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La présente invention concerne un procédé et un appa¥
reil pour collecter stérilement et automatiquemenf des échan-
tillons liquides dans des éprouvettes stériles.

La plupart des procédés de culture de mlcroorganlsmes
nécessitent des prises d'échantillons régulléres au cours du
temps afin d'effectuer les analyses, dosages et mesures per-
mettant de suivre 1'évolution de cette culture.

Les collecteurs d'échantillons liquides qu1 ex1stent
actuellement ne permettent pas une stabilisation satisfaisan-
te de 1l'échantillon prélevé, la Qompos1t10n de celu;—c1 évo-
luant au cours du temps et nécessitant de ce fait une analy-
se rapide. , ‘ ' 7 -
Dans l'art antérleur, afin de tenter de stablllser
1'échantillon prélevé on a proposé d'introduire des additifs.
chimiques dans 1'échantillon. Toutefois,une telle tentatlve
ne s'est pas révélée satisfaisante car il en résulte tr01s in-
convénients majeurs,a savoir : ’

= la dilution apportée par l'additif;

- l'intérférence possible'de 1*additif avec une métho-
de de dosage ultérieure; - ‘ ' -

~ 1'inertie de 1' 1nact1vat10n du mlcroorganlsme par
cet additif. ' , 7

Pour remédier 2 cesproblémes la demanderesse a mis auw
point un procédé et un apparell<yxlpermettent d'obtenlr des
échantillons rigoureusement représentatifs de 1'état de 1la
culture & 1'instant effectif de prelévement 7

Le moyen esseﬂtlel de 1la présente 1nvent10n con51ste
4 mettre en oeuvre une opérat1on de flltratlon év1tant l'ad-
Jonctlon d'additifs chimiques. .

Grice i une telle filtration, 11 est poss1b1e d'ef-
fectuer une séparation raplde,du mlcroorganlsme cultivé et
de son milieu de culture. ' o '

Cette filtration assure 1a stablllté blologlque et
biochimique du prélévement, ce qui permet soit son analyse'
immédiate soit sa conservation en vue d'une analyse ulté-

- rieure.
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_ L'appareil pour collecter stérilement et automatique-
ment des échantillons liquides dans des éprouvettes stériles
selon la présente invention comprend un-support,mbbile du tyQ
perbarillet sur lequel repose une pluralité d'éprouvettes
destinées & recevoir individuellement selon un cycle détermi-
né des prélévements provenant d'une chambre stériiisable'ex—
terne audit appareil, ledit support mobile étant actionné
par 1l'intermédiaire d'un systéme de rotation, un ensemble de
volets supportés par un axe agissant suivant un mode ouvertu--
re-fermeture en opposition, un dispositif d'acheminement des
éprouvettes en deux parties dont 1l'une est disposée sur un
chariot coulissant qui,lors de son déplacement,améne 1'éprou-
vette en Vis-a-vis d'une aiguille d’injeétion,animée d’un
mouvemént ascendant-descéndant et reliée 4 la chambre stéri-
lisable par un flexible au moyen duquel le prélévement con-
tenu dans ladite chambre est introduit dans 1'éprouvette pour
subir une filtration, ladite aiguille,avant la mise en place
de 1'éprouvette en vue dé*l'injection du préiévement,se trou-
vant dans une chambre de stérilisatibn, et un magasin de ré-
cupération des éprouvettes. R

L'appareil selon la présente invention est également

remarquable par les caractéristiques ci-aprés prises isolé-

25

30-

tielle,

35

ment ou en combinaison :

- le systéme de rotation du support mobile est cons—
titué par une roue crantée, un axe tournant et un bras de
rotation pourvu d'un cllquet )

- le d1sp051t1f d'acheminement des épfouvettes pré-—~
sente la forme d une cheminée constltuée d'une . partle fixe.
et d'une partle mobile, ,

~ il comprend en outre un programmateur a cames ac-
tionné par un moteur électrique ainsi qu'une horloge séquen—

- chaque éprouvette esf en deux parties séparées en—
tre elles par un disque ou pastille portant une membrane
filtrante, 1l'éprouvette étaht obturée 4 chacune de ses ex-
trémités pér un bouchon plasma
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- 1a membrane est une membrane en fibfesldewverre'dé
por051té sensiblement de 0,2 PL et la pastille est;ﬁne pas-~
t111e en acier inoxydable frltté S . , ,
) .Le procédé pour collecter stérllement et automat1que~
ment des échantillons liquides dans des. éprouvettes stériles
au moyen de l'appareil selon 1la présente invention consiste
a effectuer une filtration du prélévement au cours de laquel-
le du gaz neutre stérile améne ledit prélévement a traverser
une membrane filtrante disposée dans la partie supérleure
de 1’éprouvette. , -

Suivant une caractérlsthue dua procédé de 1'invention,
le gaz neutre stérile est choisi parmi Néon Argon, Krypton
Xénon, Radon,ef tout gaz n'altérant pas 1'échantillon prélevé

Suivant une autre caractéristique du procédé de 1'in-
vention, le volume filtré est fonction du volume de la cham—
bre de prélévement et de la pression exercée dans l'éprouvet—'
te,/la pression appliguée varle en fonction de 1la ‘composition
de 1'échantillon a filtrer. - B -

Divers avantages -et caractérlsthues de la présente
invention ressortiront de la descrlptlon détaillée ci-aprés.

L'invention est illustrée, a. titre d' exemple non 11—,
mitatif,aux dessins annexés sur 1esque1s 2

Fig. 1 est une vue en perspectlve de, 1 apparell de

l'invention.

Fig. 2 est un schéma de pr1nc1pe destlné a expllquer
1a présente invention. : ’
- Fig. 3 est une coupe montrant 1a structure 1nterne
d'une éprouvette.
Fig. 4 est un schéma de 1la chambre de prélévement

" stérilisable externe a4 1'appareil a partir de laquelle le o

prélévement est acheminé dans 1'a1gu111e d’1n3ect10n.
L'appareil illustré sur 1es figures 1 et 2 comprend
A sa partie supérleure un support mobile du type barlllet 1.
Ce barillet 1 peut recevoir plusieurs éprouvettes E; par
exemple, sa capacité peut etre de 16 éprouvettes. Le baril-

let 1 peut tourner au moyen d'un systéme de rotatlon constl—
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‘tué d'une roue crantée 2 rendue solldalre du barillet 1 par

1'1nterméd1a1re d'un axe tournant 3 et bloqué par un c11quet
verrouillant la roue crantée 2 sur un bras de rotation 4.

-Grice auxmoyens décrits ci-dessus, une éprouvette E
est amenée au-dessus d'un volet supérieur 6 faisant partie
d'un ensemble avec un volet intérieur 7 qui est supporté sur-
un axe 5, ledit ensemble de volets 6,7 fonctlonnant selon un
mode ouverture-fermeture en opp051t10n Lors de 1la rotatlon
de 1‘axe'5, 1'éprouvette E disposée au-dessus .du volet supé-
rieur 6 passe dans un dispositif d'acheminement constitué de
deux parties, une cheminée fixe 8 et une"cheminée mobile 9.
Un chariot coulissant 10 supporte la cheminée mobile 9 ainsi
gu'une chambre de stérilisation 11 pour une aiguille d'injec~
tion 12. Dans le bas de 1'appare11 est disposé un magasin 13
de récupération des éprouvettes E, L' appareil selon la pré-
sente invention compréndr également un programmateur a cames
15 actionné par un moteur électrique ainsi qu'une horloge
séquentielle,non représentée. o -

- Sur 1la figure 3,.on a 111ustré la structure 1nterne

- d'une éprouvette E. Une telle éprouvette E se compose - de deux

parties désignées fespectivement par 16 et 17 qui sont sépa-
rées par un disque ou pastllle 18 sur lequel repose une mem-
brane filtrante 19. Un joint 20 assure 1'étanchéité entre les
deux parties 16,17 d'éprouvette E tandis que chaque,extrém1-
té est obturée par un bouchon 21.

A titre d'exemple, le disque ou pastllle 18 est en
acier inoxydable fritté et la membrane 19 est une membrane en

_ fibres de verre "whatman' de porosité O 2&» (norme blologl—
que de stérilité). Le bouchon 21 est un bouchon type plasma

habltuel

Avant d'expliquer en détall le fonctlonnement de
1'appareil selon la présente invention, il importe de pré-
ciser comment le prélévement est acheminé dans l'aiguille
d'injection. A cet effet,on se reportera a la figure 4.

La figure 4 illustre une chambre de prélévement stéri-
1lisable 14 reliée & la vanne de fond V1 d'une cuve dg fgrmen-
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tation 22, La chambre 14,qui est indépendante dérl'appareilr
de 1'invention,est reliée & 1l'aiguille d’'injection 12 par
1'intermédiaire d'un_flexible F. Le fonctionnement de 1la
chambre 14 sera précisé plus 1oin et on décrit a préseht ce--
lui de 1'appareil selon la présente 1nvent10n.- .

Pour utiliser cet appareil,il est necessalre de dlS— —
poser d'une source d'électricité, d'air comprimé, de vapeur,
de gaz stérile,et de la chambre de préléevement sférilisable
14. ' S |
Le barillet 1,chargé des éprouvettes E stériliséesrau

préalable, effectue une rotation partielle au moyen du sys-

téme de rotation précité constitué par la roue crantée 2,
1'axe tournant 3 et le bras & cliquet 4, 11 en- résulte qu'
une éprouvette E est amenée au dessus du,volet supér;eur 6
obturant la cheminée fixe 8 dans sa partie supérieure. A ce
moment,1l'axe 5 des voletsrpivote, ce qui entraine 1l'ouvertu-
re du volet 6 et la fermeture du volet 7 qui vient obturer -
la partie inférieure de la cheminée mobile 9. L'éprouvette
E tombe ainsi sur le volet 7. Pendant cette phéSe,,l'aiguil—'
le d'injection 12 se trouve dans la chambre de stérilisation
11 en circulation vapeur. '

La synchronlsatlon des mouvements permet rapldement
la sortie de 1l'aiguille 12 de ‘1a chambre de stérilisation 11

par déplacement du. chariot 10, la mise en place de 1'éprou-

vette E sous 1taiguille 12 et 1'introduction de celle-ci
dans 1l'éprouvette E. Le prélévement contenu dans la chambre'
14 est alors acheminé dans 1'eprouvette E par 1'1nterméd1a1—
re de l'aiguille d'injection 12, , B

Cette opération terminée, 1'a1gu111e 12 sort de l’é-
prouvette E, le chariot 10 repositionne 1'éprouvette E sur
le volet 7 et 1l'aiguille: 12 retourne dans la chambre de'sféF
rilisation 11 L'axe 5 des volets 6 7 plvote, ce qui entrai-
ne 1'ouverture du volet 7 et 1la fermeture du volet 6; 1'é~
prouvette E tombe alors dans le magasin 13.L'appareil se trou-
ve ainsi en position pour un nouveau cycle. ' '

 L'acheminement du prélévemént contenu dans la cuve 22 a
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1'aiguille d'injection 12 par 1'intermédiaire de la chambre
14 comprend différentes phases : en premier lieu,une phase

de stérilisation de la chambre 14 au cours de laquelle les
vannes V1, V2 et V5 (voir figure 4) sont fermées,alors‘que
les vannes V3 et V4 sont ouvertes. Pendant cette phase,de 1la
vapeur VA est introduites cette vapeur stérilise la chambre
14, 1'aiguille 12 et la chambre 11, En second lieu prend pla-
ce une phase de purge et de refroidissement; la vanne V3 est -
fermée et la vanne V2 est ouverte qui recoit du gaz neutre
stérile GN,par exemple de l1l'azote dont 1'effet

est de purger les condensats de vapeur. Ensuite, les vannes

V2 et V4 sont fermées et la vanne V5 est ouverte et alimen-
tée en fluide réfrigérant FR, La chambre 14 est refroidie par
circulation du fluide réfrigérant FR. Simultanément, 1'ai-
guille d'injection 12 sort de la chambre de stérilisation 11
pour pénétrer dans l1l'éprouvette E. On procéde alors a la pha-
se de remplissage de la chambre 14. A cet effet, la vanne

V5 est fermée et la chambre 14 se trouve & ce moment sous un
léger vide., La vanne V1 est alors ouverte et le liquide de
prélévement P remplit la chambre 14, Dans la phase éuivante,
la vanne V1 est fermée et les vannes V4 et V2 sont ouvertes,
Le gaz neutre stérile GN pousse le prélévement contenu dans
la chambre 14 dans 1'éprouvette E par 1'intermédiaire du fle~
xible F et de l'aiguille 12, Le fait de réfrigérer la cham-
bre 14 apres la stérilisation permet d'obtenir une températu-
re et un vide constants dans celle-ci, Cette opération a pour
but essentiel d'éliminer 1'influence de la pression et de la
température dans la chambre sur le volume du préléevement.

De la facon décrite plus haut, le prélévement arrive
dans la partie supérieure de 1l'éprouvette E. La pression du
gaz neutre stérile GN appliquée pousse le liquide & travers
la membrane filtrante 19 jusqu'a équilibrage de la pression
entre les parties inférieure et supérieure 17, 16 de 1'é-
prouvette E, la fonction de la membrane 19 étant de séparer
le substrat 1liquide et le microorganisme,empéchant ainsi
toute évolution de 1'échantillon filtré. Le volume filtré dé-
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pend du volume de la chambre de prélévement 14 et de la pres-
sion exercée dans 1l'éprouvette. La pression varie en fonc-
tion de la composition de 1'échantillon & filtrer. Selon 1la
présente invention,le programmateur a4 cames 15 commande 1'au-
tomatisation du fonctionnement de la chambre 14 en liaison
avec celle de l'appareil. Les opérations indiquées plus haut
s'effectuent & 1l'aide des vérins pneumatiques actionnés par
des minivannes commandées par les cames du programmateur.

L'appareil de 1l'invention fonctionne toujours sous
des conditions stériles et,m8me pendant le trés court ins-
tant ot 1'aiguille 12 se trouve entre la chambre de stérili-
sation 11 et 1'éprouvette E, 1l'aiguille 12 est & 1'intérieur
d'un soufflet (non représenté) qui assure 1'étanchéité entre
le support de 1l'aiguille 12 et 1a chambre 11 ou 1’éprou§ette
E. Ce soufflet est stérilisé en méme temps que la chambre
de stérilisation 11. On notera toutefois que, dans le cas ol
1'aiguille se trouverait momentanément dans des conditions
non stériies, ce fait n'aurait que peu d'importance. En ef-
fet,l'essentiel est que 1l'intérieur du fermenteur ne soit ja-
mais en contact avec 1'air extérieur, ce qui est le cas. Les
quelques contaminants extérieurs qui pourraient venir souil=-
ler 1l'aiguille 12 seront automatiquement retenus par la mem=—
brane filtrante 19 dans 1a partie supérieure 16 de 1'éprouvet-
te E et ne pohrront se développer du fait de 1l'absence du
milieu de culture.

La présente invention fournit donc un procédé et un
appareil pour collecter stérilement et automatiguement des
échantillons liquides dans des éprouvettes stériles. L'in-
vention permet d'effectuer des prélévements in situ sur des
cuves de fermentation industrielles.

L'invention n'est pas limitée au mode de réalisation
décrit et englobe ses équivalents techniques.
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REVENDICATIONS
1. Appareil pour collecter stérilement et automati-

quement des échantillons liquides dans des éprouvettes sté-
riles, caractérisé en ce qu'il comprend un support mobile

du type barillet (1) sur lequel repose une pluralité 4'é-
prouvettes (E)'destinées a4 recevoir individuellement selon
un cycle déterminé des -prélévements provenant d'une chambre
stérilisable (14) externe audit appareil, ledit support mo-
bile (1) étant actionné par 1'intermédiaire d'un systéme

de rotation (2,3,4), un ensemble de volets (6,7) supporteés
sur un axe (5) agissant suivant un mode ouverture-fermeture
en opposition, un dispositif d'acheminement (8,9) des éprou-
vettes (E) en deux parties dont 1l'une (9) est disposée sur
un chariot coulissant (10) qui,lors de son déplacement,amé-
ne 1'éprouvette (E) en vis-a-vis d'une aiguille d'injection
(12) animée d'un mouvement ascendant-descendant et reliée a
1a chambre stérilisable (14) par un flexible au moyen duquel
le prélévement contenu dans ladite chambre (14) est introduit
dans 1'éprouvette (E) pour subir une filtration, ladite ai-
guille (12), avant la mise en place de 1'éprouvette (E) en vue
de Yinjection du prélévement,se trouvant dans une chambre de
stérilisation (11), et un magasin (13) de récupération des
éprouvettés ®).

2. Appareil suivant la revendication 1, caractérisé
en ce que le systéme de rotation (2,3,4) du support mobile
(1) est constitué par une roue crantée (2),un axe tournant
(3) et un bras de rotation (4) pourvu d'un cliquet.

3. Appareil suivént Tune des revendications 1 ou 2,
caractérisé en ce que le dispositif d'acheminement (8, 9) des
éprouvettes (E) présente 1la forme d'une cheminée constituée
d'une partie fixe (8) et d'une partie mobile 9).

4, Appareil suivant 1'une quelconque des revendica-
tions 1 & 3, caractérisé en ce qu'il comprend en outre un
programmateur a cames (15) actionné par un moteur électri-
que,ainsi qu'une horloge séquentielle.

5. Appareil suivant 1'une quelconque des revendica-
tions 1 & 4, caractérisé en ce que chaque éprouvette (E) est
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en deux parties (16,17) séparées entre elles par un disque

ou pastille (18) portant une membrane filtrante (19), 1l'é-

prouvette (E) étant obturée a chacune de ses extrémités par
un bouchon plasma (21).

6. Appareil suivant la revendication 5, caractérisé
en ce que la membrane (19) est une membrane en fibres de
verre de porosité sensiblement de 0,2y et la pastille (18)
est une pastille en acier inoxydable fritté.

7. Procédé pour collecter stérilement et automatique-
ment des échantillons liquides dans des éprouvettes stériles
au moyen de l'appareil selon 1'une quelconque des revendica-
tions 1 & 6, caractérisé en ce qu'il consiste & effectuer
une filtration du prélévement (P) au cours de laquelle du
gaz neutre stérile (GN) améne ledit prélévement (P) a tra-
verser une membrane filtrante (19) disposée dans la partie
supérieure (16) de 1'éprouvette (E).

8. Procédé suivant la revendication 7, caractériseé
en ce que le gaz neutre stérile (GN) est choisi parmi :Néon,Ar-
gon,Krypton,Xénon, Radon,et tout gaz n'altérant pas 1'échantil-
1lon préleﬂfj Procédé selon 1l'une quelconque des revendica-
tions 7 ou 8, caractérisé en ce que le volume filtré est
fonction du volume de la chambre de prélévement (14) et de
la pression exercée dans 1'éprouvette (E).

10. Procédé selon l'une quelconque des revendications
7 4 9, caractérisé en ce que la pression appliquée varie
en fonction de la composition de 1'échantillon a filtrer.

11. Procédé suivant l'une quelconque des revendica-
tions 7 & 10, caractérisé en ce qu'il consiste 4 réaliser une
phase de stérilisation de 1la chambre de prélévement (14) au
cours de laquelle les vannes (V1, V2 et V5) sont fermées a-
lors que les vannes (V3 et V4) sont ouvertes, de la vapeur
(v2) étant alors introduite par 1'intermédiaire de la vanne
(v3), & effectuer une phase de purge et de refroidissement par
fermeture de la vanne (V3) et ouverture de la vanne (V2) qui
recoit du gaz neutre stériler(GN) afin de purger les conden-—

sats de vapeur, i arrédter ladite phase de purge par fermetu-
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re des vannes (V2 et V4), & refroidir la chambre (14) en
faisant circuler du fluide réfrigérant (FR) par ouverture
de 1a vanne (V5), & procéder alors a4 la phase de remplis-
sage de la chambre (14) aprés la fermeture de la vanne (V5),
la chambre (14) étant sous un léger vide, par ouverture

de la vanne V1, le liquide de prélévement (P) remplissant
ainsi la chambre (14). '



E
FL |
Pl —
e Ml
8 N 1 T ]
12 ; j 7
e 2
11- i
9 { } !;3

241K

2485732

FIGT

0

S=c

I

T

I

e

.E ¥ (_; |¥ FIG.2
. .. ﬁ - 5




5754FR
2485732

FIG.3

L ‘ o
/ © Q o
: L

5?,4
F
. e

VA -



