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DESCRIPCION
Aparato de cultivo continuo con recipiente mévil para la seleccion de variantes de células filtrantes.
Campo de la invencion

[0001] La invencion descrita proporciona un método y un dispositivo que permite la seleccién de células vivas, con
tasas de reproduccion mayores y propiedades metabdlicas especificas, en un medio liquido o semisélido. Para el
proceso de seleccién (evolucién adaptativa), los organismos genéticamente modificados (mutantes) surgen en una
poblacién y compiten con otras variantes del mismo origen. Aquellos con la tasa de reproduccién mas rapida
aumentan en proporcion relativa durante el tiempo que conduce a una poblacién (y organismos individuales) con una
mayor tasa reproductiva. Este proceso puede mejorar el rendimiento de organismos usados en procesos industriales
o con fines académicos.

Antecedentes de lainvencién

[0002] La seleccion de una tasa reproductiva mayor (capacidad) requiere un crecimiento sostenible que se consigue
mediante la dilucion regular de un cultivo en crecimiento. En la técnica anterior esto se conseguia de dos formas:
Dilucién en serie y cultivo continuo, que difieren principalmente en el grado de dilucién.

[0003] El cultivo en serie supone la transferencia repetitiva de una pequefia cantidad de un cultivo a un recipiente
mucho mayor que contiene un medio de cultivo fresco. El proceso se repite cuando los organismos cultivados hayan
crecido hasta saturacion en el nuevo recipiente. Este método se ha usado para conseguir las demostraciones mas
largas de cultivo sostenido en la literatura (Lenski & Travisano: Dynamics of adaptation and diversification: a 10,000-
generation experiment with bacterial populations. 1994. Proc Natl Acad Sci USA. 15:6808-14), en experimentos que
claramente probaron ser una mejora consistente en la tasa reproductiva durante un periodo de afios. Este proceso
normalmente se hace de forma manual, con una considerable inversibn en mano de obra y est4d sujeto a
contaminacion debido a su exposicion al exterior. El cultivo en serie por lo tanto no es eficiente, segun se describe
en el siguiente pérrafo.

[0004] La tasa de seleccion o la tasa de mejora en la tasa reproductiva depende del tamafio de la poblacion (Fisher:
The Genetical Theory of Natural Selection.1930. Oxford University Press, Londres, UK). Ademas, en una situacion
como la transferencia en serie en la que el tamafio de la poblacion fluctia rapidamente, la seleccién es proporcional
a la media armoénica (N) de la poblacion (Wright: Size of population and breeding structure in relation to evolution.
1938. Science 87: 430-431), y por lo tanto puede calcularse por aproximacion por la poblacién mas baja durante el
ciclo.

[0005] El tamafio de la poblacion puede sostenerse y por lo tanto hacer la seleccion mas eficiente mediante cultivo
continuo. El cultivo continuo, a diferencia de la dilucién en serie, implica un volumen relativamente menor de manera
que una pequefia parte del cultivo en crecimiento se reemplaza regularmente por un volumen igual de un medio de
cultivo fresco. Este proceso maximiza el tamafio efectivo de la poblacion aumentando su tamafio minimo durante la
dilucién ciclica. Los dispositivos que permiten el cultivo continuo se llaman “quimiostatos” si las diluciones tienen
lugar en los intervalos de tiempo especificados, y “turbidostatos” si la dilucién tiene lugar automaticamente cuando el
cultivo crece a una densidad especifica.

[0006] En aras de la simplicidad, en adelante se agrupard a ambos tipos de dispositivos bajo el término
"quimiostato”. Los quimiostatos fueron inventados simultaneamente por dos grupos en los afios 50 (Novick & Szilard:
Description of the chemostat. 1950. Science 112: 715-716) y (Monod: La technique de la culture continue - Théorie
et applications. 1950. Ann. Inst. Pasteur 79:390-410). Los quimiostatos se han usado para demostrar cortos periodos
de mejora rapida en la tasa reproductiva (Dykhuizen DE. Chemostats used for studying natural selection and
adaptive evolution. 1993. Methods Enzymol. 224:613-31).

[0007] Los quimiostatos tradicionales no son capaces de mantener largos periodos de seleccion para una tasa
reproductiva mayor debido a la no intencionada seleccion de variantes resistentes a la dilucion (estatica). Estas
variantes son capaces de resistir la dilucién adhiriéndose a la superficie del quimiostato, y de esta manera, superan
a individuos menos pegajosos incluyendo aquellos con tasas reproductivas mas altas, obviando asi el fin pretendido
para el dispositivo (Chao & Ramsdell: The effects of wall populations on coexistence of bacteria in the liquid phase of
chemostat cultures. 1985. J. Gen. Microbiol. 131: 1229-36).

[0008] Se ha inventado un método y dispositivo quimiostatico (el Motor Genético) para evitar la resistencia a la
diluciéon en cultivo continuo (documento de patente US 6.686.194-B1 solicitado por PASTEUR INSTITUT [FR] &
MUTZEL RUPERT [DE]). Este método usa una transferencia de fluido controlada por una vélvula para mover
periddicamente el cultivo creciente entre dos quimiostatos permitiendo la esterilizacion y enjuague de cada uno entre
los periodos de crecimiento activo del cultivo. Los ciclos regulares de esterilizacién previenen la seleccion de
variantes resistentes a la dilucion al destruirlas. Este método y dispositivo logran el objetivo pero requieren complejas
manipulaciones independientes de varios fluidos en un entorno estéril (sellado), incluido uno (NaOH) que es muy
caustico y potencialmente muy reactivo, valvulas que se dafian rapidamente, y que plantean problemas de
contencidn y eliminacion de residuos.
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[0009] ElI documento JP 03.030.665 describe un dispositivo de subcultivo automatico para organismos
microscopicos o células que incluye un tubo flexible en el que el medio de cultivo esta lleno y varias valvulas de
bloqueo que pueden apretar o soltar dicho tubo y que se desplazan a lo largo del mismo para crear una nueva
camara de crecimiento.

[0010] El documento US 6.066.497 describe un aparato celular que comprende, montada en un rotor, una bomba
peristaltica con canales que estan conectados a botellas que contienen un cultivo celular. La bomba es capaz de
vaciar las botellas gracias a los rodillos de la bomba. Los canales no se mueven.

Resumen de lainvencién

[0011] Es por tanto objeto de la presente invencidn proporcionar un método mejorado (y completamente
independiente) y un dispositivo para cultivo continuo de organismos (que incluye bacterias, arqueas, eucariotas y
virus) sin interferencia de variantes resistentes a la dilucion. Como otros quimiostatos, el dispositivo proporciona un
medio de dilucién regular de un cultivo con un medio de cultivo fresco, un medio para intercambio de gas entre el
cultivo y el exterior, esterilidad y operacion automatica como quimiostato o como turbidostato.

[0012] La presente invencion esté disefiada para conseguir este objetivo sin transferencia de fluido, incluyendo las
funciones de esterilizacion y enjuague. Esto representa una ventaja especifica de la presente invencidén con respecto
a la técnica anterior en la medida en que evita los riesgos y dificultades asociados con la esterilizacion y enjuague,
incluyendo contencion y complejas transferencias de fluido que incluyen solventes causticos.

[0013] ElI cultivo continuo se consigue dentro de un tubo estéril flexible lleno de un medio de cultivo. La superficie del
medio y de la camara son estéticas entre si y ambas se reemplazan regular y simultaneamente por el movimiento
peristaltico de la tuberia a través de las “puertas” o puntos en los que el tubo esta estériimente subdividido por
abrazaderas que previenen que los organismos cultivados se muevan entre regiones del tubo. Para mayor
seguridad, las compuertas UV (opcionalmente) también se pueden afadir aguas arriba y aguas abajo del recipiente
de cultivo.

[0014] EI presente método y dispositivo también son una mejora con respecto a la técnica anterior en la medida en
gue continuamente, en lugar de periédicamente, eliminan por seleccion la adherencia de variantes resistentes a la
dilucion a las superficies del quimiostato, ya que el reemplazo de las superficies afectadas tiene lugar en tAndem con
el proceso de dilucion.

[0015] El tubo se subdivide de forma transitoria de manera que haya regiones que contengan cultivos saturados (en
fase adulta), regiones que contengan un medio fresco, y una regién intermedia, denominada cdmara de crecimiento,
en la que el cultivo se mezcla con el medio fresco para conseguir la dilucién. Las compuertas se liberan
periédicamente de un punto del tubo y se recolocan en otro punto, de manera que el cultivo junto con su superficie
de cadmara de crecimiento y organismos estaticos adheridos asociados, se extrae de la camara de crecimiento por
aislamiento y se sustituye por un medio fresco y una superficie de la cdmara fresca. Con este método, las variantes
estaticas se contraseleccionan especificamente retirandolas de la region en la que tiene lugar la seleccion (la
camara de crecimiento).

Breve descripcion de los dibujos

[0016] Sin ser exhaustiva ni limitadora, una posible configuraciéon general incluird varios componentes seglin se
describen de aqui en adelante. A continuacidon se ejemplifica la presente invencion en base a una realizacion
preferida, con referencia a los dibujos en los que:

la Figura 1 presenta una vista general de una posible configuracién del dispositivo en el que:

(1) representa la tuberia flexible que contiene las diferentes regiones del dispositivo que son:
medio fresco aguas arriba (7), cAmara de crecimiento (10), camara de muestreo (11) y region de
cultivo eliminado (15)

(2) representa la caja controlada por termostato que permite la regulacion de la temperatura de
acuerdo a las condiciones determinadas por el usuario, y en las cuales se puede situar:

a. dicha cadmara de crecimiento (10),
b. dicha cAmara de muestreo (11),

c. compuerta en sentido ascendente (3) que define el comienzo de dicha camara de
crecimiento (10),

d. compuerta aguas abajo (4) que define el final de dicha camara de crecimiento (10) y el
comienzo de dicha camara de muestreo (11)
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e. segunda compuerta aguas abajo (5) que define el final de dicha camara de muestreo
(11),

f. turbidimetro (6) que permite al usuario o al sistema de control automatico monitorizar la
densidad éptica del cultivo y opera un sistema de control de retroalimentacion (13), que
permite el movimiento controlado de la tuberia (1) en base a la densidad del cultivo
(funcién de turbidostato),

g. uno o varios agitadores (9).

Cabe sefialar que los elementos del dispositivo enumerados en a-g también pueden estar situados
fuera de una caja controlada por termostato, o en caso de su ausencia.

(7) representa el medio fresco en la tuberia flexible sin usar,

(8) representa un cilindro cargado con tuberias llenas de un medio fresco para administrar dicho
medio fresco y tuberia durante el funcionamiento.

(12) representa las compuertas de radiacion ultravioleta opcionales,

(13) representa el sistema de control que puede consistir en un ordenador conectado con medios
de comunicacion a diferentes interfaces de monitoreo o funcionamiento, como turbidimetros de
densidad Optica, dispositivos de medicion y de regulacion de temperatura, agitadores y motores
basculantes, etc., que permiten la automatizacion y el control de operaciones,

(14) representa el cilindro opcional de eliminacién en el que se enrolla la tuberia que contiene
tuberias llenas de cultivo eliminado,

(15) representa cultivo eliminado situado aguas abajo de dicha cAmara de muestreo.

La Figura 2 presenta dos posiciones del dispositivo posibles, ejemplificando el hecho de que dicha caja
controlada por termostato (2) y otras piezas de dicho dispositivo asociadas con dicha camara de cultivo se
pueden bascular varios grados para agitarlas, para hacer circular el gas y eliminarlo y para garantizar la
eliminacion de las células granuladas (agregadas) que puedan escapar de la dilucion asentdndose en el
fondo. Las Figuras 3 a 9 representan dicha tuberia flexible (1) en posiciéon en dicha caja controlada por
termostato (2) e introducida por compuertas (3), (4) y (5) a través de las cuales dicha tuberia permanecera
durante todos los pasos del proceso y a través de las cuales dicha tuberia se movera conforme a su
movimiento peristéltico. La Figura 3 simboliza el estado TO del dispositivo en el que todas las regiones de
dicha tuberia flexible estan llenas de un medio fresco antes de la inyeccién del organismo del que se
pretende realizar el cultivo continuo. La Figura 4 simboliza el estado T1 de dicha tuberia flexible justo antes
de la inyeccion de la cepa de organismos. La Figura 5 simboliza el estado T3 del dispositivo el cual es un
periodo de crecimiento durante el cual el cultivo crece en la region definida como camara de crecimiento
(10) limitada por dichas compuertas (3) y (4). La Figura 6 simboliza el estado T3 del dispositivo, justo antes
del primer movimiento peristéltico de la tuberia y del medio asociado, el cual determina el comienzo del
segundo ciclo de crecimiento, introduciendo la tuberia y el medio frescos mediante movimiento de la
compuerta 3 simultaneamente a una transferencia del volumen equivalente de la tuberia, medio y cultivo
fuera de la regidén de la camara de crecimiento (10) y hacia la regién de la camara de muestreo (11)
mediante movimiento de la compuerta 4. Es critico reconocer que la tuberia, el medio que esta en la tuberia
y cualquier cultivo que haya crecido en ese medio se mueven juntos. La transferencia de fluido solo ocurre
en la medida en que el medio fresco y el cultivo se mezclan gracias a la agitacién en la region de la camara
de crecimiento. La Figura 7 simboliza el estado T4 del dispositivo que es el segundo ciclo de crecimiento;
durante este ciclo los organismos que permanecen en la camara de crecimiento tras el movimiento
peristaltico de la tuberia ahora pueden crecer usando nutrientes proporcionados en el medio fresco que se
mezcla con el cultivo restante durante este paso. La Figura 8 simboliza el estado T5 del dispositivo, justo
antes del segundo movimiento peristaltico de la tuberia y del medio contenido, el cual determina el
comienzo del tercer ciclo de crecimiento, introduciendo la tuberia y el medio frescos mediante movimiento
de la compuerta 3 simultaneamente con una transferencia del volumen equivalente de la tuberia, medio y
cultivo fuera de la region de la camara de crecimiento (10) y hacia la regién de la camara de muestreo (11)
mediante movimiento de la compuerta 4. La Figura 9 simboliza el estado T6 del dispositivo que es el tercer
ciclo de crecimiento; este paso es equivalente al estado T4 e indica la naturaleza repetitiva de las siguientes
operaciones. Pueden extraerse muestras de organismos seleccionados de la region de la camara de
muestreo (11) en cualquier momento usando una jeringa u otros dispositivos de extraccion. La Figura 10
presenta un posible perfil de dientes que determinan una compuerta en la configuracion que consiste en
dos dientes de apilamiento que aprietan la tuberia flexible. Las compuertas también se podrian determinar
mediante un Unico diente que haga presion contra una correa movil, abrazaderas extraibles u otros
mecanismos que prevengan el movimiento de organismos a través de la compuerta y que puedan colocarse
y retirarse alternativamente en diferentes posiciones a lo largo de la tuberia,
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Descripcion detallada de laiinvencién
[0017] En las figuras 3 a 9 se ilustra el funcionamiento basico del dispositivo.

[0018] Una configuracién posible del presente dispositivo se muestra en la figura 1, tal y como aparece tras haber
sido cargado con un tubo fresco del medio estéril (se muestra dividido en regiones A-H por dichas compuertas (3),

4)y (5)).

[0019] La inoculacién del dispositivo con el organismo elegido se puede conseguir introduciendo el organismo en la
camara de crecimiento (fig. 3) con una inyeccion (figura 4, regiéon B). El cultivo podra entonces crecer hasta la
densidad deseada y comenzara el cultivo continuo (fig. 5).

[0020] EI cultivo continuo continuara con los movimientos repetitivos de las regiones con compuerta de la tuberia.
Esto necesita los movimientos simultaneos de las compuertas, la tuberia, el medio y cualquier cultivo en la tuberia.
La tuberia siempre se movera en la misma direccion; la tuberia sin usar que contiene el medio fresco (y en adelante
denominada ‘aguas arriba’ de la camara de crecimiento (7)) se movera hacia la camara de crecimiento y mezclara el
cultivo que quede ahi proporcionando asi el sustrato para que sigan creciendo los organismos ahi contenidos. Antes
de la introduccion a la region de la cAmara de crecimiento, este medio y su tuberia asociada se mantendran en
condicion estéril con la separacién de la cdmara de crecimiento por las compuertas aguas arriba (3). La tuberia
usada que contiene el cultivo sera simultdneamente desplazada 'aguas abajo’ y separada de la camara de
crecimiento por las compuertas aguas abajo (4).

[0021] La configuracion de la compuerta no es un punto especifico de la presente solicitud de patente. Por ejemplo,
en una configuracion dada, las compuertas se pueden disefiar como una cadena de mlltiples dientes que se
mueven simultdneamente o en otra configuracion separados en diferentes cadenas sincronizadas como se ilustra en
la figura 1. Las compuertas pueden consistir en un sistema hecho de dos dientes que aprietan el tubo apilandolo
como se describe en la figura 10, evitando la contaminacion entre las regiones G y H de la tuberia gracias a la
precision de la interfaz entre los dientes. En otra configuracion, las compuertas estériles se pueden obtener
presionando un diente contra un lado de la tuberia y de esta manera presionando firmemente la tuberia contra un
chasis fijo a lo largo del cual la tuberia se desliza durante el movimiento peristaltico, como se esboza en las figuras 3
a9, marcas 3,4y5.

[0022] Dicha caja controlada por termostato (2) se obtiene por medios ya conocidos como un termémetro acoplado a
un dispositivo de calefaccion y refrigeracion.

[0023] La aireacidon (intercambio de gas), si se necesita para el crecimiento del organismo cultivado o segun el
disefio del experimento, se consigue directamente y sin asistencia mecanica mediante el uso de tuberias
permeables al gas. Por ejemplo y sin ser limitativo, la tuberia flexible permeable al gas puede estar hecha de
silicona. La aireacién se puede conseguir mediante el intercambio con la atmésfera ambiente o mediante el
intercambio con una atmosfera artificialmente definida (liquido o gas) que hace contacto con la camara de
crecimiento o con todo el quimiostato. Si un experimento requiere anaerobiosis la tuberia flexible puede ser
impermeable al gas. Por ejemplo y sin ser limitativo, la tuberia flexible impermeables al gas puede estar hecha de
silicona revestida o tratada.

[0024] Para condiciones de evolucidn anaerébicas se pueden confinar regiones de la tuberia en un area atmosférica
especifica y controlada para controlar la dinamica de intercambio de gas. Esto se puede lograr o bien haciendo que
dicha caja controlada por termostato sea hermética y luego inyectandole gas neutral o colocando todo el dispositivo
en una habitaciéon de atmoésfera controlada.

[0025] La contraseleccion de variantes estaticas se consigue al reemplazar la superficie de la cAmara de crecimiento
junto con el medio de cultivo.

[0026] El dispositivo ademas esta disefiado para funcionar en variedad de orientaciones respecto a la gravedad, eso
es, a bascular segiin muestra la figura 2 a lo largo de un rango de hasta 360°.

[0027] Las variantes resistentes a la dilucion pueden evitar la dilucién adhiriéndose entre si en vez de a la pared de
la camara si las células agregadas pueden caer aguas arriba y de esta manera evitar su extraccién de la camara.
Por consiguiente es deseable que la tuberia bascule hacia abajo, de manera que las células agregadas caigan hacia
la region que sera extraida de la camara de crecimiento durante un ciclo de movimiento del tubo. Esta configuracion
supone bascular el dispositivo de manera que las compuertas aguas abajo estén debajo de la compuertas aguas
arriba respecto a la gravedad.

[0028] La camara de crecimiento puede ser despresurizada o sobrepresurizada segin las condiciones elegidas por
el experimentador. Se pueden emplear diferentes medios para ajustar la presion, por ejemplo aplicando vacio o aire
presurizado al medio y tuberia frescos a través de su extremidad en sentido ascendente y a través de la camara de
crecimiento; otra forma de despresurizar o sobrepresurizar la tuberia se puede hacer alternando el apriete y el cierre
de la tuberia en sentido ascendente de la camara de crecimiento.
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[0029] Si el medio esta contenido en una tuberia permeable al gas, puede que se formen burbujas de aire en el
medio. Ascenderan a la parte superior de la regién sellada de la tuberia y quedaran atrapadas alli hasta que el
movimiento de la regién (y de las compuertas que la definen) libere la region hacia bien la camara de crecimiento,
bien la cAmara de muestreo o bien el punto final del quimiostato (figura 6, regiones D-C, B o A, respectivamente). Si
el dispositivo se bascula hacia abajo dichas burbujas se acumularan en la camara de crecimiento o camara de
muestreo y desplazaran el cultivo. El dispositivo esta disefiado para bascular hacia arriba periédicamente durante un
ciclo de movimiento del tubo, permitiendo la extraccién del gas acumulado en dichas camaras.

[0030] Los movimientos basculantes del dispositivo, y/o la agitacién de la camara de crecimiento por un dispositivo
externo (9) se pueden usar para disminuir la agregacion de células en la camara de crecimiento. Alternativamente,
en la tuberia se pueden incluir una o varias barras de agitacién llenas del medio fresco antes de la esterilizacion y
agitadas magnéticamente durante las operaciones de cultivo.

[0031] La longitud proporcional de las regiones del medio fresco definidas por las compuertas aguas arriba
comparadas con la longitud de la cAmara de cultivo definiran el grado de dilucién conseguido durante un ciclo.

[0032] La frecuencia de la dilucion puede determinarse cronometrando (funcién de quimiostato) o por regulacién por
retroalimentacion en la que la densidad del cultivo en la cAmara de crecimiento se mide con un turbidimetro (figura 1-
marca 6) y el ciclo de dilucion tiene lugar cuando la turbidez alcanza un valor de umbral (funcién de turbidostato).

[0033] La camara de muestreo permite la retirada del cultivo para analizar el resultado del experimento, recolectar
organismos con una tasa de crecimiento mejorada para otros cultivos, almacenamiento o implementacion funcional,
u otros fines como conteo de la poblacion, comprobacién de la composiciéon quimica del medio o pruebas de pH del
cultivo. Para conseguir la monitorizacion permanente del pH dentro de la cAmara de crecimiento, la tuberia puede
incluir de serie una linea de indicacion de pH incrustada en la pared de la tuberia.

[0034] Se puede usar cualquier forma de material liquido o semisélido como medio de cultivo en el presente
dispositivo. La capacidad de utilizar sustratos de crecimiento semisolidos es un avance notable respecto de la
técnica anterior. El usuario puede elegir y definir el medio de cultivo que definir4 los procesos metabdlicos mejorados
por el proceso de seleccion.

[0035] De ser necesario el presente dispositivo puede contener multiples camaras de crecimiento, de manera que
las compuertas aguas abajo de una cdmara de crecimiento se conviertan en las compuertas aguas arriba de otra.
Esto podria, por ejemplo, permitir que un organismo creciera solo en la primera cAmara, y luego actuara como fuente
nutritiva para un segundo organismo (0 virus) en la segunda camara.

[0036] Este dispositivo y método permiten a los investigadores y desarrolladores de productos desarrollar cualquier
cepa de células vivas cultivables en suspension mediante crecimiento sostenido (cultivo continuo); el organismo
mejorado resultante puede constituir una nueva cepa o especie. Estos nuevos organismos pueden identificarse por
mutaciones adquiridas durante el cultivo, y estas mutaciones pueden permitir distinguir a los nuevos organismos de
las caracteristicas genotipicas de sus antecesores. Este dispositivo y método permite al investigador seleccionar
nuevas cepas de cualquier organismo vivo segregando individuos con tasas de reproduccion mejoradas mediante un
proceso de seleccién natural.
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REIVINDICACIONES

1. Un dispositivo que mejora la tasa de reproduccién (mediante una mayor velocidad de reproduccion y/o

10.

11.

12.

13.

14.

rendimiento reproductivo) de células vivas en suspensién o cualesquiera organismos cultivables, incluyendo
bacterias, arqueas, eucariotas y virus mediante un proceso de seleccion natural, dicho dispositivo incluye:

a) una tuberia flexible estéril (1) que contiene un medio de cultivo,
b) un sistema de compuertas (3, 4, 5) logrado con abrazaderas que dividen la tuberia en:
- una regién aguas arriba que contiene un medio de cultivo fresco (7),

- una camara de crecimiento (10) que contiene el cultivo situado entre las regiones aguas arriba y aguas
abajo,

- y una region aguas abajo que contiene cultivo residual (15),

¢) un medio para mover la tuberia (1) con respecto a las compuertas (3, 4, 5), de manera que una porcion
(B) de la camara de crecimiento y del cultivo asociado puedan soltarse y separarse de la camara de
crecimiento, y de manera que una porcion (D) de la tuberia fresca que contiene medio sin usar pueda unirse
a una porcion (C) del cultivo y del medio asociado ya presente en la cAmara de crecimiento,

caracterizado porque la tuberia (1), el medio y el cultivo dentro de la tuberia se mueven mediante el
movimiento peristaltico simultaneo de las compuertas.

El dispositivo segun la reivindicacion 1, en el que dicho sistema de compuertas ademas divide la tuberia (1) en
una camara de muestreo (11) situada aguas debajo de dicha camara de crecimiento.

El dispositivo segun la reivindicacion 1 o 2, en el que dicho sistema de compuertas ademas divide la tuberia (1)
en multiples camaras de crecimiento, de manera que la compuerta aguas abajo de una cadmara de crecimiento
se convierta en la compuerta aguas arriba de otra.

El dispositivo seguin la reivindicacion 1-3, en el que la tuberia es flexible para permitir el apriete y la
segregacion en camaras separadas.

El dispositivo segun la reivindicacion 1-4, en el que dichas compuertas estan disefiadas como una o mas
cadenas de multiples dientes que se mueven simultaneamente.

El dispositivo segun la reivindicacion 1-5, en el que dichas compuertas consisten en un sistema hecho de dos
dientes que aprietan el tubo apilandolo, evitando la contaminacién entre regiones (G, H) de la tuberia gracias a
la precision de la interfaz entre los dientes.

El dispositivo segun la reivindicaciéon 1-6, en el que la tuberia es permeable al gas, por ejemplo compuesto
primariamente de silicona para permitir el intercambio de gas entre el organismo cultivado y el exterior, segun
el tipo de experimento.

El dispositivo segun la reivindicacién 1-6, en el que la tuberia es impermeable al gas, para prevenir el
intercambio de gas entre el organismo cultivado y el exterior, si el experimento requiere anaerobiosis.

El dispositivo segun la reivindicacion 1-8, en el que la tuberia es transparente o translicida para permitir la
medicion de la turbidez.

El dispositivo segln la reivindicacion 9, que ademas comprende un turbidimetro (6) y un sistema de control
(13), para monitorizar la densidad 6ptica del cultivo y operar un movimiento controlado de la tuberia (1) en base
a la densidad del cultivo.

El dispositivo segln la reivindicacion 1-10, que ademas comprende un medio para despresurizar o
sobrepresurizar, respecto a la atmosfera ambiente, la tuberia de la cAmara de crecimiento y medios y cultivos
asociados, segun lo requieran las necesidades del experimento.

El dispositivo segun la reivindicacion 1-11, que ademas comprende una linea de indicacion de pH incrustada en
la pared de la tuberia para conseguir la monitorizacion permanente del pH dentro de la cAmara de crecimiento.

El dispositivo segun la reivindicacion 1-12, que ademéas comprende un medio (2) para calentar o enfriar la
tuberia de la cdmara de crecimiento y los medios y cultivos asociados, segun sea apropiado para las
condiciones del experimento.

El dispositivo segln la reivindicacion 1-13, que ademas comprende un medio (9) para agitar o mantener sin
movimiento la tuberia de la camara de crecimiento y los medios y cultivos asociados.
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El dispositivo segun la reivindicacién 14, en el que la tuberia puede incluir una o varias barras de agitacion para
agitar.

El dispositivo segln la reivindicaciéon 1-15, que ademas comprende un medio (2) para confinar regiones de la
tuberia a un area atmosférica especifica y controlada para controlar la dindmica de intercambio de gas.

El dispositivo segun la reivindicacion 1-16, que ademas comprende un medio (2) para bascular la tuberia y los
medios y cultivos asociados de la camara de crecimiento bien hacia abajo para eliminar células agregadas o
hacia arriba para eliminar aire.

Un método que aumenta la tasa de reproduccion de células vivas en suspension o cualesquiera organismos
cultivables, incluyendo bacterias, arqueas, eucariotas y virus mediante un proceso de seleccion natural, que
comprende:

a) dividir una tuberia flexible estéril (1) que contiene un medio de cultivo (7) mediante el cierre de
compuertas (3, 4, 5) en una region aguas arriba (7) que contiene un medio de cultivo fresco, una cdmara de
crecimiento (10) que contiene el cultivo en crecimiento situado entre las regiones aguas arriba y aguas
abajo, una camara de muestreo (11) situada aguas debajo de dicha camara de crecimiento, y una regién
aguas abajo (15) que contiene cultivo residual;

b) proporcionar un cultivo inicial en la camara de crecimiento (10) descrita mediante una inyeccion estéril de
un fermento lactico;

¢) mantener condiciones de crecimiento seguin requisitos experimentales;

d) después de cierto crecimiento del cultivo aplicar un movimiento peristaltico simultdneo de las compuertas
(3, 4, 5) para mover la tuberia (1), y el medio y el cultivo dentro de la tuberia, a fin de mover porciones
iguales de medio fresco y de cultivo (respectivamente) dentro y fuera de la region definida como cadmara de
crecimiento, permitiendo que la porcién restante del cultivo se mezcle con la porcién introducida del medio
fresco y continte creciendo;

e) reproducir los pasos c) y d) hasta el final del experimento para conseguir cultivo continuo y seleccion de
variantes con mayores tasas reproductivas;

f) extraccion de una muestra del cultivo de la camara de muestreo (11) segin las necesidades.

Un método segun la reivindicacion 18 en el que el paso c) incluye mantener las condiciones de crecimiento
segun la temperatura, presion, densidad éptica, acidez quimica, agitacion y/o aireacion con varios gases.

Un método segun la reivindicacion 18 0 19 en el que el paso c) ademas incluye confinar regiones de la tuberia
a un area atmosférica especifica y controlada para controlar la dinamica de intercambio de gas.

Un método segun la reivindicaciéon 18-20 en el que el paso c¢) ademas incluye una combinacién de bascular el
dispositivo y hacer funcionar agitadores para agitar convenientemente para mezclar el cultivo para prevenir o
reprimir la agregacion de organismos vivos.

Un método segun la reivindicacion 18-21 en el que el paso a) ademas comprende dividir la tuberia en mdltiples
camaras de crecimiento, de manera que la compuerta aguas abajo de una cadmara de crecimiento se convierta
en la compuerta aguas arriba de otra, y en el que el paso b) ademas incluye proporcionar un segundo
organismo en dicha camara de crecimiento.
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Fig. 3 - Tubo lleno de medio antes de la inyeccién - Estado TO. Medio fresco en cada regién
de la tuberia A, B, C, D, y E

Direccién del

movimiento

Fig. 4 - Camara justo después de la inyeccién - Estado Tl, just al comienzo del primer ciclo.

Cultivo en crecimiento en las regiones C y B.
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Fig. 5 - Estado T2, durante el primer ciclo de crecimiento.
en las regiones C y B.
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Fig. 6 - Estado T3, justo al comienzo del segundo ciclo de crecimiento, justo después del

primer clpqvj.m&gp!:_oﬂ_q_e_l_ tubo. Cultivo en crecimiento en las regiones D y C.
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Fig. 7 - Estado T4, durante el segundo ciclo de crecimiento. Cultivo en crecimiento
en las regiones D y C.
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Fig. 8 - Estado T5, justo al comienzo del tercer ciclo de crecimiento, justo después
del segundo movimiento del tubo. Cultivo en crecimiento en las regiones E y D.
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Fig. 9 - Estado T6, durante el tercer ciclo de crecimiento.
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