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Aufgrund der fehl-
enden Zellwand
sind tierische Zellen
im Gegensatz zu
Mikroorganismen
auBerst scherem-
pfindlich, was ihre
Handhabung in
technischen Suspen-
sionsreaktoren er-
heblich erschwert.
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Zur Produktion pharmazeutischer Proteinwirkstoffe werden heute vielfach tierische Zellli-
nien eingesetzt. Wihrend robuste Zelllinien trotz fehlender Zellwand eine Sauerstoffversor-
gung iiber Blasenbegasung tolerieren, ist zur Kultivierung von empfindlichen Zelllinien
eine blasenfreie Sauerstoffversorgung erforderlich, z. B. per Membranbegasung. Ein
wesentlicher Nachteil der Membranbegasung ist jedoch die begrenzte Stofftransportkapazi-
tat, welche die Zelldichte und damit die Raum-Zeit-Ausbeute im Bioreaktor limitiert. Dies
kann sich vor allem fiir intensivierte Fermentationen mit hohen Zelldichten (Perfusion,
ggf. Fed-Batch) nachteilig auswirken. Vorgestellt wird ein konstruktiv einfaches dynami-

sches Membranbegasungssystem, in dem die Funktionselemente ,Rotor“ und ,Stator” in

einem rotatorisch oszillierenden Membrantriger vereinigt sind.
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1 Problemstellung

Zur Produktion pharmazeutischer Protein-
wirkstoffe werden heute vielfach tierische Zell-
linien eingesetzt. Aufgrund der fehlenden
Zellwand sind tierische Zellen im Gegensatz
zu Mikroorganismen iuflerst scherempfind-
lich, was ihre Handhabung in technischen
Suspensionsreaktoren erheblich erschwert.
Das Sicherstellen der Reaktorhomogenitit so-
wie der Sauerstoffzufuhr und Kohlendioxidde-
sorption kann bei hoher Zelldichte und groflen
Reaktormafistiben eine Herausforderung sein.
So fithrt in manchen Fillen eine Makro- oder
Mikro-Blasenbegasung zu inakzeptabler Schi-
digung der Zellen durch hydrodynamische
Effekte wie z. B. hohe Scherkrifte beim Zer-
platzen von Gasblasen an der Fliissigkeitsober-
fliche. Um diese Effekte auszuschliefRen, wird
bei der Kultivierung von empfindlichen Zellen
hiufig die sogenannte Membranbegasung an-
gewendet [1]. Die Gase werden hierbei diffusiv
uber eine zwischen Kulturfliissigkeit und Gas-
versorgung installierte Membran ausge-
tauscht. Als Membran verwendet man hiufig
diinne Schliuche aus gaspermeablem Materi-
al, z. B. Siliconkautschuk (oder: -elastomer).
Ein Nachteil herkémmlicher Systeme zur
Membranbegasung ist jedoch die begrenzte
Stofftransportkapazitit. Diese limitiert wieder-

um die Zelldichte und damit die Raum-Zeit-
Ausbeute eines Bioreaktors. Beziiglich der
Stofftransportkapazitit limitiert sind, abhingig
vom Mafistab, besonders Zellkulturprozesse
mit Zelldichten in der Gréflenordnung von
8-10° Zellen mL™ und dariiber. Dies betrifft
besonders Perfusions- (mit Zellriickhaltung)
und Fed-Batch-Prozesse, bei denen entspre-
chende Zelldichten erreicht werden.

Es wird ein dynamisches Membranbegas-
ungssystem vorgestellt, das die Intensivierung
der Sauerstoffversorgung tierischer Zellkultu-
ren bei gleichzeitig einfachem Aufbau ermdog-
licht. Konventionelle Systeme bestehen aus
einem Rotor (Rithrer) und einem Membran-
stator. Dieser ist z. B. ein zylindrisches Gestell,
auf dem Membranschliuche aufgewickelt wer-
den, vorzugsweise in vertikaler Richtung. Der
Rotor, z. B. ein scherarmer Ankerriihrer, dreht
sich im Innern dieses Membranstators. Da-
durch wird eine Umstromung der Membran-
schlduche bei jedem Vorbeiziehen eines Rotor-
blattes erzeugt. Im neuen System sind die
Funktionselemente ,Rotor“ und ,Stator“ in
einem rotatorisch oszillierenden Membrantri-
ger vereinigt, wie in Abb. 1 veranschaulicht ist.

Die Gasversorgung des Membrantrigers
vom Reaktordeckel her erfolgt iiber flexible
Schliuche. Durch die oszillierende Drehbewe-
gung wird zum einen die Umstromung der
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Membranschliuche verbessert. Zum anderen
entfallen drehende Dichtungen fiir die Gasver-
sorgung, und es ergeben sich Vorteile fiir das
hygienische Design und die Systemstandzeit.
Durch die funktionelle Vereinfachung entsteht
Raum fiir die Installation zusitzlicher Mem-
branfliche. Zudem wird die Mafistabsvergro-
Rerung erleichtert.

Es werden Forschungsergebnisse an einem
hydrodynamischen Reaktormodell exempla-
risch im 100-L-Mafstab vorgestellt. Vermessen
wurden ferner der 12-L-, 20-L- und 200-L-MaR-
stab (nicht dargestellt). Der volumenspezifi-
sche Stofftransportkoeffizient konnte bei glei-
chem volumenspezifischem Leistungseintrag
— dies bedeutet annihernd gleiche Scherbe-
lastung der Zellen — gegeniiber dem konven-
tionellen System mehr als verdoppelt werden.
Diese Verbesserung geht je nach Mafistab ei-
nerseits auf die Erhohung des Stofftransport-
koeffizienten (d.h. auf die Verbesserung der
Membranumstrémung) zuriick. Andererseits
resultiert die Verbesserung auch aus der Ver-
groferung der spezifischen Stoffaustauschfla-
che. Hier ist anzumerken, dass dies bei einem
Membranstatorsystem i. Allg. kaum mdoglich
ist. Dort geht eine Vergréflerung der Mem-
branfliche (z. B. durch Ineinanderschachte-
lung von zwei Membranstatoren) in der Regel
mit einer Abnahme des Stofftransportkoeffizi-
enten einher.

Das Reaktordesign bei der dynamischen
Membranbegasung (Dynamic Membrane Ae-
ration [DMA]) ist so zu gestalten, dass auch
der Aspekt der Vermischung beriicksichtigt
und entsprechend optimiert wird. Der Einfluss
verschiedener geometrischer Konfigurationen
auf das Mischverhalten wird in diesem Beitrag
diskutiert.

1.1 Hintergrund der Dynamic
Membrane Aeration

Nachteil der bisherigen Systeme zur Mem-
branbegasung wie der oben erwihnte Mem-
branstator ist der vergleichsweise geringe
Stofftransportkoeffizient [1]. Um hohe Stoft-
transportraten zu erreichen, ist es erforderlich,
entsprechend viel Membranfliche im Bioreak-
tor zu installieren. Dies ist jedoch bezliglich
Konstruktion und Handhabung aufwendig
(Montage, Sterilisation, Reinigung, Erzeugung
von unzureichend durchmischten Bereichen
etc.). Des Weiteren kann der Leistungseintrag
erhoht werden. Da der Stofftransportkoeffizi-
ent vom Leistungseintrag abhingig ist, kann
hierdurch eine Steigerung des Stofftransport-
koeffizienten erzielt werden. Das Potenzial ist
jedoch durch die resultierende Scherbelastung
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Abbildung 1. Schematischer Aufbau des Dynamic Mem-
brane Aeration (DMA)-Konzepts im Querschnitt oben links
und in der Draufsicht oben rechts: Die Membranschlduche
sind auf die Rotorarme aufgewickelt, die sternférmig auf
einer Welle angeordnet sind und sich im oberen und unte-
ren Bereich des Reaktors befinden. Die Welle ist mittig im
Reaktor angeordnet und wird durch einen Motor auBer-
halb des Reaktors angetrieben. Die Membranschlauche sind
auf diese Weise quer zur Bewegungsrichtung ausgerichtet.
Die Anstromung der Membranschlduche resultiert aus der
Relativbewegung zwischen Schlduchen und Flussigkeit. Das
Foto unten zeigt einen DMA-Rotor fir den 12-L-MaBstab
von schrag oben: Die beiden konzentrischen Ringe dienen
der Gaszufuhr und Gasabfuhr fur die Membranschlduche auf
den einzelnen Rotorarmen. Diese sind parallel geschaltet.

der Zellen aufgrund des hoheren Leistungs-
eintrages begrenzt.

Aus diesen Rahmenbedingungen resultiert
die Anforderung, hohe Stofftransportkoeffizi-
enten mit einer entsprechenden Membranbega-
sung bei gleichzeitig geringem Leistungsein-
trag bzw. gleichzeitig geringer Scherbelastung
zu erreichen. Fine Nebenbedingung ist, dass
die Durchmischung des Reaktorraumes wei-
terhin in ausreichendem Mafle erfolgt. Diese
muss einerseits die Sedimentation der Zellen
verhindern, andererseits die Vermischung evtl.
zugefithrter Fliissigkeiten (Ndhrmedien, Puf-

Das Reaktordesign
bei der dynami-
schen Membran-
begasung ist so zu
gestalten, dass auch
der Aspekt der Ver-
mischung beriick-

ferlésung etc.) in ausreichend kurzen Misch-
zeiten ermdoglichen.

Um diesen Anforderungen gerecht zu wer-
den, wurde z. B. der sogenannte Lehmann-
Reaktor entwickelt, auch als sogenannter Dies-
sel-Reaktor bekannt [2, 3]. Dieser konnte sich
jedoch in der Praxis bislang nicht durchsetzen.
Hierbei handelt es sich um auf eine Halterung
aufgewickelte Membranschliuche, die im In-
neren des Bioreaktors eine Taumelbewegung
(Exzenterbewegung ohne Eigenrotation) aus-
fithren. Die mechanischen Vorrichtungen des
Exzenterantriebs miissen zwangsliufig im
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sprechend optimiert
wird. Der Einfluss
verschiedener geo-
metrischer Konfigu-
rationen auf das
Mischverhalten
wird in diesem Bei-
trag diskutiert.
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Abbildung 2. Ansicht der un-
tersuchten DMA-MaBstabe:
121,20 L, 100 L und 200 L (je
Fallvolumen). Die Systeme im
12-L- und 20-L-Mafstab sind
Zellkulturreaktoren (12 L
ohne Reaktorperipherie und
20 L mit Peripherie bei laufen-
der Kultivierung). Die Systeme
im 100-L- und 200-L-Mafstab
hingegen sind Modellsysteme
aus der Entwicklungsphase
zur Charakterisierung der
Eigenschaften hinsichtlich
Stofftransport, Scherbean-
spruchung, Leistungseintrag
und Mischzeitkennzahl. Fur
diese beiden MaBstabe steht
die Fertigung von Zellkultur-
systemen noch an.

www.cit-journal.de

Reaktor, also innerhalb des Sterilbereiches,
vorgesehen werden. Woméglich hat die Kom-
plexitit des Lehmann-Reaktors (Sterilisation,
Wartung etc.) die Anwendung dieses Patentes
verhindert.

Ansatz der verwandten DMA war es folglich,
ein Verfahren und eine Vorrichtung zur kon-
struktiv einfachen, effektiven, schonenden,
leicht zu reinigenden und blasenfreien Bega-
sung von Zellkulturen bereitzustellen.

2 Messprinzip und Versuchsaufbau

2.1 DMAeration-Zellkulturreaktoren
und Modellsysteme

ADbD. 2 zeigt eine fotografische Ansicht der un-
tersuchten DMA-Zellkulturreaktoren und Mo-
dellsysteme in den verschiedenen Mafstiben.
Als Antrieb dient ein Servomotor mit einem
Stillstandsmoment von 6 Nm, an den ein Pla-
netengetriebe mit einer Untersetzung von 1:12
angeflanscht ist (Modell Nr. 34S80, Jenaer An-
triebstechnik GmbH, Jena). Die Ansteuerung
erfolgt tiber einen zugehérigen Schaltschrank
und der auf einen PC aufgespielten ECO2WIN
Software. Der Antrieb erlaubt die einfache
Variation aller Bewegungsparameter wie Oszil-
lationsamplitude, Frequenz, Beschleunigung,
Verzogerung, Haltezeit am Umkehrpunkt usw.
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Als Membranschliuche fur die 100-L- und
200-L-Modellsysteme wurden Siliconschliuche
mit einem Auflendurchmesser von 3 mm und
einem Innendurchmesser von 2 mm verwen-
det (Kronlab Chromatographie & Labortech-
nik, Laboflex-Schlauch, S12,0 NA3,0). Fiir die
12-L- und 20-L-Zellkulturreaktoren wurde
SILASTIC RX 50 Medical Grade Tubing Speci-
al, 0,078 in. (1,98 mm) Innendurchmesser x
0,125 in. (3,18 mm) Auflendurchmesser ein-
gesetzt (500 ft Rolle, Dow Corning).

2.2 Bestimmung des (volumenspezifi-
schen) Stofftransportkoeffizienten
flir Sauerstoff

Der volumenspezifische Stofftransportkoeffizi-
ent fiir Sauerstoff wird mittels einer instatio-
niren Methode bestimmt. Aus dem mit Was-
ser gefiillten Reaktor wird zunichst chemisch
simtlicher Sauerstoff durch Zugabe von Natri-
umdisulfit verdringt. Ist die Sauerstoffkonzen-
tration unter 5 % Luftsittigung abgesunken,
erfolgt die Begasung durch die Membran-
schlduche mit Luft. Der Verlauf der Sauerstoff-
konzentration wird mittels einer Sauerstoff-
sonde  beobachtet (WTW-Sauerstoffsonde
EOT 196, Wissenschaftlich-Technische Werk-
stitten GmbH, Weilheim) und die Messung
aufgezeichnet. Die maximale Geldst-Sauer-
stoffkonzentration liegt im Bereich von 128 %
bis 133 % Luftsittigung (Membraninnendruck
> 1 bar). Aus der entsprechenden Auswertung
der Gelost-Sauerstoffkonzentration ergibt sich
der volumenspezifische Stofftransportkoeffizi-
ent.

Durch den Sauerstoffpartialdruck der umge-
benden Luft und die Oberfliche des Reaktors
wird ebenfalls Sauerstoff in das Wasser einge-
tragen. Der bisher gemessene volumenspezifi-
sche Stofftransportkoeffizient ist daher der
Gesamtstofftransportkoeffizient (Oberfliche +
Membran). Daher muss, um den volumen-
spezifischen Stofftransportkoeffizienten des
eigentlichen Membranbegasungssystems zu
erhalten, der volumenspezifische Stofftrans-
portkoeffizient der Oberflichenbegasung vom
volumenspezifischen  Gesamtstofftransport-
koeffizienten abgezogen werden. Bei der Mes-
sung der Oberflichenbegasung sind die Mem-
branschlduche mit Wasser geftillt.

2.3 Bestimmung des volumen-
spezifischen Leistungseintrages

Die in die Fliissigkeit eingetragene Leistung
des oszillierenden DMA-Rotors wird aus dem
Antriebsdrehmoment an der Welle und der
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Winkelgeschwindigkeit ermittelt. Das Dreh-
moment setzt sich dabei aus dem Last- und
dem Leermoment zusammen. Das bedeutet,
dass die Messung sowohl im mit Wasser ge-
filllten Zustand des Reaktors (Lastmoment) als
auch im leeren Zustand (Leermoment) durch-
gefiihrt wird. Fir jeden Messpunkt erfolgt die
Subtraktion des Leermoments vom Lastmo-
ment und die Multiplikation des Ergebnisses
mit der Winkelgeschwindigkeit. Dies ergibt
den zeitlichen Verlauf der Leistung. Eine Mit-
telung ergibt den mittleren Leistungseintrag,
und die Division mit dem Reaktorfiillvolumen
liefert den volumenspezifischen Leistungsein-
trag. Last- und Leermoment werden durch Ver-
wendung eines Drehmomentsensors (DRFL-
11-20; ETH-Messtechnik GmbH, Gschwend)
erfasst. Die Winkelgeschwindigkeit des Rotors
wird durch Aufzeichnung der Ausgaben der
Antriebssteuerung gewonnen.

2.4 Bestimmung der Mischzeitkennzahl

Die Mischzeitkennzahl ergibt sich aus der
Multiplikation von Riithrerdrehzahl und ge-
messener Makromischzeit. Bei dem DMA-
Konzept wird analog zur Rithrerdrehzahl die
Oszillationsfrequenz verwendet. Bei allen hier
dargestellten Ergebnissen iiberstreicht der Ro-
tor mit der Hin- und Zurtickbewegung jeweils
einen Gesamtwinkel von 180°. Die Amplitude
der Rotorbewegung ist somit 90°. Innerhalb
eines Oszillationszyklus tiberstreicht damit der
Rotor einen Gesamtwinkel von 360°, genau
wie ein konventioneller Rithrer innerhalb
einer Umdrehung. Die Oszillationsfrequenz
gibt die Anzahl solcher Oszillationszyklen pro
Zeiteinheit an.

Die Bestimmung der Makromischzeit er-
folgt mit einer optischen Entfirbungsmethode,
einer Jod- und Thiosulfatreaktion mit einem
Jod-Stirke-Komplex als Farbgeber. Das Jod
farbt das Wasser braun. Nach der Zugabe von
Natriumthiosulfat auf die freie Fliissigkeits-
oberfliche entspricht die Makromischzeit der
Zeit zur vollstindigen Entfirbung.

3 Ergebnisse

Zur Beurteilung der Leistungsfihigkeit des

DMA-Konzeptes werden im Vergleich zu

einem herkémmlichen Membranstator vier

Kriterien herangezogen:

e der Stofftransportkoeffizient (fur Sauer-
stoff), um zu beurteilen, wie viel hoher der
Stofftransportkoeffizient durch die bessere
Umstrémung der Membranschliuche beim
DMA ist;

e der volumenspezifische Stofftransportkoeffi-
zient (fiir Sauerstoff), um zu vergleichen,
wie viel hoher der Stofftransport insgesamt
ist. Hier ist jedes System mit der maximal
sinnvollen Membranfliche belegt, und es
wird das Produkt aus Stofftransportkoeffizi-
ent und volumenspezifscher Membran-
fliche verglichen;

e der volumenspezifische Leistungseintrag in
die Fliissigkeit;

e die Scherbeanspruchung. Als Vergleichskri-
terium ist die Scherbeanspruchung in der
Zellkultur relevanter als der mittlere Leis-
tungseintrag, da die Zellen durch lokale
Spitzen in der hydrodynamischen Beanspru-
chung geschidigt werden. Unterschiedliche
Reaktorkonfigurationen konnen bei glei-
chem mittlerem Leistungseintrag unter-
schiedliche Scherbeanspruchungen aufwei-
sen [4].

Abb. 3 zeigt den Stofftransportkoeffizienten
k fiir Sauerstoff in Abhingigkeit vom volu-
menspezifischen Leistungseintrag mit der
DMA im 100-L-Mafistab im Vergleich zu
einem herkémmlichen Membranstator.

Es zeigt sich bei einem zellkulturrelevanten
Leistungseintrag von 6 W m™ ein um 35 %
hoherer  Stofftransportkoeffizient bei der
DMA. Dies verdeutlicht den Vorteil, der da-
durch entsteht, dass alle Membranschliuche
zugleich gezielt durch die Fliissigkeit bewegt
werden, anstatt sie nur mit einem Riihrer bei
jeder Umdrehung anzustrémen.

Abb. 4 veranschaulicht einen weiteren Vor-
teil der DMA, dass auch eine Vergréflerung
der installierten Membranfliche mdglich ist.
Bei Membranstatoren geht eine VergréfRerung
der Membranfliche, wie in der Einleitung er-
wihnt, in der Regel mit einer solchen Abnah-
me des Stofftransportkoeffizienten einher,
dass der Verlust im Stofftransportkoeffizienten
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Abbildung 3. Stofftransportkoeffizient k fur
Sauerstoff in Abhangigkeit vom volumenspezifi-
schen Leistungseintrag P/V mit der DMA im 100-L-
MaBstab im Vergleich zu einem herkémmlichen
Membranstator.
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Im membranbe-
gasten Zellkultur-
reaktor kénnen die
maximale Zellzahl-
dichte, die Raum-
Zeit-Ausbeute und
somit die Produk-
tausbeute deutlich
gesteigert werden.
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Abbildung 4. Volumenspezifischer Stofftransport-
koeffizient ka fur Sauerstoff in Abhangigkeit vom
volumenspezifischen Leistungseintrag P/V mit der
DMA im 100-L-MaBstab im Vergleich zu einem
herkdmmlichen Membranstator. Dabei sind zwei
DMA-Konfigurationen aufgetragen: Zunachst ist
auf die ,,Standard-Rotorarme” eine geringe Mem-
branflache aufgewickelt, welche 30 m? pro m?
Reaktorflussigvolumen entspricht. Weiterhin ist
eine groBere Membranflache auf Y-férmig ver-
zweigte Rotorarme aufgewickelt, wodurch eine
volumenspezifische Stoffaustauschflache von

68 m%m?> erreicht wurde.

den Gewinn an Membranfliche fast aufhebt.
Dazu ist in Abb. 4 der volumenspezifische
Stofftransportkoeffizient fiir Sauerstoff in
Abhingigkeit vom volumenspezifischen Leis-
tungseintrag aufgetragen.

Abb. 4 zeigt Ergebnisse fiir die beiden Sys-
teme DMA und Membranstator aus Abb. 3.
Zu erkennen ist, dass der Membranstator eine
geringere Schlauchlinge aufweist als die DMA
und trotzdem in Abb. 3 deutlich niedriger liegt
(im Umkehrschluss zu ,VergrofRerung der
Membranfliche — Abnahme des Stofftrans-
portkoeffizienten gilt ,Verkleinerung der
Membranfliche — Zunahme des Stofftrans-
portkoeffizienten®).

Abbildung 5. Fotografische Ansicht einiger untersuchter DMA-Konfiguratio-

nenim 100-L-MaBstab: 18° gegenuber der Vertikalen angestellte Membranen

links, 12° seitlich ausgeformte Membranen mittig (Profil durch eingezeichnete
Linie verdeutlicht) und einseitig abgestitzte Membranen rechts.
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Auflerdem zeigt Abb. 4 eine weitere Konfi-
guration der DMA mit vergréflerter Membran-
fliche auf Y-formig verzweigten Rotorarmen,
die 68 m?* pro m* Reaktorfliissigvolumen ent-
spricht.

Bei einem zellkulturrelevanten Leistungs-
eintrag von 6 W m™ ist der volumenspezifi-
sche Stofftransportkoeffizient beim System
DMA nun 140 % héher als beim Membransta-
tor. Es ist natiirlich auch eine Abnahme im
Stofftransportkoeffizienten zu beobachten, je-
doch ist diese so gering, dass sich das Einbrin-
gen von zusitzlicher Membranfliche lohnt.

Vergleicht man den Stofftransport als Funk-
tion der Scherbeanspruchung suspendierter
Partikel (statt als Funktion des Leistungsein-
trags), liefert die DMA 125 % mehr Stofftrans-
portkapazitit als der Membranstator (Ergeb-
nisse nicht dargestellt). Trotz erhohter
Scherbeanspruchung, die vermutlich auf die
zusitzliche Membranfliche zuriickzufithren
ist, kann per DMA der volumenspezifische
Stofftransportkoeffizient und damit der Stoft-
transport mehr als verdoppelt werden. Die
durch die Systeme hervorgerufene Scherbela-
stung von Zellen wird im hydrodynamischen
Modellversuch quantitativ mit Hilfe eines Ton/
Polymer Flockensystems ermittelt [4, 5]. So ist
die Moglichkeit gegeben, verschiedene Reakto-
ren, Rithrer, Reaktorkonfigurationen etc. mit-
einander vergleichen zu kénnen.

Eine positive Charakteristik ist bei der DMA
auch, dass die eben gezeigten Vorteile bei der
Variation von Rotorbewegung (Beschleuni-
gung/Verzogerung, Amplitude) erhalten blei-
ben, das Systemverhalten also robust ist. Ein
mathematisches Modell simuliert ferner die
zeitlichen Verliufe von Leistungseintrag, Stoff-
transport, Drehmoment usw. in verschiedenen
Maf3stiben.

3.1 Optimierung der Mischeigen-
schaften des Systems

Schon bei dem oben erwihnten Lehmann-
Reaktor zeigte sich, dass die Durchmischung
bei einem derartigen System wichtig ist, insbe-
sondere in axialer Richtung. Moglichkeiten,
die axiale Durchmischung zu forcieren, sind
in Abb. 5 dargestellt.

Eine Moglichkeit ist das Anstellen der Mem-
branfliche gegeniiber der Rotorachse. Durch
beliebiges Verstellen der relativen Winkelposi-
tion der oberen und unteren Rotorarme ldsst
sich der Anstellwinkel der Membranschliuche
verindern. Untersucht wurden die Winkel 0°,

° und 18°. Weitere Moglichkeiten ergeben
sich durch die Montage von Richtelementen
auf der Rotorwelle. Diese Richtelemente be-
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stehen aus zwei Stangen und werden inner-
halb des Reaktorraums so angeordnet, dass sie
die Membranschliuche entsprechend einseitig
abstiitzen oder ausformen.

Durch die Ausformung wird eine Asymme-
trie der Strémungsbilder in beiden Bewe-
gungsphasen des Rotors geschaffen. Diskutiert
werden Ergebnisse einer Ausformung, bei wel-
cher der Winkel oben und unten 12° gegen-
iiber der Vertikalen betrigt.

Bei dem einseitigen Abstiitzen wird die
Durchmischung dadurch beeinflusst, dass die
durch den Stromungswiderstand bedingte
Auslenkung der Membranschliuche in einer
Rotationsrichtung begrenzt wird. Dadurch ist
die Auslenkung in einer Rotationsrichtung
stirker als in der entgegengesetzten Richtung,
was in einer schwicheren Forderung der Fliis-
sigkeit in dieser Richtung resultiert. Die un-
gleiche Foérderung in die beiden Bewegungs-
richtungen des drehend oszillierenden Rotors
fithrt zu einer Netto-Férderwirkung in einer
Richtung und damit zu einer besseren Durch-
mischung. Die Richtelemente, mit denen die
Auslenkung der Membranschliuche in einer
Drehrichtung begrenzt wird, koénnen gleich-
mifRig oder ungleichmiRig iiber die Linge der
Membranschlduche verteilt sein. In der unter-
suchten Konfiguration waren vier Richtele-
mente gleichmiflig in der unteren Reaktor-
hilfte angeordnet. Hierdurch ist ferner der
Strémungswiderstand in der unteren und obe-
ren Reaktorhilfte unterschiedlich, und es
ergibt sich bei der oszillierenden Drehbewe-
gung ein zusitzlicher axialer Mischeffekt.

Abb. 6 zeigt hierzu die Mischzeitkennzahl
in Abhingigkeit vom volumenspezifischen
Leistungseintrag im 100-L-Mafistab fur die
Standardkonfiguration, die 18° gegeniiber der
Vertikalen angestellten Membranen, die 12°
seitlich ausgeformten Membranen und die
einseitig abgestiitzten Membranen.

Zunichst zeigt Abb. 6 eine weitgehende Un-
abhingigkeit der Mischzeitkennzahl vom volu-
menspezifischen Leistungseintrag. Die mit der
Oszillationsfrequenz gebildete Reynolds-Zahl
liegt bei den gezeigten Versuchen zwischen
13 000 und 43 000, sodass von ausgebildeter
Turbulenz ausgegangen werden kann. Dem-
nach ist die beobachtete Unabhingigkeit der
Mischzeitkennzahl vom Leistungseintrag auch
zu erwarten. Weiterhin zeigt Abb. 6 eine dra-
stische Verringerung der Mischzeitkennzahl
von im Mittel 78 bei der Standardkonfigurati-
on auf 32 und 33 (42 %) fiir 18° angestellte
Membranen und einseitig abgestiitzte Mem-
branen. Die 12° seitlich ausgeformten Mem-
branen erlauben eine Reduktion auf 47
(60 %). Die dargestellten einfachen Variatio-
nen im DMA-Aufbau erweisen sich als sehr ef-

fektiv. Jedoch miissen auch auftretende Ande-
rungen im Stofftransportkoeffizienten und in
der Scherbeanspruchung betrachtet werden
(Ergebnisse nicht dargstellt). Werden diese in
die Bewertung einbezogen, so sind die 12° seit-
lich ausgeformten Membranen die beste Mog-
lichkeit, die Mischkennzahl zu verbessern,
ohne deutliche Verringerungen in den ande-
ren Parametern hinnehmen zu miissen.

Bei der Dynamic Membrane Aeration gibt es
zahlreiche weitere Moglichkeiten, Einfluss auf
die Durchmischung zu nehmen, wie z. B.
Variation der Schlauchspannung, Membran-
schlauchwicklungsmuster (Abstinde zwischen
bestimmten Schlduchen), Rotor ohne Rotati-
onssymmetrie bzw. mit Stromungsfithrungs-
und Durchmischungselementen. Es zeigte
sich in der Zellkulturfermentation im 20-L-
Mafstab (s.u.), dass auch in der Standardkon-
figuration die fuir eine erfolgreiche Zellkultivie-
rung notwendigen Bedingungen im DMA-
Reaktor vorliegen.

4 Schlussfolgerung

Das vorgestellte Konzept der Dynamic Mem-
brane Aeration weist gegeniiber dem konven-
tionellen Rotor-Membranstator-System  im
100-L- und 200-L-Maf3stab eine verdoppelte
Sauerstofftransportkapazitit  bei  gleicher
Scherbeanspruchung auf (Ergebnisse aus dem
200-L-Maflstab nicht dargestellt). Damit kon-
nen im membranbegasten Zellkulturreaktor
die maximale Zellzahldichte, die Raum-Zeit-
Ausbeute und somit die Produktausbeute
deutlich gesteigert werden.
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Abbildung 6. Mischzeitkennzahl © in Abhangig-
keit vom volumenspezifischen Leistungseintrag
P/V mit der DMA im 100-L-MaBstab fur verschie-
dene DMA-Konfigurationen: 18° gegenuber der
Vertikalen angestellte Membranen, 12° seitlich
ausgeformte Membranen und einseitig abge-
stutzte Membranen.
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Einsatzgebiete des
neuen Membran-
begasungssystems
sind insbesondere
die Kultivierungen
scherempfindlicher
Zelllinien und
gleichzeitig Pro-
zesse, die sauer-
stofftransportlimi-
tiert sind.
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Einsatzgebiete des neuen Membranbegas-
ungssystems sind insbesondere:

e die Kultivierungen von scherempfindlichen
Zelllinien, die eine Blasenbegasung nicht to-
lerieren,
und gleichzeitig

e Prozesse, die sauerstofftransportlimitiert
sind (oder i. Allg. gastransportlimitiert, z. B.
hinsichtlich Kohlendioxid). Dies betrifft also
besonders Perfusions- (mit Zellriickhaltung)
und Fed-Batch-Prozesse, bei denen entspre-
chend hohe Zelldichten erreicht werden.
Vorgestellt wurden weiterhin Variationen

der DMA, mit denen die Mischzeitkennzahl

beeinflusst wird.

Das DMA-Konzept wurde im 20-L-Maf3stab
bereits erfolgreich fiir die Fed-Batch-Kultivie-
rung tierischer Zellen eingesetzt (nicht dar-
gestellt). 2/3 der Membranfliche mit DMA
reichten aus, um die gleiche Zellzahl wie in
einem baugleichen Reaktor mit einem klassi-
schen Rotor-Membranstator-System zu errei-
chen (810° Zellen mL™ bei gleichem Anti-
kérpertiter). Bei der DMA kann die
Membranfliche jedoch fiir intensivere Kulti-
vierungen (Perfusion mit Zellriickhaltung)
noch verdoppelt werden, wihrend das konven-
tionelle Rotor-Stator-System schon maximal
mit Membranfliche belegt war. Die Durchmi-
schung in der Standard-DMA-Konfiguration
war auch in der Praxis hinreichend, sodass die
Zellen in Suspension blieben.

Dank gilt Herrn Rose fiir die konstruktive
Ausgestaltung des Projektes sowie Bayer
Industry Services (BIS) fiir die Fertigung
der Reaktoren (Herr Commer, Herr
Schiffzyk, Herr Drinhausen, Herr Kam-
phusmann und Herr Letzner). Den Ab-
teilungskollegen méchte ich fiir die Unter-
stiitzung sowie die anregenden Diskussio-
nen danken, Herrn Arndt Braun fiir die
Einrichtung der Messtechnik. Den
Studenten Andreas Sinthern, Juliane
Schréter und Maike Rampe sei fiir das
Engagement im Rahmen ihrer Diplom-
arbeiten gedankt. Die erwihnte Zellkulti-
vierung mit dem DMA-Bioreaktor wurde
bei der Bayer Health Care AG in Wupper-
tal durchgefiihrt. Hier gilt besonderer
Dank Herrn Wischniewski sowie seinen
Kollegen.
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