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RESUMEN

El cultivo de células de mamifero en bioreactores es un reto tecnoldgico
vigente. Las células de mamifero son significativamente mas sensibles al estrés
mecanico que las células bacterianas. Las configuraciones actuales de bioreactores
pueden ocasionar dafio celular por los niveles de estrés mecénico propios a su
operacion. Investigaciones previas demuestran que la simple modificacion de
desplazar el eje de agitacion en un tanque, de la posicion central a una excéntrica,
generan cambios dramaticos en los patrones de flujo y mejoras significativas en el
mezclado. Esta investigacion amplia la ventana de condiciones experimentales
contemplada en investigaciones anteriores, y documenta la sustitucion de propelas
convencionales por el uso de agitadores de bajo estrés mecanico (se probaron dos
distintos diametros de discos sin paletas) como alternativa de uso para bioreactores

para células de mamifero.

Se realizaron experimentos de visualizacion de patrones de mezclado en
sistemas laminares concéntricos y excéntricos. Las pruebas se efectuaron en un
bioreactor de 1 L., utilizando glicerina como sustancia base y un trazador fluorescente
de fluoresceina para marcar los patrones de flujo. Se hicieron estudios en cada una de
las posiciones del eje (E=0.00, 0.21, 0.42) a 3 diferentes velocidades (v=150, 300,
500 rpm) y con cada uno de los discos ((1=3,5 cm), por periodos de evaluacion de
una hora. En el caso base, la configuracion concéntrica, (E=0.00) con ambos discos
se observa la presencia de regiones toroidales segregadas arriba y debajo del
impulsor, sin importar la velocidad de agitacion. Estas regiones sobreviven al proceso
de mezclado por tiempos superiores a una hora. En el caso de E=0.21, para ambos
discos; el tiempo de mezclado disminuye, las regiones toroidales segregadas se
reducen, pero aun siguen existiendo, adquiriendo cierta asimetria, aunque su
ubicacion no varia significativamente con respecto al caso base. En E=0.42, el tiempo

de mezclado se reduce considerablemente. A 500 rpm y utilizando un impulsor de



3cm, se obtiene un mezclado homogéneo, sin presencia de zonas segregadas, en un
tiempo de 6 min.

Este trabajo demuestra que un sistema excéntrico de E=0.42, con un impulsor
de disco de 3 cm. exhibe buen desempefio de mezclado a bajas velocidades. Se
sugiere dicha configuracion para su empleo en el cultivo de células susceptibles a
estrés mecanico. La validacion de esta aplicacion recaera en investigaciones

posteriores.



CAPITULO I.
ANTECEDENTES

1.1 Ingenieria de bioprocesos como “cuello de botella” en biotecnologia

El ndmero creciente de microorganismos que estan siendo utilizados en
actividades relacionadas con la ingenieria genética, biomédica, biotecnoldgica y por
la medicina en aplicaciones terapéuticas, farmacologicas y clinicas hacen que el
desarrollo de nuevas tecnologias para el cultivo celular esté en continua evolucion.
Reportes de nuevas biotransformaciones son sumamente comunes en nuestros dias.
Sin embargo, el conocimiento insuficiente en el area de la ingenieria de bio-procesos
es un importante cuello de botella en el mejoramiento y escalamiento de los mismos
(Chisti, M.Y, 1989).

1.2 Bioreactores

Un bioreactor esta conformado principalmente por una jarra ¢ contenedor, un
eje/varilla de agitacion, impulsores (puede tener mas de uno), una tapa hermética,
puertos de entrada para electrodos (pH, temperatura, DO), un rotor para poder llevar a
cabo la agitacion, una o varias salidas o puertos de muestreo y sistemas periféricos
para poder regular la inyeccion de 4&cido, base, nutrientes y antiespumantes.
(Schurgel, K., 1990; Ward, O.P, 1991)

Diversos tipos de bioreactores son utilizados en procesos biotecnoldgicos
(Shiirgel, K., 1990; Levenspiel, O., 1998; Rodriguez, A.C., in press). Entre ellos hay
variaciones geométricas importantes. En términos muy genéricos, dos son las
geometrias predominantes en el disefio de reactores bioldgicos: reactores tubulares
“t” y reactores tipo tanque. De estos, los reactores tipo tanque son los mas

frecuentemente utilizados en escala laboratorio, piloto, e industrial. Existen sin



embargo, variaciones geométricas dentro del grupo de los reactores tipo tanque:
geometria de sus agitadores (impulsor tipo “Rushton” de 6 aspas (Fig. 1), impulsor
axial (Fig. 2) e impulsor/propela de disco plano sin paletas (Fig. 3)), numero de
agitadores (uno y tres dispuestos al centro del tanque son las configuraciones mas
frecuentes), espaciamiento entre impulsores, relacion altura/didmetro del tanque
(relacion L/D).

Fig. 1. Impulsor tipo “Rushton”. (tomado de Vrabel et al. 2000)

Fig. 2. Impulsor de tipo Axial.



Fig. 3. Impulsor tipo disco sin paletas

1.2.1 Funciones de un Bioreactor

Un bioreactor es un aparato en donde se llevan a cabo reacciones biol6gicas
tales como fermentaciones, produccion de medicamentos, productos quimicos de alto

valor, entre otros.

Actualmente, se utilizan en el crecimiento de células de mamifero y plantas
con la finalidad de ayudar en tratamientos y en posibles terapias para enfermedades

como el cancer, aterosclerosis, aterotrombosis, etc (Schindhelm et al., 1999).

Las funciones primordiales de un bioreactor para cultivo celular se especifican
en la Tabla 1. En el contexto de cultivo de células animales, de particular interés en
este trabajo, el adecuado control de parametros de cultivo celular resulta crucial dadas
las condiciones especiales que la células animales necesitan para su crecimiento
(Tabla 2). Otros aspectos importantes a considerar en el manejo de un sistema de
cultivo celular son la completa esterilidad de la jarra e instrumentos del bioreactor y
el control de la velocidad de agitacion. Las células de mamifero son mas susceptibles
al estrés mecanico en comparacion con bacterias y hongos. Para su cultivo se
recomiendan condiciones benignas de agitacion (Curran, SJ., et al, 2004,
Chattopadhyay, S., et al, 2001), aungue aun existe controversia sobre el umbral de
tolerancia a la turbulencia por parte de estas células. Existen reportes de diversos

tipos de células de mamifero que son cultivadas en bioreactor (CHO, Vero, etc) y en



los cuéles para su crecimiento se agitan a bajas velocidades, es decir en un régimen
laminar (90 — 300 rpm), por lo que se comprueba que Se necesitan condiciones

minimas de agitacion.

Tabla 1. Funciones de un Reactor Bioldgico.

Funcién
Contenedor Asegurar la contencion y esterilidad de su contenido
Introduccion de sustratos 0y, CO, Ny
gase0sos
Introduccion de nutrientes Fuentes de carbono
Remocion de productos
ase0s0s CO2 CH,
Control de ambiente fisico Temperatura, Condiciones de mezclado, pH
Suspension de materiales Células, acarreadores, particulas
Dispersion Sistema de dos o tres fases

Fuente: Scale-up of Bioprocess. Cap. 11. NV&L. (Tabla Modificada)

Tabla 2. Parametros necesarios para el cultivo de células animales

Parametro Condiciones
Temperatura 37°C

CO; 5-10%

Volumen de trabajo 1,000 — 10,000 ml
Tiempo de cultivo 6 — 21 dias

Fuente: Lettenbauer, C., et al. (en impresién). Suiza.

1.2.2 Diferencias entre el crecimiento en placa con agar y un bioreactor



Existen dos grandes clases de sistemas de produccion de células de mamifero:
sistemas de cultivo en placa o en botellas, y sistemas de cultivo en bioreactores
(mayoritariamente tanques agitados). Algunas instituciones y compafiias industriales
y de investigacion siguen utilizando sistemas de placas o botellas de cultivo celular;

sin embargo estas presentan muchas limitantes, entre las cuales se encuentran:

(@) Volumen y escala. Los sistemas de botellas y cajas no son escalables por

volumen, solo por nimero (no se disefia una “caja Petri gigante”, se utilizan
mas cajas). Entonces, el costo a la larga se incrementa, ya que no solo se
necesitan “n” namero de cajas/botellas de crecimiento celular, pipetas, y
medio de cultivo, sino mayor nimero de incubadoras, que al crecer en

volumen muchas veces son incrementalmente ineficientes y costosas.

(b) Condiciones de esterilidad. La esterilizacion de los materiales (pipetas,

frascos de transferencia, etc.) implica mucha manipulacion de los mismos.
Adicionalmente, el abrir y cerrar las incubadoras para realizar los cambios
de medio que las células necesitan, deja la posible contaminacién de las

células que en ella se contienen.

(c) Tiempo de crecimiento y duplicacién celular. El tiempo de crecimiento en

sistemas placa o botellas de cultivo es alto, por lo que alcanzar un numero
considerable de células por medio de crecimiento en placa implica un

tiempo prolongado.

Las limitaciones y/o caracteristicas anteriormente mencionadas se ven
reducidas o eliminadas si se encuentra un sistema de crecimiento adecuado en un
bioreactor escalable en volumen, que soporte crecimiento masivo de células en
suspension.  Sin embargo, la mayor parte de los bioreactores actulamente utilizados
para cultivo de células de mamifero en suspension, fueron modificados a partir de

disefios de sistemas tanque utilizados para cultivo bacteriano y por lo tanto su



eficiencia o productividad pudiera ser cuestionable. Citando un aspecto relevante, el
mecanismo de mezclado prevalente en bioreactores tipo tanque para cultivo celular es
la turbulencia. Esto implica condiciones extremas de estrés mecanico por agitacion
que realmente no son necesarias y ademas pudiesen ser causales de dafio celular
(Cherry et al, 1988; Shane et al, 1987).

1.2.3 Bioreactores utilizados en la actualidad.

Son pocos los sistemas de bioreactor utilizados para el crecimiento de células
de mamifero. Sin embargo, compafiias como New Brunswik Scientific, o Bellco
Biotechnolgy fabrican diversos equipos para este fin. Adicionalmente, existen
alternativas tecnoldgicas para el crecimiento celular como lo es el uso de membranas
que protejan a la célula contra el estrés mecanico que pudiera sufrir en un bioreactor.
En la Tabla 3 se muestran ejemplos de bioreactores de células de mamifero con sus

caracteristicas generales.



Tabla 3. Bioreactores y alternativas actuales para crecimiento de celulas de mamifero

Compafiia Equipo Descripcion
. » Fermentador autoclave y bioreactor
BioFlo 3000"  Ideal para lineas celulares de
New animales, insectos y plantas
Brunswick » Sistema tipo tanque agitado
Scientific » Impeler tipo “Rushton” de 6 paletas
» Capacidad: Jarras intercambiables de
l6aldl.
« Lecho empacado con Fibra-Cel”
. » Crecimiento de todo tipo de células,
B'OFF IO_ 110° desde microorganismog aeroébicos y
New ™~ gnaerobios hasta Ievadu,ras, células de
Brunswick insectos, plantas y mamiferos.
Scientific o Jarrasde 1.3,3.0,7.5y 14.0L.

Sistema semi-automatizado
Impulsor tipo “Rushton”, impulsores
axiales. (intercambiables)

Bioreactor 3y 7L.2

!

Bellco 1l
Biotechnology

Disefiado para cultivo bacteriano y
celulas de mamifero.

Jarra de borosilicato

Entradas y salidas para pH, Do,
temperatura y agitacion (rpm).
Impeler de disco vertical

Investigadores
del Instituto
Federal Suizo de
Tecnologia y del
Instituto
Universitario de
Tecnologia de
Francia

CellMAC?

Encapsulacion de células de mamifero
en capsulas de sulfato de
celulosa/pDADMAC.

Proteccion de la célula de mamifero en
cuanto al estrés mecanico que sufre en
régimen turbulento

1. www.nbsc.com 2. www.bellcoglass.com 3. Weber et al., 2004.



1.2.4 Flujo laminar

Cuando un fluido circula por un tubo pueden encontrarse diferentes regimenes

de circulacion en funcion del nimero de Reynolds. Este se define como

2
Re=PY - AO'N
U U

en donde p es la densidad del fluido, D el diametro del impulsor, N la velocidad en
rom y W la viscosidad. Los regimenes de flujo en un tanque agitado son los

presentados en la tabla 4.

Tabla 4. Regimenes de flujo en base al Numero de Reynolds

Régimen Rango
Laminar Re <2.100
Transicion 2.100 < Re <
10.000
Turbulento Re > 10.000

Fuente: Santamaria et al., 1999.

Para efectos practicos se puede considerar que para un Re =4.000 ya existe un

flujo turbulento en un tanque agitado (Santamaria et al., 1999).

Existen reportes de sistemas laminares tipo tanque (Alvarez, 2000; Alvarez et

al, 2002) que asegurarian mezclado apropiado a menor estrés mecanico.

1.2.5 Mezclado y su estudio en tanques agitados.

Un bioreactor, como ya se ha mencionado, tiene diferentes funciones, dentro

de las cuales se encuentra el mezclado, sin embargo es una de las menos estudiadas,



como se puede observar en la tabla 1 ni siquiera es mencionada, aun y cuando es una
de las practicas tecnoldgicas mas antiguas (Alvarez et al, 2002). EI mezclar implica
lograr una uniformidad en todos los componentes que se encuentran contenidos en un
bioreactor. Los procesos de mezclado son practicados desde el Paleolitico, cuando los
pintores de las cavernas mezclaban hollin y ocre con el jugo y la grasa de animales
(Graziosi, 1960). Actualmente, se reconoce la importancia de un adecuado mezclado
en la industria alimentaria, farmacéutica y quimica. Los tanques agitados son los
sistemas de agitacion industrial mas usados en procesos quimicos: manufactura de
detergentes, cremas, medicinas, alimentos, vacunas y quimicos en general (Chisti,
M.Y., 1989). Estos tanques cuentan con sistemas de agitacién con impulsores de tipo
radial (generalmente impulsores Rushton) o de tipo axial. Los métodos cuantitativos
que describen el mezclado en tanques agitados son generalmente limitados y el
diagnostico de condiciones de mezclado regularmente se hace en base a experimentos
de neutralizacion (Hayes et al, 1998; Norwood et al, 1960) o midiendo tiempos
basados en la variacion de pH o conductividad (Kramers et al, 1953; Biggs, 1963).
El estudio del mezclado en el contexto de disefio de bioreactores es incipiente
(Alvarez et al, 2004), y los disefios alternativos a equipo convencional no son
frecuentes. Por ejemplo, los discos, en arreglos simétricos 0 asimétricos, no son

encontrados en la practica industrial (Alvarez et al, 2002).

1.2.6 Tanques agitados concéntricos

Los bioreactores concéntricos son los mas estudiados, actualmente son los que
se utilizan en la mayoria de los procesos para produccion de farmacos, alimentos y
crecimiento celular. Los sistemas simétricos son mecanicamente mas estables cuando
se requiere trabajar en régimen turbulento. Sin embargo, la simetria induce a serias
patologias de mezclado en el régimen laminar, como lo indican Lamberto et al,
(1996) y Alvarez et al, (2002). En los experimentos recientemente reportados por
Alvarez et al, 2004, se observaron diversos problemas tipicos de geometrias

concéntricas: separatrices horizontales, presencia de zonas segregadas y deficiencias



en mezclado vertical. Las separatrices y regiones segregadas han sido identificadas en
sistemas tipo tanque laminares agitados con propelas “Rushton” y axiales. Si una
propela de este tipo fuera reemplazada por un disco de un mismo diametro, se
originaria un flujo muy similar (en sistema concéntrico), pero esencialmente no
ocurriria un mezclado convectivo, pues el sistema no seria cadtico (Alvarez et al.,
2002). Con las propelas “Rushton” se obtiene un mezclado mas eficiente que con el
disco, debido a que se produce caos mas generalizado con las primeras. Aunado a

esto una agitacion mas agresiva.

En consecuencia, un bioreactor tipo tanque concéntrico operado en flujo
laminar presentaria patologias de mezclado. Idealmente, un sistema con impulsores
que originen bajo estrés mecanico y que aun promueva mezclado adecuado en flujo
laminar, tendria alto potencial de aplicacion como bioreactor para cultivo de células

de mamifero.

1.2.7 Bioreactores Excéntricos

El objetivo ultimo de un sistema excéntrico de agitacion es crear un sistema
cadtico, que distribuya de una forma “aparentemente azarosa” a las particulas del
fluido, destruyendo la segregacion inicial. En la actualidad, los sistemas excentricos
solo son recomendados como una alternativa al uso de baffles, para minimizar la
formacion de vortex en aplicaciones turbulentas. Su presencia en la escala industrial
es minima y se restringe generalmente a escalas pequefias. Joosten et al. (1977)
recomienda utilizar arreglos asimétricos de baffles para alcanzar a suspender
particulas a bajos valores de revoluciones por minuto (RPM) creando un vortex
excentrico similar al que promoveria un sistema de agitacion excéntrica. Esta
sugerencia, no ha sido explorada industrialmente. Fountain et al, (1998) documenta
experimentos en un tanque agitado en donde se monté un disco en un eje inclinado,
esto también a régimen laminar. Los autores reportan generacion de caos parcial para

flujos lentos de fluidos newtonianos. En un estudio mas reciente en tanques



excéntricos realizado por Alvarez et al., (2002), se prueban algunos valores de
excentricidad, capaces de originar caos ampliamente distribuido en el sistema,
observandose una reduccion significativa del tiempo de mezclado con respecto a
sistemas concéntricos para valores de Re menores a 50. Estos resultados fueron
recavados de forma visual, utilizando inyecciones de trazadores fluorescentes. Esta

misma técnica fue utilizada en este estudio.

En el trabajo de Alvarez (2000) y Alvarez et al, (2002) se utilizbé un tanque
cilindrico de diametro de 12.06 cm. con depresiones conicas al fondo localizadas a 0,
2.54, 5.082 y 7.623 cm del centro. La excentricidad del sistema se define como E =
B/a, donde a es el radio del tanque, 3 la distancia del eje al centro y E excentricidad.
Asi, las excentricidades utilizadas son 0.21, 0.42 y 0.43. Se usaron 3 tipos de
impulsores: axial (“Pitch impeller”), turbina Rushton y un disco de acrilico sin hojas.
La mezcla de glicerina y agua utilizada como fluido de trabajo exhibié un rango de
viscosidad entre 500 y 800 centipoises. Se exploré el rango de velocidades moderadas
(50 - 300 rpm), resultando estas condiciones en un rango de flujos laminares (Re =
12.5 — 50). En esta investigacion, solo se presenta una imagen del patron de mezclado
con disco sin paletas en una excentricidad de 0.42, sin embargo, no reporta tiempos
precisos de mezclado y carece de informacion con respecto al mezclado en sistema

concéntrico y de excentricidad 0.21 con el impulsor anteriormente mencionado.

1.3.  Aportacion experimental del presente trabajo

En esta investigacion, la configuracion de tangue concéntrica se tomo como
caso base de comparacién contra configuraciones excéntrica. Adicionalmente, se
document6 el uso de impulsores de disco (sin paletas), como una alternativa a
impulsores radiales o axiales que son causales de campos de estrés mecanico mas

concentrados y agresivos. Los parametros a evaluar son la velocidad de agitacion, el



nimero de Reynolds, tiempo inicial y total de mezclado, diametro de disco, presencia

de zonas segregadas y separatrices dentro del area de mezclado.



CAPITULO II.
INTRODUCCION

2.1 Justificacion de la investigacion

Los bioreactores prevalentes para el cultivo de células de mamifero no fueron
disefiados para tal propdsito. Su geometria, ha sido basicamente inspirada de aquella
utilizada en el cultivo de bacterias y levaduras. Las células bacterianas son, sin
embargo, altamente resistentes al estrés mecanico. Esta caracteristica no es
compartida por las células de mamifero. Siendo cada vez mas frecuente la necesidad
industrial de cultivar células de mamifero o insecto dado el potencial de éstas como
vectores para la produccion de biofarmacos, es relevante optimizar el disefio de los
bioreactores que actualmente se utiliza a fin de mezclar eficientemente impartiendo el

menor estrés mecanico posible a las células.

2.2 Objetivo General

Proponer un disefio innovador de bioreactor para crecimiento celular donde
las condiciones de mezclado (en régimen laminar) sean las Optimas [Vagiacion baja
(flujo laminar), tmezcido Menor a una hora y mezclado mas homogéneo (disminucion

de zonas segregadas y regiones segregadas)]



2.3 Objetivos Especificos

» Estandarizar un método de estudio de patrones de mezclado en tanques via
inyeccion de trazadores fluorescentes

» Disefiar y construir un bioreactor prototipo de 1L para este estudio, pero
utilizable para experimentos utilizando material celular.

» Validar los patrones de flujo en un bioreactor conceéntrico.

o Comparar los patrones de flujo observables en configuraciones

concéntricas y excéntricas.

2.4 Hipotesis

Un reactor de configuracion excéntrica puede crear condiciones de mezclado

adecuadas para el crecimiento de células de mamifero, a muy bajas velocidades de

agitacion y de generacion de estrés mecanico.



CAPITULO III.
PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Material y Equipo

Para la realizacion de la parte experimental de este proyecto se utilizaron los

instrumentos, materiales y reactivos referidos en la Tabla 5.

Tabla 5. Material, Equipos y Reactivos/Sustancias.

Descripcion

Equipo

Material

Reactivos/
Sustancias

Fermentador BIOFLO I11. New Brunswik Scientific. Capacidad 5L.
Bioreactor para cultivo cellular de 1 L.

Pipetor Glasfirm. Pi.pump 2500

Balanza granataria Ohaus

Camara Fotogréafica Pentax K1000.

Tripie para camara fotrogréafica

Lampara de luz UV. Spectroline. Modelo B-160. Longitud de onda:
365 nm. USA.

Vaso de pp. 1 L. Pyrex
Pipeta 10 ml. Pyrex

Rollos fotograficos de 35 mm para diapositivas Fujifilm. Asa
100/400.

Glicerina (C3HgO3). G1900. Pureza 99%. Desarrollo de
Especialidades Quimicas. Mty. N.L., Mex.

Fluoresceina sddica en polvo. (CxHioNa,OH). No. Lote: 45350.
Merck, Alemania.




3.2 Disefio del Bioreactor de 1 L.

El bioreactor de 1 L. utilizado en esta investigacion se muestra en la Fig. 4; su
disefio se fundamenta en los estudios realizados por Alvarez et al, (2002). Se tomaron
en cuenta los resultados de los experimentos de visualizacién de mezclado a
excentricidades de 0.21, 0.42 y 0.63 en un tanque cilindrico sin deflectores y en base
a estos se eligieron los valores de E = 0.21 y 0.42, por considerarse conducentes a

buenas condiciones de mezclado.

El volumen de la jarra fue seleccionado en base a consideraciones de
funcionalidad y representatividad. Se postula que un volumen de 1 L es el minimo
que garantiza experimentos representativos de volimenes mayores (Lettenbauer, C,
in press; Catalogo de NBS) y que resulta aun funcional en términos de volimenes de

reactivos.

El bioreactor tiene la caracteristica particular que puede ser adaptado al
sistema electrénico de un BIOFLO |1l de New Brunswick (Fig. 8). De ahi que el
disefio de su tapa sea el mostrado en las Figuras 4 y 6. La base que va conectada al
rotor es larga porque también se adaptan los electrodos del equipo (Fig. 5)

anteriormente mencionado.

La tapa (Fig. 6) tiene la funcionalidad de poder trabajar en cualquiera de las 3
posiciones excéntricas del eje a probar, es decir a E = 0.00, 0.21, 0.42. Esto es posible

con solo mover la base del rotor y ajustarla por medio de una tuerca.

La varilla de agitacion (Fig. 7) consta de 15 cm de largo por 1 cm de
didmetro. Se utilizd una propela de tipo Disco (Fig. 7 y 3) plano de 3 0 5 cm de

didmetro.






Fig. 5. Electrodos del Bioflo I11, New Brunswick Scientific. (a) D.O. (b) p.H.,

adaptables al reactor prototipo

Fig. 6. Tapa del bioreactor prototipo. (1) Excentricidades (E);
(@) E =0.42 a 2.25 cm del centro; (b) E =0.21 a 1.25 cm del centro.
(c) E =0, Concéntrico. (2) Fotografia de la tapa del bioreactor.



(b)

Fig. 7. Equipo de agitacion. (a) Propelasde (1) 0 =3 cmy (2) O =5cm. (b) Eje 0
varilla de agitacion con los discos de agitacion.

Fig. 8. Fermentador de New Brunswick Scientific”, Edison, NJ, USA.



3.3 Caracterizacion del Bioreactor Celular.

3.3.1 Preparacion de soluciones Glicerina — Fluoresceina — Agua

En los articulos previos relacionados con el analisis de los patrones de
mezclado utilizando trazadores fluorescentes (Alvarez et al, 2002; Alvarez et al,
2004; Alvarez et al, 2002) no se menciona ninguna estandarizacion con respecto a la
preparacion de la sustancia fluorescente. En este estudio, se realizaron diversas
pruebas con diferentes proporciones de glicerina-fluoresceina-agua (GFA); y se

condujeron pruebas en el Bioreactor con cada una de las 3 combinaciones analizadas.

Tabla 6. Pruebas para elaboracion del trazador fluorescente.
Fluoresceina  Glicerina  Agua Bidestilada

9 (ml) (ml)
Prueba 1 2 40 10
Prueba 2* 1 45 5
Prueba 3 0.5 47 3

* Prueba con mejores resultados

Una vez estandarizada la relacion de Glicerina-Fluoresceina-Agua (GFA) a
utilizar, se procedid a hacer pruebas para conocer que cantidad de GFA se agregaria

en las pruebas en el bioreactor.

Tabla 7. Pruebas de Inyeccion de GFA.

Glicerina Pura  GFA

(ml) (ml)
Prueba A 1000 5
Prueba B* 1000 3
Prueba C 1000 1

* Prueba con mejores resultados



3.3.2 Visualizaciéon de Patrones de Mezclado

Para la visualizacion de los patrones de mezclado se inyectaron 3 ml del
trazador GFA. El bioreactor se ensayd en las 3 excentricidades anteriormente
mencionadas (E = 0.00, 0.21, 0.42), realizdndose pruebas a 3 velocidades de
agitacion, 150, 300 y 500 rpm.

Para analizar los patrones de mezclado de cada una de las pruebas se tomaron
fotografias de los patrones de mezclado con una camara Pentax K1000" por periodos
de una hora, después de la inyeccién los disparos fotograficos se hicieron por los dos
primeros minutos cada 15 seg. Al concluir los dos minutos y hasta los 5 minutos se
tomo una foto cada minuto; posteriormente de los 5 a los 10 una cada 2.5 minutos y
después una cada 10 min. hasta llegar a la media hora para concluir con una ultima
foto a los 60 minutos (1 hora). De este modo se documenta el comportamiento

dinamico del bioreactor por un tiempo determinado.

El estudio de los patrones de mezclado se realizan en glicerina por ser un
liquido de alta viscosidad (i = 1000agwa), que permite observar claramente el camino
que sigue el trazador fluorescente dentro del bioreactor, a diferencia del agua, que por
su baja viscosidad no permitiria observar los patrones de mezclado tan
eficientemente, aunque se sabe de antemano que al colocar las células dentro del
bioreactor se tendra una viscosidad diferente (similar a la del agua) se cree que no
cambiaria el patrén de mezclado debido a que en cuanto a densidad se refiere la

glicerina y el agua no varian mucho (0aq=997.538Kg/M>; Dyiceria=1262.24 kg/m®).



Tabla 8. Parametros Establecidos para el analisis de mezclado

Parametros Condiciones
Velocidades 150, 300, 500 rpm
Altura de propela 10 cm
Posiciones de varilla de agitacion 0.00, 0.21,0.42
Diametro de disco (propela) 3,5¢cm
Volumen de jarra 1000 Mlgicerina

Tiempo de mezclado 1hr




Fluorescein

Fig. 9. Diagrama de Proceso. (1) Pesado de la fluoresceina. (2) Preparacion de GFA.
(3) Pipeteo de 3 ml de GFA. (4) Inyeccién del GFA al bioreactor. (5) Operacion del
bioreactor celular y toma de fotografia usando luz UV.




CAPITULO IV.
RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 Optimizacion de la férmula de la mezcla Glicerina-Fluoresceina-Agua (GFA)

Al realizar este trabajo se observé la necesidad de estandarizar la composicion
del trazador asi mismo el volumen de aplicacion en cada ensayo, debido a que estos
parametros afectan la visualizacion de los patrones. Una baja o alta concentracién no
permite observar de forma adecuada el comportamiento, en el primer caso no se
aprecian las lineas de mezclado y en el segundo no se obtiene una completa

disolucidn de la fluoresceina en la glicerina.

El ensayo de distintas proporciones de glicerina:fluoresceina:agua mostré que
la  seleccion de una  mezcla para  inyeccion  consistente  en

proporcion de 3 ml de esta solucién GFA por litro de glicerina.

Estas condiciones experimentales permitieron observar claramente los
patrones de mezclado en los intervalos de tiempo de 0 a 60 minutos y representa un
aporte a los estudios realizados por Alvarez en los cuales la falta de estandarizacion

del trazador puede afectar los resultados observados.



4.2 Caracterizacion del Bioreactor Celular

Una vez que se obtuvieron las relaciones adecuadas para la mezcla de GFA 'y
se definié la cantidad a inyectar en cada experimento, se ejecutaron los experimentos

referidos en la seccién 3.3.2.

En general, en los experimentos de visualizacion aqui referidos, se observan

patrones caracteristicos de sistemas de mezclado laminares.

La figura 10 evidencia la presencia de regiones de lento mezclado, por arriba

y por debajo del impulsor (marcado con flechas amarillas y circulos rojos).

En sistemas excéntricos, las regiones de lento mezclado no son simétricas,

mientras que si lo son en sistemas concéntricos (ver también Alvarez et al, 2002)

Fig. 10. Patrones de mezclado



4.2.1 Sistemas Concéntricos (Caso base)

El comportamiento de mezclado en tanques concéntricos ha sido
extensamente estudiado en literatura (Arratia et al, 2003; Alvarez et al, 2004; Rivera
et al, 2004; Alvarez et al, 2002; Zalc et al, 2002; Lamberto et al, 2001; Alvarez et al,
2002). El disefio conceéntrico es el mas frecuentemente utilizado en la mayoria de los
sistemas industriales, empleandose ampliamente en industria quimica “tradicional” y
de “especialidad”. En particular, es el que se ocupa para la produccion de farmacos y
también es el sistema que se utiliza en la mayoria de los sistemas de crecimiento

celular.

En sistemas concéntricos operados en régimen laminar, se presenta una
patologia de mezclado recurrentemente: la presencia de una separatriz a la altura del
disco (Alvarez et al., 2002). En el caso de la configuracion con disco de 3 cm, esta
separatriz es muy notoria y robusta (fig. 11), prevalece en el tiempo hasta por espacio
de una hora en el rango de agitacion de 150 — 500 rpm. Estas separatrices se
visualizan en sistemas con diferentes impulsores, tal como lo demuestra Arratia
(2002), Lamberto et al, (1999) y mas recientemente Alvarez et al (2004).

Una variante importante del tanque prototipo aqui utilizado con respecto a
tanques utilizados en similares estudios (Arratia et al, 2002; Alvarez et al, 2002), es
el sistema de anclaje de la varilla de agitacion; debido a que en los estudios anteriores
esta se encontraba fija en la base inferior de la jarra de acrilico, lo cual implica una
situacion mas estable en el flujo generado. En este reporte, debido a que la varilla de
agitacion se encuentra sujeta Unicamente al rotor, situacion comun en tanques de
nivel laboratorio e industriales, se observa mayor oscilacion en la propela. Esto a su

vez genera inestabilidad del flujo y esperariamos con ello mejor mezclado con el



disco de O = 5cm (Fig. 13). De hecho, a velocidades superiores, si se logra romper el

aro de color (Fig. 14) observado en los estudios anteriormente mencionados.

En la figura 11, se logra observar que la barrera al transporte del trazador de
color se logra romper a 300 y 500 rpm. Aln en estas condiciones, al término de una
hora todavia se observan zonas segregadas. Estas regiones segregadas de geometria
toroidal son muy robustas en el sistema concéntrico con discos de 0 = 5 cm. En el
rango de velocidad de agitacion explorado, estas nunca llegaron a desaparecer,
aunqgue la velocidad maxima en la que se trabajé es de 500 rpm y el tiempo maximo
de evaluacion fue de 2 horas. Esta observacion es de vital importancia, ya que si el
objetivo es un mezclado eficiente a bajas velocidades para cultivar células en el
bioreactor, estos sistemas de mezclado serian ineficientes, ya que no generan caos
generalizado y por tanto no garantizan una distribucion adecuada de nutrientes y

células.



Fig. 11. Separatrices en tanques concéntricos. (a) Inyeccion de fluoresceina en un sistema con disco [0 = 3 cm mostrando
separatriz marcada desde el momento de la inyeccion. (b) Persistencia de la separatriz despues de 30 min de agitacion a 300 rpm



Fig. 12. Zonas segregadas en sistemas concéntricos al término de una hora con disco
U =5cm.



(c)

Fig. 13. Patrones de mezclado a diferentes tiempos en un bioreactor concéntrico a 300 rpm y
disco de 5 cm. (a) 1.15 min; (b) 3 min; (c) 10 min; (d) 20 min; (e) 60 min




Fig. 14. Aro de trazador fluorescente que no logra mezclarse. (a) Zona de mezclado
en donde las 2 sustancias fluorescentes no logran mezclarse. Arratia et al. 2002. (b)
Sistema concéntrico a 500 rpm.

En la tabla 9, se presentan los tiempos de mezclado estimados en base a
experimentos con trazadores fluorescentes. Se puede comprobar (ver también figs. 13
y 14), que con un disco [0 = 5 cm se obtiene un mezclado mas eficiente antes de una
hora con respecto al alcanzado con el disco [0 = 3 cm. En este Gltimo caso, no
importa a que velocidad se agite, el tiempo de mezclado no es menor a una hora.
Como se menciono anteriormente, la presencia de cuerpos toroidales regulares y
escasa presencia del trazador fluorescente en la parte superior del tangque, son
caracteristicas distintivas del modelo concéntrico. En la tabla 8, se muestra una
columna en donde se reporta la estimacion visual del tiempo inicial de mezclado, el

cudl representa la ruptura de la separatriz referida en los parrafos anteriores.



Tabla 9. Resultados experimentales obtenidos con el reactor en su configuracion
concéntrica

o m Re Gm om B g mm
1* 3 45 5 150 0.0 > 60 >>> 60
2% 3 45 5 150 0.0 > 60 >>> 60
3* 3 45 5 150 0.0 > 60 >>> 60
4* 3 9 5 300 0.0 > 60 >>> 60
5* 3 9 5 300 0.0 > 60 >>> 60
6% 3 9 5 300 0.0 > 60 >>> 60
7* 3 15 5 500 0.0 > 60 >>> 60
g* 3 15 5 500 0.0 > 60 >>> 60
9" 3 15 5 500 0.0 > 60 >>> 60
10 5 25 5 300 0.0 6 60
11 5 25 5 300 0.0 8 60
12 5 25 5 300 0.0 7 58
13 5 41 5 500 0.0 5 45
14 5 41 5 500 0.0 4 45
15 5 41 5 500 0.0 5 45

* Sistemas en los cuales el trazador no pasa a la parte inferior en tiempos menores a 60 min
tmi. : tiempo de mezclado inicial (i, : tiempo de mezclado total [T 4isco: Didmetro de disco
Re: Numero de Reynolds Chyisco: Altura del disco CE: Excentricidad

4.2.2 Sistemas Excéntricos (E = 0.21)

En esta seccién se reportan los resultados para un sistema excéntrico E = 0.21,
el cual presenta caracteristicas similares a aquellas del caso concéntrico (prevalencia
de regiones segregadas y separatrices). Sin embargo, ya se observan desviaciones en
cuanto a los patrones de flujo observados, particularmente para el caso de altas

velocidades.

Los patrones de flujo de los sistemas excéntricos sistemas ya no son

simétricos (fig. 15), como el caso base. Este comportamiento lo reporta en sus



experimentos Alvarez et al, (2002) y en sus resultados computacionales Rivera et al,
(2004).

Fig. 15. Zonas segregadas en un reactor excéntrico a diferentes tiempos segun Rivera
et al, 2004.

El estudio de Rivera et al (2004) se basa en un analisis computacional, de un
sistema excéntrico de tanque agitado, en el cual el impulsor es una turbina “Rushton”,
posicionada a (1/4)D en direccion radial y (2/3)H en direccion axial. Para el anélisis
se uso un fluido Newtoniano de viscosidad de 0.5 Pa s y una densidad de 1000 kg/m?,
y el régimen a trabajar fue de un Re = 14. Como se puede observar en la figura 15, los
resultados fueron secciones segregadas asimétricas posicionadas en la parte superior e
inferior al impeler; siendo notorias las diferencias de tamafio en cada una de las
secciones segregadas. Ascanio et al, (2002), aunque no mencionan estimados de
tiempos totales de mezclado, si refiere que estos disminuyen drasticamente usando un
impulsor desplazado en direccion axial y radial. En la tabla 10 se reportan

estimaciones de tiempo de mezclado para la configuracién excéntrica E=0.21.

En esta investigacion se observa que con el disco de [J =5 cm, se tiene un
mejor mezclado que con el de [0 = 3 cm. Esto se atribuye a que el area que cubre este
didmetro de disco es mayor. En este sistema también se forman zonas segregadas (fig.

16) pero menores que en el caso concéntrico, tal cuél se ha descrito por Ascanio et al,



2002. Estas zonas pierden su simetria con respecto al caso concéntrico y son menores
en el lado mas cercano a la pared de la jarra, llegando a casi desvanecerse a altos
valores de velocidades (500 rpm). Las zonas segregadas son alargadas, no circulares
como en el concéntrico. Las que estan del otro lado de la varilla de agitacion son un

poco mas grandes que en el caso base, esto aunado a que estdn mas alejadas del eje.

En comparacion con las imagenes computacionales reportadas por Rivera et
al, 2002, no se encuentran diferencias geométricas notorias. Tanto en este trabajo
como en el de Rivera y colaboradores, se utilizan impulsores radiales, con la
salvedad que ellos utilizaban un sistema con impulsor “Rushton” y en esta

investigacion se utiliza un impulsor de “disco”.

En el caso de E-0.21 los tiempos de mezclado (tabla 10) son sustancialmente
menores en el caso del disco [0 =5cmque enelde 0 =3 cm. Enlas Fig. 17y 18, el
lector podré observar la evolucion de patrones de mezclado en sistemas E=0.21 con
discos de 3y 5 cm. de diametro. En ambos casos, la evolucidn de patrones en estadios
tempranos (los primeros 10 minutos del proceso), es mas rapida que en el caso
concéntrico. Obsérvese en la Figura 18, la asimetria de los patrones observables en la

parte superior del tanque.

Como se puede observar en las Figuras 17 y 18, en esta excentricidad se
observa una separatriz, no tan marcada y robusta como en el caso concéntrico, pero
aun presente. El transporte desde la parte superior del tanque también se ve mejorado
sustancialmente por el ligero desplazamiento del eje de agitacion. Aproximadamente
a los 30 segundos de agitacion, la sustancia fluorescente comienza a visitar la celda

inferior del tanque, que en el caso concéntrico solo invadia en tiempos mas largos.



Fig. 16. Zonas segregadas en sistemas E = 0.21, Ogisco = 5 cm. t = 60 min.



() (b) ()

Fig. 17. Patrones de mezclado a diferentes tiempos en un bioreactor con excentricidad de
0.21 a 500 rpm y disco de 3 cm. (a) 20 min; (b) 30 min; (c) 60 min.




(a) (b) (c) (d) (e)

Fig. 18. Patrones de mezclado a diferentes tiempos en un bioreactor con excentricidad de 0.21 a 300 rpm y
disco de 5 cm. (a) 45 seg; (b) 1 min; (c) 1.75 min; (d) 5 min; (e) 30 min.




Tabla 10. Experimentos con el bioreactor a una excentricidad de 0.21

U disco Re Ndisco \ tmi tt.

No—em) cm  (rpm) E o (min) (min)
1 3 45 5 150 021 560  >>>60
2 3 45 5 150 021 >60  >>>60
3 3 45 5 150 021  >60  >>>60
4 3 9 5 30 021 15 > 60
5 3 9 5 30 021 17 > 60
6 3 9 5 300 021 20 > 60
7 3 15 5 50 021 8 60
8 3 15 5 50 021 10 55
9 3 15 5 50 021 7 60
0 5 25 5 300 021 5 30
n 5 25 5 300 021 5 32
2 5 25 5 300 021 5 31
3 5 4 5 50 021 4 10
4 5 41 5 500 021 3 11
5 5 4 5 50 021 4 1

tmi: tiempo de mezclado inicial (i, tiempo de mezclado total [T;sc0: Diametro de disco
Re: NUmero de Reynolds Chyisco: Altura del disco CE: Excentricidad

4.2.3 Sistemas Excéntricos Il. (E = 0.42)

En los sistemas con E = 0.42, se observa caos mas generalizado, debido a que
se alejan mas de la configuracion concéntrica, y con esto pierden su simetria. En
términos generales, y a diferencia de lo observado para sistemas concéntricos y
excéntricos E = 0.21 donde un mayor diametro de disco implica menor tiempo de
mezclado, en los sistemas excéntricos E = 0.42, el impulsor [0 = 3 cm resulta ser mas
eficiente. En el disco de mayor diametro el espacio entre la pared de la jarra, uno de
sus lados es minimo, originando una separatriz mas robusta. Esto hace mas
ineficiente el mezclado. Este fendmeno se enfatiza aun mas a alta velocidad de
agitacion (fig. 19). En el disco de [0 = 3 cm se obtiene el mejor sistema de mezclado

de todos los casos (fig. 21). En la tabla 11 se constata que a altas velocidades es



donde se presentan mas cortos tiempos de mezclado y un estado final mas
homogéneo. Las zonas segregadas toroidales desaparecen casi por completo a una
velocidad de 500 rpm (fig. 21).

En comparacion con el caso concéntrico en sistemas con disco =3 cmy E
= 0.42, al paso de 15 segundos parte de la sustancia fluorescente ha invadido la parte

superior del tanque. En el caso concéntrico esto sélo ocurre al minimo (fig. 22).

Alvarez et al, 2002, documenta que a altos valores de excentricidad (0.42 y
0.63) las zonas segregadas son esencialmente eliminadas. A E = 0.42 la invasién de
fluido fluorescente avanza mas rapidamente que en los dos casos anteriores (E = 0.00,
0.21), la separatriz media es eliminada eficientemente y préacticamente se cubre toda
el area del vaso antes de 1 hr. Aunque como ya se ha mencionado en ocasiones
anteriores, el sistema de impulsores es totalmente diferente al que se propone en esta

investigacion, los patrones de flujo son muy similares.



Fig. 19. Barrera existente en sistemas E = 0.42, [gisco = 5cm, v = 500 rpm.



(a) (b)

Fig. 20. Patrones de mezclado a diferentes tiempos en un bioreactor con excentricidad de 0.42 a 500 rpm y disco
de 5 cm. (a) 45 seg; (b) 1 min 45 seg; (c) 5 min.




Fig. 21. Destruccion de zonas segregadas en sistemas excéntricos
(t =8 min,, v=2300 rpm, [Jgisco =3 CM)



(@) (b)

Fig. 22. Comparacion del comportamiento a los 15 seg. en un (a) sistema excentrico
E = 0.42 vs un (b) sistema concéntrico




Tabla 11. Experimentos con el reactor a una excentricidad de 0.42

U disco Re hdisco v tm.i. tm.t.

No— em) cm  (rpm) E (min) (min)
1 3 45 5 150 042 30 > 60
2 3 45 5 150 042 30 > 60
3 3 45 5 150 042 28 > 60
4 3 9 5 300 042 6 15
5 3 9 5 300 042 17 30
6 3 9 5 300 042 6 15
7 3 15 5 500 042 1 6
g8 3 15 5 500  0.42 1 5
9 3 15 5 500  0.42 2 7
11 5 25 5 300 042 1 7
12 5 25 5 300 042 1 7
13 5 25 5 300 042 1 8
14 5 41 5 500  0.42 2 30
5 5 41 5 500  0.42 2 30
6 5 41 5 500  0.42 2 26

tmi: Tiempo de mezclado inicial (&,,,;: Tiempo de mezclado total [T ;5.0 Didmetro de disco
Re: NUmero de Reynolds Chyisco: Altura del disco CE: Excentricidad

4.2.4. Comparacion de sistemas

Las mejores condiciones de mezclado de cada una de las etapas se muestran
en la tabla 12 y se visualizan en la Fig. 25. Establecer estas condiciones es relevante,
ya que constituyen las bases para disefio geométrico de un sistema eficiente de
crecimiento para células sensibles a estrés mecanico. Los niveles de velocidad
explorados en esta investigacion (ventana de 150-500 rpm), equivaldrian, por el
criterio de Re equivalente, a valores de agitacion menores a una revolucion por
minuto para sistemas altamente acuosos. Siendo esta la caracteristica de los medios
de cultivo de células de mamifero e insecto, esta investigacion evidencia que es
posible mezclar eficientemente a velocidades menores a 10 rpm y empleando

agitadores sin aspas.



Tabla 12. Comparacion de las condiciones 6ptimas en cada posicion de eje

Posicion v t Mezclado U pisco
(E) (r.p.m.) (min) (cm)
0.0 500 120 3
0.0 300 80 5
0.21 500 55 3
0.21 300 10 5
0.42 500 6 3
0.42 300 10 5

E: Excentricidad Ov: Velocidad [Otyesclado: Tiempo de
mezclado (M pjsco: Diametro de disco



Fig. 23. Comparacién del mezclado final en diferentes pruebas.
(@) Ogisco =3 cm, E =0.42, v =500 rpm. (b) Ogisco =5 cm, E = 0.0, v =500 rpm.
(¢) Ogisco =5cm, E =0.21, v =300 rpm.




CAPITULO V.
CONCLUSIONES

5.1 Conclusiones
Este estudio aporta avances en distintos frentes:

(a) Se disefid y construyd un sistema de bioreactor prototipo de 1 L para el estudio de
patrones de mezclado en sistemas excéntricos. Aunque no es proposito ni alcance de
esta investigacion trabajar con lineas celulares, dicho sistema fue construido para
posibilitar tal vertiente de trabajo futuro (sistema esterilizable, que acepta electrodos
para medicion de O, y pH, acoplable a una consola controladora de parametros
criticos, con sistema de control de temperatura, capaz de mantener ambientes de

trabajo esteériles, construido en acero inoxidable y vidrio, etc).

(b) Se estandarizé la mezcla de GFA (glicerina-fluorisceina-agua) que se inyecta
para el estudio de los patrones de flujo, y asi mismo el protocolo de preparacién e
inyeccion de esta de acuerdo al volumen del tanque. Por cada 1000 ml de Glicerina
pura se inyectan 3 ml de la mezcla de GFA que contiene 45 Migjcerina, 1 Gfvoresceina, D

mlagua bidestilada.

(c) Se recomienda E=0.42 como valor de disefio, utilizando mezcladores de bajo
estrés mecanico (discos sin aspas). Un sistema excéntrico con estas caracteristicas
tiene un mejor comportamiento que un sistema concéntrico o uno excéntrico E=0.21.
El tiempo de mezclado en sistemas excéntricos E=0.42 se ve reducido érdenes de

magnitud con respecto a excentricidades menores. A velocidades de 500 RPM, es



posible erradicar, en términos practicos, las zonas segregadas comunes en sistemas

laminares concéntricos.

(d) Se sugiere utilizar una relacién d/D=0.33 (didmetro del impulsor/didametro del
tanque). Esta condicion es suficiente para asegurar mezclado en regimenes de Re
menores de 41. Relaciones superiores son desventajosas, por favorecer la reaparicién

de separatrices mas robustas, particularmente al incrementar velocidad de agitacion.

(e) Se recomienda la geometria E=0.42, d/D=0.33, H/D=1.2, C/H=5/12 como caso
base para probar el desempefio de sistemas exceéntricos en procesos de crecimiento

celular.

() La visualizacion de los patrones de mezclado nos permiten ver de forma
experimental lo que estd sucediendo dentro del bioreactor, sin embargo, seria
conveniente complementar este conocimiento mediante la modelacion computacional

para tener un panorama mas amplio de lo que sucede dentro del mismo.
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