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DESCRIPCION

Método, aparato y sistema para separar células eucariotas o procariotas u otro material particularmente biolégico de
una suspension.

El invento presente se refiere a un método, aparato y sistema para separar células eucariotas o procariotas u otro
material particularmente bioldgico, sensibles a grandes fuerzas/esfuerzos de cizalladura, de una suspension.

En el documento EP 1 280 885 A1 se consigue la separacion de células de mamiferos, células de insectos y células
botanicas de una suspension celular mediante el uso de un hidrociclén.

El hidrocicldn tipico descrito en este documento consiste de una parte/cono que se estrecha y una parte cilindrica
superior, que comprende una entrada para alimentar tangencialmente la suspension. La parte cilindrica esta cerrada
por una tapa que tiene dispuesta en el medio una abertura en la tapa, el aliviadero superior. El cono del hidrociclon
acaba en una salida, el aliviadero inferior. El hidrociclon no tiene partes moviles, opera automaticamente y tiene una
gran durabilidad. El ambito convencional para el uso de hidrociclones es para concentrar suspensiones, en las que
las particulas de grano grueso salen del dispositivo en la forma de suspension concentrada por el aliviadero inferior
del hidrociclén. Las particulas finas, que no han sido separadas, salen del hidrociclén en la forma de una suspension
diluida por la abertura en la parte superior del aparato, el aliviadero superior.

La suspension inicial es alimentada tangencialmente por la entrada al hidrociclon, que esta generalmente en la parte
cilindrica del hidrociclén. La suspension comienza a girar dentro del hidrociclon. La suspension se acelera cuando
comienza a ser impulsada en traslacion hacia abajo de la seccidn estrechada del hidrociclon. El material celular que
tiene tipicamente una densidad mayor que la del resto de la suspensién, se mueve hacia la pared exterior y sale del
hidrociclén por la salida del aliviadero inferior. El resto de la suspension es recuperado por la abertura de la parte
superior del hidrociclén.

En el documento EP 1 280 885 A1 se usa un hidrociclén en un sistema de perfusiéon en el que el material celular
repatriado deja descontrolado el aliviadero inferior del hidrociclén dentro del biorreactor/depédsito colector. EI material
celular rebota con la méaxima velocidad sobre la superficie de la suspension dentro del biorreactor. Esto puede dar
lugar a grandes esfuerzos/fuerzas no fisiolégicos, que pueden afectar negativamente a la viabilidad y a la
productividad de las células.

También puede ocurrir que una subita disminucidn de la presiéon dé lugar a una expansién/relajacion subitas en el
extremo de la salida/aliviadero inferior del hidrociclon o que una gran diferencia de presion entre la entrada y la
salida afecte negativamente la viabilidad del material celular. Debido a la subita disminucion de presion al emitir la
suspension del aliviadero inferior a la suspension del biorreactor se causan grandes fuerzas de cizalladura al
sensible material celular, que son responsables de degradar la viabilidad de las células.

Es por tanto un objetivo del invento presente proporcionar un método, un aparato y/o un sistema que controle el flujo
de salida de la suspensién celular enriquecida de tal manera que aparezcan solamente pequefios esfuerzos de
cizalladura y la viabilidad del material celular sea mantenida a un nivel alto.

Este objetivo se consigue mediante las caracteristicas de las reivindicaciones.

El invento procede de la idea basica de usar un hidrociclon para la separacion de las células eucariotas o procariotas
u otro material particularmente biolégico y guiar y/o decelerar la suspension enriquecida de material celular desde o
a través de la salida del hidrocicléon de tal manera que ocurra un minimo de esfuerzos de cizalladura y la energia
cinética de la suspensién enriquecida a la salida del hidrociclon sea reducida para que la viabilidad del material
celular sea minimamente influenciada.

En principio, es deseable una gran diferencia de presion para grandes enriquecimientos lo que da lugar a una
mayor velocidad de giro en la parte del hidrociclon que se estrecha y una mayor energia cinética en la salida del
dispositivo. Esto representa un problema para dicho material celular ya que la velocidad de giro en la salida del
hidrociclén puede aportar grandes fuerzas de cizalladura al material celular, que puede resultar dafiado y disminuir la
viabilidad del material celular de la suspensién. En principio hay dos efectos que deberian ser considerados en un
tratamiento cuidadoso del material celular guiado desde la salida del hidrociclén hasta dentro del biorreactor:

1. La suspension celular enriquecida puede ser decelerada por medios de flujo que estén aplicados al aliviadero
inferior del hidrociclon. Los medios de flujo pueden ser de preferencia un tubo rigido o flexible conectado a la salida
por el aliviadero inferior del hidrociclon. EI movimiento giratorio de la suspensién celular enriquecida en la salida del
hidrociclén es transformado facilmente en un flujo laminar dentro de los medios de flujo. Los medios de flujo en la
salida del hidrociclén estan aplicados de preferencia en un primer angulo agudo hacia el eje longitudinal de la salida
o hacia al eje longitudinal del hidrociclén. ElI material celular se decelera en los medios de flujo evitando grandes
esfuerzos de cizalladura debidos a la evacuacion tangencial de los medios de flujo. La longitud de los medios de
flujo es de preferencia mayor de 10 cm y mas preferentemente entre 50 y 100 cm para decelerar la suspension. Este
efecto debe ser considerado cuando no es posible o deseable una inmersién directa de los medios de flujo dentro de
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la suspensién del biorreactor, como en sistemas en los que el hidrociclon es aplicado en un bucle externo del
biorreactor. Esta instalacion favorece el desarrollo del proceso en pequefios biorreactores como los biorreactores de
banco.

2. Ademas de decelerar la suspensiéon en los medios de flujo, el drenaje del biorreactor puede causar también
grandes esfuerzos de cizalladura. Por tanto, alternativa o adicionalmente, se realiza un guiado directo o mediante
medios de flujo dentro de la suspension, bajo el nivel superior del fluido del biorreactor. La salida del hidrociclon
puede estar sumergida directamente en el fluido del biorreactor o el hidrociclén puede estar aplicado por encima del
nivel superior del fluido del biorreactor y la suspension enriquecida ser guiada desde la salida del hidrociclon hasta
dentro del biorreactor mediante medios de flujo. Los medios de flujo, preferentemente un tubo rigido o flexible, guian
la suspension desde la salida del hidrociclon hasta dentro del fluido donde el extremo de los medios de flujo en
oposicion a la salida del hidrociclon guia la suspension bajo el nivel superior del fluido del biorreactor. El tltimo
método es el preferido, ya que la energia de separacion del hidrociclon depende de la presion hidrostatica. En
hidrociclones aplicados por encima del nivel del fluido del biorreactor, se alcanza una presion hidrostatica mayor y
por tanto puede perfundirse un mayor volumen por unidad de tiempo. En este caso, la friccion del material celular
con las moléculas de la suspension/fluido del biorreactor decelera el material celular e impide el dafio a dicho
material celular.

Otra posibilidad alternativa que puede ser combinada opcionalmente con una o ambas de las dos soluciones
mencionadas anteriormente es el drenaje de la suspension por encima (o por debajo) del nivel del fluido superior del
biorreactor mediante medios de flujo contra la pared del biorreactor o de un depdsito separado. Los medios de flujo,
de preferencia un tubo con una seccion transversal redonda, estan dispuestos en su extremo distal en un segundo
angulo agudo hacia la pared del biorreactor. El extremo distal de los medios de flujo, en oposicién a la salida del
hidrociclén, esta de preferencia cortado en un tercer angulo agudo con respecto al eje longitudinal de los medios de
flujo que se corresponde de preferencia con el segundo angulo agudo mencionado anteriormente. Por tanto, la
abertura del tubo en el extremo distal tiene forma oval. La abertura con forma oval de los medios de flujo esta de
preferencia aplicada a una pequefa distancia de la pared del biorreactor, para que la suspension del material celular
fluya sustancialmente de forma tangencial contra la pared. La suspension del material celular fluye verticalmente
hacia abajo de la pared, pero la direccion del flujo puede diferir también de la direccion vertical.

Este método de separacion no es solamente aplicable a los sistemas de perfusion, sino que puede ser usado en
general para cualquier separacion de células eucariotas o procariotas sensibles a grandes fuerzas de cizalladura en
la que se desea una gran viabilidad.

A continuacién se describe el invento con mas detalle junto con los dibujos que se adjuntan, en los que:

la Figura 1 muestra una primera realizacion preferida del invento presente con unos medios de flujo en un angulo
agudo;

la Figura 2 muestra una segunda realizacién preferida del invento presente con unos medios de flujo que guian la
suspensién por debajo del nivel superior del fluido del biorreactor;

la Figura 3 muestra una tercera realizacion preferida del invento presente, que guia la suspensién directamente por
debajo del nivel superior del fluido del biorreactor;

la Figura 4 es un ejemplo de un cultivo continuo de células SP2/0 en un reactor de 5 L mediante perfusion por
hidrociclén de acuerdo con el invento presente, y

la Figura 5 es un ejemplo de un cultivo continuo de células NSO en un reactor de 5 L mediante perfusién por
hidrociclén de acuerdo con el invento presente.

La Figura 1 muestra la primera realizacion preferida del invento presente para separar células eucariotas o
procariotas u otro material particularmente biolégico que comprende al menos un hidrociclén con al menos una
entrada 4 y una salida 5. La salida 5 que forma el aliviadero inferior del hidrociclon esta esencialmente en oposicion
a la entrada 4. El espacio interior 2 del hidrociclédn converge hacia la salida 5. La suspension entra en el hidrociclon
por la entrada 4 dispuesta tangencialmente a la pared interior de una camara de separacion 1 que se extiende
longitudinalmente, que esta aplicada por encima de la camara 2 formada con un estrechamiento. La presion de
entrada crea una gran velocidad de entrada que a su vez da lugar a un vortice liquido libre dentro de la camara.
Fuerzas centrifugas actian sobre el liquido y el material celular de la suspensién dando lugar a una separacion
segun sus densidades relativas. El hidrociclon tiene al menos dos salidas de la camara de separacion, dicha salida 5
esta situada esencialmente en oposicion a la entrada para adaptar el aliviadero inferior 5 para la fraccion de mayor
densidad, y una segunda salida que esta situada en el extremo superior del hidrocicléon para adaptar un aliviadero
superior 3 para la fraccion de menor densidad. La suspension celular enriquecida tiene una elevada velocidad de
giro y por tanto las células tienen una gran energia cinética en la salida 5. De acuerdo con el invento, el material
celular debe ser decelerado en o después de la salida para que se produzcan solamente pequefias fuerzas de
cizalladura en el material celular. Esto puede conseguirse mediante medios de flujo 6 aplicados a la salida del
hidrociclén. En esta realizacion preferida, los medios de flujo 6 estan dispuestos en un primer angulo esencialmente

3



10

15

20

25

30

35

50

ES 2390124 T3

agudo a1l hacia el eje longitudinal de la salida o hacia el eje longitudinal del hidrocicldon aplicado, para que la
suspension enriquecida tenga un flujo esencialmente tangencial al menos cerca de la salida dentro de los medios de
flujo. Los medios de flujo 6 pueden ser un tubo flexible o rigido. Aplicar unos medios de flujo en un angulo
esencialmente agudo a1 hacia el eje longitudinal de la salida o hacia el eje longitudinal del hidrociclén da lugar a un
orificio con forma oval en la salida del hidrociclon. Para reducir la energia cinética del material celular antes de que
caiga en el biorreactor 10 los medios de flujo 6 tienen una longitud minima preferida de al menos 10 cm, mas
preferentemente una longitud entre 50 y 100 cm.

Para usar el hidrociclén, por ejemplo, en un sistema de perfusion, los medios de flujo 6 guian la suspension hasta
dentro del biorreactor. Para drenar la suspensiéon por encima del nivel superior del fluido 9 del biorreactor 10 los
medios de flujo 6 son aplicados en un segundo angulo agudo a2 contra la pared del biorreactor. El extremo de los
medios de flujo, en oposicion a la salida del hidrociclon, esta cortado de preferencia en un tercer angulo agudo a3.
Por tanto, la interseccion o abertura en el extremo distal del tubo tiene forma oval. La abertura con forma oval en el
extremo distal de los medios de flujo esta dispuesta a una distancia pequefia de cara a la pared del biorreactor, para
que el material celular fluya sustancialmente de forma tangencial contra la pared. La distancia esta de preferencia
dentro del margen de 1 a 50 mm.

La segunda realizacion preferida del invento presente, mostrada en la Figura 2, proporciona un hidrociclon
conectado por unos medios de flujo 11 6 un saliente de comunicacion al biorreactor 10 en el que la salida 5 del
hidrociclén esta dispuesta con relaciéon al biorreactor para que la suspension sea entregada por debajo del nivel
superior de la suspensién/fluido dentro del biorreactor. Los medios de flujo 11 del biorreactor estan sumergidos en el
fluido 9 del biorreactor 10 para que la suspension procedente de los medios de flujo sea transportada por debajo del
nivel superior del fluido 9 dentro del biorreactor. Debido a la inmersion de los medios de flujo la presidn hidrostatica
dentro del hidrociclén es lo suficientemente pequefa para evitar las energias cinéticas que puedan dafar el material
celular. Ademas, el material celular es decelerado debido a la friccién con las moléculas de la suspension.

Por un lado, los esfuerzos de cizalladura disminuyen cuando se reduce la presién hidrostatica, por otra parte, la
energia de separacion disminuye. Para conseguir una deseada mayor velocidad de produccion, es favorable el uso
de al menos dos hidrociclones en paralelo o en serie o una combinacion en paralelo y en serie.

En la Figura 3, el hidrocicléon guia la suspension celular enriquecida a través del conector 12 por debajo del nivel
superior del fluido 9 del biorreactor 10, en la que el hidrociclén esta dispuesto horizontalmente. Se aprecia también
disponer el hidrociclon verticalmente o en cualquier otro angulo con el biorreactor.

En instalaciones piloto o construcciones de produccion el hidrocicléon puede ser aplicado con una rosca de tornillo
DN25 con junta de anillo térico que puede estar conectada mediante una pieza de conexion del biorreactor
correspondiente con la parte superior del biorreactor. Esta conexidon puede ser estéril para que sea posible una
esterilizacion in situ del hidrociclon. Para biorreactores con un volumen superior a 250 litros se prefiere el uso de
multiples hidrociclones que pueden acabar en un conducto de flujo comun.

En el caso del uso en paralelo de dos 0 mas hidrociclones, las salidas de una pluralidad de hidrociclones pueden
acabar en un conducto de flujo comun, por ejemplo.

Resulta evidente que las soluciones descritas anteriormente y mostradas en las Figuras 1 a 3 y sus caracteristicas
pueden ser combinadas, al menos en parte. Por ejemplo, la realizacion mostrada en la Figura 2 puede comprender
medios de flujo 11 que estén dispuestos en un angulo agudo con referencia al hidrociclon y/o a la pared del
biorreactor. Ademas, el hidrociclon con los medios de flujo rectos 11 como se muestra en la Figura 2 puede ser
dispuesto como se muestra en la Figura 1, en la que el extremo distal de los medios de flujo acaban cerca de la
pared del biorreactor ya sea por encima o por debajo de la superficie del fluido.

En las Figuras 4 y 5 se muestran ejemplos de las ventajas y aplicaciones del invento presente.

La Figura 4 muestra un ejemplo de un cultivo continuo de células SP2/0 en un reactor de 5 L mediante perfusion por
hidrociclén de acuerdo con una realizacion preferida segun el invento presente. Resulta evidente que la V|ab|I|dad
celular es > 95% en todo momento Se obtuvieron concentraciones celulares superiores a 8 x 10° mL™" a una
velocidad de perfusion de 0,5 Vrd™. Se us6 un medio de ZKTI y 8 mM de glutamina a una temperatura de 37°C.

La Figura 5 muestra un ejemplo de un cultivo continuo de células NSO en un reactor de 5 L mediante perfusion por
hidrociclén de acuerdo con las realizaciones preferidas del invento. Resulta evidente que la V|ab|I|dad celular es >
95% en todo momento Se obtuvieron altas concentraciones celulares superiores a 7 x 10° mL™" a una velocidad de
perfusion de 0,5 Vrd™". Se us6 un medio de CD-hibridoma con una mezcla de colesterol/lipido y 8mM de glutamina a
una temperatura de 37°C.
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REIVINDICACIONES

Método para separar células eucariotas o procariotas u otro material particularmente bioldégico que sea
sensible a grandes fuerzas de cizalladura de una suspension mediante los pasos siguientes:

(@)

(b)
()
(d)

proporcionar al menos un hidrociclon con una entrada (4) y una salida (5), estando la salida
esencialmente en oposicién a la entrada en el que el espacio interior (2) del hidrocicléon converge hacia
la salida (5),

entregar la suspensioén a la entrada (4) del hidrociclon,
drenar la suspension enriquecida con las células u otro material desde la salida (5),

en el que la suspensién enriquecida es guiada desde o a través de la salida (5) por unos medios de
flujo (6) en un angulo esencialmente agudo (a1) hacia el eje longitudinal de la salida o hacia el eje
longitudinal del hidrocicldn para que la suspension enriquecida tenga un flujo esencialmente tangencial
al menos cerca de la salida dentro de los medios de flujo.

Método para separar células eucariotas o procariotas u otro material particularmente biolégico que sea
sensible a grandes fuerzas de cizalladura de una suspension mediante los pasos siguientes:

(@)

(b)
()
(d)

proporcionar al menos un hidrociclon con una entrada (4) y una salida (5), estando la salida
esencialmente en oposicion a la entrada en el que el espacio interior (2) del hidrocicléon converge hacia
la salida (5),

entregar la suspension a la entrada (4) del hidrociclon,
drenar la suspension enriquecida con las células u otro material desde la salida (5),

en el que la suspensién enriquecida es guiada desde o a través de la salida (5) por unos medios de
flujo que estan formados de manera que en su extremo en oposicién a la salida la energia cinética de
la suspension enriquecida es lo suficientemente pequefia para evitar cualquier dafio a las células o al
material de la suspension cuando son emitidos desde los medios de flujo.

Método para separar células eucariotas o procariotas u otro material particularmente biol6égico que sea
sensible a grandes fuerzas de cizalladura de una suspension mediante los pasos siguientes:

(a)

proporcionar al menos un hidrociclon con una entrada (4) y una salida (5), estando la salida
esencialmente en oposicion a la entrada en el que el espacio interior (2) del hidrocicléon converge hacia
la salida (5),

entregar la suspension a la entrada (4) del hidrociclén,
drenar la suspensién enriquecida con las células u otro material desde la salida (5),

en el que la suspension enriquecida es guiada desde o a través de la salida (5) por unos medios de
flujo para que en su extremo en oposicidn a la salida los medios de flujo transporten la suspension
enriquecida por debajo del nivel superior de un fluido (9) dentro de un biorreactor (10).

Método para separar células eucariotas o procariotas u otro material particularmente biolégico que sea
sensible a grandes fuerzas de cizalladura de una suspension mediante los pasos siguientes:

(a)

proporcionar al menos un hidrociclon con una entrada (4) y una salida (5), estando la salida
esencialmente en oposicién a la entrada en el que el espacio interior (2) del hidrocicléon converge hacia
la salida (5),

entregar la suspension a la entrada (4) del hidrociclon,
drenar la suspension enriquecida con las células u otro material desde la salida (5),

en el que la suspension enriquecida es guiada desde o a través de la salida (5) directamente por
debajo del nivel superior de un fluido (9) dentro de un biorreactor (10).

Método de acuerdo con la reivindicacién 1 y la reivindicacion 2.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que los medios de flujo (6)
estan conectados a la salida mediante un orificio con forma oval en la salida.
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Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que los medios de flujo tienen
una longitud de al menos 10 cm, de preferencia entre 50 y 100 cm.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que los medios de flujo (6, 11)
en su extremo distal en oposicién a la salida del hidrociclén estan dirigidos hacia un biorreactor (10).

Método de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que los medios de flujo (11) o un saliente de comunicacion
del biorreactor transportan la suspensién enriquecida por debajo del nivel superior de un fluido (9) dentro
del biorreactor (10).

Método de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que los medios de flujo (6) acaban en su extremo distal en
oposicion a la salida del hidrociclén en un angulo de preferencia agudo (a3), formando una abertura con
forma oval.

Método de acuerdo con la reivindicacién 10, en el que el extremo distal de los medios de flujo (6) esta
dispuesto en una posicion, que forma un angulo de preferencia agudo (a2) entre el extremo distal de los
medios de flujo y la pared del biorreactor (10).

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que el método es usado en un
sistema de perfusion.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que estan dispuestos al
menos dos hidrociclones paralelos entre si.

Método de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que al menos dos hidrociclones son drenados por medio
de un conducto de flujo comun.

Aparato para separar células eucariotas o procariotas u otro material particularmente bioldgico que sea
sensible a grandes fuerzas de cizalladura de una suspension con:

(a) al menos un hidrociclén con una entrada (4) y una salida (5), estando la salida esencialmente en
oposicion a la entrada en el que el espacio interior (2) del hidrociclédn converge hacia la salida (5),

(b) una entrada (4) del hidrociclén para entregar la suspension dentro del hidrociclon,
(c) una salida (5) para drenar la suspension que esta siendo enriquecida con células u otro material, y

(d) unos medios de flujo (6) para guiar la suspension enriquecida desde o a través de la salida que esta
orientada en un angulo esencialmente agudo (a1) hacia el eje longitudinal de la salida o hacia el eje
longitudinal del hidrocicléon para que la suspension enriquecida tenga al menos cerca de la salida un
flujo esencialmente tangencial dentro de los medios de flujo.

Aparato para separar células eucariotas o procariotas u otro material particularmente biolégico que sea
sensible a grandes fuerzas de cizalladura de una suspension con:

(a) al menos un hidrociclén con una entrada (4) y una salida (5), estando la salida esencialmente en
oposicion a la entrada en el que el espacio interior (2) del hidrociclédn converge hacia la salida (5),

(b) una entrada (4) del hidrociclon para entregar la suspension dentro del hidrociclon,
(c) una salida (5) para drenar la suspensién que esta siendo enriquecida con células u otro material, y

(d) unos medios de flujo para guiar la suspension enriquecida desde o a través de la salida (5), estando
formados los medios de flujo para que en su extremo en oposicién a la salida la energia cinética de la
suspensién enriquecida sea lo suficientemente pequefa para evitar cualquier dafio a las células o al
material de la suspension cuando son emitidos desde los medios de flujo.

Aparato para separar células eucariotas o procariotas u otro material particularmente bioldgico que sea
sensible a grandes fuerzas de cizalladura de una suspension con:

(a) al menos un hidrociclén con una entrada (4) y una salida (5), estando la salida esencialmente en
oposicion a la entrada en el que el espacio interior (2) del hidrocicléon converge hacia la salida (5),

(b) una entrada (4) del hidrociclén para entregar la suspension dentro del hidrociclén,

(c) una salida (5) para drenar la suspension que esta siendo enriquecida con células u otro material, y
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(d) unos medios de flujo para guiar la suspensién enriquecida desde o a través de la salida (5) para que en
su extremo en oposicién a la salida los medios de flujo (11) transporten la suspensién enriquecida por
debajo del nivel superior de un fluido (9) dentro de un biorreactor (10).

Aparato para separar células eucariotas o procariotas u otro material particularmente biolégico que sea
sensible a grandes fuerzas de cizalladura de una suspensién con:

(a) al menos un hidrociclén con una entrada (4) y una salida (5), estando la salida esencialmente en
oposicion a la entrada en el que el espacio interior (2) del hidrociclédn converge hacia la salida (5),

(b) una entrada (4) del hidrociclon para entregar la suspension dentro del hidrociclon,
(c) una salida (5) para drenar la suspension que esta siendo enriquecida con células u otro material,

siendo guiada la suspension enriquecida desde o a través de la salida (5) directamente por debajo del nivel
superior de un fluido (9) dentro de un biorreactor (10).

Aparato de acuerdo con la reivindicacion 15 y la reivindicacion 16.

Aparato de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 15 ala 17 y la 19, en el que los medios de flujo
(6) estan conectados a la salida (5) mediante un orificio con forma oval en la salida.

Aparato de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 15 a la 17 y de la 19 a la 20, en el que los
medios de flujo tienen una longitud de al menos 10 cm, de preferencia entre 50 y 100 cm.

Sistema con un biorreactor (10) y un aparato de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones de la 15 a
la 17 y de la 19 a la 21 en el que los medios de flujo (6, 11) en su extremo distal en oposicion a la salida del
hidrociclén estan dirigidos hacia el biorreactor.

Sistema de acuerdo con la reivindicacion 22, en el que los medios de flujo o un saliente de comunicacién
del biorreactor (10) transportan la suspension enriquecida por debajo del nivel superior de un fluido (9)
dentro del biorreactor (10).

Sistema de acuerdo con la reivindicacion 22, en el que los medios de flujo acaban en su extremo distal en
oposicion a la salida (5) del hidrociclén en un dngulo de preferencia agudo (a3), formando una abertura con
forma oval.

Sistema de acuerdo con la reivindicacién 24, en el que el extremo distal de los medios de flujo esta
dispuesto en una posicién, formando un angulo de preferencia agudo (a2) entre el extremo distal de los
medios de flujo y la pared del biorreactor (10).

Sistema de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones de la 15 a la 25, en el que el sistema es usado
en un sistema de perfusion.

Sistema de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 15 a la 26 en el que estan dispuestos al menos
dos hidrociclones paralelos entre si.

Sistema de acuerdo con la reivindicacion 27, en el que al menos dos hidrociclones son drenados por un
conducto de flujo comun.



ES 2390124 T3




ES 2390124 T3




ES 2390124 T3

i

F1G3



Concen. de ghucosz /(g L'i)

——

“P— Concen. celular /(10°ml")

Veloc. de dilucidn Vﬂ,fd"'

ES 2390124 T3

0.6 =

04 -

2

004

0g

LANE IR R B S

Aplicacion del
hidraciclan

(1,35 ban

T T T T

0,85 bar)

3.5

W
=
i}

2,54

2.0

1.5

"
”’E/Mﬂ
NN“\N:i

\'\.

-
NN

R I e e B L R W S R SR

\\i

N

‘L*A-A‘_A‘A:/&A’AA'—A *

T
-3

A

A

T
7 20 A N W

IS, JE S FVS Jo: N S 1 2l

T

[ SV N

A

R

[~

Y

P RPN ST AT BTN NS (TS ST N T 2 T |

&

o, A

175

1.00
0.75
0.'50
025

0,00
{ii]

o b

w
=

-]
a

Ten 120 150 180 210

Tiempo i h

Fig. 4

11

24¢

21 300

w
w
=1

1.5¢ —

—0— Laetate / (g LY

—&O-—~ Viabilldad %



~——  Velocidad de dilucién v,/ 4

e Glucosa j(grl)

Concentracién celular ! (lﬂs mrl)
= Viable =D Total —P— Washout

ES 2390124 T3

Viabilidad %

—&— Viable cells —&r Washout

T 71 T ; L L
Lo 18
-7
075k 4
s
050 14
1s
sast e 1
i 4 e l‘
0.00 .‘__Qﬁi i
e T T T T T T T T T
a5k 200
™~ T .
\\_ i N
ok 195
i - 1.50
" 25
=125
20 |- 4
< 1.00
k“‘”’k_— {os
) 4 650
W 025
l‘l‘l‘l'l.'l'l'l‘l'i‘l'l‘ghoc?'
“"\.,o_.»o——.—*‘——“'—"_“""——a-——o—
65| T 1
r cr/@‘a
60 1
55|
50
45 =
4.0 1= .
35k Aﬁ\ A
3L o 40
25 .
20 -
15 / N _,_—A\- . - 20
165 g .
L - A p
os | /A ,,A/L_ A‘—A/‘k\Ai
-0"4.‘1.1'|én|.1.|.|.E.|.14-'.|.|.|'|._0
0. 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320
Tiemgo fh
Fig. 5

12

LDH/ (iKatL)
~—&— Reactor —% Washout

—I wetato [i(g LY



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

