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RESUMEN

Partiendo de las ecuaciones basicas del balance de masa y de energia mecénica aplicado en el spinfilter, se llegé
a las ecuaciones particulares que describen el comportamiento del crecimiento celular y al mecanismo de filtracién
en el cultivo en perfusion en los fermentadores de tanque agitado a escala de banco (30 L). Con las ecuaciones
desarrolladas, los datos experimentales reportados en trabajos anteriores y utilizando el programa Matlab, se si-
mulé el proceso de operacion y los resultados fueron semejantes a los de la cinética del cultivo. Se analizaron las
variables de operacién que tienen una marcada influencia durante el proceso, utilizando el médulo del Matlab.
Estos se compararon con un caso base, tomando como pardmetros: la velocidad de agitacién del spinfilter y el
area de filtracién normalmente empleados en produccion. También se compararon con dos casos a dos niveles de
areas de filtracion (menor y mayor que la del caso base) en los que se varié la velocidad de agitacién para observar
el comportamiento de la capacidad de flujo de perfusion durante la corrida. Se comprobé la influencia sobre el
tiempo de vida de la fermentacién (de la filiracién), cuyo valor ascendié para la mayor area de filtracion y la mayor
velocidad de giro del spinfilter.
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ABSTRACT

Preliminary modeling of the perfusion culture of mammalian cells with a spinfilter as retention device.
Specific equations describing the behavior of cell growth and the filiration mechanism of a perfusion culture in sti-
rred tank fermentors at 30 L scale were derived from basic equations for mass balance and mechanical energy in
a spinfilter. These equations, when used for modeling the operation process in the Matlab package together with
previously reported experimental data, yielded results similar to those of culture kinetics. The operational variables
with the highest influence on the process were analyzed with the Matlab module, comparing them to a basal case
using the spin rate of the spinfilter and the filtration area usually employed in the production runs as comparison
parameters. Two additional comparisons were also performed, using cases with different filiration areas (smaller or
higher than that of the basal case) in which the stirring rate was varied to analyze the behavior of the perfusion flow
capacity during the run. The influence of the filiration area on the fermentation life was corroborated, with higher
values for the latter as filiration area and spin rate of the filter increased.

Introduccién

El cultivo en perfusién de células de mamiferos en
tanque agitado, cuyo dispositivo de retenciéon es un
spinfilter, es un modo de cultivo donde se pretende
retener la mayor cantidad de células en el seno del
fermentador, lo que permite trabajar con altas densi-
dades celulares, y lograr altas concentraciones de pro-
ducto en poco tiempo, a altos flujos volumétricos, en
instalaciones de pequefas capacidades [1]. El tiempo
de filtracion, para los biorreactores equipados con
la tecnologia de spinfilter en el cultivo en perfusion
de células de mamiferos en las plantas del Centro de
Inmunologia Molecular (La Habana, Cuba), es de 18
dias; mientras que en la literatura se reporta que se
puede extender a mas de 90 dias [1-4], y no se oftre-
ce un modelo matematico que describa las leyes que
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rigen el sistema. Por tanto, se justifica tratar de en-
contrar un modelo que pueda predecir el proceso, asi
como aumentar el tiempo de vida del cultivo [5] o el
tiempo de filtracion o de perfusion, a expensas de la
influencia de la velocidad de giro del filtro rotatorio
(spinfilter) y su area de filtracion [2, 3].

Materiales y métodos

Biorreactor

El fermentador, donde se cometen las corridas, es de
41 L (CMF 400) (fabricado por Chemap AG). Como
volumen efectivo utiliza 30 L (con diametro de 0.27 m,
laalturaesde 0.7164m,alturaefectivade 0.52m,yel dia-
metro del impelente 0.088 m tipo propela marina[1, 3].
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Spinfilters

Los spinfilters (Chemap AG) que se emplean en los bio-
rreactores de 41 L son cilindricos, de acero inoxidable
(las mallas son del mismo material con un didmetro
de poro de 15 pum). El spinfilter posee un diametro de
0.088 m y una altura de 0.152 m [1, 3].

Linea celular
La linea celular hospedera NSO/H7 [1, 3].

Medio de cultivo

En este trabajo se utiliza un medio de cultivo libre de
proteinas (PFHM ID)[1].

Resultados y discusion

Desarrollo de las ecuaciones hidrodindmicas

El cultivo en perfusion se desarrolla en el Centro de
Inmunologia Molecular en tanque agitado, y el ele-
mento de separacion es el spinfilter. Este es un cilindro
rotatorio que gira sobre su eje, y permite la separacion
celular. Continuamente se va extrayendo el cultivo
clarificado. Por tanto, es muy dificil modelar el siste-
ma en conjunto, debido a que simultaneamente ocu-
rren muchos fendmenos como los efectos centrifugos,
las fuerzas axiales, las fuerzas de barrido, entre otros
[3,6, 7]

Una formasencillade modelar este sistema es disgre-
gandolo en fenémenos individuales: 1) Su comporta-
miento como un filtro rotatorio; 2) Su comportamiento
como una centrifuga filtrante y 3) Elementos de balan-
ce de energia mecénica en la interfase de la superficie
externa e interna de la malla del spinfilter (Figura 1).
Al simultanear todas las ecuaciones correspondien-
tes a cada uno de los fendmenos segun la figura 1 y
aplicando el mecanismo de filtracion n=3/2 [8, 9], la
ecuacion de Cozzeny-Karman [10] y la ecuacion de
Bernoulli [3, 8, 11, 12] se llega a:
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Fp: flujo de perfusion (L/h)
q,": constante (mL/s)
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Liquido acumulado
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Ks: poder de separacion de los filtros rotatorios
tp: tiempo de perfusion (s)

pss: densidad de la suspension (kg/m?)

¢: visocidad de fluido (Pa-s)

El asterisco identifica el flujo de salida.

Por tanto:
Fp=f(X(t), n, S, V. 1...)
Donde:
X(t): densidad celular en funcion del tiempo
n: velocidad de giro spinfilter
S: area de filtracion
V: volumen de biorreactor (L)
t: tiempo (h)

Ecuaciones de balance de biomasa

Con el objetivo de simplificar los calculos, en trabajos
anteriores se asumio la poca influencia del flujo de
intercambio a través de la membrana (F) [1]; pero esta
variable tiene un gran peso entre las leyes que rigen
el proceso de clarificacion y el tiempo de la operacion
[13], por lo que se tendra en cuenta. Se realizara el
balance de biomasa correspondiente a este sistema
(Figuras 2 y 3).

Modelacion de la etapa de crecimiento expo-
nencial E1
La modelacion de la etapa de crecimiento exponen-
cial E1 es sencilla y coincide con las de cultivo dis-
continuo [1, 3, 14, 15], por tanto se obtiene:
X (t) = XoeMAX(to)
Donde:
X, concentracién inicial de biomasa en el bio
rreactor (céls/mL)
UMAX: velocidad de crecimiento especifica maxi
ma (h™)
Para las condiciones fronteras:
X,= 0.5 x 10¢céls/mL; X(t,) = 10°céls/mL;
t,=24handt =t

Modelaciéon de la etapa de crecimiento
exponencial a flujo continuo E2

El crecimiento exponencial se model6 con la ecua-
cion diferencial:

B
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Figura 1. Corte longitudinal del spinfilter y direccién de la velocidad de flujo en la superficie de la malla. A) Velocidad de flujo
saliendo del interior de la malla. B) Velocidad de flujo entrando hacia el interior de la malla. El asterisco identifica el flujo de
salida. Se muestran las ecuaciones que gobiernan el gradiente de presién entre ambas superficies del filtro (-AP/L), la velocidad
ficticia de fluido (v,) y las pérdidas energéticas. AZ, espesor del medio filtrante; -AP, caida de presion a través de la torta y el medio
filtrante (Pa); €, porosidad del medio de filtracién; V, volumen del biorreactor (L); ¢, viscosidad del fluido (Pa-s); Dp, diametro de la
particula (m); F, flujo de intercambio de células través de la malla (L/h); S, area de filtracién (m?); pss: densidad de la suspension
(kg/m?); g, aceleracién gravitatoria (9.81 m/s?); Ao.: caracteristica del camino recorrido por el fluido; hp, pérdidas energéticas

a través de la malla (m).
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Fp Fp, Xs

Figura 2. Distribuciéon de flujos en el sistema.

HoXV= X Fp + v 9X
Donde:
Xs: concentracion de biomasa en el spinfilter
(céls/mL)

Teniendo en cuenta que la alimentacion y la extrac-
cion tienen la misma funcion que la capacidad de flujo
de perfusion a través de la membrana, y asumiendo
que el sistema alcanza el 90% de retencion instanta-
neamente al comenzar a perfundir el sistema y ponien-
do la ecuacion diferencial en funcion de la concentra-
cion de biomasa del fermentador, se llega a [3]:

C2(B-1)(C5 +Cbe e

cl- X=X
(C4+C2eS)(CT+(C8+COME™) [ dt

Donde:

Cl1=y,,,= 0.003h"

C*2=8.561x 10+ (g/cél)

C3= 0.02314 (ml/10¢céls)

C4=p ; densidad del liquido puro (kg/m?)

A E1 E2 E3
InX

»
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Figura 3. Cinética del cultivo y distribucion del tiempo en
cada etapa.

C5= 2pq’)(1-H) ; H: humedad de la torta

Cé= o.oo74[(1 -H)[] -pﬂ]-l]; op: densidad de la
particula (kg/m?) P

C7=2p (I-HWVT,

C8=0.0074 E1 H) [1 g_]-l]\/(ﬁ

[

o= 1.874 x 104 AT o
- X pVu nDn? S
h: coeficiente de llenado; D: diametro del spinfilter
(m), a: resistencia especifica de la torta aparente
(m/kg).
Cl1
C10= <9
C5VC2
c9
C6vC2
c9
Cc2@B-1)
==/
¢ \4

Cl1=

Cl2=

B= 0007

resolviendo:

10(C8+C9) + C122
C2(C8 + <91

X(t)= X.e I:C

Donde:
X, densidad celular al inicio de la perfusion
(cél./mL)

Y para la capacidad de flujo de perfusion:

[ Cr2(p- 1)(C5+Coecyz ecat
F p(x(’)")‘[ (C4+C2eC3X)(C7+(C8+C9)(eC3X))2]

Para las condiciones fronteras:

X(t,)= 10°céls/mL, X(t,)= 9x10° céls/mL
Modelacién de la etapa de crecimiento limitado
a flujo continuo (estado estacionario) E3

Finalmente, en la tercera etapa se alcanza el estado
estacionario, con respecto a la biomasa; es decir, esta
se mantiene constante. Por lo que:

uXV=X FP
p= 0.9Ds= 0.9[’:_P]
%

Y para el flujo de perfusion

[ Cc*2(B- 1)(C5+C6ec) 6
FpX(t).) ‘[c4+c2ec3X)(c7+(cs+c9)(ec3X))2]

En esta etapa la capacidad de flujo de perfusion solo
depende del tiempo, por lo que:

Fp= Fp(t)

Para las condiciones fronteras:
X(t,)= X(t,)= 9x10% céls/mL
t=t,, Fp=Fp (t,),
t=1t,, Fpo= Fp (t)
Limitaciones del modelo

Estos modelos tienen varias limitaciones, puesto que
al comenzar la perfusion 1) el spinfilter adquiere ins-
tantdneamente un 90% de retencion; 2) El flujo de ex-

Biotecnologia Aplicada 2010; Vol.27, No.1
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traccion tiene la misma funcion que la capacidad de
perfusion del filtro a través de la malla; 3) Solo se rea-
liz6 el estudio para tres niveles tanto de velocidades
de giro del spinfilter como de éreas de filtracion; 4) Se
realizo el estudio a pequefia escala con so6lo una malla
de spinfilter; 5) No toma en cuenta la influencia de la
velocidad de giro del impelente sobre la capacidad de
flujo de perfusion; 6) No toma en cuenta la influencia
de la presion dentro del biorreactor sobre la capacidad
de flujo de perfusion; 7) No se model la fase de lava-
do del fermentador y 8) No se realiz6 la determinacion
del sustrato limitante, ni se ajusto p = f (S, utMAX), ni
el balance de O, ni la formacion de producto.

Simulacién de la biomasa

Para describir la simulacion de la densidad celular con
respecto al tiempo en las tres etapas de crecimiento se
tomo el area de filtracion real (S=4.2 x 102 m?) y la
velocidad de giro del spinfilter (200 rpm), siendo el
tiempo el parametro de entrada el tiempo (desde t =0
hasta X(t=9 x 10¢ céls/mL) [16, 17].

En la figura 4 aparecen representadas las etapas de
crecimiento exponencial y de crecimiento exponencial
a flyjo continuo, que en este modelo viajan entre las
corridas (Figura 4C), lo que refleja practicamente la
misma velocidad de crecimiento especifico maxima.
Es decir, la curva del modelo tiene la misma inclina-
cion a las demas, solo hay una corrida (la 3231TA-

0207) que se despega por haber tenido una fase de
adaptacion mas extensa con respecto a las demas. En
la etapa estacionaria sucede lo mismo; aunque las co-
rridas caen muy rapido a diferencia del modelo, ya
que no se realizo la modelacion de la fase de lavado,
que ocurre cuando se tupe completamente el spinfil-
ter. Por eso, el modelo se mantiene en el tiempo, lo
cual constituye una debilidad.

Simulacién de la capacidad del flujo de per-
fusién

Las variables de entrada fueron la variacion de la
densidad celular, la velocidad de giro del spinfilter, el
area del spinfilter y el tiempo de operacion. La varia-
ble de salida fue la capacidad de flujo de perfusion del
sistema. Se tomaron tres niveles que corresponden a
las areas de filtracion: el area del caso real, un area su-
perior al caso base y un area inferior al caso base. En
cada nivel se varia la velocidad del spinfilter (en 100,
200 y 300 rpm) (Figura 5) [18, 19].

Al principio (Figura 6A, B y C) se observo un
comportamiento similar, si se tiene en cuenta el area
fija, pues al aumentar la velocidad de giro del filtro
rotatorio, la capacidad de flujo de perfusion aumenta,
como también se incrementa el tiempo de filtracion,
sin mostrar una dependencia lineal seglin la ecuacion
(4) [3]. A cada valor de Fp correspondiente a la velo-
cidad de giro del spinfilter se aiadiria el valor de flujo

A
2.5 4
2.0
1.5 1
= 1.0 1
=
0.5
O -1 0 1 T T T T T T T T 1
05 1 0 /100 150 200 250 300 350 400 450
-0.5 ’
-1.0 A
-1.0 T T T T 1 1.5 4
(o] 5 10 15 20 25 o . h
Tiempo (dias) Tiempo (h)
C —gimulucién
3.5 =30
3 —4-203
250
254 e —-207
2 4
1.5 A
2 I
= 17 X
0.5 :
0 T T + T T T T T T 1
05 4 0 100 150 200 250 300 350 400 450
R
-1.5 -
Tiempo (h)

Figura 4. Descripcién de la cinética del cultivo en el tiempo. A) Simulacién de las condiciones reales. B) Corridas reales:
3231TA-0201, 3231TA-0202, 3231TA-0203, 3231TA-0204, 3231TA-0206 y 3231TA-0207. C) Superposicién de la simulacién
de las condiciones reales y las corridas reales. La linea discontinua indica los valores de tiempo y logaritmo neperiano de la
concentraciéon celular que limita la etapa de crecimiento exponencial a flujo constante de la etapa estacionaria (t = 120 h,

Inx) = 2.25).
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Concentracién

1 x 108 céls./mL
3 x 10° céls./mL
6 x 106 céls./mL
9 x 10° céls./mL

$=21x102m——»

—>

Mecanismo de Filtracién

(1/V) vs (1/1):

para cada

Rm, o, &

EEEE— para cada

concentracion concentracién

Figura 5. Direccién légica de la simulacién de la capacidad del flujo de perfusion (Fp) y el tiempo de filtracion del spinfilter
durante el cultivo, en funcién de la densidad celular (X(t)), el tiempo (1), el drea de filtracion (S) y la velocidad de giro del

spinfilter (n).

de perfusion de la bomba (FpB), que varia entre 7.5
a 30 L/dia. En Ia literatura [2, 13, 20-22] mencionan
este comportamiento, aunque no precisan analitica-
mente este fendmeno, por lo tanto, se estd exponiendo
un resultado directo sobre la influencia que tiene la
velocidad de giro de spinfilter sobre la capacidad de
flujo de perfusion. Esto debe ser efecto del aumento
de la zona de laminaridad (Figura 7), con el aumento
de la velocidad de giro del filtro [8, 10, 13, 22], lo cual
permite un barrido al perfil celular, que se acerque a
la membrana para ocluirla, por el arrastre del flujo de
intercambio, que aparece por la misma accion centri-
fuga del giro del filtro, al perfil celular.

A B
1.6 7
1.4
1.2
0 1 m
kel 8
el o
S o8 S
& 06 - i
0.4
0.2 -
O -
2,10E-02
drea (m?)

Figura 6. Dependencia de la capacidad del flujo de perfusion
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Entonces, si se aumenta el area de filtracion y se
mantienen los niveles de incremento de la velocidad
de giro, se incrementa aun mas la capacidad de flujo
de perfusion casi de forma exponencial (Figura §). En
la literatura [2, 13, 20-22] también se menciona este
efecto, aunque no lo precisan analiticamente, y es otro
resultado directo sobre la influencia que tiene la velo-
cidad de giro de spinfilter y el area sobre la capacidad
de flujo de perfusion. Esto debe ser efecto del aumen-
to de la zona de laminaridad (Figura 7), con el aumen-
to de la velocidad de giro del filtro [8, 10, 13, 22] y
del area de filtracion, lo cual permite que el barrido al
perfil celular, sea aun mayor, aunque exista arrastre

C
1200 -

1000 -

800 -

600 ~

Fp (L/dias)

400 -

200

| -

4,20E-02
drea (m?)

con respecto a la velocidad de giro del spinfilter.

laminaridad

Interior del spinfilter

Figura 7. Resistencia de la zona de laminaridad al paso del flujo de intercambio (F). A) Corte longitudinal del spinfilter. (Fp+F):
capacidad de flujo de perfusion; r, z: direccién en los ejes coordenados do de se fija el sistema de referencia; v,: velocidad de
giro del spinfilter. B) Corte transversal del spinfilter. F: flujo de intercambio a través de la membrana; R: radio del spinfilter;
P, P,: presiones en los extremos de la superficie de la membrana; r,, r: radios interior y exterior del spinfilter.
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por el flujo de intercambio, que aparece por la misma
accion centrifuga del giro del filtro, al perfil celular.

Conclusiones

Se obtuvieron los modelos matematicos que pre-
dicen el cultivo en perfusion de células de mamife-
ros en tanques agitados, en cada una de sus etapas,
acoplando las ecuaciones cinéticas e hidrodinami-
cas [1-3, 9], lo cual resulta importante y atn no se
habia publicado. Con ese resultado fue posible de-
terminar la influencia de la velocidad de giro del
filtro y del area de filtracion sobre la capacidad de
flujo de perfusion del sistema. Aunque el modelo
presente limitaciones, se determind que con el au-
mento de la velocidad del giro y manteniendo el area
fija, aumentaba la capacidad de perfusion del sistema
y esta aumentaba en mayor medida si se incremen-
taba el area de filtracion, y asi se podria aumentar
el tiempo de filtracion o de perfusion [2, 3, 13, 20].

Recibido en agosto de 2008 . Aprobado
en marzo de 2010.
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Figura 8. Dependencia de la capacidad de flujo de perfusién con respecto al drea de filtracién.
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