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DESCRIPCION
Recipiente para cultivo celular y su uso
Antecedentes
Campo

La presente descripcion se refiere en general a articulos de laboratorio, y mas especificamente a recipientes y métodos
de cultivo celular.

Antecedentes técnicos

Las entidades bioldgicas como bacterias, levaduras, hongos y células animales/vegetales se cultivan cominmente in vitro
en varios tipos de recipientes o matraces. Las células o sus subproductos se utilizan en diversas disciplinas relacionadas
con la biotecnologia, incluidas la medicina, la farmacologia y la investigacion e ingenieria genética.

Un método para cultivar entidades biolégicas consiste en colocarlas en un recipiente parcialmente lleno con un medio de
cultivo y agitar el recipiente, por ejemplo, mediante el uso de un agitador orbital a la vez que se expone el medio de cultivo
a una fuente de oxigeno. Una ilustracion del mecanismo de agitacion se representa en la figura 1. El recipiente 100 se
coloca en una mesa de agitacion 200, que realiza un movimiento circular con un radio igual a la mitad del diametro de
agitacion.

El crecimiento de microorganismos en dicho recipiente depende del acceso adecuado del medio de cultivo 60 al oxigeno.
Para los medios contenidos en los recipientes, el oxigeno se transfiere al cultivo de los medios a través del espacio
superior 120 del recipiente. Debido a que la difusidon de oxigeno a través de la interfaz gas-liquido es proporcional al area
superficial del liquido, cuanto mayor sea el area superficial del liquido, mejor sera la aireacion del medio biolégico. La
agitacion del recipiente, por ejemplo, crea un vortice que expone mas area superficial del liquido al espacio superior.

La tasa de transferencia de oxigeno (OTR) entre el espacio superior 120 y la fase liquida puede describirse como

OTR =k, a (C; — C,),

donde k_a es el coeficiente de transferencia de masa volumétrica, C*_ es la concentracion de oxigeno en la interfaz gas-
liquido saturada, y C. es la concentracién de oxigeno en la fase liquida.

El coeficiente de transferencia de masa volumétrica, k.a, es una funcion de la geometria del recipiente, las condiciones
del proceso (por ejemplo, la frecuencia de agitacion y el volumen de llenado), asi como las propiedades de los medios
bioldgicos. Una relacién empirica para k.a puede representarse como

- 1.92,,1.16 70.381/-0.83
k; @ = Cid 7" n"0d oV °°,

donde d es el diametro interno maximo del recipiente, n es la frecuencia de agitacion, d, es el diametro de agitacion, y V.
es el volumen de llenado.

A partir de esta relacion empirica, los solicitantes han demostrado que puede lograrse una aireacion celular comparable
durante el escalado de un recipiente de una capacidad determinada mediante uno o mas de lo siguiente (i) un aumento
en el diametro del recipiente, (ii) un aumento de la frecuencia de agitacion, y (iii) un aumento del diametro de agitacion. Si
el diametro del recipiente y el diametro de agitacion estan limitados a permanecer sin cambios, el enfoque principal para
lograr una aireacion similar en un recipiente de escalado es aumentar la frecuencia de agitacién. Sin embargo, con un
aumento de la frecuencia de agitacion, las células experimentan mayor estrés hidrodinamico (cizallamiento), que puede
ser perjudicial para la viabilidad celular si el estrés excede un valor limite maximo.

En consecuencia, existe la necesidad de recipientes de cultivo celular de alto rendimiento (gran volumen) que puedan
usarse para medios de cultivo sin los efectos adversos del estrés hidrodinamico, y que sean compatibles con la
infraestructura existente.

El documento US 4665035 describe un aparato de fermentacion aerdbica en matraz de agitacion.

El documento US 2005/0277188 A1 describe un contenedor para cultivo celular.

El documento CN 202576417 U describe un cultivo de microorganismos en matraz triangular.

El documento CN 202246687 U describe una botella para cultivo de microorganismos.

Breve resumen
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De acuerdo con las modalidades de la presente descripcion, se describe un recipiente biorreactor de escalado. El
recipiente tiene un volumen de liquido mayor que 3 litros (por ejemplo, 4 o 5 litros) y, para lograr una compatibilidad con
la infraestructura existente, mantiene el mismo diametro maximo del recipiente, altura del recipiente, y diametro de
agitacion que un recipiente biorreactor de 3 litros, mas pequefio. La capacidad de un recipiente de 5 litros es 67 % mayor
que la capacidad de un recipiente de 3 litros.

A manera de ejemplo, un recipiente de 5 litros como se describe en la presente descripcion, lleno con 2.5 litros de medios
biolégicos logra una aireacion comparable con un recipiente de 3 litros lleno hasta 1.5 litros a la misma frecuencia de
agitacion. Ademas, el recipiente de 5 litros excede la aireacion de un recipiente de 3 litros a 1.5x la frecuencia de agitacion
en un 19 % sin exceder el esfuerzo cortante maximo permisible para la viabilidad celular. Los recipientes descritos incluyen
opcionalmente una pluralidad de deflectores interiores que interrumpen el vértice liquido y reducen el esfuerzo cortante
maximo transferido a los medios bioldgicos contenidos dentro del recipiente. Cada deflector se eleva (es decir, convexo)
con respecto a una superficie interna del recipiente.

En un primer aspecto de la invencion, se proporciona un recipiente para cultivar células como se define en la reivindicacion
1. A diferencia de los matraces convencionales, la pared lateral se estrecha hacia adentro con un angulo de inclinacion
de 4-10°.

En un segundo aspecto de la invencion, se proporciona un método para cultivar células segin se define en la
reivindicacion 11. El recipiente puede agitarse a una frecuencia mayor que 60 rpm.

Las caracteristicas y ventajas adicionales del tema de la presente invencién se expondran en la descripcion detallada a
continuacion, y en parte seran muy evidentes para los expertos en la materia a partir de esa descripcion o seran
reconocidas al practicar el tema de la presente descripcion como se describe en la presente, que incluye la descripcion
detallada a continuacion, las reivindicaciones, asi como los dibujos adjuntos.

Debe entenderse que tanto la descripcién general anterior como la siguiente descripcion detallada presentan modalidades
del tema de la presente descripcion, y estan destinadas a proporcionar una visiéon general o un marco para comprender
la naturaleza y el caracter del tema de la presente descripcion como se reivindica. Los dibujos adjuntos se incluyen para
proporcionar una comprension adicional del tema de la presente descripcion, y se incorporan y constituyen una parte de
esta descripcion. Los dibujos ilustran diversas modalidades de la materia objeto de la presente descripcién y, junto con la
descripcion, sirven para explicar los principios y las operaciones de la materia objeto de la presente descripcion.

Breve descripcion de las figuras

La siguiente descripcion detallada de modalidades especificas de la presente descripcion se puede entender mejor
cuando se lee junto con los siguientes dibujos, donde una estructura semejante se indica con numeros de referencia
semejantes y en donde:

La figura 1 es un diagrama esquematico de un recipiente sometido a agitacion orbital;

La figura 2A es una ilustracion esquematica de un recipiente convencional de 3 litros y la figura 2B es una ilustracion
esquematica de un recipiente de escalado de 5 litros con deflectores;

La figura 3 es un dibujo que muestra varias perspectivas de un recipiente de escalado de 5 litros con deflectores;

La figura 4 es una serie de dibujos modelados y fotografias correspondientes que muestran el arrastre de liquido a lo largo
de las paredes laterales de un recipiente en funcién de la frecuencia de agitacion;

La figura 5 es un grafico de arrastre de liquido versus frecuencia de agitacion para los resultados modelados y
experimentales;

La figura 6 es un grafico que muestra el efecto del esfuerzo cortante sobre la viabilidad celular;

La figura 7 es un grafico de esfuerzo cortante maximo frente a la frecuencia de agitacion;

La figura 8 es una ilustracion modelada de contornos de la fraccién de volumen de aire en (a) un recipiente sin deflectores
de 3 litros y (b) un recipiente sin deflectores de 5 litros;

La figura 9 es un grafico que compara (a) la aireacion y (b) el esfuerzo cortante maximo en recipientes sin deflectores de
3 litros y 5 litros;

La figura 10 es una ilustraciéon modelada de contornos de la fraccion de volumen de aire en (a) un recipiente con
deflectores de 3 litros, (b) un recipiente de 5 litros con deflectores de 3 litros, y (c) un recipiente de 5 litros con deflectores
como se describe en diversas modalidades;

La figura 11 es un grafico que muestra el promedio de la fraccion del volumen de aire ponderado en volumen para los
recipientes de la figura 10;

La figura 12 es un grafico que muestra el esfuerzo cortante maximo en recipientes con deflectores de 3 litros y 5 litros;
Las Figuras 13A y 13B son ilustraciones modeladas de contornos de la fracciéon de volumen de aire en recipientes de 5
litros ilustrativos;

La figura 14 es un grafico que muestra el promedio de la fraccion del volumen de aire en recipientes con deflectores de 3
litros y 5 litros;

La figura 15 es un grafico que muestra el esfuerzo cortante maximo en recipientes con deflectores de 3 litros y 5 litros;
La figura 16 es una ilustracion modelada que muestra el efecto del material de la pared del recipiente sobre la aireacion;
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Las Figuras 17Ay 17B son dibujos en perspectiva de un recipiente con deflectores de 5 litros que tiene un canal de vertido
en formade V;y

La figura 18 es un grafico que compara la densidad celular contra el tiempo para un recipiente con deflectores de 5 litros
con un recipiente disponible comercialmente.

Descripcion detallada

Ahora se hara referencia con mayor detalle a diversas modalidades del tema de la presente descripcion, algunas de las
cuales se ilustran en los dibujos adjuntos. Los mismos numeros de referencia se usaran a lo largo de todos los dibujos
para referirse a las mismas partes o a partes similares.

La figura 2 es un dibujo esquematico de un recipiente convencional sin deflectores de 3 litros (Figura 2a) y, como se
describe de acuerdo con diversas modalidades en la presente, un recipiente de escalado de 5 litros con deflectores (Figura
2b). Ambos recipientes tienen un fondo con bordes periféricos redondeados que son integrales con una pared lateral con
forma conica que se estrecha hacia adentro.

Las paredes del recipiente de 5 litros estan ligeramente inclinadas hacia adentro con un angulo de inclinacién de 4-10°
(por ejemplo, 4°, 6°, 8° 0 10°) desde el eje vertical, a diferencia del recipiente de 3 litros donde el angulo de inclinacién de
la pared es de 30°. Las paredes menos inclinadas del recipiente de 5 litros dan como resultado una mayor capacidad de
volumen sin ningln cambio en el diametro maximo del recipiente o su altura total. Un area de transicion corta, inclinada
hacia adentro 220 une un cuello 210 al cuerpo principal del recipiente 230. En el ejemplo del recipiente de 3 litros, el cuello
tiene un diametro que es aproximadamente el 25 % del diametro maximo del recipiente. En el ejemplo del recipiente de 5
litros, el cuello tiene un diametro que es aproximadamente el 33 % del diametro maximo del recipiente.

Los medios de cultivo celular y las células pueden introducirse en el recipiente y retirarse del recipiente a través de una
abertura 226. La abertura 226 del recipiente puede volverse a cerrar a manera de una tapa (no mostrada) que se puede
unir de forma desmontable para evitar que se derrame el contenido del recipiente. La tapa puede incluir una cara abierta
que esta cubierta por una lamina de material de filtro. El material de filtro permite que el oxigeno ingrese al interior del
recipiente al tiempo que reduce el riesgo de contaminacién de su contenido.

En modalidades, el diametro externo maximo del recipiente de 5 litros puede variar de aproximadamente 220 a 240 mm,
por ejemplo, aproximadamente 220, 230 o 240 mm. Un diametro externo del cuerpo principal del recipiente 230 puede
variar desde un minimo en el extremo inclinado, adyacente al cuello, de aproximadamente 180 a 220 mm hasta un maximo
igual al diametro externo maximo del recipiente. El diametro externo del cuello 210 puede variar de aproximadamente 60
a 80 mm, por ejemplo, aproximadamente 60, 70 u 80 mm. La altura del cuello 210 puede variar de aproximadamente 50
a 80 mm, por ejemplo, aproximadamente 50, 60, 70 u 80 mm. Una altura total del recipiente puede variar de
aproximadamente 280 a 290 mm, por ejemplo, aproximadamente 285 mm. Una porcion exterior del cuello 210 puede ser
estriada o de lo contrario rugosa para proporcionar una superficie de agarre. En modalidades, el cuello se desvia a una
abertura del recipiente 226 que tiene un area de seccion transversal mas grande que el cuello. Por ejemplo, la abertura
del recipiente 226 puede tener un diametro que varia de aproximadamente 90 a 100 mm. Una abertura mas grande
presenta un area de seccion transversal mas grande para mejorar la ventilacion.

Con referencia a la Figura 2b, se ilustran cuatro deflectores separados simétricamente 280 cada uno en forma de V, un
angulo de la pared lateral de 80°-110° y, en modalidades, una altura medida paralela al eje longitudinal (vertical) que esta
por debajo de la altura de llenado de 2.5 litros. En modalidades, la altura del deflector esta entre 60 % a 120 % de la altura
del nivel de llenado de 2.5 litros. Los deflectores corren a lo largo de la pared lateral del recipiente 235 y, donde el fondo
del recipiente se une con la pared lateral, se extienden radialmente hacia adentro hacia el eje del recipiente. El grado en
que el deflector se extiende hacia adentro en la pared inferior del recipiente puede medirse por el angulo formado entre
la pared del deflector y la pared inferior del recipiente. En la modalidad ilustrada el angulo es 15°, aunque el angulo entre
la pared del deflector y la pared inferior puede variar de 5° a 30°.

La figura 3 muestra dibujos de ingenieria en perspectiva de un recipiente de escalado de 5 litros con deflectores de
acuerdo con las modalidades. En la vista en seccion transversal (A-A) los deflectores definen un paso de 15° con respecto
al fondo del recipiente. Cada altura de deflector es 1.96 pulgadas (~49.7 mm) sobre cuya altura cada deflector tiene una
profundidad de 0.23 pulgadas (~5.9 mm). Los deflectores terminan con una seccion inclinada que tiene un radio de
curvatura de 1.04 pulgadas (~26.5 mm). Otras caracteristicas de los deflectores son visibles en la seccién B-B, que incluye
un radio interno de curvatura de 0.11 pulgadas (~2.8 mm), un radio externo de curvatura de 0.44 pulgadas (~11.2 mm),
y una seccion transversal en forma de V, que forma un angulo de 96°.

Durante el uso, los deflectores 280 rompen el vortice de un liquido agitado y promueven el crecimiento de un material
bioldgico. Los deflectores del biorreactor de 5 litros estan disefiados para lograr una aireacion similar a la lograda con el
biorreactor de 3 litros a la misma frecuencia de agitaciéon, o mejor aireacion a 1.5x la frecuencia de agitacion sin exceder
el esfuerzo cortante maximo permisible para la viabilidad celular.

El disefio del recipiente de 5 litros se basa en un andlisis computacional de la dinamica de fluidos (CFD) del flujo de dos
fases (medios bioldgicos en liquido y aire) dentro del recipiente en agitacion. El CFD se us6 para desarrollar un modelo
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numérico del recipiente en agitacion. El modelo se usé para obtener informacion sobre la aireacion, el esfuerzo cortante
maximo y el grado de mezclado. Sobre la base de los datos de referencia para el disefio del recipiente de 3 litros, el
analisis CFD se uso6 para disefiar un recipiente de 5 litros para cumplir o superar el rendimiento del recipiente de 3 litros.

Sobre la base de la relacién empirica analizada anteriormente, se aprecié que para lograr una aireacion celular
comparable para un mayor volumen de llenado, se necesitaria un aumento en uno o mas del diametro maximo del
recipiente, el diametro de agitacion y la frecuencia de agitacion. Especificamente, a manera de ejemplo, para aumentar
el volumen de llenado de 1,5 litros (recipiente de 3 litros) a 2,5 litros (recipiente de 5 litros), segun la ecuacion anterior,
seria necesario (a) aumentar el didmetro maximo del recipiente en aproximadamente un 25 %, o (b) aumentar el diametro
de agitacion en aproximadamente un 300 %, y/o (c) aumentar la frecuencia de agitacién en aproximadamente un 45 %.

Para producir un recipiente que sea compatible con la infraestructura existente, el diametro maximo del recipiente y el
diametro de agitacién deben permanecer sin cambios con respecto al disefio de 3 litros. Si reconocemos que los
recipientes de 3 litros tipicamente se agitan a una frecuencia de 60 rpm, para lograr la misma aireacion en un recipiente
de 5 litros, se necesita una frecuencia de agitacion de aproximadamente 90 rpm. Sin embargo, como se analiza a
continuacion, la agitacion de un recipiente de 5 litros, sin deflectores, probablemente producira esfuerzos de cizallamiento
que exceden los esfuerzos maximos permisibles para la viabilidad celular.

En modalidades, por medio de la ubicacion de los deflectores en el disefio del recipiente de 5 litros, el recipiente de 5 litros
lleno hasta 2.5 litros se compara con el recipiente de 3 litros lleno a 1.5 litros a 60 rpm, y excede el rendimiento del
recipiente de 3 litros a 90 rpm sin exceder el esfuerzo cortante maximo permisible para la viabilidad celular a la misma
frecuencia de agitacion.

El modelo CFD se validé inicialmente utilizando el disefio del recipiente de 3 litros. En los experimentos, un recipiente de
3 litros que contenia agua coloreada se coloco en una mesa de agitacion y se agitd orbitalmente a varias frecuencias de
agitacion (por ejemplo, 60, 120 y 200 rpm) con un diametro de agitacion de 40 mm. La fuerza centrifuga resultante de la
rotacion orbital del recipiente empuja el liquido hacia las paredes laterales del recipiente y la superficie libre del liquido
adquiere una forma céncava. El desplazamiento del liquido por la pared lateral aumenta con la frecuencia de agitacion y
el aumento concomitante en la fuerza centrifuga. En la figura 4 se muestran fotografias y resultados modelados del
arrastre de liquido.

El arrastre de liquido predicho por el modelo a lo largo de las paredes laterales del recipiente estuvo de acuerdo con las
mediciones experimentales. En la figura 5 se muestra graficamente una comparacion directa del arrastre de liquido medido
frente al modelado. El dato para la medicion del arrastre de liquido resumido en la figura 5 fue la linea de insercion
representada por la flecha en la figura 4, que se ubica 3 cm por encima del fondo del recipiente.

Ademas de las pruebas de arrastre de liquido, se realizaron mediciones de viabilidad celular para establecer una
referencia para el esfuerzo cortante maximo que se puede permitir antes de que exista un efecto sobre la viabilidad celular.
Las mediciones de viabilidad celular se realizaron con células Sf9. Las pruebas se realizaron mediante el uso de un
recipiente de 1 litro agitado a 120, 150 y 175 rpm. Se realizaron dos conjuntos de pruebas en cada frecuencia de agitacion:
uno con el recipiente lleno hasta 300 ml y uno con el recipiente lleno hasta 500 ml.

Los resultados de las mediciones de viabilidad celular se presentan en la figura 6, que muestra que las células son
afectadas negativamente a frecuencias de agitacion de 150 rpm y mayores, mientras que la viabilidad celular no se afecta
cuando el biorreactor de 1 litro se agita a 120 rpm.

Se us6 un modelo CFD del biorreactor de 1 litro para correlacionar la viabilidad celular medida con el esfuerzo cortante
maximo permisible. Los datos del modelo CFD se usaron para calcular el esfuerzo cortante maximo en las diversas
velocidades de agitaciéon y volimenes de llenado experimentales. Los resultados del modelo CFD se presentan en la
figura 7, que muestra que el esfuerzo cortante maximo a 120 rpm es 0.28 Pa, que se correlaciona con el esfuerzo cortante
maximo permitido para la viabilidad celular.

En la figura 8 se muestran contornos de la fraccidon del volumen de aire en el recipiente sin deflectores de 3 litros (no
pertenecientes a la invencion), asi como en el recipiente de 5 litros (no pertenecientes a la invencion) cuando se agitan a
60 rpm. A medida que el liquido es empujado a las paredes laterales del recipiente, dentro de la region central del
recipiente el aire entra en el volumen que se llena con liquido mientras el recipiente esta en reposo. La fraccién promedio
del volumen de aire en el volumen de llenado se proporciona en la figura 9a para los recipientes de escalado sin deflectores
de 3 litros y 5 litros. La Figura 9a muestra que el recipiente sin deflectores de 5 litros proporciona 36 % menos aireacion
a las células que la contraparte de 3 litros cuando se agita a 60 rpm. Con referencia a la Figura 9b, a 60 rpm el esfuerzo
cortante maximo en el recipiente sin deflectores de 5 litros es aproximadamente 2x el esfuerzo cortante maximo en el
recipiente sin deflectores de 3 litros.

Con referencia de nuevo a la Figura 9a, puede observarse que cuando el recipiente sin deflectores de 5 litros se agita a
90 rpm, la aireacion celular es similar al recipiente de 3 litros agitado a 60 rpm. Sin embargo, como se observa en la figura
9b, el esfuerzo cortante maximo en el recipiente sin deflectores de 5 litros (a 90 rpm) es 0.29 Pa (Figura 9b), que excede
el esfuerzo cortante maximo permisible para la viabilidad celular.
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La introduccion de deflectores en el recipiente de 5 litros puede interrumpir el vortice liquido y reducir el esfuerzo cortante
maximo. En este sentido, el modelo CFD se us6 para analizar varios disefios de deflectores. Los deflectores adecuados
proporcionan una combinacion de buena aireacion celular y bajo esfuerzo cortante.

Los deflectores ilustrativos tienen una forma de V, un angulo de la pared lateral de 80°-110° y, en modalidades, una altura
cuando se mide paralela al eje longitudinal del recipiente de 5 litros que esta por debajo del nivel de llenado de 2.5 litros.
En modalidades, la altura del deflector puede variar de 60 % a 120 % de la altura del nivel de llenado.

Los deflectores se extienden a lo largo de la pared lateral del recipiente y, donde la pared lateral se une a la pared inferior
del recipiente, se extiende radialmente hacia adentro hacia el eje central del recipiente. El grado en que el deflector se
extiende hacia adentro en la pared inferior del recipiente puede medirse por el angulo formado entre la pared del deflector
y la pared inferior del recipiente.

En la figura 10 se muestran graficos de contorno de la fraccion del volumen de aire en (a) un recipiente con deflectores
de 3 litros, (b) un recipiente con deflectores de 5 litros que utiliza un disefio de deflector del recipiente de 3 litros, y (c) un
recipiente con deflectores de 5 litros de acuerdo con las modalidades de la presente descripcion.

Una comparacion de las figuras 10b y 10c muestra que con los deflectores descritos, el aire entra mas profundo en el
volumen de llenado de liquido y por lo tanto produce mejor aireacion celular. Esto también se demuestra mediante el valor
promedio ponderado en volumen de la fraccion del volumen de aire como se muestra graficamente en la figura 11. De la
figura 11, que muestra datos para recipientes agitados a 60 rpm, se logra un 25 % de mejora en la aireacion celular con
el recipiente de escalado de 5 litros que utiliza el disefio de deflector descrito en comparacion con el recipiente de 5 litros
con deflectores del recipiente de 3 litros.

Con referencia aun a la figura 11, aunque el rendimiento de aireacién del recipiente de 5 litros se mejora con el redisefio
de los deflectores, todavia esta por debajo del rendimiento del recipiente con deflectores de 3 litros. Sin embargo, como
se muestra en la figura 12, para una agitacion de 60 rpm el esfuerzo cortante maximo del de 5 litros con el deflector
redisefiado es un 16 % menor que el esfuerzo cortante maximo en su contraparte de 3 litros. Los datos de la figura 12
sugieren que puede ser posible aumentar el rendimiento de aireacion celular del recipiente con deflectores de 5 litros
agitandolo a una frecuencia mas alta, es decir, superior a 60 rpm. El modelo CFD muestra un aumento significativo en la
aireacion celular cuando el recipiente con deflectores de 5 litros se agita a 90 rpm. Esto se demuestra en la figura 13, que
muestra los contornos de volumen de aire en un recipiente ilustrativo de 5 litros a (a) 60 rpm y (b) 90 rpm.

Con referencia a la figura 14, cuando se agita a 90 rpm, el biorreactor de escalado de 5 litros descrito proporciona un
aumento del 19 % en la aireacion celular sobre su contraparte de 3 litros. Esto es posible gracias a los deflectores
redisefiados, que ayudan a reducir el esfuerzo cortante maximo de manera que incluso cuando el recipiente con
deflectores de 5 litros se agita a 90 rpm, el esfuerzo cortante maximo es 0.24 Pa, que es solo 15 % mayor que el esfuerzo
cortante para el recipiente con deflectores de 3 litros y menor que el esfuerzo cortante maximo permisible (0.28 Pa). Este
resultado se muestra graficamente en la figura 15.

Si bien el recipiente con deflectores de 5 litros se describe en la presente como que tiene cuatro deflectores, el modelo
CFD muestra que es posible utilizar de 2 a 6 deflectores y aun mejorar la velocidad de crecimiento de los medios
bioldgicos. En modalidades, la pluralidad de deflectores se separa uniformemente alrededor del fondo del recipiente.

En modalidades, el recipiente biorreactor de 5 litros esta hecho de (o recubierto internamente con) un material hidrofilico,
que promueve el arrastre de liquido mas arriba en las paredes laterales del recipiente, dejando mas espacio en el centro
del volumen de llenado de liquido para que el aire entre y por lo tanto, aumente la aireacion celular. Opcionalmente, una
superficie interna del recipiente puede tratarse para formar una superficie interna hidréfila. Los tratamientos de superficie
ilustrativos incluyen el tratamiento de superficie CellBIND® de Corning y los tratamientos de cultivo de tejidos como la
exposicién a una descarga en corona. El recipiente, en modalidades adicionales, es una parte unitaria que puede
formarse, por ejemplo, por moldeo por inyeccion o moldeo por soplado. El recipiente no tiene marcas de union. Los
materiales ilustrativos del recipiente incluyen policarbonato, polipropileno y polietileno. El recipiente puede incluir una sola
camara.

El efecto del material del recipiente biorreactor sobre la aireacion se ilustra en la figura 16. El analisis CFD muestra que
cuando el material del recipiente cambia de hidrofébico (por ejemplo, angulo de contacto con el liquido = 30°) a hidrofilico
(por ejemplo, angulo de contacto con el liquido = 90°) se logra una mejora del 13 % en el promedio de la fraccién del
volumen de aire ponderado en volumen. La aireacién promedio para el material hidrofébico de la pared interna del
recipiente fue de 0.0785, mientras que la aireacion promedio para el material hidrofilico de la pared interna del recipiente
fue de 0.0888.

Los recipientes de 5 litros descritos en la presente pueden comprender una pared lateral que termina sobre una superficie
casi horizontal (es decir, paralela al fondo del recipiente), que después pasa a un cuello de menor diametro. El cuello pasa
a una salida de mayor diametro, opcionalmente con rosca. En modalidades adicionales, como se ilustra en las figuras 17A
y 17B, el cuello comprende un canal 300 que facilita el vertido suave del contenido liquido del recipiente. El cuello del
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canal también simplifica la evacuacién de pequefas cantidades de fluido de la superficie de transicion interior casi
horizontal 240.

En modalidades el canal 300 se extiende de la pared lateral del recipiente 235 al cuello 210. El canal disminuye de
aproximadamente 80° (por ejemplo, 79°) a aproximadamente 45° mas alla de la horizontal del angulo de inclinacion del
recipiente requerido para verter el contenido liquido completo del recipiente.

El canal en forma de V conecta una pared lateral sustancialmente vertical 235 a una boquilla de vertido vertical, de
diametro mas pequefio 260 que es concéntrica con el diametro mas grande del recipiente. Una transicion entre el diametro
mas grande del recipiente y la boquilla de vertido es una superficie horizontal ligeramente inclinada 244. La adicién del
canal minimiza las salpicaduras de la corriente de fluido que sale del recipiente y también ayuda a eliminar cualquier fluido
residual que sea dificil de decantar del recipiente.

En una evaluacion (volumen de llenado de 2.5 litros, velocidad de agitacion de 90 rpm) que compara el rendimiento celular
(Sf9) en un recipiente con deflectores de 5 litros de acuerdo con las modalidades con un matraz de cultivo éptimo de 5
litros Thomson disponible comercialmente, el nimero total de células después de 4 dias de cultivo en el recipiente con
deflectores de 5 litros fue de aproximadamente 2.6 x 10'° en comparacion con solo aproximadamente 2 x 10'° en el
recipiente comparativo, lo que representa un aumento en el rendimiento celular de aproximadamente 30 %.

En una evaluacion relacionada (volumen de llenado de 3.5 litros, velocidad de agitacion de 100 rpm), se observé un
aumento de 300 % en el rendimiento celular después de 4 dias de cultivo, lo que demuestra que la diferenciacion entre
los dos matraces aumenta con el aumento del volumen de llenado. La figura 18 es un grafico que compara la densidad
celular frente al tiempo para el recipiente con deflectores de 5 litros con el recipiente disponible comercialmente.

El recipiente biorreactor de 5 litros descrito en la presente tiene el mismo diametro, altura y diametro de agitacion maximos
que un recipiente de 3 litros y por lo tanto es ventajosamente compatible con la infraestructura existente. Con el volumen
total mas grande, el recipiente de 5 litros permite un aumento de 67 % en el volumen de medios bioldgicos que pueden
cultivarse en el recipiente. Ademas, cuando se agita a 1.5x la frecuencia de agitacion del biorreactor de 3 litros (es decir,
90 rpm frente a 60 rpm), el recipiente de 5 litros logra un aumento de 19 % en la aireacién celular sin exceder el limite
maximo de esfuerzo cortante para la viabilidad celular

Como se usa en la presente descripcion, las formas singulares "un”, "uno/una" y "el/la" incluyen los referentes plurales a
menos que el contexto indique claramente lo contrario. Asi, por ejemplo, la referencia a un "deflector" incluye ejemplos
que tienen dos o mas de tales "deflectores" a menos que el contexto indique claramente lo contrario.

Los intervalos se pueden expresar en la presente como de "aproximadamente" un valor particular y/o hasta
"aproximadamente" otro valor particular. Cuando se expresa un intervalo de este tipo, los ejemplos incluyen desde un
valor particular y/o hasta el otro valor particular. Similarmente, cuando los valores se expresan como aproximaciones
mediante el uso del antecedente "aproximadamente", se entendera que el valor particular forma otro aspecto. Se
entendera, ademas, que los criterios de valoracion principal de cada uno de los intervalos son significativos tanto en
relacion con el otro criterio de valoracion principal, e independientemente del otro criterio de valoracion principal.

A menos que se indique expresamente lo contrario, de ninguna manera se pretende que ningin método expuesto en la
presente se interprete como que requiere que sus pasos se realicen en un orden especifico. En consecuencia, cuando
una reivindicacion de método no menciona realmente un orden a seguir en sus etapas o no se indica especificamente de
cualquier otra manera en las reivindicaciones o descripciones que las etapas estan limitadas a un orden especifico, no
esta previsto de ninguna manera que se infiera ningun orden en particular. Cualquier caracteristica o aspecto Unico o
multiple mencionado en cualquier reivindicacién puede combinarse o permutarse con cualquier otra caracteristica o
aspecto mencionado en cualquier otra reivindicacion o reivindicaciones.

También se sefiala que la mencion en la presente se refiere a un componente que esta "configurado" o "adaptado para"
funcionar en una manera particular. En este sentido, dicho componente se "configura" o "adapta" para incorporar una
propiedad, o funcién particular en una manera particular, donde tales menciones son menciones estructurales en
oposicion a las menciones de uso previsto. Mas especificamente, las referencias en la presente a la manera en que un
componente se "configura" o "adapta" denota una condicion fisica existente del componente y, como tal, debe tomarse
como una mencion definitiva de las caracteristicas estructurales del componente.

Si bien pueden describirse diversas caracteristicas, elementos o etapas de modalidades particulares mediante el uso de
la frase de transicion "que comprende”, debe entenderse que las modalidades alternativas, que incluyen las que pueden
describirse mediante el uso de las frases de transicion "que consiste" o "que consiste esencialmente en" estan implicitas.
Asi, por ejemplo, las modalidades alternativas implicitas a un deflector que comprende medios biolégicos en liquido y aire
incluyen modalidades donde un recipiente consiste en medios bioldgicos en liquido y aire y modalidades donde un
recipiente consiste esencialmente en medios biolégicos en liquido y aire.

Para los expertos en la técnica sera evidente que se pueden hacer diversas modificaciones y variaciones a la presente
invencion sin apartarse del alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

Un recipiente para cultivar células que comprende:

un cuerpo principal del recipiente (230) definido por un fondo que tiene bordes redondeados que es integral con
una pared lateral con forma cénica (235) que se estrecha hacia adentro a una superficie superior (240);

un cuello anular alargado integral (210) que se extiende hacia arriba desde la superficie superior (240) hasta una
abertura del recipiente (226); y

dos o mas deflectores interiores (280) configurados para interrumpir un vortice de liquido de un medio liquido
contenido dentro del recipiente durante la agitacién del medio liquido, en donde los deflectores (280) tienen una
seccion transversal en forma de V,

caracterizado porque:

la pared lateral (235) esta inclinada hacia adentro con un angulo de inclinacion de 4-10°; y

los deflectores (280) tienen un angulo de la pared lateral de 80°-110°.

El recipiente de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la superficie superior (240) es sustancialmente horizontal.

El recipiente de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el cuerpo principal del recipiente (230) tiene un volumen
de al menos 5 litros.

El recipiente de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el recipiente comprende una parte unitaria.
El recipiente de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el recipiente tiene una superficie interna hidrdfila.

El recipiente de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el cuello (210) se une al cuerpo principal del recipiente
(230) por medio de un area de transicion inclinada.

El recipiente de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el diametro del cuello (210) es menor que un didametro
de la abertura del recipiente (226).

El recipiente de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el diametro del cuello (210) es al menos 30 % de un
diametro maximo del recipiente.

El recipiente de acuerdo con la reivindicacion 1, donde los deflectores (280) se elevan con respecto a una superficie
interna del recipiente.

El recipiente de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el cuello (210) comprende ademas un canal de vertido
(300).

Un método de cultivo de células, que comprende:

introducir un medio de cultivo en el recipiente de conformidad con la reivindicacion 1;
introducir al menos una linea celular seleccionada en el recipiente; y

agitar el recipiente a una frecuencia mayor que 60 rpm.

El método de acuerdo con la reivindicacion 11, en donde la frecuencia es 90 rpm.
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FIG. 4A
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FIG. 4B
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FIG. 4C
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FIG. 5

Canal de liquido a lo largo de la pared lateral vs. velocidad de agitacion
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Sin deflectores de 3 litros

FIG. 8A
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5 litros sin deflectores

FIG. 8B
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FIG. 10A

Volumen de llenado liquido
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FIG. 10B
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FIG. 10C
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FIG. 11
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FIG. 13A
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FIG. 13B
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FIG. 14

FIG. 15
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FIG. 16A

Angulo de contacto con la pared: 30

FIG. 16B

Angulo de contacto con la pared: 90°
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FIG. 18

Densidades de células viables Sf9 (100 rpm n=1)
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