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RESUMEN

El filtro rotatorio (spinfilter) se emplea para la retencién celular en el cultivo en perfusién, con altas densidades
celulares. Debido a su obstruccién precoz, se precisé el estudio de este sistema, introduciéndole el caldo de cultivo
(suspensién) por el interior del filtiro, para obtener la suspensién clarificada por el exterior de este, y que las células
queden retenidas en su interior. El liquido claro se recogié en una probeta, hasta que el filtro se obstruyé parcial o
totalmente. Por lo tanto, el filtro rotatorio se usé como una centrifuga filirante, en la que se fue midiendo el volumen
de filtrado con respecto al tiempo, para varias concentraciones de suspensién y de velocidad de giro del dispositivo.
Se le ajusté el mecanismo de filtracién que controla el proceso. Para el ajuste del perfil de filtracién, se determiné
la influencia de la concentracion de la suspension y de la velocidad de giro del filiro rotatorio, y se obtuvo el com-
portamiento de la resistencia especifica (de la torta aparente), de la resistencia del medio filtrante, la porosidad de
la torta y el régimen en que ocurre el proceso hidrodindmico de separacién.
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ABSTRACT

Mechanism of clogging by exchange flow of a spinfilter as filtrating centrifuge. Perfusion cultures usually
reach high cell densities and, therefore, require a spinfilter for cellular retention. But spinfilters may clog prematurely
so we decided to study the process by pumping a suspension culture through the filter, so that the cells are trapped
inside and the clarified flow-through can be measured by collecting it in a measuring cylinder until partial or total
obstruction of the filter, which in this case is used as a filtrating centrifuge. Filtrate volume with time was measured
at several cellular concentrations and rotational speeds, calculating the behavior of specific resistance for the appa-
rent cake, the resistance of the filtration medium, cake porosity and hydrodynamic regime. The results were used

to adjust the filtration profile.

Introduccion

Los métodos de retencion que tienen mas aplicacion
industrial son los que se emplean en los sistemas en
suspension. A pesar de que los problemas de escalado
no estan del todo resueltos [1], la potencialidad que
estos sistemas presentan para ser escalados [2], es ma-
yor que las dificultades de los otros sistemas [3]. Los
procesos en perfusion pueden clasificarse en depen-
dencia de la manera en que se logra la retencion ce-
lular en el biorreactor. Las células pueden mantenerse
fuera de la circulacion del fluido, mediante el uso de
barreras de exclusion [4, 5], vesiculas de materiales
porosos o perlas, que pueden usarse para retener en
una fase que no es la del medio de cultivo [6, 7], y
ademas, las células pueden mantenerse suspendidas
en el caldo de cultivo y la retencion se alcanza me-
diante un dispositivo acoplado al fermentador, como
los filtro rotatorios y rotofiltros externos [8-14]. Este
ultimo método es el Gnico que puede ser escalado sa-
tisfactoriamente a niveles de cientos o miles de litros
de cultivo para la produccion de cantidades de pro-
ducto de decenas o centenas de kilogramos [3, 15].
Pero hasta el momento, no se tiene claro el fendémeno
de colmatacion que ocurre en estos dispositivos de
separacion (filtro rotatorio), ni qué variable es la de
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mas influencia en este sistema, ni el régimen que des-
envuelve este proceso: si es laminar o turbulento; ni
se sabe la relacion que tiene el proceso hidrodinamico
con la cinética del cultivo y ni se conoce si la torta
aparente formada en la superficie de la membrana del
dispositivo es compresible o no. Esto se determina
mediante experimento, calculando los valores de la
resistencia especifica de la torta, de la resistencia del
medio filtrante y de la porosidad con la variacion de
la caida de la presion. Por eso es importante investigar
cual es el mecanismo de colmataciéon mas probable
que interviene en la oclusion del filtro rotatorio, para
que en trabajos futuros se logre modelar con bastante
precision este modo de cultivo.

Materiales y métodos
Materiales

Sistema de filtracién

El sistema de filtracion esta compuesto por un agita-
dor mecanico de la firma Alka (Alemania) y un filtro
rotatorio o filtro rotatorio fabricado por la firma B.
Braum (Alemania), el cual se encuentra protegido
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por una estructura de vidrio. El cuerpo del filtro es
cilindrico, de acero inoxidable y la malla es del mismo
material; con un didmetro de poro de 10 pm. El filtro
rotatorio posee un diametro es de 8.5 cm y una altura
de 26 cm. El mecanismo de unién del filtro rotatorio
al agitador es a través de un eje ubicado en la parte
superior de la estructura del filtro rotatorio [6].

Dispositivo de medicién del volumen

El dispositivo de mediciéon es una probeta plastica
graduada de 2 L, que sirve de base al filtro rotatorio.
En esta probeta se colecta la suspension, que pasa del
interior del filtro rotatorio al exterior, atravesando la
torta de células formada y la malla del filtro [6].

Linea celular para la formacién de la torta
filtrante

La linea celular que se utilizé es la NSO/H7 [6].

Dispositivo de adicién de la suspensién al filtro
rotatorio

Se utiliz6 una bomba peristaltica, disefiada por la fir-
ma Watson Marlow, modelo 323. Posee un cabezal de
3 rodillos y sistema de control digital [6] (Figura 1).

Métodos

Medicién de la velocidad de filtracién

Elexperimento esta disefiado para lamedicion de la ve-
locidad de filtracion en tres niveles de velocidad de ro-
tacion del filtro rotatorio, rotando a 100,200 y 300 rpm,
para suspensiones de células con concentraciones ce-
lulares de 1 x 10° 3 x 10° 6 x 10°y 9 x 10° céls/mL
[6], para la determinacion del mecanismo de colmata-
cioén que controla durante el funcionamiento del dis-
positivo, y de las variables hidrodindmicas como la
resistencia especifica de la torta, resistencia del medio
filtrante y porosidad (Figura 2).

Discusion
Desarrollo de la experimentacion

El cultivo en perfusion con filtro rotatorio, es un pro-
ceso en el que intervienen varios fendémenos simulta-
neamente [8]. En trabajos anteriores [8] se han pregun-
tado sobre la influencia o no del flujo de intercambio a
través de la membrana (F) por si solo, durante la col-
matacion del filtro rotatorio en el proceso de fermen-
tacion. Por esa razon, se situd la atencion sobre esta
variable, no con el objetivo de ver su influencia, sino
para modelar su régimen de colmatacion; en trabajos
futuros, se estudiara el efecto durante el desempeio
con el cultivo (Figura 3).

En el experimento se fue midiendo el volumen cla-
rificado en intervalos de tiempo fijos [16], y se repre-
sentaron los valores de las variables del '/ frente a '/,
obtenidos durante la experimentacion. Estos reflejaron
una correlacion lineal en la recta ajustada (Figura 4).

Se procedio al trabajo con la ecuacion diferencial
general para la operacion de filtracion centrifuga
[16-18], porque aparecio el flujo de intercambio, pro-
ducto de la accion centrifuga. Este flujo influye sobre
la operacion y el proceso de colmatacion de la mem-
brana, por lo que se decidid investigar su maxima com-
ponente.
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Figura 1. Dispositivo de medicion. R: radio del eje de la superficie del liquido acumulado, R : radio
del eje a la superficire de la torta, R : radio del eje a la superficie de la malla filtrante.
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Figura 2. Disefio del experimento para la determinacion del mecanismo de filtracion y de las variables

hidrodinamicas.
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(€]
Donde:

t: tiempo (s)

V: volumen (mL)

K: constante (mL?/s)

En la ecuacion 1 se fijo el orden n = 3/2, para ob-
tener una curva con '/, (mL™") frente a '/ (s'), que re-
presenta el mecanismo de bloqueo estandar, del que
resulto:
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ultrasonic resonance field device for the
retention of animal cells. Biotechnol Prog
1994;10:428-32.

10. Hulscher M, Scheibler U, Onken U.
Selective recycle of viable animal cells by
coupling of airlift reactor and cell settler.
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Fp Fp, Xs

Figura 3. Distribucién de flujos en el sistema del cultivo en
perfusién. F: flujo de intercambio (L/h); Fp: flujo de perfusién;
Xs: concentracién de biomasa en el filtro rotatorio (g/L).
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Figura 4. Ajuste del modelo con '/, (mL") frente a 1/t (s”'), para velocidades de rotacion del filtro rotatorio a 100 rpm (A), 200 rpm (B) y 300 rpm (C).

(l) - (L) +—K
V] 9 \t] 2(q,)"”? )
Donde:
q,: constante (mL/s)
1 :pendientey 1 = pRm
q, dy  APS
K :Interceptoy K= pCo
2(q,)'"? APS?
Siendo:

n: viscosidad (Pa-s)

Rm: resistencia del medio de filtracion (m™)

C: razén de sélidos en la torta / volumen filtrado

(kg/m?)

o resistencia especifica de la torta (m/kg)

-AP: diferencia de presion (Pa)

S: area de filtracion (dm?)

Por lo tanto, de la figura 4 y de la ecuacién 2, se
determind que efectivamente el mecanismo predomi-
nante es el de bloqueo estandar [17, 18].

Como el efecto de la fuerza centrifuga es el princi-
pal componente del mecanismo de separacion de un
filtro rotatorio, se utilizo para el calculo del valor de la
caida de presion (-AP) en la ecuacion 3 [16]:

21

pVunKsg

AP =
S

3)
Donde:

p: densidad liquido puro (kg/m?)

Vu: volumen qtil del filtro rotatorio (L)

n: coeficiente de llenado

Ks: poder de separacion de los filtro rotatorio

g: constante gravitacional (9.81 m/s?)

A partir de los valores de pendientes e intervalos
reportados por la ecuacion que describe la linea de
tendencia en las graficas del '/, = f ('/) de la figura
4, se procedi6 al calculo de las variables hidrodina-
micas: la resistencia del medio filtrante (Rm), la re-
sistencia especifica de la torta (o) y la porosidad (g),
las cuales posibilitan la caracterizacion del régimen
en que ocurre el proceso de filtracion.

Determinacién del comportamiento

de la resistencia del medio filtrante, resisten-
cia de la torta y la porosidad

Una vez obtenido el valor de las variables, se correla-
cionan los valores de Rm = f(n), del Lna = f(n) y del
€ = f(n), incluyendo el valor de concentracion celular
para cada una de las curvas. En este caso, n es el ex-
ponente. La figura 5 refleja el comportamiento de la
torta.
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La figura evidencia el aumento de la resistencia
especifica de la torta con el aumento de la velocidad
de giro del filtro rotatorio, por lo que ayuda a deducir
que es sinonimo de que con el aumento de la presion
del sistema, la resistencia aumenta y por tanto la torta
(aparente) formada en la superficie de la membrana es
del tipo compresible, elemento que hasta el momento
no se tenia claro. Solo para la concentracion de 1 x 10°
cel./mL no se cumple, lo que puede deberse a que en
ese punto exista algun optimo, cuya bisqueda no es
tema de investigacion en este trabajo.

Al analizar el comportamiento del medio filtrante
(Rm), se observa también un incremento junto con el
aumento de la velocidad de giro del filtro (Figura 6),
debido a que esta bajo el campo centrifugo, lo que pro-
voca que aparezcan zonas de laminaridad en el interior
del filtro rotatorio (Figura 7). El espesor de esta zona
depende directamente de la intensidad del giro y forma
parte de la resistencia del medio filtrante del sistema.

La porosidad disminuye con el aumento de la velo-
cidad de rotacion (Figura 8), debido a que con el au-
mento de la presion del sistema, la torta se compacta
mas, y la porosidad se hace mas pequefia. Es posible
una combinacion de estas variables para encontrar
puntos optimos, ya que la porosidad se hace mayor
con el incremento de la velocidad de giro y la densi-
dad celular. Solo para la concentracion de 1 x 10° cel./
mL no se cumple, y se atribuye a la posibilidad de que
en ese punto exista algun Optimo, pero esta interro-
gante no sera objeto de analisis en este trabajo.

Se estudi6 también cémo varia el régimen de flujo
cuando el fluido atraviesa la malla del filtro, en que se
desarrolla en régimen laminar (Tabla 1). Las primeras
ideas en torno a este tema se expusieron no muy clara-
mente en la literatura [19, 20].

Se comprueba que el mecanismo de filtracion para
el sistema del filtro rotatorio corresponde a n = 3/2
con:

(L) -1 (L) LK __
vl a4 \t]  2(q,)"” 2
Y en términos de flujo se obtiene [18]:
K
F =¢2, donde K*=—],2
[1+ %K) 2[%] @

Por lo que se evidencia la gran influencia del tiem-
po sobre el flujo de intercambio a través de la malla
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Figura 5. Variacién de la resistencia especifica de la torta (Ln
o) con respecto a la velocidad de giro del filiro rotatorio (rpm)
y la concentracién celular.
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Figura 6. Variacién de resistencia del medio filtrante (Rm) con
respecto a la velocidad de giro del filiro rotatorio (rpm).
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Figura 7. Resistencia de la zona de laminaridad al paso del flujo de intercambio (F). Corte longitudinal

(A) y transversal (B) del filtro rotatorio.

(F), ya que a medida que aumenta el tiempo, disminu-
ye el flujo de intercambio con gran rapidez.

La ecuacion 4 constituye el modelo para el flujo de
intercambio a través de la malla (F) en los filtros rota-
torios. En trabajos futuros se estudiara este efecto en
conjunto con el flujo de perfusion (F ), que atraviesa la
membrana del filtro en sentido contrario al del flujo de
intercambio a través de la malla (F) (Figura 3) [21].

Conclusiones

Se determin6 que el mecanismo que se ajusta para la
operacion de filtracion centrifuga en un filtro rotato-

Tabla 1. Variacién del numero de Re con respecto a la
velocidad agitacién y a la concentracién

Velocidad de giro  Xs (x 10°¢ céls/mL) Re

8.38x 10®
1.91x10°
2.25x 10
4.53x 107
8.82x10°®
4.20x10°
8.98 x 107
6.75x10°¢
1.27 x 107
2.46 x10°
1.62 x10°
1.85x 103

100 rpm

200 rpm

300 rpm

VOW— V0 W—= Vo0 Ww-—=
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rio, es el de la ecuacion diferencial para ordenn =7/, a
una caida de presion (-AP) constante; es decir, que la
caida de presion no depende de la concentracion de la
suspension, sino de la velocidad de giro, tal como la e-
cuacion (3)[12, 17], donde la caida de presion (-AP) es
directamente proporcional a la velocidad de giro del
filtro rotatorio y a la densidad del liquido puro. Ana-
lizando la tendencia en los graficos que relacionan la
porosidad con la velocidad de giro en que € = f(n),
se observo que la curva tiende a disminuir en valores
de porosidad, a medida que aumenta el valor de la
velocidad de giro, por lo que se puede demostrar que

Recibido en agosto de 2008. Aprobado
en diciembre de 2009.
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la torta de células formada sobre la malla del filtro
rotatorio es compresible. Esto concuerda con lo plan-
teado en la literatura, donde las tortas compresibles
son aquellas cuya porosidad disminuye al aumentar
la caida de presion [17], lo cual provoca el aumento
de la resistencia hidraulica. Por ultimo se determi-
nd que durante la colmatacion del filtro rotatorio, el
proceso se desarrollaba en régimen laminar, tal como
se pensaba, ya que hasta el momento no se tenia la
seguridad de que esto es lo que sucede y que guarda
correspondencia con lo que se plantea en la literatura
[19,21].
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