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DESCRIPCION
Biorreactor
Antecedentes de la invenciéon

La presente invencion se refiere a un biorreactor. En particular, la invencion se refiere a un biorreactor que incluye
conductos de membrana y que esta adaptado para recibir un primer y segundo fluido.

En la industria biotecnolégica y biofarmacéutica, los compuestos de bio-origen mas relevantes se producen
mediante el uso de bioprocesos que implican sistemas de cultivo celular especificos que se hacen funcionar y
controlan dentro de un biorreactor o médulo de cultivo celular.

En general, estos sistemas de cultivo celular se caracterizan por varias limitaciones de proceso, asi como
restricciones fisicas fundamentales que delimitan la capacidad de produccion maxima de estas tecnologias
genéricas establecidas. Estas limitaciones se expresan fundamentalmente como limites en capacidades de
transferencia masica de estas tecnologias. Ejemplos de tales tecnologias conocidas incluyen reactores neumaticos,
reactores de estado sdlido y biorreactores de conductos de membranas.

Resulta obvio que las limitaciones mencionadas anteriormente tienen un impacto negativo en la relaciéon coste-
eficacia de estos reactores y en la eficacia en la que funcionan.

Ademas, normalmente un proceso especifico requiere un tipo especifico de reactor y, por lo tanto, puede resultar
extremadamente costoso tener que adquirir nuevos reactores especificos al proceso segun se requieran.

Existe la necesidad de un biorreactor mejorado.

Existe una necesidad adicional de reactores mejorados que o bien estén adaptados al fin necesario o bien que
puedan adaptarse a tal fin de un modo comercialmente viable.

Compendio de la invencion

De acuerdo con la presente invencion se proporciona un biorreactor que comprende:

* una primera camara (47) de distribucion de fluidos; y

* una primera camara (49) de recogida de fluidos, el reactor adaptado para recibir al menos un conducto (37)
en comunicacion fluida entre la primera camara de distribucion de fluidos y la primera cdmara de recogida
de fluidos;

en donde el reactor incluye un segundo medio (34) de distribucion de fluidos que incluye una pluralidad de
distribuidores (46) dispuestos para distribuir el segundo fluido entre la primera camara (47) de distribucién de fluidos
y a primera camara (49) de recogida de fluidos; en donde las camaras incluyen placas (38, 39) perforadas; en donde
las placas perforadas, conductos y segundo medio de distribucién de fluidos comprenden un inserto (30) extraible.

El biorreactor puede incluir una pluralidad de conductos en comunicaciéon fluida entre la primera camara de
distribucion de fluidos y la primera camara de recogida de fluidos; Los conductos son, preferentemente, conductos
de membrana. En una realizacién preferente de la presente invencién los conductos son axialmente alargados y
tienen primer y segundo extremos (parecidos a pajitas para beber). Tales conductos se describen en la patente de
los EE.UU. n.° 5.945.002 (Leukes et al.) y en la publicacién de los EE.UU. n.° 2004/0191855 Al (Leukes et al.).

El primer extremo de los conductos esta preferentemente adaptado para acoplarse en la primera camara de
distribucion de fluidos y el segundo extremo del conducto esta adaptado para acoplarse con la primera camara de
recogida de fluidos.

El primer fluido puede ser un liquido, por ejemplo, un nutriente liquido. El segundo fluido puede ser un gas, por
ejemplo, oxigeno, nitrégeno o una mezcla de los mismos.

Preferentemente, los distribuidores distribuyen el segundo fluido entre los conductos. Los distribuidores distribuyen,
preferentemente, el segundo fluido en una direccion transversal al eje longitudinal de los conductos. Los
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distribuidores se extienden, preferentemente, entre la primera camara de distribucion de fluidos y la primera camara
de recogida de fluidos y pueden ser sustancialmente paralelos con los conductos. Hay preferentemente, al menos,
dos distribuidores, mas preferentemente, al menos tres distribuidores, mas preferentemente al menos, cuatro
distribuidores, mas preferentemente, al menos, cinco distribuidores, mas preferentemente, al menos seis
distribuidores, mas preferentemente, al menos, siete distribuidores y, mas preferentemente, al menos, ocho
distribuidores.

Los conductores pueden acoplarse con o dentro de las perforaciones de las placas perforadas. Los conductos
pueden acoplarse mediante sellantes epoxicos y/o placas de sujecion.

Las camaras estan preferentemente separadas entre si con los conductos extendiéndose entre ellas.

El biorreactor puede incluir un revestimiento que define un lumen (52) entre las camaras. El biorreactor puede incluir
un segundo revestimiento externo. El revestimiento externo puede estar adaptado para recibir fluidos modificadores
de temperatura en un espacio entre los dos revestimientos.

El segundo medio de distribucion de fluidos incluye, preferentemente, una camara. El segundo medio de distribucion
de fluidos puede incluir un colector.

El biorreactor puede incluir medios espaciadores, por ejemplo, barras que separan la primera camara de distribucion
de fluidos de la primera camara de recogida de fluidos;

El inserto puede conectarse con un armazon (20) del biorreactor.

De acuerdo con un aspecto de la invencion, se proporciona un biorreactor con el inserto extraible que comprende

e una primera placa (38) de distribucion de fluidos;
* una primera placa (39) de recogida de fluidos; y
e un segundo medio de distribucion de fluidos que incluye una pluralidad de distribuidores dispuestos para

distribuir el segundo fluido entre la primera placa de distribucién de fluidos y la primera placa de recogida de
fluidos.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, se proporciona un biorreactor que comprende un bastidor
adaptado para recibir el inserto extraible, una primera entrada (31) de fluidos y medios (32) de distribucion, una
segunda entrada (33) de fluidos, un primer medio (44) de recogida de fluidos y una salida (35) y una segunda salida
(36) de fluidos.

Preferentemente, el segundo medio de distribucién de fluidos incluye una pluralidad de distribuidores dispuestos
para distribuir el segundo fluido entre la primera placa de distribucion de fluidos y la primera placa de recogida de
fluidos.

Preferentemente, el inserto extraible comprende un lumen y medios para efectuar la comunicacion fluida entre el
primer medio de distribucion de fluidos y el primer medio de recogida de fluidos. Los medios para efectuar la
comunicacion fluida son, preferentemente, un conducto, lo mas preferentemente, un conducto de membrana. En una
realizacién preferente de la presente invencién los conductos son axialmente alargados y tienen primer y segundo
extremos (parecidos a pajitas para beber). El primer extremo de los conductos esta adaptado para conectarse en el
primer medio de distribucion de fluidos y el segundo extremo del conducto estd adaptado para conectarse con el
primer medio de recogida de fluidos.

El primer medio de distribucién de fluidos comprende, preferentemente, un depdsito (camara) de distribucion
definido por el bastidor, una placa de distribucién y una base. La placa de distribucién define al menos una
perforacion en la que se adapta para conectarse un primer extremo de los conductos de membrana. Lo mismo
sucede para el primer medio de recogida de fluidos que comprende, preferentemente, un depdsito (camara) de
recogida definido por el bastidor, una placa de recogida y una tapa. La placa de recogida define perforaciones en las
gue se aplican los segundos extremos de los conductos. Se apreciara que los extremos de los conductos de
membrana pueden acoplarse, en primer lugar, coaxialmente o, de otro modo, en recipientes o similares que, a su
vez, se acoplan con las perforaciones en las placas de distribuciéon o recogida. También se pueden usar sellantes
epoxicos. Ademas, también se pueden usar placas sellantes.

La tapa y la base se pueden unir de forma extraible, preferentemente, al bastidor y/o inserto y se pueden configurar
para alojar la primera y/o segunda entradas y/o salidas.
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La placa de distribucion y/o placa de recogida se incluyen, preferentemente, sobre el inserto.

En una realizacién preferente, la primera entrada de fluidos se encuentra en comunicacion fluida con el depdésito de
distribucion. De forma similar, la primera salida de fluidos se encuentra en comunicacion fluida con el depdsito de
recogida. Durante el uso, el primer fluido entra en el depdsito de distribucion mediante la primera entrada de fluidos,
pasa a través de las perforaciones en la placa de distribucién, a través de los conductos de membrana, a través de
las perforaciones en la placa de recogida y en el depésito de recogida donde el primer fluido sale del biorreactor a
través de la primera salida de fluidos.

Preferentemente, el primer fluido es un liquido, por ejemplo, un medio liquido (nutriente) adecuado para mantener el
crecimiento de microorganismos y el segundo fluido es un gas, por ejemplo, aire. Ejemplos de microorganismos que
puede mantenerse por el medio incluyen bacterias y hongos que incluyen, pero no se limitan a Streptomyces
coelicolor (modo de proceso aerdbico) y Lactococcus lactis (modo de proceso anaerébico).

Los conductos de membrana pueden estar comprendidos de un material polimérico o un material ceramico.
Preferentemente, los conductos estan comprendidos de un material ceramico, mas preferentemente, Al,Os. Esto
permite la esterilizacién por autoclave, asi como la limpieza quimica (por ejemplo, H,0>) sin dafar los conductos de
membrana o alojamiento. Los conductos de membrana son, normalmente, rigidos, (al contrario de flexibles, en el
caso de conductos de membrana poliméricos), lo cual facilita el montaje del inserto y el biorreactor, mediante lo cual
se puede minimizar el roce de los conductos de membrana. La pared de los conductos de membranas ceramica
permite una buena sujecion de los microorganismos (como se ha descrito anteriormente en la presente memoria) y
el entorno podria estimular la diferenciacion en los organismos adaptados al suelo.

Preferentemente, una pluralidad de los conductos de membrana une el primer medio de distribucién y recogida de
fluidos. Los conductos de membrana pueden seleccionarse previamente dependiendo de la aplicacion particular del
biorreactor. Se puede conseguir de forma precisa una separacién consistente de los conductos de membrana y la
separacion puede optimizarse para cada aplicaciéon. La separacion de los conductos de membrana se efectla
colocando de forma adecuada perforaciones en las placas de distribucién y recogida.

Preferentemente, el segundo medio de distribucion de fluidos se incluye dentro del inserto extraible. El segundo
medio de distribucion de fluidos comprende, preferentemente, un colector en comunicacién fluida con la segunda
entrada de fluidos y con los distribuidores de fluidos emplazados dentro del lumen del inserto. Los medios
dispensadores de fluido pueden ser, al menos uno de conducto que se extiende axialmente posicionado adyacente
y, preferentemente, sustancialmente paralelo al/a los conducto(s) de membrana. Los distribuidores de fluidos
pueden adaptarse para efectuar el movimiento transversal del segundo fluido respecto al eje longitudinal del/de los
conducto(s) de membrana. Esto puede conseguir mediante una serie de salidas emplazadas a lo largo de la longitud
de los distribuidores de fluidos. Las salidas se dimensionan, preferentemente, de modo que se efecttian velocidades
de entrada sustancialmente iguales del segundo fluido en el lumen del inserto por todas las salidas de los medios
dispensadores de fluidos. De modo alternativo, las salidas también pueden dimensionarse de modo que se efectian
velocidades de salida sustancialmente iguales del segundo fluido desde los distribuidores por todas las salidas.

Esto puede conseguirse generando que las salidas sean tales que la resistencia proporcionada por la salida es
sustancialmente superior a la resistencia entre cada salida.

El inserto puede incluir o estar contenido dentro de un manguito. El manguito permite, preferentemente, la
inspeccion visual de los conductos de membrana.

Breve descripcion de los dibujos

A continuacion, se describira la invencién con mas detalle, a modo de ejemplo solo, haciendo referencia a los
siguientes dibujos.

Figura 1 muestra una vista en perspectiva del biorreactor de acuerdo con la presente invencion, desde la
parte superior y un lateral;

Figura 2 muestra una vista de seccion transversal del biorreactor de acuerdo con la presente invencion;

Figura 3 muestra una vista en perspectiva del inserto extraible de acuerdo con la presente invencién, desde
la parte superior y un lateral;

Figura 4 muestra la produccion en el tiempo de actinorodina por S. coelicolor mediante el uso de un MFR;

Figura 5A muestra una vista lateral de un biorreactor montado de acuerdo con un aspecto de la presente
invencion;

Figura 5B muestra una seccion transversal a través de la vista de la Figura 5A;

Figura 6 muestra una vista de despiece del biorreactor de acuerdo con un aspecto de la presente invencion;
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y
Figuras 7A muestran una vista en plano de seccion transversal del segundo patrén de distribucion de fluidos
y 7B dentro del biorreactor, tanto con como sin una biopelicula presente sobre los conductos de
membrana.

Descripcion detallada de realizaciones preferentes

De acuerdo con la invencion, tal como se ilustra en la Figura 1, un biorreactor (10) comprende un bastidor (20)
adaptado para recibir un inserto (30) extraible. El biorreactor (10) comprende una primera entrada (31) de fluidos y
medios (32) de distribucién, una segunda entrada (33) de fluidos y medios (34) de distribucién, un primer medio (44)
de recogida de fluidos y una salida (35) y una segunda salida (36) de fluidos.

El primer medio (32) de distribucién de fluidos comprende un depésito (47) de distribucion definido por el bastidor
(20), una placa (38) de distribucion y una base (48).

El primer medio (44) de recogida de fluidos comprende un depésito (49) de recogida definido por el bastidor (20),
una placa (39) de recogida y una tapa (50).

La tapa (50) y la base (48) se pueden sujetar de forma extraible al bastidor (20) y se configuran para alojar la
primera y/o segunda entrada (31), (33) y/o salidas (35), (36).

El inserto (30) extraible comprende medios para efectuar la comunicacion fluida entre el primer medio (32) de
distribucion de fluidos y el primer medio (44) de recogida de fluidos en forma de una pluralidad de conductos (37) de
membrana. Los conductos (37) son axialmente alargados y tienen primer y segundo extremos. El primer extremo
(37) de los conductos esta adaptado para acoplarse en las perforaciones de la placa (38) de distribucion y el
segundo extremo del conducto (37) esta adaptado para acoplarse en las perforaciones de la placa de recogida (39).

El inserto (30) puede incluir o estar contenido dentro de un manguito (40) tal como se muestra en la Figura 2. El
manguito (40) puede estar fabricado con cualquier material adecuado tal como vidrio, acero inoxidable o similares. El
vidrio es particularmente adecuado ya que tiene una buena compatibilidad quimica y una buena estabilidad de
temperatura, asi como que permite la inspeccion visual de los conductos de membrana. Se puede usar un material
tal como acero inoxidable para aplicaciones de alta presion. El bastidor (20) del biorreactor (10) incluye medios (41)
de soporte extraibles para fijar en posicién el primer medio (32) de distribucion de fluidos y el primer medio (44) de
recogida de fluidos. El medio (41) de soporte puede ser al menos una barra o similares. El medio (41) de soporte
permite la insercién sencilla y sin complicaciones del inserto (30) extraible en el bastidor (20).

Durante el uso, el inserto (30) extraible tal como se muestra en la Figura 3 se posiciona especificamente y se sella
tanto hidraulica como neumaticamente dentro del bastidor (20) mediante el uso de medios de bloqueo tales como
anillos blogueadores enroscados flotantes que permiten que el inserto (30) se selle mecanicamente, a continuacion,
contra el bastidor (20). El sellado mecanico puede conseguirse mediante sellos mecanicos tales como juntas téricas
a base de caucho de silicona o similares. Los medios de bloqueo y sellos mecanicos permiten que los conductos
(37) de membrana estén mecanicamente separados del primer medio (32) de distribuciéon de fluidos y el primer
medio (44) de recogida de fluidos. El primer medio (32) de distribucion de fluidos y el primer medio (44) de recogida
de fluidos también pueden estar sellados de un modo similar contra el bastidor (20) de modo que son herméticos
para fluidos. El primer fluido se pasa hacia el primer depdsito (47) de distribucion de fluidos y a través de las
perforaciones en la placa (38) de distribucion. El primer fluido fluye a través de los conductos (37) de membrana, a
través de las perforaciones en la placa (39) de recogida y hacia el primer depésito (49) de recogida de fluidos. El
primer fluido puede entonces salir del primer depésito de recogida de fluidos mediante la salida (35).

La placa (38) de distribucion de fluidos y la placa (39) de recogida puede ser tal como se ilustra en la Figura 2. La
placa (38) de distribucion permite velocidades de entrada iguales desde el depdsito (47) de distribucién hacia los
conductos (37) de membrana por toda la disposicidn espacial de los conductos (37) de membrana dentro del inserto
(30). Se apreciara que los medios (32) de distribucién pueden consistir en mas de una placa o similar dependiendo
del biorreactor particular, tal como se ilustra en la Figura 3. Se puede usar una segunda placa como una placa de
presion cuando se sellan mecanicamente los conductos de membrana dentro de la placa (38) de distribucion y/o
placa (39) de recogida mediante el uso de juntas téricas o similares. En ausencia de las segundas membranas de
placa se puede sellar dentro de la placa (38) de distribucién y/o placa (39) de recogida mediante el uso de resina u
otros medios mediante lo cual ya no se necesita la segunda placa de presion.

La primera placa (38) de distribucion de fluidos y la primera placa (39) de recogida de fluidos asi como el bastidor
(20) del biorreactor (10) estan normalmente fabricados con acero inoxidable o similares. Este material permite,
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normalmente, una alta compatibilidad quimica y, preferentemente, el acabado superficial del acero es inferior a
aproximadamente 0,22 'Jm.

Habitualmente, el primer fluido es un liquido y el segundo fluido es un gas, preferentemente aire. Entonces, el
biorreactor seria, normalmente, un contactor de gas-liquido que permite la reticulacion adecuada para el
funcionamiento de un reactor de biopelicula de membrana. Sin embargo, el biorreactor también puede ser un
contactor de liquido-solido con una alta transferencia masica de liquido con respecto a una biopelicula que crece
sobre una superficie externa de los conductos de membrana. Esto seria, normalmente, la configuracion usada para
el proceso de produccién de metabolito secundario anaerébico y proteina recombinante.

En la Figura 2, se muestra con mas detalle la disposicion de los conductos (37) de membrana. Preferentemente, una
pluralidad de conductos (37) de membrana unen el primer medio de distribucion (32) y de recogida (44) de fluidos.
La configuracion de los conductos (37) de membrana en el inserto (30) depende y se determina por, normalmente, la
configuracion de la placa (38) de distribucion. Esta configuracién variable permite que el inserto (30) sea flexible
respecto al tipo/forma del conducto (37) de membrana. Ademas, permite determinar de forma precisa la separacion
de los conductos (37) de membrana y es mas facil mantener una separacién consistente entre los conductos (37) de
membrana. Esto resulta, habitualmente, complicado de conseguir en la fabricacion a gran escala de médulos de
reactores comercialmente disponibles y como resultado los conductos de membrana se disponen, a menudo, en
manojos aleatorios que no son 6ptimos para el crecimiento de diversos microorganismos. En la presente invencion,
es mas facil optimizar la separacion de los conductos (37) de membrana para cada aplicacién particular. Por
ejemplo, cuando se generan biopeliculas gruesas, normalmente resulta mas ventajoso tener una separacion mas
ancha entre los conductos (37) de membrana. Los conductos (37) de membrana pueden seleccionarse previamente
dependiendo del inserto (30) usado y de la aplicacion particular.

Los conductos (37) de membrana puede tomar la forma de conductos de membrana tubulares, conductos de
membrana capilares, fibra hueca o similares.

Los conductos (37) de membrana pueden estar fabricados con material ceramico, preferentemente, Ab03, o
cualquier otro material adecuado. Esto permite la esterilizacion por autoclave (vapor) y la limpieza quimica sin dafiar
los conductos o alojamiento de membrana. Los conductos (37) de membrana son, normalmente, rigidos, (al
contrario de flexibles, en el caso de conductos de membrana poliméricos), lo cual permite su facil montaje, con el
minimo contacto de los conductos (37) de membrana. La pared de los conductos de membranas ceramica permite
una buena sujecidon de los microorganismos y el entorno podria estimular la diferenciacion en los organismos
adaptados al suelo.

Las ventajas de tener un inserto extraible son numerosas. En primer lugar, con los reactores convencionales, si un
conducto de membrana se rompe 0 agrieta, a menudo, se necesita reemplazar el reactor por completo. Sin
embargo, de acuerdo con la presente invencion, el conducto de membrana puede sustituirse facilmente sin ningin
retraso significativo en el proceso. Ademas, los insertos sellados mecanicamente con una placa de presion tal como
se ilustra en la Figura 3 permiten que las membranas individuales se sustituyan y los insertos se reciclen mas
facilmente que si se hubiera usado un sellante a base de resina. Esto daria como resultado, obviamente, una
disminucion en el tiempo invertido en reparaciones y mantenimiento. En segundo lugar, los insertos son facilmente
intercambiables dependiendo de la aplicacién, al contrario de muchos reactores que se conocen en la técnica que se
producen especificamente para una Unica aplicacién. Tener un reactor que podria usarse para multiples
aplicaciones, dependiendo del inserto usado, seria muy rentable y eficaz. En tercer lugar, como los insertos son
extraibles, la limpieza del reactor es mucho mas sencilla. El inserto extraible proporciona, por lo tanto, flexibilidad de
uso para su aplicacion en distintos organismos que puedan requerir una separacion de conductos de membranas
distinta u otras aplicaciones del biorreactor que incluyen, aunque no se limitan a, filtrado de membrana para
sistemas de perfusién. Ademas, el conjunto del biorreactor es tal que los insertos son intercambiables, se puede
retirar facilmente después de su uso para la limpieza o se puede cambiar para una disposicion éptima.

Como se ilustra en las Figuras 2 y 3, los medios para distribuir el segundo fluido (34), normalmente un gas tal como
aire, dentro del inserto (30) preferentemente comprende un colector (45) en comunicacion fluida con distribuidores
(46) emplazados dentro del lumen (52) del inserto (30). El colector (45) y/o distribuidores (46) esta(n) integralmente
formado(s) con el inserto (30). Esto permite que el inserto (30) esté fabricado con distintos tipos de materiales ya
que los distribuidores forman parte de la estructura del inserto y no estan sujetos al inserto en una etapa final.

Los distribuidores (46) son conductos posicionados adyacentes y sustancialmente paralelos con al menos un
conducto (37) de membrana (no se muestra en la Figura 3). Los distribuidores (46) estan adaptados para efectuar el
movimiento transversal del aire respecto a las longitudes axiales de los conductos (37) de membrana. Esto se puede
conseguir mediante una serie de salidas (no se muestra) emplazadas a lo largo de la longitud de los distribuidores
(46)
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Las salidas estan dimensionadas, preferentemente, de modo que se efectlan velocidades de entrada
sustancialmente iguales del aire a través de todas las salidas en el inserto (30). De este modo, el flujo de aire desde
cada salida es, normalmente, sustancialmente el mismo. Esto puede conseguirse generando que las salidas sean
tales que la resistencia proporcionada por la salida es sustancialmente superior a la resistencia entre cada salida.
Ademas, la disposicién de los distribuidores (46) en el inserto (30) es tal que el flujo del aire se propaga/distribuye
uniformemente alrededor de los conductos (37) de membrana (véanse Figuras 7Ay 7B).

Los distribuidores (46) pueden fabricarse de modo tal para aumentar o disminuir el nimero de salidas a lo largo de la
longitud de los distribuidores (46) segln la aplicacion particular para la cual se usa el biorreactor. El flujo de fluido del
aire a través de la salida por todos los conductos (37) de membrana aumenta, normalmente, la turbulencia a tasas
de flujo de fluido secundarias bajas lo cual facilita una transferencia masica de fluidos secundaria alta a tasas de
transferencia de baja energia. Cuando el segundo fluido es aire, la transferencia masica es, preferentemente,
transferencia masica de oxigeno. La comunicacion fluida entre la normalmente fase liquida (por ejemplo, medio
liquido) dentro de los conductos de membrana y la normalmente fase gaseosa (por ejemplo, aire) dentro del inserto
se consigue mediante el uso de un gradiente de presion diferencial por todos los conductos (37) de membrana. El
gradiente de presion necesita, normalmente, el sellado neumatico o hidraulico de diversos compartimentos del
biorreactor (10).

La recirculacion del aire en la parte superior del inserto facilita, entonces, la transferencia energética cuando se
calienta el aire para proporcionar una temperatura de incubacion favorable al crecimiento celular. El flujo de aire
transversal a la orientacion de los conductos (37) de membrana permitiria, normalmente, una buena transferencia
masica de oxigeno. Esto podria dar como resultado biorreactores mas grandes que tienen una transferencia masica
de oxigeno tan buena como los biorreactores mas pequefios sin limitacion de oxigeno. Los distribuidores (46)
pueden personalizarse para adecuarse a las necesidades de una aplicacién particular o tamafio de reactor de modo
que se proporciona suficiente fluido (aire).

Normalmente, el primer y segundo extremo del biorreactor (10) no son intercambiables. Esto se debe a la
configuracion del inserto (30), como se muestra en las Figuras 1, 2 y 3, donde los distribuidores (46) pasan a través
del primer extremo del inserto (30) y se posicionan en el extremo superior del biorreactor (10) solo. En este caso, los
distribuidores (46) no pasan a través del inserto (30) completo y el segundo extremo del inserto/bastidor/biorreactor.
Esta configuracion de conjunto preferencial minimiza el nimero de sellos necesario para sellar los diversos
componentes del biorreactor (10) y, por lo tanto, minimiza los posibles puntos de acceso de contaminacién. Sin
embargo, se apreciara que otras realizaciones pueden incluir extremos intercambiables y, por lo tanto, la presente
invencion no est4 limitada a la realizacién descrita anteriormente.

El biorreactor (10) esta construido, normalmente, a partir de materiales que permiten la esterilizacidon por vapor y
limpieza con quimicos agresivos tales como disolventes, agentes causticos y oxidantes. La altura del biorreactor se
determina que sea tal, basandose en la porosidad y caudal de fluido de funcionamiento usados, de modo que la
resistencia al flujo ofrecida con respecto a la primera corriente de fluido es tal que se facilita la permeacion a lo largo
de la longitud completa del conducto (37) de membrana. Ademas, los conductos de membrana no son demasiado
largos de modo que la primera trayectoria de flujo de fluido en el funcionamiento vertical en el modo de cultivo
aerébico es subdptima para el crecimiento (es decir, la biopelicula se vuelve demasiado pesada y colapsa) y la
formacion del producto (es decir, la trayectoria del flujo toroidal es tan extendida que los productos residuales
metabdlicos inhiben la biomasa en el extremo inferior del biorreactor).

Durante el uso, el biorreactor (10) se coloca en una disposicion sustancialmente vertical con la primera entrada (31)
de fluidos normalmente en la base del reactor y la segunda entrada (33) de fluidos normalmente en la parte superior
del biorreactor (10). Se establece una biopelicula sobre una superficie externa de los conductos (37) de membrana,
que pueden ser conductos de membrana capilares. Esto se consigue mediante filtraciéon inversa de una espora o
indculo vegetativo del microorganismo deseado mediante la membrana y drenando cualquier permeado fuera del
lumen (52) del inserto (30) en el lumen de los conductos (37) de membrana que salen a través de la primera salida
(35) de fluidos. El inéculo se inmoviliza, de este modo, sobre la superficie de la membrana.

Un medio nutritivo adecuado del microorganismo se suministra, a continuacion, en los conductos (37) de membrana
para perfundir a través de los conductos y en el lumen (52) del inserto (30) continuamente a una tasa suficiente para
permitir que se produzca el crecimiento en la biopelicula establecida sobre la superficie. El medio nutritivo que pasa
a través de los conductos (37) de membrana entra en el depdésito (49) de recogida y sale a través de la salida (35) y
puede bombearse de nuevo y reciclarse a través del medio (32) de distribucion del inserto (30). Algo del medio
nutritivo pasa a través de la membrana formando gotas de permeado sobre la biopelicula y descendiendo por la
biopelicula. Se suministra aire humidificado en el inserto (30) por medio de distribuidores (46) y se ventila a través de
la salidas (36) y (51). La salida (51) puede estar cerrada o mantenerse abierta, dependiendo de la aplicacién del
biorreactor. Preferentemente, la salida incluye un manémetro de presion (no se muestra) para permitir controlar la
presion en el biorreactor. Cualquier producto de la biopelicula se recoge en el permeado del medio nutritivo que se
retira del lumen (52) del reactor junto con el segundo fluido a través de la salida (36).
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El aire que se sopla a través del biorreactor (10) sirve para suministrar el oxigeno que se requiere para la viabilidad
de la biopelicula y también para eliminar las esporas y células muertas que se desprenden desde la superficie
externa de la biopelicula.

Cuando se hace funcionar el biorreactor como un contacto liquido-sélido, el medio nutritivo se suministra a la
biopelicula a través de segundos distribuidores (46) de fluidos. El lumen (52) del reactor se carga con medio de
cultivo y la biopelicula se inmoviliza sobre la superficie de los conductos (37) de membrana segun pasa el flujo a
través de la biopelicula en el lumen (37) del conducto tal como se describe durante el proceso de inoculacién para el
funcionamiento aerébico anterior. El permeado sale a través del primer medio de distribucién (32) o recogida (44) de
fluidos y se recoge del primer medio de entrada (31) o salida (35) de fluidos. Esto permite el crecimiento
microaerofilico o anaerdbico de una biopelicula con transferencia masica aumentada de nutrientes a la biopelicula y
la retiracién continua de residuos metabdlicos y/o producto.

Las Figuras 5A, 5B y 6 muestran una realizacién alternativa del biorreactor de acuerdo con la presente invencion
(conductos no se muestran). En estas figuras, el biorreactor es una unidad sellada que puede venderse premontada
para adecuarse a un fin particular. En tal realizacion, el biorreactor comprende barras espaciadoras que separan la
primera camara (depdsito) (47) de distribucion de fluidos de la primera camara (depdsito) (49) de recogida de fluidos.

Los componentes del biorreactor se aseguran conjuntamente mediante tornillos (61) hexagonales y las interfaces
entre componentes se vuelven herméticas al fluido (gas) mediante juntas (62) téricas.

En la Figura 6, se emplaza una primera placa (63) de interruptor de fluidos adyacente a la primera entrada (31) de
fluidos para ofuscar un vector de entrada del primer fluido que da como resultado su distribucién mejorada dentro de
la primera camara (47) de distribucién de fluidos.

En las Figuras 7A y 7B, las simulaciones del LMA (edad media local) son analogas con respecto al analisis de
distribucién del tiempo de residencia simulado.

El resultado de la simulacion permite el analisis de las variaciones en la edad de la molécula de aire saliente a
determinar. Diferencias significativas indican zonas dentro del volumen designado donde flujo y/o condiciones
desiguales del flujo laminar y turbulento se generan o existen (donde los nimeros de Reynolds (Re) se encuentran
significativamente por encima o por debajo de 2.000 dentro del mismo volumen que esta siendo analizado).

En situaciones donde existen Re de >>y << 2.000, la premisa de que el organismo se encuentra en un entorno de
baja cizalla (una ventaja inherente con respecto a la presente invencién), es nula. Las simulaciones de la dinamica
de fluidos computacional (CFD) indican que el disefio toma provecho de esto y puesto que todos los valores de LMA
se encuentran mas o menos dentro de los 7-10 segundos de cada uno indica que los perfiles de velocidad son
similares y muestra que el entorno alrededor del organismo es, de hecho, mas homogéneo que heterogéneo - estas
condiciones se analizaron hasta el momento en lo que respecta al hardware (todas las condiciones indicadas como
"sin biopelicula™) asi como teniendo en cuenta el posible flujo de aire aumentado (y la posible canalizacién) que seria
evidente con la biopelicula presente en los conductos (se simularon todos los modelos donde una biopelicula es de
12 mm). La biopelicula de 12 mm simulé una restriccion de espacio desde 27 mm entre los conductos hasta 3 mm
después de una cantidad predeterminada de crecimiento.

Todas las simulaciones se realizaron a una velocidad de aire lineal equivalente a 1 volumen de aire que entra y sale
por minuto.

Las vistas de seccion transversal presentadas en las Figuras 7A y 7B simulan patrones de chorro de entrada de aire
(patrén de 4 vectores) y si una biopelicula simulada restringiria de forma negativa el pasaje de aire a cualquiera de
las zonas dentro del volumen del reactor.

A continuacién, se describira la invencion haciendo referencia a los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplo 1

Produccién de actinorodina mediante Streptomyces coelicolor
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Esterilizacion

El médulo de MFR, reticulacion, mandémetros de presion y equipo/frascos auxiliares se sometieron a autoclave por
separado y se conectaron entre si usando una técnica estéril. El MFR se configuré para el funcionamiento aerébico
de acuerdo con procedimientos de funcionamiento estandares.

Inoculacién

El ECS del moédulo de MFR se carg6 con aproximadamente 2 | de medio de crecimiento que contenia 100 ml de un
cultivo de matraz de S. coelicolor de 3 dias. El inéculo miceliar se inmovilizé sobre la superficie externa de
membranas capilares bajo presién. Se recogié el indculo utilizado desde el lado del lumen de las membranas
capilares a través de la salida de medio o linea primaria en un recipiente de recogida. Una vez se ha drenado el
volumen completo del in6culo dentro del ECS, el reactor se configurd para su funcionamiento aerébico de acuerdo
con procedimientos de funcionamiento estandares.

Funcionamiento

El MRF se incubd a 28 °C y se hizo funcionar aer6bicamente con un flujo de aire por toda la superficie externa de las
membranas capilares (y biopelicula) a un caudal de 2 | por hora. La presién de aire dentro del ECS se mantuvo a 20
kPa durante los primeros 26 dias y se aument6 a 40 kPa y 50 kPa en los dias 27 y 36, respectivamente. El
diferencial de aire entre el lumen capilar y el ECS se us6é para controlar el flujo por toda la superficie de la membrana
y suministro de nutrientes a la biopelicula. La presion del medio se controlé manualmente para mantener un flujo
estable segun la biopelicula en desarrollo aumentaba la resistencia al flujo de nutrientes influyendo, de este modo,
en los niveles de flujo.

La biopelicula crecié rapidamente expandiéndose a lo largo de capa superficie de la membrana, cambiando de
amarillo a rojo de color antes de que se observara la diferenciacion y esporulacién. El dia 8, la biopelicula era de
color gris azulado con esporas y habia visibles gotas de color negro rojizo de permeado sobre la superficie de la
pelicula. El permeado colorado que contenia el producto de actinorodina se recogié mediante la salida de aire y
permeado. El nivel de actinorodina dentro del permeado se cuantific6 espectrofotométricamente usando un
procedimiento de funcionamiento estandar basado en métodos descritos por Ates et al. 1997 (E1%, 1CM = 355).

Compendio de productividad

Se produjo un total de 1.067 mg mediante el MFR durante un periodo de 50 dias. Efectivamente, la produccion se
inicié a los 3 dias después de la inoculacion. La produccion maxima fue entre los dias 27 y 50 (coincidiendo con el
crecimiento confluente y diferenciacion de la biopelicula) proporcionando un promedio de produccion diaria de 32,3
mg y una productividad volumétrica promedio (rendimiento espacio/tiempo) de 0,98 mg/h por | de volumen del
reactor.

Tabla: Enumera la concentracion maxima y de media de actinorodina (mg/l) y la productividad (mg/h por | de
volumen de reactor) durante un periodo de 50 dias.

Actinorodina (mg/l) Rendimiento espacio/tiempo (mg/h por | de vol. de reactor)
Maxima Media DE Maxima Media DE

135,73 38,33 30,12 3,19 0,61 0,72

Ejemplo 2

La produccion de B-lactamasa recombinante mediante cepa PRA290 de Lactococcus lactis usando el sistema de
expresion P170.

Esterilizacion

El médulo de MFR, reticulacion, mandémetros de presién y equipo/frascos auxiliares se sometieron a autoclave por
separado y se conectaron entre si usando una técnica estéril. EI MFR se configur6 para el funcionamiento
microaerofilico o anaerébico de acuerdo con procedimientos de funcionamiento estandares.
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Inoculacién

Se inocularon 50 ml de un cultivo de 15 h de L. lactis PRA290 (que produce enzima de B-lactamasa recombinante
con el control del promotor P170) directamente en el ECS del médulo de MFR. El ECS se carg6 con medio de cultivo
de LM1 y se hizo funcionar en el modo recirculatorio, se bombeé medio de cultivo desde el caparazoén lateral a
través de las membranas capilares y se recogio el permeado desde el lado del lumen. Este proceso permitid la
inmovilizacion de la biomasa sobre la superficie externa de las membranas capilares.

Funcionamiento

Se cultivo L. lactis en medio de cultivo de LM1 que contenia 200 mM tampén de fosfato, pH 7,2. El cultivo se incub6
a 25 °C.

Inicialmente, el MFR se hizo funcional anaerébicamente en modo recirculatorio. Durante este periodo, las muestras
se tomaron de la salida de lumen y se registraron las actividades del pH y de las enzimas. Después de 15 h la salida
de lumen se desconecté del recipiente de suministro de nutrientes y se recogié el permeado en un recipiente de
recogida de permeados limpio. Se medio de crecimiento de LM1 fresco se unié al MFR vy el reactor se suministro
continuamente con nutrientes frescos. Las actividades del flujo, pH y enzimas del permeado se controlaron a lo largo
del tiempo. El flujo se regul6 manualmente cambiando la presién suministrando el medio nutritivo al MFR en el
lateral del caparazén. Segun la biopelicula inmovilizada se volvia mas gruesa y la resistencia contra el flujo
aumentaba, la presién del medio aumentd gradualmente para mantener los niveles de flujo. El flujo 6ptimo se
determin6 controlando el pH del permeado, donde la estrategia de control de flujo se dirigi6 en mantener el pH
dentro del ECS lo mas cerca posible al intervalo de pH éptimo (pH 5,5-6,5) para la expresion proteica recombinante
bajo el control del promotor P170.

Cuando se observé que los niveles de pH del permeado se acercaban a pH 4, se observd que la actividad de B-
lactamasa caia y que los niveles de flujo ya no se podian mantener, incluso a presiones que se acercaban a los 100
kPa, el experimento se finalizo.

La actividad de B-lactamasa se cuantificé espectrofotométricamente usando un procedimiento de funcionamiento
estandar basado en el método de Nitrocefin (Oxoid).

Compendio de productividad

Los niveles de B-lactamasa iniciales disminuyeron durante las primeras 15 h segun la actividad residual del indculo
se diluia en el recipiente de suministro de medio durante su recirculacién. Ademas, una concentracion de nutrientes
aumentada y disolucion de acido lactico producido por L. lactis, aunque resultaba 6ptimo para su crecimiento,
hubiera afectado negativamente la autoinduccion del sistema de expresion P170 que controlaba la produccién de -
lactamasa limitando, de este modo, la expresiéon de enzima recombinante. Durante este periodo de 15 horas, se
produjeron aproximadamente 1.021 unidades de B-lactamasa.

Después de 15 h la pelicula en desarrollo fue aparente como una fina pelicula sobre la superficie de las membranas
capilares. Al cambiar el funcionamiento de MFR a un suministro continuo de medio nutritivo fresco a un flujo bajo, se
consiguieron condiciones optimas para la expresion de B-lactamasa (pH 5,5-6,5). De 16-38 h de postinoculacion se
produjo un total de 309 unidades de B-lactamasa con una titulacion maxima de 785 U/l. Durante este periodo se
mantuvieron caudales superiores, dando como resultado una productividad volumétrica maxima de 19,7 U/L por
volumen de reactor y una media de 10,5 U/h por | de volumen de reactor. Segun crecia la biopelicula y aumentaba la
resistencia al flujo de nutrientes, se necesitaron presiones secuencialmente superiores para mantener el flujo.
Durante un periodo durante la noche cuando el MFR no se controlaba, los niveles de flujo disminuyeron y el pH del
permeado se redujo a un pH 4,5, por debajo del intervalo 6ptimo de expresion. Aumentando la presion que
suministra el suministro de nutrientes, se recuperaron niveles de flujo superiores hasta cierto punto, pero el grosor
de biopelicula aumentado y resistencia no permitié que los niveles de flujo suficientemente altos estabilizaran el pH
dentro de un intervalo de produccion, ni caudales suficientemente altos evitar el crecimiento de plancton de la
biopelicula (esto puede dar como resultado un retroceso en crecimiento en el recipiente de suministro de nutrientes).
De 39-62 h se produjo un total de 87 unidades de B-lactamasa con una titulacion maxima de 400 U/I. Debido a las
bajas tasas de flujo la productividad volumétrica se redujo a la mitad, alcanzando un méaximo de 6,9 U/L por volumen
de reactor con una media de 5,3 U/h por | de volumen de reactor.
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Tabla: Enumera la actividad maxima y de media de B-lactamasa (U/l) y la productividad (U/h por | de volumen de
reactor) durante un periodo de 50 dias.

Tiempo de proceso |Unidades de B-lactamasa producidas |Actividad de B-lactamasa (U/l) |Rende reactor)

Maxima Media DE Maxima Media |DE
0-15h ~1021 812 706 97 Modo recirculatorio
16-28 h 309 785 439 198 |19,7 10,5 |5,2
39-62 h 87 400 262 114 16,9 53 3,0
0-62 h 1417 812 568 450 19,7 7.9 49

Se debe tener en cuenta la siguiente referencia: Ates S., Elibol M. y Mavituna F. (1997) Production of actinorhodin by
Streptomyces coelicolor in batch and fed-batch cultures; Process Biochem 32: 273-278.
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REIVINDICACIONES
1. Un biorreactor que comprende:
* una primera camara (47) de distribucion de fluidos; y

¢ una primera camara (49) de recogida de fluidos, el reactor adaptado para recibir al menos un conducto
(37) en comunicacion fluida entre la primera camara de distribuciéon de fluidos y la primera camara de
recogida de fluidos;

en donde el reactor incluye un segundo medio (34) de distribucion de fluidos que incluye una pluralidad de
distribuidores (46) dispuestos para distribuir el segundo fluido entre la primera camara de distribucién de
fluidos y a primera camara de recogida de fluidos;

en donde las camaras incluyen placas (38, 39) perforadas;

en donde las placas perforadas, conductos y segundo medio de distribucion de fluidos comprenden un
inserto extraible (30).

2. Un biorreactor de acuerdo con la reivindicacién 1 que incluye una pluralidad de conductos en comunicacion
fluida entre la primera camara de distribucion de fluidos y la primera camara de recogida de fluidos;

3. Un biorreactor de acuerdo con la reivindicaciéon 2 en donde los conductos son conductos de membrana.

4. Un biorreactor de acuerdo con la reivindicacion 2 en donde un primer extremo de los conductos esta
adaptado para acoplarse en la primera camara de distribucion de fluidos y el segundo extremo de los conductos
esta adaptado para acoplarse con la primera camara de recogida de fluidos.

5. Un biorreactor de acuerdo con la reivindicacion 1 en donde el primer fluido es un liquido.
6. Un biorreactor de acuerdo con la reivindicacion 1 en donde el segundo fluido es un gas.

7. Un biorreactor de acuerdo con la reivindicacion 1 en donde los distribuidores distribuyen el segundo fluido
entre los conductos.

8. Un biorreactor de acuerdo con la reivindicacién 7 en donde los distribuidores distribuyen el segundo fluido en
una direccion transversal al eje longitudinal de los conductos.

9. Un biorreactor de acuerdo con la reivindicacion 1 en donde los distribuidores se extienden entre la primera
camara de distribucion de fluidos y la primera camara de recogida de fluidos;

10. Un biorreactor de acuerdo con la reivindicacion 1 que incluye al menos tres distribuidores.

11. Un biorreactor de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior en donde los distribuidores incluyen una
serie de salidas emplazadas a lo largo de la longitud de los distribuidores.

12. Un biorreactor de acuerdo con la reivindicacion 11 en donde las salidas estan dimensionadas de modo que
se efectlian velocidades de salida sustancialmente iguales del segundo fluido desde los distribuidores por todas
las salidas.

13. Un biorreactor de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior que incluye un revestimiento que define un
lumen (52) entre las camaras.

14. Un biorreactor de acuerdo con la reivindicacién 13 que incluye un segundo revestimiento externo.

15. Un biorreactor de acuerdo con la reivindicacion 14 en donde el revestimiento externo esta adaptado para
recibir fluidos modificadores de temperatura en un espacio entre los dos revestimientos.

16. Un biorreactor de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior que incluye barras espaciadoras que
separan la primera camara de distribucion de fluidos de la primera camara de recogida de fluidos;

17. Un biorreactor de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior en donde el inserto se adapta para acoplarse
con un armazon del biorreactor.

18. Un biorreactor de acuerdo con la reivindicacion 1 en donde el inserto extraible comprende

« una primera placa (38) de distribucion de fluidos;
12
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 una primera placa (39) de recogida de fluidos; y

« un segundo medio de distribucion de fluidos que incluye una pluralidad de distribuidores dispuestos para
distribuir el segundo fluido entre la primera placa de distribucién de fluidos y la primera placa de recogida de
fluidos.

19. Un biorreactor de acuerdo con la reivindicaciéon 1 que comprende adicionalmente un bastidor adaptado para
recibir el inserto extraible, una primera entrada (31) de fluidos y medios (32) de distribuciéon, una segunda
entrada (33) de fluidos, un primer medio (44) de recogida de fluidos y una salida (35) y una segunda salida (36)
de fluidos.

20. Un biorreactor de acuerdo con la reivindicacién 19 que incluye una pluralidad de distribuidores dispuestos
para distribuir el segundo fluido entre la primera placa de distribucién de fluidos y la primera placa de recogida
de fluidos.

21. Un biorreactor de acuerdo con las reivindicaciones 1-17, 19 y 20 en donde los conductos de membrana
estan comprendidos de un material polimérico o un material ceramico.
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Figura 1
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