je nach Ausfiihrungsform
kann das Tauchrohr dafiir eingesetzt werden, die Phase mit oder ohne Zielprodukt aus der Trennvor-

richtung zu entnehmen.

Es kann mit dem Tauchrohr auch eine eventuell vorhandene Zwischenphase aus der Trennvorrich-
tung entnommen werden. Wenn gleichzeitig eine der Phasen und die Zwischenphase entnommen
werden sollen, beispielweise weil sich das Zielprodukt in der anderen Phase befindet, kbnnten auch
zwei Phasen gleichzeitig mit dem Tauchrohr aus der Trennvorrichtung entnommen werden. Die Off-

nung des Tauchrohrs kdnnte hierzu an der Phasengrenzfliche positioniert werden.

Es hat sich als vorteilhaft herausgestellt, wenn das Tauchrohr aus einem Innenrohr aufgebaut ist, das
eine Offnung umfasst, und das Innenrohr von einem AuRenrohr in Form eines Hiillrohrs oder Uber-
rohrs umgeben wird. Das Uberrohr ist beispielsweise fest installiert und nicht beweglich, wohingegen
das Innenrohr nach oben und unten beweglich ist. Das Uberrohr kann aber auch beweglich ausgebil-
det sein. Das Uberrohr wie auch das Innenrohr kann aus einem beliebigen Material gefertigt sein,
solange es die Flussigkeiten, die enthommen werden sollen, nicht nachteilig beeinflusst. Beispielweise

sind rostfreier Stahl, Kunststoff oder Glas méglich.

Das Uberrohr weist ein oberes Ende und ein unteres Ende auf, welche die Lange des Uberrohrs defi-

nieren. Die Lange des Uberrohrs ist generell beliebig wahlbar. Je nachdem welche Phase entnommen
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werden soll, kann die Lange des Uberrohrs gewahlt werden. Zudem kann ein sich von oben nach
unten erstreckendes Uberrohr oder auch ein sich von unten nach oben erstreckendes Uberrohr zum

Einsatz kommen.

Bei einem Tauchrohr mit einem sich von oben nach unten erstreckenden Uberrohr ist es zweckméaRig,
wenn mit diesem die schwere oder, sofern vorhanden, die Zwischenphase entnommen wird. In die-
sem Fall befindet sich das obere Ende des Uberrohrs zweckméaRigerweise oberhalb der leichten Pha-
se, insbesondere oberhalb des Flussigkeitsspiegels (= der Flussigkeitsspiegel der leichten Phase) in
der Trennvorrichtung, d.h. das Uberrohr ist oberhalb der Trennvorrichtung, insbesondere iiber oder an
der oberen Wand der Trennvorrichtung, beispielweise der AuRen- oder Innenseite der Wand, ange-
bracht und reicht ins Innere der Trennvorrichtung. Das untere Ende des Uberrohrs reicht (von oben
gesehen) in die schwere Phase oder sofern vorhanden in die Zwischenphase, je nachdem welche der

Phasen entnommen werden soll.

Gemal einer Ausfilhrungsform umfasst das Tauchrohr daher ein sich von oben nach unten erstre-
ckendes Uberrohr, dessen oberes Ende sich oberhalb der leichten Phase befindet und deren unteres

Ende sich in der schweren Phase befindet.

Bei einem Tauchrohr mit einem sich von unten nach oben erstreckenden Uberrohr ist es zweckmaRig,
wenn mit diesem die leichte oder, sofern vorhanden, die Zwischenphase entnommen wird. In diesem
Fall befindet sich das untere Ende des Uberrohrs zweckméaRigerweise unterhalb der schweren Phase
in der Trennvorrichtung, d.h. das Uberrohr ist unterhalb der Trennvorrichtung, insbesondere unter
oder an der unteren Wand der Trennvorrichtung, beispielweise der AuRen- oder Innenseite des Bo-
dens der Trennvorrichtung, angebracht und reicht ins Innere der Trennvorrichtung hinein. Das obere
Ende des Uberrohrs reicht (von unten gesehen) in die leichte Phase oder, sofern vorhanden, in die

Zwischenphase, je nachdem welche der Phasen entnommen werden soll.

GemalR einer Ausfiihrungsform umfasst das Tauchrohr daher ein sich von unten nach oben erstre-
ckendes Uberrohr, dessen oberes Ende sich unterhalb der schweren Phase befindet und deren obe-

res Ende sich in der leichten Phase befindet.

In einer Ausfiihrungsform ist das hohenverstellbare Tauchrohr daher aus einem hdhenverstellbaren
Innenrohr und einem Uberrohr ausgebildet, wobei das Uberrohr sich von oben nach unten oder von
unten nach oben erstrecken kann. Das Innenrohr weist eine Offnung zur Entnahme der entsprechen-
den Phase auf. Der Durchmesser des Uberrohrs ist groRer als der Durchmesser des Innenrohrs, so
dass ein Zwischenraum zwischen Innenrohr und Uberrohr gebildet wird. Das Innenrohr wird daher
vom Uberrohr umgeben, so dass ein Zwischenraum zwischen Innenrohr und Uberrohr ausgebildet

wird.

Das Tauchrohr kann in einer Ausfiihrungsform mit dem unteren Auslass derart verbunden werden,

dass durch die Offnung im Tauchrohr die Phase unter Schwerkraft zum Auslass abflieRen kann. Wenn
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das Tauchrohr nun mit Innenrohr und Uberrohr als Uberlaufventil eingesetzt wird und sich das Innen-
rohr von oberhalb des Fliissigkeitsspiegels der leichten Phase bis in den unteren Auslass erstreckt, ist
das Uberrohr in der Trennvorrichtung kiirzer als das Innenrohr, da sich das Innenrohr tiber die gesam-
te H6he der Trennvorrichtung erstreckt. Das Innenrohr befindet sich dann nur teilweise innerhalb des
Uberrohrs und kann dort herauf- und herunterbewegt werden. Vorteilhafterweise wird die Offnung des

Innenrohrs nur innerhalb des Uberrohrs bewegt.

Wenn das Tauchrohr mit Innenrohr und Uberrohr so eingesetzt wird, dass aktiv die Phase entnommen
wird, beispielweise durch Anlegen von Unterdruck an das Innenrohr, dann ist das Uberrohr ein Saug-
rohr und es ist in der Trennvorrichtung langer als das Innenrohr. Das Innenrohr befindet sich géanzlich
innerhalb des Uberrohrs und kann dort herauf- und herunterbewegt werden. Vorteilhafterweise wird

die Offnung des Innenrohrs nur innerhalb des Uberrohrs bewegt.

Samtlichen Ausfilhrungsformen des Tauchrohrs mit Uberrohr ist gemeinsam, dass in jedem Fall das
Uberrohr so gebildet wird, dass es {iber die Offnung des Innenrohrs hinausragt. Die Offnung des In-
nenrohrs befindet sich somit innerhalb des Uberrohrs. Die Lange des Uberrohrs kann hierbei je nach-
dem, welche Phase entnommen werden soll, variiert werden. Wie weit das Uberrohr tiber die Offnung
des Innenrohrs hinausragt, hdngt vom Einzelfall ab und kann vom Fachmann in wenigen Versuchen

ermittelt und eingestellt werden.

Der Durchmesser des Uberrohrs wird groRer eingestellt als der Durchmesser des Innenrohrs, so dass
ein Zwischenraum zwischen Innenrohr und Uberrohr gebildet wird. In diesen Zwischenraum stromt die
Phase, in die das Uberrohr reicht, hinein und kann vom Zwischenraum zur Offnung im Innenrohr ge-
langen, wo die Phasenfliissigkeit dann austreten kann. Die Phasenfliissigkeit gelangt daher nicht di-
rekt zur C")ffnung im Innenrohr, sondern nur iiber den Zwischenraum, so dass das Uberrohr einen Zu-

laufschutz darstellt.

Beim dem sich von oben nach unten erstreckenden Uberrohr, das beispielweise in die schwere Phase
reicht, steigt die schwere Phase im Zwischenraum hoch und gelangt erst dann zur Offnung im Innen-
rohr. Da sich das Uberrohr tiber die Offnung des Innenrohrs hinaus erstreckt, wird damit sichergestellt,
dass sich eine oberhalb des unteren Endes des Uberrohrs vorliegende Phase, hier: die Zwischenpha-
se und die leichte Phase, nicht ohne weiteres zur Offnung gelangen kénnen.

Beim dem sich von oben nach unten erstreckenden Uberrohr, das beispielweise in die Zwischenphase
reicht, steigt die Zwischenphase im Zwischenraum hoch und gelangt erst dann zur Offnung im Innen-
rohr. Da sich das Uberrohr tiber die Offnung des Innenrohrs hinaus erstreckt, wird damit sichergestellt,
dass sich eine oberhalb des unteren Endes des Uberrohrs vorliegende Phase, hier: die leichte Phase,

nicht ohne weiteres zur Offnung gelangen kann.

Beim dem sich von unten nach oben erstreckenden Uberrohr, das beispielweise in die leichte Phase

reicht, flieRt die leichte Phase durch Schwerkraft in den Zwischenraum zwischen Innen- und Uberrohr
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hinein und gelangt erst dann zur Offnung im Innenrohr. Da sich das Uberrohr iiber die Offnung des
Innenrohrs hinaus erstreckt, wird damit sichergestellt, dass sich eine unterhalb des oberen Endes des
Uberrohrs vorliegende Phase, hier: die Zwischenphase und die schwere Phase, nicht ohne weiteres
zur Offnung gelangen kdnnen. Das Uberrohr verlangert daher den Weg der unerwiinschten Phase(n)

zu Offnung.

Beim dem sich von unten nach oben erstreckenden Uberrohr, das beispielweise in die Zwischenphase
reicht, flieRt die Zwischenphase durch Schwerkraft in den Zwischenraum hinein, der sich fullt, und
gelangt erst dann zur Offnung im Innenrohr. Da sich das Uberrohr tiber die Offnung des Innenrohrs
hinaus erstreckt, wird damit sichergestellt, dass sich eine unterhalb des oberen Endes des Uberrohrs

vorliegende Phase, hier: die schwere Phase, nicht ohne weiteres zur Offnung gelangen kann.

Die verschiedenen Varianten des Uberrohrs kdnnen jeweils mit den Ausfiihrungsformen des Innen-
rohrs kombiniert werden, wobei je nachdem welche Phase entnommen werden soll und je nachdem

wo sich das Zielprodukt befindet, eine geeignete Ausfiihrung gewahit werden kann.

Der Durchmesser des Uberrohrs ist nur insofern von Bedeutung, als der Durchmesser des Uberrohrs
groRer ist als der Durchmesser des Innenrohrs. Die Durchmesser von Uberrohr und Innenrohr werden
daher je nach Ausfiihrungsform ausgewéhlt. Die jeweiligen Durchmesser von Innenrohr und Uberrohr
und damit die GroRe des gebildeten Zwischenraums spielen keine groRe Rolle, da die Phasenfliissig-
keit bei Eintauchen des Uberrohrs in die Phase in jedem Fall im Zwischenraum hochsteigen wird bzw.
in diesen hineinflieBen wird. Die gewilinschte Geschwindigkeit des Einstromens der Phasenfliissigkeit
in den Zwischenraum, indem der Abstand zwischen Innen- und Uberrohr variiert wird, um eine geeig-
nete GroRRe fir den Zwischenraum zu jedem Anwendungsfall einzustellen, kann beispielweise durch

wenige orientierende Versuche optimiert werden.

Der Durchmesser des Uberrohres und damit der Abstand zum Innenrohr kann daher beliebig gewahlt
werden und vom Fachmann im Stand der Technik fiir den jeweiligen Anwendungsfall ausgewahlt wer-
den. Dieser betragt beispielsweise: (fiir DN50) 10 mm fiir das Innenrohr und 20 mm fiir das Uberrohr
oder (fir DN150): 35 mm fiir das Innenrohr und 60 mm fiir das Uberrohr.

Wenn das Uberrohr nicht beweglich, sondern starr ausgebildet wird, ist es zweckméRig vor Beginn der
Extraktion festzulegen, welche Phase mit dem Tauchrohr entnommen werden soll, da die Lange des
Uberrohrs bestimmt, in welche Phase dieses eintaucht und das Uberrohr wahrend des Betriebs nicht

ohne weiters ausgetauscht werden kann.

Wenn das Uberrohr beweglich ausgebildet wird, kann diese auch wihrend der Extraktion in der Lange

verandert werden, wenn dies erforderlich wird.

Das Uberrohr iiberragt daher die Offnung im Innenrohr, so dass das Uberrohr als zusétzlicher Zulauf-

schutz dient, damit nur die Phase, in die das Uberrohr reicht, in den Zwischenraum zwischen Innen-
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und Uberrohr einstrémen kann und nur diese Phase auch aus der Offnung im Innenrohr austreten

kann.

GemaR einer weiteren Ausfiihrungsform wird die Lange des Uberrohrs und dessen Durchmesser der-
art gewahlt, dass der Zutritt von Schwebstoffen, Flocken und anderen festen oder halbfesten Bestand-
teilen aus der Phase, in die das Uberrohr eintaucht, zur Offnung im Innenrohr des Tauchrohrs verhin-
dert wird. Das Uberrohr erméglicht damit den Zutritt von Flissigkeit zur Offnung des Innenrohrs,
schirmt die Offnung aber gegen Schwebstoffe und gréRere Bestandteil ab. Dies hat den Vorteil, dass
hierdurch unerwiinschte Komponenten, wie beispielsweise Schwebstoffe, Flocken und dergleichen
durch das Uberrohr zuriickgehalten werden, und so nicht in die Offnung gelangen, um diese zu ver-

stopfen.

GemaR einer Ausfiihrungsform fungiert das Tauchrohr sowohl mit als auch ohne Uberrohr als Uber-
laufventil, d.h. die Phasenfliissigkeit kann aus der Offnung unter Schwerkraft ausflieRen. Das Tauch-
rohr ist in dieser Ausfiihrungsform mit oder ohne Uberrohr mit dem unteren Auslass derart verbunden,
dass nur durch die Offnung im Tauchrohr Fliissigkeit durch den unteren Auslass ausflieBen kann, aber
nicht direkt aus der Trennvorrichtung Flissigkeit in den unteren Auslass stromen kann. Das Tauchrohr
ist derart mit dem unteren Auslass verbunden, dass eine fliissigkeitsdichte Verbindung vorliegt, bei
der das Tauchrohr aber noch hoch- und herunterbewegt werden kann, ohne die Verbindung mit dem
Auslass zu beeintrachtigen. Derartige Verbindungen sind dem Fachmann bekannt und missen nicht

im Einzelnen erlautert werden.

Das Tauchrohr befindet sich dann in Betrieb, wenn Flussigkeit aus der Trennvorrichtung durch die
Offnung des Tauchrohrs entnommen oder abgezogen wird. Das Tauchrohr befindet sich dann nicht in
Betrieb, wenn keine Fliissigkeit aus der Trennvorrichtung durch die Offnung im Tauchrohr entnommen

oder abgezogen wird.

Aufgrund der Beweglichkeit des Innenrohrs, kénnte dieses auch aus dem Uberrohr hinausbewegt
werden; hierdurch wiirden die Vorteile des Uberrohrs jedoch nicht mehr vorliegen, so dass dies ver-

mieden wird. Einzelheiten zum Uberrohr werden bei den Figuren 2 bis 4 nochmals erldutert.

Gemal einer weiteren Ausfiihrungsform werden die in Schritt e. gemessenen elektrischen Leitfahig-
keitswerte dazu eingesetzt, die Eintauchtiefe des héhenverstellbaren Tauchrohrs durch das Tauchrohr

zu steuern.

In einem kontinuierlichen Extraktionsverfahren kann das kontinuierliche Messen der elektrischen Leit-
fahigkeiten in der Trennvorrichtung, wie in Schritt e. beschrieben, daher dazu verwendet werden, das
hohenverstellbare Tauchrohr anzusteuern und dessen Hohe bzw. Eintauchtiefe in Abhangigkeit von
der Lage der Phasengrenzflaiche und/oder der Phasen zu regulieren, so dass durch die im Tauchrohr
vorhandene Offnung die gewiinschte Phase entnommen werden kann. Dies kann in Echtzeit erfolgen,

so dass die Hohenverstellung des Tauchrohrs automatisch in Abh&ngigkeit von den gemessenen
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Werten flr die elektrische Leitfahigkeit und damit der Position der jeweiligen Phase und der Position
der Phasengrenzflache(n) erfolgt. Zudem kann die Auslaufgeschwindigkeit im Tauchrohr auch durch
die Hoheneinstellung variiert werden, da je tiefer die Offnung des Tauchrohres in der jeweiligen Phase

steht, desto schneller die Phase durch Schwerkraft ablduft, da der hydrostatische Druck héher ist.

Das Tauchrohr kann daher im kontinuierlichen Verfahren zum Einsatz kommen und dort kontinuierlich
eingesetzt werden. Es kann aber auch nur jeweils voriibergehend zum Einsatz kommen und dann
wéhrend des kontinuierlichen Betriebs die auftretenden Stoérungen durch sich anstauende Phase iiber
eine begrenzte Einsatzdauer beseitigen. Das Tauchrohr wird dann immer wieder eingesetzt, wenn
sich die Storung ausbildet und dies wird so lange wiederholt, bis das Verfahren beendet wird. Das
Tauchrohr wiirde dann diskontinuierlich eingesetzt werden. Dabei flieRen die jeweiligen Phasen aus
dem oberen und gegebenenfalls unteren Auslass der Trennvorrichtung, beispielweise angetrieben
durch das und gemal dem EinflieBen des wassrigen Zwei-Phasen-Systems (ATPS) in die Trennvor-
richtung, aus der Trennvorrichtung heraus. Das Tauchrohr kann dann als Fliissigkeitsausgleich die-

nen.

Beispielweise kdnnen auch 2 untere Auslasse in der Trennvorrichtung vorhanden sein: einer ist mit
dem Tauchrohr verbunden, liber den anderen kann die schwere Phase aus der Trennvorrichtung ge-

wonnen werden.

Die Entnahme der Phasen und damit auch die generelle Verschiebung der Phasengrenzfliche(n) in
der Trennvorrichtung nach oben oder unten, wird in der vorliegenden Erfindung anhand der kontinuier-
lich gemessenen Werte fiir die elektrische Leitfahigkeit durch ein oder mehrere Sonden iiberwacht.
Die vorliegende Erfindung verkniipft daher die bekannte H6he der Messposition der ein oder mehre-
ren Sonden und die Leitfahigkeitsinformationen der ein oder mehreren Sonden, um die Phasengrenz-
flachen(n) in der Trennvorrichtung im kontinuierlichen Betrieb zu bestimmen, aktiv anzusteuern und
regeln zu kénnen. Somit kann (kénnen) die Phasengrenzfliche(n) nach oben oder unten nachgeregelt
werden. Dies kann ganz allgemein erfolgen durch Kontrolle und Steuerung des zur Trennvorrichtung
zulaufenden wassrigen Zwei-Phasen-Systems (ATPS) und/oder der aus der Trennvorrichtung ablau-
fenden Phasen (das sind Flissigkeiten, Suspensionen, Prézipitate und dergleichen, in Form der leich-
ten, schweren und Zwischenphase). Dies kann beispielsweise dadurch erfolgen, dass die Zufihrmen-
ge und/oder Zufuhrgeschwindigkeit des zulaufenden Zwei-Phasen-Systems (ATPS) (das mit der Aus-
gangslosung hergestellt wurde) zur Trennvorrichtung variiert werden und/oder die Enthahmemenge,
Entnahmegeschwindigkeit und/oder Entnahmedauer von leichter Phase/schwerer Pha-
se/Zwischenphase aus der Trennvorrichtung variiert werden, wobei die Entnahme einer Phase auch
ganz unterbrochen werden kann. Dies kann im Einzelnen durchgefiihrt werden, indem

- die Entnahmegeschwindigkeit fiir die schwere Phase erhéht oder verringert wird;

- die Entnahmegeschwindigkeit fiir die leichte Phase erhdht oder verringert wird;

- die Entnahmemenge fiir die schwere Phase erhdht oder verringert wird;

- die Entnahmemenge fiir die leichte Phase erh6ht oder verringert wird;

- die Entnahmedauer fiir die schwere Phase erh6ht oder verringert wird;
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- die Entnahmedauer fiir die leichte Phase erhdht oder verringert wird;

- die Entnahme der leichten oder schweren Phase unterbrochen wird;

- die Zufihrmenge des in die Trennvorrichtung einstromenden wéssrigen Zwei-Phasen-
Systems, mit oder ohne das Zielprodukt, erhdht oder verringert wird;

- die Zufiihrgeschwindigkeit des in die Trennvorrichtung einstrémendem waéssrigen Zwei-
Phasen-Systems (ATPS), mit oder ohne Zielprodukt, erhéht oder verringert wird und/oder

- das Tauchrohr zum AbflieBen lassen oder Absaugen einer Phase eingesetzt wird und gege-

benenfalls nach oben oder unten nachpositioniert wird.

Die Zufiihrmenge und Zufiihrgeschwindigkeit bzw. Entnahmemenge und Entnahmegeschwindigkeit
h&ngen miteinander zusammen, so dass beispielweise auch die Durchflussmenge (Volumen pro Zeit-

spanne oder Menge pro Zeit) erhéht oder verringert werden kann.

Das Variieren der Zufiihrmenge/Zufiihrgeschwindigkeit des zulaufenden wassrigen Zwei-Phasen-
Systems ohne das Zielprodukt stellt beispielsweise eine Spiillésung dar, die insbesondere am Ende
der Extraktion zum Einsatz kommen kann, um die leichte Phase oder die schwere Phase aus der

Trennvorrichtung zu verdrangen.

Die oben geschilderten einzelnen MalRnahmen kdnnen auch miteinander kombiniert werden. Dies

gehdrt — bis auf das hier beschriebene Tauchrohr - zum Wissen des Fachmanns.

Bei der Trennvorrichtung kénnen eine oder mehrere Entnahmevorrichtungen und/oder Mittel zur Re-
gelung und/oder Steuerung der Entnahmemenge, Entnahmegeschwindigkeit und/oder Entnahmedau-
er von leichter Phase/schwerer Phase/Zwischenphase aus der Trennvorrichtung anhand der Mess-
werte der elektrischen Leitfahigkeitswerte eingesetzt werden. Diese sind dem Fachmann im Stand der
Technik, bis auf die Verwendung eines Tauchrohrs, bekannt und umfassen beispielsweise

- die Verwendung von Schwerkraft in Zusammenhang mit einem oder mehreren Ausldssen so-
wie dem Tauchrohr: beispielsweise AbflieRen lassen der schweren Phase am unteren Auslass
der Trennvorrichtung oder Verwendung des Tauchrohrs als zusétzlichem Auslass, das dann
als Uberlaufventil fungiert;

- Anlegen von Uberdruck in Zusammenhang mit einem Einlass, wobei die Stirke des Uberdru-
ckes geregelt werden kann (treibende Kraft fiir das AusflieBen der Phase(n) ist hier Uber-
druck): beispielweise Zufuhr des wassrigen Zwei-Phasen-Systems unter Druck in die Trenn-
vorrichtung;

- Anlegen eines Unterdruckes in Zusammenhang mit einem oder mehreren Ausldssen sowie
dem Tauchrohr, wobei die Stirke des Unterdruckes geregelt werden kann (treibende Kraft fir
das AusflieBen der Phase(n) ist hier Unterdruck): beispielweise an einem oder mehreren Aus-
ldssen zum Abziehen der leichten und/oder schweren Phase; oder mit dem Tauchrohr als zu-
sétzlichem Auslass, dass dann als Saugrohr fungiert und eine der Phasen absaugt;

- die Verwendung von ein oder mehreren Pumpen in Zusammenhang mit einem oder mehreren

Auslassen sowie dem Tauchrohr, wobei deren Pumpgeschwindigkeit geregelt werden kann
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(treibende Kraft fiir das AusflieBen der Phase(n) ist hier Unterdruck): beispielweise fiir die Zu-
fuhr des Zwei-Phasen-Systems zur Trennvorrichtung und/oder die Enthahme an einem oder
mehreren Ausldssen und/oder durch das Tauchrohr;

und/oder

- die Verwendung von Entnahme-Vorrichtungen in Zusammenhang mit einem oder mehreren
Ausldssen, die den Querschnitt eines oder mehrerer Ausldsse der Trennvorrichtung regeln
und/oder steuern kann, wie regelbare Ventile, regelbare Durchflussbegrenzer, regelbare
Schlauchquetschklemmen, regelbare Absperrhdhne und dergleichen (dabei kann die treiben-
de Kraft fiir den Ausfluss aus der Trennvorrichtung die Schwerkraft sein), jeweils an einem
oder mehreren Ausldssen der Trennvorrichtung, beispielsweise zum kontrollierten Ablassen

oder Unterbrechen der Entnahme der Phasen an einem oder mehreren Ausldssen.

Unter ,Regelung und/oder Steuerung der Entnahmemenge, Entnahmegeschwindigkeit und/oder Ent-
nahmedauer” der Phasen wird die Beeinflussung der Variation der Menge, Dauer und/oder der Ge-
schwindigkeit der aus dem mindestens einen Auslass oder dem Tauchrohr austretenden Fliissigkeit
verstanden. Es umfasst die Kontrolle und Korrektur und/oder Regulierung der Menge, Geschwindig-

keit bzw. Dauer der austretenden Fliissigkeit.

In einer Ausfilhrungsform kann beispielweise anhand der Messwerte der elektrischen Leitféhigkeits-
werte ein hdhenverstellbares Tauchrohr mit Offnung zum Entnehmen einer Phase unter Verwendung
von Schwerkraft (treibende Kraft fiir das AusflieBen der Phase(n)) eingesetzt werden. Dabei kann die

Hohe der Offnung in der Trennvorrichtung variiert werden, wie bereits im Einzelnen geschildert.

Die Hohe der Offnung des Tauchrohres in der Trennvorrichtung kann stufenlos oder in Schritten ver-
stellt werden. Ebenso kann die Entnahme aus der Trennvorrichtung auch komplett gestoppt werden,
wenn die Offnung des Tauchrohres liber die Hohe der leichten Phase oder die Hohe der im Zwischen-
raum vorliegenden Phasenfliissigkeit eingestellt wird. Die Entnahmegeschwindigkeit aus der Trenn-
vorrichtung ist hierbei aufgrund der Schwerkraft und des hydrostatischen Druckes umso héher je tiefer

sich die Offnung des Tauchrohres in der Trennvorrichtung befindet.

Die gemal der Erfindung verwendeten ein oder mehreren Pumpen kdnnen die Entnahmegeschwin-
digkeit stufenlos oder schrittweise regeln. Ebenso kann eine Regelung und/oder Steuerung der Ent-
nahmegeschwindigkeit durch Ein- und Ausschalten der Pumpe erfolgen (On-/Off-Regelung). Als
Pumpen kénnen Forderpumpen zum Fordern von Flussigkeiten sein oder Vakuumpumpen, die einen

Druckunterschied erzeugen.

Unterdruck kann beispielweise durch Komprimierung von Luft erzeugt werden. Die Stirke des Unter-
druckes, welcher an einem oder mehreren Auslassen der Trennvorrichtung angelegt wird, kann eben-
so stufenlos oder schrittweise eingestellt werden oder es erfolgt eine On-/Off-Regelung. Ein Unter-

druck kann auch mit einer Pumpe erzeugt werden.



10

15

20

25

30

35

40

WO 2022/157365 47 PCT/EP2022/051503

Die Ventile, Durchflussregler, Schlauchquetschklemmen, Absperrhdhne und dergleichen sind eben-
falls stufenlos oder schrittweise einstellbar, so dass die Entnahme aus der Trennvorrichtung stufenlos
oder schrittweise geregelt werden kann. Die Ventile, Durchflussregler, Schlauchquetschklemmen,
Absperrhadhne kénnen aber auch den Ausfluss aus der Trennvorrichtung durch vollstandiges Offnen

oder SchlieBen regeln und/oder steuern.

Diese hier genannten Entnahme-Vorrichtungen und Mittel, einschlieBlich des oben beschriebenen
Tauchrohrs, durch die die Enthahmemenge, Entnahmedauer und/oder die Entnahmegeschwindigkeit
der Phasen aus der Trennvorrichtung gesteuert und/oder geregelt werden kénnen, kénnen auch kom-

biniert werden, wie der Fachmann ohne weiteres verstehen wird.

So kann beispielsweise die schwere Phase liber das Tauchrohr aus der Trennvorrichtung entnommen
oder abgezogen werden und die Entnahmemenge und/oder die Entnahmegeschwindigkeit der leich-

ten Phase an einem Auslass kann durch eine Pumpe geregelt und/oder gesteuert werden.

Ganz allgemein kann das Entnehmen der Phasen aus der Trennvorrichtung kontinuierlich als auch
diskontinuierlich erfolgen, wobei die Triebkraft fiir das Ausstromen der Phasenflissigkeit aus der
Trennvorrichtung sind:

- die Schwerkraft;

- ein oder mehrere Pumpen;

- Ansaugen.

Beim kontinuierlichen Verfahren ist dariiber hinaus die treibende Kraft fir das Ausstromen der einzel-
nen Phasen aus der Trennvorrichtung auch das EinflieBen lassen des wéssrigen Zwei-Phasen-
Systems (ATPS) in die Trennvorrichtung. Diese hat einen Einfluss auf die Entnahmegeschwindigkei-
ten der leichten und schweren Phase und gegebenenfalls der Zwischenphase aus der Trennvorrich-
tung. Im Gleichgewicht ist die Menge des einstrdmenden wassrigen Zwei-Phasen-Systems (ATPS) =
der Summe der Mengen der ausstromenden leichten, schweren und gegebenenfalls Zwischenphase
aus der Trennvorrichtung. Im Gleichgewicht sollte(n) dadurch auch die Phasengrenzflache(n) eigent-
lich konstant in der Mitte der Trennvorrichtung sein. Durch Schwankungen, Stérungen und derglei-
chen kann es nun dazu kommen dass sich die Phasengrenzfliche(n) verschiebt(en). In diesem Fall

wird dann eine Regelung vorgenommen.

Gemal einer Ausfiihrungsform wird die Entnahmemenge einer oder beider Phasen und gegebenen-
falls der Zwischenphase aus der Trennvorrichtung geregelt durch:
- die Hohe der Offnung eines Tauchrohres;
- eine Pumpe, deren Pumpgeschwindigkeit geregelt werden kann;
- Anlegen eines Unterdruckes, wobei die Stéarke des Unterdruckes geregelt werden kann;
- ein oder mehrere Entnahme-Vorrichtungen, die den Querschnitt eines oder beider Auslasse
der Trennvorrichtung regeln und/oder steuern kann, wie regelbare Ventile, regelbare Durchfluss-

begrenzer, regelbare Schlauchquetschklemmen, regelbare Absperrhdhne und dergleichen.
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Neben den bereits geschilderten MaRnahmen und Vorrichtungen zur Steuerung und Kontrolle der
Entnahmegeschwindigkeit bzw. —menge, wird in einer Ausfiihrungsform durch die eingestellte Pum-
pengeschwindigkeit die Abzugsgeschwindigkeit der Fliussigkeit, beispielweise der leichten und/oder
schweren Phase, geregelt bzw. gesteuert. Fir bestimmte besonders empfindliche Zielprodukte kann
es vorteilhaft sein, wenn Pumpen zum Einsatz kommen, die eine geringe mechanische Beanspru-
chung ermdglichen. Dies hat den Vorteil, dass unerwiinschte Scherkrédfte in den Phasen vermieden

werden und so das Verfahren auch fiir derartige Zielprodukte geeignet ist.

Die in Schritt e. gemessenen elektrischen Leitfahigkeitswerte konnen somit dazu eingesetzt werden,
die Entnahmemenge, Entnahmegeschwindigkeit und/oder Entnahmedauer einer oder mehrerer Pha-
sen zu regeln und/oder zu steuern, wobei die Entnahme einer Phase auch ganz unterbrochen werden
kann, beispielsweise durch die hier beschriebenen Entnahme-Vorrichtungen und/oder Mittel. Hier-
durch kann gezielt auf die Position der Phasen und damit der Phasengrenzfliche(n) in der Trennvor-

richtung Einfluss genommen werden.

Fur die Position der Leitfahigkeitssonden im Hinblick auf die Position der Offnung im héhenverstellba-
ren Tauchrohr kénnen obige Ausfilhrungen zur Position von Sonde/Auslass hier ebenfalls relevant

sein: D.h. die Offnung im Tauchrohr ist nichts anderes als ein Auslass in der Trennvorrichtung.

Wenn das Tauchrohr in der Ausfiihrungsform ohne Uberrohr in die schwere Phase eintaucht, um die-
se zu entnehmen, so kann es zweckmaliig sein, wenn die ijfnung des Tauchrohrs zum Entnehmen
der schweren Phase tiefer als die Sonde(n) in der schweren Phase angeordnet werden, d.h. die Posi-
tion, bei der die Sonde die elektrische Leitfahigkeit misst, befindet sich dann oberhalb der Position, wo
sich die Offnung des Tauchrohrs in der Trennvorrichtung befindet. Damit kann man ein zu starkes
Absinken der leichten Phase (oberen Phase) und/oder gegebenenfalls der Zwischenphase mit den

elektrischen Leitfahigkeitswerten erfassen, bevor diese iber die Offnung des Tauchrohrs abflieRt.

Wenn das Tauchrohr in der Ausfilhrungsform ohne Uberrohr in die leichte Phase eintaucht, um diese
zu entnehmen, so ist es zweckmaRig, wenn die Offnung des Tauchrohrs zum Entnehmen der leichten
Phase hoher als die Sonde(n) in der leichten Phase angeordnet werden, d.h. die Position, bei der die
Sonde die elektrische Leitfahigkeit misst, befindet sich unterhalb der Position, wo sich die Offnung des
Tauchrohrs in der Trennvorrichtung befindet. Damit kann man ein zu hohes Ansteigen der schweren
Phase (untere Phase) und/oder gegebenenfalls der Zwischenphase mit den elektrischen Leitfahig-

keitswerten erfassen, bevor diese iiber die Offnung des Tauchrohrs abgezogen wird.

Gemal einer weiteren Ausflihrungsform kann bei Verwendung eines Tauchrohrs mit sich von oben
nach unten erstreckendem Uberrohr bei der Entnahme der schweren Phase durch die Offnung des
Innenrohrs das untere Ende des Uberrohrs zum Entnehmen der schweren Phase tiefer als die Son-
de(n) in der schweren Phase befindet (befinden), d.h. die Position, bei der die Sonde die elektrische

Leitfahigkeit misst, befindet sich oberhalb der Position, wo sich das untere Ende des Uberrohrs in der
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Trennvorrichtung befindet. Damit kann man ein zu starkes Absinken der leichten Phase (oberen Pha-
se) und/oder gegebenenfalls der Zwischenphase mit den elektrischen Leitfahigkeitswerten erfassen,
bevor diese in den Zwischenraum zwischen Innenrohr und Uberrohr eindringen und iiber die Offnung

des Tauchrohrs abflieRen.

Gemal einer weiteren Ausfiihrungsform kann bei Verwendung eines Tauchrohrs mit sich von unten
nach oben erstreckendem Uberrohr bei der Entnahme der leichten Phase durch die Offnung des
Tauchrohres das obere Ende des Uberrohrs zum Entnehmen der leichten Phase héher als die Son-
de(n) in der leichten Phase befindet (befinden), d.h. die Position, bei der die Sonde die elektrische
Leitfahigkeit misst, befindet sich unterhalb der Position, wo sich das obere Ende des Uberrohrs in der
Trennvorrichtung befindet. Damit kann man ein zu hohes Ansteigen der schweren Phase (untere Pha-
se) und/oder gegebenenfalls der Zwischenphase mit den elektrischen Leitfahigkeitswerten erfassen,
bevor diese in den Zwischenraum zwischen Innenrohr und Uberrohr eindringen und iiber die Offnung

des Tauchrohrs abflieRen.

Die vorliegende Erfindung verkniipft daher die bekannte Hohe der Messposition und die Leitfahig-
keitsinformationen einer oder mehrerer Sonden zum aktiven Steuern der Phasengrenze in der Trenn-
vorrichtung. In einer méglichen Ausfilhrung wiirde(n) im Falle einer liegenden Trennvorrichtung, wie
einem Abscheider, mit Tauchrohr, beispielweise in Form eines Abzugsrohrs oder Uberlaufventils, die
Phasengrenzflache(n) nach oben oder unten nachgeregelt werden, indem das Tauchrohr zum Ent-

nehmen einer der Phase automatisch nach oben oder unten nachpositioniert wird.

Das geschilderte Regulierungs- und Kontrollverfahren, basierend auf den gemessenen Leitfahigkeits-
werten, kann daher dazu dienen, sicherzustellen, dass jeweils eine Phase nur tiber jeweils einen Aus-
lass gezielt entnommen wird, z.B. die leichte Phase nur Giber den oberen Auslass und die schwere
Phase nur iiber den unteren Auslass der Trennvorrichtung bzw. iiber die Offnung des Tauchrohres mit
oder ohne Uberrohr. Weiterhin kann das Regulierungs- und Kontrollverfahren eingesetzt werden, um
ein gezieltes Anheben oder Absenken der Phasengrenzfliche(n) vorzunehmen. Dies ist wahrend ei-
ner kontinuierlichen Extraktion besonders vorteilhaft, da hierdurch ein Aufstauen oder Abfallen einzel-

ner Phasen vermieden wird.

Zusatzlich oder alternativ zur Messung der elektrischen Leitfahigkeit kann auch die Triibung gemes-

sen und wie fir die elektrische Leitfahigkeit beschrieben eingesetzt werden.

Das Regulierungs- und Kontrollverfahren kann manuell, automatisch oder unter Verwendung von

Software durchgefiihrt werden.

Zudem kann das gezielte Erhdhen der Phasengrenzflichenposition(en) in der Trennvorrichtung vor-
teilhaft sein. Dies kann beispielweise fir die vollstédndige Entleerung der Trennvorrichtung am Ende
einer kontinuierlichen Extraktion erfolgen, da ansonsten ein GroRteil einer Phase mdglicherweise in

der Trennvorrichtung verbleiben wiirde und nicht gewonnen werden kénnte. Beispielweise bei beson-
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ders wertvollen Zielprodukten kann es zweckméaBig sein, wenn eine vollstdndige Restentleerung der

Trennvorrichtung durchgefiihrt wird.

Um eine mdglichst vollstdndige Riickgewinnung der Phase und daher Restentleerung der Trennvor-
richtung zu ermdglich, wird eine Spillésung, beispielweise zusammengesetzt aus der schweren Pha-

se oder leichten Phase oder einer anderen geeigneten Losung, zugesetzt.

Beispielweise kann durch Zugabe von entsprechender Spillésung dann der Anteil der schweren Pha-
se in der Trennvorrichtung dann so erh6ht werden, dass die leichte Phase nach oben verdréngt wird
und so durch den oben angeordneten Auslass in einfacher Weise entnommen werden kann. Alternativ
kann durch Zugabe von entsprechender Spiillésung der Anteil der leichten Phase in der Trennvorrich-
tung so erhdht werden, dass die schwere Phase nach unten verdrangt wird und so durch den unten

angeordneten Auslass in einfacher Weise entnommen werden kann.

In einer anderen Ausfiihrungsform kann die leichte Phase in der Trennvorrichtung nach oben ver-
drangt werden, indem das Tauchrohr, das schwere Phase entnommen hatte, hochgefahren wird und
daher keine schwere Phase mehr entnommen wird. Dadurch staut sich die schwere Phase auf und
driickt die leichte Phase damit nach oben, die dann in einfacher Weise aus dem Auslass entnommen

werden kann.

In noch einer anderen Ausfiihrungsform kann die schwere Phase in der Trennvorrichtung nach unten
verdréangt werden, indem das Tauchrohr, das leichte Phase entnommen hatte, hochgefahren wird und
daher keine leichte Phase mehr entnommen wird. Dadurch staut sich die leichte Phase auf und driickt
die schwere Phase damit nach unten, die dann in einfacher Weise aus dem Auslass entnommen wer-

den kann.

Ein ,gezieltes Absenken oder Erhdhen” bedeutet, dass dies mit den kontinuierlich gemessenen Leitfa-
higkeitswerten in Echtzeit iberwacht und durch die bereits im Einzelnen erlduterten Malnahmen von

auBBen entsprechend gesteuert werden kann.

Die gewiinschte Phase mit dem Zielprodukt wird dann in Schritt g. erhalten.

Das Verfahren der Erfindung kann ohne Zwischenschritte durchgefiihrt werden, so dass sich die ein-

zelnen Schritte a. bis g. jeweils aneinander anschlie3en.

Es versteht sich von selbst, dass das erfindungsgeméaRe Verfahren auch Teil eines grotechnischen
Verfahrens sein kann. Beispielweise kann das erfindungsgeméaf3e Verfahren als automatisierte Zell-
ernte und Aufreinigung (Capture-Schritt) in der Aufarbeitung, beispielweise eines monoklonalen Anti-
korpers als Zielprodukt, in groBtechnischem Mafstab integriert werden. In einem ersten Verfahrens-
abschnitt, einem Up-Stream-Verfahren, wird dann eine Zellkultur in einem Bioreaktor kultiviert, die das

Zielprodukt erzeugt. In einem zweiten Verfahrensabschnitt wird die wéssrige Zwei-Phasen-Extraktion
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gemal dem erfindungsgeméBen Verfahren durchgefiihrt, um das Zielprodukt entsprechend zu reini-
gen und anzureichern. In einem dritten Verfahrensabschnitt kénnten sich weitere Reinigungsschritte

fiir das Zielprodukt anschlieRen.

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren zur Herstellung von Plasmid-DNA, wobei

- eine Plasmid-DNA bereitgestellt wird;

- diese in einem Mikroorganismus, ausgewahlt aus Eukaryonten und Prokaryonten, transfor-
miert, dort vermehrt und anschlieBend durch alkalische Lyse gewonnen wird;

- das Verfahren der vorliegenden Erfindung durchgefiihrt wird;

- anschlieBend die gewonnene Plasmid-DNA weiter aufgereinigt, gegebenenfalls modifiziert

und gegebenenfalls formuliert wird.

In einer Ausfiihrungsform kann das erfindungsgemafRe Verfahren daher auch in der Herstellung von
Plasmid-DNA in groBtechnischem MaBstab angewendet werden. Dabei wird die Plasmid-DNA intra-
zelluldr in einem Mikroorganismus, wie in einem eukaryotischen oder einem prokaryotischen Orga-
nismus, beispielweise in Hefe, insbesondere in einem Bakterium, beispielsweise in E. coli hergestellt.
Dabei wird der Mikroorganismus mit der herzustellenden Plasmid-DNA transformiert und der transfor-
mierte Mikroorganismus unter Bedingungen kultiviert, die zu einer Vermehrung der Plasmid-DNA-
Menge in der Kulturbriihe fiihren. Nach Abtrennung der Biomasse (Mikroorganismen die Plasmid-DNA
enthaltend) und deren alkalischer Lyse mit anschlieBender Neutralisation wird das Lysat in ein wassri-
ges Zwei-Phasen-System (ATPS) lberfiihrt. Dabei bilden sich eine leichte und eine schwere Phase
aus und eine Zwischenphase, die Prazipitat aus Zellbestandteilen, Proteinen, genomischer DNA, RNA
prazipitiertem Kaliumdodecylsulfat (und weitere Verunreinigungen enthdlt. Durch die wéssrige Zwei-
Phasen-Extraktion (ATPE) gemaf der vorliegenden Erfindung wird die Plasmid-DNA aufgereinigt und
in der schweren Phase angereichert. Die alkalische Lyse und die sich sofort anschlieBende wassrige
Zwei-Phasen-Extraktion (ATPE) kénnen kontinuierlich und automatisiert erfolgen. Weitere sich an die
wéssrige Zwei-Phasen-Extraktion (ATPE) anschlieRende Schritte in der Aufarbeitung der schweren
Phase umfassen beispielsweise Diafiltration, Aufkonzentrierung durch Ultrafiltration, eine Fallung
durch Ammoniumsulfat oder andere Salze und/oder zwei oder mehr Chromatographie-Schritte [3],
beispielsweise Anionenaustauschchromatiographie und Hydrophobic Interaction Chromatographie. In
weiteren Schritten kann die Plasmid-DNA zu einer bestimmten Konzentration aufkonzentriert werden
und gegen einen Formulierungspuffer ultradiafiltriert werden. Danach kann die Plasmid-DNA noch
weiter formuliert werden.

Erfindungsgeman gelingt es daher, auch eine automatisierte Phasentrennung durchzufiihren, wobei
eine zuverléssige Detektion der beiden wassrigen Phasen, ohne oder mit Zwischenphase, durch kon-
tinuierliche Messung(en) der elektrischen Leitfahigkeit an geeigneter Position oder geeigneten Positi-
onen in der Trennvorrichtung durchgefiihit wird. Eine zuverldssige Detektion des Phasengrenzfla-
chenstands, wie dies erfindungsgeméaB erreicht wird, ist notwendig, um ein robustes Automatisie-

rungsverfahren bereitzustellen. Durch Automatisierung der Phasentrennung, basierend auf den konti-
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nuierlich gemessenen Leitfahigkeitswerten, kann somit ein zuverlassig arbeitendes System geschaf-

fen werden.

Das erfindungsgemaRe Verfahren eignet sich auch fiir einen grotechnischen MaBstab. Eine grof3-

technische Produktion mit Trennvorrichtungsvolumina von mehr als 1 m? ist méglich.

Gemal einer weiteren Ausfuhrungsform kann anstelle oder zusatzlich zur elektrischen Leitfahigkeit
auch die unterschiedliche Triibung der verschiedenen Phasen gemessen werden. Beispielweise kann
kontinuierlich die elektrische Leitfahigkeit und/oder Trilbung in mindestens einer der Phasen in der

Trennvorrichtung gemessen werden.

Die Erfindung richtet sich dann auf ein Verfahren zum Reinigen und Anreichern eines Zielproduktes,
ausgewadhlt aus

- Immunglobulinen oder anderen Proteinen; oder

- Plasmid-DNA, genomischer DNA, RNA oder anderen Nukleinsduren; oder

- Viren,

umfassend die folgenden Schritte:

a. Bereitstellen einer Ausgangslésung, die das Zielprodukt enthalt;

b. Uberfilhren der Ausgangslésung in ein wéssriges Zwei-Phasen-System durch Zugeben min-
destens eines Polymers und mindestens eines Salzes in geeigneter Konzentration, oder durch
Zugeben mindestens zweier Polymere in geeigneter Konzentration;

¢. Durchmischen des wassrigen Zwei-Phasen-Systems unter Erhalt eines Stoffaustauschs, so
dass sich das Zielprodukt in der leichten Phase oder in der schweren Phase anreichert;

d. Entmischen lassen der Phasen in einer Trennvorrichtung in eine leichte Phase, eine schwere
Phase und, sofern eine Zwischenphase vorhanden ist, eine Zwischenphase;

e. kontinuierliches Messen der elektrischen Leitfahigkeit und/oder Triibung in mindestens einer
der Phasen in der Trennvorrichtung zum Bestimmen der Position der beiden Phasen und der
Phasengrenzflache oder bei Vorliegen einer Zwischenphase der Position der Zwischenphase
und der zwei Phasengrenzflachen;

f. Entnehmen jeweils der leichten Phase, der schweren Phase und bei Vorliegen einer Zwi-
schenphase der Zwischenphase aus der Trennvorrichtung anhand der kontinuierlich gemes-
senen Leitfahigkeit und/oder Triibung mindestens einer der Phasen in Schritt e.; und

g. Gewinnen der Phase mit dem Zielprodukt.

Die Triibung kann mit einem oder mehreren Triibungsmessgeréten, die in die Trennvorrichtung hin-

einragen in Form von einer, zwei, drei oder mehr Trilbbungssonden gemessen werden.

Beispielweise kann das kontinuierliche Messen der Triibung in mindestens einer der Phasen in der
Trennvorrichtung mit einem oder mehreren Trilbungmessgerdten in Form von einer, zwei, drei oder

mehr Sonden durchgefiihrt wird, insbesondere zum kontinuierlichen Messen der Triibbung der schwe-
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ren Phase mindestens eine Sonde und zum kontinuierlichen Messen der Triibbung der leichten Phase

mindestens eine Sonde an geeigneter Position in der Trennvorrichtung eingesetzt wird.

Die Trubung wird auf optischem Wege gemessen und kann mit Durchlichtmessung oder Streulicht-

messung durchgefiihrt werden. Erfindungsgeman erfolgt bevorzugt eine Durchlichtmessung.

Die Messung der Triibung erfolgt vorliegend in der Einheit FAU (Formazin Attenuation Units). Es sind
aber auch andere Einheiten fir die Triibung bekannt geworden (NTU, FTU), die verwendet werden
koénnten. Als Faustregel kann man angeben, dass der Unterschied der gemessenen Trilbbungswerte
bevorzugt etwa 100 FAU zwischen den verschiedenen Phasen betragt, um die verschiedenen Phasen

voneinander unterscheiden zu kdnnen. In Einzelféllen sind jedoch auch niedrigere Werte méglich.

In der vorliegenden Offenbarung sollen sédmtliche Ausflihrungen auch fiir die alternative oder zusatzli-
che Messung der Triilbung gelten. Mit anderen Worten kann der Begriff ,elektrische Leitfahigkeit' oder
vergleichbare Begriffe in der Gesamtoffenbarung jeweils durch den Begriff ,Triibung® ersetzt werden
oder mit dem Begriff ,Trilbung® erganzt werden. ,Alternativ oder zusatzlich“ bedeutet, dass die elektri-

sche Leitfahigkeit und/oder die Triibung gemessen werden.

ErfindungsgemaB kann in einer Trennvorrichtung nur die elektrische Leitfahigkeit oder auch nur die
Tribung gemessen werden. Es besteht aber auch die Mdglichkeit, dass eine Kombination aus Mes-
sung der elektrischen Leitfahigkeit und Messung der Triibung in einer Trennvorrichtung erfindungs-

gemaR eingesetzt wird.

Nachfolgend wird die Erfindung anhand der beigefiigten Zeichnungen im Einzelnen erldutert und ver-
anschaulicht, ohne die Erfindung hierauf zu beschranken. Hierbei wird detailliert auf verschiedene
Ausfiihrungsformen der Offenbarung Bezug genommen, die in den beigefligten Zeichnungen veran-
schaulicht sind. Wo immer mdoglich, werden die gleichen oder dhnliche Bezugszeichen und Symbole
durchweg in den Zeichnungen verwendet, um auf gleiche oder dhnliche Teile zu verweisen. Die ver-
schiedenen in der Zeichnung dargestellten Elemente sind nur reprdsentativ und nicht notwendiger-
weise im MaBstab gezeichnet. Die Zeichnungen sollen nur beispielhaft Ausfiihrungsformen der Offen-
barung der Erfindung veranschaulichen, und ein Fachmann im Stand der Technik wird ohne weiteres
erkennen, wo die Zeichnungen vereinfacht wurden, um die Schliisselaspekte der Offenbarung zu ver-

anschaulichen.

In Figur 1 ist eine schematische Seitenansicht im Schnitt einer beispielhaften erfindungsgeméaen
Ausflihrungsform einer Trennvorrichtung 10, die den Verlauf einer Extraktion einer Charge (Batch-
Extraktion) zu 3 Zeitpunkten der Trennung mit einer Sonde 60 zur Messung der elektrischen Leitfahig-
keit der Phasen, aufgetragen iiber die Zeit, darstellt. Im gezeigten Beispiel ist die Trennvorrichtung 10
ein Rihrkessel. Dieser kann jede geeignete Form und GréBe aufweisen und aus einem geeigneten
Material aufgebaut sein. Beispielweise kann auch ein Single-Use-Bag-Gefal eingesetzt werden. Die

Trennvorrichtung 10 umfasst einen Rihrer, hier eine Rilhrwelle mit einem Propeller-Riihrer 15, der
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durch einen Motor 25 angetrieben wird. Andere Ruhrvorrichtungen sind méglich oder kénnen auch je
nach Anwendungsfall weggelassen werden. Die Herstellung und Durchmischung des wéssrigen Zwei-
Phasen-Systems (ATPS) kann in dieser Trennvorrichtung 10 oder auch auBerhalb der Trennvorrich-
tung 10 erfolgen und das erhaltene wassrige Zwei-Phasen-System (ATPS) kann dann in die Trennvor-
richtung 10 Uberfiihrt werden. Ein Auslass 50 befindet sich am Boden der Trennvorrichtung 10. Im
Auslass 50 ist eine Sonde 60 angebracht, die die elektrische Leitfahigkeit der vorbeistrémenden Flis-
sigkeit misst. Im Schaubild unter den 3 Trennvorrichtungen ist die von der Sonde 60 kontinuierlich

gemessene elektrische Leitfahigkeit in [mS/cm] der jeweiligen Phasen tber die Zeit in [s] aufgetragen.

Die Trennvorrichtung 10 in der linken Abbildung von Figur 1 ist bereits mit allen 3 Phasen befiillt. Es
wurde demnach bereits eine Ausgangslésung bereitgestelit (Schritt a.), diese in der Trennvorrichtung
10 durch Zugeben mindestens eines Polymers und mindestens eines Salzes, oder mindestens zweier
Polymere, jeweils in geeigneter Konzentration, in ein wassriges Zwei-Phasen-System uberfuhrt
(Schritt b.) und mit Hilfe des Riihrers 15 entsprechend durchmischt (Schritt c.). Im gezeigten Beispiel-
fall ist das Zielprodukt ein Protein, das sich in der leichten Phase anreichert, insbesondere im Wesent-
lichen in dieser vorliegt. Die nach dem anschlieBenden Entmischen lassen der Phasen erhaltenen
Phasen (Schritt d.) sind in der linken Abbildung von Figur 1 veranschaulicht. Die oberste Phase 20 ist
die leichte Phase, die das Protein enthélt, die Zwischenphase 30 und die untere schwere Phase 40

enthalten unerwiinschte Komponenten in Form von Verunreinigungen und dergleichen.

Die drei gezeigten Abbildungen von Figur 1 veranschaulichen den Verlauf der wassrigen Zwei-
Phasen-Extraktion eines beispielhaften Proteins (Schritte e., f. und g.) in einem exemplarischen wass-

rigen Zwei-Phasen-System fiir eine diskontinuierliche bzw. chargenweise Extraktion in drei Stufen:

Die linke Abbildung zeigt alle drei Phasen 20, 30, 40 in der Trennvorrichtung 10 nach erfolgter Entmi-
schung der Phasen, wobei die schwere Phase 40 aus dem Auslass 50 ausgelassen wird. Das Schau-
bild unterhalb der 3 Trennvorrichtungen 10 zeigt die elektrischen Leitfahigkeitswerte, gemessen durch
die Sonde 60 im Verlauf der Extraktion. Fiir die Trennvorrichtung 10 in der linken Abbildung zeigt das
Schaubild eine mit der Sonde 60 gemessene hohe elektrische Leitfahigkeit fiir die schwere Phase 40
an, die praktisch Uber die gesamte Zeit, in der die schwere Phase 40 aus der Trennvorrichtung abge-
lassen wird, konstant bleibt. Die schwere Phase 40 kann daher eindeutig Gber ihre elektrische Leitfa-
higkeit zugeordnet werden und so von den anderen Phasen 30, 20 unterschieden und so exakt abge-
trennt werden.

In der mittleren Abbildung von Figur 1 wurde die schwere Phase 40 bereits abgetrennt und es wird
nun die Zwischenphase 30 aus dem Auslass 50 abgelassen. Das untere Schaubild zeigt nun eine
mittlere elektrische Leitfahigkeit fur die Zwischenphase 30. Auch bei Ablassen der Zwischenphase 30
aus der Trennvorrichtung 10 ist die mit der Sonde 60 gemessene elektrische Leitfahigkeit Gber die Zeit
nahezu konstant. Die Zwischenphase 30 zeigt andere elektrische Leitfahigkeiten als die leichte Phase
20 oder die schwere Phase 40, so dass anhand der kontinuierlich gemessenen Leitfdhigkeit eine ge-

naue Trennung der Phasen 20, 30, 40 voneinander erfolgen kann.
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In der rechten Abbildung von Figur 1 wurde die Zwischenphase 30 bereits abgetrennt und es bleibt
nun noch die leichte Phase 20 in der Trennvorrichtung 10, die das Zielprotein enthélt. Ein Ablassen
der leichten Phase 20 aus dem Auslass 50 zeigt im unteren Schaubild auf der rechten Seite eine mit
der Sonde 60 gemessene niedrige elektrische Leitfahigkeit fiir die leichte Phase 20 an, die wahrend
des gesamten Auslaufen lassens der leichten Phase 20 aus dem Auslass 50 nahezu konstant bleibt.

Man gewinnt dadurch das Zielprotein in der leichten Phase 20 ohne die Verunreinigungen.

Das getrennte Ablassen der Phasen kann daher anhand der Messung der elektrischen Leitfahigkeit
gesteuert werden: In diesem Beispielfall, bei dem sich das Zielprodukt in der leichten Phase 20 befin-
det, werden zuerst die schwere Phase 40 und die Zwischenphase 30 abgelassen und gegebenenfalls
verworfen. Sobald die Leitfahigkeit nach Ablassen der Zwischenphase 30 unter einen bestimmten
Schwellenwert (Sollwert-Bereich) fallt, wird beispielsweise automatisch ein Ventil, das unterhalb bzw.
nach der Sonde 60 vorgesehen wird (nicht gezeigt), sofort geschlossen. Am unteren Auslass 50 kann
nach bzw. unterhalb des Ventils eine Leitung zu einem Auffanggefa® oder dergleichen fiir die leichte
Phase 20 angeschlossen, das Ventil wieder geéffnet und die leichte Phase 20 so gewonnen werden.
Alternativ kann mittels eines Ventils der Fluss aus der Trennvorrichtung 10 von einer Leitung, durch
die die schwere Phase 40 und die Zwischenphase 30 abgeleitet werden, zu einer anderen Leitung
umgeschaltet werden, die zu einem Auffanggefd3 oder dergleichen fiir die leichte Phase 20 fihrt.
Diese Leitung kann die leichte Phase 20 auch unmittelbar zur weiteren Aufarbeitung fiihren, die dann

kontinuierlich, chargenweise bzw. diskontinuierlich erfolgen kann.

Fir eine diskontinuierliche bzw. chargenweise Extraktion in einer Trennvorrichtung 10 gemaR Figur 1
ist daher eine Phasendetektion mit nur einer einzelnen Sonde 60 mdglich, wobei hierdurch eine Pha-
sentrennung wahrend der Entleerung der Trennvorrichtung 10, basierend auf der kontinuierlich ge-

messenen elektrischen Leitfahigkeit, durchgefiihrt werden kann.

Figur 2 zeigt eine schematische Seitenansicht im Schnitt einer beispielhaften erfindungsgemalien
Ausflihrungsform einer Trennvorrichtung 100, die eine kontinuierliche Extraktion mit zwei Sonden
(160.1, 160.2) zur Messung der elektrischen Leitfahigkeit der Phasen darstellt.

Es wurde bereits eine Ausgangslosung bereitgestellt (Schritt a.). Im gezeigten Beispielfall handelt es
sich bei der Ausgangslésung um eine Zellkultur. Diese wurde bereits durch Zugeben mindestens ei-
nes Polymers und mindestens eines Salzes, oder durch Zugeben mindestens zweier Polymere, je-
weils in geeigneter Konzentration, in ein wassriges Zwei-Phasen-System Uberfuhrt (Schritt b.) und
entsprechend durchmischt (Schritt ¢.). Das zu reinigende und anzureichernde Zielprodukt kann ein
Protein, eine Nukleinsaure oder ein Virus sein. Im gezeigten Beispielfall ist das Zielprodukt ein Pro-
tein, das sich zum Grof3teil in der leichten Phase befindet. Es kann aber auch ein Protein oder eine
Nukleinsdure gereinigt und angereichert werden, das/die sich nach dem Durchmischen und Entmi-
schen der Phasen beispielweise in der schweren Phase anreichert, insbesondere im Wesentlichen in

der schweren Phase vorliegt.



10

15

20

25

30

35

40

WO 2022/157365 56 PCT/EP2022/051503

In der gezeigten beispielhaften Ausfiihrungsform der Erfindung wird das durchmischte, wéssrige Zwei-
Phasen-System, enthaltend das Zielprotein, in die Trennvorrichtung 100 Uberfiihrt. In der Trennvor-
richtung werden die Phasen dann entmischt (Schritt d.). Es resultiert eine obere leichte Phase 120, in
der sich das Zielprodukt angereichert hat, insbesondere im Wesentlichen in dieser vorliegt, beispiel-
weise in Form eines Proteins, eine Zwischenphase 130 und eine untere schwere Phase 140, in der
sich die unerwiinschten Komponenten angereichert haben, insbesondere diese im Wesentlichen auf-

weisen.

Die Trennvorrichtung 100 kann eine beliebige Form und GroRe haben, um die Phasentrennung
durchzufiihren. In der in Figur 2 gezeigten Ausfiihrungsform ist die Trennvorrichtung 100 eine Art auf
der Seite liegender Abscheider, der drei Auslasse 150.1, 150.2 und 150.3 aufweist. Andere Formen

fur die Trennvorrichtung 100 sind mdglich.

In der Trennvorrichtung 100 sind zwei Sonden 160.1 und 160.2 vorgesehen, um die elektrische Leit-
fahigkeit jeweils einer Phase zu messen. Die Sonde 160.1 taucht in die schwere Phase 140 ein und
misst daher die elektrische Leitfahigkeit der schweren Phase 140 in dieser Position. Die Sonde 160.2
taucht in die leichte Phase 120 ein und misst daher die elektrische Leitfahigkeit der leichten Phase
120 in dieser Position. Die Sonden 160.1 und 160.2 befinden sich jeweils in Einfihréffnungen 157.1
und 157.2, die derart axial in der Wand 155 der Trennvorrichtung 100 angeordnet sind, so dass eine
axiale Anordnung resultiert. Die Einfihr6ffnungen 157.1 und 157.2 und damit auch die darin vorlie-
genden Sonden 160.1 und 160.2 sind in der Wand 155 der Trennvorrichtung 100 so angeordnet, dass
diese auf einer geraden Verbindungslinie liegen. In Figur 2 verlauft die gerade Verbindungslinie in der

Wand 155 der Trennvorrichtung 100. Andere Ausfiihrungsformen sind ebenfalls méglich.

Die mit den Sonden 160.1 und 160.2 gemessenen elektrischen Leitfahigkeiten werden in einem
Schaubild 200 oberhalb von Figur 2 schematisch dargestellt. So misst die Sonde 160.1 kontinuierlich
die elektrische Leitfahigkeit der schweren Phase 140, die in der Kurve 140a angegeben wird. Die
Sonde 160.2 misst kontinuierlich die elektrische Leitfahigkeit der leichten Phase 120, die in der Kurve
120a angegeben wird.

Die Kurven 120a und 140a in Schaubild 200 zeigen nahezu konstante Werte fiir die elektrische Leitfa-
higkeit im Verlauf der Zeit, d.h. die beiden Sonden 160.1 und 160.2 befinden sich jeweils in den Pha-

sen, die eindeutig Uiber ihre elektrischen Leitfahigkeiten zugeordnet werden kénnen.

Neben den gemessenen elektrischen Leitfahigkeiten im linken Diagramm des Schaubilds 200 wird im
rechten Diagramm die gemessene Tribung der Phasen, aufgetragen gegen die Zeit, dargestelit. Die
Tribung wird mit einem Trilbungssensor in Formazin Attenuation Units (FAU) gemessen. Die Kurve
140b zeigt eine hohe Triibung der schweren Phase 140, da die schwere Phase 140 aus einer Zellkul-

tur stammt und daher Komponenten enthélt, die die starke Triibung bewirken. Die leichte Phase 120b
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weist eine geringe Triibung auf. Eine Phasentrennung ist aufgrund der hohen Triibbung daher durch

die im Stand der Technik geschilderten Messgerate praktisch nicht méglich.

Die Trennvorrichtung 100 ist fur eine kontinuierliche Betriebsweise ausgelegt. Es kann daher in stetem
Fluss (kontinuierlich) die zu trennende Losung 110 (= das wassrige Zwei-Phasen-System (ATPS))
zugefiihrt und die voneinander getrennten Phasen 120, 130 und 140 kdnnen jeweils kontinuierlich
abgefiihrt werden. Der obere Auslass 150.2 dient zum Entnehmen der leichten Phase 120, der untere
Auslass 150.1 bzw. 150.3 zum Entnehmen der schweren Phase 140 und auch der Zwischenphase
130. Das Zielprodukt befindet sich hier in der leichten Phase 120.

Gemal dieser beispielhaften Ausfiihrungsform der Erfindung ist das Tauchrohr 180 als zuséatzlicher
Auslass vorgesehen. Es ist im gezeigten Ausfilhrungsbeispiel aus einem AuBenrohr in Form eines
Hiillrohrs oder Uberrohrs 183 und einem Innenrohr 181 aufgebaut. Im Innenrohr 181 befindet sich
eine Offnung 182.

Das Uberrohr 183 weist ein oberes Ende oberhalb der Trennvorrichtung 100 auf und reicht mit seinem
unteren Ende 183a in die Phase hinein, die enthommen werden soll, hier: die schwere Phase 140.
Das Uberrohr 183 ist in der gezeigten Ausfilhrungsform beispielsweise nicht beweglich, das Innenrohr

181 aber schon. Das Uberrohr 183 kénnte aber auch beweglich ausgestaltet sein.

In der gezeigten Ausfiihrungsform von Figur 2 ist gezeigt, dass der Durchmesser des Uberrohrs 183
groBer ist als der Durchmesser des Innenrohrs 181, so dass das Uberrohr 183 das Innenrohr 181
umgibt und zwar nur in einem oberen Abschnitt des Innenrohrs 181. In diesem oberen Abschnitt des
Innenrohrs 181 befindet sich die Offnung 182, so dass sich das Uberrohr iiber die Offnung 182 hinaus
erstreckt. Das Uberrohr 183 umgibt das héhenverstellbare Innenrohr 181 daher nur in einem oberen
Abschnitt, wobei die Lénge des Uberrohrs 183 derart ausgewahlt wird, dass das Uberrohr 183 tiber
die Offnung 182 des Innenrohrs 181 hinausragt.

Hierdurch wird die Offnung 182 des Innenrohrs 181 vor einem direkten Fliissigkeitszutritt, hier die
schwere Phase 140, aus der Trennvorrichtung 100 abgeschirmt. Das Innenrohr 181 ist nur im oberen
Abschnitt vom Uberrohr 183 umgeben, dort wo sich die (")ffnung 182 befindet, aber nicht im unteren
Abschnitt des Innenrohrs 181, so dass das Innenrohr 181 teilweise in der schweren Phase 140 frei-
liegt.

Das Uberrohr 183 und das Innenrohr 181 bilden einen Zwischenraum aus, in den die Fliissigkeit der
Phase, in die das untere Ende 183a des Uberrohrs 183 eintaucht, hochsteigt (nicht gezeigt) und dann
durch die Offnung 182 im Innenrohr 181 austreten kann. Hierdurch wird das Herauf- und Herunterbe-
wegen der Offnung 182 im Innenrohr 181 kann wie folgt verdeutlicht werden: Die Offnung 182 kann
durch Herauf- und Herunterbewegen so positioniert werden, dass die im Zwischenraum hochsteigen-
de Phasenfliissigkeit abflieRen kann. Wird die Offnung 182 héher positioniert, kann die Phasenfliissig-
keit nicht mehr durch die Offnung 182 abflieRen und das Tauchrohr 180 ist auRer Funktion. Zudem
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entscheidet die Position der Offnung 182 aufgrund des hydroststischen Drucks wie schnell die Pha-

senflissigkeit ausstromt.

Die Phasenflissigkeit (hier: schwere Phase 140) muss daher zun&chst in den Zwischenraum zwi-
schen Innenrohr 181 und Uberrohr 183 strémen, bevor diese zur Offnung 182 im Innenrohr 181 ge-
langt (durchgezogene Pfeile in Figur 2, die zur Offnung 182 zeigen) und durch diese dann ausstrémen

kann (gepunkteter Pfeil im Innenrohr 181 in Figur 2).

Das Vorliegen eines Uberrohrs 183, dessen Ende 183a sich in der zu entnehmenden Phase 140 be-
findet, ist vorteilhaft. Die Offnung 182 im Innenrohr 181 wird vom Uberrohr 183 abgeschirmt und ge-
schitzt. Die zu entnehmende Phase 140 steigt in den Zwischenraum zwischen Innenrohr 181 und
Uberrohr 183 auf und gelangt erst dann zur Offnung 182. Ein direkter Zutritt der Fliissigkeit zur Off-
nung 182 wird dadurch verhindert. Das Uberrohr 183 erhéht damit die Sicherheit, dass wirklich nur die

gewiinschte Phase 140 ausstrémen kann.

Beispielweise kann auch die Lange des Uberrohrs 183 und dessen Durchmesser, d.h. insbesondere
die GréBe des Zwischenraums zwischen Innenrohr 181 und Uberrohr 183, derart gewéhlt werden,
dass der Zutritt von Schwebstoffen, Flocken und anderen festen und halbfesten Bestandteilen zur
Offnung 182 verhindert werden kann, damit kein Verstopfen der Offnung 182 oder des Innenrohrs 181
auftritt.

Der Fachmann kann die Dimensionen des Uberrohrs 183 in einfacher Weise entsprechend auswéhlen

und einstellen.

Andere Ausfiihrungen des Tauchrohrs 180 sind ebenfalls moglich.

Das Innenrohr 181 des Tauchrohrs 180 ist mit dem Auslass 150.1 in fliissigkeitsdichter Weise verbun-
den, wobei das Innenrohr 181 jedoch bewegbar bleibt. Das Tauchrohr 180 ist damit nach wie vor ho-
henverstellbar. Die Hohenverstellbarkeit oder Hohenveranderung wird durch den Pfeil 189 in Figur 2
dargestellt und durch den Motor 125, beispielweise einen Schrittmotor, erreicht, der die H6henverstel-
lung des Tauchrohrs 180 in der Trennvorrichtung 100 vornimmt. Die Hohenverstellbarkeit bezieht sich
im gezeigten Beispielfall nur auf das Innenrohr 181, genauer gesagt die Offnung 182 im Innenrohr
181, die je nach Bedarf, herauf- und heruntergefahren werden kann. Die schwere Phase 140 dringt in
den Zwischenraum zwischen Uberrohr 183 und Innenrohr 181 ein, steigt in diesem hoch und zwar bis
zur Offnung 182 im Innenrohr 181, wo die Fliissigkeit dann aus der Trennvorrichtung 100 in den Aus-
lass 150.1 abflieRen kann. Die Pfeile bei der Offnung 182 symbolisieren das FlieRen der schweren
Phase 140 in diesen Zwischenraum hinein bis hin zur Offnung 182 und der gepunktete Pfeil im Innen-
rohr 181 symbolisiert das AbflieRen dieser schweren Phase 140 durch das Innenrohr 181 nach unten
und zum Auslass 150.1 hinaus. Das Innenrohr 181 ist daher mit dem Auslass 150.1 direkt verbunden.

Andere Ausfiihrungsformen sind ebenfalls mdglich.
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Das AbflieBen der schweren Phase 140 erfolgt in der gezeigten Ausfiihrungsform nur mit Hilfe der

Schwerkraft.

In der dargestellten Ausfiihrungsform befindet sich das Ende 183a des Uberrohrs 183 in der schweren
Phase 140, so dass nur die schwere Phase 140 in den Zwischenraum eintritt und aus der Offnung 182

abflieen kann.

In Figur 2 ist die Sonde 160.2 fir die leichte Phase 120 in der Trennvorrichtung 100 tiefer angeordnet
als der obere Auslass 150.2. Dies ist zweckmaRig, damit zuerst die elektrische Leitfahigkeit gemessen
und bestétigt wird, dass nur leichte Phase 120 vorliegt und dann erst die leichte Phase 120 aus dem

oberen Auslass 150.2 austritt.

Die Sonde 160.1 fir die schwere Phase 140 ist in Figur 2 tiefer angeordnet als das untere Ende 183a
des Uberrohrs 183. Es kann jedoch auch vorteilhaft sein, wenn die Sonde 160.1 in der schweren Pha-
se 140 hoher liegt als das untere Ende 183a des Uberrohrs 183. Damit kann man ein zu starkes Ab-
sinken der leichten Phase 120 und/oder Zwischenphase 130 mit den elektrischen Leitfahigkeitswerten
erfassen, bevor diese in den Zwischenraum zwischen Innenrohr 181 und Uberrohr 183 hochsteigen
und liber die Offnung 182 des Tauchrohrs 180 abflieRen.

In dem beschriebenen kontinuierlichen Extraktionsverfahren gemagR Figur 2 dient das kontinuierliche
Messen der elektrischen Leitfahigkeiten der Phasen 120 und 140 gemaR Schritt e. des erfindungsge-
mafen Verfahrens dazu, das héhenverstellbare Tauchrohr 180 derart anzusteuern und dessen Héhe
bzw. Eintauchtiefe und gegebenenfalls auch die Dauer der Entnahme in Abhangigkeit von der Lage
der Phasen bzw. deren Phasengrenzflichen so zu regulieren, dass durch die im Tauchrohr 180 vor-
handene Offnung 182 die schwere Phase 140 abflieRen kann. Ein Regler 135 dient dazu die Héhen-
verstellung des Tauchrohrs 180 automatisch in Abh&ngigkeit von den gemessenen Werten fir die

elektrische Leitfahigkeit zu steuern.

Die Regelung des héhenverstellbaren Tauchrohrs 180 funktioniert wie folgt: Den jeweiligen Sonden
160.1 und 160.2 werden jeweils Sollwert-Bereiche fiir die elektrischen Leitfahigkeiten der Phasen
zugeordnet, die sich aus dem verwendeten wassrigen Zwei-Phasen-System ergeben. Wie aus obiger
Tabelle 1 ersichtlich, weist beispielweise ein wassriges Zwei-Phasen-Phosphatsystem fiir die leichte
Phase elektrische Leitfahigkeiten im Bereich von 10-25 mS/cm, fiir die Zwischenphase: 40-50 mS/cm
und fiir die schwere Phase: 60-80 mS/cm auf. Diese Sollwert-Bereiche dienen zur Bestimmung und
Kontrolle, wo sich die einzelnen Phasen in der Trennvorrichtung 100 im Hinblick auf das Ende 183a
des Uberrohrs 183 befinden.

Das Innenrohr 181 des Tauchrohrs 183 ist mit dem unteren Auslass 150.1 in der Trennvorrichtung
100 verbunden, um schwere Phase 140 abflieBen zu lassen. Im kontinuierlichen Betrieb kann nun in
Figur 2 die schwere Phase 140 mit dem Tauchrohr 180 kontinuierlich entnommen werden. Da sich

das Ende 183a des Uberrohrs 183 in der schweren Phase 140 befindet, steigt die schwere Phase 140
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in den Zwischenraum zwischen Innenrohr 181 und Uberrohr 183 auf. In der gezeigten Ausfithrungs-
form von Figur 2 befindet sich im Zwischenraum zwischen Innenrohr 181 und Uberrohr 183 im konti-
nuierlichen Betrieb daher immer nur schwere Phase 140. Dadurch flieBt tiber die Offnung 182 des
Innenrohrs 181 im kontinuierlichen Betrieb kontinuierlich schwere Phase 140 ab und verldsst die
Trennvorrichtung 100 durch den Auslass 150.1. Gleichzeitig stromt die wéssrige Zwei-Phasen-System
(ATPS) 110 kontinuierlich in die Trennvorrichtung 100 und die leichte Phase 120 kontinuierlich iber

den oberen Auslass 150.2 aus der Trennvorrichtung 100 hinaus.

Im Idealfall liegt ein Gleichgewicht zwischen der Menge an einflieBender Flissigkeit (wassrigem Zwei-
Phasen-System) und der Menge an ausstromenden Fliissigkeiten (schwere Phase 140 fliel3t liber das
Tauchrohr 180 ab und leichte Phase flie3t iber den Auslass 150.2 ab) vor. Das System lauft kontinu-

ierlich.

Wenn sich wéhrend des kontinuierlichen Betriebs die Phasengrenzflache(n)/Zwischenphase 130 nach
oben oder nach unten verschiebt, was regelmaRig der Fall ist, kann das Innenrohr 181 des Tauchroh-
res 180 und damit die Offnung 182 verstellt werden, wodurch die Entnahmegeschwindigkeit der

schweren Phase 140 aus der Trennvorrichtung 100 gesteuert werden kann:

Wenn die Phasengrenzfliche(n)/Zwischenphase 130 absinkt, nimmt der Wert fir die elektrische Leit-
fahigkeit der Sonde 160.1 der schweren Phase 140 ab. Die Offnung 182 des Innenrohrs 181 wird
nach oben bewegt. Es liegt dann ein niedrigerer hydrostatischer Druck vor und die Entnahmege-

schwindigkeit der schweren Phase 140 nimmt ab.

Alternativ kénnte auch das Entnehmen der schweren Phase 140 mit dem Tauchrohr 180 ganz ge-
stoppt werden, beispielsweise indem die Offnung 182 iiber den Fliissigkeitspiegel in der Trennvorrich-
tung 100 gestellt wird. Dann wiirde sich die schwere Phase 140 wieder ansammeln und die Phasen-
grenzfliche(n)/Zwischenphase 130 steigt wieder an. Dann konnte die Offnung 182 des Innenrohrs
181 wieder auf seine urspriingliche Position gesetzt werden, wenn der Wert der elektrischen Leitfa-
higkeit an der Sonde 160.1 fiir die schwere Phase 140 wieder im Sollwert-Bereich liegt und den zu

erwartenden Leitfahigkeitswert fiir die schwere Phase 140 anzeigt.

Wenn die Sonde 160.2 fiir die leichte Phase 120 einen erhdhten Wert fur die elektrische Leitfahigkeit
detektiert, kann die Offnung 182 des Innenrohrs 181 nach unten verschoben werden. Es resultiert ein
héherer hydrostatischer Druck. Die Entnahmegeschwindigkeit der schweren Phase 140 wird gréRer.
Dadurch sinkt die Phasengrenzflache(n)/Zwischenphase 130 wieder ab. Danach kann die Offnung

182 wieder auf die urspriingliche Position gesetzt werden.

Zum Beibehalten des Gleichgewichts erfolgt daher ein standiges Herauf- und Herunterbewegen des
Tauchrohrs 180 (genauer gesagt des Innenrohrs 181) wahrend des kontinuierlichen Betriebs, was

einer typischen Zick-Zack-Bewegung entspricht. Das Tauchrohr 180 wird kontinuierlich eingesetzt.
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Vorteilhafterweise wird die Offnung 182 des Innenrohrs 181 nur innerhalb des Uberrohrs 183 herauf-

und herunterbewegt, um den Zulaufschutz des Uberrohrs 183 auszunutzen.

In einer alternativen Ausfiihrungsform kann das Tauchrohr 180 auch diskontinuierlich eingesetzt wer-
den. Beispielsweise kann im kontinuierlichen Betrieb ein Gleichgewicht dadurch hergestellt werden,
dass leichte Phase 120 aus dem oberen Auslass 150.2 und schwere Phase 140 aus dem Auslass

150.3 kontinuierlich ausflieBen.

Wenn hier jetzt eine Stérung des Gleichgewichts auftritt, kann das Tauchrohr 180 zum Einsatz kom-
men, um die Stérungen auszugleichen. Das Tauchrohr 180 kann hierbei mit oder ohne Uberrohr 183

vorliegen.

In diesem Beispielfall wird durch das Tauchrohr 180 nicht kontinuierlich eine Phase entnommen, son-
dern nur im Storfall. Das Tauchrohr 180 ist wieder mit dem Auslass 150.1 am Boden der Trennvorrich-
tung 100 verbunden.

Wenn die Phasengrenzflache(n)/Zwischenphase 130 steigt, wird das Tauchrohr 180 von der Aus-
gangstellung, beispielweise tiber dem Fliissigkeitsspiegel der leichten Phase 120 oder oberhalb des
Flussigkeitsspiegels im Zwischenraum, beispielsweise in die schwere Phase 140 bewegt, so dass
diese zuséatzlich zum Auslaufen aus dem Auslass 150.3 auch aus der Offnung 182 im Tauchrohr 180
auslaufen kann. Damit steigt insgesamt die Ausflussmenge und -geschwindigkeit der schweren Phase
140 aus der Trennvorrichtung 100 und die Phasengrenzfliche(n)/Zwischenphase 130 sinkt wieder ab.
Dann kann die Offnung 182 des Tauchrohrs 180 wieder in die Ausgangsposition, beispielsweise ober-
halb des Spiegels der leichten Phase 120 oder einfach oberhalb des Flissigkeitsspiegels im Zwi-

schenraum hinaufgefahren werden.

Damit die Phasengrenzflache(n)/Zwischenphase 130 sinkt, kann das Tauchrohr 180 auch nur in der
schweren Phase 140 nach oben bewegt werden und es flie3t dann weniger schwere Phase 130 aus

und die Phasengrenzflache(n)/Zwischenphase 130 steigt wieder an.

Wenn fiir das Tauchrohr 180 ein Uberrohr 183 verwendet wird, kann das Uberrohr 183 hinsichtlich
seiner Lange variabel sein oder nicht. Wenn die Lidnge des Uberrohrs 183 im Betrieb nicht variabel ist,
s0 ist es zweckmaRig die geeignete Lange des Uberrohrs 183 vor Beginn der Extraktion auszuwéhlen.
Je nach der gewiinschten Ausfiihrungsform, kann das Uberrohr 183 dann in der passenden GroRe
ausgewahlt und so dimensioniert werden, dass dieses in die betreffende Phase hineinreicht. WWenn ein
in der Lange variables Uberrohr 183 zum Einsatz kommt, kann dessen Lange wahrend des Betriebs in

geeigneter Weise geandert werden. Der Fachmann kann dies ohne weiteres umsetzen.

Das Uberrohr 183 verhindert insbesondere den Zutritt von unerwiinschter Phase(n) (hier: Zwischen-
phase 130 und/oder leichte Phase 120), sofern die Phasengrenzflache(n) nicht zu weit ab-
sinkt(absinken).
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Das Tauchrohr 180 dient daher im kontinuierlichen Betrieb der Trennvorrichtung 100 entweder auf
kontinuierliche oder diskontinuierliche Weise zur Wiederherstellung des Gleichgewichts zwischen

zugefiihrten und abgefiihrten Phasen.

Im gezeigten Beispielfall von Figur 2 dient das hohenverstellbare Tauchrohr 180 mit sich von oben

nach unten erstreckendem Uberrohr 183 daher als Auslass fiir die schwere Phase 140.

Das Zielprodukt, hier: ein Protein, wird in der gezeigten Ausfiihrungsform von Figur 2 in der leichten

Phase 120 erhalten, die durch den Auslass 150.2 entnommen wird (Schritt g. des Verfahrens).

In einer alternativen Ausfilhrungsform zu Figur 2 kénnte das Uberrohr 183 anstatt von oben nach un-
ten auch von unten nach oben reichen (nicht gezeigt) und dann bis in der leichte Phase 120 reichen,

wobei alle anderen Bauteile in Figur 2 identisch ibernommen werden kdnnten.

In dieser Ausfiihrungsform wiirde das Tauchrohr als Auslass fiir die leichte Phase 120 dienen. Die
leichte Phase 120 flieRt dabei zundchst in den Zwischenraum zwischen Innenrohr 181 und Uberrohr
und die Zwischenphase fiillt sich von unten nach oben nur mit leichter Phase 120 bis diese bei der

Offnung 182 im Innenrohr 181 ankommt und dort dann in den Auslass 150.1 abflieBen kann.

In dieser Ausfiihrungsform (nicht gezeigt) ware es zweckméRig, wenn die Sonde 160.2 in der leichten
Phase 120 tiefer als das obere Ende des sich von unten nach oben erstreckenden Uberrohrs ange-
ordnet wiirde. Damit kénnte man ein zu hohes Ansteigen der schweren Phase 140 (untere Phase)
und/oder gegebenenfalls der Zwischenphase 130 mit den elektrischen Leitfahigkeitswerten erfassen,
bevor diese in den Zwischenraum zwischen Innenrohr 181 und Uberrohr hineinflieBen und bis zur

Offnung 182 des Tauchrohrs gelangen kénnten.

Ein sich von unten nach oben erstreckendes Uberrohr (nicht gezeigt) wiirde den Zutritt von uner-
winschter Phase (hier: Zwischenphase und/oder schwere Phase), sofern die Phasengrenzflache(n)

nicht zu weit ansteigt(ansteigen) verhindern.

Die obigen Ausfiihrungen zu Figur 2 gelten in dieser Ausfilhrungsform mit sich von unten nach oben

erstreckendem Uberrohr daher analog.

In Figur 3 ist eine schematische Seitenansicht im Schnitt einer weiteren beispielhaften erfindungsge-
maRen Ausfilhrungsform einer Trennvorrichtung 100, die eine kontinuierliche Extraktion mit zwei Son-
den (160.1, 160.2) zur Messung der elektrischen Leitfahigkeit der Phasen zu einem anderen Zeitpunkt

als Figur 2 darstellt.

In Figur 3 ist dargestellt, wie durch gezieltes Erhohen bzw. Anheben der Phasengrenzflaichenposition

in der Trennvorrichtung 100 ein GroBteil der leichten Phase 120, welche ansonsten in der Trennvor-
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richtung 100 stehen bleiben wiirde, zuriickgewonnen werden kann. Um eine mdglichst vollstindige
Ruckgewinnung der leichten Phase 120 zu ermdglichen, wird die verbliebene leichte Phase 120 durch
Spiilen (engl. Flush) mit einer Spiilldsung 115, beispielweise durch einen Anteil des verwendeten

wassrigen Zwei-Phasen-Systems, nach oben verdrangt.

Das gezielte Erh6hen bzw. Anheben des Flissigkeitsspiegels in der Trennvorrichtung 100 wird bei-
spielweise dadurch erreicht, dass zur Trennvorrichtung 100 mehr schwere Phase 140 zugegeben
wird, so dass die leichte Phase 120 nach oben gedriickt und so durch den Auslass 150.2 in einfacher
Weise entnommen werden kann. Das Verdréngen der leichten Phase 120 kann in einer kontinuierli-
chen Extraktion auch dadurch erreicht werden, dass das Tauchrohr 180 hochgefahren wird, dadurch
keine schwere Phase 140 mehr entnommen wird und sich diese in der Trennvorrichtung 100 aufstaut

und dadurch die leichte Phase 120 nach oben verdrangt.

Analog zu obigen Vorgehensweisen kénnte auch schwere Phase 140 nach unten verdrangt werden.

Die Verschiebung der Phasengrenzflache, sofern keine Zwischenphase vorliegt oder — wie im gezeig-
ten Beispielfall - wenn eine Zwischenphase vorliegt, die Verschiebung der gesamten Zwischenphase
130 und schweren Phase 140 in der Trennvorrichtung 100 nach oben, wird wieder anhand der konti-
nuierlich gemessenen Werte fir die elektrische Leitfahigkeit durch die 2 Sonden 160.1 und 160.2
Uberwacht.

Alternativ kann es auch zweckmafRig sein, gezielt die Phasengrenzflache zwischen oberer und unterer
Phase oder auch eine etwaig vorliegende Zwischenphase (und damit auch die beiden Phasen) nach
unten zu verschieben. Dies gelingt beispielweise, wie bereits erldutert, durch gezieltes Ablassen bzw.

Entnehmen der entsprechenden Phase(n).

In Figur 3 sind Einfiihréffnungen 157.1 und 157.2 in der Wand 155 der Trennvorrichtung 100 vorgese-
hen, wobei die Sonde 160.1 in der Einfihréffnung 157.1 und die Sonde 160.2 in der Einflihroffnung
157.2 vorliegen. Dabei sind die Einfuhroffnungen 157.1 und 157.2 und damit auch die Sonden 160.1
und 160.2 in der Wand 155 der Trennvorrichtung axial angeordnet, d.h. die Einfihroéffnungen 157.1
und 157.2 sind in der Wand 155 der Trennvorrichtung 100 so angeordnet, dass diese auf einer gera-
den Verbindungslinie liegen. In Figur 3 verlduft die gerade Verbindungslinie in der Wand 155 der

Trennvorrichtung 100.

Die gemessenen elektrischen Leitfahigkeiten werden im Schaubild 202 oberhalb von Figur 3 schema-
tisch gezeigt. Man ersieht hieraus den Verlauf der kontinuierlichen Extraktion, wobei die Kurve fiir die
elektrische Leitfahigkeit der leichten Phase 120c¢ zundchst konstant bleibt bis die Sonde 160.2 auf die
Zwischenphase 130, gezeigt mit der Kurve 130c, trifft. Die Sonde 160.1 erfasst mit der Kurve 140c die
elektrische Leitféhigkeit der schweren Phase 140, die konstant bleibt. Kurve 140d und 120d zeigen

wieder die Triibung von schwerer Phase 140 und leichter Phase 120.
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Figur 4 zeigt eine schematische Seitenansicht im Schnitt einer beispielhaften erfindungsgemalien
Ausflihrungsform einer Trennvorrichtung 100, die eine kontinuierliche Extraktion mit zwei Sonden
(160.1 160.2) zur Messung der elektrischen Leitfahigkeit der Phasen darstellt.

In der gezeigten weiteren beispielhaften Ausfiihrungsform der Erfindung von Figur 4 ist das Tauchrohr
190 in einer anderen Variante als in den Figuren 2 und 3 abgebildet. Das Tauchrohr 190 weist in die-
ser Ausfiihrungsform eine Offnung 192 am Ende des Innenrohrs 191 auf sowie ein Uberrohr 193. Das

Tauchrohr 190 ist anders als in den Figuren 2 und 3 nicht mit dem unteren Auslass 150.1 verbunden.

Das Uberrohr 193 hat Vorteile, da es im gezeigten Beispielfall nur den Zutritt der schweren Phase 140
zur Offnung 192 zulésst. GemaR einer Ausfilhrungsform kann das Uberohr 193 méglichst weit nach
unten, nahezu bis zum Boden der Trennvorrichtung 100 reichen, damit auch bei kurzzeitigem Absin-
ken der Phasengrenzflache(n) verhindert wird, dass in den Zwischenraum zwischen dem Uberrohr
193 und dem Innenrohr 191 leichte Phase 120 und/oder Zwischenphase 130 gelangt. Das Ende 193a
des Uberrohres 193 befindet sich in der schweren Phase 140. Die Position der Offnung 192 spielt
dann nur noch fiir die Entnahmegeschwindigkeit eine Rolle.

Die Pfeile in Figur 4 symbolisieren wie die schwere Phase 140 erst in den Zwischenraum zwischen
Innenrohr 191 und Uberrohr 193 strédmt und dann in die Offnung 192 gesaugt wird. Der gepunktete
Pfeil im Innenrohr 191 des Tauchrohrs 190 zeigt die FlieRrichtung der Flissigkeit im Innenrohr 191 an,

die zu einem oberen Auslass (nicht gezeigt) fiihrt.

Im kontinuierlichen Betrieb lauft beispielsweise leichte Phase 120 am oberen Auslass 150.2 aus und
die schwere Phase 140 wird durch das Tauchrohr 190 abgezogen, beispielweise durch eine Pumpe
(nicht gezeigt) oder Anlegen von Unterdruck. Fiir ein Gleichgewicht wird die Pumpe bzw. der Unter-
druck so eingestellt, dass die Summe der Ausflussmenge der leichten Phase 120 und der schweren
Phase 140 und gegebenenfalls der Zwischenphase 130 genauso gro eingestellt wird wie die Menge

des einstromenden Zwei-Phasen-Systems (ATPS) 110.

Kommt es nun zu Schwankungen und die Phasengrenzflache(n)/Zwischenphase 130 sinkt beispiel-
weise ab, dann kann die Pumpgeschwindigkeit leicht vermindert werden und weniger schwere Phase
140 wird abgezogen, bis die Phasengrenzflache(n)/Zwischenphase 130 steigt, was durch einen Wert
fiir die elektrische Leitfahigkeit der Sonde 160.1 der schweren Phase 140 (= untere Sonde in Figur 4),
der dann wieder im Sollwert-Bereich liegt, festgestellt werden kann. Dann wird beispielsweise wieder

die urspriingliche Pumpgeschwindigkeit/der urspriingliche Unterdruck am Tauchrohr 190 angelegt.

Steigt die Phasengrenzflache(n)/Zwischenphase 130 an, so kann die Pumpgeschwindigkeit bzw. der
Unterdruck erhdht werden und mehr schwere Phase 140 wird abgezogen. Es sinkt die Phasengrenz-
flache(n)/Zwischenphase 130 wieder ab, bis die Sonde 160.2 fiir die leichte Phase 120 wieder die
elektrische Leitfahigkeit im Sollwert-Bereich anzeigt. Die Pumpgeschwindigkeit bzw. der Unterdruck

am Tauchrohr 190 kann dann beispielweise wieder auf Ausgangsgeschwindigkeit eingestellt werden.
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Die Pfeile in Figur 4 symbolisieren wie die schwere Phase 140 erst in den Zwischenraum strémt und
dann zur Offnung 192 hinausgesaugt wird. Der gepunktete Pfeil im Innenrohr 191 des Tauchrohrs 190
zeigt die FlieRrichtung der Flissigkeit im Innenrohr 191 an, die zu einem oberen Auslass (nicht ge-
zeigt) fuhrt.

Das Tauchrohr 190 arbeitet in diesem Fall kontinuierlich.

Gemal einer alternativen Ausfilhrungsform kann das Tauchrohr 190 auch diskontinuierlich verwendet
werden, um je nach Stand der Phasengrenzfliche(n) leichte Phase 120, Zwischenphase 130 oder
schwere Phase 140 zeitweise abzuziehen. Dazu muss im Tauchrohr 190 kein Uberrohr 193 vorliegen;

dies ist aber méglich.

Beispielsweise flieRt die leichte Phase 120 aus dem oberen Auslass 150.2 und die schwere Phase
140 Uber den unteren Auslass 150.1 kontinuierlich aus der Trennvorrichtung 100 aus. Das kontinuier-
liche Einstromen des wassrigen Zwei-Phasen-Systems (ATPS) 110 in die Trennvorrichtung 100 hin-
ein, kann auch eine Rolle fir das Ausstromverhalten an den Ausldssen 150.1 und 150.2 spielen. Die

Offnung 192 des Tauchrohres 190 taucht dann beispielweise in keine der Phasen ein.

Steigt die Phasengrenzflache(n)/Zwischenphase 130 an (die Leitfahigkeitssonde 160.2 fiir die leichte
Phase 120 zeigt eine hohere elektrische Leitfahigkeit an), so wird die Offnung 192 des Tauchrohres
190 in die schwere Phase 140 verstellt (das Tauchrohr 190 wird heruntergefahren) und schwere Pha-
se 140 kann zuséatzlich abgepumpt/abgesaugt werden (beispielweise unter Verwendung einer Pumpe,
die einen Unterdruck erzeugt), bis der Wert, den die Leitfahigkeitssonde 160.2 in der leichten Phase
120 misst, wieder im Sollwert-Bereich liegt. Dann kann das Tauchrohr 190 wieder in die Ausgangspo-

sition gestellt und die Pumpe abgeschaltet werden.

Sinkt die Phasengrenzflache(n)/Zwischenphase 130 ab (die Leitfahigkeitssonde 160.1 fiir die schwere
Phase 140 zeigt eine geringere elektrische Leitfahigkeit an als fiir die schwere Phase 140) kann das
Tauchrohr 190 in die leichte Phase 120 verstellt werden (das Tauchrohr wird hochgefahren und nach-
positioniert) und leichte Phase 120 wird abgepumpt (beispielsweise abgesaugt mit Unterdruck, der
durch eine Pumpe erzeugt wird) bis der Wert, den die Leitfahigkeitssonde 160.1 in der schweren Pha-
se 140 misst, wieder im Sollwert-Bereich liegt. Das Tauchrohr 190 kann dann wieder in die Ausgangs-
tellung zuriickkehren und die Pumpe kann abgeschaltet werden. Alternativ muss das Tauchrohr 190
nach Beseitigung der Stérung nicht immer in die Ausgangstellung. Es reicht hier auch aus, wenn die

Pumpe abgeschaltet / der Unterdruck entfernt wird.

In der in Figur 4 gezeigten Ausfiihrungsform wird daher ein Uberrohr 193 eingesetzt, das von oben
nach unten reicht. In einer zu Figur 4 analogen Ausfiihrungsform kénnte sich das Uberrohr auch von
unten nach oben erstrecken, wobei das Tauchrohr dann als Auslass fiir die leichte Phase 120 dienen

kénnte. Bis auf das Uberrohr wére Figur 4 dann identisch.
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Ein sich von unten nach oben erstreckendes Uberrohr ist vorteilhaft, da nur leichte Phase 120 in den
Zwischenraum zwischen Innenrohr 191 und Uberrohr hineinflieRen wiirde und so ein Zutritt von Zwi-

schenphase 130 oder schwerer Phase 140 zur Offnung 192 im Innenrohr 191 erschwert wiirde.

Wenn gemaR dieser weiteren Ausfiihrungsform (nicht gezeigt) das Uberrohr sich von unten nach oben
erstrecken wiirde und in die leichte Phase 120 reichen wiirde, um die leichte Phase 120 mit der Off-
nung 192 im Innenrohr 191 zu entnehmen, so wéare es zweckmaRig, wenn die Sonde 160.2 in der
leichten Phase 120 tiefer als das obere Ende des Uberrohrs angeordnet wiirde. Damit kénnte man ein
zu hohes Ansteigen der schweren Phase 140 (untere Phase) und/oder gegebenenfalls der Zwischen-
phase mit den elektrischen Leitfahigkeitswerten erfassen, bevor diese in den Zwischenraum zwischen

Innenrohr 191 und Uberrohr hineinflieRen und bis zur Offnung 192 des Tauchrohrs gelangen kénnten.

Ein sich von unten nach oben erstreckendes Uberrohr (nicht gezeigt) wiirde daher den Zutritt von
unerwiinschter Phase (hier: Zwischenphase 130 und/oder schwere Phase 140), sofern die Phasen-

grenzflache(n) nicht zu weit ansteigt(ansteigen) verhindern.

Die obigen Ausfiihrungen zu Figur 4 gelten in dieser Ausfiihrungsform mit sich von unten nach oben

erstreckendem Uberrohr daher analog.

Figur 5 zeigt einen Querschnitt einer beispielhaften erfindungsgeméBen Ausfiihrungsform einer
Trennvorrichtung 100 mit 4 Einfihréffnungen 158.1, 158.2, 158.3, 158.4, denen jeweils 4 Sonden
162.1,162.2, 162.3, 162.4 zugeordnet sind, in einer radialen Anordnung (links) und eine Seitenansicht

hiervon (rechts);

In der Ausfiihrungsform gemag Figur 5 sind 4 Sonden 162.1, 162.2, 162.3 und 162.4 in 4 EinflUhroff-
nungen 158.1, 158.2, 158.3, 158.4 gezeigt, die in der Trennvorrichtung 100 zum Einsatz kommen
sollen. Auf der linken Seite der Figur 5 ist eine Seitenansicht im Schnitt einer Trennvorrichtung 100 mit
einer leichten Phase 120, einer Zwischenphase 130 und einer schweren Phase 140 gezeigt, wobei die
4 Einfihroéffnungen 158.1, 158.2, 158.3, 158.4, in denen sich jeweils eine der Sonden 162.1, 162.2,
162.3 und 162.4 befindet, in einer radialen Anordnung in der Aul3enwand 155 der Trennvorrichtung
100 angeordnet sind. Die Sonde 162.1 ist fiir die Messung der elektrischen Leitfahigkeit der schweren
Phase 140, die Sonde 162.2 fiir die Zwischenphase 130 und die Sonden 162.3 und 162.4 fiir die
leichte Phase vorgesehen. Wie man aus Figur 5 ersehen kann, sind die 4 Einfiihr6ffnungen 158.1,
158.2, 158.3, 158.4, auf einem Kreisbogen angeordnet, der im gezeigten Beispiel der Form der Au-

RBenwand 155 oder dem Umfang der Trennvorrichtung 100 entspricht.

Auf der rechten Seite von Figur 5 ist eine Seitenansicht der 4 Einfihroffnungen 158.1, 158.2, 158.3,
158.4 mit den 4 Sonden 162.1, 162.2, 162.3 und 162.4 der Trennvorrichtung 100 dargestellt. Diese

Anordnung ist im Hinblick auf eine exaktere Feststellung und zuverlassigere Detektion der Position
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der einzelnen Phasen anhand der gemessenen Leitfahigkeitswerte vorteilhaft und ermdglicht daher

eine schnellere und robustere Erfassung, Regelung und Kontrolle des Verfahrens.

In Figur 6 ist ebenfalls ein Querschnitt einer beispielhaften erfindungsgeméen Ausfiihrungsform einer
Trennvorrichtung 100 mit den 4 Sonden 163.1, 163.2, 163.3 und 163.4 in 4 Einfuhr6ffnungen 159.1,
159.2, 159.3, 159.4 dargestellt. Jedoch sind die 4 Einfiihroffnungen 159.1, 159.2, 159.3, 159.4 in einer
radialen Anordnung mit horizontaler Verteilung (links) und eine Seitenansicht hiervon (rechts) gezeigt.
Eine radial versetze Anordnung jeweils der Einfiuhréffnungen 159.1, 159.2, 159.3, 159.4 fiihrt eben-
falls zu einer zuverldssigeren Erfassung der einzelnen Phasen und somit schnelleren und robusteren

Verfahrensregelung und -kontrolle.

In den Figuren 1 bis 6 kdnnen die gezeigten ein oder mehreren Sonden zur Messung der elektrischen

Leitfahigkeit auch durch Sonden zur Messung der Tribung ersetzt werden.

Gemal einer Ausfiihrungsform kdnnen nur Sonden zur Messung der elektrischen Leitfahigkeit in der
Trennvorrichtung eingesetzt werden. GemaR einer weiteren Ausfiihrungsform kénnen auch nur Son-
den zur Messung der Triibung in der Trennvorrichtung zum Einsatz kommen. GemaR einer weiteren
Ausflihrungsform der Erfindung kann auch eine Kombination aus Sonden zur Messung der elektri-
schen Leitfahigkeit und aus Sonden zur Messung der Tribung in der Trennvorrichtung vorgesehen

sein.

Nachfolgend wird das Verfahren der Erfindung anhand von Beispielen weiter veranschaulicht, ohne

die Erfindung hierauf zu beschrdnken.

Ausfiihrungsbeispiele

Das Verfahren der Erfindung wird in den Beispielen im Einzelnen anhand verschiedener Ausfiihrungs-

formen erldutert.

Vorbemerkungen

Als Trennvorrichtung wird in den Beispielen ein Abscheider mit einem wassrigen Zwei-Phasen-System
gefiillt und jeweils die elektrischen Leitfahigkeiten oder Triibung der Phasen an den Positionen der
Sonden lber die Zeit aufgenommen. Die Versuche werden mit einem Abscheider-Fillvolumen von
920 ml und 470 ml durchgefiihrt. Untersucht werden wassrige Zwei-Phasen-Phosphat-, Zwei-Phasen-
Citrat- und Zwei-Phasen-Ammonium-Systeme aus den Ausgangsmaterialien Polymer/Salz/ Wasser.
Es bilden sich eine polymerreiche, leichte Phase und eine salzreiche, schwere Phase. Die phasenbil-
denden Komponenten oder getrennten Phasen werden in Behéltern vorgegeben, aus denen entspre-

chende Pumpen die Komponenten férdern.
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Bevor die Flissigkeiten in den Abscheider gegeben werden, durchlaufen die Fliissigkeiten einen Mas-
senflussmesser und erreichen einen statischen Mischer. Nachdem der Mischer passiert wurde, lauft
das Flussigkeitsgemisch in den Abscheider, in dem sich die spezifischen Phasen absetzen. Die leich-
te Phase kann oben an einem Auslass entnommen werden. Wenn ein Tauchrohr eingesetzt wird,
kann dieses beispielweise die schwere Phase durch eine Offnung in Form eines Uberlaufventils ent-
nehmen. In den Abscheider ragen zwei Leitfahigkeitssonden, um die jeweiligen Phasenstande zu
Uberwachen. Die elektrischen Leitfahigkeiten werden mithilfe eines Gerdtemanagers zur Messwerter-
fassung und Steuerung aufgenommen und aufgezeichnet. Bei den Versuchen, bei denen als zu tren-
nendes Ausgangsmaterial eine Zellkultur eingesetzt wurde, fand zudem eine Triibungssonde Verwen-

dung, die innerhalb des Zufiihrstroms platziert wurde.

Wenn in den Beispielen ein Tauchrohr zum Einsatz kommt, so wird dieses Tauchrohr mit einem Uber-

rohr eingesetzt.

Kontinuierliche Extraktionsversuche

Das erfindungsgemafRe Verfahren wurde mit drei unterschiedlichen MaBstdben durchgefiihrt: zwei
verschiedene LabormaRstédbe mit einem Abscheider DN35 und einem Abscheider DN50 und ein Pi-
lotmaBstab mit einem Abscheider DN150. ,DN“ ist die Nennweite und gibt den Innendurchmesser
eines Rohrs an und legt damit die Gr6Be im Geratebau fest. DN35 und DN50 stellen daher Labor-
maRstab dar und DN150 (80L-Mafstab) ist bereits PilotmaBstab, d.h. ein gréRerer Maf3stab, der die

Herstellung groerer Produktmengen ermdglicht.

Fir die drei untersuchten MaBstédbe kommen jeweils geometrisch-dhnliche Abscheider zum Einsatz.
Sofern nicht explizit anders angegeben, werden zur Phasendurchmischung statische Mischelemente
(Typ Kenics) verwendet. Fir die unterschiedlichen MaRstédbe kommen entsprechend geometrisch
dhnliche, aber den Durchsadtzen angepasste Mischstrecken zum Einsatz. Die Uberwachung der
Durchflisse erfolgt mittels Massendurchflussmesser. Die Messung der elektrischen Leitfahigkeit an
geeigneten Hohenpositionen erfolgt durch die Verwendung zweier Leitfahigkeitsmesssonden. Die
wichtigsten Komponenten und Spezifikationen des Versuchsaufbaus zur Durchfiihrung der kontinuier-

lichen Extraktionsversuche in den Versuchsanlagen sind in der folgenden Tabelle 2 aufgelistet.

Tabelle 2:
Nummer Bezeichnung Kommentar

1 Zahnradpumpe - im 80L-Malstab durch Peristaltikpumpe er-
(Ismatec) setzt

2 Massendurchflussmesser - Ausfilhrung M14, Labormal3stab
(Bronckhorst)

3 Massendurchflussmesser - 80L-MafBstab
(Endress+Hauser)

4 Mischstrecke Labor - Kenics-Helices
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69
(Eigenanfertigung)
5 Mischstrecke Pilot - Kenics-Helices
(Eigenanfertigung)
6 Abscheider (DN35) - Kleinster MaRstab, kein Sondenanschluss
7 Abscheider (DN50) - Typischer Labormalistab, mit Sondenan-
schluss
8 Abscheider (DN150) - PilomaBstab, mit Sondenanschluss und au-
tomatisierter Fillstandsregelung
9 Leitfahigkeitsmesssonde - Teil des Detektionssystems
(Hamilton)
10 Tribungsmesssonde - Transmission, alpha=880nm
(Exxner)
11 Labbox - Zur Messwerterfassung und Steuerung
(Hitec Zang)

Alle zu regelnden und/oder zu messenden ProzessgroRen werden durch den Gerdtemanager (Lab-
box) erfasst und ggf. angesteuert. Die Umsetzung der grafischen Benutzeroberfliche und die Bedie-

nung erfolgen durch die Software Labvision (HiTec Zang GmbH, Herzogenrath, Deutschland).

LabormaRBstab DN35 und DN50

Hierzu werden in den Beispielen 5.1 bis 5.3 die phasenbildenden Komponenten und eine Zellkultur
zunachst in eine statische Mischstrecke gefordert. Aufgrund der Durchmischung und den gleichzeitig
vorliegenden beiden wassrigen Phasen findet ein Stoffiibergang von Zielprodukt und Nebenkompo-
nenten statt. Ebenso wird durch die stédndige Durchmischung eine Dispergierung von Biopartikeln in
einer der Phasen erreicht, wodurch eine Zwischenphase entsteht, die zwischen ihren beiden Phasen-

grenzflachen Biopartikel bindet, die jedoch das Zielprodukt nicht mehr enthélt.

Nach Durchlaufen der Mischstrecke schlieBt sich unmittelbar der Abscheider an, der wie in Figur 2
dargestellt, aufgebaut ist. Das eintretende Gemisch trennt sich dort entlang der Strdmungsrichtung in
eine leichte und eine schwere Phase auf. Gleichzeitig kommt es zur Ausbildung einer charakteristi-
schen Zwischenphase, die eine durch die Biopartikel stabilisierte Dispersion der schweren Phase
darstellt. Durch gezielte Hoheneinstellung des Tauchrohrs, das eine Offnung aufweist und daher wie
ein Uberlaufventil fungiert, wird kontinuierlich die schwere Phase als auch die Zwischenphase aus
dem Abscheider entfernt. Die leichte Phase stromt ab einer kritischen Fiillhbhe aus dem oberen Aus-

lass fiir die leichte Phase aus. Alle Phasen werden in GefaRen aufgefangen.

Nur der Vollsténdigkeit halber wird nochmals darauf hingewiesen, dass der ,hochgefahrene® Zustand
des Tauchrohrs bedeutet, dass ein Nachjustieren der Hohe des Tauchrohrs, und zwar nach oben,
erfolgt. Im Falle, dass das Tauchrohr vollstindig hochgefahren wird, befindet sich die Offnung bei-

spielweise oberhalb des Flissigkeitsspiegels in der Trennvorrichtung oder die Offnung ist so weit
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hochgefahren, dass keine Flissigkeit mehr aus dieser ausstromen kann. Das Tauchrohr ist dann au-

Rer Funktion. Dies wird in den Beispielen jeweils im Einzelnen erldutert.

Der ,heruntergefahrene” Zustand des Tauchrohrs bedeutet, dass ein Nachjustieren der Hohe des
Tauchrohrs, und zwar nach unten, erfolgt. Das Tauchrohr befindet sich wahrend des Hoch- als auch

Herunterfahrens in Funktion, sofern nicht anders angegeben.

Es sind in den Figuren nicht immer alle Vorgénge des Herauf- und Herunterfahrens des Tauchrohrs

dargestellt, da dies zu unibersichtlich wird und sich diese aus den Erlduterungen ergeben.

PilotmaRstab DN150

Der Versuchsaufbau im PilotmaBstab, wie in Beispiel 5.4 beschrieben, entspricht grundlegend den
oben aufgefiihrten Angaben fiir den LabormaRstab. Der Versuchsaufbau im PilotmaRstab unterschei-
det sich von demjenigen im LabormaRstab hinsichtlich der in Tabelle 2 aufgefiihrten Pumpen, Mas-
sendurchflussmesser, statischen Mischstrecken und der Gréf3e des eigentlichen Abscheiders.

Storanfalligkeit des Verfahrens

Es werden auch Versuche zur Storanfalligkeit des Verfahrens (s. Beispiel 4) durchgefiihrt. Die Stor-
versuche werden durchgefiihrt, um zu bestimmen, inwiefern die Detektion der Phasengrenzfliche(n)
mithilfe der Leitfahigkeitssonden dazu geeignet ist, Riickschliisse auf das eingestellte System zu zie-
hen. Hierfir wurden variierende Systeme beim Anfahren und im kontinuierlichen Betrieb nach dem
Anfahren mit einem wassrigen Zwei-Phasen-Phosphatsystem in den Abscheidern untersucht. Das
Anfahren ist in den Versuchen die Zeitspanne, wahrend der sich die Phasen im Abscheider absetzen

und bevor und wahrend sich die Phasen entmischen und aus dem Abscheider entnommen werden.

In Beispiel 4.1, wo der Storfall im kontinuierlichen Betrieb erfolgt, wurde der Abscheider zuerst gefiillt
und dann mithilfe eines Tauchrohrs ein kontinuierlicher Betrieb eingestellt. Dann wurde auf ein Stor-
system gewechselt und die Verdnderung der elektrischen Leitfahigkeit aufgenommen.

Bei den Anfahrstorversuchen der Beispiele 4.2, 4.3 und 4.4 wurde das Storsystem von Anfang an in
den Abscheider gegeben und der kontinuierliche Betrieb eingestellt. Sobald dieser erreicht war, wurde
auf die korrekte Systemzusammensetzung gewechselt und die elektrischen Leitfahigkeiten aufge-

nommen.

Ein Stérsystem ist hier ein System, das entweder einphasig anstelle des Zwei-Phasen Systems ist
oder eine Zusammensetzung aufweist, die von der tblichen Zusammensetzung dadurch abweicht,
das eine Komponente des wéssrigen Zwei-Phasen-Systems mit 10% mehr oder 10% weniger einge-

setzt wird.
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In den Stdrversuchen wird die Zellkultur durch VE-Wasser ersetzt.

Die in den Beispielen verwendeten Abkirzungen sind nachfolgend zusammengefasst:

Liste der verwendeten Abkiirzungen

Abkiirzung Bedeutung

ATPE Wassrige Zwei-Phasen-Extraktion (Aqueous two-phase extraction)

ATPS Wassriges Zwei-Phasen-System (Aqueous two-phase system)

COG Materialaufwand (Cost of goods)

DK Dielektrizitdtskonstante

DN Nominaler Durchmesser (diameter nominal)

DNA Desoxyribonukleinsdure

EMA European Medicines Agency

FDA Food and Drug Administration

HCP Wirtszellprotein (Host cell protein)

ICH International Council for Harmonization of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use

LF Leitfahigkeit

LP Leichte Phase

PEG Polyethylenglykol

SP Schwere Phase

VE Vollentsalztes Wasser

WCP nasse Zellmasse (Wet cell paste)

Beispiel 1:

Veranschaulichung des Beginns einer kontinuierlichen Extraktion in einem Abscheider in einem wass-

rigen Zwei-Phasen-Phosphatsystem

In Beispiel 1 wird der Beginn einer kontinuierlichen Extraktion in einem Abscheider unter Verwendung

eines wassrigen Zwei-Phasen-Phosphatsystems beschrieben. Man bezeichnet den Beginn der Ex-

traktion auch als Anfahren, d.h. die Phasen setzen sich ab, werden aber noch nicht entnommen.

Das wassrige Zwei-Phasen-Phosphat-System ist wie folgt aufgebaut:

Tabelle 1: Massenanteile wassriges Zwei-Phasen-Phosphat-System

Substanz Anteil
[Gew.-%]
Wasser 445
Puffer (40 Gew.-% Phosphat, pH 6.0) 40,0
PEG400-Ldsung 15,5
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Bei diesem Versuch werden die fertig hergestellten und vorbereiteten spezifischen Phasen des Zwei-
Phasen-Phosphatsystems in den Abscheider gefordert. Hierbei wurde ein Gesamtmassenstrom von
100 g/min eingestellt, wobei die leichte Phase mit 60 g/min und die schwere Phase mit 40 g/min ge-
fordert wird, um dem Phasenverhéltnis des verwendeten Systems zu entsprechen. Es wurden daher
die getrennt vorliegenden Phasen zusammengegeben, damit das Zwei-Phasen-System genau cha-
rakterisiert werden kann. Der Versuch dient daher der Veranschaulichung der Messung der elektri-
schen Leitfahigkeit. Zudem kann in dieser Art und Weise ein Vorversuch ausgestaltet sein, um vorab

die zu erwartenden elektrischen Leitfahigkeiten zu bestimmen.

Mithilfe der Leitfahigkeitssonden werden die elektrischen Leitfahigkeiten Gber die Zeit aufgenommen.
Die erste Sonde (z.B. Sonde 160.1 in Figur 2) ist fiir die Messung der elektrischen Leitfahigkeit der
schweren Phase und die zweite Sonde (z.B. Sonde 160.2 in Figur 2) fiir die Messung der elektrischen
Leitfahigkeit der leichten Phase vorgesehen. Damit die Leitfdhigkeitsverldufe mdglichst vergleichbar
sind, werden sie so dargestellt, dass die erste Sonde bei t = 0 die leichte Phase erfasst. So lassen
sich die Verlaufe bei verschiedenen Versuchen besser vergleichen. Der verwendete Abscheider hat
hier ein Volumen von 920 ml. Das Anfahrverhalten wird solange aufgenommen, bis zum ersten Mal

leichte Phase aus dem oberen Ablauf tropft.

In Figur 7a sind die elektrischen Leitfahigkeits-Messwerte der ersten Sonde wéhrend des Anfahrens
dargestellt, wobei die erste Sonde (z.B. Sonde 160.1 in Figur 2) die schwere Phase erfassen soll. In
Figur 7a ist eine Hillkurve dargestellt, umfassend die oberen und unteren Grenzen der Mittelwerte mit
den jeweiligen Standardabweichungen. Die Mittelwerte und Standardabweichungen reprasentieren

mindestens Duplikate.

In der Kurve von Figur 7a wird das Anfahren des Verfahrens anhand der gemessenen elektrischen
Leitfahigkeit bei der ersten Sonde uber die Zeit aufgetragen und in die Abschnitte I, Il und Il unterteilt.
Im Abschnitt | von etwa 0 bis 200 s wird zu Beginn des Anfahrens von der ersten Sonde zunéchst die
leichte Phase detektiert. Mit zunehmender Flissigkeit des in den Abscheider strémenden Zwei-
Phasen-Systems taucht die Sonde dann in Abschnitt Il in der Kurve bei etwa 200 bis etwa 400 s zu-
nehmend in die schwere Phase ein, d.h. die Werte fiir die elektrische Leitfahigkeit nehmen stetig zu.

In Abschnitt [l der Kurve wird von der ersten Sonde dann nur noch die schwere Phase detektiert.

In Figur 7b sind die elektrischen Leitfahigkeits-Messwerte der zweiten Sonde (z.B. Sonde 160.2 in
Figur 2) wahrend des Anfahrens lber die Zeit in [s] aufgetragen, wobei die zweite Sonde die leichte
Phase erfasst. In Figur 7b ist wieder eine Hillkurve dargestellt, umfassend die oberen und unteren
Grenzen der Mittelwerte mit den jeweiligen Standardabweichungen. Die Mittelwerte und Standardab-
weichungen reprasentieren mindestens Duplikate. Aus der Kurve von Figur 7b ist die elektrische Leit-
fahigkeit der zweiten Sonde im Laufe der Zeit zu ersehen. Sobald die obere leichte Phase die Sonde
erreicht, wird eine nahezu konstante elektrische Leitfahigkeit gemessen, welche zeigt, dass die leichte

Phase am Ort der Sondenmessung nahezu konstant vorliegt.
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Beispiel 2:
Verlauf einer kontinuierlichen Extraktion in einem Abscheider in einem wassrigen Zwei-Phasen-
Phosphatsystem

In Beispiel 2 wird ein Verlauf einer kontinuierlichen Extraktion in einem Abscheider unter Verwendung
eines wassrigen Zwei-Phasen-Phosphatsystems beschrieben und die gemessenen elektrischen Leit-
fahigkeiten von zwei Sonden, wie beispielweise in Figur 2 dargestellt, erlautert. In Figur 8 sind die
Messwerte der beiden Sonden in zwei Kurven K1 und K2 dargestellt. Die erste Sonde (z.B. Sonde
160.1 in Figur 2) misst die elektrische Leitfédhigkeit [mS/cm] der schweren Phase lber die Zeit [s],
dargestellt in Kurve K1. Die zweite Sonde (z.B. Sonde 160.2 in Figur 2) misst die elektrische Leitfahig-
keit [mS/cm] der leichten Phase liber die Zeit [s], dargestellt in Kurve K2.

Die Zusammensetzung des wéassrigen Zwei-Phasen-Phosphatsystems ist wie in Beispiel 1 beschrie-

ben.

Wie aus Figur 8 zu entnehmen, gliedert sich das Verfahren in drei Abschnitte, das Anfahren von 0 bis
etwa 980 s, den kontinuierlichen Betrieb von etwa 980 s bis etwa 4580 s und das Abfahren ab etwa
4580 s.

Der kontinuierliche Betrieb ist nur fiir eine beispielhafte Zeitspanne dargestellt und selbstversténdlich
auch deutlich langer mdglich; beispielweise kann ein kontinuierlicher Betrieb Giber mehrere Stunden

oder auch langer durchgefiihrt werden.

In Figur 8 sind der Soll-Leitfahigkeitsbereich fiir die schwere Phase (in Figur 8 als ,Soll-Leitfahigkeit*
angegeben), oben in Figur 8, und der Soll-Leitfahigkeitsbereich fiir die leichte Phase (in Figur 8 als
»S0lI-Leitfahigkeit* angegeben), unten in Figur 8, jeweils als Bereich mit gestrichelter Ober- und Unter-
grenze angegeben. In den Sollwert-Bereichen fiir die jeweiligen elektrischen Leitfdhigkeiten liegt die
entsprechende Phase vor. Ein Verlassen der Sollwert-Bereiche bedeutet, dass die Sonde nicht mehr
in die entsprechende Phase eintaucht. Wenn der Leitfahigkeits-Sollwert-Bereich verlassen wird, muss
daher nachjustiert werden. Dies erfolgt durch das in Figur 2 gezeigte Tauchrohr 180 mit einer Offnung

182 und mit Uberrohr 183. In Beispiel 2 dient das Tauchrohr dazu, schwere Phase abzufiihren.

Nachdem die passenden Massenstrome eingestellt sind, wird die Zuleitung an den Abscheider ange-
schlossen und das Anfahren des Verfahrens beginnt (0 bis etwa 980 s). Nach 4 Minuten detektiert die
erste Leitfahigkeitssonde zum ersten Mal leichte Phase (in Kurve K1 der erste Anstieg der elektri-
schen Leitfahigkeit), welche nach ungeféhr 6 Minuten die zweite Sonde erreicht (in Kurve K2 der erste
Anstieg der elektrischen Leitfahigkeit). Ab 7,5 Minuten beginnt der Leitfahigkeitsmesswert der ersten
Sonde auf das Maximum von etwa 62 mS/cm bei 15 Minuten zu steigen (Kurve K1). Nach 9 Minuten
wird zum ersten Mal leichte Phase oben am Auslauf abgelassen. Nach 13,5 Minuten kommt das

Tauchrohr zum ersten Mal zum Einsatz und wird heruntergefahren, um die sich aufstauende schwere
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Phase abzuziehen. Das Tauchrohr fungiert in Beispiel 2 daher als eine Art Uberlaufventil, das dazu

dient, die schwere Phase gezielt abzulassen.

Das Herunterfahren des Tauchrohrs wird in Figur 8 durch ein Sternchen représentiert und das Hoch-
fahren des Tauchrohrs durch ein Sternchen im Kreis symbolisiert. Genauer gesagt wird hier die Off-
nung des Innenrohrs herauf- und herunterbewegt. Das Hoch- und Herunterfahren des Tauchrohrs
wird in beiden Kurven K1 und K2 jeweils gleichzeitig angegeben, da sich dies in unterschiedlichem
MaRe auf beide Kurven auswirken kann. Das Tauchrohr wird daher in den beiden Kurven K1 und K2
nicht unterschiedlich bewegt, sondern eine Auf- oder Ab-Bewegung des Tauchrohrs wird gleichzeitig

in beiden Kurven K1 und K2 angegeben.

Das Tauchrohr wurde nach 18 Minuten hochgefahren, um die Verdnderung der Leitfahigkeit in den
beiden Kurven K1 und K2 festzustellen. D.h. das Tauchrohr wird so weit hochgefahren, bis es keine
Flussigkeit mehr entnehmen kann. Dabei wurde gefunden, dass sich der Leitfédhigkeitsmesswert der
zweiten Sonde (Kurve K2) deutlich erhdht, wahrend die erste Sonde (Kurve K1) kaum eine Veréande-
rung misst. Dies bestatigt, dass die erste Sonde im kontinuierlichen Betrieb direkt in der schweren

Phase h&ngt und die Leitfahigkeit dieser wiedergibt.

Beispiel 3:

Verlauf einer kontinuierlichen Extraktion in einem Abscheider in einem wassrigen Zwei-Phasen-
Citratsystem

In Beispiel 3 wird ein Verlauf einer kontinuierlichen Extraktion in einem Abscheider in einem wéssrigen
Zwei-Phasen-Citratsystem beschrieben und die gemessenen elektrischen Leitfahigkeiten von zwei
Sonden in Figur 9a und Figur 9b dargestellt.

Das wassrige Zwei-Phasen-Citrat-System ist wie folgt aufgebaut:

Tabelle 2: Massenanteile wassriges Zwei-Phasen-Citrat-System

Substanz Anteil
[Gew.-%]
Wasser 28,06
Puffer (35 Gew.-% Citrat, pH 6.0) 50,67
PEG400-L3sung 21,27

In Figur 9a sind die elektrischen Leitfahigkeiten in [mS/cm] der schweren Phase uber die Zeit [s] auf-
getragen, die die erste Sonde (z.B. Sonde 160.1 in Figur 2) misst. In Figur 9b sind die elektrischen
Leitfahigkeiten in [mS/cm] der leichten Phase iiber die Zeit [s] aufgetragen, die die zweite Sonde (z.B.
Sonde 160.2 in Figur 2) misst.
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In Figur 9a sind die elektrischen Leitfahigkeits-Messwerte der ersten Sonde, die in der schweren Pha-
se gemessen werden, wahrend des Anfahrens und auch wahrend des kontinuierlichen Betriebs da-
nach dargestellt. In Figur 9a ist wieder eine Hillkurve dargestellt, umfassend die oberen und unteren
Grenzen der Mittelwerte mit den jeweiligen Standardabweichungen. Die Mittelwerte und Standardab-

weichungen reprasentieren mindestens Duplikate.

Die Messkurve in Figur 9a, die den Verlauf der aufgenommenen Leitfahigkeitsmesswerte der ersten
Sonde dargestellt, die die schwere Phase detektieren soll, kann wieder in die Abschnitte |, Il und Il
unterteilt werden. Im Abschnitt | von etwa 0 bis etwa 110 s wird von der ersten Sonde zun&chst die
leichte Phase detektiert. Mit zunehmendem Volumen des im Abscheider befiiliten Zwei-Phasen-
Systems taucht die Sonde dann in Abschnitt Il in der Kurve zwischen etwa 110s und etwa 300 s zu-
nehmend in die schwere Phase ein, d.h. die Werte fiir die elektrische Leitfahigkeit nehmen stetig zu.

In Abschnitt Ill der Kurve ab etwa 300 s wird von der ersten Sonde dann die schwere Phase detektiert.

Sobald in Figur 9a der Flussigkeitsspiegel die Sonde erreicht, steigt der Wert der elektrischen Leitfa-
higkeit daher plétzlich auf 8 mS/cm an. Zu diesem Zeitpunkt wird zum ersten Mal die elektrische Leit-
fahigkeit der leichten Phase detektiert (Abschnitt | in Figur 9a). Im weiteren Verlauf steigt der Wert erst
schwécher und dann nahezu linear auf knapp unter 35 mS/cm und dann bis auf 45 mS/cm an. Zu
diesem Zeitpunkt wird zum ersten Mal reine schwere Phase detektiert (Abschnitt Il in Figur 9a). Dieser
Wert fiir die elektrische Leitfahigkeit bleibt liber die weitere Versuchsdauer nahezu konstant, da die
erste Sonde immer die schwere Phase detektiert und diese in den Versuchen auch nicht absinkt (Ab-
schnitt [l in Figur 9a). Um zu gewéhrleisten, dass die schwere Phase nicht zu weit ansteigt oder ab-
sinkt, wird ein verwendetes Tauchrohr mit einer Offnung in Abhingigkeit von den aufgenommenen

elektrischen Leitfahigkeiten gegebenenfalls eingesetzt und nachjustiert.

Wenn sich das Zielprodukt in der leichten Phase befindet, ist es zweckmé&Rig, wenn am Ende des
kontinuierlichen Betriebes, beim sogenannten Abfahren, das Tauchrohr wieder hochgefahren wird
(das Tauchrohr aufhért, schwere Phase zu entnehmen), damit sich schwere Phase ansammelt und
dadurch mdglichst viel leichte Phase und damit Produkt aus dem Abscheider verdréngt. Dies ist bei-
spielweise auch in Figur 8 bei etwa 4580 s dargestellt, wo das Tauchrohr hochgefahren wird. Dieses
Vorgehen, anhand von Verdrangung der leichten Phase durch zusétzliche schwere Phase die Aus-
beute an leichter Phase zu erh6hen, wird oben bei Figur 3 detailliert geschildert.

Das Hoch- und Herunterfahren des Tauchrohrs ersieht man besonders deutlich aus Figur 9b. In Figur
9b ist der Verlauf die elektrischen Leitfédhigkeits-Messwerte der zweiten Sonde (z.B. Sonde 160.2 in
Figur 2), die die leichte Phase detektieren soll, wahrend des Anfahrens und dem nachfolgenden konti-
nuierlichen Betrieb lber die Zeit in [s] aufgetragen. In Figur 9b ist wieder eine Hullkurve dargestellt,
umfassend die oberen und unteren Grenzen der Mittelwerte mit den jeweiligen Standardabweichun-

gen. Die Mittelwerte und Standardabweichungen reprédsentieren mindestens Duplikate.
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Aus der Kurve von Figur 9b sind somit die gemessenen elektrischen Leitfahigkeitswerte der zweiten
Sonde im Laufe der Zeit zu ersehen. Sobald die zweite Leitfahigkeitssonde in die Flissigkeit ein-
taucht, springt der Leitfahigkeitsmesswert auf etwa 8 mS/cm. Zuerst steigt der Messwert langsam an,
sobald eine Leitfahigkeit von 10 mS/cm erreicht ist, steigt der Messwert nahezu linear auf einen Ma-
ximalwert an. Der deutliche Anstieg l&sst sich damit erkldren, dass sobald am oberen Auslass leichte
Phase ausgetreten ist, das Tauchrohr nicht direkt heruntergefahren wurde. Dadurch staut sich die

schwere Phase auf, was die zweite Sonde durch eine Erhdhung des Leitfahigkeitsmesswerts anzeigt.

Zu diesem Zeitpunkt, d.h. bei etwa 300 s wird das Tauchrohr dann heruntergefahren (angegeben
durch das Sternchen in der Kurve). Die elektrische Leitfahigkeit ist zu diesem Zeitpunkt auf etwas tiber
20 mS/cm angestiegen und hat daher den Sollwert-Bereich fir die elektrischen Leitfahigkeitswerte der
leichten Phase von wassrigen Zwei-Phasen-Citratsystemen im Bereich von 5-15 mS/cm verlassen. Mit

anderen Worten, die schwere Phase nédhert sich der zweiten Sonde an.

Das Tauchrohr wird daher heruntergefahren (Sternchen in der Kurve in Figur 9b) und ab diesem Zeit-
punkt fliet durch das Tauchrohr schwere Phase ab, wodurch die schwere Phase im Abscheider ab-
nimmt. Gleichzeitig sinkt auch die leichte Phase ab, so dass sich die zweite Sonde wieder in reiner
leichter Phase befindet. Dies zeigt sich in Figur 9b durch das Absinken der elektrischen Leitfahig-
keitswerte auf etwa 10 mS/cm. Sobald die obere leichte Phase die zweite Sonde wieder erreicht hat,
wird eine nahezu konstante elektrische Leitfédhigkeit gemessen, welche zeigt, dass die leichte Phase
am Ort der Sondenmessung nahezu konstant vorliegt. Bei einem Messwert von etwa 10 mS/cm detek-

tiert die zweite Sonde hier daher reine, leichte Phase.

Das Tauchrohr in der Ausfiihrungsform mit Uberrohr, dessen Offnung im Innenrohr vorliegt, kann da-
bei wie ein Uberlaufventil betrieben werden, wie dies beispielweise in den Figuren 2 und 3 beschrei-
ben wird. Die Flussigkeit lasst man hierbei durch Schwerkraft abflieBen. Alternativ kann das Tauchrohr
mit seiner Offnung aber auch die schwere Phase absaugen, wie in Figur 4 erldutert. Die eigentliche
Verfahrensweise wird hierdurch nicht verandert.

Nachdem, wie in Figur 9b gezeigt, der stationédre Zustand eine relativ kurze Zeit bei etwa 10 mS/cm
gehalten wurde, nur um den kontinuierlichen Betrieb darzustellen, beginnt das Abfahren. Selbstver-
standlich kénnte der kontinuierliche Betrieb sehr viel l1&dnger auftrechterhalten werden, beispielweise
mehrere Stunden oder noch langer. Dies wiirde jedoch an den zur Verfiigung stehenden Informatio-

nen und deren Aussagekraft nichts andern.

Zum Abfahren wird das Tauchrohr nach etwa 1000 s hochgefahren (angegeben durch das Sternchen
im Kreis in Figur 9b). Dies bedeutet, dass das Tauchrohr nicht langer in Betrieb ist, so dass sich die
schwere Phase wieder aufstaut. Dadurch steigt der Leitfahigkeitsmesswert wieder an, bis er den Wert
der schweren Phase erreicht hat. Dies zeigt auch die groRen Unterschiede der elektrischen Leitfahig-
keiten der schweren Phase (Citratsystem, schwere Phase: 30-50 mS/cm, s. Tabelle 1) gegeniiber der

leichten Phase (Citratsystem, leichte Phase: 5-15 mS/cm, s. Tabelle 1). Sobald die zweite Messsonde
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den Leitfahigkeitsmesswert der schweren Phase anzeigt, wird der Versuch beendet, da ein weiteres
Ansteigen der schweren Phase nicht mehr detektiert werden kann.

Beispiel 4:
Untersuchung der Stdranfélligkeit des Verfahrens

Bei der Untersuchung der Stéranfalligkeit des Verfahrens soll festgestellt werden, wie zuverlassig das
Verfahren arbeitet und inwiefern durch die Phasendetektion Riickschliisse auf das im Abscheider

eingestellte System im kontinuierlichen Betrieb gezogen werden kdnnen.

Beispiel 4.1:
In Beispiel 4.1 wird anstelle eines Zwei-Phasen-Systems ein einphasiges System in den Abscheider

gegeben. Dieses einphasige System wird auch als Stdérsystem bezeichnet.

Als Ausgangssystem wird ein wassriges Zwei-Phasen-Phosphatsystem verwendet. Das Stdrsystem
wird dadurch hergestellt, dass 50 % weniger Phosphatpuffer eingebracht wird. Dadurch wird das Stor-
system einphasig. In Figur 10 sind die Leitfahigkeitsmesswerte von Beispiel 4.1 dargestellt. Kurve K1
gibt die elektrischen Leitfahigkeitswerte der ersten Sonde an, welche die schwere Phase misst. Kurve

K2 gibt die elektrischen Leitfahigkeitswerte der zweiten Sonde an, welche die leichte Phase misst.

Zunéchst erfolgt in tiblicher Weise das Anfahren mit einem Zwei-Phasen-Phosphatsystem, wie in Bei-
spiel 1 und 2 beschrieben. Nachdem das Anfahren mit dem Phosphatsystem abgeschlossen ist, wird
das Stdrsystem bei (S1.1) in den Abscheider eingebracht. Sobald das einphasige Stérsystem in den
Abscheider gefordert wird, fallt die Leitfahigkeit der Sonde fiir die schwere Phase (Kurve K1) ab. Das
Abfallen der Leitfahigkeit bis auf einen Wert von 60 mS/cm l&sst sich durch die Einstellung des Tauch-
rohrs (nicht gezeigt) erklaren, das hier wieder als Uberlaufventil fungiert. Das Tauchrohr wurde in die-
sem Versuch anschlieBend nicht mehr verstellt und auf einer konstanten Einstellung gehalten, die bei
normalem Zwei-Phasen-Phosphatsystem angewendet wird. Der Leitfahigkeitswert fallt anschlieBend
nahezu linear auf 40 mS/cm ab und senkt sich dann mit geringerer Geschwindigkeit auf 25 mS/cm ab.
Das erneute Einbringen von Storsystem bei (S1.2) in den Abscheider fihrt zu keinen groRen Verdnde-
rungen mehr. Die Leitfdhigkeit der zweiten Sonde, dargestellt in Kurve K2, steigt langsam von 20
mS/cm auf 30 mS/cm an.

Beispiel 4.2:
In Beispiel 4.2 wird der Wassergehalt von schwerer und leichter Phase jeweils variiert. Es wird ein

wassriges Zwei-Phasen-Phosphatsystem im kontinuierlichen Betrieb verwendet.

Die aufgenommenen Werte fiir die Leitfahigkeiten sind in Figur 11 Gber die Zeit in [s] aufgetragen. Es
werden die elektrischen Leitfahigkeiten der schweren Phase mit der ersten Sonde und der leichten
Phase mit der zweiten Sonde gemessen. Es wurden zwei Versuche durchgefiihrt: Im ersten Versuch

mit einem Zwei-Phasen-Phosphatsystem, das einen Wassergehalt von -10 Gew.-% gegeniiber einem
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Zwei-Phasen-Phosphat-System mit korrekter Wassermenge enthélt, und im zweiten Versuch mit ei-
nem Zwei-Phasen-Phosphat-System, das einen Wassergehalt von +10 Gew.-% gegeniiber einem
Zwei-Phasen-Phosphat-System mit korrekter Wassermenge enthélt. In der folgenden Tabelle 3 sind

die verwendeten Mengen angegeben.

Tabelle 3: wassriges Zwei-Phasen-Phosphat-System mit variierender Wassereinwaage

Substanz -10% Wasser +10% Wasser Zwei-Phasen-
[Gew.-%] [Gew.-%] Phosphatsystem mit
korrekter Wassermen-
ge
[Gew.-%]
Wasser 41,9 46,9 44 5
Puffer (40 Gew.-% 41,9 38,3 40,0
Phosphat, pH 6.0)
PEG400-Lésung 16,2 14,8 15,5

Beide Versuche sind in Figur 11 wiedergegeben. Die Beschriftung von Figur 11 ist wie folgt:
Kurve 2.1......schwere Phase mit =10 Gew.-% Wasser;

Kurve 2.2......schwere Phase mit +10 Gew.-% \Wasser;

Kurve 2.3...... leichte Phase mit —10 Gew.-% Wasser;

Kurve 2.4...... leichte Phase mit +10 Gew.-% Wasser.

Der Pfeil in Figur 11 zeigt Luftblasen im System an, die zu Messfehlern fiihren.

Die Formulierung “schwere Phase mit —10 Gew.-% Wasser" bedeutet, dass die elektrische Leitfahig-
keit fur die schwere Phase in der Kurve in Figur 11 gezeigt wird, wobei das verwendete Zwei-Phasen-
Phosphatsystem einen um 10 Gew.-% geringeren Wassergehalt aufweist als ein Ubliches Zwei-

Phasen-Phosphatsystem mit korrektem Wassergehalt.

Die Formulierung “schwere Phase mit +10 Gew.-% Wasser* bedeutet, dass die elektrische Leitfahig-
keit fiir die schwere Phase in der Kurve in Figur 11 gezeigt wird, wobei das verwendete Zwei-Phasen-
Phosphatsystem einen um 10 Gew.-% hdéheren Wassergehalt aufweist als ein tbliches Zwei-Phasen-

Phosphatsystem mit korrektem VWassergehalt.

Beispiel 4.3:
In Beispiel 4.3 wird der Polymergehalt des Polyethylenglykols (PEG) von schwerer und leichter Phase
jeweils variiert. Es wird ein wéassriges Zwei-Phasen-Phosphatsystem verwendet. Es wird im kontinuier-

lichen Betrieb gearbeitet.

Die aufgenommenen Werte fir die Leitfahigkeiten sind in Figur 12 tiber die Zeit in [s] aufgetragen. Es

werden die elektrischen Leitfahigkeiten der schweren Phase mit der ersten Sonde und der leichten
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Phase mit der zweiten Sonde gemessen. Es wurden zwei Versuche durchgefiihrt: Im ersten Versuch
mit einem Zwei-Phasen-Phosphatsystem, das einen Polymergehalt von -10 Gew.-% gegeniiber einem
Zwei-Phasen-Phosphat-System mit korrekter Polymermenge enthélt, und im zweiten Versuch mit
einem Zwei-Phasen-Phosphat-System, das einen Polymergehalt von +10 Gew.-% gegeniiber einem

Zwei-Phasen-Phosphat-System mit korrekter Polymermenge enthéalt.

In der folgenden Tabelle 4 sind die verwendeten Mengen angegeben.

Tabelle 4: wassriges Zwei-Phasen-Phosphat-Systems mit variierender Polymereinwaage

Substanz -10% PEG +10% PEG Zwei-Phasen-
[Gew.-%] [Gew.-%] Phosphatsystem mit
korrekter Polymer-
menge
[Gew.-%]
Wasser 45,0 43,8 44 5
Puffer (40 Gew.-% 40,9 394 40,0
Phosphat, pH 6.0)
PEG400-Lésung 14,1 16,8 15,5

Beide Versuche sind in Figur 12 wiedergegeben. Die Beschriftung von Figur 12 ist wie folgt:
Kurve 3.1......schwere Phase mit + 10 Gew.-% PEG;

Kurve 3.2......schwere Phase mit - 10 Gew.-% PEG;

Kurve 3.3......leichte Phase mit + 10 Gew.-% PEG;

Kurve 3.4......leichte Phase mit - 10 Gew.-% PEG;

Beispiel 4.4:
In Beispiel 4.4 wird das Puffersalz in Form des Phosphatsalzes eines wassrigen Zwei-Phasen-
Phosphatsystems in der schweren und leichten Phase jeweils variiert. Es wird im kontinuierlichen

Betrieb gearbeitet.

Die aufgenommenen Werte fiir die Leitfahigkeiten sind in Figur 13 lber die Zeit in [s] aufgetragen. Es
werden die elektrischen Leitfahigkeiten der schweren Phase mit der ersten Sonde und der leichten
Phase mit der zweiten Sonde gemessen. Es wurden zwei Versuche durchgefiihrt: Im ersten Versuch
mit einem Zwei-Phasen-Phosphat-System, das einen Puffersalzgehalt von -10 Gew.-% gegeniiber
einem Zwei-Phasen-Phosphat-System mit korrekter Puffersalzmenge enthélt, und im zweiten Versuch
mit einem Zwei-Phasen-Phosphat-System, das einen Puffersalzgehalt von +10 Gew.-% gegeniber

einem Zwei-Phasen-Phosphat-System mit korrekter Puffermenge enthélt.

In Beispiel 4.4. wird die Trennvorrichtung direkt mit der Stérzusammensetzung befillt. In der folgen-

den Tabelle 5 sind die verwendeten Mengen angegeben.
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Tabelle 5: wassriges Zwei-Phasen-Phosphat-Systems mit variierender Puffersalzeinwaage

Substanz -10% Puffer +10% Puffer Zwei-Phasen-
[Gew.-%] [Gew.-%] Phosphatsystem mit
korrekter Puffersalz-

menge [Gew.-%]

Wasser 46,3 428 44 5
Puffer (40 Gew.-% 37,5 423 40
Phosphat, pH 6.0)

PEG400-Lésung 16,2 14,9 15,5

Beide Versuche sind in Figur 13 wiedergegeben. Die Beschriftung von Figur 13 ist wie folgt:
Kurve 4.1......schwere Phase mit + 10 Gew.-% Phosphatpuffer;

Kurve 4.2......schwere Phase mit - 10 Gew.-% Phosphatpuffer;

Kurve 4.3......leichte Phase mit + 10 Gew.-% Phosphatpuffer;

Kurve 4.4......leichte Phase mit - 10 Gew.-% Phosphatpuffer.

Anhand samtlicher Versuche in den Beispielen 4.1 bis 4.4 und den vier unterschiedlichen wassrigen
Systemen (Variation der Phasenzahl sowie des Gehalts von Wasser, von Puffer und von Polymer),
dargestellt in den Figuren 10, 11, 12 und 13, lassen sich mit dem Messprinzip anhand des Leitfahig-
keitsprofils selbst geringe Abweichungen vom Soll-Zustand erkennen. Auch tber ldngere Prozesszei-
ten (>3 Stunden) ist die Messung zuverldssig (wie nachfolgend auch noch belegt werden wird) und
ermdglicht somit eine optimale Effizienz bei der Abtrennung von leichter und schwerer Phase,

wodurch die Ausbeute des Prozesses maximiert wird.

Beispiel 5
Kontinuierliche Extraktion im Abscheider mit Zellkultur zur Reinigung und Anreicherung von Antikor-

pern

Im Nachfolgenden wird anhand von mehreren Beispielen gezeigt, dass sich die elektrischen Leitfahig-
keiten der schweren und leichten Phase bei Anwesenheit von Biopartikeln verdndern und dass die
dabei gebildete Zwischenphase und schwere Phase ebenfalls elektrische Leitféhigkeitswerte aufwei-
sen kénnen, die sich von den zu erwartenden Leitfahigkeiten unterscheiden. Die Zwischenphase stellt
dabei eine Mischung aus schwerer Phase in dispergierter Form zusammen mit Zellen dar. Sowohl die
Zwischenphase als auch die schwere Phase kdnnen zum Teil eine deutlich reduzierte elektrische
Leitfahigkeit aufweisen, als zu erwarten wére, was auf die Anwesenheit von Zellen und anderen leitfa-

higkeitssenkenden Biopartikeln zuriickgefiihrt wird.

In Beispiel 5 wird gezeigt, wie die Detektion der elektrischen Leitfahigkeit verwendet wird, um das
Zielprodukt in der Zielphase (in diesem Beispiel die leichte Phase) von der Gegenphase (in diesem

Beispiel die schwere Phase) und der Zwischenphase mit Zellen getrennt werden kénnen.
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Beispiel 5.1
DN50-MaRstab - Citratsystem

In Beispiel 5.1 wird eine kontinuierliche Extraktion gemafl dem Messprinzip des erfindungsgemafien
Verfahrens in einem Abscheider mit Zellkultur beschrieben. Der Versuch dient zur Orientierung und
Veranschaulichung des Messprinzips und wurde im LabormaRstab durchgefiihrt. Es wurde ein Zwei-
Phasen-Citratsystem verwendet, um aus einer Zellkultur das Zielprodukt, hier ein Antikérper, zu reini-
gen und anzureichern. Die Einwaage an phasenbildenden Komponenten und Zellkultur sowie die ein-

gestellten Massenanteile sind in Tabelle 6 zusammengefasst:

Tabelle 6: Einwaage und Massenanteile fiir Beispiel 5.1

Substanz Einwaage Massenanteil Ist Massenanteil Soll
[a] [Gew.-%] [Gew.-%]
Zellkultur 949,78 28,0 28,2
Citrat-Puffer (35 Gew.- 1696,71 50,2 50,5
%, pH 6.0)
PEG 400 736,51 21,8 21,3

Das wassrige Zwei-Phasen-Citratsystem, das wie in Tabelle 6 angegeben aufgebaut ist, wurde bereits
in geeigneter Weise durchmischt, so dass sich die Komponenten der Zellkultur zwischen den Phasen
aufgeteilt haben. Das Zielprodukt sammelt sich in Beispiel 5.1 in der leichten Phase an. Die Mischung
wird dann {iber eine Pumpe mit einem Massenstrom von 28 g/min in einen Abscheider gefordert. Bei
dieser Forderrate dauert es ungefahr 17 Minuten bis die leichte Phase, umfassend das Zielprodukt in
Form von Antikérpern, oben am Auslauf austritt. Die Versuchsiibersicht zu Beispiel 5.1 ist in der fol-

genden Tabelle 7 angegeben.

Tabelle 7: Versuchsiibersicht zu Beispiel 5.1

Massenstrom 28 g/min
Gesamtdauer 120 min
Fllldauer 17 min

LPges 1420 ml = 71 mi

SPges 820 ml + 41 mi
Antikorpergehalt 469g/1£0,14g/l
(Zellkultur)

Die aufgenommenen elektrischen Leitfahigkeiten des Beispiels 5.1 unter Verwendung von zwei Son-
den, eine Sonde fir die schwere Phase (z.B. Sonde 160.1 in Figur 2) und eine Sonde fir die leichte
Phase (z.B. Sonde 160.2 in Figur 2), sind in Figur 14 gegen die Zeit in [s] aufgetragen. Das Verfahren
lasst sich wieder in drei Abschnitte gliedern: dem Anfahren von 0 bis etwa 810 s, dem kontinuierlichen
Betrieb von etwa 810 s bis 4680 s und dem Abfahren ab etwa 4680 s.
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Beim Anfahren ist der typische Verlauf erkennbar. Die erste tiefer liegende Sonde, die die schwere
Phase detektieren soll, zeigt als erstes leichte Phase mit einem Wert flir die elektrische Leitfahigkeit
von etwa 8 mS/cm an und steigt dann bis 15 mS/cm nahezu konstant an (Kurve K1). Bei 15 mS/cm ist
ein Knick der Steigung erkennbar. Hier wird die Zwischenphase mit den Zellen detektiert. Die Zwi-
schenphase wird in Figur 14 mit Z bezeichnet und die Pfeile zeigen deren Detektion an. Die zweite
Sonde zeigt einen ahnlichen Verlauf beim Anfahren (Kurve K2). Die elektrische Leitfdhigkeit springt
plotzlich auf 8 mS/cm. Hier wird zum ersten Mal leichte Phase detektiert. Anfanglich steigt die elektri-
sche Leitfahigkeit nicht so stark an, bis sie in einen nahezu linearen Anstieg libergeht. Bei 15 mS/cm
ist erkennbar, dass die Werte fiir die elektrische Leitfahigkeit weniger stark steigen, hier wird die Zwi-
schenphase Z mit den Zellen detektiert. Sobald die zweite Sonde einen Leitfahigkeitswert von
17 mS/cm erreicht, wird das Tauchrohr heruntergefahren (Sternchen in Figur 14) und ein kontinuierli-
cher Prozess eingestellt. Dabei ist ein Unterschied der elektrischen Leitfahigkeiten zwischen den Pha-

sen von 5 mS/cm erkennbar.

Anders als erwartet hat die schwere Phase eine deutlich geringere Leitfahigkeit als erwartet. Dies liegt
wahrscheinlich an den vorhandenen Zellen und anderen leitfahigkeitssenkenden Biopartikeln.

Am Ende des kontinuierlichen Betriebs ist ein Absacken der elektrischen Leitfahigkeiten erkennbar.
Dies hdngt damit zusammen, dass hier das Tauchrohr tiefer eingestellt wird (Nachjustieren des
Tauchrohrs), wodurch mehr schwere Phase aufgrund des hdheren hydrostatischen Drucks abgezo-
gen wird. Dadurch sollte die Reaktion des Systems getestet und die elektrischen Leitfahigkeiten er-
fasst werden. Die Werte fur die elektrische Leitfahigkeit sinken mit Herunterfahren des Tauchrohrs
(Sternchen in Figur 14) direkt ab: Dabei fallt der Messwert der zweiten Sonde (Kurve K2) bis auf den
der kontinuierlichen leichten Phase, in Figur 14 als LP bezeichnet, ab. Die detektierte elektrische Leit-
fahigkeit der ersten Sonde sinkt im gleichen MaRe ab; allerdings ist der Unterschied nicht so gro3 wie
bei der zweiten Sonde. Der niedrigste Wert fir die elektrische Leitfahigkeit liegt bei 15 mS/cm, hier
wird gerade noch die Zwischenphase Z mit den Zellen erfasst. Das Tauchrohr wird dann vollstandig
hochgefahren (Sternchen im Kreis in Figur 14), um zu verhindern, dass die Zwischenphase durch ein
weiteres Absinken der schweren Phase nicht mehr detektiert werden kann. Das Abfahren beginnt
daher mit dem vollstdndigen Hochfahren des Tauchrohrs bei etwa 4680s (Sternchen im Kreis in Figur
14), wodurch die Messwerte fiir die elektrische Leitfahigkeit schnell ansteigen. Bei etwa 15 mS/cm ist
bei der zweiten Sonde (Kurve K2) wieder ein Knick erkennbar. Hier wird wieder die Zwischenphase Z
mit Zellen detektiert; dies wird in Figur 14 mit Pfeilen zu Z (Z bedeutet Zwischenphase) angegeben.
Anders als erwartet liegen die Werte fiir die elektrische Leitfahigkeit der Zwischenphase mit Zellen
nicht im Bereich von 30-40 mS/cm. Dies wird auf die Anwesenheit von Zellen und anderen leitfahig-
keitssenkenden Biopartikeln zuriickgefiihrt. Die Werte fiir die elektrische Leitfahigkeit steigen dann bis
auf Uber 20 mS/cm. Die elektrischen Leitfahigkeiten der beiden Sonden n&hern sich schlieBlich

schnell demselben Wert an.

Sobald das Tauchrohr bei etwa 4200 s heruntergefahren wurde (siehe Sternchen in Figur 14), sinkt

der Leitfahigkeitsmesswert der zweiten Sonde (Kurve K2) sofort auf die elektrische Leitfahigkeit der
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reinen leichten Phase (5 bis 15 mS/cm) ab. Die elektrische Leitfahigkeit kann somit dazu dienen, die
Zwischenphase in diesem System zu lokalisieren. Die erste Sonde hat im kontinuierlichen Betrieb
zwar keine reine schwere Phase detektiert, deren elektrische Leitfahigkeit im Bereich von 30 bis 50
mS/cm liegen sollte, dennoch lasst sich mithilfe der elektrischen Leitfahigkeitswerte des Anfahrens
bestimmen, welcher Messwert fiir die elektrische Leitfahigkeit zur Zwischenphase gehdort. Der Leitfa-
higkeitsmesswert der Zwischenphase Z kann im ersten Plateau nach Detektion der leichten Phase LP
erfasst werden. In der Zwischenphase, die hier in die schwere Phase libergeht, liegt ein Leitfahig-
keitsgradient vor, wodurch der Beginn der Zwischenphase mithilfe des erfassten elektrischen Leitfa-

higkeitswertes gut abgeschéatzt werden kann.

In Figur 15 ist die Zellzahl in [105 Zellen/mL] der in Beispiel 5.1 eingesetzten Zellkultur sowie die Zell-
zahl der wahrend des Verfahrens gewonnenen leichten Phase (Kurve K2), die das Zielprodukt enthélt,
dargestellt. Es ist zu erkennen, dass in der erhaltenen leichten Phase jederzeit konstant weniger Zel-
len enthalten sind als in der Zellkultur. Die reduzierte Zellzahl kann auch in der nach der Extraktion
gewonnen leichten Phase beobachtet werden (Leichte Phase Pool in Figur 15).

Somit kann anhand von Beispiel 5.1 gezeigt werden, dass die Produktphase (leichte Phase) mithilfe
der Messung der elektrischen Leitfahigkeiten eindeutig identifiziert und konstant tiber die kontinuierli-

che Extraktion von den anderen Phasen getrennt werden kann.

Die Antikorper liegen in der in Beispiel 5.1. abgetrennten leichten Phase angereichert und in gereinig-

ter Form vor. Es konnten dabei die Zellen mit 1.4 log-Stufen abgereichert werden.

Beispiel 5.2
DN50-Malstab — wéssriges Zwei-Phasen-Phosphatsystem
- Referenzbeispiel -

In Beispiel 5.2 wird eine kontinuierliche Extraktion gemal dem Messprinzip des vorliegenden Verfah-
rens in einem Abscheider unter Verwendung einer Zellkultur beschrieben. Der Versuch dient nur zur
Orientierung und Veranschaulichung des Messprinzips und wurde im Labormafstab durchgefiihrt. Es
wurde ein Zwei-Phasen-Phosphatsystem verwendet, um aus einer Zellkultur das Zielprodukt, hier
Antikdrper, zu reinigen und anzureichern. Die Einwaage an phasenbildenden Komponenten und Zell-

kultur sowie die eingestellten Massenanteile sind in Tabelle 8 zusammengefasst:

Tabelle 8: Einwaage und Massenanteile

Substanz Einwaage [g] Massenanteil [Gew.-%]
Zellkultur 970 455
Phosphat-Puffer (40 Gew. %, 833,03 39,0
pH 6.0)
PEG 400 330,29 15,5
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Das wéssrige Zwei-Phasen-Phosphatsystem, das wie in Tabelle 8 angegeben aufgebaut ist, wurde
bereits in geeigneter Weise in einem statischen Mischer durchmischt, so dass sich die Komponenten
der Zellkultur zwischen den Phasen aufteilen. Das Zielprodukt, hier: Antikdrper, sammelt sich in Bei-
spiel 5.2 in der leichten Phase an. Die Mischung wird dann iiber eine Pumpe mit einem Gesamtmas-
senstrom von 50,7 g/min in einen Abscheider gefordert. Die Edukte werden in Becherglésern vorge-
legt und mit Zahnradpumpen in die statischen Mischer und dann in den Abscheider gefoérdert. Die

leichte und die schwere Phase werden aufgefangen.

Eine Versuchsiibersicht zu Beispiel 5.2 ist in der folgenden Tabelle 9 angegeben.

Tabelle 9: Versuchsiibersicht zu Beispiel 5.2

Massenstrom 50,7 g/min
Gesamtdauer 58 min
Filldauer 10 min

LPges 1010 ml £ 50,5 ml

SPges 700 ml = 35 ml
Antikorpergehalt 3,19/1£0,4 g/l (Zell-
kultur)

Die aufgenommenen elektrischen Leitfahigkeiten des Beispiels 5.2 unter Verwendung von zwei Son-
den, eine Sonde fir die schwere Phase (z.B. Sonde 160.1 in Figur 2) und eine Sonde fir die leichte

Phase (z.B. Sonde 160.1 in Figur 2), sind in Figur 16 gegen die Zeit in [s] aufgetragen.

In Figur 16 zeigt Kurve K1 die Messwerte fiir die elektrische Leitfahigkeit der ersten Sonde, die die
schwere Phase detektieren soll und Kurve K2 die Messwerte fir die elektrische Leitfahigkeit der zwei-
ten Sonde, die die leichte Phase detektieren soll. Die Messwerte der elektrischen Leitfahigkeit der
ersten Sonde in Kurve K1 steigt wahrend des Anfahrens von 0 mS/cm auf 16 mS/cm schnell an. Die
Leitfahigkeitskurven der beiden Sonden schneiden sich bei 19 mS/cm. Danach steigt der Messwert fiir
die elektrische Leitfahigkeit der ersten Sonde in Kurve K1 nahezu linear auf einen Wert von 65 mS/cm
an. Hier flacht die Kurve ab. Das Tauchrohr wird heruntergefahren (Sternchen in der Kurve K1 in Figur
16), entnimmt dann kontinuierlich schwere Phase und ein kontinuierliches Verfahren wird hierdurch
eingestellt. Der Leitfahigkeitsmesswert der ersten Sonde schwankt fiir die schwere Phase zwischen

63,2 mS/cm und 69,3 mS/cm. Dies stellt den kontinuierlichen Betrieb des Verfahrens dar.

Zum Abfahren der kontinuierlichen Extraktion wird das Tauchrohr hochgefahren (Sternchen im Kreis
in Kurve K1 in Figur 16) und hort damit auf, schwere Phase zu entnehmen. Die elektrischen Leitféhig-

keitswerte der ersten Sonde n&hern sich hiernach asymptotisch einem Wert von 77 mS/cm.

In der Kurve K2, den von der zweiten Sonde fur die leichte Phase gemessenen elektrischen Leitfahig-
keiten, detektiert die Sonde zu Anfang einen Wert von 17 mS/cm. Dieser steigt dann auf 20 mS/cm.

Dieser Wert wird eine kurze Zeit konstant detektiert und steigt im weiteren Verlauf auf 25 mS/cm an.
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Zu diesem Zeitpunkt wird das Tauchrohr heruntergefahren (Sternchen in der Kurve K2 in Figur 16)
und das Tauchrohr beginnt die schwere Phase zu entnehmen. Dies kann durch Schwerkraft erfolgen,
wobei die im Tauchrohr, d.h. im Innenrohr vorhandene Offnung in eine Position gebracht wird, so dass
die schwere Phase abflieRt. Das Tauchrohr arbeitet dann wie ein Uberlaufventil. GemaR einer ande-
ren Ausfiihrungsform des Tauchrohrs kann die schwere Phase auch durch das Tauchrohr abgesaugt
werden. Beide Alternativen sind gleichermaBen geeignet und einsetzbar, um die schwere Phase zu
entfernen.

Der Einsatz des Tauchrohrs ist am Absinken der elektrischen Leitfédhigkeiten in Kurve K2 erkennbar.
Die gemessenen elektrischen Leitfahigkeiten durch die zweite Sonde sinken im gesamten kontinuierli-
chen Betrieb nahezu stetig ab, bis am Ende ein Wert von 22 mS/cm erreicht wird. Die elektrische Leit-
fahigkeit steigt dann auf knapp 25 mS/cm an.

Im Anschluss wird das Tauchrohr hochgefahren (Sternchen im Kreis in Kurve K2 in Figur 16) und hort
daher auf, schwere Phase zu entnehmen; die gemessenen Leitfdhigkeiten der zweiten Sonde steigen
daraufhin nahezu linear an (Kurve K2), bis der Messwert der ersten Sonde erreicht wird (Kurve K1).

Eine Analyse der schweren und leichten Phase zeigt, dass die Aufteilung von Zielprodukt in die leichte
Phase und Verunreinigungen, insbesondere Zellen, in die schwere Phase und/oder Zwischenphase
nicht stattgefunden hat. Auch an der deutlichen Triibung der leichten Phase lasst sich erkennen, dass
in diesem System die Zellernte nicht funktioniert hat und die Zellen in der leichten Phase verharren.
Die leichte Phase ist eine disperse Phase und sollte eigentlich klarer sein. Demgegeniiber setzt sich
die schwere Phase schneller ab als zu erwarten wére und ist zudem sehr klar. Zwischen den beiden
Phasen ist eine Zwischenphase mit Zellen erkennbar. Die Zellen verharren in der leichten Phase und
kénnen vom Tauchrohr nicht abgezogen werden, da dieses ausgelegt ist, um die schwere Phase zu
entnehmen. Es sind zudem deutliche Schlieren an Zellen im Einlauf des Abscheiders erkennbar. So-
mit ist es zu einer Phaseninversion im System gekommen. Dies wird auf eine unzureichende Durch-
mischung zuriickgefiihrt. Daher wird im erfindungsgemafen Verfahren ein Durchmischen des wassri-
gen Zwei-Phasen-Systems unter Erhalt eines Stoffaustauschs durchgefiihrt, so dass sich das Zielpro-
dukt angereichert hat und im Wesentlichen nur noch in einer der Phasen befindet und zwar in der zu
erwartenden Phase und die Verunreinigungen sich angereichert haben und im Wesentlichen in der
Gegenphase vorliegen.

Die elektrischen Leitfahigkeiten der schweren Phase in Beispiel 5.1. liegen im Bereich der reinen
schweren Phase (ohne Zellen), wie diese in Beispiel 4.2 (Figur 11) in einem der Versuche bei der
Untersuchung der Storanfalligkeit des Verfahrens und Variation des Wassergehalts erhalten wurde.
Diese Leitfahigkeit ist vergleichbar mit der Leitfahigkeit einer zellfreien Phase mit Produkt. Somit ist es
hier nicht zur Ausbildung einer Zwischenphase aus nicht koaleszierter schwerer Phase und Zellen

gekommen. Dieser unerwiinschte Effekt dient hier als Negativbeispiel.
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Es ist in diesem Zusammenhang explizit darauf hinzuweisen, dass Beispiel 5.2. kein erfindungsgema-
Res Beispiel darstellt, da hier keine Durchmischung unter Stoffaustausch, wie in der Lehre des erfin-

dungsgeméaBen Verfahrens angegeben, durchgefiihrt wurde.

Bemerkenswert ist, dass das Messprinzip gemaR dem erfindungsgemafRen Verfahren dennoch funkti-
oniert, d.h. die schwere Phase und die leichte Phase konnten durch ihre elektrischen Leitfahigkeiten
identifiziert und voneinander getrennt werden. Der Fehler liegt hierbei in der mangelnden Durchmi-

schung die ohne weiteres vermieden werden kann.

Beispiel 6.3
DN50-MaRstab — wassriges Zwei-Phasen-Phosphatsystem

Um zu belegen, dass eine ausreichende Durchmischung in Beispiel 5.2. die dort auftretenden Prob-
leme ausrdumt, wurde Beispiel 5.2 wiederholt und die beiden Phasen erneut in den Abscheider iiber-
fiihrt. Der Volumenstrom wird jedoch von 50,7 g/min auf 25 g/min verringert. Dadurch soll die Verweil-
zeit in den statischen Mischern verlangert werden, um eine héhere Durchmischung zu erzeugen. Es
werden 810 ml leichte Phase und 310 ml schwere Phase in den Abscheider geférdert. Fur die Ein-
waage an phasenbildenden Komponenten und Zellkultur sowie die eingestellten Massenanteile wird
auf Tabelle 8 verwiesen. Eine Versuchsiibersicht zu Beispiel 5.3 ist in der folgenden Tabelle 10 ange-

geben.

Tabelle 10: Versuchsiibersicht zu Beispiel 5.3

Massenstrom 25 g/min
Gesamtdauer 52 min
Falldauer 20 min
Leichte Phase 715 ml
Schwere Phase 210 ml
Antikdrpergehalt 4,8 g/l (Zellkultur)

Die aufgenommenen elektrischen Leitfahigkeiten des Beispiels 5.3 unter Verwendung von zwei Son-
den, eine Sonde fiir die schwere Phase (z.B. Sonde 160.1 in Figur 2) und eine Sonde fiir die leichte

Phase (z.B. Sonde 160.2 in Figur 2), sind in Figur 17 gegen die Zeit in [s] aufgetragen.

Wie in Figur 17 und den gemessenen Kurven K1 und K2 zu ersehen, sind durch den niedriger einge-
stellten Massenstrom die Verldufe der Leitfahigkeitsmesswerte flacher, jedoch lassen sich alle charak-

teristischen Merkmale erkennen.

Aus Figur 17 erkennt man, dass die Werte fiir die elektrische Leitfahigkeit der ersten Sonde in Kurve
K1 unvermittelt von 0 mS/cm auf 13 mS/cm ansteigt. Die elektrische Leitfahigkeit steigt dann auf 16-
17 mS/cm und wird sodann konstant detektiert. Die zweite Sonde (Kurve K2) zeigt den gleichen

Messwert wie die erste Sonde an, allerdings etwas zeitverzégert. Nachdem beide Sonden die leichte
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Phase detektiert haben, steigt der Messwert fiir die elektrische Leitfahigkeit der ersten Sonde an (Kur-
ve K1) und erreicht sein Maximum bei 50 mS/cm, wobei ab einem Messwert von 43 mS/cm ein erster
asymptotischer Verlauf erkennbar ist. Die erste Sonde detektiert daher ab etwa 40 mS/cm eigentlich
die Zwischenphase (im vorliegenden Fall schwere Phase mit Zellen) mit einer elektrischen Leitfahig-
keit im Bereich von 40-50 mS/cm. Da keine schwere Phase bei 60-80 mS/cm gemessen wurde, wird
angenommen, dass die gesamte schwere Phase quasi in die Zwischenphase {ibergegangen ist bzw.
dass die Leitfahigkeits-Sonde nur noch Zwischenphase misst. Die Zwischenphase entspricht in die-

sem Beispiel daher der schweren Phase.

Der Messwert fiir die elektrische Leitfahigkeit der zweiten Sonde (Kurve K2) bleibt langer auf dem
konstanten Wert von 15 bis 16 mS/cm und steigt dann sehr langsam auf ungefahr 24,5 mS/cm an. Zu
diesem Zeitpunkt wird das Tauchrohr kurz heruntergefahren (Sternchen in Kurve K1 und K2 in Figur
17) und wieder hochgefahren (Sternchen im Kreis in Kurve K1 und K2 in Figur 17). Aus diesem Grund

verlaufen in diesem Fall die Anfahr- und die Abfahrkurve deutlich unterschiedlicher.

SchlieBlich steigen beide Messwerte auf 50 mS/cm an. Sobald die zweite Messsonde den gleichen

Wert wie die erste anzeigt, wird der Versuch beendet und die Pumpen werden abgestellt.

In der folgenden Tabelle 11 sind die elektrischen Leitfahigkeitsmesswerte fir die Beispiele 5.2 und 5.3

angegeben:

Tabelle 11: Elektrische Leitfahgkeiten fiir Beispiel 5.2 und 5.3
Leitfahigkeit
[mS/cm]

Probe

Referenzbeispiel 5.2

(unzureichende Durchmischung)

Leichte Phase Start 20-30
Leichte Phase Minute 15 20-30
Leichte Phase

Minute 30 2030
Leichte Phase Pool* 20-30
Schwere Phase Pool* 60-70

Beispiel 5.3
(ausreichende Durchmischung)

Schwere Phase 40-50
Leichte Phase Start 20-25
Leichte Phase Minute 30 20-25

*Pool bedeutet die nach der Extraktion erhaltene Phase
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Der kontinuierliche Betrieb wurde hier nur sehr kurz durchgefiihrt, um das Messprinzip aufzuzeigen.
Dieser kann selbstverstandlich auch deutlich langer, z.B. mehrere Stunden oder auch noch langer

durchgefiihrt werden.

In Figur 18 ist die Zellzahl in [1 o° Zellen/mL] der in Referenzbeispiel 5.2 und Beispiel 5.3 eingesetzten
Zellkultur (11,1*10° Zellen/ml) sowie die Zellzahl der wihrend des Verfahrens gewonnenen leichten

Phase, die das Zielprodukt enthalten soll, in einem Balkendiagramm dargestelit.

Die leichte Phase von Referenzbeispiel 5.2. zeigt in Figur 18 keine Abreicherung von Zellen (linke
Seite von Figur 18). Die elektrische Leitfahigkeit der in Referenzbeispiel 5.2 gewonnenen schweren
Phase lasst diese unzureichende Abtrennung durch den Leitfahigkeitswert von 60-70 mS/cm erken-
nen, da dieser der reinen schweren Phase ohne Zellen entspricht. ,Pool“ in Figur 18 bezeichnet die

nach der Extraktion erhaltene Phase.

Bei Beispiel 5.3 auf der rechten Seite von Figur 18 ist zu erkennen, dass in der leichten Phase, in der
das Produkt vorliegt, zu jedem Zeitpunkt wahrend des Extraktionsverfahrens konstant weniger Zellen
enthalten sind als in der Zellkultur. Die reduzierte Zellzahl kann auch in der gesamten leichten Phase
nach erfolgter Extraktion beobachtet werden. Die erfolgreiche Abtrennung der Zellen kann wieder aus
der elektrischen Leitfahigkeit der schweren Phase ersehen werden. Diese weist mit einem Leitfahig-
keitsbereich von 40-50 mS/cm eine deutlich reduzierte elektrische Leitfahigkeit auf, was auf die Anwe-

senheit von Zellen und anderer Leitfahigkeitssenkender Biopartikel schlieBen I&sst.

Eine Analyse zeigt, dass die Antikérper in der abgetrennten leichten Phase von Beispiel 5.3 angerei-
chert und in gereinigter Form vorliegen. Das erfindungsgemée Verfahren erméglicht daher, die Pro-
duktphase (leichte Phase) mithilfe der Leitfahigkeitsmessung/Phasengrenzstandssteuerung konstant

Uiber die kontinuierliche Extraktion von der schweren Phase zu trennen.

Durch die Verringerung des Volumenstroms konnte die Zellernte mit dem Phosphatsystem erfolgreich
durchgefiihrt werden. Somit wurde bestétigt, dass es durch die geringe Durchmischung des Systems
im Anfahrbereich zu einer Phaseninversion des Systems in Beispiel 5.2 (Referenzbeispiel) kam, die in
Beispiel 5.3. (erfindungsgemafRes Beispiel) mit einer Durchmischung mit ausreichendem Stoffaus-

tausch vermieden werden konnte.

Beispiel 5.4
DN150-MaRstab — wassriges Zwei-Phasen-Phosphatsystem

Beispiel 5.4 zeigt wie die automatisierte Einstellung der Hohe bzw. Eintauchtiefe des Tauchrohrs in
Abhangigkeit von den ermittelten Leitfahigkeitswerten fiir 2 Sonden durchgefiihrt wird. Es wird ein

wassriges Zwei-Phasen-Phosphatsystem im kontinuierlichen Betrieb eingesetzt.
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Im gezeigten Beispiel befindet sich das Zielprodukt in der leichten Phase und das Tauchrohr in der
Ausfithrungsform mit Uberrohr, das bis in die schwere Phase reicht, soll schwere Phase und Zwi-

schenphase aus dem Abscheider entnehmen.

In Figur 19 sind fiir einen Extraktionsprozess die beiden elektrischen Leitfahigkeitsprofile der beiden
Sonden (Figur 19A) und die automatisierte Hoheneinstellung fiir ein Tauchrohr (Figur 19B) dargestellit.
Kurve K1 in Figur 19A gibt die elektrischen Leitfahigkeiten, die von der ersten Sonde in der schweren
Phase gemessen werden, und Kurve K2 in Figur 19A gibt die elektrischen Leitfahigkeiten, die von der
zweiten Sonde in der leichten Phase gemessen werden, an. Figur 19A und 19B sind jeweils gegen die

Verfahrenszeit in [min] aufgetragen.

Figur 19B zeigt das Herunterfahren und Herauffahren des Tauchrohrs anhand der Position der Off-
nung im Tauchrohr, das als Uberlaufventil fungiert. Die Héhenangaben in Figur 19B reprdsentieren
daher die Position des Uberlaufventils, bei der Hohe der Offnung, wo die Flussigkeit abflieRt. Zu Be-
ginn befindet sich das Tauchrohr bei der H6he 0 cm in seiner Ausgangstellung (entlang der x-Achse in
Figur 19B). Das Tauchrohr befindet sich daher im hochgefahrenen Zustand und entnimmt keine Pha-
se aus der Trennvorrichtung. Nach etwa 27 min wird das Tauchrohr dann auf etwa 1,5 cm herunterge-
fahren und dann bei etwa 32 min wieder in die Ausgangsstellung (Hohe 0 cm) hochgefahren. Wie zu
erkennen ist, gleicht die gezeigte automatisierte Regelung die Abweichung des Messwerts der elektri-
schen Leitfahigkeit vom Sollwert durch ein Verstellen der Tauchrohrposition, d.h. der Position der Off-

nung im Tauchrohr, aus.

Die leichte Phase, reprasentiert durch die elektrischen Leitfahigkeitswerte von Kurve K2, weist liber
den gesamten Versuch die in diesem System typische Leitfahigkeit von 20-30 mS/cm auf. Zu Beginn
des Versuchs misst die erste Sonde in Kurve K1 zunéchst die elektrischen Leitfahigkeitswerte fiir die
leichte Phase, da der Abscheider befiillt wird (bis etwa 25 min). Sobald der Abscheider vollstandig mit
System gefiillt ist, misst die erste Sonde (Kurve K1) die elektrischen Leitfahigkeitswerte der reinen
schweren Phase (60-80 mS/cm). Das Tauchrohr wird heruntergefahren, um schwere Phase solange
abzulassen, bis die Zwischenphase (im vorliegenden Fall hauptséchlich schwere Phase mit Zellen) mit
einer niedrigeren elektrischen Leitfahigkeit im Bereich von 40-50 mS/cm detektiert wird. Die automati-
sche Einstellung der Hohe bzw. Eintauchtiefe des Tauchrohrs regelt daher gezielt die Position der
Zwischenphase im Abscheider herunter. Wenn keine Zwischenphase vorliegen sollte, wird hierdurch
die Phasengrenzflache zwischen schwerer und leichter Phase entsprechend im Abscheider abge-

senkt.

Etwa ab 50 min kommt es bei der Extraktion in Kurve K1 zur charakteristischen Abwechslung von
detektierter schwerer Phase (Ausschlag von Kurve K1 in Figur 19A nach oben) und Detektion der
Zwischenphase (Ausschlag von Kurve K1 in Figur 19A nach unten). Dies héngt damit zusammen,
dass kontinuierlich gearbeitet wird, und daher standig zu trennendes wéssriges Zwei-Phasen-System
in den Abscheider geleitet wird. Gleichzeitig wird das Tauchrohr zwischen schwerer Phase und Zwi-

schenphase hin- und herbewegt (Figur 19B), um die schwere Phase und Zwischenphase aus dem
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Abscheider abflieRen zu lassen und zu gewdhrleisten, dass die erste Sonde zwischen schwerer Pha-
se und Zwischenphase bleibt. Hierdurch wird sichergestellt, dass die leichte Phase nicht mit der
schweren Phase verloren geht und dass in regelméafigen Absténden, die sich im Abscheider aufstau-

ende Zwischenphase, durch das Tauchrohr abgelassen wird.

Eine Analyse zeigt, dass die Antikdrper in der abgetrennten leichten Phase angereichert und in gerei-

nigter Form vorliegen.

Beispiel 6
Kontinuierliche Extraktion im Abscheider mit Zellkultur zur Reinigung und Anreicherung von Plasmid-

DNA in einem wassrigen Zwei-Phasen-Citratsystem

In Beispiel 6 werden kontinuierliche Abscheiderversuche mit Zelllysat aus einer E. coli-Fermentation
beschrieben. Das Zelllysat wird Uber eine alkalische Lyse erhalten, die im Anschluss notwendige
Neutralisation erfolgt mit dem fiir die wéssrige Zwei-Phasen-Extraktion (ATPE) ebenfalls notwendigen
Salzpuffer (in diesem Beispiel: Citrat). Vorteilhaft ist, dass damit die fur die APTE notwenige Salzmen-

ge bereits im Lyseschritt vollstdndig zugegeben werden kann.

Im Unterschied zu den zuvor beschriebenen Beispielen 5.1 bis 5.4, ist die Zielkomponente in Beispiel
6 Plasmid-DNA (pDNA) anstatt eines monoklonalen Antikdrpers. Zudem weist dieses System eine
Verteilung der Zielkomponente in die schwere Phase auf, d.h. die Plasmid-DNA ist nach dem Durch-
mischen mit ausreichendem Stoffaustausch in der schweren Phase angereichert, die vom Rest abge-
trennt werden soll. Die Zwischenphase stellt dabei eine Mischung aus nicht koaleszierten Tropfen,
dazwischen gebundenen Ausfdllungen und aufgeschlossener E. coli-Zellen dar. Das eingesetzte
Zwei-Phasen-System verwendet zur Zweiphasenbildung anstelle von Polyethylenglykol mit einer mitt-
leren Molekularmasse von 400 g/mol (PEG400) ein Polyethylenglykol mit einer mittleren Molekular-
masse von 1450 g/mol (PEG1450). Ahnlich wie in den vorhergehenden Beispielen bilden sich eine
polymerreiche, leichte Phase und eine salzreiche, schwere Phase. Ziel- und Nebenkomponenten ver-
teilen sich in diesem Mehrphasensystem so, dass sich das Zielprodukt in der schweren Phase ange-
reichert hat und im Wesentlichen in dieser vorliegt und die unerwiinschten Komponenten sich in der

Zwischen- und leichten Phase angereichert haben und im Wesentlichen in diesen vorliegen.

Somit kann wieder die Detektion der elektrischen Leitfahigkeit verwendet werden, um das Zielprodukt
in der Zielphase (in diesem Beispiel die schwere Phase) von der Gegenphase (in diesem Beispiel die

leichte Phase) und der Zwischenphase mit Zelllysat zu trennen.

Zu der in Beispiel 6 durchgefiihrten kontinuierlichen Extraktion gemaR dem erfindungsgemafen Ver-
fahren wird ein Zwei-Phasen-Citratsystem verwendet, um aus einer Zellkultur das Zielprodukt, hier
Plasmid-DNA, zu reinigen und anzureichern. Die Einwaage an phasenbildenden Komponenten und

Zellkultur sowie die eingestellten Massenanteile sind in Tabelle 12 zusammengefasst:
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Tabelle 12: Einwaage und Massenanteile fiir Beispiel 6
Einwaage Massenanteil Ist
9] [Gew.-%]
Zelllysat 44064 40,8
Citrat-Puffer (35 Gew.-%, pH 27216 252
6.0)
PEG 1450 (60 Gew.-%) 3672 34,0

Das wéssrige Zwei-Phasen-Citratsystem wurde bereits in geeigneter Weise in einem statischen Mi-
scher durchmischt, so dass sich die Komponenten zwischen den Phasen aufteilen. Das Zielprodukt
sammelt sich in Beispiel 6 in der schweren Phase an. Das wassrige Zwei-Phasen-Citratsystem wird
tiber eine Pumpe mit einem Massenstrom von 60 g/min in den Abscheider gefordert. Bei dieser For-

derrate dauert es ungefahr 10 Minuten bis die leichte Phase oben am Auslauf austritt.

Der Versuchsiibersicht zu Beispiel 6 ist in der folgenden Tabelle 13 angegeben.

Tabelle 13: Versuchsiibersicht zu Beispiel 6

Massenstrom 60 g/min
Gesamtdauer 180 min
Fulldauer 10 min
Schwere Phase 2300 ml
Leichte Phase 7100 ml
pDNA-Gehalt 2,43 mg/g WCP

Die gemessenen elektrischen Leitfahigkeiten von Beispiel 6 sind in Figur 20 gegen die Verfahrenszeit
in [min] aufgetragen. Beim Anfahren der kontinuierlichen Extraktion ist wieder der typische Verlauf
erkennbar. Die erste Sonde (Kurve K1) zeigt als erstes die elektrischen Leitfédhigkeitswerte fir die
leichte Phase mit etwa 5-10 mS/cm an. Die Kurve K1 steigt dann bis etwa 40 mS/cm nahezu konstant
an. Bei etwa 40 mS/cm ist ein Abflachen der Steigung erkennbar. Hier wird die Zwischenphase mit
Biomasse/Zelllysat detektiert. Die zweite Sonde (Kurve K2) zeigt einen ahnlichen Verlauf beim Anfah-
ren. Die elektrische Leitfahigkeit springt plétzlich auf 10 mS/cm. Hier wird zum ersten Mal leichte Pha-
se detektiert. Ab Minute 35 ist erkennbar, dass die Messwerte fiir die elektrische Leitfdhigkeit sich von
denen in den Beispielen 5.1 bis 5.4 unterscheiden. Etwa ab 35 Minuten wird in Kurve K2 die Zwi-
schenphase mit den Zellen detektiert. Sobald die Kurve K2 einen Leitfahigkeitswert von Uber
25 mS/cm erreicht, wird das Tauchrohr heruntergefahren (nicht dargestellt), das wieder als Uberlauf-

ventil eingesetzt wird. Mit dem Tauchrohr wird leichte Phase und Zwischenphase enthommen.

Die elektrische Leitfahigkeit, die an der zweiten Sonde gemessen wird (Kurve K2) beginnt zu sinken,
da durch die Veranderung der Tauchrohr-Position die Position der Zwischenphase im Abscheider
sinkt und so die leichte Phase (ohne Biomasse und schwere Phase-Tropfen) detektiert wird. Im Laufe

des Verfahrens wird diese Regelung der Lage der Zwischenphase (und damit auch die Lage der bei-
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den Phasengrenzflichen zur schweren und leichten Phase) im Abscheider noch zweimal notwendig

(bei Minute 70 und bei Minute 110) (in Figur 20 nicht explizit gezeigt).

Es ist in diesem Zusammenhang darauf hinzuweisen, dass die in Tabelle 1 angegebenen Bereiche fur
die elektrischen Leitfahigkeiten nur zur Orientierung dienen und auch in hiervon abweichenden Berei-
chen, wie im vorliegenden Beispiel, liegen kénnen. So liegt der Sollwert-Bereich fiir die elektrischen
Leitfahigkeiten fur die schwere Phase hier ab etwa 40 mS/cm, fiir die leichte Phase ab etwa 10 mS/cm
und die Zwischenphase ab etwa 25 mS/cm. Dies ist jedoch unproblematisch, da durch eine Analyse
der einzelnen Phase deren Zusammensetzung feststellbar ist. Zudem ist im vorliegenden Beispiel die
Trennung der Phasen in einfacher Weise mdglich, da der Unterschied der elektrischen Leitfahigkeiten
zwischen schwerer Phase einerseits und Zwischenphase und leichter Phase andererseits relativ gro

ist und das Zielprodukt in der schweren Phase vorliegt.

Die Ausbeute des in Beispiel 6 beschriebenen Verfahrens ist in Figur 21 dargestellt und betragt 2,43
mg pDNA/ gwep (nasse Zellmasse; Wet cell paste) und liegt damit in dem fiir pDNA-Prozesse typi-
schen Bereich von 2-3 mg/g. Durch das verwendete wassrige Zwei-Phasen-System (ATPS) kommt es
zu einer erwarteten Erhéhung der Konzentration um den Faktor 3 (Batch-Experiment). Diese durch die
Zwei-Phasen-Extraktion (ATPE) beeinflusste Konzentrationsdnderung konnte im kontinuierlichen Ver-
fahren mit dem verwendeten System ebenfalls erreicht werden. Somit konnte in Beispiel 6 auch ge-
zeigt werden, dass es nicht zu Verlusten von schwerer Zielphase durch die gesteuerte Position der

Zwischenphase im Abscheider kommt.

Beispiel 7
Verlauf einer kontinuierlichen Extraktion in einem Abscheider in einem wassrigen Zwei-Phasen-

Citratsystem unter Verwendung von zwei Pumpen

Es wird analog zu Beispiel 6 vorgegangen, jedoch wird die Position der Zwischenphase tiber zwei
Pumpen gesteuert. Zur Einstellung der Position der Zwischenphase im Abscheider werden wieder die

Leitfahigkeitsprofile eingesetzt.

Es wird daher eine kontinuierliche Extraktion gemal dem erfindungsgemafRen Verfahren unter Ver-
wendung eines Zwei-Phasen-Citratsystems durchgefiihrt, um aus einer Zellkultur das Zielprodukt, hier
Plasmid-DNA, zu reinigen und anzureichern. Das Zielprodukt befindet sich im Wesentlichen in der
schweren Phase. Die Einwaage an phasenbildenden Komponenten und Zellkultur sowie die einge-

stellten Massenanteile sind in Tabelle 14 zusammengefasst:

Tabelle 14: Einwaage und Massenanteile fiir Beispiel 7

Einwaage Massenanteil Ist
lal [Gew.-%]
Zelllysat (neutralisiert) 2764,69 70
PEG 1450 (60 Gew.-%) 1122 30
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Die in Beispiel 7 eingesetzte Zelllysat-Loung ist bereits mit Citrat-Puffer (35 Gew.-%, pH 6.0) neutrali-

siert. Das Verhaltnis von nicht-neutralisiertem Zelllysat und Puffer ist ca. 1,6 (Zelllysat:Citrat-Puffer).

Der Versuchsiibersicht zu Beispiel 7 ist in der folgenden Tabelle 15 angegeben.

Tabelle 15: Versuchsiibersicht zu Beispiel 7

Massenstrom 60 g/min
Gesamtdauer 60 min
Fulldauer 10 min
Schwere Phase 1232 ml
Leichte Phase 2300 ml

Im Unterschied zu Beispiel 6, wo die Entnahme an schwerer Phase iiber die Hoheneinstellung eines
Tauchrohrs mit einer Offnung, das als Uberlaufventil fungiert, gesteuert wird, wird in Beispiel 7 die
schwere Phase aktiv mit einer Pumpe aus dem Abscheider geférdert. Ebenso wird die leichte Phase

tiber eine zweite Pumpe aus dem Abscheider gefordert.

Um sicherzustellen, dass jeweils nur reine schwere bzw. leichte Phase aus dem Abscheider
entnommen wird, werden — wie bereits in den vorangehenden Beispielen erldutert - wieder die

Leitfahigkeitsprofile herangezogen.

Sinkt die elektrische Leitfahigkeit an der ersten Sonde zur Messung der elektrischen Leitfahigkeit der
schweren Phase unterhalb eines vordefinierten Grenzwertes ab (Kurve M1), wird die
Fordergeschwindigkeit der “Schwere Phase”-Pumpe gedrosselt. Steigt wiederum die elektrische
Leitfahigkeit der zweiten Sonde zur Messung der elektrischen Leitfahigkeit der leichten Phase (Kurve
M2) oberhalb eines vordefinierten Grenzwertes wird die Férdergeschwindigkeit der “Schwere Phase”-

Pumpe erhoht.

In Figur 22 sind die Pumpenstrome wéahrend des Verfahrens zusammengestellt.
Die Beschriftung von Figur 22 ist wie folgt:

Kurve M1...... Massenfluss schwere Phase;

Kurve M2...... Massenfluss leichte Phase (PEG1450) und

Kurve M3...... Massenfluss Zelllysat.

Beispiel 8
Extraktion einer Charge mit einer Ausgangslésung zur Reinigung und Anreicherung von Virus-
Capsiden in wassrigen Zwei-Phasen-System im Abscheider. Die Extraktion wird wie in Figur 1 be-

schrieben durchgefihrt.
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Dabei werden beispielhaft zwei Abscheideversuche mit Virus-Capsiden der Adeno-assoziierten Viren
(AAV) aus einer Zellkultur durchgefiihrt. In den beschriebenen Beispielen mit Virus-Capsiden wird
einmal die Zielkomponente in der oberen leichten Phase (Beispiel 8.1) und einmal in der unteren

schweren Phase angereichert (Beispiel 8.2).

Im Unterschied zu den zuvor beschriebenen Beispielen 5.1 bis 7, wird fiir die Zielkomponente ein
Virus-Capsid eines Adeno-assoziierten Virus anstatt eines monoklonalen Antikérpers oder Plasmid-
DNA verwendet. Weiterhin wird ein Polyethylenglykol mit einer mittleren Molekiilmasse von 8000

g/mol sowie ein Ammoniumsulfat-Puffer (siehe Beispiel 8.2) eingesetzt.

Beispiel 8.1

Das im Beispiel 8.1 verwendete System erzeugt eine Verteilung der Zielkomponente in die leichten
Phase, d.h. die Virus-Capside befinden sich nach dem Durchmischen mit ausreichendem Stoffaus-
tausch in der leichten Phase angereichert, insbesondere im Wesentlichen in dieser, die vom Rest
abgetrennt werden soll.

Im eingesetzten Zwei-Phasen-System wird zur Zweiphasenbildung Polyethylenglykol mit einer mittle-
ren Molekularmasse von 400 g/mol (PEG400) und ein Phosphatpuffer eingesetzt. Ahnlich wie in den
vorhergehenden Beispielen bilden sich eine polymerreiche, leichte Phase und eine salzreiche, schwe-
re Phase. Die Komponenten verteilen sich in diesem Mehrphasensystem so, dass das Zielprodukt,
hier: Adeno-assoziierte Viren, in der leichten Phase angereichert ist, insbesondere im Wesentlichen in
dieser vorliegt, und unerwiinschte Komponenten in der schweren Phase angereichert sind, insbeson-

dere im Wesentlichen in dieser vorliegen.

Die Einwaage an phasenbildenden Komponenten und Virus-Ausgangslosung sowie die eingestellten

Massenanteile sind in Tabelle 16 zusammengefasst:

Tabelle 16: Einwaage und Massenanteile fiir Beispiel 8.1

Einwaage Massenanteil Ist
[l [Gew.%]
Viruslésung 4,405 44 .05
Phosphatpuffer (40 Gew.%, pH 3,875 38,75
8.0)
PEG 400 1,720 17,20

Das wassrige Zwei-Phasen-Phosphatsystem wird dabei in geeigneter Weise in dem Trenngefa3 ge-
mischt, so dass sich die Komponenten zwischen den Phasen aufteilen kdnnen. Das Zielprodukt sam-
melt sich in Beispiel 8.1 in der leichten Phase bei einer Leitfahigkeit von 6,24 mS/cm an. Die Leitfahig-

keit der schweren Phase betragt 78,7 mS/cm.
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Beispiel 8.2

Das im Beispiel 8.2 verwendete System erzeugt eine Verteilung der Zielkomponente in der schweren
Phase, d.h. die Virus-Capside befinden sich nach dem Durchmischen mit ausreichendem Stoffaus-
tausch in der schweren Phase angereichert, insbesondere im Wesentlichen in dieser, die vom Rest

abgetrennt werden soll.

Das eingesetzte Zwei-Phasen-System verwendet zur Zweiphasenbildung Polyethylenglykol mit einer
mittleren Molekularmasse von 8000 g/mol (PEG8000) und Ammoniumsulfat-Puffer. Ahnlich wie in den
vorhergehenden Beispielen bilden sich eine polymerreiche, leichte Phase und eine salzreiche, schwe-
re Phase. Die Komponenten verteilen sich in diesem Mehrphasensystem so, dass das Zielprodukt,
hier: Adeno-assoziierte Viren, in der schweren Phase angereichert ist, insbesondere im Wesentlichen
in dieser Phase vorliegt, und unerwiinschte Komponenten in der leichten Phase angereichert sind,

insbesondere im Wesentlichen in dieser Phase vorliegen.
Die Einwaage an phasenbildenden Komponenten und Zellkultur sowie die eingesteliten Massenanteile
sind in Tabelle 17 zusammengefasst. Die Viruslésung hatte eine Ausgangkonzentration von 2,17x

109 Capside/ml.

Tabelle 17: Einwaage und Massenanteile fiir Beispiel 8.2

Einwaage Massenanteil Ist
9] [Gew.%]
Viruslésung 1,40 14
Ammoniumsulfat-Puffer (20 6,60 66
Gew.%, pH 8.0)
PEGB8000 (50 Gew.-%) 2,0 20

Das wassrige Zwei-Phasen-Ammoniumsystem wird dabei in geeigneter Weise in dem Abscheider
gemischt, so dass sich die Komponenten zwischen den Phasen aufteilen. Das Zielprodukt sammelt
sich in Beispiel 8.2 in der unteren schweren Phase an. Die Leitfahigkeit der unteren schweren Phase
betragt 175,2 mS/cm. Die Leitfahigkeit der oberen leichten Phase betragt 10,4 mS/cm.

Die Viruslésung hatte bei den Extraktionsversuchen der Beispiele 8.1 und 8.2, durchgefiihrt in jeweils
einer Charge, eine Ausgangkonzentration von 2.17x 109 Capside/ml. Die Capside konnten sich
komplett in den Zielphasen anreichern. Es konnte in der Gegenphase kein Virus-Capsid bestimmt

werden.

Auf Grund der Leitfahigkeitsunterschiede der leichten und schweren Phase, kénnten die virenhaltigen
Losungen auch mittels Leitfahigkeitsdetektion und Uberfilhrung in TrenngefdBe im kontinuierlichen

Betrieb getrennt werden (siehe Tabelle 18)
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Tabelle 18:
System Phase AAV ELISA Leifahigkeit
Beispiel Capsids/mL [mS/cm]
8.1 leichte Phase 3,86x 1019 6,24
schwere Phase <LLD* 78,7
8.2 leichte Phase <LLD* 10,4
schwere Phase 2,36x 10”09 175,2

*...."< LLD" bedeutet das der Capsid-Gehalt unterhalb der Bestimmungsgrenze (engl. Lower Limit of
Detection, LLD) liegt.

Beispiel 9
Verlauf einer kontinuierlichen Extraktion in einem Abscheider in einem wassrigen Zwei-Phasen-

System unter Verwendung einer Triilbungssonde

Zur Darstellung der Umsetzung des Verfahrens mit einer alternativen Messsonde, wird das im Beispiel
6 beschriebene System mit einer Trilbbungssonde eingesetzt. In diesem Ausfiihrungsbeispiel kommt
lediglich eine Sonde, anstelle von zwei Sonden, zum Einsatz. In zeitlichen Abstédnden wird die Position
der Sonde verdndert, so dass auch die Tribung der anderen Phasen gemessen werden kann. Mit
anderen Worten kann die Sonde hoch- und heruntergefahren werden, um die einzelnen Phasen mes-
sen zu koénnen. In Figur 23 ist die zeitliche Aufnahme der Messung gezeigt, um das Messprinzip im
Einzelnen zu veranschaulichen. In Figur 23 bedeutet LP leichte Phase, SP schwere Phase und IP
Zwischenphase. Die durch senkrechte Striche in Figur 23 markierten, freien Bereiche zwischen der
Messung der leichten Phase, schweren Phase und Zwischenphase stellen die Ubergénge dar, in de-

nen die Einzelsonde umgestellt, d.h. hoch- oder heruntergefahren wird.

In Figur 23 wird mit der Messung der Tribung in der leichten Phase (LP) gestartet. Nach 9 Minuten
wird die Position der Sonde nach unten verlagert, sodass die Tribung der schweren Phase (SP) ge-
messen werden kann. Dieser Vorgang kann beliebig oft wiederholt werden, sodass auch mit nur einer
Sonde die Eigenschaften zweier bzw. dreier Phasen in kurzen Abstdnden erfasst werden kdnnen. Im
oberen Bereich von Figur 23 liegt eine hohe (starke) Tribung vor, im unteren Bereich eine geringe
Triibung. Die leichte Phase LP weist daher eine hohe Triibbung auf, wohingegen die schwere Phase
SP eine geringe Tribung zeigt. Bei der Zwischenphase IP zeigen sich iberlappende Triibungseigen-

schaften.

Figur 23 dient daher zur Orientierung und Veranschaulichung des Messprinzips. Fir das in diesem
Beispiel eingesetzte System kann daher gezeigt werden, dass auch die Triibung ein geeigneter Indi-
kator ist, um zwischen zwei bzw. drei Phasen zu unterscheiden. Eine Trennung der Phasen, basie-
rend auf der Trilbbungsmessung mit einer oder auch mehr Sonden, kann daher liber einen geeigneten

Zeitraum ohne weiteres durchgefiihrt werden.



10

15

20

25

30

35

40

WO 2022/157365 PCT/EP2022/051503

97

Die Erfindung umfasst Aspekte, die in den nachfolgenden Séatzen offenbart sind, die Teil der Be-

schreibung darstellen, aber keine Anspriiche sind:

SATZE

Verfahren zum Reinigen und Anreichern eines Zielproduktes, ausgewahit aus
Immunglobulinen oder anderen Proteinen; oder
Plasmid-DNA, genomischer DNA, RNA oder anderen Nukleinsduren; oder

Viren,

umfassend die folgenden Schritte:

2.

Bereitstellen einer Ausgangslésung, die das Zielprodukt enthalt;

Uberfihren der Ausgangslosung in ein wéssriges Zwei-Phasen-System durch Zugeben min-
destens eines Polymers und mindestens eines Salzes in geeigneter Konzentration, oder durch
Zugeben mindestens zweier Polymere in geeigneter Konzentration;

Durchmischen des wassrigen Zwei-Phasen-Systems unter Erhalt eines ausreichenden Stoff-
austauschs, so dass sich das Zielprodukt in der leichten Phase (20, 120) oder in der schweren
Phase (40, 140) anreichert;

Entmischen lassen der Phasen in einer Trennvorrichtung (10, 100) in eine leichte Phase (20,
120), eine schwere Phase (40, 140) und, sofern eine Zwischenphase vorhanden ist, eine Zwi-
schenphase (30, 130);

kontinuierliches Messen in mindestens einer der Phasen in der Trennvorrichtung (10, 100)
zum Bestimmen der Position der beiden Phasen (20, 120, 40, 140) und der Phasengrenzfla-
che oder bei Vorliegen einer Zwischenphase (30, 130) der Position der Zwischenphase (30,
130) und der zwei Phasengrenzflachen;

Entnehmen jeweils der leichten Phase (20, 120), der schweren Phase (40, 140) und bei Vor-
liegen einer Zwischenphase (30, 130) der Zwischenphase aus der Trennvorrichtung (10, 100)
anhand der gemessenen elektrischen Leitfahigkeit mindestens einer der Phasen; und

Gewinnen der Phase mit dem Zielprodukt.

Verfahren nach Satz 1,

dadurch gekennzeichnet, dass

das kontinuierliche Messen der elektrischen Leitfahigkeit in mindestens einer der Phasen in der

Trennvorrichtung (10, 100) mit einem oder mehreren Leitfahigkeitsmessgeraten in Form von einer,
zwei, drei oder mehr Sonden (60, 160.1, 160.2, 162.1, 162.2, 162.3, 162.4, 163.1, 163.2, 163.3,
163.4) durchgefiihrt wird.

3.

Verfahren nach Satz 1 oder 2,

dadurch gekennzeichnet, dass

zum kontinuierlichen Messen der elektrischen Leitfahigkeit der schweren Phase (140) mindestens

eine Sonde (160.1, 162.1, 163.1) und zum kontinuierlichen Messen der elektrischen Leitfdhigkeit der
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leichten Phase (20, 120) mindestens eine Sonde (160.2, 162.3, 162.4, 163.3, 163.4) an geeigneter
Position in der Trennvorrichtung (100) eingesetzt wird.

4, Verfahren nach einem der vorangehenden Sétze 1 bis 3,

dadurch gekennzeichnet, dass

in der Trennvorrichtung (10) ein Auslass (50) vorgesehen wird und das Entnehmen der Phasen (10,
20, 30) aus der Trennvorrichtung (10) durch den Auslass (50) gemaR Schritt f. durch Schwerkraft oder
unter Verwendung von Uberdruck oder Unterdruck, erzeugt mit oder ohne eine Pumpe, oder einer
Pumpe durchgefiihrt wird;

oder

in der Trennvorrichtung (100) ein oberer Auslass (150.2) vorgesehen wird und das Entnehmen der
leichten Phase (120) aus dem oberen Auslass (150.2) der Trennvorrichtung (100) unter Verwendung
von Schwerkraft oder von Uberdruck oder Unterdruck, erzeugt mit oder ohne eine Pumpe, oder einer
Pumpe durchgefihrt wird,

und

in der Trennvorrichtung (100) ein unterer Auslass (150.1) vorgesehen wird und das Entnehmen der
schweren Phase (140) aus einem unteren Auslass (150.1) der Trennvorrichtung (100) unter Verwen-
dung von Schwerkraft oder von Uberdruck oder Unterdruck, erzeugt mit oder ohne eine Pumpe, oder

einer Pumpe aus der Trennvorrichtung (100) durchgefiihrt wird.

5. Verfahren nach einem der vorangehenden Satze 1 bis 4,
dadurch gekennzeichnet, dass
das Entnehmen einer Phase gemaf Schritt f. im kontinuierlichen Betrieb durch ein héhenverstellbares
Tauchrohr (180, 182) durchgefiihrt wird, das eine Offnung (190, 192) aufweist, die in die zu entneh-
mende Phase eingetaucht wird, wobei
- das Tauchrohr (180) mit dem unteren Auslass (150.2) derart verbunden wird, dass durch die
Offnung (182) im Tauchrohr (180) die Phase unter Schwerkraft zum Auslass (150.1) abflieBen
kann oder
- das Tauchrohr (190) eine Offnung (192) aufweist, durch die das Entnehmen der Phase unter
Verwendung von Uberdruck oder Unterdruck, erzeugt mit oder ohne eine Pumpe, oder einer

Pumpe durchgefihrt wird.

6. Verfahren nach einem der vorangehenden Satze 1 bis 5,

dadurch gekennzeichnet, dass

das hdhenverstellbare Tauchrohr (180, 190) mit einem sich von oben nach unten erstreckenden Uber-
rohr (183, 193) eingesetzt wird,

wobei das Tauchrohr (180, 190) aus einem hdhenverstellbaren Innenrohr (181, 191), welches eine
Offnung (182, 192) zur Entnahme einer der Phasen aufweist, und einem sich von oben nach unten
erstreckenden Uberrohr (183, 193) ausgebildet wird, und die Liange des Uberrohrs (183) durch ein
oberes Ende, das oberhalb der leichten Phase (120) angeordnet ist und ein unteres Ende (1833,
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193a) festgelegt wird, wobei der Durchmesser des Uberrohrs (183, 193) groRer eingestellt wird als der
Durchmesser des Innenrohrs (181, 191), so dass ein Zwischenraum zwischen Innenrohr (181, 191)
und Uberrohr (183, 193) gebildet wird, und die Liange des Uberrohrs (183) so gewahlt wird, dass das
Uberrohr (183, 193) iiber die Offnung (182, 192) des Innenrohrs (181, 191) hinausragt und das untere
Ende (183a, 193a) des Uberrohrs (183, 193) in die schwere Phase (140) oder, sofern vorhanden, in
die Zwischenphase (130) eingetaucht wird, so dass die Fliissigkeit der Phase, in die das untere Ende
(183a, 193a) des Uberrohrs (183, 193) eintaucht, im Zwischenraum hochsteigt und durch die Offnung
(182, 192) im Innenrohr (181, 191) austreten kann.

7. Verfahren nach einem der vorangehenden Satze 1 bis 5,

dadurch gekennzeichnet, dass

das hdhenverstellbare Tauchrohr (180, 190) mit einem sich von unten nach oben erstreckenden Uber-
rohr eingesetzt wird,

wobei das héhenverstellbare Tauchrohr aus einem héhenverstellbaren Innenrohr (181, 191), welches
eine Offnung (182, 192) zur Entnahme einer der Phasen aufweist, und einem sich von unten nach
oben erstreckenden Uberrohr ausgebildet wird, und die Ldnge des Uberrohrs durch ein unteres Ende,
das unterhalb der schweren Phase (140) angeordnet ist und ein oberes Ende festgelegt wird, wobei
der Durchmesser des Uberrohrs gréBer eingestellt wird als der Durchmesser des Innenrohrs, so dass
ein Zwischenraum zwischen Innenrohr (181, 191) und Uberrohr gebildet wird, und die Lange des
Uberrohrs so gewéhlt wird, dass das Uberrohr iiber die Offnung (182, 192) des Innenrohrs (181, 191)
hinausragt und das obere Ende des Uberrohrs in die leichte Phase (120) oder, sofern vorhanden, in
die Zwischenphase (130) eingetaucht wird, so dass die Fliissigkeit der Phase, in die das obere Ende
des Uberrohrs eintaucht, in den Zwischenraum hineinflieBt und durch die Offnung (182, 192) im Innen-
rohr (181, 191) austreten kann.

8. Verfahren nach Satz 6 oder 7,

dadurch gekennzeichnet, dass

die Lénge des sich von oben nach unten erstreckenden Uberrohrs (183, 193) und dessen Durchmes-
ser derart gewéhlt werden, dass der Zutritt von Schwebstoffen, Flocken und anderen festen oder halb-
festen Bestandteilen, in den Zwischenraum zwischen Innenrohr (181, 191) und Uberrohr (183, 193)
durch das Uberrohr (183, 193) verhindert wird;

oder

die Lange des sich von unten nach oben erstreckenden Uberrohrs und dessen Durchmesser derart
gewdhlt werden, dass der Zutritt von Schwebstoffen, Flocken und anderen festen oder halbfesten
Bestandteilen, in den Zwischenraum zwischen Innenrohr (181, 191) und Uberrohr durch das Uberrohr

verhindert wird.

9. Verfahren nach einem der vorangehenden Sétze 1 bis 8,

dadurch gekennzeichnet, dass

die Sonde(n) (160.2, 162.3, 162.4, 163.3, 163.4) fiir die leichte Phase (120) in der Trennvorrichtung
(100) tiefer als der obere Auslass (150.2) positioniert wird (werden) und die Sonde(n) (160.1, 162.1,
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163.1) fur die schwere Phase (140) in der Trennvorrichtung (100) héher als der untere Auslass (150.1)
angeordnet wird (werden);

und/oder

ein Tauchrohr (180, 190) mit oder ohne Uberrohr (183, 193) eingesetzt wird,

wobei bei Verwendung eines Tauchrohrs (180, 190) ohne Uberrohr (183, 193) sich die Offnung (182,
192) des Tauchrohrs (180, 190) zum Entnehmen der schweren Phase (140) tiefer als die Sonde(n)
(160.1, 162.1, 163.1) in der schweren Phase (140) befindet (befinden) und wobei sich die Offnung
(182, 192) eines Tauchrohrs (180, 190) zum Entnehmen der leichten Phase (120) hoher als die Son-
de(n) (160.2, 162.3, 162.4, 163.3, 163.4) in der leichten Phase (120) befindet (befinden); und

wobei bei Verwendung eines Tauchrohrs (180, 190) mit sich von oben nach unten erstreckendem
Uberrohr (183, 193) bei der Entnahme der schweren Phase (140) durch die Offnung (182, 192) des
Tauchrohres (180, 190) sich das untere Ende (183a, 193a) des Uberrohrs (183, 193) zum Entnehmen
der schweren Phase (140) tiefer als die Sonde(n) (160.1, 162.1, 163.1) in der schweren Phase (140)
befindet (befinden); und

wobei bei Verwendung eines Tauchrohrs mit sich von unten nach oben erstreckendem Uberrohr bei
der Entnahme der leichten Phase (120) durch die Offnung (182, 192) des Tauchrohres das obere
Ende des Uberrohrs zum Entnehmen der leichten Phase (120) hoher als die Sonde(n) (160.2, 162.3,
162.4, 163.3, 163.4) in der leichten Phase (120) befindet (befinden).

10. Verfahren nach einem der vorangehenden Sétze 1 bis 9,

dadurch gekennzeichnet, dass

das kontinuierliche Messen der elektrischen Leitfahigkeit der leichten Phase (120) in der Trennvorrich-
tung (100) in Schritt e. fiir eine oder mehrere Sonde(n) (160.2, 162.3, 162.4, 163.3, 163.4) jeweils
einen Wert fur die elektrische Leitfahigkeit ergibt, der mit einem Sollwert-Bereich fiir die elektrische
Leitfahigkeit der leichten Phase (120) verglichen wird und bei Uberschreiten des Sollwert-Bereichs
schwere Phase (140) entnommen wird, wobei die Entnahmemenge, Entnahmegeschwindigkeit
und/oder Entnahmedauer fir die schwere Phase (140) so geregelt werden, dass die gemessene Leit-
fahigkeit der leichten Phase (120) wieder im Sollwert-Bereich liegt;

oder

das kontinuierliche Messen der elektrischen Leitfahigkeit der schweren Phase (140) in der Trennvor-
richtung (100) in Schritt e. fir eine oder mehrere Sonde(n) (160.1, 162.1, 163.1) jeweils einen Wert fir
die elektrische Leitfahigkeit ergibt, der mit einem Sollwert-Bereich fiir die elektrische Leitfahigkeit der
schweren Phase verglichen wird und bei Unterschreiten des Sollwert-Bereichs weniger schwere Pha-
se (140) entnommen wird, wobei die Entnahmemenge, Entnahmegeschwindigkeit und/oder Entnah-
medauer fiir die schwere Phase (140) so geregelt werden, dass die gemessene Leitfahigkeit der leich-

ten Phase (120) wieder im Sollwert-Bereich liegt.

11. Verfahren nach einem der vorangehenden Sétze 1 bis 10,

dadurch gekennzeichnet, dass
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die elektrischen Leitfahigkeitswerte dazu eingesetzt werden im kontinuierlichen Betrieb die Position

der Phasen und Phasengrenzflache(n) zu variieren, indem eine oder mehrere der folgenden MaR-

nahmen kontrolliert und gesteuert werden:

- die Entnahmegeschwindigkeit fiir die schwere Phase erhéht oder verringert wird;

- die Entnahmegeschwindigkeit fir die leichte Phase erhdht oder verringert wird;

- die Entnahmemenge fiir die schwere Phase erhéht oder verringert wird;

- die Entnahmemenge fiir die leichte Phase erhéht oder verringert wird;

- die Entnahmedauer fiir die schwere Phase erh6ht oder verringert wird;

- die Entnahmedauer fiir die leichte Phase erh&éht oder verringert wird;

- die Entnahme der leichten oder schweren Phase unterbrochen wird;

- die Zufihrmenge des in die Trennvorrichtung (100) einstromenden wéssrigen Zwei-Phasen-
System, mit oder ohne das Zielprodukt, erhéht oder verringert wird, wobei das wassrigen
Zwei-Phasen-System ohne Zielprodukt eine Spillésung darstellt;

- die Zufiihrgeschwindigkeit des in die Trennvorrichtung einstromendenm wassrigen Zwei-
Phasen-Systems, mit oder ohne Zielprodukt, erhéht oder verringert wird, wobei das wéssrigen
Zwei-Phasen-System ohne Zielprodukt eine Spiillésung darstellt;

und/oder

- das Tauchrohr zum AbflieBen lassen oder Absaugen einer oder zweier Phasen hoch- oder

heruntergefahren wird und gegebenenfalls nach oben oder unten nachpositioniert wird;

wobei die ein oder mehreren Entnahme-Vorrichtungen und/oder Mittel zur Durchfiihrung der obigen

Malinahmen eingesetzt werden kénnen:

- Schwerkraft;

- Uberdruck;

- Unterdruck;

- eine oder mehrere Pumpen,;

und/oder

- Entnahme-Vorrichtungen zum kontrollierten Ablassen oder Unterbrechen der Entnahme der
Phasen am Auslass, ausgewahlt aus stufenlos regelbaren Ventilen mit unterschiedlichem Off-
nungsgrad, regelbaren Schlauchquetschklemmen, regelbaren Absperrhdhnen oder regelba-

ren Durchflussbegrenzern.

12. Verfahren nach einem der vorangehenden Sétze 1 bis 11,

dadurch gekennzeichnet, dass

zum kontinuierlichen Messen der elektrischen Leitfahigkeit der Phasen in der Trennvorrichtung (10,
100) zwei, drei, vier oder mehr Sonden (160.1, 160.2, 162.1, 162.2, 162.3, 162.4, 163.1, 163.2, 163.3,
163.4) jeweils in eine Einfiihréffnung (157.1, 157.2, 158.1, 158.2, 158.3, 158.4, 159.1, 159.2, 159.3,
159.4) in der Wand (155) der Trennvorrichtung (100) eingefiihrt und eingesetzt werden, wobei die
Einfhréffnungen (157.1, 157.2, 158.1, 158.2, 158.3, 158.4, 159.1, 159.2, 159.3, 159.4) eine Anord-

nung aufweisen, die ausgewahlt wird aus:
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einer axialen Anordnung der Einfuhréffnungen (157.1, 157.2), wobei die Einfiihr6ffnungen
(1571, 157.2) auf einer geraden Verbindungslinie angeordnet werden;

einer radialen Anordnung der Einfiihr6ffnungen (158.1, 158.2, 158.3, 158.4), wobei die Ein-
fuhroffnungen (158.1, 158.2, 158.3, 158.4) in einem Kreisbogen, angeordnet werden; oder
einer radial versetzten Anordnung der Einfihréffnungen (159.1, 159.2, 159.3, 159.4), wobei
die Einflihréffnungen (159.1, 159.2, 159.3, 159.4) in einem Kreisbogen und zusétzlich in eine

Vorzugsrichtung verschoben, angeordnet werden.

Verfahren nach einem der vorangehenden Sétze 1 bis 12,

dadurch gekennzeichnet, dass

14.

das Durchmischen des wéssrigen Zwei-Phasen-Systems unter Erhalt eines ausreichenden
Stoffaustauschs durchgefiihrt wird, indem ein aktives Durchmischen und/oder ein statisches

Durchmischen eingesetzt wird.

Verfahren nach einem der vorangehenden Sétze 1 bis 13,

dadurch gekennzeichnet, dass mindestens eine der folgenden Bedingungen erfiillt wird:

das Verfahren wird kontinuierlich oder diskontinuierlich durchgefiihrt;

als Ausgangsldsung wird eine Zellkultur, ein Zellkulturiiberstand oder ein Zelllysat verwendet,
worin das Zielprodukt enthalten ist;

mit der Ausgangslosung wird ein wassriges Zwei-Phasen-System hergestellt, bei dem ein
Phasenverhéltnis von der Phase, enthaltend das Zielprodukt, zur Gegenphase von > 1,1 vor-
liegt;

ein Dichteverhéltnis von leichter Phase (20, 120) zu schwerer Phase (40, 140) von mindes-
tens 1,06 wird eingesetzt;

im wassrigen Zwei-Phasen-System wird als Polymer oder als eines der Polymere Polyethyl-
englykol (PEG), Polypropylenglykol (PPG), Dextran, PEG-PPG-PEG-Copolymer (EOPO) oder
Mischungen dieser eingesetzt;

im wassrigen Zwei-Phasen-System wird als Polymer Polyethylenglykol mit einem Molekular-
gewicht zwischen 200 und 8000 g/mol eingesetzt;

im wassrigen Zwei-Phasen-System wird mindestens ein Polymer in einer Konzentration von 5
bis 35 Gewichts-%, bezogen auf die Gesamtmenge an wassrigem Zwei-Phasen-System, ein-
gesetzt.;

als Salz oder als eines der Salze im wassrigen Zwei-Phasen-System wird ein Phosphatsalz,
Ammoniumsalz, Kaliumsalze, Acetatsalze, Natriumsalze oder Citratsalz oder Mischungen die-
ser eingesetzt;

anstelle eines Salzes wird eine Sadure, ausgewahlt aus Zitronensaure oder Essigséure einge-
setzt;

dem waéssrigen Zwei-Phasen-System werden stabilisierende Komponenten, ausgewahlt aus
Amminoséduren, Zucker oder anderen stabilisierenden Additiven, zugegeben;

das Verfahren wird kontinuierlich durchgefiihrt, aber die Schritte a. und/oder d. werden semi-

kontinuierlich durchgefiihrt.
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15. Verfahren nach einem der vorangehenden Sétze 1 bis 14,

dadurch gekennzeichnet, dass

am Ende des Extraktionsverfahrens zur Restentleerung einer das Zielprodukt enthaltenden leichten
Phase (120) der Trennvorrichtung (100) eine Spillésung (115) zugegeben wird, die die Zielprodukt
enthaltende leichte Phase (120) aus der Trennvorrichtung (100) verdréngt und diese somit durch den
oben angeordneten Auslass (150.2) entnommen werden kann

und/oder

am Ende des Extraktionsverfahrens zur Restentleerung einer das Zielprodukt enthaltenden leichten
Phase (120) keine schwere Phase (140) mehr entnommen wird, diese sich dadurch aufstaut und die
leichte Phase (120) nach oben verdréngt, so dass die leichte Phase (120) durch den oben angeordne-

ten Auslass (150.2) entnommen werden kann.

16. Verfahren nach einem der vorangehenden Sétze 1 bis 14,

dadurch gekennzeichnet, dass

am Ende des Extraktionsverfahrens zur Restentleerung einer das Zielprodukt enthaltenden schwere
Phase (140) der Trennvorrichtung (100) eine Spillésung (115) zugegeben wird, die die Zielprodukt
enthaltende schwere Phase (140) aus der Trennvorrichtung (100) verdréngt und diese somit durch
den unten angeordneten Auslass (150.1, 150.3) entnommen werden kann

und/oder

am Ende des Extraktionsverfahrens zur Restentleerung einer das Zielprodukt enthaltenden schweren
Phase (140) keine leichte Phase (120) mehr enthommen wird, diese sich dadurch aufstaut und die
schwere Phase (140) nach unten verdréngt, so dass die schwere Phase (140) durch den unten ange-

ordneten Auslass (150.1, 150.3) enthommen werden kann.

17. Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens nach einem der Sétze 1 bis 16, umfassend

eine Trennvorrichtung (10, 100) zum Trennen der Phasen;

mindestens einen Auslass (50, 150.1, 150.2) in der Trennvorrichtung (10, 100);

mindestens eine Sonde (60, 160.1, 160.2, 162.1, 162.2, 162.3, 162.4, 163.1, 163.2, 163.3, 163.4) zum
Messen der elektrischen Leitfahigkeit in mindestens einer der Phasen in der Trennvorrichtung (10,
100);

eine oder mehrere Entnahme-Vorrichtung(en) und/oder Mittel zur Regelung und/oder Steuerung der
Entnahmemenge, Entnahmegeschwindigkeit und/oder Entnahmedauer der leichten Phase (20, 120),
der schweren Phase (40, 140) und, sofern vorhanden, der Zwischenphase (30, 130), basierend auf

den Messwerten der elektrischen Leitfahigkeit in mindestens einer Phase.

18. Verwendung des Verfahrens nach einem der Satze 1 bis 16 oder der Vorrichtung nach Satz
17 zum Einstellen der Lage der Phasen in einer Trennvorrichtung (10, 100) und Abtrennen der Pha-

sen anhand der gemessenen elektrischen Leitfahigkeitswerte mindestens einer der Phasen.
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PATENTANSPRUCHE

1.

Verfahren zum Reinigen und Anreichern eines Zielproduktes, ausgewahlt aus
Immunglobulinen oder anderen Proteinen; oder
Plasmid-DNA, genomischer DNA, RNA oder anderen Nukleinsduren; oder

Viren,

umfassend die folgenden Schritte:

2.

Bereitstellen einer Ausgangsldsung, die das Zielprodukt enthélt;

Uberfiihren der Ausgangslosung in ein wéssriges Zwei-Phasen-System durch Zugeben min-
destens eines Polymers und mindestens eines Salzes in geeigneter Konzentration, oder durch
Zugeben mindestens zweier Polymere in geeigneter Konzentration;

Durchmischen des wéssrigen Zwei-Phasen-Systems unter Erhalt eines Stoffaustauschs, so
dass sich das Zielprodukt in der leichten Phase (20, 120) oder in der schweren Phase (40,
140) anreichert;

Entmischen lassen der Phasen in einer Trennvorrichtung (10, 100) in eine leichte Phase (20,
120), eine schwere Phase (40, 140) und, sofern eine Zwischenphase vorhanden ist, eine Zwi-
schenphase (30, 130);

kontinuierliches Messen der elektrischen Leitfahigkeit in mindestens einer der Phasen in der
Trennvorrichtung (10, 100) zum Bestimmen der Position der beiden Phasen (20, 120, 40, 140)
und der Phasengrenzfldche oder bei Vorliegen einer Zwischenphase (30, 130) der Position
der Zwischenphase (30, 130) und der zwei Phasengrenzflachen;

Entnehmen jeweils der leichten Phase (20, 120), der schweren Phase (40, 140) und bei Vor-
liegen einer Zwischenphase (30, 130) der Zwischenphase aus der Trennvorrichtung (10, 100)
anhand der kontinuierlich gemessenen elektrischen Leitfahigkeit mindestens einer der Phasen
in Schritt e.; und

Gewinnen der Phase mit dem Zielprodukt.

Verfahren nach Anspruch 1,

dadurch gekennzeichnet, dass

das kontinuierliche Messen der elektrischen Leitfdhigkeit in mindestens einer der Phasen in der

Trennvorrichtung (10, 100) mit einem oder mehreren Leitfahigkeitsmessgeraten in Form von einer,
zwei, drei oder mehr Sonden (60, 160.1, 160.2, 162.1, 162.2, 162.3, 162.4, 163.1, 163.2, 163.3,
163.4) durchgefiihrt wird,

insbesondere zum kontinuierlichen Messen der elektrischen Leitfédhigkeit der schweren Phase (140)

mindestens eine Sonde (160.1, 162.1, 163.1) und zum kontinuierlichen Messen der elektrischen Leit-
fahigkeit der leichten Phase (20, 120) mindestens eine Sonde (160.2, 162.3, 162.4, 163.3, 163.4) an

geeigneter Position in der Trennvorrichtung (100) eingesetzt wird.

3.

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche 1 oder 2,

dadurch gekennzeichnet, dass
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in der Trennvorrichtung (10) ein Auslass (50) vorgesehen wird und das Entnehmen der Phasen (10,
20, 30) aus der Trennvorrichtung (10) durch den Auslass (50) gemaR Schritt f. durch Schwerkraft oder
unter Verwendung von Uberdruck oder Unterdruck, erzeugt mit oder ohne eine Pumpe, oder einer
Pumpe durchgefihrt wird;

oder

in der Trennvorrichtung (100) ein oberer Auslass (150.2) vorgesehen wird und das Entnehmen der
leichten Phase (120) aus dem oberen Auslass (150.2) der Trennvorrichtung (100) unter Verwendung
von Schwerkraft oder von Uberdruck oder Unterdruck, erzeugt mit oder ohne eine Pumpe, oder einer
Pumpe durchgefihrt wird,

und

in der Trennvorrichtung (100) ein unterer Auslass (150.1) vorgesehen wird und das Entnehmen der
schweren Phase (140) aus einem unteren Auslass (150.1) der Trennvorrichtung (100) unter Verwen-
dung von Schwerkraft oder von Uberdruck oder Unterdruck, erzeugt mit oder ohne eine Pumpe, oder
einer Pumpe aus der Trennvorrichtung (100) durchgefiihrt wird.

4, Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche 1 bis 3,
dadurch gekennzeichnet, dass
das Entnehmen einer Phase gemal? Schritt f. im kontinuierlichen Betrieb durch ein héhenverstellbares
Tauchrohr (180, 182) durchgefiihrt wird, das eine Offnung (190, 192) aufweist, die in die zu entneh-
mende Phase eingetaucht wird, wobei
- das Tauchrohr (180) mit dem unteren Auslass (150.2) derart verbunden wird, dass durch die
Offnung (182) im Tauchrohr (180) die Phase unter Schwerkraft zum Auslass (150.1) abflieBen
kann oder
- das Tauchrohr (190) eine Offnung (192) aufweist, durch die das Entnehmen der Phase unter
Verwendung von Uberdruck oder Unterdruck, erzeugt mit oder ohne eine Pumpe, oder einer
Pumpe durchgefihrt wird.

5. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche 1 bis 4,

dadurch gekennzeichnet, dass

das hdhenverstellbare Tauchrohr (180, 190) mit einem sich von oben nach unten erstreckenden Uber-
rohr (183, 193) eingesetzt wird,

wobei das Tauchrohr (180, 190) aus einem hd&henverstellbaren Innenrohr (181, 191), welches eine
Offnung (182, 192) zur Entnahme einer der Phasen aufweist, und einem sich von oben nach unten
erstreckenden Uberrohr (183, 193) ausgebildet wird, und die Lange des Uberrohrs (183) durch ein
oberes Ende, das oberhalb der leichten Phase (120) angeordnet ist und ein unteres Ende (1834,
193a) festgelegt wird, wobei der Durchmesser des Uberrohrs (183, 193) groRer eingestellt wird als der
Durchmesser des Innenrohrs (181, 191), so dass ein Zwischenraum zwischen Innenrohr (181, 191)
und Uberrohr (183, 193) gebildet wird, und die Liange des Uberrohrs (183) so gewahlt wird, dass das
Uberrohr (183, 193) iiber die Offnung (182, 192) des Innenrohrs (181, 191) hinausragt und das untere
Ende (183a, 193a) des Uberrohrs (183, 193) in die schwere Phase (140) oder, sofern vorhanden, in
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die Zwischenphase (130) eingetaucht wird, so dass die Fliissigkeit der Phase, in die das untere Ende
(183a, 193a) des Uberrohrs (183, 193) eintaucht, im Zwischenraum hochsteigt und durch die Offnung
(182, 192) im Innenrohr (181, 191) austreten kann;

oder

das hdhenverstellbare Tauchrohr (180, 190) mit einem sich von unten nach oben erstreckenden Uber-
rohr eingesetzt wird,

wobei das héhenverstellbare Tauchrohr aus einem héhenverstellbaren Innenrohr (181, 191), welches
eine Offnung (182, 192) zur Entnahme einer der Phasen aufweist, und einem sich von unten nach
oben erstreckenden Uberrohr ausgebildet wird, und die Lédnge des Uberrohrs durch ein unteres Ende,
das unterhalb der schweren Phase (140) angeordnet ist und ein oberes Ende festgelegt wird, wobei
der Durchmesser des Uberrohrs gréBer eingestellt wird als der Durchmesser des Innenrohrs, so dass
ein Zwischenraum zwischen Innenrohr (181, 191) und Uberrohr gebildet wird, und die Lénge des
Uberrohrs so gewéhlt wird, dass das Uberrohr iiber die Offnung (182, 192) des Innenrohrs (181, 191)
hinausragt und das obere Ende des Uberrohrs in die leichte Phase (120) oder, sofern vorhanden, in
die Zwischenphase (130) eingetaucht wird, so dass die Flissigkeit der Phase, in die das obere Ende
des Uberrohrs eintaucht, in den Zwischenraum hineinflieRt und durch die Offnung (182, 192) im Innen-

rohr (181, 191) austreten kann.

6. Verfahren nach Anspruch 4 oder 5,

dadurch gekennzeichnet, dass

die Lange des sich von oben nach unten erstreckenden Uberrohrs (183, 193) und dessen Durchmes-
ser derart gewahlt werden, dass der Zutritt von Schwebstoffen, Flocken und anderen festen oder halb-
festen Bestandteilen, in den Zwischenraum zwischen Innenrohr (181, 191) und Uberrohr (183, 193)
durch das Uberrohr (183, 193) verhindert wird;

oder

die Lange des sich von unten nach oben erstreckenden Uberrohrs und dessen Durchmesser derart
gewdahlt werden, dass der Zutritt von Schwebstoffen, Flocken und anderen festen oder halbfesten
Bestandteilen, in den Zwischenraum zwischen Innenrohr (181, 191) und Uberrohr durch das Uberrohr
verhindert wird.

7. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche 1 bis 6,

dadurch gekennzeichnet, dass

die Sonde(n) (160.2, 162.3, 162.4, 163.3, 163.4) fir die leichte Phase (120) in der Trennvorrichtung
(100) tiefer als der obere Auslass (150.2) positioniert wird (werden) und die Sonde(n) (160.1, 162.1,
163.1) fur die schwere Phase (140) in der Trennvorrichtung (100) héher als der untere Auslass (150.1)
angeordnet wird (werden);

und/oder

ein Tauchrohr (180, 190) mit oder ohne Uberrohr (183, 193) eingesetzt wird,
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wobei bei Verwendung eines Tauchrohrs (180, 190) ohne Uberrohr (183, 193) sich die Offnung (182,
192) des Tauchrohrs (180, 190) zum Entnehmen der schweren Phase (140) tiefer als die Sonde(n)
(160.1, 162.1, 163.1) in der schweren Phase (140) befindet (befinden) und wobei sich die Offnung
(182, 192) eines Tauchrohrs (180, 190) zum Entnehmen der leichten Phase (120) héher als die Son-
de(n) (160.2, 162.3, 162.4, 163.3, 163.4) in der leichten Phase (120) befindet (befinden); und

wobei bei Verwendung eines Tauchrohrs (180, 190) mit sich von oben nach unten erstreckendem
Uberrohr (183, 193) bei der Entnahme der schweren Phase (140) durch die Offnung (182, 192) des
Tauchrohres (180, 190) sich das untere Ende (183a, 193a) des Uberrohrs (183, 193) zum Entnehmen
der schweren Phase (140) tiefer als die Sonde(n) (160.1, 162.1, 163.1) in der schweren Phase (140)
befindet (befinden); und

wobei bei Verwendung eines Tauchrohrs mit sich von unten nach oben erstreckendem Uberrohr bei
der Entnahme der leichten Phase (120) durch die Offnung (182, 192) des Tauchrohres das obere
Ende des Uberrohrs zum Entnehmen der leichten Phase (120) héher als die Sonde(n) (160.2, 162.3,
162.4, 163.3, 163.4) in der leichten Phase (120) befindet (befinden).

8. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche 1 bis 7,

dadurch gekennzeichnet, dass

das kontinuierliche Messen der elektrischen Leitfahigkeit der leichten Phase (120) in der Trennvorrich-
tung (100) in Schritt e. fiir eine oder mehrere Sonde(n) (160.2, 162.3, 162.4, 163.3, 163.4) jeweils
einen Wert fiir die elektrische Leitfahigkeit ergibt, der mit einem Sollwert-Bereich fiir die elektrische
Leitfahigkeit der leichten Phase (120) verglichen wird und bei Uberschreiten des Sollwert-Bereichs
schwere Phase (140) entnommen wird, wobei die Entnahmemenge, Entnahmegeschwindigkeit
und/oder Entnahmedauer fiir die schwere Phase (140) so geregelt werden, dass die gemessene Leit-
fahigkeit der leichten Phase (120) wieder im Sollwert-Bereich liegt;

oder

das kontinuierliche Messen der elektrischen Leitfahigkeit der schweren Phase (140) in der Trennvor-
richtung (100) in Schritt e. fir eine oder mehrere Sonde(n) (160.1, 162.1, 163.1) jeweils einen Wert fiir
die elektrische Leitfahigkeit ergibt, der mit einem Sollwert-Bereich fur die elektrische Leitfahigkeit der
schweren Phase verglichen wird und bei Unterschreiten des Sollwert-Bereichs weniger schwere Pha-
se (140) entnommen wird, wobei die Entnahmemenge, Entnahmegeschwindigkeit und/oder Entnah-
medauer fiir die schwere Phase (140) so geregelt werden, dass die gemessene Leitféhigkeit der leich-

ten Phase (120) wieder im Sollwert-Bereich liegt.

9. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche 1 bis 8,

dadurch gekennzeichnet, dass

die elektrischen Leitfahigkeitswerte dazu eingesetzt werden im kontinuierlichen Betrieb die Position
der Phasen und Phasengrenzfliche(n) zu variieren, indem eine oder mehrere der folgenden Mal3-
nahmen kontrolliert und gesteuert werden:

- die Entnahmegeschwindigkeit fiir die schwere Phase erhéht oder verringert wird;

- die Entnahmegeschwindigkeit fiir die leichte Phase erh6ht oder verringert wird;

- die Entnahmemenge fiir die schwere Phase erhdht oder verringert wird;
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- die Entnahmemenge fiir die leichte Phase erhéht oder verringert wird;

- die Entnahmedauer fiir die schwere Phase erh6ht oder verringert wird;

- die Entnahmedauer fiir die leichte Phase erhéht oder verringert wird;

- die Entnahme der leichten oder schweren Phase unterbrochen wird;

- die Zufihrmenge des in die Trennvorrichtung (100) einstromenden wéssrigen Zwei-Phasen-
System, mit oder ohne das Zielprodukt, erhéht oder verringert wird, wobei das wassrigen
Zwei-Phasen-System ohne Zielprodukt eine Spillésung darstellt;

- die Zufuihrgeschwindigkeit des in die Trennvorrichtung einstrdmenden wassrigen Zwei-
Phasen-Systems, mit oder ohne Zielprodukt, erhéht oder verringert wird, wobei das wéssrigen
Zwei-Phasen-System ohne Zielprodukt eine Spiillésung darstellt;

und/oder

- das Tauchrohr zum AbflieBen lassen oder Absaugen einer oder zweier Phasen hoch- oder

heruntergefahren wird und gegebenenfalls nach oben oder unten nachpositioniert wird;

wobei die ein oder mehreren Entnahme-Vorrichtungen und/oder Mittel zur Durchfiihrung der obigen

Malnahmen eingesetzt werden kénnen:

- Schwerkraft;

- Uberdruck;

- Unterdruck;

- eine oder mehrere Pumpen;

und/oder

- Entnahme-Vorrichtungen zum kontrollierten Ablassen oder Unterbrechen der Entnahme der
Phasen am Auslass, ausgewéhit aus stufenlos regelbaren Ventilen mit unterschiedlichem Off-
nungsgrad, regelbaren Schlauchquetschklemmen, regelbaren Absperrhdhnen oder regelba-

ren Durchflussbegrenzern.

10. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche 1 bis 9,
dadurch gekennzeichnet, dass
zum kontinuierlichen Messen der elektrischen Leitfahigkeit der Phasen in der Trennvorrichtung (10,
100) zwei, drei, vier oder mehr Sonden (160.1, 160.2, 162.1, 162.2, 162.3, 162.4, 163.1, 163.2, 163.3,
163.4) jeweils in eine Einfiihréffnung (157.1, 157.2, 158.1, 158.2, 158.3, 158.4, 159.1, 159.2, 159.3,
159.4) in der Wand (155) der Trennvorrichtung (100) eingefiihrt und eingesetzt werden, wobei die
Einflhréffnungen (157.1, 157.2, 158.1, 158.2, 158.3, 158.4, 159.1, 159.2, 159.3, 159.4) eine Anord-
nung aufweisen, die ausgewdahlt wird aus:
- einer axialen Anordnung der Einfiihréffnungen (157.1, 157.2), wobei die Einfiihroéffnungen
(157.1, 157.2) auf einer geraden Verbindungslinie angeordnet werden;
- einer radialen Anordnung der Einfuhréffnungen (158.1, 158.2, 158.3, 158.4), wobei die Ein-
fuhroffnungen (158.1, 158.2, 158.3, 158.4) in einem Kreisbogen, angeordnet werden; oder
- einer radial versetzten Anordnung der Einfiihréffnungen (159.1, 159.2, 159.3, 159.4), wobei
die Einfuhroffnungen (159.1, 159.2, 159.3, 159.4) in einem Kreisbogen und zusétzlich in eine
Vorzugsrichtung verschoben, angeordnet werden.
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11.

111

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche 1 bis 10,

dadurch gekennzeichnet, dass

12.

das Durchmischen des wéssrigen Zwei-Phasen-Systems durchgefiihrt wird, indem ein aktives

Durchmischen und/oder ein statisches Durchmischen eingesetzt wird.

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche 1 bis 11,

dadurch gekennzeichnet, dass mindestens eine der folgenden Bedingungen erfilllt wird:

13.

das Verfahren wird kontinuierlich oder diskontinuierlich durchgefiihrt;

als Ausgangslosung wird eine Zellkultur, ein Zellkulturiiberstand oder ein Zelllysat verwendet,
worin das Zielprodukt enthalten ist;

mit der Ausgangslésung wird ein wassriges Zwei-Phasen-System hergestellt, bei dem ein
Phasenverhéltnis von der Phase, enthaltend das Zielprodukt, zur Gegenphase von > 1,1 vor-
liegt;

ein Dichteverhéltnis von leichter Phase (20, 120) zu schwerer Phase (40, 140) von mindes-
tens 1,06 wird eingesetzt;

im wassrigen Zwei-Phasen-System wird als Polymer oder als eines der Polymere Polyethyl-
englykol (PEG), Polypropylenglykol (PPG), Dextran, PEG-PPG-PEG-Copolymer (EOPO) oder
Mischungen dieser eingesetzt;

im wassrigen Zwei-Phasen-System wird als Polymer Polyethylenglykol mit einem Molekular-
gewicht zwischen 200 und 8000 g/mol eingesetzt;

im wassrigen Zwei-Phasen-System wird mindestens ein Polymer in einer Konzentration von 5
bis 35 Gewichts-%, bezogen auf die Gesamtmenge an wéssrigem Zwei-Phasen-System, ein-
gesetzt.;

als Salz oder als eines der Salze im wassrigen Zwei-Phasen-System wird ein Phosphatsalz,
Ammoniumsalz, Kaliumsalze, Acetatsalze, Natriumsalze oder Citratsalz oder Mischungen die-
ser eingesetzt;

anstelle eines Salzes wird eine Saure, ausgewdhlt aus Zitronenséure oder Essigsdure einge-
setzt;

dem wassrigen Zwei-Phasen-System werden stabilisierende Komponenten, ausgewéhlt aus
Amminoséduren, Zucker oder anderen stabilisierenden Additiven, zugegeben;

das Verfahren wird kontinuierlich durchgefiihrt, aber die Schritte a. und/oder d. werden semi-

kontinuierlich durchgefiihrt.

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche 1 bis 12,

dadurch gekennzeichnet, dass

anstelle oder zusétzlich zum kontinuierlichen Messen der elektrischen Leitfahigkeit die Triibung in

mindestens einer der Phasen in der Trennvorrichtung (10, 100) kontinuierlich gemessen wird, wobei

die Triibung mit einem oder mehreren Trilbbungsmessgeraten in Form von einer, zwei, drei oder mehr

Sonden durchgefiihrt werden kann.
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14. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche 1 bis 13,

dadurch gekennzeichnet, dass

am Ende des Extraktionsverfahrens zur Restentleerung einer das Zielprodukt enthaltenden leichten
Phase (120) der Trennvorrichtung (100) eine Spillésung (115) zugegeben wird, die die Zielprodukt
enthaltende leichte Phase (120) aus der Trennvorrichtung (100) verdréngt und diese somit durch den
oben angeordneten Auslass (150.2) entnommen werden kann

und/oder

am Ende des Extraktionsverfahrens zur Restentleerung einer das Zielprodukt enthaltenden leichten
Phase (120) keine schwere Phase (140) mehr entnommen wird, diese sich dadurch aufstaut und die
leichte Phase (120) nach oben verdrangt, so dass die leichte Phase (120) durch den oben angeordne-

ten Auslass (150.2) entnommen werden kann;

oder

am Ende des Extraktionsverfahrens zur Restentleerung einer das Zielprodukt enthaltenden schwere
Phase (140) der Trennvorrichtung (100) eine Spillésung (115) zugegeben wird, die die Zielprodukt
enthaltende schwere Phase (140) aus der Trennvorrichtung (100) verdréngt und diese somit durch
den unten angeordneten Auslass (150.1, 150.3) entnommen werden kann

und/oder

am Ende des Extraktionsverfahrens zur Restentleerung einer das Zielprodukt enthaltenden schweren
Phase (140) keine leichte Phase (120) mehr entnommen wird, diese sich dadurch aufstaut und die
schwere Phase (140) nach unten verdréngt, so dass die schwere Phase (140) durch den unten ange-

ordneten Auslass (150.1, 150.3) entnommen werden kann.

15. Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 14, umfassend
eine Trennvorrichtung (10, 100) zum Trennen der Phasen;

mindestens einen Auslass (50, 150.1, 150.2) in der Trennvorrichtung (10, 100);

mindestens eine Sonde (60, 160.1, 160.2, 162.1, 162.2, 162.3, 162.4, 163.1, 163.2, 163.3, 163.4) zum
Messen der elektrischen Leitfahigkeit und/oder mindestens eine Sonde zum Messen der Triilbung in
mindestens einer der Phasen in der Trennvorrichtung (10, 100);

eine oder mehrere Entnahme-Vorrichtung(en) und/oder Mittel zur Regelung und/oder Steuerung der
Entnahmemenge, Entnahmegeschwindigkeit und/oder Entnahmedauer der leichten Phase (20, 120),
der schweren Phase (40, 140) und, sofern vorhanden, der Zwischenphase (30, 130), basierend auf
den Messwerten der elektrischen Leitfahigkeit und/oder basierend auf den Messwerten der Triibung in

mindestens einer Phase.

16. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 14 oder der Vorrichtung nach
Anspruch 15 zum Einstellen der Lage der Phasen in einer Trennvorrichtung (10, 100) und Abtrennen
der Phasen anhand der gemessenen elektrischen Leitfahigkeitswerte mindestens einer der Phasen

und/oder anhand der gemessenen Triubungswerte mindestens einer der Phasen.



