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(57) Abstract: A bio-reactor for culti-

wou vating cells, comprising a culture ves-

Kuhurgefsfh

sel, at least one gas supply and/or lig-
uid feed in addition to supply devices
for gases and/or liquids enabling gases
or liquids to be fed to the culture ves-
sel. A mixer device, especially a Ven-
turi nozzle is arranged between the sup-
ply device and gas supply or liquid feed
in order to mix gas and/or liquid from
the gas supply or liquid feed.

(57) Zusammenfassung: Bioreaktor
o G zur Kultivierung von Zellen, mit einem
501 20 Kulturgefd3, mit einer oder mehreren

2. MODULE, GAS SUPPLY

3. PRESSURE COMPENSATION CAPILLARIES
DG1

4 AR FILTER F1

5 THREE-WAY VALVE DV 1

6 PRESSURE GAS, INLET

7 GAS CONTAINER B1

8 MODULE, LIQUID FEED

9 CLOCK VALVE V1

10 VENTURI NOZZLE VD1

11 MODULE LIQUID FEED F2-FN, PARALLEL MOUNTED
12 CLOCK VALVE V2-VN

13 VENTURI VALVE V2-VDN

14 MODULE, CULTURE VESSEL

15 INLET VALVE EV1, EV2; HEADSPACE/LIQUID
16 SEALING CAP

17 CULTURE VESSEL KG1

18 EJECTOR NOZZLE AD1

19 LIQUID LEVEL

20 VENTILATION NOZZLE BD1

Gasversorgungen und/oder einer oder
mehreren Flissigkeitsvorlagen sowie
Zufithrungseinrichtungen fiir Gase
und/oder Flussigkeiten, mittels wel-
cher Gase und/oder Fliissigkeiten dem
Kulturgefdl zuftihrbar sind, wobei
zwischen der Zufiihrungseinrichtung
und der Gasversorgung bzw. Fliissig-
keitsvorlage eine Mischvorrichtung,
insbesondere eine Venturidiise,
zur Mischung von Gas und/oder
Fliissigkeit aus der Gasversorgung
bzw. Fliissigkeitsvorlage geschaltet
ist.
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Bioreaktor

Gebiet der Erfindung.

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren und eine Vor-
richtung, die eine quantitative Erzeugung von Gas/Gas-,
Gas/Flussigkeit- oder Fliissigkeit/Fliissigkeitsgemischen
durch definierte Zufilhrung der zu dosierenden
Komponente (n) zu einem Carriermedium erméglicht und so
eine exakte, quantitative Dosierung einer einzigen Kompo-
nente oder eines Gemisches zu Kulturgefafen fiir biologi-

sche oder (bio)chemische Reaktionen erméglicht.

Stand der Technik.

KulturgefaBe fir biologische oder (bio)chemische Reaktio-
nen, soweit es sich nicht um Fermenationsanlagen im MafR-

stab grofer 1000 ml handelt, werden derzeit iiblicherweise
weder begast noch verfiigen Sie iiber geeignete Dosierein-

richtungen. Dies liegt daran, daB der technische und wirt-
schaftliche Aufwand filir diese Regelsysteme nach dem Stand
der Technik sehr hoch ist und mit fortschreitender Minia-
turisierung der KulturgefdBe technisch nicht machbar ist.

Der aus der Praxis bekannte Stand der Technik zur vorlie-
genden Erfindung soll an Hand verschiedener quantitativer

Dosiermodule dargestellt werden:

Gasdosierung:

Eine quantitative Gasdosierung erfolgt bei konstantem Vor-

druck iber mechanische Flowmeter, die mit Nadelventilen
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auf den gewlinschten Gasflufl geregelt werden. Weiterhin
existieren elektronische Massflowcontroler, die iliber eine
Regeleinheit und elektrische Stellblenden den GasfluBl au-
tomatisch regeln. Der so geregelte GasfluR kann in GroBen-
ordnungen zwischen ml Gas/h und m’ Gas /h liegen.
Biologische oder (bio)chemische Kulturgefafie werden in
jeder ihrer Anwendungen iber eine eigene Gasdosierstrecke
versorgt. An der AuslaBéffnung zum Kulturgefal hin koénnen
sich Perlausstrdmer befinden. (Braun Biotech International
GmbH, Bioreaktoren Serie BIOSTA A,B,MD,Q,D,U). In keinem
Fall wird der Gasstrom als Tragermedium flir Flissigkeiten
oder andere Gase genutzt. Desweiteren werden keine Ventu-
ridiisen an der AuslaBoffnung verwendet, um die Durch-
mischung mit der Reaktionsflissigkeit und damit die Effek-

tivitadt der Begasung zu steigern.

Fliissigkeitsdosierung:

a) Pumpen

Standardmafig werden zur quantitativen Dosierung von Flis-
sigkeiten Pumpen beliebiger Bauart eingesetzt. Diese ent-
nehmen aus einem VorratsgefaRl entsprechend der Vorgabe
eines Ubergeordneten Reglers ein Aliquot und pumpen dieses
iiber eine Zuleitung zum ReaktionsgefdaB. Die transportie-
rende Kraft ist hier die Pumpleistung. Bei biologischen
oder (bio)chemischen Kulturgefdfen sind Dosagepumpen fir
Saure, Lauge, Antischaummittei und ein bis zwei Substrat-
ldsungen iiblich, die die Fliissigkeit einfach in die
Reaktionsfliissigkeit pumpen (Braun Biotech International
GmbH, Bioreaktoren Serie BIOSTA A,B,MD,Q,D,U). In keinem
Fall wird die Flissigkeit mit einem Gasstrom, der zur Ae-
rosolbildung und damit zur homogenen Durchmischung und

effektiveren Nutzung des Gases fiuhrt, kontaktiert.
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b) Druckvorlagen

Beil grofleren Kulturgefafien (etwa ab 50 Liter) werden Flis-
sigkeitsvorlagegefdasse verwendet, die gegeniliber dem Kul-
turgefal unter einem Uberdruck stehen und mit diesem durch
eine Zuleitung mit integrierten Taktventil verbunden sind.
So0ll nun eine Fliussigkeitsdosierung erfolgen, 6ffnet ein
Regler fiir eine definierte Zeit das Taktventil, so dabB
durch den Uberdruck Fliussigkeit zum KulturgefidB gedriickt
wird. Durch die Parameter Offnungszeit, Querschnitt der
Zuleitung, Uberdruck und Viskositdt der Fliussigkeit kann
die Dosierung quantitativ geeicht werden{Braun Biotech
International GmbH, Bioreaktoren Serie kundenspezifische
Produktionsanlagen). Bei biologischen oder (bio)chemischen
sind VorlagegefaRBe flir Sdure, Lauge, Antischaummittel und
ein bis zwei Substratldsungen iblich, die die Flissigkeit
einfach in die Reaktionsfliissigkeit "drilicken". In keinem
Fall wird die Flissigkeit mit einem Gasstrom, der zur Ae-
rosolbildung und damit zur homogenen Durchmischung und

effektiveren Nutzung des Gases fihrt, kontaktiert.

c) Mischstationen mit Venturidiisen

Venturidisen sind als solche aus Bioreaktor-fremden Berei-
chen bekannt. Venturidiisen erzeugen auf Grund ihrer stro-
mungstechnischen Form am Seiteneinlass einen Unterdruck,
durch den zum stroémenden Medium 1 hin (Gas oder Fliissig-
keit) ein weiteres Medium 2 (Gas oder Flissigkeit) ange-
saugt werden kann. Im AuslaBbereich der Diise erfolgt eine
homogene Durchmischung der beiden Medien. Wenn die Quer-
schnitte der Diise, die Viskositat der Medien und der Vor-

druck vor der Diise bekannt sind, laBt sich eine
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quantitative Mischung erzielen. Medium 1 kann nach der
Diise auf Grund seines Oberdrucks weiterhin als Transport-
medium fungieren. Eingesetzt werden Venturi Disen fir
vielfdltige Applikationen zum Entgasen (Wasserstrahlpum-
pe), in DurchfluBmessern (delta Druck) oder Mischen ver-
schiedener Medien, z.B. Verdiinnen von Konzentraten mit
einem zweiten Medium. Im MikromaRstab lassen sich Venturi-
diisen fir eine guantitative Probenahme eines Mediums ein-
setzen (Fox Valve Devetopment Corp, Hamitton Buisness
Park, Dover, New Jersey 07801 USA, lntemetfoxvalve.com).
Obwohl mit dem Einsatz von Ventuddiisen eine Vielzahl von
Anwendungen fiir Dosieren und Mischen im t&glichen Gebrauch
bekannt ist (z.B. Whirl pool), obwohl sie keinerlei beweg-
te VerschleiBteile aufweisen und somit eine ideale Dosier-
vorrichtung darstellen, ist der Einsatz von diesen Diisen
im Bereich biologische und (bio-)chemische Kulturgefédfe
zur Dosierung von Gasen oder Flissigkeiten mittels eines
Transportmediums bisher nicht beschrieben. Weiterhin ist
kein Dosiersystem gemdB der vorliegenden Erfindung fir
biologische oder (bio-)chemische Kulturgefafe beschrieben,
das ein Transportmedium mit mehreren Dosagemedien (Gas
oder Fliissigkeit) vereinen kann, dabei eine gquantitative
Dosierung ermoéglicht, und ggf. am AuslaR noch Verneblerdi-
sen oder Mischdiisen besitzt, um eine bessere Durchmischung
mit der Reaktionsfliissigkeit oder effektivere Ausnutzung

der dosierten Flissigkeit zu gewahrleisten.

Zusammengefasst sind die Nachteile des Stands der Technik
fur KulturgefaBe filir biologische und(bio)chemische
Reaktionen:

- fir eine Miniaturisierung unter 1000ml Kulturgefafvolu-

men nicht geeignet
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- bei Parallelansatzen aufwendig, stéranfallig, unwirt-
schaftlich und nur bedingt einsetzbar

- kostenintensiv.

Die Dosierung von Flissigkeiten, Gasen oder Gemischen dar-
aus in KulturgefaBe fir biclogische oder (bio)chemische
Reaktionen erfordert einen erheblichen wirtschaftlichen
und mechanischen Aufwand und ist bei groferer Anzahl par-

allel betriebener KulturgefidBe nicht mehr realisierbar.

Technisches Problem der Erfindung.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es deshalb, ein
effektives, wirtschaftliches und fiir Miniaturisierung ge-
eignetes Fluiddosierverfahren, sowie eine Vorrichtung da-

fiir zur Verfiigung zu stellen.

Grundziige der Erfindung.

Das Problem wird gelést durch ein Verfahren und eine Vor-
richtung zur Erzeugung eines Carrierfluids, das gleichzei-

tig zur Begasung des Kulturgefdfes verwendet werden kann.

Dem Carrierfluid kénnen quantitativ und definiert die zu
dosierenden Fluide beigemischt werden. Ohne Verwendung von
Pumpen und anderen aufwendigen mechanischen Teilen konnen
so im KulturgefaB in der Reaktionsflissigkeit und in der

Atmosphare des GefaBes definierte und geregelte Bedingun-
gen geschaffen werden, wobei gleichzeitig die Eigenschaf-

ten der dosierten Fluide optimal genutzt werden.
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Besonders geeignet ist die Erfindung filir den parallelen
Betrieb mehrerer Kulturgefdfe. Die vorliegende Erfindung
ist angewendbar in allen Bereichen, in denen in
KulturgefaBen biologische oder biochemische Reaktionen
durchgefithrt werden, speziell im Bereich Biotechnologie,

Lebensmitteltechnik und Umweltschutz.

Detaillierte Beschreibung der Erfindung.

Die Aufgabe wird bezliglich des Verfahrens dadurch geldst,

daB das zu dosierende Fluid oder die zu dosierenden Fluide
einem oder mehreren Trager- und Transportfluiden (Carrier-
fluiden) in definierter Konzentration beigemischt werden

und dieses Carrierfluid, bzw. diese Carrierfluide dem Kul-
turgefal in definierter Menge und/oder Zeiteinheiten ent-
wender ins Reaktionsmedium oder in den Headspace zugefihrt

werden.

Die Aufgabe wird beziiglich der Vorrichtung geldst durch
Vorrichtungen zur Beimischung von einem oder mehreren zu
dosierenden Fluiden zu einem oder mehreren Carrierfluiden
und die Zufiihrung in ein oder mehrere Kulturgefidfie, wie
Sie in den folgenden Beispielen und den Patentanspriichen

beschrieben werden.

Folgend erfolgt die Beschreibung der Erfindung beispiel-
haft mit der Beschreibung der einzelnen Moduie und erfin-
dungsgemdfen Eigenschaften an einem 1000 ml KulturgefaR
mit 500 ml Flissigkeitsvolumen. Es wird ausdricklich dar-
auf hingewiesen, daB die Zahlen (vor allem die relativen

Angaben) an KulturgefiBe mit Volumen von 1 ml bis 50 m’
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angepasst werden koénnen, wobei die Querschnitte der Diisen

und Dosierstrecken jeweils anzupassen sind.

a) Gas als Transportmedium der Vorrichtung

Das Modul Gasversorgung der Vorrichtung besteht aus fol-
genden, wesentlichen Bauteilen (Zeichnung 1):

- DruckgaseinlalR

- Dreiwegeventil DV1 oder EinlaB~ und AuslaBventil

- Gasbehdlter Bl

- Gasfilter F 1

- Druckausgleichskanal DGl

Der DruckgaseinlaB mit einem Eingangsiiberdruck gegeniliber
dem KulturgefdaRl von 0,1 bis 10 bar, bevorzugt 0,2 bis 1
bar, insbesondere 0,5 bar, ist Uber einen druckbestdndigen
Schlauch, Innendurchmesser 0,5 bis 8 mm, bevorzugt 0,5 bis
2mm, insbesondere 1 mm, mit dem Dreiwegeventil DV1 (s.
Zeichnung 1) verbunden. Das Ventil DV1 ist so geschaltet,
daB der Gasbehdlter Bl mit einem Behaltervolumen von 1%
bis 40%, bevorzugt 1 bis 10%, insbesondere 5%, des Fliis-
sigvolumens im KulturgefafB, mit Druckluft oder einem ande-
ren Gas gefillt wird). Das Fullvolumen des Gasbehalters
kann iiber einen eingebauten Stempel von 0% bis 1 00% des
Behaltervolumens variiert werden. Nach Erreichung des
Druckausgleiches wird das Ventil DV1 in die andere Stel-
lung, Gasbehdlter - Kulturgefal, geschaltet. Es entsteht
durch den Druckausgleich zum Kulturgefal hin ein Gasstrom,
der nach einem optionalen Gasfilter durch nachstehend be-
schriebene Module geleitet werden kann und letztlich im
Headspace oder der Reaktionsflissigkeit des Kulturgefafes
ausstromt. Die nach dem Dreiwegeventil DV1 abzweigende

Druckausgleichskapillare sorgt fiir einen ausgeglichenen
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Druck zwischen der Gaszufihrung und den Modulen Fliissig-
keitsvorlage. Am Ausgang des Moduls Gasversorgung kann ein
Filter zur Filtration des Transportmediums angebracht
sein. Das Kulturgefdfl wird durch diese erfindungsgemife
Vorrichtung diskontiunierlich auf einfachste Weise mit
definierten und damit quantifizierbaren "Gasportionen"
versorgt. Je kleiner das Behaltervolumen und je hdher die
Taktrate des Ventils ist, desto mehr ndhert sich dieser
diskontinuierliche Gasstrom einem kontinuierlichen Gass-
trom an. In folgender Tabelle ist das Behdltervolumen 5%
des Flissigvolumens der Reaktionsfliissigkeit (Beispiel 25
ml Behdltervolumen, 500 ml Reaktionsfliissigkeitsvolumen)
und die Begasungsrate VF der Quotient aus Gasvolumen/h zu

Volumen Reaktionsfliissigkeit.

Tabelle 1

Taktrate Gasstrom/min VF

Ventil/min in $ Flissigvolumen (1 /h)

0 0 0

1 5% 3

2 10% 6

5 25% 15

10 50% 30

15 75% 45

20 100% 60

25 125% 75

50 250% 150
Fiir aerobe, biologische oder (bio)chemische Reaktionen
liegen die VF Werte iUblicherweise zwischen 5 und 60 (1/h).

Dies lédsst sich mit vorliegenden, erfindungsgemdfen Modul
auf einfachste Weise in einem nahezu "kontinuierlichen"

Gasstrom erreichen, wobei auf komplizierte, mechanische
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oder elektronische DurchfluBmessungen und -Regler verzich-
tet werden kann. Wesentlich fiir eine optimale und kontini-
ulerliche Gasversorgung von Kulturen von Mikroorganismen
bei optimaler Ausnutzung des Gases ist der sogenannte "gas
hold up", also die Aufenthaltszeit der Gasblasen in der
Reaktionsldsung, wahrend der an der Grenzflache zwischen
Gasblase und Fliissigkeit durch Diffusion der Gasaustausch
erfolgen kann. Ein Optimum der Nutzung des Gases beil
gleichzeitig optimaler Begasungsrate erreicht man, wenn
der "gas hold up" gleich der Taktrate des Ventils DV1 ist.
Es erfolgt immer eine Dosierung von Gas, wenn die Gasbla-
sen aus der Flissigkeit verschwinden. Eine Variation der
Menge des durchgesetzten Gases kann Uber das variable
Volumen des Gasbehdlters erfolgen. Weiterhin reduziert der
erfindungsgemdRe Aufbau des Moduls die Tendenz zur
Schaumbildung, da immer nur soviel Gas dosiert wird, wie

fiir eine optimale Versorgung der Kultur notig ist.

b) Flissigkeit als Transportmedium

An Stelle des Moduls Gasversorgung kann Flissigkeit als
Transportmedium eingesetzt werden. In diesem Fall wird das
Modul Gasversorgung durch eine geregelte Fliissigkeitspumpe
ersetzt, die entweder mit einer Saugleitung mit der Reak-
tionsfliissigkeit im KulturgefdB verbunden ist und diese
umwdlzt oder aus einem eigenen Vorratsgefdal ansaugt
(Zeichnung 2). Das Modul Antriebspumpe besteht aus folgen-
den wesentliche Bauteilen:

- Flissigkeitspumpe

- Saugleitung

- Druckleitung zum Kulturgefafl hin

- Filter (optional)
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Der Einsatz von FlUssigkeit als Transportmedium bietet
sich besonders dann an, wenn die Raktionsfliissigkeit ef-
fektiv, aber unter Vermeidung von Gasblasen in der Kultur,
mit Gasen angereichert werden soll, z.B. CO2 Dosierung in
Zellkulturmedien oder minimale Substanzmengen zudosiert
werden sollen. Hier ist zum Beispiel die Dosage von Kata-
lysatoren oder die Dosage von biologischen Wirkstoffen zu
nennen. Wirkstoffe sind meist extrem teuer und nur in kon-
zentrierter Form langzeitstabil. Sie werden erfindungsge-
mal mit Fiudssigkeitsmodulen (s.u.) in kleinsten Mengen und

in beliebiger Kombination dosiert.

c) Modul Fliissigkeitsvorlage

Das Modul Flissigkeitsvodage besteht aus folgenden wesent-

lichen Bauteilen (Zeichnung 1):

- Vorratsbehdlter Flissigkeit

-~ Druckausgleichsleitung, abgezweigt aus der
Druckausgleichskapillare

- Zuleitung zum Taktventil und zur Venturidiise

- Taktventil

- Venturidise

Die Fliissigkeitsvorlage ist mit einer zur Reaktionsfliis-
sigkeit im KulturgefaB zu dosierenden Flissigkeit gefiillt,
wobei ein Restvolumen von Gas von mindestens 2% des Volu-
mens der Vorlage zum Druckausgleich vorhanden sein muR.
Ist das Transportmedium eine Flissigkeit, entfdllt das
Restvolumen das Gases in der Vorlage und der Druckaus-
gleich iber Kapillaren (Zeichnung 2). Dafir kann die Vor-
lage zur Vermeidung von Unterdruck mit atmosphé&rischem
AuBendruck beluftet werden. Die Fliissigkeitsvorlage kann

beliebig, hangend, stehend, liegend zur Vorrichtung
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angebracht werden, wobei die Druckausgleichsleitung in das
vorhandene Gasvolumen miinden sollte. Die Fliissigkeitsvor-
lage hat gegeniiber dem Flissigkeitsvolumen der Reaktions-
flissigkeit ein Volumen von 0,5% bis 50%, bevorzugt 5%.
Sie ist Uber eine Zuleitung mit dem Taktventil V1, dieses
mit der Venturidiise VD1, verbunden. Liefert das Modul Gas-
versorgung oder Antriebspumpe einen Strom von Transportme-
dium Uber die Venturidiise, entsteht am Seiteneinlass der
Diise ein Unterdruck gegeniilber dem sonst druckausgegliche-
nen System. Bei gleichzeitiger Offnung des Taktventils V1
wird somit Fliussigkeit aus der Fliussigkeitsvodage zum
Gasstrom in der Diise hin angesaugt. Die angesaugte Menge

der Flissigkeit korreliert mit folgenden Parametern

Tabelle 2

- Diisenabmessungen

- Druck und Gasstrdm Uber die Diise

- Querschnifte der Zuleitung und des Taktventils
- Viskositat der Flissigkeit

- Temparatur

und kann daher quantitativ und reproduzierbar kalibriert
werden. Es 1laBt sich folglich nur durch die Taktzeit des
Ventils V1 bei konstanten Parametern gemaR Tabelle 2 eine
quantitative Dosierung von Flissigkeitsaliquots zum Trans-
portmedium durchfuhren. Im Auslal der Dise wird die ange-
saugte Flissigkeit und das Transportmedium homogen
vermischt. Zwischen dem Modul Gasversorgung oder Modul
Antrieb (Zeichnung 1 und 2) und dem Modul KulturgefaB kén-
nen mehrere Module Flissigkeitsvorlage, bevorzugt 4 Modu-
le, zwischengeschaltet werden. Die Schaltung kann parallel
(bevorzugt) oder hintereinander erfolgen. Auf diese Weise

wird es moglich, in das Transportmedium gleichzeitig keine
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bis mehrere unterschiedliche Flissigkeiten quantitativ zu
dosieren, diese in beliebiger Menge zu kombinieren und vor
dem EinlaB ins Kulturgefal homogen zu durchmischen. In
biologischen Kulturen sind neben der Titration des pH Wer-
tes mit Sduren und Laugen und dem Zusatz von Mitteln zur
Schaumbekdmpfung vor allem sogenannte "fed batch" Verfah-
ren gebrauchlich. Hierbei wird der Kultur geregelt ein
oder mehrere Substrate, z.B. Kohlenstoff oder Stickstoff-
quelle, zudosiert. Die vorliegende Vorrichtung ermoglicht
auf einfachste Weise, die Zusammensetzung der Flissigdosa-
ge zu variieren. So koénnen zeitabhdngig oder in Abhangig-
keit von kulturspezifischen Regelparametern nur iUber die
Variation der Taktzeit Substratgradienten erstellt werden
oder zusatzliche Nahrstoffe beigemischt werden, z.B.
Wachstumsfaktoren, Mineralien oder Vitamine aus weiteren

Flissigkeitsmodulen.

d) Modul Dosiervorlage fir Gase

Das Modul Dosiervorlage filir Gase {(Zeichnung 3 und 4) be-
steht aus folgenden wesentlichen Bauteilen

- Gasbehdlter B2, Uber Stempel im Fillvolumen verstellbar
- GaseinlaB

- Dreiwegeventil

Das Dreiwegeventil wird vom GaseinlaR zum Gasbehdlter B2
geschaltet. Der Behdlter fiillt sich mit Gas, wobei iber
den eingebauten Stempel das Fiillvolumen variiert werden
kann, somit aber quantitativ bekannt ist. Soll nun eine
Gasdosage erfolgen, wird das Dreiwegeventil fir eine defi-
nierte Taktzeit zur Venturidiise hin umgeschaltet, wobei
sichergestellt sein sollte, daB an der Dise ein Unter-

druck, der durch das Transportmedium erzeugt wird,



WO 03/012025 PCT/DE01/02902

10

15

20

25

30

13

anliegt. Bei bekanntem Vordruck am GaseinlaB, Fiillvolumen
des Gasbehdalters und der Taktzeit des Dreiwegeventils 1aBt
sich so eine quantitative Gasdosage erreichen. Zwischen
dem Modul Gasversorgung oder Modul Antrieb (Zeichnung 1
und 2) und dem Modul Kulturgefal konnen mehrere Module
Gasdosage, bevorzugt 2 Module, zwischengeschaltet werden.
Die Schaltung kann parallel (bevorzugt) oder hintereinan-
der erfolgen. Auf diese Weise wird es moglich, in das
Transportmedium gleichzeitig kein bis mehrere
unterschiedliche Gase quantitativ zu dosieren, diese in
beliebiger Menge zu kombinieren und vor dem EinlaB ins
KulturgefaB homogen zu durchmischen. Die Gasmodule konnen
an Stelle oder in beliebiger Kombination mit den Fliissig-
keitsmodulen eingesetzt werden. In biologischen Zellkultu-
ren wird haufig C02 zur Regelung des pH Wertes eingesetzt,
das mit diesem Modul unter Vermeidung von Gasblasen in der
Reaktionsfliissigkeit einfach und quantitativ dosiert wer-
den kann. Weiterhin kann durch die Gasdosage eine kiinstli-
che Atmosphare im Kulturgefal geschaffen und geregelt wer-
den, die fiir biologische Kulturen vorteilhaft ist. Zu
nennen sind hier beispielsweise die Kultur von Pflanzen-
zellen, die eine hohere CO2 Konzentration (als Substrat)
bevorzugen oder die Anzucht anaerober Organsimen unter

Stickstoff- oder Schwefelatmosphare

e) Modul Kulturgefal

Das Modul KulturgefaB besteht im wesentlichen aus folgen-

den Bauteilen:

- Kulturgefah KG1, gefiillt mit der Reaktionsfliissigkeit
und dariiber liegenden Gasraum (headspace) und Verschluf
des Gefafes

- Zuleitung fir das Transportmedium
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- EinlaRventil EV1 mit Zuleitung in den Headspace des
Kulturgefafes

- EinlaRlventil EV2 mit Zuleitung in die
Reaktionsfliissigkeit

- Beliifterdiise BDI in der Reaktionsfliissigkeit

- Ausstromerdiise AD1 im Headspace des KulturgefafBes

Durch die am VerschluB des KulturgefafRes angebrachten Ein-
laBventile kann gewahlt werden, ob das Transportmedium in
den Luftraum des KulturgefaBes (headspace) oder in die
Reaktionsfliissigkeit dosiert werden soll. Das Einlassven-
til EV1 zum headspace fihrt zu einer im Luftraum ange-
brachten Verneblerdiise ADl, die nochmals eine Zerstaubung
des Transportmediums bewirkt. Das gesamte, vernebelte
Transportmedium und die Dosagen sinken einheitlich auf die
Oberflache der Reaktionsfliissigkeit. Diese Feinverteilung
bewirkt eine schnelle Mischung des Transportmediums und
der Dosagen mit der Reaktionsfliissigkeit und kann zu einer
effektiveren Nutzung der dosierten Fliissigkeit fiihren. Die
Effektivitat von Antischaummittein, die in dieser Weise
dosiert werden, kann hierdurch bis um das Zehnfache ge-
steigert werden, folglich der Verbrauch entsprechend mini-
miert werden. Weiterhin ist es méglich, nur einen Gasstrom
ohne zudosierte Fliussigkeit zur Schaumbekd@mpfung einzuset-
zen. Der Schaum wird durch den Strom des Gases einfach
"niedergeblasen". Haufig reicht dieser Effekt fir die
Schaumbekampfung schon aus, ohne daB nachfolgend An-
tischaummittel in oben beschriebener Weise dosiert werden
muf. Die Vermeidung von Antischaummitteln in biologischen
Prozessen ist oberstes Ziel, da diese negative Auswirkun-
gen auf die Kultur selbst und den spdteren Aufreinigungs-
prozess haben koénnen, sowie biologisch schlecht abbaubar

sind und somit nicht einfach entsorgt werden kénnen.
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Headspace Dosierungen in oben beschriebener Weise werden
tUberwiegend eingesetzt werden, wenn nur eine Oberflidchen-
belliftung der Reaktionsfliissigkeit gewlinscht ist, z.B. bei
anaeroben Kulturen oder wenn Fliissigkeiten dosiert werden,
die eine schneite Wirkung auf die Reaktionsfliissigkeit
haben sollen. Als Beispiel sei hier die Titration des pH
Wertes mit Sauren oder Laugen genannt, sowie die Schaumbe-
kdampfung in oben beschriebener Weise. Das EinlaBventil EV2
fihrt zu einer in der Reaktionsflissigkeit angebrachten
Venturidiise BD1l. Das Transportmedium (und die Dosagen)
stromt durch die Beliifterdiise BDl in die Reaktionsfliissig-
keit. Hierbei wird am seitlichen EinlaB der Diise durch den
entstehenden Unterdruck Reaktionsfliissigkeit angesaugt,
die im AuslaBbereich der Diise effektiv vermischt wird.
Sollen die Mikroorganismen (z.B. Gewebezellen) nicht den
Scherkrédften in der Diise ausgesetzt werden, ist die seit-
liche EinlaBoffnung mit einer Filtermembran verschlieBbar.
Neben dem Mischeffekt, der die Mischzeiten der Reaktions-
flissigkeit drastisch verkiirzt undden deutlich beschleu-
nigten Gasaustauschraten entstehen (bel Transportmedium
Gas) sehr viel kleinere Luftblasen als bei Begasungen ent-
sprechend dem Stand der Technik. Diese kleineren Blasen
erhdéhen die fir den Gasaustausch zwischen Luftblase und
Reaktionsflissigkeit zur Verfiigung stehende Grenzfliche,
erhbhen also die Gasaustauschrate und verbleiben langer in
der Reaktionsfliissigkeit als groRe Blasen, erhohen also
den "gas hold up" und somit wieder die Gasaustauschrate.
Das Gas wird effektiver genutzt, so dal, abhdngig von der
Art der Kultivierung, auf ein Schiitteln oder Rilhren des
KulturgefafBes ggf. verzichtet werden kann. Desweiteren
wird durch kleinere Blasen die Tendenz zur Schaumbildung
minimiert. Werden auf diese Weise Aerosole dosiert, z.B.

Substrate im Gasstrom, fihren die kiirzeren Mischzeiten zu
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einer schnelleren, homogenen Verteilung in der Reaktions-
fliissigkeit. Substratgradienten auf Grund schlechter Mi-
schung koénnen vermieden werden, die Kultur wird gleichma-

Big in der gewiinschten Weise versorgt.

Die vorliegende Erfindung zeichnet sich dadurch aus, das
sie fir einen v6llig neuen Anwendungsbereich Funktionsmo-
dule in geeigneter Weise zusammenbringt und so eine bisher
aufwendige und komplexe Technik in einer einfachen, kom-
pakten Vorrichtung vereint. Der Einsatz der Vorrichtung
fir biotechnologische Prozesse unter sterilen Bedingungen
wird moglich. Hierdurch werden regelungstechnisch Bereiche
zuganglich, die bisher mit dem Stand der Technik nicht
bedient werden konnten. Als Beispiel sei hier die neuer-
dings durchgefilhrte Parallelfermentation von Kulturgefa-
Ben, Ublicherweise bis zu 16 GefaBe, genannt (Das GIP
GmbH, www.dasgip.de), die der Medien und Verfahrensopti-
mierung von biologischen Verfahren dient. Hierbei sollen
unter moglichst produktionsnahen Bedingungen Einwirkungen
verschiedener Parameter auf das Ergebnis der Kultur unter-
sucht werden, wobei mef- und regeltechnisch moglichst
schon die Bedingungen der Produktionsanlage erwilinscht wa-
ren, d.h. effektive Begasung und Dosage verschiedener Fi-
issigkeiten. Wie bereits ober erwdahnt, wiirde eine derarti-
ge Parallelfermentation 96 Pumpen, 96 Regler und 16 gere-
gelte Zuluftstrecken erfordern und ist damit technisch und
wirtschaftlich praktisch nicht mehr realisierbar und er-
reicht trotzdem nicht, sogar wenn als Kulturgefidl Blasen-
saulen eingesetzt werden, die mefl- und regeltechnischen
Bedingungen einer Produktionsanlage. Der Trend geht zu
einer weiteren Miniaturisierung und Erhochung der Zahl der
KulturgefaBe, um parallel in kiirzerer Zeit mehr Ergebnisse

in reproduzierbarer und quantifizierbarer Form
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(dokumentierbar) zu erhalten. Dies ist mit dem Stand der
Technik nicht mehr realisierbar, wohl aber mit der vorlie-
genden Erfindung. Die Funktionsmodule kdnnen in beliebiger
GroRe hergestellt werden und so an die GroéBle des Kulturge-
fédles angepasst werden, wobei die Volumen der KulturgefaBe
zwischen 1 mi und 50 Kubikmeter liegen kénnen. Bei Kultur-
gefaBen mit einem Flissigkeitsvolumen von 1 ml bis 500 ml
kann die gesamte Vorrichtung inkl. der Flissigkeits- und
Gasvorlagen und der Ventilsteuerung am Hals des Kulturge-
falRes befestigt. Der Datenaustausch mit der Steuer EDV
erfolgt Uber Infrarotschnittstelle. Es ist somit zum Kul-
turgefal nur eine Zuleitung, bestehend aus Gaszufiihrung
und Spannungsversorgung erforderlich. Eine weitere Minia-
turisierung der Vorrichtung kann dadurch erfolgen, daBl die
Funktionsteile und Zuleitungen in entsprechende Werkstof-
fe, wie Stahl oder Kunststoffe, geadtzt, geschnitten oder
gespritzt werden und die Ventilfunktion durch eingelegte
Dichtungen, die iiber StoRei betrieben werden, oder belie-
bige andere Miniventile realisiert werden kann. Die erfin-
dungsgemdfe Vorrichtung kann mit Einbauten im Kulturgefas,
z.B. Patentanmeldung mit dem Titel "Vorrichtung als Ein-
satz flir Kulturgefdle zur optimierten Begasung und Dosie-
rung von geschiittelten oder gerthrten Dreiphasensystemen”
(Aktenzeichen wird nachgereicht) kombiniert werden. Durch
Kombination entsteht ein leistungsfahiges Kulturgefal, das
auf einfachste Weise in fast beliebigem Mafstab die kom-~
plette MeB- und Regeltechnik und die verfahrenstechnischen
Parameter eines Hochleistungsfermenters wiedergibt und

simulieren kann.

Ausfiihrungsbeispiel.
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Materalien:

Kulturgefafl: 1000 ml Erlenmeyerkolben (Enghals) mit
Kappsenberg.
Mediumszusammensetzung:

Hefeextrakt filir die Mikrobiologie 20 g/l

Glucose fiir die Mikrobiologie 1 g/1

Ammoniumsulfat 1,5 g/1

Kochsalz 0,1 molar
Magnesiumchlorid 0,5 g/1
Kaliumphosphatpuffer 0,1 molar, pH 7,2 als
Losungsmittel

Olivendl, extravirgine 1 ml/1

Dreiwegeventil DV1: The Lee Company, Typ LHDA12311115H
Taktventil V1, V2: The Lee Company, Typ LFVA 123021 OH
EinlaBventil EV1,EV2: The Lee Company, Typ LFVA 123021 OH
Venturidiise VD1 VD2: Spraying Systems, Typ

Bellfterdiise BDl: Spaying Systems, Typ

Ausstromerdiise ADl: Spaying Systems, Typ

Luftbehdlter Bl: Braun Melsungen, Einwegspritze 50 ml mit
Luer Lock

Luftfilter Fl: Sartorius, Einmalsterilfilter, 0,2 um
Flissigkeitsvorlagen: Einmalampullen, 25 ml mit Bordelkap-
pe und Gummidichtung

Schlduche: Teflonschlauch, 1 mm Innendurchmesser
Kupplungen: LuerLock

Schaumdetektion: isolierte Nadel mit MasseschluB zur
Reaktionsfliissigkeit

Ventilsteuerung: Braun Melsungen DCU 3 System

Die Medienbestandteile sind beim einschlagigen Fachhandel

in gleicher Qualitat erh&dltlich. Die Bestandteile Glucose
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und Magnesiumchlorid wurden als geeignete Aliquots separat
sterilisiert und anschliefend unter stehlen Bedingungen
zugegeben. Das Kulturgefal wurde mit 500 ml Medium befillt
und im Autoklaven sterlisiert. Die Zuleitungen zum Head-
space und zur Reaktionsfliissigkeit mit den Diisen wurden
durch eine Bohrung im Deckel gefiihrt, verschlossen und
ebenfalls mit dem GefadB mitsterilisiert. Die Trennung zur
erfindungsgemdRen Vorrichtung erfolgte am Ausgang der Ein-
laBventile. Als Fliissigkeitsvorlagen dienten jeweils 24 ml
Glucoseldsung (100 g/1) und 24 ml Antischaummittel (Dow
Silikon®l, 10 % Suspension), die jeweils separat sterili-
siert wurden. Die erfindungsgemdfie Vorrichtung wurde, so-
weit die einzelnen Bauteile keine andere Befestigung vor-
sahen, gemafR Zeichnung 1 mit Luer Lock Verbindungen und
Teflonschlauchen verbunden und auf einer Arbeitsplatte
befestigt. Der Leitungsteil zwischen Luftfilterausgang und
Ausgang der EinlaBventile sowie die zu- und Abfiihrungen
der Flissigkeitsvorlage wurden mit 10 m Natronlauge de-
kontaminiert (2h), und anschliefend mit sterilem 0,1 m
Phosphatpuffer pH Wert = 7,2, gespilt. Nach der Sterilisa-
tion und dem Abkiihlen des Kulturgefafes erfolgte die
Beimpfung mit einer Reinkultur des Mikroorganismus mit je
einem Milliliter unter sterile Bedingungen. Die Reinkultur
wurde aus einem Rohrchen mit E. coli, K12, erhdltlich bei
der deutschen Stammsammlung (DSM Hannover) und Kultivie-
rung des Inhalts dieses Rohrchens in 10 ml Standard 1 Me-
dium (Merck Darmstadt) bei 37 °C iber 12 Stunden unter
sterilen Bedingungen hergestellt. Die optische Dichte der
Reinkultur betrug zum Zeitpunkt der Uberimpfung 0,9 OD
(546 nm). Die Vorrichtung wurde mit den EinlaBventilen mit
dem Kulturgefdf und mit den Modul Gasversorgung gekoppelt.
An die Flissigkeitsvorlage 1 wurde die Glucoseldsung, an

die zweite das Antischaummittel angeschlossen. Die
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Flissigkeitsvorlagen wurden stehend benutzt. Als Anschlufl
fiir die Druckiberlagerung wurde eine kurze, flir die Flis-
sigkeitsentnahme eine lange Einmalinjektionsnadel benutzt,
die steril durch die Gummidichtung gefiihrt wurde. Am
DrucklufteinlaB wurde Pressluft mit einem Uberdruck von
0,5 bar angeschlossen. Das Volumen des Gasbehdlters wurde
auf 25 ml eingestellt. Die gesamte Vorrichtung und das
KulturgefaB wurden in einem Inkubator auf 37 °C tempe-
riert. Das Kulturgefal wurde nicht geschiittelt, da alleine
der Gasstrom fiir ausreichende Gasversorgung der Kultur
sorgte. Die Ventile der erfindungsgemdfBen Vorrichtung wur-
den mit der Steuereinheit DCU3 verbunden und wie in Tabel-

le 3 gezeigt, geregelt:

Tabelle 3

Gasversorgung:

Taktrate 15 Fillungen und Gasstrodme pro Minute, entspricht
einem VF von 45 oder 22,5 1 Luft /h, EinlaBventil EV1 ge-
schlossen, EV 2 offen, d.h. Gasstrom in die

Reaktionsfliissigkeit

Fliissigvorlage 1, Substrat:

Taktventil V1, gedffnet viermal pro Minute fir 0,2 Sekun-
den, zeitgleich mit der Schaltung eines Gasstroms zum Kul-
turgefaB, DV1 zum KulturgefaB hin offen, EV2Z offen, ent-

spricht einer Glucosedosage von 1 mi pro Stunde

Fliissigvorlage 2, Antischaummittel:

Taktventil V2 normalerweise geschlossen. Wenn die Aufneh-
mernadel ein Schaumsignal anzeigt, lauft folgender Algo-
rythmus ab: Einlafventil EV2 wird geschlossen, Einlafven-

til EV1 gedffnet, d.h. Headspacebegasung Start eines
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Timers. Ist das Schaumsignal der Aufnehmemadel nach 8 Se-
kunden negativ, wird das Ventil EV1 geschlossen und das
Ventil EV2 gedffnet, Rlckkehr zum Normalbetrieb. Liegt das
Schaumsignal weiterhin an, wird zeitgleich mit jedem Takt
der Gasversorgung das Taktventil V2 fiir 1 Sekunde gedffnet
und so Antischaummittel (18,7 ml/h) in den Luftstrom der
Gasversorgung gemischt. Liegt das Schaumsignal nach weite-
ren 16 Sekunden immer noch an, wird das Ventil EV2 zus&dtz-
lich gedffnet, um die Kultur wieder mit Gas zu versorgen.
Dieser Zustand wird beibehalten, bis das Signal der Auf-
nehmernadel negativ ist. Danach Riickkehr in den

Normalbetrieb.

Nach 24 Stunden wurde die Kultivierung der Mikroorganismen
gestoppt und die optische Dichte (OD) bei 546 nm in einem
Photometer bestimmt. Die OD von ca. 90 entspricht dem zu
erwartenden Wert in einem Hochleistungsfermenter und iiber-
zeugte von der Leistungsfahigkeit der Vorrichtung. Die
Substratvodage war zu diesem Zeitpunkt ganzlich aufge-
braucht. An Antischaummittel wurde ein Verbrauch von etwa
etwa 2 ml gemessen, deutlich weniger als die Menge, die
ein herkémmlicher Fermenter flir diesen Ansatz gebraucht

hatte (etwa 12 ml, abhd&ngig von Regelalgorithmus).

Bei der Durchfiihrung dieses Ausfiihrungsbeispiels waren

besonders deutlich zu erkennen:

- Die kompakte, einfache Ausfiihrungsweise der erfindungs-
gemalBen Vorrichtung

- Die Effektivitat des'"gepulsten" Begasungssystems in Kom-
bination mit der Bellifterdiise

- Die entstehenden, extrem feinen Gasblasen

- Die kurzen Mischzeiten des Systems
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- Die Leistungsfahigkeit der Schaumbekampfung durch den
erfindungsgemafen Aufbau

- Die exakte gleichmafige Dosierung der Fliissigkeiten.

Es soll nochmals darauf hingewiesen werden, das diese Er-
gebnisse, die denenleines Hochleistungsfermeners entspre-
chen, ohne Schiitteln oder Rihren des KulturgefaBes er-
reicht wurden. In Kombination mit Eins&dtzen, durch Schitt-
ler oder Riithrer, 1aBt sich die Leistungsfahigkeit weiter

steigern.
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Patentanspriiche:

1.

Verfahren zur dosierten Zugabe von einem oder mehreren
Fluiden oder Fluidgemischen in ein oder mehrere Kul-
turgefdale, gekennzeichnet durch die Verwendung von
mindestens einem Carrierfluid, das quantitativ, dis-
kontinuierlich aus einem unter Druck stehenden Vor-
ratsgefall mit definiertem Innenvolumen iiber ein Takt-

ventil entnommen wird.

Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch die
Verwendung eines Carriergases oder einer

Carriergasmischung.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, gekennzeichnet durch
die Verwendung einer Carrierfliissigkeit oder einer

Carrierflissigkeitsmischung.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1-3, gekennzeichnet
dadurch, dass das/die zu dosierende(n) Fluid(e)
dem/den Carrierfluid(en) iiber eine oder mehrere Ventu-

ridiisen dosiert zugemischt werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1-4, gekennzeichnet
dadurch, dass die Zuleitung ins Reaktionsmedium im
Kulturgefal zur besseren Durchmischung {iber eine Ven-

turidiise erfolgt.

Verfahren nach einem der Anspriche 1-5, gekennzeichnet
dadurch, dass ein Filter o.a. am Seiteneinlass der
Venturidiise im Reaktionsmedium den Eintritt von Mikro-

organismen in die Diise verhindert.
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Verfahren nach einem der Anspriiche 1-6, gekennzeichnet
durch eine Zufihrung in den Headspace des

Kulturgefiafes.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1-7, gekennzeichnet
durch eine Vernebelungseinrichtung wie z.B. eine Aus-

strémdiise am Eintritt in den Headspace.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1-8, gekennzeichnet
durch eine Umschaltung der Zufihrung ins KulturgefiB
von der Zufihrung ins Reaktionsmedium zur Zufithrung in

den Headspace und zurilick.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1-9, gekennzeichnet
dadurch, dass das Carriergas oder die Carriergasmi-
schung aus einem Gasbehdlter unter Uberdruck entnommen

wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1-10, gekennzeich-
net dadurch, dass der Druck im Gasbehdlter wdhrend des
Prozesses nach einem oder mehreren Entnahmen einmal

oder mehrfach {iber eine Zuleitung wieder erhoéht wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1-11 zur Dosierung
von mehreren Fluiden, gekennzeichnet dadurch, dass

diese dem Carrierfluid tber verschiedene Venturidiisen
in Serien- oder Parallelschaltung, bevorzugt in Paral-
lelschaltung, zugleich oder in beliebiger Reihenfolge

zugemischt werden.

Vorrichtung zur Dosierung von Gasen oder Flissigkeiten
oder Gemischen daraus zum Einsatz an Kulturgefafien fir

biologische und (bio)chemische Reaktionen, dadurch
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gekennzeichnet, daB die Vorrichtung aus mindestens
einem Modul Gasversorgung gemaB Zeichnung 1 oder einem
Modul Antriebspumpe gemadl Zeichnung 2 zur Erzeugung
eines Carrierfluids, einer Venturidiise mit Taktventil
und Fliussigkeitsvorlage mit einer Druckausgleichska-
pillare, oder einer Dosiervorlage fir Gase, und einer
Zuleitung, die in der Reaktionsfliissigkeit oder im
Headspace des KulturgefaRes miindet, besteht. Das Modul
Gasversorgung oder das Modul Antriebspumpe erzeugt
einen Strom von Carrierfluid, kontinuierlich oder dis-
kontinuierlich, tber die Zuleitung zum KulturgefaB

hin.

Vorrichtung nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet,
das das Volumen des Gasbehdlters Bl zwischen 1% und

40% des Volumens des Kulturgefafes betragt.

Vorrichtung nach Anspruch 13 oder 14, dadurch gekenn-
zeichnet, das das Volumen des Gasbehditers durch einen
Stempel im Bereich von 0% bis 100% des Gesamtvolumens

variiert werden kann.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 15, da-
durch gekennzeichnet, dal die Taktrate des/der Ven-
tils(e) auf den "gas hold up" der Gasblasen im Kultur-
gefaB abgestimmt werden kann, bevorzugt mit diesem
identisch ist und die Menge des durchgesetzten Gases
durch Verstellen des Stempels gemdfl Anspruch 3
erfolgt.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 16, da-
durch gekennzeichnet, daf mindestens 1 Modul Fliissig-

keitsvorlage oder Gasvorlage gemdB Zeichnung 1
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20.

21.
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zwischen Dreiwegeventil und KulturgefdB geschaltet

wird.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 17, da-
durch gekennzeichnet, daB das Modul Fliussigkeitsvorla-
ge aus mindestens einer Venturidiise und einem Flissig-
keitsbehalter besteht und der Druckausgleich entweder
Uber die Druckausgleichskapillare zum Gasbehalter oder
durch eine Verbindung mit der Aulenatmosphare erfolgen

kann.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 18, da-
durch gekennzeichnet, daB die Fliissigkeitsvorlagen
beliebig, hdngend, stehend, liegend zur Vorrichtung
angebracht sind und immer einen Luftraum von minde-
stens 2% des Gesamtvolumens aufweisen, in den der

Druckausgleichs erfolgen kann.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 19, da-
durch gekennzeichnet, daB die Gasdosiervorlage minde-
stens aus einem Gaseinlafl, einem Dreiwegeventil oder 2
Ventilen, einem Gasbehdlter mit variablen Innenvolumen
(analog Anspruch 15) besteht und eine Ventildffnung
mit einem Seiteneinlall einer Venturidiise verbunden

ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 20, da-
durch gekennzeichnet, daB die Abmessungen der Kompo-
nenten der Vorrichtung und somit die erfindungsgemafien
Eigenschaften an KulturgefaBe von 1 Milliliter bis 50

Liter Volumen angepasst werden kann.
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Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 21, da-
durch gekennzeichnet, daf mit der Vorrichtung, insbe-
sondere auch gemdaB Anspruch 8, bessere Durchmischungen
und Austauschraten mit der Reaktionsfliissigkeit er-
zielt werden, so daB auf ein Schiitteln oder Rithren des
KulturgefaBes, abhdngig von der Art der Kultivierung,

verzichtet werden kann.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 22, da-

durch gekennzeichnet, daff durch die Art der diskonti-
nuierlichen Begasung und des Gaseintrags die Neigung
zur Schaumbildung der Reaktionsfliissigkeit reduziert

wird.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 23, da-
durch gekennzeichnet, daR durch die Kombination
Gas/Flissigkeitsdosierung, ob in die Reaktionsfliissig-
keit oder in den Headspace des Kulturgefdfes, eine
kiirzere Mischzeit mit der Reaktionsfliissigkeit er-
reicht wird und somit Konzentrationsgradienten (z.B.

Substrat) minimiert werden.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 24, da-
durch gekennzeichnet, daB insbesondere durch die Do-
sierung in den Headspace des KulturgefaRes eine effek-
tivere Ausnutzung der Eigenschaften der dosierten

Flissigkeiten erfolgt.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 25 , da-
durch gekennzeichnet, daB mit dem Einsatz der Vorrich-
tung der Verbrauch von Antischaummitteln minimiert
werden kann. Hierfiir wird kurzzeitig der GasfluB in

die Reaktionsflissigkeit abgeschaltet und auf die
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Ausstromerdiise der Head Space Dosierung geschaltet.
Die ausstromende Luft "blast" den Schaum auf die Fliis-
sigkeitsoberfldache zurlck. In den meisten Fallen ge-
niigt dieser Effekt, um die Schaumbildung zu reduzie-
ren. Im negativen Fall erfolgt eine Dosierung gemiaB
Anspruch 25, die in Kombination mit diesem Verfahren
den Verbrauch von Antischaummittein auf 10 % gegeniiber

dem Stand der Technik senken kann.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 26, da-
durch gekennzeichnet, daB so die dosierten Fliissigkei-
ten oder eine Kombination mehrerer einen Effekt auf
die Reaktionsfliissigkeit haben konnen, z.B. durch
zeitabhdangige Zugabe von Phagen zu Bakerienkulturen
oder Wachstumsfaktoren zu Zellkulturen oder pH Rege-
lung mittels CO02.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 27 dadurch
gekennzeichnet, daB die in dieser Weise dosierten Gase
zur Schaffung einer kiinstlichen Atmosphédre in head
space des KulturgefaBes, z.B. anaerobe Athmosphdare
oder mit CO2 angereichert, mit definierter Zusammen-

setzung benutzt werden.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 28, da-
durch gekennzeichnet, daB die Vorrichtung nur mit ei-
ner Stromversorgung und Transportmedienversogung ver-
bunden ist und alle mef- und regeltechnischen Parame-
ter mit der Kontroll EDV iber Infrarotschnittsteile

ausgetauscht werden.

Bioreaktor zur Kultivierung von Zellen, insbesondere

nach einem der Anspriliche 1 bis 29, mit einem
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KulturgefaR, mit einer oder mehreren Gasversorgungen
und/oder einer oder mehreren Fliissigkeitsvorlagen so-
wie Zufihrungseinrichtungen fir Gase und/oder Fliissig-
keiten, mittels welcher Gase und/oder Fliissigkeiten
dem Kulturgefal zufilhrbar sind, wobei zwischen der
Zufihrungseinrichtung und der Gasversorgung bzw. Flis-
sigkeitsvorlage eine Mischvorrichtung, insbesondere
eine Venturidiise, zur Mischung von Gas und/oder Fliis-
sigkeit aus der Gasversorgung bzw. Fliissigkeitsvorlage

geschaltet ist.

Bioreaktor nach Anspruch 30, wobei Gas und Flissigkeit

zu einem Aerosol gemischt werden.

Bioreaktor nach Anspruch 30 oder 31, wobei zwischen
der Mischvorrichtung und der Gasversorgung bzw. der
Flissigkeitsvorlage ansteuerbare Ventile, insbesondere

Taktventile geschaltet sind.

Verfahren zum Betrieb eines Bioreaktors nach einem der
Anspriiche 30 bis 33, wobei ein Gas oder eine Fliissig-
keit als Carrierfluid eingesetzt wird, wobei dem Car-
rierfluid in der Mischvorrichtung ein Gas oder eine
Fliissigkeit zugemischt wird, und wobei die Mengenver-
hdltnisse der miteinander gemischten Fluide definiert

sind und gesteuert oder geregelt werden.

Verfahren nach Anspruch 33, wobei die gemischten Flui-
de in definiertem Mengenstrom dem Kulturgefal zuge-

fiihrt werden.
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