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Bioréacteur et dispositif pour la culture de cellules

@Le but de l'invention est de réaliser un bioréacteur
pour que les cultures soient correctement mises en sus-
pension et homogénéisées.

Ce but est atteint a I'aide d’un bioréacteur comportant
une chambre de culture cellulaire (58) et deux enceintes
(90, 92) caractérisé en ce qu’il comprend au moins deux
toumiﬂuets (66, 67) disposés a l'intérieur de ladite chambre
de culture (58), un toumiquet d’entrée comportant au
moins un tube poreux (74) reliant ladite enceinte d’entrée
(90) a 'une des extrémités d’une conduite de liaison (84)
entre les deux tourniquets, un tourniquet de sortie compor-
tant au moins un autre tube poreux (74) reliant 'autre ex-
trémité de la conduite de liaison (84) a I'enceinte de sortie
(92), ces deux tourniquets (66, 67) étant munis de moyens
(88) pour les faire tourner autour d’'un axe longitudinal (68,
86), et en ce que chacun de ces tubes poreux (74) pré-
sente sur ses faces intérieure et extérieure une membrane
filtrante microporeuse (126a, 126b).

Ce bioréacteur permet plus spécialement la culture de
cellules fragiles.

animales.
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BIOREACTEUR ET DISPOSITIF POUR LA CULTURE DE CELLULES
ANIMALES
Description

La présente invention concerne un bioréacteur
et un dispositif pour Lla culture en continu et a
L'échelle dndustrielle de cellules animales (qu'elles
soient en suspension, microsupportées ou
microencapsulées). Ce dispositif permet Lla production
de toutes Lles cellules animales notamment Les plus
fragiles, et des métabolites produits par ces cellules,
comme par exemple les anticorps monoclonaux.

On connajt déja divers bioréacteurs pouvant
8tre wutilisés en culture de cellules Libres (non
adhérentes).

Certains de <ces bioréacteurs sont basés
sur Lle confinement des cellules entre deux types de
membranes filtrantes différentes, Lles unes servant
4 apporter certains substrats aux cellules et Lles
autres servant & L'extraction de <certains produits.
Toutefois, ces bioréacteurs ne possédent aucun
dispositif de régulation et de contrdéle intermédiaire
de Lla perte de charge et présentent donc des fractions
de membranes mal utilisées. Enfin, ces bioréacteurs
ont souvent des capacités de transfert de matiére
assez faible.

Le document FR-A-2 640 638 décrit un
bioréacteur comportant une chambre de culture cellulaire
longitudinale disposée horizontalement. Cette chambre
est traversée de part en part Llongitudinalement par
deux ensembles de tubes minéraux poreux, reliés entre
eux & Ll'une de Lleurs extrémités par une conduite de
liaison et reliés par Lleur autre extrémité & un
réservoir de milieu nourricier. Ces tubes poreux
présentent des membranes filtrantes microporeuses

autorisant le passage des molécules du milieu nourricier
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vers Lla chambre de culture cellulaire, et de Ladite
chambre vers les tubes poreux, mais bloquant le passage
des cellules cultivées dans la chambre.

Selon les caractéristiques de ce bioréacteur,
la conduite de Lliaison entre ces deux ensembles de
tubes est équipée d'une vanne permettant d'ajuster
et de contrbler La perte de charge dans cette conduite
et d'obtenir ainsi un transfert important de matiére
sensiblement constant sur toute la Llongueur des tubes
minéraux poreux. En outre, afin de limiter le colmatage
des membranes déposées sur la surface des deux ensembles
de tubes poreux, des moyens sont prévus pour finverser
le sens de circulation du milieu nourricier a
L'intérieur des deux ensembles de tubes. Enfin,
L'homogénéité du milieu de culture se trouvant dans
La chambre de culture cellulaire est obtenue par des
moyens permettant une rotation alternative de 180°
du bioréacteur autour d'un axe Llongitudinal paralléle
aux deux tubes poreux.

Toutefois on constate que ce type de
bioréacteur présente un certain nombre d'inconvénients.

En effet, malgré Lla rotation du bioréacteur
de 180°, <certains types de cellules se trouvant a
L'intérieur de Lla chambre de culture peuvent avoir
tendance & sédimenter dans le fond de lLadite chambre.

Enfin, la régulation du pH et de Lla pression
partielle en oxygéne se fait dans un réacteur auxiliaire
et non directement dans le bioréacteur.

L*invention a justement pour but de remédier
4 ces inconvénients.

A cet effet, L'invention concerne un
bioréacteur pour La culture de cellules animales
comportant :

- une chambre de culture <cellulaire délimitée par
une virole cylindrique interne et deux parois en

regard, cette chambre renfermant & Lla fois Llesdites
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cellules animales et le milieu de culture,

- deux enceintes situées & l'extérieur de ladite chambre
de culture, une enceinte d'entrée et une enceinte
de sortie, ces deux enceintes étant reliées L'une
a L'autre.

Selon Lles caractéristiques de L'invention,
ce bioréacteur comprend au moins deux tourniquets
disposés sensiblement verticalement 3 L'intérieur
de ladite chambre de culture, un tourniquet d'entrée
comportant au moins un tube poreux minéral ou organique
reliant ladite enceinte d'entrée & Ll'une des extrémités
d'une conduite de Lliaison entre Lles deux tourniquets,
un tourniquet de sortie comportant au moins un autre
tube poreux minéral ou organique reliant L'autre
extrémité de Lladite conduite de Lliaison & Ll'enceinte
de sortie, ces deux tourniquets étant munis de moyens
pour Lles faire tourner autour d'un axe Llongitudinal.
Chacun de ces tubes poreux présente sur ses faces
intérieure et extérieure une membrane filtrante
microporeuse imperméable aux cellules présentes dans
Lta chambre de culture cellulaire, mais permettant
le passage des molécules du milieu nourricier vers
Lla chambre de culture cellulaire et 1inversement Le
prélévement des métabolites produits dans Lla chambre
de culture cellulaire.

Ainsi, dans ce bioréacteur selon L'invention
et contrairement & ce qui existait pour L'art antérieur
(FR=-A-2 640 6338), La chambre de culture <cellulaire
reste immobile et ce sont Lles tourniquets portant
les tubes poreux qui se déplacent & L'intérieur de
cette chambre. De préférence, chaque tourniquet présente
trois tubes poreux et deux tourniquets voisins tournent
en sens inverse.

IL en résulte wune remise en suspension

permanente des <cellules beaucoup plus efficace que
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ce qui existait dans L'art antérieur. De plus,
lL'agitation assurée par La rotation des tourniquets
est beaucoup plus douce que ce qui pouvait &tre obtenu
par d'autres moyens d'agitation, comme par exemple
des hélices ; et Lles faibles forces de c¢isaillement
permettent Lla culture, dans de bonnes conditions,
de cellules animales méme trés fragiles.

En conséquence, il en résulte une meilleure

homogénéité de La culture <cellulaire ainsi qu'une

augmentation du transfert au sein du milieu de La
chambre de culture, grace au renouvellement par
diffusion et par brassage du Liquide environnant ces
tubes.

Selon une autre caractéristique de
L'invention, La chambre de —culture cellulaire est
remplie seulement partiellement de milieu de culture
et de cellules animales, de fag¢on & définir dans sa
partie supérieure un volume rempli de gaz, maintenus
sous pression. Le brassage assuré par Lles tourniquets
améliore encore la diffusion de ces gaz & Ll'intérieur
du milieu de culture.

On prévoit en outre dans la partie supérieure
du réacteur une entrée de gaz contenant de L'oxygéne
et éventuellement du dioxyde de carbone. Ceci permet
ainsi une régulétion trés aisée et précise de Lla
pression partielle en oxygéne dissous, dans le milieu
de culture, et éventuellement, dans des milieux de
culture particuliers, ainsi qu'une régulation du pH
par apport du dioxyde de carbone.

Selon une autre caractéristique de
L'invention, La <chambre de culture <cellulaire est
munie dans sa partie basse de deux bossages pour
L'introduction de diverses sondes de mesures, comme
par exemple des sondes mesurant Lla pression partielle

en oxygéne dissous ou en gaz carbonique, ou encore
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des sondes mesurant le pH ou la température.

L'invention a également pour objet un
dispositif pour Lla culture en continu de <cellules
animales comprenant un réacteur de contrdle et de
préparation du milieu nourricier, connecté a un
bioréacteur tel que défini précédemment, et des moyens
pour extraire en continu ou séquentiellement les
substances produites: par Lles cellules cultivées
(métabolites), ces moyens étant connectés audit réacteur
de contréle.

D'autres caractéristiques et avantages de
l'invention ressortiront mieux de Lla description qui
va suivre, donnée & titre illustratif et non Llimitatif,
en faisant référence aux dessins annexés, dans
lLesquels :

- La figure 1 représente un schéma d'ensemble
d'un dispositif de culture de cellules animales conforme
4 l'invention ;

- Lla figure 2 représente de fagon plus
détaillée et en coupe Longitudinale Lle bioréacteur
du dispositif de La figure 1 ; et

- Les figures 3 et 4 représentent
respectivement des vues en coupe de deux modes de
réalisation des tourniquets présents & L'intérieur
du bioréacteur.

En faisant référence & La figure 1, Le
dispositif pour Lla culture de cellules animales selon
L'invention comprend une cuve 2 destinée & la préculture
des cellules animales, équipée d'une alimentation
4 en gaz et d'une alimentation 6 en solution nutritive.
Le mélange gazeux et La solution nutritive sont
nécessaires au développement des cellules animales
contenues dans Le milieu de culture 8. Un agitateur
10 assure une agitation Llente du milieu de culture

8. Des capteurs 12 pour Le contrdle de ce milieu et
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en particulier du pH, de La pression d'oxygéne et
de Lla pression en dioxyde de <carbone sont prévus.
La cuve 2 et son équipement sont wutilisés comme
"innoculum" du bioréacteur 14.

La cuve 2 est reliée, via une conduite 16
au bioréacteur 14 dans Llequel s'effectue Lla culture
4 proprement parler des cellules animales pour La
production de métabolites par ces cellules. Le
bioréacteur comporte de préférence un plan de symétrie
longitudinal 17.

Le bioréacteur 14 est connecté & un réacteur
auxilijaire 18 destiné & Lla préparation du milieu
nourricier et au contrdle de ce dernier. Cette connexion
est effectuée par une conduite 20. Le milieu nourricier
22 est nécessaire & La vie des cellules animales
contenues dans Le milieu de culture 8 se trouvant
4 L'intérieur du bioréacteur 14.

Une premiére régulation du pH, de la pression
en oxygéne, de Lla pression en dioxyde de carbone,
ainsi que des divers éléments constitutifs du milieu
nourricier 22 tels que La glutamine, Le glucose et
les acides aminés est effectuée dans <c¢ce réacteur
auxiliaire 18. Un systéme 24 permet son agitation.
L'absence de cellule dans Lle réacteur 18 permet
'utilisation d'une agitation brutale du milieu
nourricier 22 (les contraintes de <cisaillement ne
sont pas Llimitatives) et d'un fort débit de mélange
gazeux, car il y a possibilité d'utiliser un systéme
antimousse mécanique. Le mélange gazeux est 1introduit
via une conduite d'amenée 26 dans le réacteur 18.

Ce réacteur 18, comme tous les autres
canalisations et réservoirs du dispositif sont
stérilisables in situ & la vapeur.

Le réacteur auxiliaire 18 est également

équipé d'un dispositif 28 permettant des prélévements
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stériles dans Le milieu nourricier 22 et assurant
un prélévement continu ou séquentiel d'échantillons
injectés automatiquement dans des analyseurs reliés
4 un systéme dinformatique qui contrdle ce milieu
nourricier 22. Ce systéme permet L'injection & Lla
demande, de glucose, de glutamine ou d'acides aminés
stockés stérilement dans des réservoirs 30 (un seul
est représenté en figure 1) connectés au réacteur
18 via des conduites 32 équipées de pompes 34,

Le systéme de stérilisation de L'ensemble
du dispositif ainsi que le contrble du milieu de culture
et du milieu nourricier, effectués de fagon automatique,
sont bien connus de L('homme de Ll'art et ne seront
pas décrits plus en détail.

Le bioréacteur 14 est en outre équipé d'une
conduite 36 de sortie du milieu nourricier 22, connectée
au réacteur 18.

Un dispositif de vannes 38 permet d'inverser
périodiquement Le sens de circulation du milieu
nourricier 22 & L'intérieur des tubes poreux du
bjoréacteur 14, afin d'éviter L'encrassement ou Le
colmatage des membranes déposées sur ceux—-ci.

Une pompe 40 montée sur une conduite rigide
42 de sortie du milieu nourricier 22 du réacteur
auxiliaire 18 et connectée au dispositif de vanne
38, assure Lla mise en circulation de <ce milieu
nourricier.

Les métabolites produits par Les cellules
dans le bioréacteur 14 sont extraits du réacteur annexe
18 par une conduite 44 connectée & un systéme 46
d'ultrafiltration assurant La séparation entre Lles
métabolites et Lles autres produits du milieu nourricier
Liquide 22. L'acheminement des ces métabolites dans
le systéme dfultrafiltration 46 est assuré via une

conduite d'amenée 48 connectée & La conduite 44 et
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équipée d'une pompe 50 et d'un réservoir tampon 52.
Des réservoirs 54 et 56 assurent la récolte des produits
obtenus par L'ultrafiltration. Le réservoir 56 permet
la récupération des métabolites de poids moléculaire
élevé. Le réservoir 54 permet Lla récupération des
milieux wusés et ceux-ci peuvent &tre régénérés par
divers traitements comme par exemple par pervaporation
de fag¢on & éliminer —certains métabolites toxiques
produits par les cellules. )

Le bioréacteur 14 selon L'invention est
représenté en détail sur Lla figure 2. Il comprend
une chambre de culture cellulaire 58 délimitée par
une virole cylindrique interne 60 s'étendant
sensiblement verticalement. Cette virole 60 présente
& chacune de ses deux extrémités deux parois en regard,
respectivement wune paroi supérieure 62 et une paroi
inférieure 64 formant une partie de Lla base 65 du
bioréacteur.

Deux tourniquets 66, 67 sont disposés
sensiblement verticalement & L'intérieur de La chambre
de culture 58. Chaque tourniquet 66, 67 comprend un
axe central longitudinal 68, aux deux extrémités duquel
sont fixés deux flasques, respectivement un flasque
supérieur 70 et un flasque inférieur 72. Des tubes
poreux 74 réalisés par exemple en carbone poreux sont
fixés entre Lles deux flasques 70 et 72, parallélement
3 L'axe 68 (deux seulement sont représentés en
figure 2). Les deux flasques 70 et 72 sont creusés
intérieurement de fagon & former plusieurs canalisations
75 reliant chaque extrémité d'un tube poreux 74 3
une conduite commune, verticale, (référencée 76, en
partie supérieure du tourniquet et 77 en partie
inférieure). Ces conduites 76, 77 s'étendant de part
et d'autre de Ll'axe central 68.

En outre, lLla paroi supérieure 62 est traversée
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par deux portions de tube 78 dirigées verticalement
vers Ll'intérieur de la chambre de culture 58 et situées
en regard des conduites 76. Chaque flasque supérieur
70. est surmonté de joints d'étanchéité tournants,
par exemple en téflon 80, maintenus sur ce Tflasque
par une bague de serrage 82. Ces joints en téflon
80 permettent d'assurer lLa rotation de chaque tourniquet
66 autour de Lla portion de tube 78. Les deux pogtions
de tube 78 sont reliées dans Lleur partie supérieure,
par une conduite de liaison 84 se trouvant & l'extérieur
du bioréacteur.

Les canalisations 77 situédes dans La partie
inférieure de chaque tourniquet sont ménagées 3
L'intérijeur d'un axe 86 vertical entrainé en rotation
par des moyens 88 qui seront décrits ultérieurement.

Le bioréacteur 14 selon L'invention présente
également deux enceintes annulaires 90, 92 prévues
respectivement sous Lle tourniquet d'entrée 66 et sous
Le tourniquet de sortie 67. Ces enceintes annulaires
90 et 92 sont prévues autour des axes verticaux 86.
Les canalisations 77 débouchent & Ll'intérieur desdites
enceintes 90 et 92 par un orifice 94. Ces deux enceintes
annulaires 90 et 92 sont Llimitées respectivement par
une garniture mécanique supérieure 96, 98 et par une
double garniture mécanique inférieure 100, 102. Les
deux doubles garnitures mécaniques inférieures 100,
102 sont Llubrifiées par des condensats stériles
introduits sous forme de vapeur en 104, (respectivement
106), et évacués sous forme de condensats en 108
(respectivement 110). On prévoit encore autour de
chaque axe 86 et sous les doubles garnitures mécaniques
100 et 102 des roulements & billes respectivement
112 et 114 facilitant Lla rotation des axes 86 et donc
des deux tourniquets 66 et 67.

Ces garnitures mécaniques pourraient bien
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évidemment @&tre remplacées par tout autre systéme
de joints d'étanchéité tournants.

Les moyens moteurs 88 comprennent un moteur
116 a proprement parler, muni d'un axe de sortie 118
surmonté d'un pignon 120. En outre, L'axe de rotation
86 du tourniquet 66 présente une roue dentée 122
engrenant avec une seconde roue dentée 124 prévue
respectivement sur L'axe de rotation 86 du tourniquet
67. La roue d'engrenage 124 engréne é&galement avec
le pignon 120. Les deux tourniquets 66 et 67 sont
ainsi entrainés en rotation et tournent en sens inverse,
ce qui améliore Le brassage. Toutefois, on pourrait
supprimer Les roues dentées 122, 124 et faire tourner
les deux tourniquets dans un sens quelconque avec
des moteurs indépendants L'un de L'autre. Les
tourniquets 66, 67 supportant Les tubes poreux 74
sont animés d'un mouvement de rotation lent qui permet
Le maintien en suspension des cellules et assure une
bonne homogénéité de Lla culture de cellules. A titre
d'exemple, Lles tourniquets tournent & une vitesse
de 5 & 100 tr/mn, de préférence 10 & 40 tr/mn. De
plus, Llorsque Les tourniquets sont entrainés par des
roues dentées, <comme Jllustré aux figures 3 et 4,
les flasques 70, 72 ne sont pas circulaires, mais
présentent un contour idrrégulier formant des Lobes
125. Les tubes poreux 74 sont fixés au niveau de ces
Llobes. Cette structure en Lobes permet de disposer
les deux tourniquets 66 et 67 de fag¢on qu'ils soient
Légérement imbriqués Ll'un dans L'autre, mais sans
qu'il y ait de frottements. En d'autres termes, chaque
Lobe 125 du tourniquet 66 passe entre deux Llobes 125
voisins du tourniquet 67 mais sans qu'il y ait de
contact entre ces Lobes. Cette disposition des deux
tourniquets 66 et 67 assure un meilleur brassage de

La culture Lors de leur rotation.
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Sur chaque tube poreux 74, minéral ou
organique, est déposée respectivement une membrane
filtrante microporeuse, minérale ou organique, interne
126a et externe 126b. Lorsque cette membrane est
minérale, elle peut é&tre réalisée par exemple avec
des oxydes tels que Al203, TiO02, Zr02 ou Si0p, du
carbone, des carbures tels que SiC ou des nitrures.
Lorsque cette membrane est _organique, elle peut étre
réalisée par exembLe avec des polysulfones. Ces
membranes filtrantes 126a, 126b' permettent en
particulier Lle prélévement des métabolites produits
par Lles cellules cultivées dans Lla chambre de culture
cellulaire et dinversement Le passage des molécules
du milieu nourricier vers cette chambre de culture
58. Par contre, ces membranes 126a, 126b sont
imperméables aux cellules. A titre d'exemple, ces
membranes peuvent présenter un diamétre de pores de
L'ordre de 0,09 micrométre.

La virole cylindrique 60 interne est entourée
d'une seconde virole <cylindrique 128 externe afin
de former un espace annulaire 130 entre Lles deux
viroles, dans LlLequel on fait <circuler wun Liquide
assurant La régulation en température du milieu de
culture 8. La chambre de culture cellulaire 58 est
remplie seulement partiellement de milieu de culture
8 et de cellules animales de fag¢on & définir dans
sa partie supérieure un volume 131 ou "ciel" rempli
de gaz maintenus sous pression par des moyens qui
seront décrits ultérieurement.

Le bioréacteur 14 selon L'invention comprend
également dans sa partie supérieure une canalisation
132 traversant Lla paroi supérieure 62 et permettant
L'introduction de gaz tels L'azote, L'oxygéne et Le
dioxyde de carbone.

Le bioréacteur comprend également dans sa

partie supérieure une- canalisation 134 traversant
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la paroi supérieure 62 et permettant Lla sortie des
gaz humides. Comme illustré en figure 1, cette
canalisation 134 traverse successivement un réfrigérant
136, un réchauffeur 138, un filtre stérilisable &
la vapeur 140 et un manométre détendeur 142 formant
un moyen pour maintenir sous pression les gaz du volume
131. Le réfrigérant 136 permet de perdre moins de
liquide lors de L{étape de condensation. Le réchauffeur
138 permét d'éviter la condensation sur Le filtre
140, et Le filtre 140 permet de stériliser Lles gaz
gui seront ensuite reldchés dans ('atmosphére.

Un- appareil antimousse statique, non
représenté, tel que celui développé par DOWNICK HUNTER
FILTER sous Lla marque TURBOSEP, peut @&tre intercalé
entre le réfigérant 136 et Le réchauffeur 138.

Enfin, comme illustré en' figure 2, le
bioréacteur 14 selon L'invention comprend un ensemble
de vannes de prise d'échantillons 144, une vanne de
purge 146, un bossage 148 pour Ll'implantation d'une
sonde de mesure du pH du milieu de culture et un bossage
150 pour L'implantation d'une sonde de mesure de La
pression partielle en oxygéne du milieu de culture.

Le fonctionnement du dispositif va maintenant
8tre décrit.

Le milieu nourricier 22 riche en é&léments
nécessaires & Lla culture des cellules et provenant
du réacteur auxiliaire 18 arrive par exemple dans
L*enceinte 90, par Lla canalisation 20. Ce Liquide
nourricier 22 pénétre dans la canalisation 77 de L'axe
86 et traverse en parallele Les tubes poreux 74 du
tourniquet d'entrée 66 et alimente lLle milieu de culture
8 des cellules, en milieu nourricier frais. Ensuite,
le milieu nourricier 22 passe & travers la canalisation
de Lliaison 84 et redescend dans Les tubes poreux 74

du tourniquet de sortie 67, jusqu'ad déboucher dans
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['enceinte 92 et & repartir vers le réacteur auxiliaire
18 par La canalisation 36. Il se produit au niveau
des tubes poreux 74 du tourniquet 67 Lle transfert
du milieu nourricier partiellement appauvri et des
métabolites formés par Lles cellules.

Le passage du milieu nourricier & travers
La barriére poreuse 126 est assuré gréce & une

surpression du milieu nourricier par rapport au milieu

"de culture. A cet effet, Lle bioréacteur 14 présente

au niveau de sa conduite externe de liaison 84 mettant
en communication Lles deux tourniquets, une vanne de
réglage 152 permettant de contrdler et d'ajuster Lla
perte de charge dans Lladite <c¢onduite de Liaison 84
et d'augmenter Lla pression dans Lles tubes poreux 74
du tourniquet d'entrée 66. Le Lliguide appauvri en
éléments nutritifs retourne au réacteur auxiliadire
18 en vue de se recharger en éléments nutritifs.

Afin de Limiter Le colmatage des membranes
déposées sur les faces des tubes poreux 74 et obtenir
ainsi des caractéristiques de transfert sensiblement
canstantes pendant toute La durée de Lla culture, un
ensemble de vannes 38 est prévu pour dinverser Lle sens
de passage du milieu nourricier & Ll'intérieur desdits
tubes poreux T74. Dans ces conditions, Lles sens de
circulation sont dnversés, et Le tourniquet d'entrée
devient Le tourniquet de sortie et réciproquement.

Dans l'exemple de réalisation représenté
ici, chaque tourniquet comprend de préférence trois
tubes poreux 74. Toutefois, de fagon pratique, on
utilise en fait un ensemble de tubes, par exemple
de quatre, six, douze ou dix-huit tubes, voire méme
davantage, disposés réguliérement sur chaque tourniquet
3 L'intérieur du bijoréacteur. Toutefois, le bioréacteur
de Ll'invention est d'autant plus performant qu'il

comporte un plus grand nombre de tubes poreux 74
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destinés & Ll'alimentation en milieu nourricier. On
pourrait également prévoir plus de deux tourniquets.

Afin d'assurer Lla connexion alternée des
tourniquets d'entrée et de sortie, chaque tourniquet
comporte généralement Le méme nombre de tubes poreux
74, et il y a de préférence autant de tourniquets
d'entrée que de tourniquets de sortie.

La forme et Lle mode de fonctionnement du
dispositif conforme & Ll'invention ont été sélectionnés
pour qu'une production continue de métabolites, sur
une Llongue période, soit possible méme avec un milieu
de culture non exempt de protéines. La Limitation
du colmatage des barriéres poreuses (membrane ou tube)
est obtenue grice au choix judicieux de La membrane
microporeuse décrite ci-dessus, mais également en
Limitant Les pressions de transfert entre Lles tubes,
et en 4dnversant séquentiellement Le sens de passage

du liquide nourricier dans les tubes poreux 74.
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Revendications
1. Bioréacteur pour Lla culture de cellules
animales comportant :

- une chambre de —culture cellulaire (58) délimitée
par une virole cylindrique 1interne (60) et deux
parois (62, 64) en regard, cette chambre (58)
renfermant & Lla fois Llesdites <cellules animales
et Le milieu de culture,

- deux enceintes (90, 92) situées & Ll'extérieur de
ladite chambre de culture (58), wune enceinte d'entrée
et une enceinte de sortie, ces deux enceintes (90, 92)

~étant reliées L'une & Ll'autre,

caractérisé en ce qu'il <comprend au moins deux

tourniquets (66, 67) disposés a Ll'intérieur de Lladite

chambre de culture (58), un tourniquet d'entrée
comportant au moins un tube poreux (74) minéral ou

organique reliant Ladite enceinte d'entrée (90) 3

L'une des extrémités d'une conduite de Lliaison (84)

entre Les deux tourniquets, un tourniquet de sortie

comportant au moins un autre tube poreux (74) minéral
ou organique reliant L'autre extrémité de Lla conduite
de Lliaison (84) & Ll'enceinte de sortie (92), ces deux
tourniquets (66, 67) étant munis de moyens (88) pour

Les faire tourner autour d'un axe Llongitudinal (68, 86)

et en ce que chacun de ces tubes poreux (74) présente

sur ses face 1intérieure et extérieure une membrane
filtrante microporeuse (126a, 126b), 1imperméable aux
cellules présentes dans la chambre de culture cellulaire

(58) mais permettant le passage des molécules du milieu

nourricier (22) vers LlLa chambre de culture celluladire

(58) et 1inversement Lle prélévement des métabolites

produits dans la chambre de culture cellulaire (58).

2. Bioréacteur selon la revendication 1,
caractérisé en ce que Les tourniquets (66, 67) et

les tubes poreux (74) sont disposés sensiblement
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verticalement & LU'intérieur de Lla chambre de culture
cellulaire (538).

3. Bioréacteur selon La revendication 1
ou 2, caractérisé en ce que Les tubes poreux (74)
de chaque tourniquet (66, 67) sont disposés entre
deux flasques (70, 72) et en ce que chaque flasque
(70, 72) est creusé de fagon & former plusieurs
canalisations internes 75> reliant chacune des
extrémités d'un tube poreux (74) & une conduite
commune (76, 77).

4, Bioréacteur selon la revendication 3,
caractérisé en ce que les flasques (70, 72) de chaque
tourniquet (66, 67) présentent un contour drrégulier
de fag¢on & former des Llobes (125) et en ce que Lles
tubes poreux (74) sont fixés au niveau de ces Llobes.

5. Bioréacteur selon la revendication 4,
caractérisé en ce que deux tourniquets (66, 67) voisins
sont disposés de fagon que Lleurs lobes (125) respectifs
soient imbriqués L'un dans L'autre.

6. Bioréacteur selon L'une gquelconque des
revendications précédentes, caractérisé en ce que
deux tourniquets voisins tournent en sens inverse.

7. Bioréacteur selon L'une quelconque des
revendications précédentes, caractérisé en ce que
La chambre de culture cellulaire (58) est remplie
seulement partiellement de milieu de culture (8) et
de cellules animales, de facon & définir dans sa partie
supérieure un volume (131) rempli de gaz maintenus
sous pression par des moyens (142).

8. Bioréacteur selon La revendication 7,
caractérisé en <ce qu'il comprend dans sa partie
supérieure une canalisation (132) permettant
L'introduction d'azote, d'oxygéne et/ou de dioxyde
de carbone dans Lle volume (131).

9. Bioréacteur selon l'une quelconque des
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revendications précédentes, caractérisé en ce que
ta chambre de culture cellulaire (58) est munie dans
sa partie basse d'un bossage (148) pour L'introduction
d'une sonde de détermination du pH du milieu de
culture (8).

10. Bioréacteur selon Ll'une quelconque des
revendications précédentes, caractérisé en ce que
La chambre de culture cellulaire (58) est munie dans
sa partie basse d'un bossage (150) pour Ll'introduction
d'une sonde de mesure de la pression en oxygéne dissous
du milieu de culture (8).

11. Bioréacteur selon Lla revendication 1,
caractérisé en ce que Lla conduite de Liaison (84)
entre les deux tourniquets (66, 67) est équipée d'une
vanne de réglage (152) pour contréler et ajuster La
perte de charge dans ladite conduite (84).

12. Bioréacteur selon Lla revendication 1,
caractérisé en ce que la membrane filtrante microporeuse
(126a, 126b) est une membrane minérale.

13. Bioréacteur selon la revendication 1,
caractérisé en ce que lLa membrane filtrante microporeuse
(126a, 126b) est une membrane organique.

14. Bioréacteur selon L'une guelconque des
revendications 1 & 13, caractérisé en ce qu'une virole
externe (128) entourant Lla virole dinterne (60) est
prévue pour former un espace annulaire (130) destiné
3 La circulation d'un fluide de régulation en
température du milieu de culture (8).

15. Bioréacteur selon L'une quelconque des
revendications 1 & 14, caractérisé en ce que des moyens
(38) sont prévus pour inverser périodiquement Lle sens
de «circulation du milieu nourricier (22) dans Les
tubes poreux (74) des deux tourniquets (66, 67).

16. Bioréacteur selon Lla revendication 1,

caractérisé en ce que Lles moyens de rotation (88)
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comprennent un moteur (116) entrainant en rotation
des roues dentées (122, 124) prévues sur les
tourniquets (66, 67).

17. Bioréacteur selon La revendication 1,
caractérisé en <ce que Les enceintes (90, 92) sont
Limitées respectivement par des joints tournants
(96, 98> et par des joints tournants (100, 102
Lubrifiés par des condensats stériles.

18. Diépositif pour Lla culture en continu
de cellules animales comprenant un réacteur auxiliaire
(18) de préparation du milieu nourricier (22), connecté
a un bioréacteur selon L'une quelconque des
revendications précédentes et des moyens (44, 46,
50, 52) pour extraire en continu ou séquentiellement
les métabolites produits par Les cellules cultivées,
ces moyéns étant connectés audit réacteur

auxiliaire (18).
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