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63 Procédé biochimique, microbilles de verre et bioréacteur pour séparer une matiére d’un milieu
fluide.

@ L'invention se rapporte & un procédé biochimique pour

séparer une matiere d'un milieu fluide. On introduit
dans le milieu fiuide des microbilles de verre sur la surface
desquelles est fixé un agent de liaison de la dite matiére, on
laisse séjourner les microbilles dans le milieu fiuide pendant
un temps suffisant 4 la fixation d’'une certaine quantité de la
dite matiére sur les microbilles. On retire les microbilles
chargées de matiére du milieu, on enléve des microbilles
une partie au moins de la matiére fixée tout en laissant
l'agent de liaison sur les microbilles et on recycle les micro-
billes avec F'agent de liaison vers le milieu fluide.

Les microbilles utilisées dans ce procédé peuvent por-
ter une couche monomoléculaire de silane comme agent
de fixation & I'agent de liaison qui est choisi pour son affinité
biologique vis-a-vis de la matiére a séparer.
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Description

La présente invention concerne un procédé bio-
chimique pour séparer une matiére d'un milieu fiuide.
Linvention s'étend & un milieu porteur pour enlever
la matiére du milieu fluide et & un bioréacteur et une
colonne d'affinité contenant un tel milieu porteur.

Linvention concerne particulierement la produc-
tion de différentes variétés de matiéres biologiques
qui sont produites par des cellules animales ou vé-
gétales. On peut citer a titre d'exemple de telles ma-
tieres des protéines virales, des cytokines, des
hormones, des enzymes, des anticorps monoclo-
naux, des vaccins viraux et bactériens, des pro-
duits pharmaceutiques, et des composants cellu-
laires tels que des chromosomes et des organites
cellulaires. A fitre d'autres exemples, on peut citer
des cellules entiéres, par exemple destinées a des
transplantations cutanées ou des greifes de foie,
des cellules pancréatiques, rénales ou de rate.

L'invention concerne également des matiéres bio-
logiques qui ont été obtenues autrement que par un
processus biologique, par exemple par broyage mé-
canique de tissus biologiques, ainsi que des ma-
tieres, telles que des alcools ou des dérivés ammo-
niacaux, produites par un processus biologique et
qui doivent étre séparées du milieu biologique de
production. Par exemple, certaines levures pro-
duisent de l'alcool qui, s'il n'est pas séparé, aug-
mente jusqu'a une concentration toxique pour la le-
vure. De plus, linvention concerne des processus
biochimiques de dépollution et de purification d'un
milieu fluide.

En raison de Iimportance et de la demande crois-
sante en médecine humaine et vétérinaire de ma-
ticres biologiques qui sont produites par des cel-
lules animales, linvention sera décrite ci-dessous
en se référant particulierement a la production de
telles matiéres.

Selon les méthodes classiques, des matiéres bio-
logiques sont produites au départ de cellules ani-
males par un procédé de fermentation dans une en-
ceinte de culture, duquel on doit séparer le produit
souhaité et le purifier. Le produit souhaité est sou-
vent fortement dilué et présent seulement en de
faibles proportions dans le milieu de culture qui con-
tient également de nombreux contaminants. En rai-
son de la dilution, des quantités trés importantes de
milieu de culiure doivent étre traitées et concen-
trées avant de procéder & la purification. En raison
de la contamination, le produit est irés difficile a sé-
parer et, dans les méthodes classiques, cette sépa-
ration nécessite de irés nombreuses étapes. Ces
opérations sont irés lentes et, dés lors, colteuses.
En outre, de tels procédés doivent étre effectués
en masse. Des cellules se développent pendant un
laps de temps dans une enceinte de culture
(bioréacteur) contenant un milieu nutritif et le milieu
de culture est ensuite traité pour enlever le produit
souhaité et le purifier. Les procédés de purification
comprennent souvent la séparation des cellules et
le traitement du milieu de culture démuni de cellules
par différentes étapes de purification basées sur
des caractéristiques biochimiques ou biophysiques
du produit souhaité, afin de le séparer progressive-
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ment de la matiére contaminatrice. Une étape de sé-
paration peut par exemple éire mise en ceuvre en
faisant passer le milieu de culture & travers une co-
lonne contenant une matrice poreuse constituée
d'un lit de particules telles que des billes d'agarose
ou de polyacrylamide qui ont été traitées pour pré-
senter de l'affinité vis-a-vis du produit souhaité, et
en séparant le produit des particules porteuses,
par exemple en exposant les particules porteuses a
un milieu qui posséde un pH différent de celui du mi-
lieu de culture. A titre d'exemple, on peut séparer un
antigéne d'un milieu de culture en revétant les parti-
cules porteuses au moyen d'un anticorps de cet an-
tigéne. Un tel procédé a étapes multiples et en mas-
se est par sa nature inefficace et coliteux, parce
qu'il requiert I'entreposage du milieu biologique & pu-
rifier, ce qui 'expose & un risque de dégradation, et
implique I'adaptation des réactifs individuels & cha-
que étape successive.

Un des objets de la présente invention est de
fournir un procédé biochimique pour séparer une
matiére d'un milieu fluide, dans lequel au moins cer-
tains de ces désagréments sont réduits,

La présente invention concerne un procédé bio-
chimique pour séparer une matiére d'un milieu fluide,
caractérisé en ce quon introduit, dans le milieu
fluide, des microbilles de verre sur la surface des-
quelles est fixé un agent de liaison de la dite matiére,
on laisse séjourner les microbilles dans le milieu
fluide pendant un temps suffisant a la fixation d'une
certaine quantité de la dite matiére sur les micro-
billes, on retire les microbilles chargées de matiere
du milieu, on enléve des microbilles une partie au
moins de la matiére fixée tout en laissant 'agent de
liaison sur les microbilles et on recycle les micro-
billes avec I'agent de liaison vers le milieu fluide.

Linvention comprend des procédés dans les-
quels le produit collecté enlevé des microbilles n'est
pas identique a.la matiére qui est séparée du milieu
fluide. Par exemple, les molécules de cette matiére
séparée peuvent étre altérées au cours de leur
fixation sur les microbilles ou pendant son enléve-
ment des microbilles.

La présente invention fournit un procédé biochi-
mique dans lequel un milieu porteur comprenant des
microbilles de verre portant un agent de liaison est
véhiculé au travers du milieu fluide de maniére & en-
lever la matiére du milieu en une seul étape ou de ma-
niére continue, ce qui est en soi plus efficace et,
des lors, moins coliteux que des techniques d'enlé-
vement en masse et & étapes multiples, telles que
celles utilisés jusqu'a ce jour. De plus, parce que
les microbilles portant 'agent de liaison sont recy-
clées vers le milieu fluide, I'agent de liaison est lui-
méme réutifisable pour une séparation ultérieure de
matiére. La quantité d'agent de liaison nécessaire a
fenlévement d'une quantité donnée de matiére est
donc trés fortement réduite, et de ce fait, le colt
d'approvisionnement en agent de liaison est égale-
ment moindre.

Linvention inclut des microbilles de verre qui
peuvent étre utilisées dans un tel procédé.

Linvention concerne dés lors également des mi-
crobilles de verre portant un revétement, caractéri-
sées en ce que le dit revétement comprend au moins
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un agent de liaison fixé aux microbilles, capable de
fixer de maniére réversible une matiére contenue
dans un milieu fluide par réaction d'affinité biolo-
gique, de sorte que la dite matiére puisse étre reti-
rée du milieu fluide, fixée aux microbilles et ensuite
enlevée des microbilles tout en laissant 'agent de
liaison fixé sur celles-ci. Par 'emploi simultané de
plus d'un agent de liaison, que ce soit sur un méme
porteur ou sur un porteur traité de maniére diffé-
rente, il est possible d'enlever simultanément diffé-
rentes matiéres du milieu fluide.

De telles microbilles sont utiles dans des procé-
dés pour séparer des matieres biologiques, et elles
sont économiques parce que réutilisables. On note-
ra que le colit principal de telles microbilles ne se si-
tue pas dans le colit du verre, mais plutdt dans le
coilit de I'agent de liaison lui-méme et dans le colt du
procédé utilisé pour fixer l'agent de liaison sur les
microbilles. Parce qu'elles sont réutilisables, de tels
colits peuvent &tre amortis sur une plus longue du-
rée.

L'emploi de microbilles de verre procure des
avantages importants. Des microbilles de verre
peuvent &tre fabriquées facilement et économique-
ment, et il est trés facile d'appliquer une technique
appropriée pour fixer l'agent de liaison sur la sur-
face de telles microbilles. Des microbilles en verre
peuvent étre stérilisées et manipulées facilement,
et elles peuvent présenter des propriétés données
qui les rend particulirement aptes a étre utilisées
en tant que porteur. Par opposition & d'autres types
de microbilles, des microbilles en verre ne tendent
pas & gonfler par une exposition prolongée a un mi-
lieu fluide ou lorsque la concentration ionique dans
le milieu varie et, de ce fait, elles garantissent des
qualités hydrodynamiques plus sires et plus régu-
lires pendant la séparation, que ce soit pendant la
collecte de la matiére, par exemple provenant d'un
bioréacteur, ou pendant !'enlévement de la matiére
de l'agent de liaison, par exemple dans une colonne
d'affinité.

Avantageusement, les dites microbilles sont
constituées au moins principalement de microbilles
en verre & surface non poreuse. Ceci est une pro-
priété particuliérement souhaitable, parce que des
microbilles & surface non poreuse ne sont pas pour-
vues de pores qui pourraient adsorber et emprison-
ner des contaminants ou d'autres matiéres nui-
sibles, provenant par exemple du milieu fluide ou
d'un milieu utilisé pour enlever la matiére. En fait, le
milieu fluide de croissance de cellules contient non
seulement des cellules et le produit souhaité, mais
aussi de nombreux contaminants solubles et des dé-
bris cellulaires, tels que des morceaux de mem-
branes cellulaires, et des aggrégats et des orga-
nites d'origine cellulaire. De tels contaminants peu-
vent étre adsorbés ou emprisonnés dans des pores
et nuire & la pureté du produit souhaité et pourraient
empoisonner les cellules ou avoir sur elles d'autres
effets délétéres si des microbilles poreuses étaient
recyclées vers le milieu fluide. Il peut étre extréme-
ment difficile d'enlever de la matiére emprisonnée
dans des pores de microbilles de verre, ou en fait,
dans des pores de microbilies de toute autre matie-
re. Cependant, des microbilles non poreuses
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peuvent étre réutilisées facilement sans traitement
spécial: on peut simplement les laver énergiquement
avant et aprés avoir enlevé le produit purifié sans
qu'il n'y ait d'effet nuisible sur 'agent de liaison ou le
produit souhaité.

Les microbilles en verre ont de préférence une
densité en accord avec la densité du milieu et avec
les procédures pour leur adjonction au milieu, leur
contact avec lui et leur enlévement du milieu. En gé-
néral, elles ont de préférence une densité moyenne
comprise entre 0,5 et 1,5. Elles peuvent étre des mi-
crobilles pleines, qui auront une densité plus élevée
que celle du milieu fluide, et qui pourront étre intro-
duites dans la partie supérieure de l'enceinte conte-
nant le milieu fluide et en éire retirées prés de sa
base. En variante et de préférence, elles sont
constituées au moins principalement de microbilles
en verre creuses. Elles peuvent avoir une densité
nettement inférieure & celle du milieu fluide et, dans
ce cas il conviendrait de les introduire & la base de
I'enceinte et de les enlever par écumage de la sur-
face du milieu fluide. Des microbilles d'une telle
faible densité conviennent particuliérement a une
utilisation dans un milieu qui doit étre agité. Dans de
nombreuses formes préférées de réalisation de l'in-
vention, les dites microbilles ont une densité moy-
enne comprise entre 0,9 et 1,1. De telles microbilles
sont facilement mises en suspension dans de nom-
breux milieux fiuides concernés, ont une flottabilité
substantiellement neutre ou légérement positive
dans le milieu et peuvent facilement étre véhiculées
avec le milieu dans un réseau de canalisations. Ceci
est avantageux pour obtenir un bon mélange des mi-
crobilles dans un tel milieu et pour permetire un
temps de séjour convenable pour collecter effica-
cement le produit.

La dimension des microbilles a aussi un effet sur
leur efficacité en tant que milieu porteur pour
I'agent de liaison. Le traitement des microbilles est
facilité si, ainsi qu'on le préfere, elles ont un
diamétre médian inférieur & 125 pm, par exemple
75 + 151 um. En d'autres termes, on préfére que la
majorité (en nombre) des microbilles ait un diamétre
inférieur a 125 pm. Il est également souhaitable que
les microbilles aient une distribution de dimension
assez étroite. Par exemple, on préfére que le dia-
métre de leur décile supérieur (les 10% en nombre
de diamétre plus grand) ne soit pas supérieur & deux
fois le diamétre de leur décile inférieur (les 10% en
nombre de diamétre plus petit). En variante, ou en
complément, il est parfois souhaitable que les dia-
métres de leurs déciles supérieur et inférieur diffe-
rent de moins de 20 pm. On a trouvé en particulier
qu'une telle distribution étroite de dimension des mi-
crobilles, que l'on peut obtenir plus facilement avec
du verre qu'avec d'autres substances formant des
microbilles, facilite la filiration des microbilles et
I'élution de matiére d'avec elles. On préfére particu-
lisrement que les microbilles aient un diamétre mé-
dian compris entre 20 pm et 30 um. Geci procure
aux microbilles une surface spécifique élevée qui
convient particuliérement & la fixation de I'agent de
lisison et & la fixation de fa matiére & séparer sur
I'agent de liaison.

De préférence, le dit agent de liaison est fixé & la
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surface des microbilles de verre au moyen d'un
agent de fixation. Ceci facilite une fixation forte de
l'agent de liaison sur les microbilles pour résister a
I'enlévement de cet agent de liaison pendant le trai-
tement des microbilles pour enlever la matiére fixée,
et, avantageusement, le dit agent de liaison est fixé
2 la surface des microbilles de verre par liaison co-
valente.

L'agent de fixation est typiquement une molécule a
chaine assez longue qui se fixe lui-méme solidement
au verre a une exirémité de la chaine et a 'agent de
liaison & l'autre extrémité de la chaine. La fixation &
l'agent de liaison doit étre telle qu'elle ne perturbe
pas la capacité de I'agent de liaison a s'accrocher
lui-méme a la matiére & séparer du milieu fluide.

Différents agents de fixation qui sont capables
de se fixer au verre et & des matiéres organiques
sont connus en soi et peuvent étre utilisés dans la
présente invention. De préférence, le dit agent de
fixation comprend un silane, de préférence un sila-
ne contenant 6 & 18 atomes de carbone dans sa mo-
lécule. Une gamme étendue de silanes est disponible
commercialement, et on peut choisir un silane appro-
prié qui se solidarise bien au verre et a I'agent de
liaison particulier concerné. Un silane particuliére-
ment approprié est un amino-silane ou un époxy si-
lane, par exemple du gamma-glycidoxypropyltrimé-
thoxysilane. L'agent de fixation peut étre formé in si-
tu, par exemple au départ d'amino-alkyl-silane et de
glutaraldéhyde. Les fonctions méthoxy du gamma
glycidoxypropyltriméthoxysilane se fixent soli-
dement au verre, tandis que la fonction époxyde est
particulierement approprié¢e pour former des
liaisons covalentes, principalement avec des
groupes amines de proiéines, et les agents de
liaison les plus intéressants tombent dans cette ca-
tégorie. Dans une variante de forme de réalisation,
le silane peut étre fixé & un sucre faisant partie
d'une glycoprotéine, d'un glycolipide ou d'un poly-
saccharide servant d'agent de liaison. Une telle
réaction avec du sucre est normalement effectuée
aprés que le sucre ait été traité avec un agent oxy-
dant qui réagit avec le sucre pour créer des sites
actifs sur lesquels les fixations peuvent avair lieu.

Dans certaines formes préférées de réalisation
de linvention, le dit agent de fixation forme sur les
dites microbilles une couche substantiellement mo-
nomoléculaire. Ceci favorise la formation d'une
liaison forte entre le verre et I'agent de liaison. Une
telle couche s'étend de préférence substantielle-
ment sur la totalité de la surface des microbilles, de
maniére a fixer le maximum d'agent de liaison. De cet-
te maniére, une molécule d'agent de liaison se lie di-
rectement & une molécule d'agent de fixation qui, &
son tour, se lie directement au verre. Une couche
monomoléculaire est moins susceptible d'endomma-
gement, par exemple par abrasion, et ceci réduit for-
tement le risque que de l'agent de fixation et de
I'agent de liaison fixé sur ce dernier soient enlevés
et contaminent la matiére qu'on désire séparer. De
plus, l'adoption de cette caractéristique laisse sub-
sister, sur les microbilles revétues, un plus petit
nombre de sites capables de fixer des matiéres
autres que la matiére souhaitée. L'adoption de cette
caractéristique est également économique en agent
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de fixation et en agent de liaison. En outre, I'utilisa-
tion d'une couche monomoléculaire d'agent de fixa-
tion est avantageuse, car elle évite que des molé-
cules d'agent de liaison se fixent au porteur en plus
d'un endroit, et ceci respecte le mouvement molécu-
laire des macromolécules biologiques et favorise la
disponibilité maximum de sites de fixation de matiére
a séparer du milieu fluide.

Linvention convient particuliérement pour sépa-
rer des matiéres biologiques produites par des cel-
lules animales, par exemple des protéines virales,
des cytokines, des hormones, des enzymes, des an-
ticorps monoclonaux, des vaccins viraux et bacté-
riens, des produits pharmaceutiques, des cellules
entiéres, et des composants cellulaires tels que des
chromosomes et des organites cellulaires.

L'invention procure des avantages notables de
simplicité de mise en ceuvre et d'économie lorsque le
dit milieu fluide est un milieu de culture et la dite ma-
tiere est produite dans ce milieu de culture.

Linvention est particuliérement utile pour sépa-
rer un antigéne d'un milieu de culture, et & cette fin,
on préfére spécialement que le dit agent de liaison
et la dite matiere interagissent selon le principe
d'une paire antigéne-anticorps, 'agent de liaison at-
taché aux microbilles agissant en tant qu'anticorps.
L'adoption de cette caractéristique préférée de lin-
vention facilite la séparation et la purification de la
matiére souhaitée, en raison de l'affinité trés sélec-
tive entre une telle matiére et un tel agent de liaison.
On peut utiliser par exemple une immunoglobuline du
type IgG ou IgM (pentamére). On peut utiliser
d'autres agents de liaison, par exemple une protéine
A ou une protéine G, qui présentent également de
I'affinité vis-a-vis de plusieurs antigénes animaux.
En variante, pour séparer un anticorps du milieu
fluide, son antigéne correspondant ou son hapténe,
ou une molécule présentant le site antigéne, peut
étre utilisé en tant qu'agent de liaison fixé sur les mi-
crobilles. L'antigéne peut faire partie d'une particu-
le telle qu'une cellule entiére ou un fragment de cel-
lule.

De plus, l'invention est utile dans la transforma-
tion de molécules de matiére biologique ou organique
a séparer du milieu fluide. Une telle transformation
moléculaire est particuliérement intéressante lors-
que la matiere, dans sa forme originelle dans le mi-
lieu fluide, est nuisible a 'environnement, lorsque la
matiére transformée est une forme plus utile de la
matiére originelle dans le milieu fluide, ou lorsque la
réaction entre la matiére et I'agent de liaison est un
indicateur utile de la présence de ceite matiére dans
le milieu fluide.

Les microbilles peuvent étre véhiculées de diffé-
rentes maniéres dans le milieu fluide. Par exemple,
on peut laisser séjourner dans le milieu (qui est de
préférence agité) des microbilles qui flottent pen-
dant un laps de temps voulu et ensuite les écumer
de la surface. En variante, en utilisant une enceinte
de grande dimension pour contenir un tel milieu, de
telles microbilles peuvent étre introduites & sa base
et collectées a la surface du milieu.

Dans des formes de réalisation de [linvention
dans lesquelles les microbilles sont véhiculées dans
une enceinte de culture, des avantages importants
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sont procurés par |'emploi de filires rotatifs qui con-
finent les microbilles, & l'intérieur du milieu de cultu-
re, dans un espace délimité par les filtres et per-
mettent le passage de la dite matiére vers cet espa-
ce tout en excluant substantiellement celui des
cellules cultivées dans le milieu.

Des microbilles transportant la dite matiére
passent de préférence par une colonne de chroma-
tographie d'affinité ol la matiére leur est enlevée.
Ceci constitue une maniére simple et appropriée
pour traiter des charges de microbilles portant de la
matiére. Si on le souhaite, plusieurs de ces co-
lonnes peuvent éire associées & une enceinte de
culture unique pour permetire un délai suffisant
pour enlever de la matiére dans toute colonne don-
née, tout en maintenant une réserve de microbilles
suffisante pour leur recyclage vers l'enceinte de
culture. La matigre peut par exemple étre enlevée
des microbilles par élution dans un milieu acide. Un
avantage particulier de linvention réside dans le
fait que I'enlévement de matiére peut étre effectué
de maniére continue.

La contamination du systéme peut étre évitée en
préparant des microbilles stériles au moyen d'un
équipement stérile et de techniques de manipulation
stérile, et si on le désire, la contamination peut étre
contrdlée par I'emploi d'une préparation antibiotique
convenable. On peut utiliser par exemple une fluoro-
quinolone.

L'invention s'étend & un bioréacteur dans lequel
des microbilles selon linvention sont utilisées.

La présente invention s'étend & un bioréacteur
comprenant une enceinte contenant un milieu fluide
et des microbilles telles que définies ci-dessus, ca-
ractérisé en ce qu'il est pourvu de moyens pour reti-
rer des microbilles du milieu de maniére continue et
pour y introduire des microbilles de maniére conti-
nue. De maniére spécifique, l'invention concerne un
bioréacteur destiné a contenir un milieu fluide, ca-
ractérisé en ce qu'il comprend une premiére zone
destinée au contact entre le milieu fluide et des mi-
crobilles de verre portant un agent de liaison d'un
composant du milieu fluide, et une seconde zone
destinée & la séparation ultérieure du dit composant
d'avec les microbilles.

Il existe plusieurs maniéres pour réaliser deux
zones dans le réacteur: les zones peuvent éire
dans des enceintes séparées mais interconnec-
tées, ou elles peuvent étre dans différents compar-
timents d'une enceinte unique. Un moyen conve-
nable pour obtenir des zones différentes & linié-
rieur d'une méme enceinte est d'employer entre elles
des feuilles perforées ou des tamis, par exemple un
réseau maillé en acier inoxydable. Un réseau maillé
de forme cylindrique convient spécialement & cette
fin. Le cylindre est de préférence également pour-
vu de moyens pour le mettre en rotation, de maniére
A éviter le passage de certains composants du mi-
lieu fluide au travers du réseau et a réduire le ris-
que de colmatage. De tels réseaux maillés cylin-
driques rotatifs sont dénommés filtres rotatifs dans
la présente description. lls peuvent éire aussi d'un
type qui peut étre abaissé dans le milieu fluide et ex-
frait du milieu par relevage, ce qui permet aux micro-
billes de prélever du milieu fluide le composant sou-
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haité, de les séparer du milieu fluide avec le cy-
lindre, et de les séparer du composant souhaité tout
en les laissant & l'intérieur du cylindre.

Une version particulierement préférée de bio-
réacteur avec filtre rotatif comprend une enceinte
destinée a contenir un milieu fluide et des filtres in-
terne et exierne qui délimitent entre eux un espace
annulaire au sein de la dite enceinte, des moyens
pour animer les dits filtres d'un mouvement de rota-
tion de maniere & empécher substantiellement que
de la matiére, en suspension, du dit milieu pénétre
dans le dif espace annulaire, tout en permettant la
pénétration d'un produit soluble d'un procédé biolo-
gique, dissous dans un tel milieu, et des moyens
pour véhiculer des microbilles de verre dans le dit
espace annulaire.

L'utilisation d'un bioréacteur d'une telle simplicité
de construction procure un procédé biochimique ef-
ficace et économique pour séparer une matiére d'un
milieu de culture. L'emploi d'un tel ensemble de deux
filtres rotatifs (dénommé ci-aprés filire rotatif
double) procure des avantages importants. Les mi-
crobilles peuvent étre confinées dans une surface
bien délimitée de l'enceinte de culture, de maniére a
simplifier le déplacement des microbilles dans cet
espace en leur permettant d'y séjourner pendant un
laps de temps voulu. Ceci favorise l'efficacité du
procédé de séparation. Parce que les cellules culti-
vées du milieu peuvent étre hors de la zone ol se
tfrouvent les microbilles, la liaison de la matiére &
I'agent de liaison peut s'effectuer sans entrave. Un
autre avantage de lutilisation dun filtre rotatif
double est que la dimension maximum des particules
qu'un filtre donné peut laisser passer, peut étre mo-
difiée, quelle que soit la dimension des mailles du
filtre, en augmentant fa vitesse de rotation du filire.
De ‘ce fait, on peut utiliser un filtre rotatif double
unique, a différents moments, dans le traitement de
différentes matiéres qui nécessiterait, en d'autres
circonstances, deux filtres rotatifs doubles dimen-
sionnés différemment. Un autre avantage réside
également dans le fait que les mailles, dans des fil-
ires rotatifs tournant rapidement, ont beaucoup
moins tendance & se colmater que celles de filires
stationnaires. Le procédé peut par exemple étre mis
en oceuvre par filtration depuis un compartiment d'en-
trée vers un compartiment de sortie séparés ou déli-
mités par de tels filtres rotatifs.

Des moyens peuvent exister pour extraire du
fluide d'un espace situé a lintérieur du dit filtre in-
terne et pour acheminer ce fluide pour le metire en
contact avec des microbilles a l'extérieur de l'en-
ceinte, et ensuite revéhiculer ce fluide vers l'en-
ceinte. Ceci est une maniére trés simple d'assurer
que du fluide transporte ou rince, par exemple, des
microbilles, tout en utilisant effficacement le milieu
fluide et en maintenant une quantité suffisante dans
I'enceinte de culture.

Dans des formes préférées de réalisation de I'in-
vention, au moins une colonne d'affinité est asso-
ciée & des moyens pour amener des microbilles vers
la colonne et pour renvoyer des microbilles vers
I'enceinte.

L'invention s'étend & une colonne d'affinité conte-
nant des microbilles revétues, telles que décrites ci-
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dessus. Une telle colonne présente de bonnes pro-
priétés hydrodynamiques lorsqu'elle est chargée, et
on peut facilement la vider par ringage au moyen
d'un milieu fluide, par exemple un milieu de culture,
qui permet le maintien de la colonne et des micro-
billes dans un circuit stérile.

Certaines formes préférées de réalisation de I'in-
vention seront maintenant décrites & titre d'exemple
en se référant aux figures annexées, dans les-
quelles:

La fig. 1 est une vue schématique en perspective
d'un bioréacteur, dans laquelle une partie du re-
couvrement a été enlevée pour révéler les détails
internes;

La fig. 2 est un schéma synoptique d'une deu-
xiéme version de bioréacteur;

La fig. 3 est un schéma synoptique d'une troi-
siéme version de bioréacteur;

Les fig. 4a et 4b sont des schémas synoptiques
d'une quatriéme version de bioréacteur; et

La fig. 5 est un schéma synotique d'une cinquiéme
version de bioréacteur.

Le dessin du bioréacteur de la fig. 1 représente
une enceinte de culture 1 qui contient deux filires cy-
lindriques coaxiaux 2, 3 montés sur une base commu-
ne et formant ensemble un filire rotatif double. Les
filires 2, 3 sont en treillis d'acier inoxydable dont les
mailles sont comprises entre 5 pm et 10 pm. fIs sont
animés d'un mouvement de rotation au moyen d'un
moteur 4, par exemple a une vitesse de
100 tours/min. Le systéme d'agitation du milieu de
culture n'est pas représenté. L'agitation du milieu de
culture peut étre indépendante de la rotation du fil-
tre rotatif double utilisé. Des conduits 6 et 7 véhi-
culent des microbilles de verre portant l'agent de
lisison au travers de I'espace annulaire 8 enire les
deux éléments 2, 3 du filtre rotatif double. Un con-
duit 9 alimente I'enceinte de culture en milieu de cul-
ture & lextérieur du filire rotatif double, et un con-
duit 10 extrait du fluide de l'espace central du filtre
rotatif double. Le réacteur est également pourvu de
moyens (non réprésentés) pour contrbler et régler
la pression a lintérieur de I'enceinte de culture 1, le
niveau du liquide, la teneur en dioxyde de carbone
et en oxygéne dissous, |la température et le pH du mi-
lieu de culiure, la vitesse de rotation du filtre rotatif
double et la circulation des microbilles.

Dans un exemple caraciéristique faisant usage
du bioréacteur de la fig. 1, des microbilles creuses
en verre ayant une densité moyenne juste infé-
rieure & 1 sont calibrées de maniére a donner une
charge dont les diamétres sont compris enire 20 pm
et 30 pm. Les microbilles sont d'abord lavées a l'a-
cide chlorhydrique et, si on le désire, avec un déter-
gent. Spécifiquement une charge de 20 g de micro-
billes est lavée a l'acide chlorhydrique pendant une
heure & une tempéraiure comprise enire 20°C et
80°C. Ce fraitement a un effet important sur 'équili-
bre ionique du verre et sur sa stabilité lorsqu'il est
exposé a un environnement biologiquement actif. Le
traitement de lavage a l'acide peut détruire des mi-
crobilles dont les parois sont trop minces ou non
complétement formées. Les microbilles sont décan-
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tées pour séparer celles qui sont bien conformées
d'avec les débris de celles qui sont mal conformées,
qui ont tendance a couler, et elles sont rincées a
l'eau déminéralisée jusqu'au moment ol le pH de
I'éluant revient a des valeurs comprises entre 6 et
7, et les microbilles sont ensuite séchées a poids
constant & une température de 130°C.

En variante, les microbilles sont choisies de ma-
niére & avoir une densité moyenne de 0,51 et des
diameétres compris entre 53 pm et 90 um.

Un agent de fixation est ensuite fixé aux surfaces
des microbilles traitées. L'agent de fixation choisi
dans cet exemple est du gamma-glycidoxypropyltri-
méthoxysilane. Dans une premieére méthode, 2 ml de
silane sont dissous dans 75 mi de toluéne pour trai-
ter 15 g de microbilles. Les microbilles sont immer-
gées dans la solution pendant 18 heures & 110°C,
puis elles sont enlevées et lavées successivement
au moyen de 200 ml de toluéne, de 10 ml de méthanol
et ensuite d'eau déminéralisée. En variante, I'agent
de fixation utilisé est du N-triméthoxysilyléthyléne-
diamine.

Dans une seconde méthode, 1,2 ml de silane sont
dissous dans 60 ml d'une solution aqueuse de 0,1 mo-
le d'acétate de sodium tamponnée a un pH de 5,5, et
15 g de micraobilles sont traités dans cette solution
pendant 4 heures a 80°C et ensuite lavées a l'eau
déminéralisée. Dans ce traitement, certains des
groupes fonctionnels époxy sont hydrolysés en
diols. Afin de terminer I'hydrolyse, les microbilles
sont traitées au moyen d'une solution aqueuse
d'acide sulfurique & un pH de 3 pendant 2 heures, a
raison de 40 ml de solution par gramme de micro-
billes. Les microbilles sont ensuite lavées a I'eau
distillée.

Afin de favoriser I'aptitude du silane a fixer de la
matiére protéinique sur les microbilles, on fait réagir
a leur tour les groupes diol avec des ions periodate
pour former des groupes aldéhyde. 5 g de ces mi-
crobilles sont mises en suspension dans 50 mi de
méthanol refroidi par de la glace, et une solution de
380 mg de NaBH4 et de 30 mg de NaOH dans 10 ml
d'eau est ajoutée par portions de 2 ml. On laisse re-
venir la température a la valeur ambiante, et la sus-
pension est ensuite chauffée a 40°C pendant 15 mi-
nutes. Les microbilles sont ensuite lavées successi-
vement dans de l'eau, de l'acétone et de I'éther et
ensuite séchées sous vide a 70°C pendant deux
heures. Ceci convertit les groupes diol en groupes
alcool primaire. Dans ces conditions, le test a la 2,4-
dinitrophénylhydrazine est négatif, ce qui indique
l'absence de groupes fonctionnels carbonyl rési-
duels, les microbilles restant blanches.

3 g de microbilles ainsi traitées sont ensuite trai-
tées par une solution de 70 mg de 1,1’-carbodiimida-
zole {un exces d'environ 100 fois) dans 25 ml de
dioxane anhydre. Aprés un séjour de 2 heures & la
température ambiante, les microbilles sont filirées,
lavées & I'éther et séchées sous vide dans un des-
sicateur. Ce traitement donne des microbilles revé-
tues d'un silane ayant un groupe fonctionnel imida-
zoyl carbamate qui s'adapte bien a la fixation de
toute NHz-protéine.

Des microbilles portant I'agent de fixation fixé de
la maniére décrite sont essayées quant & leur capa-



11 CH 680 985 A5 12

cité de fixer des protéines en utilisant de I'albumine
de sérum bovin (BSA). 250 mg de microbilles sont
utilisées dans chaque essai. Les microbilles sont
agitées par rotation horizontale & une vitesse de
60 tours/min dans 1,5 ml de solution, tamponnée par
100 mM de borate et 150 mM de NaCl a un pH de 9,
contenant 5 mg de BSA par ml & une température de
20°C. Les microbilles dont I'agent de fixation com-
prenait des groupes fonctionnels époxy fixent en
moyenne 80 pg de BSA aprés 2 heures de traite-
ment. Les microbilles dont 'agent de fixation compre-
nait des groupes fonctionnels imidazoy! carbamate
fixent en moyenne 424 ug de BSA aprés 2 heures
de traitement, et 480 pg de BSA aprés 4 heures de
traitement.

Le choix de l'agent de liaison dépend évidemment
du produit qu'on désire collecter et purifier. Dans
'exemple suivant, on collecte et on purifie un
anticorps monoclonal de souris IgG! produit par des
hybridomes de souris cultivés dans le bioréac-
teur.

On utilise en tant qu'agent de liaison pour fixer
I'agent de fixation du sérum total de lapin immunisé
contre limmunoglobuline de souris IgG! (sérum
RAM [rabbit-anti-mouse]). Le IgG! est reconnu
comme étant un antigéne étranger par le sérum de
lapin et provoque la formation in vivo de Iimmuno-
globuline de lapin en tant qu'anticorps spécifique-
ment dirigé contre cet antigene.

Des microbilles portant I'agent de fixation sont
traitées & raison de 250 mg par mi de solution de trai-
tement. La solution de traitement est tamponnée au
borate et contient 20 mg/ml de sérum RAM. Les mi-
crobilles sont mises en suspension dans la solution
de traitement pendant 2 heures & 20°C et mainte-
nues en agitation horizontale & raison de
60 tours/min, et elles subissent ensuite une incuba-
tion de post-réaction pendant 16 heures 4 7°C. On a
frouvé que les microbilles fixent de maniére cova-
lente 660 pg de sérum RAM par gramme de micro-
billes séchées, lorsqu'on effecture des mesures
par une méthode Folin-Lowry modifiée pour des pro-
téines fixées. Aprés fixation de I'agent de liaison, il
est souhaitable de désactiver tous les sites res-
tants de I'agent de fixation non utifisé afin de favori-
ser la spécificité des microbilles & fixer la matiére
souhaitée. On effectue cette opération en lavant
les microbilles portant I'agent de liaison dans une so-
Jution tampon contenant 150 mM de glycine-NaOH &
un pH de 9, et on les lave ensuite dans un tampon
neutre.

Un tel agent de liaison de sérum polyclonal peut,
si on le désire, étre remplacé par un anticorps mono-
clonal. Un tel anticorps monoclonal peut éire obtenu
3 partir d'une culture d'hybridomes ou de lympho-
cytes transformés, par exemple des hybridomes de
rat produisant des anticorps monoclonaux de rat
(IgR), afin de reconnaitre une caractéristique anti-
génique unique d'une immunoglobuline de souris, et
peut étre fixé de la méme maniere.

L'immunoglobuline de souris IgG! a purifier peut
étre produite par des hybridomes de souris dans un
milieu approprié contenu dans I'enceinte de cuiture.
Un milieu de culture approprié est le «Dulbecco Mo-
dified Eagle's Medium» contenant du sérum, ou un
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substitut de sérum. Le pH est ajusté & 7,2. Le milieu
de culture contient également un inhibiteur (par
exemple de la pepstatine A ou du fluorure de phényl
méthyl sulfonyle) pour éviter la production d'en-
zymes qui, en d'autres circonstances, digéreraient
les protéines présentes. Le milieu de 30 culture est
introduit dans I'enceinte de culture de maniére a en-
tourer le filtre rotatif double. Le filire est contrblé
pour permettre le passage du liquide de culture et
de toute matiére dissoute, mais pour retenir les cel-
lules cultivées dans cette zone périphérique de l'en-
ceinte de culiure.

Au moyen du dispositif représenté dans la fig. 1,
les microbilles portant 'agent de liaison sont intro-
duites dans I'espace 8 entre les filtres, de sorte
qu'elles sont immergées dans le liquide de culture
qui contient du IgG! dissous. Les microbilles portant
le produit fixé sont enlevées du milieu de culture de
maniére continue par le conduit 7, dans du liquide de
culture servant de porteur, et traversent une co-
lonne chromatographique (non représentée), dans
laquelle elles constituent la matrice chromatogra-
phique. Le liquide de culture porteur peut étre recy-
clé vers l'enceinte de culture par le conduit 9. Le
produit IgG! est enlevé des microbilles par élution
en utilisant, par exemple, un milieu acide et une pres-
sion faible & modérée; les microbilles, portant tou-
jours l'agent de liaison, sont recyclées vers l'en-
ceinte de culture en utilisant en tant que fiuide por-
teur du liquide de culture extrait du centre du filtre
rotatif double via le conduit 10. Le produit voulu
IgG ! est immédiatement tamponné pour éviter sa dé-
naturation, son identité est vérifiée par dosage im-
muno-enzymatique, et sa pureté est vérifiée par
électrophorese.

En variante, le conduit 7 constitue lui-méme une
colonne chromatographique au travers de laquelle
le fluide de culiure est véhiculé de maniére conti-
nue, de sorte que la fixation du produit IgG ! s'effec-
tue en continu. La colonne est retirée aprés un
temps de séjour convenable et est remise en place
aprés élution du produit. Dans une telle colonne
contenant 20 g de microbilles et ayant une capacité
de 2 mg de IgG1 de souris, un facteur de purifica-
tion de 750 fois est obtenu en une seule étape avec
une électrophorése protéinique montrant un produit
pur.

Des précautions trés strictes sont prises pour
maintenir des conditions stériles et pour exclure des
contaminants de I'enceinte de culture, et le liquide
de culture et les microbilies portant I'agent de liaison
y sont recyclés pour maintenir les niveaux souhai-
tés. On peut utiliser un antibiotique & large spectre
qui n'empoisonne pas ou ne contamine pas les cel-
lules, par exemple un fluoroquinolone.

En variante, des microbilles sont traitées avec
un amino-silane et du glutaraldéhyde en tant
qu'agent de fixation, et on obtient des résultats simi-
laires.

Dans une autre variante, les microbilles sont re-
vétues avec un aminosilane en tant qu'agent de fixa-
tion. Les chaines oligosaccharide d'une immunoglo-
buline telle que celle dénommée IgR dans cet ex-
emple, qui est destinée a servir d'agent de liaison
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d'anticorps, sont oxydées. A cette fin, on utilise
1 mg de IgR par gramme de microbilles. 20 pl d'une
solution (0,5M) de NalO4 sont ajoutés par ml d'une
solution contenant le IgR dans un milieu d'acétate &
un pH de 5,5. On laisse l'oxydation se dérouler pen-
dant 20 minutes a la température ambiante, sous agi-
tation intermittente. Le IgR oxydé est ensuite séparé
du milieu d'oxydation par une technique chromato-
graphique classique. Le IgR oxydé en solution est
ensuite ajouté au microbilles silanisées en une quan-
tité de 2 ml de solution par gramme de microbilles
dans une enceinte de réaction fournant a une vi-
tesse de 30 a 60 tours/min. Aprés 24 heures, les mi-
crobilles sont traitées pendant 2 heures, & la tempé-
rature ambiante et sous faible rotation, avec une
solution de glycine pour désactiver tous les sites
libres restant sur le verre. Les microbilles sont en-
suites lavées dans un filire de Buchner, et mises en
contact d'une solution tampon de phosphate (2 ml
par gramme de microbilles). 20 pl de solution réduc-
trice de BaBH3CN (0,5M) sont ajoutés par ml de so-
lution tampon, et laissés pendant 4 heures en rota-
tion lente & la température ambiante, avant qu'elles
soient de nouveau lavées dans un filtre de
Buchner. Les microbilles sont récoliées et entrepo-
sées a froid dans une solution tampon (0,01M,
pH7,4) dacide 3-(N-morpholino)propane sulfo-
nique (MOPS) contenant si nécessaire du NaCl et
du NaNa.

Le systéme bioréacteur illustré dans la fig. 2 com-
prend une enceinte de culture 11 dans laquelle des
microbilles de verre revétues sont acheminées par
le conduit 13, au départ d'une trémie 15. L'enceinte 11
contient également le milieu de culture fluide biolo-
gique dont on désire séparer la matiére souhaitée.
Un agitateur 17 est destiné a favoriser le mélange
des microbilles dans le milieu fluide. Une conduite de
sortie 19 pourvue d'une vanne connecte l'enceinte
11 & une colonne chromatographique 21. Une canali-
sation d'alimentation 23, alimentée par cing conduits
différents d'amenée de liquide, 25, 26, 27, 28 et 29,
chacun pourvu d'une vanne de contrble, est con-
nectée 2 la base de la colonne 21. Les fluides a four-
nir & tour de role, par les conduits 25, 26, 27, 28 et
29 sont respectivement du fluide de ringage de co-
lonne (solution tampon de MOPS), du fiuide de pre-
mier nettoyage de colonne (solution fortement io-
nique), du fluide de second nettoyage de colonne
{solution d'acétate d'ammonium), du fluide d'élution
de matiére (solution tampon glycine-HCI) et, en tant
que fluide de lavage des microbilles, une solution
tampon d'acide N-(2-hydroxyéthyl)pipérazine-N"-3-
propane stulfonique (HEPPS) contenant du NaOH.
Un collecteur 31 méne d'un réservoir de fluide 32 au
coté de la colonne 21 et sert & introduire du fluide a
différents niveaux de la colonne 21 pour favoriser
la séparation des microbilles de la colonne en vue
de leur retour dans I'enceinte 11. La sortie principale
de la colonne 21 est un conduit 33 menant a une
vanne 35 qui peut diriger du fluide provenant de fa
colonne 21, via un conduit 41 traversant un spectro-
photométre 43, vers un conduit de rebut 45 ou vers
un conduit de produit 47, ces deux conduits étant
pourvus de vannes. La vanne 35 peut, en variante,
diriger du fluide et/ou des microbilles dans une con-
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duite 37 pourvue d'une pompe 39 retournant & f'en-
ceinte 11.

Le systéme de la fig. 2 nécessite que les micro-
billes soient de densité relativement faible, par
exemple 0,5 & 0,9, de maniére qu'elles puissent fiot-
ter vers le haut au travers de I'enceinte et de la co-
lonne 21.

Au cours du fonctionnement du systéme bioréac-
teur de la fig. 2, les microbilles revétues de liant
sont amenées dans l'enceinte 11 par le conduit 13 et
elles y sont intimement mélangées au fluide biolo-
gique sous l'action de l'agitateur 17. Aprés un temps
de séjour suffisant, on arréte |'agitation, la vanne
19 est ouverte et les microbilles, portant maintenant
la matiére séparée du milieu de l'enceinte 11, flottent
vers le haut de la colonne 21. Aprés ringage et net-
toyage des microbilles par les conduits 25, 26 et 27,
le produit souhaité est séparé des microbilles par un
fluide d'élution venant du conduit 28. L'éluat est
acheminé par le conduit 33 et la vanne 35 oli le spec-
trophotométre 43 décele la présence de protéines
dans I'éluat et ouvre la vanne 47 pour collecter le
produit, les produits de ringage et de nettoyage
ayant été mis au rebut par la vanne 45. Lorsque
tout le produit souhaité a été enlevé, les microbilles
dans la colonne 21 sont soumnises & un cycle de la-
vage et de ringage (conduits 29 et 25). La matrice
est démantelée par injection sous pression modérée
de milieu de culture provenant du réservoir 32 et
les microbilles sont alors recyclées au travers de la
vanne 19 vers l'enceinte 11, prétes & séparer de la
nouvelle matiére biologique a séparer, celle-ci étant
produite en continu dans le bioréacteur.

Le systéme bioréacteur représenié & la fig. 3 pré-
sente de nombreux points similaires & ceux du sys-
téme de la fig. 2 et ceux-ci sont représentés par des
numéros de repére équivalents. Cependant, dans le
systéme de la fig. 3, I'enceinte 11 comprend un filtre
rotatif double constitué de filtres 2, 3 similaires &
ceux de la fig. 1. Pour l'introduction stérile de micro-
billes dans le systéme de purification, le conduit 13
d'alimentation en microbilles dans le systeme de la
fig. 3 méne au bioréacteur via la vanne de commuta-
tion 53. Un conduit 51 méne de I'espace annulaire 8 &
la vanne 53 pour acheminer des microbilles char-
gées de matiere A séparer de I'enceinte 11 vers la
colonne 21, en recyclant le fluide débarassé de mi-
crobilles vers le réacteur via la vanne 35 et la
pompe 39. Un conduit 10, pourvu d'une pompe 16, re-
lie la chambre intérieure formée par le filtre 2 du
filtre rotatif 2, 3, & un conduit pourvu d'une vanne
20 menant au collecteur 31.

Au cours du fonctionnement du systéme bioréac-
teur de Ila fig. 3, les microbilles revétues de liant et
portant la matiére séparée sont dirigées vers la co-
lonne 21 au travers du conduit 51 et de la vanne 53.
Dans ce systéme, les microbilles doivent avoir une
densité d'environ 1,0. La matiére souhaitée est sé-
parée des microbilles par un fiuide d'élution venant
du conduit 28. Le collecteur ringage/nettoyage/élu-
tion/lavage 25, 26, 27, 28 et 29 et son fonctionne-
ment sont similaires a celui de la fig. 2. De maniére
similaire, I'luat est acheminé par le conduit 33 ou le
spectrophotométre décele la présence de protéines
et ouvre la vanne 47 si nécessaire. Aprés lavage

»
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ot ringage, la matrice est démantelée par injection
de milieu de culture prélevé a lintérieur du filtre ro-
tatif sous linfluence de la pompe 16 et de la vanne
20. Les microbilles sont recyclées depuis la colonne
21 vers l'espace annulaire 8 via la vanne 53 et le
conduit 51.

Le systdéme bioréacteur représenté aux fig. 4a et
4b différe des autres systémes illustrés, en ce qu'il
posséde un filtre rotatif simple et est dépourvu de
colonne chromatographique. Dans ce systéme, le
filre rotatif est ajustable en hauteur entre une posi-
tion supérieure (représentée a la fig. 4a) et une po-
sition inférieure (représentée & la fig. 4b). Une
plaque déflectrice annulaire 63 délimite la limite su-
périeure du mouvement du filtre rotatif 61. Une
bride 67 a la base du filire rotatif 61 porte un joint
annulaire 65 qui vient buter contre la plaque 63 & la
limite supérieure du déplacement du filtre rotatif 61.
Le conduit 23 issu du collecteur ringage/nettoyage/
élution/lavage 25, 26, 27, 28 et 29 aboutit via une
vanne de commutation 54 & un conduit d'alimentation
en fourche 23a/23b et, de I3, a lintérieur du filire
rotatif 61. Les conduits 56 ménent également de la
vanne 54 & l'espace annulaire 62 formé, lorsque le
filire rotatif 61 est en position haute, entre le filire
rotatif 61 et les parois de I'enceinte 11. Un conduit 42
d'extraction de produit conduit de I'espace annulaire
82 vers l'unité de séparation de produit 43, 45, 47.

Au cours du fonctionnement du systéme bioréac-
teur de la fig. 4a/b, le filire rofatif 61 contenant des
microbilles revétues de liant et ayant une densité
d'environ 1 est abaissé dans le fluide 14 (fig. 4b) et
y séjourne pendant un temps suffisant pour fixer le
produit souhaité sur les microbilles. Le filtre rotatif
61 est ensuite relevé en position haute (fig. 4a) et la
matiére est séparée des microbilles suivant un
cycle ringage/nettoyage/élutionlavage similaire &
celui de la fig. 2.

Le systéme bioréacteur représenté a la fig. 5
comprend deux enceintes 11 et 71, chacune d'entre
elles étant pourvue de filtres rotatifs (respective-
ment 72a et 72b). Dans cette version, le milieu de
culture 14 est filtré en 72a dans l'enceinte 11 et en-
suite acheminé via le conduit 73 vers le filtre & mem-
brane 74, pour retenir tous débris de cellules qui
auraient pu traverser le filtre rotatif 72a, et en-
suite, via le conduit 75, vers l'enceinte 71 ol les mi-
crobilles revétues de liant sont débarassées du
produit souhaité. Les microbilles, qui ont une densi-
té d'environ 1, restent dans l'enceinte 71. Des con-
duits 76 et 77 permettent le recyclage du fluide rési-
duel vers I'enceinte 11, le conduit 76 étant activé par
un dispositif de contrdle 78 qui régle le niveau du
fluide dans P'enceinte 71 et active une pompe 79 lors-
que le niveau dans I'enceinte dépasse une limite su-
périeure. Aprés une période suffisante, le recyc-
lage du fluide est arrété et les fluides de ringage/
nettoyage/élution/lavage sont amenés dans l'en-
ceinte 71 par un conduit d'alimentation 23c et le pro-
duit séparé est enlevé par le conduit 41 d'une ma-
niére similaire a celle des autres versions.

Revendications

1. Procédé biochimique pour séparer une matiére
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d'un milieu fluide, caractérisé en ce qu'on introduit,
dans le milieu fluide, des microbilles de verre sur la
surface desquelles est fixé un agent de liaison de la
dite matiére, on laisse séjourner les microbilles dans
le milieu fluide pendant un temps suffisant a la fixa-
tion d'une certaine quantité de la dite matiére sur les
microbilles, on retire les microbilles chargées de ma-
tigre du milieu, on enléve des microbilles une partie
au moins de la matiére fixée tout en laissant 'agent
de liaison sur les microbilles et on recycle les micro-
billes avec I'agent de liaison vers le milieu fluide.

2. Procédé selon la revendication 1, caractérisé
en ce que les dites microbilles sont constituées au
moins principalement de microbilles en verre a sur-
face non poreuse.

3. Procédé selon I'une des revendications 1 ou 2,
caractérisé en ce que les dites microbilles sont
constituées au moins principalement de microbilles
en verre creuses.

4. Procédé selon la revendication 3, caractérisé
en ce que les dites microbilles ont une densité
moyenne comprise entre 0,5 et 1,5, et de préférence
comprise entre 0,9 et 1,1.

5. Procédé selon l'une des revendications 1 & 4,
caractérisé en ce que les dites microbilles ont un
diamétre médian inférieur & 125 pm, et de préfé-
rence compris entre 20 pm et 30 pm.

6. Procédé selon l'une des revendications 1 & 5,
caractérisé en ce que le dit agent de liaison est fixé
4 la surface des microbilles de verre au moyen d'un
agent de fixation.

7. Procédé selon la revendication 6, caractérisé
en ce que le dit agent de liaison est fixé & la surface
des microbilles de verre par liaison covalente.

8. Procédé selon I'une des revendications 6 ou 7,
caractérisé en ce que le dit agent de fixation com-
prerid un silane.

9. Procédé selon l'une des revendications 6 & 8,
caractérisé en ce que le dit agent de fixation forme
sur les dites microbilles une couche substantielie-
ment monomoléculaire.

10. Procédé selon l'une des revendications 1 a 9,
caractérisé en ce que le dit milieu fluide est un milieu
de culture cellulaire et la dite matiére est produite
dans ce milieu de culture.

11. Procédé selon l'une des revendications 1 & 10
caractérisé en ce que le dit agent de liaison et la dite
matiére interagissent selon le principe d'une paire
antigene-anticorps.

12. Procédé selon 'une des revendications 1 & 11,
caractérisé en ce que les dites microbilles passent
par un espace annulaire situé au sein d'une en-
ceinte de culture et cet espace est délimité par deux
filtres rotatifs qui confinent les microbilles, & linté-
rieur de l'enceinte de culture, dans cet espace an-
nulaire et permettent le passage de la dite matiere
vers l'espace annulaire fout en excluant celui des
celiules cultivées dans le milieu.

13. Procédé selon f'une des revendications 14 12,
caractérisé en ce que des microbilles transportant
la dite matiére passent par une colonne de chroma-
tographie ol de la matiére leur est enlevée.

14. Microbilles de verre portant un revétement,
caractérisées en ce que le dit revétement comprend
au moins un agent de liaison fixé aux microbilles, ca-
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pable de fixer de maniére réversible une matiére
contenue dans un milieu fluide par réaction d'affini-
té biologique, de sorte que la dite matiére puisse
étre retirée du milieu fluide, fixée aux microbilles et
ensuite enlevée des microbilles tout en laissant
I'agent de liaison fixé sur celles-ci.

15. Microbilles selon la revendication 14, caracté-
risées en ce qu'elles sont constituées au moins prin-
cipalement de microbilles en verre & surface non po-
reuse.

16. Microbilles selon I'une des revendications 14
ou 15, caractérisées en ce gu'elles sont constituées
au moins principalement de microbilles en verre
creuses.

17. Microbilles selon la revendication 16, caracté-
risées en ce qu'elles ont une densité moyenne com-
prise entre 0,5 et 1,5.

18. Microbilles selon la revendication 17, caracté-
risées en ce qu'elles ont une densité moyenne com-
prise entre 0,9 et 1,1.

19. Microbilles selon f'une des revendications 14
a 18, caractérisées en ce qu'elles ont un diametre
médian inférieur & 125 pm.

20. Microbilles selon la revendication 19, carac-
térisées en ce qu'au moins 90% d'entre elles ont un
diamétre compris entre 20 pm et 30 pm.

21. Microbilles selon l'une des revendications 14
a 20, caractérisées en ce que le dit agent de liaison
est fixé a la surface des microbilles de verre au
moyen d'un agent de fixation.

22. Microbilles selon la revendication 21, carac-
térisées en ce que le dit agent de liaison est fixé a la
surfaces des microbilles de verre par liaison cova-
lente.

23. Microbilles selon l'une des revendications 21
ou 22, caraciérisées en ce que le dit agent de fixa-
tion comprend un silane.

24. Microbilles selon l'une des revendications 21
a 23, caractérisées en ce que le dit agent de fixation
forme sur les dites microbilles une couche substan-
tiellement monomoléculaire.

25. Microbiiles selon I'une des revendications 14
a 24, caractérisées en ce que le dit agent de liaison
est un antigéne/anticorps.

26. Bioréacteur comprenant une enceinte conte-
nant un milieu fluide et des microbilles conformes &
l'une des revendications 14 a 25, caractérisé en ce
qu'il est pourvu de moyens pour retirer des micro-
billes du milieu de maniére continue et pour y intro-
duire des microbilles de maniéere continue.

27. Bioréacteur selon la revendication 26, carac-
térisé en ce qu'il est pourvu d'au moins une colonne
d'affinité associée a des moyens pour amener des
microbilles vers la colonne et pour renvoyer des mi-
crobilles vers I'enceinte.

28. Colonne daffinité contenant des microbilles
selon I'une des revendications 14 4 25.
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