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Die Erfindung bezieht sich auf einen Reaktor zur Durchfiihrung biologischer Reaktionen mittels Biokataly-
satoren mit einem Basisteil, in welchem eine Riihreinrichtung und Uberwachungs- und Steuerorgane bzw. -gerite
angeordnet sind, und einem dicht aufsetzbaren Deckel.

Bei diesen bekannten Ausbildungen handelt es sich um herkémmliche Reaktoren fiir den chargenweisen oder
kontinuierlichen Betrieb, wobei bei diesen Systemen die Biokatalysatoren mit dem Substrat ausgetragen werden
und dann nachtréiglich aus dem Substrat separiert werden miissen.

Es sind auch bereits Reaktoren bekannt, bei welchen die Biokatalysatoren auf einer Trigermatrix, z. B. soge-
nannten "Microcarrier”, immobilisiert sind, bzw. bilden die Biokatalysatoren selbst durch Zusammenballungen
eine eigene Matrix. Bei diesen Reaktoren sind die Microcarrier bzw. die Biokatalysatorenmatrix in einem Zylinder
angeordnet, welcher von unten her mit Substrat durchstrémt wird, und zwar in solchem MaBe, daB die Micro-
carrier bzw. die Biokatalysatorenmatrix in Form eines FlieBbettes fluidisiert sind. Diese Matrix bzw. die Micro-
carrier werden von Substrat durchstrémt, bleiben jedoch aufgrund ihres spezifischen Gewichtes und der darauf
abgestimmten Stromungsgeschwindigkeit in dem Zylinder zuriick, wogegen das umgewandelte Substrat am
oberen Ende abgezogen und im Kreislauf gefiihrt wird. Die Umwilzleitung wird einem Gasaustauscher zugefiihrt,
in welchem das Substrat mit Sauerstoff angereichert und das gebildete Kohlendioxid abgezogen wird. Weiters sind
in der Umwilzleitung dann noch Heizorgane, pH-MeBorgane, Sauerstoffsonden, Temperatursonden und eine
Umwilzpumpe angeordnet. Derartige Ausbildungen haben den Nachteil, daB damit nur so viel Sauerstoff in das
Substrat eingebracht werden kann, als darin in Losung geht, so daB innerhalb des FlieBbettes ein Abfall der
Sauerstoffkonzentration so stark vor sich geht, daB im oberen Bereich des FlieBbettes der Sauerstoffanteil des
Substrates so niedrig ist, daf die weitere Reaktion behindert wird.

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, einen Reaktor der eingangs genannten Art zu schaffen, mit wel-
chem den Biokatalysatoren ein {iber die gesamte Linge ausreichendes Angebot an dem zur Reaktion bendtigten
Gas zur Verfiigung steht.

ErfindungsgemiB wird diese Aufgabe dadurch gelost, daB zwischen dem Basisteil und dem Deckel ein Zwi-
schenteil eingesetzt ist, der bei Verwendung als FlieBbettreaktor und/oder Festbettreaktor in seinem unteren Be-
reich einen gasblasendurchldssigen Tréger, insbesondere eine Trigerplatte, fiir eine mit Biokatalysatoren beladene
Matrix bzw. Biokatalysatormatrix aufweist, wobei eine vom oberen Bereich des Zwischenteiles ausgehende, zum
Basisteil filhrende Umwiilzleitung vorgesehen ist, und wobei die Riihreinrichtung als Umwalzpumpe ausgebildet
ist. Dadurch wird erreicht, daB eingebrachte Gasblasen die Trégerplatte durchsetzen kénnen und damit das Gas in
blasenfrmigem Zustand in den FlieBbett- bzw. Festbeiteil einbringen kénnen, wobei die Gasblasen durch das
Durchtreten der Trigermatrix bzw. der Biokatalysatormatrix immer wieder eine neue Grenzfliche zwischen dem
Blaseninhalt und dem Substrat schaffen, wodurch eine véllige Ausniitzung des bliaschenformig eingebrachten Ga-
ses erreicht wird. AuBerdem wird durch den Austausch der Grenzfléichen erreicht, daB ein Gasaustausch dahinge-
hend erfolgen kann, daB Sauerstoff aus den Blasen entweicht und dafiir als Stoffwechselprodukt Kohlendioxid aus
dem System ausgebracht wird. Weiters wird durch die erfindungsgemiiBe Ausbildung ein herkdmmlicher Reaktor
in einen FlieBbettreaktor bzw. Festbettreaktor umgewandelt, wodurch die fiir einen herkommlichen Reaktor zur
Verfiigung stehenden Uberwachungs- und Steuerorgane bzw. -geriite auch in den FlieBbettreaktor einsetzbar sind.

Vorteilhafterweise kann der Zwischenteil modular austauschbar sein, so daB die teuren Geriite des Basisteiles
fiir eine Vielzahl von Reaktorarten anwendbar sind. Weiters kann der durch die Trigerplatte gebildete Tréiger eine
hydrophobe Oberfléche und eine Durchlissigkeit von 3 bis 12 %, vorzugsweise 5 bis 7,5 %, aufweisen. Dadurch
wird erreicht, daB Luftbldschen ungehindert durch die Trigerplatte hindurchtreten kénnen, ohne an der Unterseite
grofe Blasen zu bilden, die dann eruptionsartig durch die Tréigerplatte hindurchtreten und die mit Biokatalysatoren
beladene Matrix bzw. die Biokatalysatorenmatrix nach oben mitreiBen. Fiir eine besonders gute Gaseinbringung
kann der gasblasendurchlissige Tréger als statischer Mischer ausgebildet sein, wodurch eine nochmalige intensive
Durchmischung der Reaktorfliissigkeit mit dem Gas erzielt wird.

Als besonders einfache Ausbildung kann die Umwilzleitung als zentrales, gegebenenfalls durch ein Gitter
abgeschlossenes Rohr, ausgebildet sein, das die Trigerplatte durchsetzt und zur Riihreinrichtung fiihrt. Damit
wird Energieverlusten durch ein auBealiegendes Rohr vorgebeugt, wobei abgesehen vom geringeren Platzbedarf
die erfindungsgeméfe Vorrichtung bsonders leicht zu sterilisieren und zu reinigen ist. Zur Erhohung der Pump-
wirkung der Riihreinrichtung kann dzs die Umwilzleitung bildende zentrale Rohr an seinem unteren Bereich mit
einem Kragen versehen sein, der auflen das die Pumpe bildende Fliigelrad der Riihreinrichtung iibergreift, wobei
die Riihreinrichtung als Axialf6rdere: ausgebildet ist. Dadurch wird eine besonders gute Umwilzung erzielt, wo-
bei durch das zentrale Abziehen der Fliissigkeit eine gleichmaBige Umwilzung erreicht wird. Dabei kann
zwischen der Umwilzleitung und dera Kragen ein sich konisch zum Kragen hin erweiternder Ubergangsbereich
vorgesehen sein, was eine strémungstechnisch besonders bevorzugte Ausbildung ergibt. Um eine in beiden
Richtungen gleich wirksame Pumpef{izienz zu erzielen, kann der Fliigel der Riihreinrichtung etwa in der Lings-
mitte des Kragens angeordnet sein. In dem Zwischenraum zwischen Kragen und Reaktorinnenwandung kénnen
Schikanen zur Verhinderung des Roiierens der Reaktorfliissigkeit eingesetzt sein, wodurch die Fliissigkeit in im
wesentlichen vertikaler Richtung voi unten auf die Trigerplatte aufirifft und diese daher gleichmiBig von unten
nach oben durchstrémt, so daB gleichméBige Stromungsverhéltnisse im FlieBbett- bzw. Festbett erreicht sind.
Um wihrend des Umwilzens auch Reinigungs- und dhnliche Prozesse ausfiihren zu kénnen, kann die Wandung
der Umwilzleitung wenigstens in Tcilbereichen derselben als Filtermembran, z. B. Ultrafiltermembran, oder als
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Permeationsmembran ausgebildet sein.

Fiir eine besonders wirkungsvolle Gaseinbringung konnen in der Umwilzleitung oberhalb der Riihreinrich-
tung, insbesondere im erweiterten Ubergangsberelch Gaseinbringorgane vorgesehen sein. Dadurch wird das ein-
gebrachte Gas durch die Riihreinrichtung sogleich in der Fliissigkeit fein verteilt und dann als fein verteilte Bla-
sen durch die Tragerplatte in das Festbett bzw. Fliefbett eingebracht.

Vorteilhafterweise kann das Fliigelrad der Riihreinrichtung scherkraftarm ausgebildet sein, so daB auch Zellen
in Suspension iiberleben und wieder in die Matrix riickfiihrbar sind, ohne daB Lyseprodukte auftreten kénnen, die
z. B. auf die mechanische Schiidigung der Zellen durch die Riihreinrichtung zuriickzufiihren sind.

SchlieBlich kann die Riihreinrichtung drehrichtungsumkehrbar antreibbar sein, wodurch ein festes Packen des
FlieBbettes oder des Festbettes erreicht wird, bzw. kann auf diese Weise durch Riickspiilung eine gute Beimpfung
des Fliefbettes bzw. Festbettes erreicht werden.

In der Fig. 1 ist ein Ausfiihrungsbeispiel eines erfindungsgeméBen Reaktors im Vertikalschnitt dargestellt.
Die Fig. 2 - 4 zeigen Kurven betreffend die iiber den Versuchsablauf erreichten Zelldichten.

Der Reakior besteht aus einem Basisteil (1), einem Deckel (2) und einem dazwischen angeordneten Zwi-

* schenteil (3). Der Zwischenteil (3) ist modular austauschbar, wobei in vorliegendem Fall der Zwischenteil fiir

einen FlieBbettreaktor bzw. Festbettreaktor ausgebildet ist. Dazu weist der Zwischenteil (3) in seinem unteren
Bereich eine porse Trégerplatte (4) auf, welche aus hydrophobem Material gebildet ist und eine Durchlissigkeit
von 3 bis 12 %, in vorliegendem Fall von 5 bis 7,5 %, aufweist. Die Triigerplatte ist aufgrund ihrer Ausbildung
als statischer Mischer wirksam und aufgrund der hydrophoben Oberflédche und der angegebenen Durchlissigkeit
gasblasendurchléssig. In dem Zwischenteil (3) ist eine zentrale Umwélzleitung (5) vorgesehen, welche an ihrem
oberen Ende mit einem EinlaBtrichter (6) versehen ist. In dem vorliegenden Beispiel sind die EinlaBtrichter (6)
an drei verschiedenen Héhen angedeutet, wobei diese EinlaBtrichter je nach Fiillhhe des Reaktors angebracht
werden. Die EinlaBtrichter sind an ihrer Oberseite durch ein Gitter (7) abgedeckt, um einerseits die Bildung eines
Vortex beim Einsaugen zu verhindern und anderseits auch das Fiillmaterial des Festbettes bzw. FlieBbettes an
einem Einsaugen in die Umwilzleitung zu hindern. Das Fiillmaterial ist bei (8) angedeutet.

Das Fiillmaterial (8) kann entweder eine Trigermatrix fiir Biokatalysatoren sein, sogenannte "Microcarrier”,
welche ein spezielles spezifisches Gewicht aufweisen und eine entsprechend portse Struktur besitzen, so daB die
Biokatalysatoren, z. B. Mikroorganismen, Zellen von Zellkulturen, Enzymketten u. dgl., an dem Microcarrier
anhaften konnen, bzw. sind die Microcarrier von den Organismen durchwachsen. Es kann allerdings auch der
Reaktor so ausgebildet sein, daB die verwendeten Biokatalysatoren sogenannte Suspensionszellen sind, d. h. Zel-
len, die nur aufgrund von mechanischer Wechselwirkung an der Oberfliche der Microcarrier anhaften.

Bei vorliegendem Ausfithrungsbeispiel setzt sich die zentrale Umwilzleitung mit einem Fortsatz (5') in den
Basisteil (1) fort und ist mit ihrem unteren Ende mit einem sich konisch erweiternden Ubergangstell (9) ver-
bunden. Dieser Ubergangstexl verbindet die Umwilzleitung mit einem zylindrischen Kragen (10), in welchem
der Riihrfligel (11) einer Riihreinrichtung (12) angeordnet ist. Der Riihrfliigel (11) bildet zusammen mit dem
Kragen eine Axialpumpe und ist mittels eines Elektromotors (13), der drehrichtungsumkehrbar ist, in beiden
Forderrichtungen antreibbar. Im Inneren des konischen Ubergangsteiles (9) sind Schikanen (14) angeordnet, die
ein Mitrotieren der Fliissigkeit innerhalb des zylindrischen Kragens (10) verhindern. Im Zwischenraum zwischen
dem zylindrischen Kragen (10) und der Wandung des Basisteiles (1) sind gleichfalls Schikanen (15) vorgese-
hen, mittels welcher die aus dem zylindrischen Kragen unten austretende Fliissigkeit so umgelenkt wird, daB sie
vertikal nach oben strémt und damit gleichméBig durch die porse Trégerplatte (4) hindurchtritt.

In den Ubergangsteil (9) miindet eine Gaseinbringleitung (16) ein, mittels welcher Gas fein verteilt in den
zum Riihrfliigel fiihrenden Fliissigkeitsstrom eingebracht wird. Durch den Riihrfliigel wird dann das Gas noch
mehr zerteilt, und es tritt dann feinst verteilt mit der Fliissigkeit am unteren Ende des zylindrischen Kragens (10)
in den Reaktor ein und strémt mit der Fliissigkeit nach oben bis zu der pordsen Trigerplatte, wo aufgrund der
hydrophoben Ausbildung der Tréigerplatte (4) die Gasblidschen, ohne an der Trigerplatte anzuhaften, hindurch-
treten konnen und so das FlieBbett bzw. Festbett durchstreifen. Bei diesem Durchstreifen werden aufgrund der
Reibung der Gasblischen an den Fiillkorpern (8) jeweils neue Gasaustauschoberfléchen geschaffen, wodurch ein
gesteigerter Gas/Fliissig-Massen-Transfer erzielt wird. Es wird damit z. B. bis zum oberen Ende des Reaktors im-
mer eine ausreichende Menge an Sauerstoff zur Verfiigung stehen. Mit (17) ist ein AnschluBstutzen fiir Probe-
zieheinrichtungen, MeBelektroden wie Sauerstoffelekirode, pH-Elektrode u. dgl. bezeichnet. Proben kénnen auch
bei der Probenentnahmevorrichtung (18) oder aber bei einem Reservestutzen (19), der auch zur Gaseinbringung
verwendbar ist, entnommen werden.

Bei (20) sind Schaugliser angedeutet, mit welchen der genaue Verlauf der Strdmungsverhéltnisse innerhalb
des FlieBbettes beobachtet werden kann.

Um auch solche Zellen in dem erfindungsgemiBen Reaktor ziichten zu kénnen, welche teilweise durch den
Fliissigkeitsstrom ausgewaschen und dann wieder durch die Umwilzung in das Bett eingebracht werden, ist der
Riihrfliigel (11) der Riihreinrichtung (12) scherkraftarm ausgebildet, d. h. es sind einerseits keine scharfen
Schlagkanten vorgesehen, welche die Zellen beschidigen konnen, und andererseits ist die Geometrie des Pump-
fliigels so ausgefiihrt, daB die Forderleistung maximiert und gleichzeitig turbulente und mechanische Schereffekte
minimiert sind.

Nachstehend wird die Funktionsweise des erfindungsgemiBen Reaktors anhand von Verfahrensbeispielen
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erliutert:

Verfahrensbeispiel 1 nter Zelltyp): K im Fli T

Das Verfahrensbeispiel 1 illustriert die Kultur einer adhérenten tierischen Zellinie, einer IgG sezemierenden,
rekombinanten CHO-Zelle (Quelle IAM) als typischen Fall einer Zellinie, welche das Wachstum und die Erhal-
tung der metabolischen Aktivitit vorzugsweise verankert an eine Trigermatrix beniitzt.

Die rekombinanten CHO-Zellen wurden im vorliegenden Verfahrensbeispiel 1 mit DMEM/HAM's F12
Medium mit 5 % fotalem Kélberserum unter Standardbedingungen (37 °C, pH 7,1) in einem 10 Liter LaborflieB-
bettreaktor auf pordsen Microcarriern kultiviert.

Aus der Figur 2 sind die iiber einen Zeitraum von 970 Stunden erreichten Zelldichten dargestellt. Die maxi-

mal erzielte Zelldichte lag bei 140 x 100 Zellen pro Milliliter pordser Carriermatrix. Der bei Versuchsstunde 466
eingefiigte Pfeil weist auf die Verwendung von proteinfreiem Kulturmedium, wodurch lediglich geringe Beein-
tréchtigung von Wachstum und Metabolismus auftrat.

Dieses Beispiel ist reprasentativ fiir viele Standardzellinien wie beispielsweise rekombinante und nicht rekom-
binante CHO, BHK, VERO etc.

Verfahrensbeispiel 2 iner Suspensionszelle); Kultur im Fli eaktor;

Verfahrensbeispiel 2 zeigt die Kultur einer Suspensionszellinie, einem Maus/Human-Hybrid (Quelle IAM).
Sowohl der Immortalisierungspartner wie die mit diesem Immortalisierungspartner fusionierten Zellen sind Zel-
len des lymphatischen Systems, sie existieren normalerweise als peripher im Blut suspendierte Zellen und dienen
im Verfahrensbeispiel 2 als Représentanten fiir "Suspensionszellen".

Die Suspensionszellen wurden im vorliegenden Verfahrensbeispiel 2 mit RPMI 1640 Medium, versetzt mit
2 % fotalem Kalberserum, unter Standardbedingungen (37 °C, pH 6,95) in einem 10 Liter Labor-FlieBbettreaktor
auf pordisen Microcarriem kultiviert.

Aus der Figur 3 sind die iiber einen Zeitraum von 2000 Stunden erreichten Zelldichten dargestellt. Die erzielte

maximale Zelldichte lag bei 4.5 x 100 Zellen pro Milliliter porgser Carriermatrix. Das ist, verglichen mit den in
herkdmmlichen Reaktortypen (chemostatische Kultur) erreichten Zelldichten eine Erhéhung um den Faktor 10
bis 15.

Das Verfahrensbeispiel 2 148t den SchluB zu, daB selbst sehr langsam und in niedriger Dichte wachsende
Hybridomzellen (Humane Hybride, Xenohybride) mit dem beschriebenen FlieBbettreaktorsystem in hohen Zell-

dichten, d. h. in Zelldichten die wesentlich tiber 10° Hybriden pro Milliliter liegen, zu kultivieren sind.
Verfahrensbeispiel 3 (Typus einer Suspensionszelle): Kultur im Festbettreaktor (gepacktes Bett):

Verfahrensbeispiel 3 zeigt die Kultur einer Suspensionszellinie, (Maus x Maus Hybridom-Zellinie). Die Sus-
pensionszellen wurden im vorliegenden Verfahrensbeispiel 3 mit RPMI 1640 Medium unter Standard-
bedingungen (37 °C, pH 7) in einem 10 Liter Labor-FlieBbettreaktor auf pordsen Microcarriern kultiviert. Aus
der Figur 4 sind die iiber einen Versuchszeitraum von 2000 Stunden erzielten Zelldichten dargestellt. Die erzielte
maximale Zelldichte lag bei 8 x 10° Zellen pro Milliliter pordser Carriermatrix. Die zwischen Versuchsstunde
400 und 1600 angefiihrten Pfeile weisen auf die Verwendung von serumfreien Perfusionsmedien hin. Aus der
Darstellung ist ersichtlich, daB selbst bei Einsatz serumfreier Medien die Kultur iiber weite Bereiche normales
‘Wachstum und unveréinderte metabolische Aktivitit aufweist.

Dieses Beispiel 148t den SchluB zu, daB unter Einsatz des beschriebenen FlieBbett- bzw. Festbett-Reaktor-
systems im Zuge der Kultivierung von Hybridomzellen murinen Ursprungs (Maus x Maus Hybridomzellen) die

Erreichung hoher Zelldichten, d. h. Zelldichten die wesentlich iiber 5 x 100 Zellen pro Milliliter liegen, méglich
ist.

PATENTANSPRUCHE

1. Reaktor zur Durchfiihrung biologischer Reaktionen mittels Biokatalysatoren mit einem Basisteil, in welchem
eine Riihreinrichtung und Uberwachungs- und Steuerorgane bzw. -gerite angeordnet sind, und einem dicht auf-
setzbaren Deckel, dadurch gekennzeichnet, daB zwischen dem Basisteil (1) und dem Deckel (2) ein Zwi-
schenteil (3) eingesetzt ist, der bei Verwendung als FlieBbettreaktor und/oder Festbettreaktor in seinem unteren
Bereich einen gasblasendurchlissigen Triger, insbesondere eine Trigerplatte (4), fiir eine mit Biokatalysatoren
beladene Matrix bzw. Biokatalysatormatrix (8) aufweist, wobei eine vom oberen Bereich des Zwischenteiles (3)
ausgehende, zum Basisteil filhrende Umwilzleitung (5) vorgesehen ist, und wobei die Riihreinrichtung (12) als
Umwilzpumpe ausgebildet ist.
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2. Reaktor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Zwischenteil (3) modular austauschbar ist.

3. Reaktor nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB8 der durch die Triigerplatte (4) gebildete
Tréger eine hydrophobe Oberfléche und eine Durchlissigkeit von 3 bis 12 %, vorzugsweise 5 bis 7,5 %, auf-
weist.

4. Reaktor nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, da8 der gasblasendurchlissige Triger
(4) als statischer Mischer ausgebildet ist.

5. Reaktor nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Umwilzleitung (5) als
zentrales, gegebenenfalls durch ein Gitter (7) abgeschlossenes Rohr ausgebildet ist, das die Trigerplatie (4)
durchsetzt und zur Rithreinrichtung fiihrt.

6. Reaktor nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, da das die Umwilzleitung bildende zentrale Rohr
(5) an seinem unteren Bereich (5') mit einem Kragen (10) versehen ist, der auBen das die Pumpe bildende
Fliigelrad (11) der Riihreinrichtung (12) iibergreift, wobei die Riihreinrichtung (12) als Axialf6rderer ausge-
bildet ist.

7. Reaktor nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB zwischen der Umwilzleitung (5') und dem
Kragen (10) ein sich konisch zum Kragen (10) hin erweiternder Ubergangsbereich (9) vorgesehen ist.

8. Reaktor nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB der Fliigel (11) der Riihreinrichtung (12) etwa
in der Lingsmitte des Kragens (10) angeordnet ist.

9. Reaktor nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB in dem Zwischenraum zwischen
Kragen (10) und Reaktorinnenwandung Schikanen (14) zur Verhinderung des Rotierens der Reaktorfliissigkeit
eingesetzt sind,

10. Reaktor nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB dic Wandung der Umwilz-
leitung (5) wenigstens in Teilbereichen derselben als Filtermembran, z. B. Ultrafiltrationsmembran, oder als
Permeationsmembran aunsgebildet ist.

11. Reaktor nach einem der Anspriiche 7 bis 10, dadurch gekennzeichnet, da in der Umwalzleitung (5)
oberhalb der Riihreinrichtung (12), insbesondere im erweiterten Ubergangsbereich (9), Gaseinbringorgane (16)
vorgesehen sind.

12. Reaktor nach einem der Anspriiche 6 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daf das Fliigelrad (11) der Riihr-
einrichtung (12) scherkraftarm ausgebildet ist.

13. Reaktor nach einem der Anspriiche 6 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dafl die Riihreinrichtung (12)
drehrichtungsumkehrbar angetrieben ist.

Hiezu 3 Blatt Zeichnungen
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