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DESCRIPCION
Recipiente de cultivo celular de un solo uso con uno o mas sensores en linea in situ

La presente invencidn esta en el campo del cultivo de células de mamiferos. Con mas detalle, la presente invencién
se refiere, entre otros, a un recipiente de cultivo celular de pequefio volumen de un solo uso, también denominado
biorreactor de pequefio volumen de un solo uso (SUSVB), que comprende uno 0 mas, especialmente dos 0 mas,
sensores in situ, asi como como su uso en cultivos de pequefio volumen de células de mamiferos.

Antecedentes

La aceleracién del desarrollo de bioprocesos para productos bioldgicos y vacunas se puede posibilitar por
tecnologias automatizadas de alto rendimiento, que pueden aliviar la significativa carga de recursos de la
experimentacion estadistica multifactorial requerida para controlar los atributos de calidad de producto de
productos bioldgicos complejos (Bareither, R., et al., Biotechnol. Bioeng. 110 (2013) 3126-3138).

Recientemente, Bareither, R., et al., proporcionaron evaluaciones de prueba de concepto de un reactor a pequefia
escala desechable automatizado para el desarrollo de procesos corriente arriba de alto rendimiento estableciendo
un reactor de 250 ml desechable con depdsito agitado a pequefia escala similar a los de laboratorio y escala piloto
con respecto al rendimiento del proceso para procesos bioldgicos industriales para la produccién de proteinas
terapéuticas y anticuerpos monoclonales usando cultivos de células CHO, Pichia pastoris y E. coli (Biotechnol.
Bioeng. 110 (2013) 3126-3138). Esto incluyé crecimiento, viabilidad celular, valor de producto y calidad de producto
similares. Se demostré que la tecnologia era sélida en multiples series y cumplid con los requisitos de capacidad
para realizar procesos de alta densidad celular (>400 g/l de peso de células humedas) con alimentaciones
exponenciales y procesos sofisticados desencadenados por acontecimientos.

Los recipientes de cultivo celular de un solo uso son bien conocidos en la técnica, tales como, por ejemplo, los
sistemas ambr® 15 y 250 comercializados por Sartorius Stedim Biotech.

El documento US 2019/048305 informo de un biorreactor de perfusion y un procedimiento para usar €l mismo para
realizar un cultivo celular continuo, en el que el reactor comprende un Unico puerto de sensor (240) con un Unico
sensor (254) montado en el mismo.

El documento US 2019/153381 informé de un biorreactor de perfusiény procedimientos de uso relacionados, en el
que el reactor comprende como elemento sensor un sensor RAMAN en el espacio libre superior, es decir, un
sensor sin contacto de medio de cultivo.

El documento US 8.026.096 informé de eritropoyetina activa in vivo producida en células de insecto usando
biorreactores de dos litros 0 mas de volumen de trabajo.

Sumario de la invencién

Los biorreactores de pequefio volumen de un solo uso (SUSVB) disponibles comercialmente proporcionan, en el
mejor de los casos, el control de la temperatura, el oxigeno disuelto y el pH y solo tienen capacidades para la(s)
adicién/adiciones de alimentacion y el muestreo. Sin embargo, no existe la opcidon de un segundo sensor de
metabolitos in situ, es decir, en contacto directo con el medio de cultivo. Por tanto, si, por ejemplo, ademas del
control del pH se requiere una supervisién adicional de la glucosa, inevitablemente se tendra que realizar un
analisis fuera de linea por muestreo. Esto incrementa, entre otras cosas, los esfuerzos de manipulacién asi como el
riesgo de contaminacion del cultivo.

Se ha descubierto ahora por los autores de la presente invencién que usando un biorreactor de pequefio volumen
de acuerdo con la presente invencion se pueden acortar los plazos para el analisis y para el desarrollo de procesos
bioldgicos. Adicionalmente se pueden reducir los costes. Todo esto se logra sin perder la transferibilidad con y
hacia procesos posteriores a gran escala.

Un aspecto de la presente invencién es un biorreactor de pequefio volumen, como se define en la reivindicacion 1,
que comprende uno 0 mas sensores in situ, en el que al menos un sensor in situ es para la determinacién de
glucosa.

En un modo de realizacion preferente, el biorreactor de pequefio volumen comprende dos 0 mas sensores in situ,
en el que un sensor in situ es para la determinacion de glucosa y un sensor in situ es para la determinacion del valor
de pH. En un modo de realizacidn preferente, ambos sensores estan sumergidos, es decir, en contacto directo con
el medio de cultivo.

El sensor de pH es un electrodo de pH. En un modo de realizacion, el sensor de glucosa es un sensor
electroquimico y/o basado en enzimas.
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En el modo de realizacion segun la invencién, el biorreactor de pequefio volumen comprende dos 0 mas sensores
in situ, en el que un sensor in situ es para la determinacion de glucosa y un sensor in situ es para la determinacién
del valor de pH, en el que el sensor de pH es un electrodo de pHy el sensor de glucosa es un sensor electroquimico
y/o basado en enzimas. En un modo de realizacion preferente, ambos sensores estan sumergidos, es decir, en
contacto directo con el medio de cultivo.

En un modo de realizacion, el biorreactor de pequefio volumen tiene un volumen de trabajo de 20 ml a 350 ml. En
un modo de realizacion, el volumen de trabajo es de 25 ml a 300 ml. En un modo de realizacién, el volumen de
trabajo es de 50 ml a 280 ml. En un modo de realizacion, el volumen de trabajo es de 55 ml a 270 ml.

En un modo de realizacién, el biorreactor de pequefio volumen se hace funcionar a un volumen de desde 60 ml a
260 ml. En un modo de realizacion, el biorreactor de pequefio volumen se hace funcionar a un volumen de desde
90 ml a 250 ml.

En un modo de realizacion, el biorreactor de pequefio volumen tiene un volumen total de 500 ml 0 menos.
En un modo de realizacion, el biorreactor de pequefio volumen tiene un volumen total de 450 ml 0 menos.
En un modo de realizacion, el biorreactor de pequefio volumen tiene un volumen total de 400 ml 0 menos.

En un modo de realizacién, el biorreactor de pequefio volumen comprende un recipiente de cultivo (105) y una
placa de espacio superior de reactor (104).

En un modo de realizacidn, los al menos dos sensores /in situ comprenden ademas un sensor de lactato.

En un modo de realizacién, el area de puerto de suministro comprende de una a cuatro entradas para liquidos
conectadas a tuberias de alimentacion individuales (118, 119, 120, 121) y la entrada de gas rociadora (116).

En un modo de realizacidn, dos impulsores (109, 112) estan conectados al arbol de agitador.

En un modo de realizacion, el biorreactor de pequefio volumen comprende la entrada de gas rociadora (116)
conectada a una entrada de gas de espacio libre superior (132).

En un modo de realizacidn, el sensor de glucosa determina la concentracion de glucosa cada 20 segundos y/o el
sensor de glucosa proporciona una sefial si hay un cambio en la concentraciéon de glucosa. En un modo de
realizacién, el valor de concentracion de glucosa determinado se transmite por cable o de forma inalambrica al
ordenador. En un modo de realizacién, la transmisidn de la concentracién de glucosa es por wifi, RFID o Bluetooth.
En un modo de realizacion, el sensor de glucosa tiene un intervalo de trabajo de hasta 8 g/l de glucosa o hasta 3 g/l
de glucosa. En un modo de realizacién, el sensor de glucosa es un sensor electroquimico y/o basado en enzimas.
En un modo de realizacion, el sensor de glucosa es un electrodo serigrafiado recubierto con una enzima
inmovilizada. En un modo de realizacién, el material base del sensor de glucosa es polimero conforme a USP de
clase VI.

En un modo de realizacion, el biorreactor de pequefio volumen es un biorreactor de un solo uso.

En un modo de realizacion, el recipiente de cultivo (105) y la placa de espacio superior de reactor (104) estan
hechos de material no metalico. En un modo de realizacion, el recipiente de cultivo (105) y la placa de espacio
superior de reactor (104) son (estan hechos) de plastico.

En un modo de realizacidn, la placa de espacio superior de reactor (104) comprende ademas un puerto de
muestreo (102).

En un modo de realizacion, el biorreactor de pequefio volumen es esterilizable.

En un modo de realizacién, el biorreactor de pequefio volumen es un biorreactor de pequefio volumen esterilizado
por radiacion. En un modo de realizacién, el biorreactor de pequefio volumen es un biorreactor de pequefio
volumen esterilizado dos veces por radiacion. En un modo de realizacién, la radiacién es radiacion beta y/o
gamma.

Descripcién detallada de la invencioén

A diferencia de los primeros afios de produccion bioterapéutica, en los Ultimos afios se ha aceptado ampliamente
que para el desarrollo de proteinas terapéuticas, tales como anticuerpos, el parametro decisivo no es solo el valor
de producto sino también atributos especificos de calidad de producto tales como, sin ser limitantes, el perfil de
subproductos o el perfil/patrén de glucosilacién (véase, por ejemplo, Bareither, R. y Pollard, D., Biotech. Prog. 155
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(2011) 217-224).

Por tanto, existe la necesidad de evaluar y disefiar estas propiedades lo antes posible, preferentemente durante la
seleccién de clones y el desarrollo del proceso. Como ademas no se trata de un proceso sin tiempo, tipicamente se
requieren rondas consecutivas de experimentacién usando multiples reactores en paralelo. Por tanto, el
procedimiento debe ser adecuado para un alto rendimiento.

En vista de las limitaciones ecoldgicas y econdmicas, no se pueden usar cultivos a escala para el desarrollo de
procesos. Por tanto, se emplea un sistema de reduccién de escala adecuado que ha demostrado reflejar de forma
fiable el proceso y el rendimiento de proceso a (gran) escala comercial posterior.

La invencion como se reivindica en la reivindicacion 1 se define por un biorreactor de pequefio volumen que
comprende un recipiente de cultivo (105) que

- tiene un volumen de trabajo de desde 20 ml a 350 ml,
- comprende un arbol de agitador (108) con al menos un impulsor (112) fijado al mismo,

- comprende un conducto de alimentacion (107) que comprende i) un tubo de rociado conectado a un rociador
(127) en su extremo, y i) al menos una tuberia de alimentacién (118) con una abertura en su extremo,

- comprende dos 0 mas deflectores (114; 126) que se extienden desde la pared del recipiente de cultivo (105)
en direccion al centro del recipiente de cultivo (105) (perpendicular a la pared del recipiente de cultivo), y

- una placa de espacio superior de reactor (104),
en el que la placa de espacio superior de reactor (104) comprende
- un adaptador (122) para conectar el eje de accionamiento de un motor al arbol de agitador (108),

- una entrada de gas rociadora (116) conectada al tubo de rociado en el conducto de alimentacion (107),
opcionalmente una entrada de gas conectada al espacio libre superior (132),

- una salida de gas conectada al espacio libre superior del recipiente de cultivo (117),

- al menos una entrada para liquidos de una tuberia de alimentaciéon (118) que es parte del conducto de
alimentacién (107),

- un puerto de sensor in situ (130) con un electrodo de pH (101) montado en el mismo, y

- un area de puerto de suministro (133) que comprende la entrada de gas rociadora y la entrada de la al menos
una tuberia de alimentacion (118),

en el que tanto el recipiente de cultivo (105) como la placa de espacio superior de reactor (104) estan hechos
sustancialmente de material no metalico, caracterizado por que el biorreactor de pequefio volumen comprende un
sensor de glucosa in situ.

Los otros modos de realizaciéon se definen en las reivindicaciones dependientes 2-8 y en la reivindicacion 9 se
define un procedimiento para cultivar una célula de mamifero usando el pequefio biorreactor como se define en la
reivindicacion 1.

Definiciones generales

El término "anticuerpo" indica una proteina que consiste en uno o mas polipéptidos codificados sustancialmente
por genes de inmunoglobulina. Los genes de inmunoglobulina reconocidos incluyen los diferentes genes de la
region constante asi como la miriada de genes de la regidon variable de inmunoglobulina. Los anticuerpos pueden
existir en una variedad de formatos, incluyendo, por ejemplo, Fv, Fab y F(ab)2 asi como monocatenarios (scFv) o
diacuerpos o triacuerpos, como formas monovalentes, divalentes, trivalentes, tetravalentes y pentavalentes y
hexavalentes, asi como anticuerpos monoespecificos, biespecificos, triespecificos o tetraespecificos.

Un "polipéptido” es un polimero que consiste en aminoacidos unidos por enlaces peptidicos, bien producido de
forma natural o sintética. Los polipéptidos de menos de aproximadamente 20 residuos de aminoéacido se pueden
denominar "péptidos", mientras que las moléculas que consisten en dos 0 mas polipéptidos o0 que comprenden un
polipéptido de mas de 100 residuos de aminoéacido se pueden denominar "proteinas”. Un polipéptido también
puede comprender componentes distintos de aminoacido, tales como grupos carbohidrato, iones metalicos o
ésteres de acido carboxilico. Los componentes distintos de aminoacido se pueden afiadir por la célula, en la que se
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produce el polipéptido, y pueden variar con el tipo de célula. Los polipéptidos se definen en el presente documento
en términos de su estructura de cadena principal de aminoacido o del acido nucleico que codifica los mismos. Las
adiciones, tales como grupos carbohidrato, en general, no se especifican, pero, no obstante, pueden estar
presentes.

El término sensores "in situ" indica un sensor que tiene contacto fisico directo con un medio de cultivo.
Modos de realizacién del biorreactor de pequefio volumen de acuerdo con la presente invencién

Los biorreactores de pequefio volumen de un solo uso (SUSVB) disponibles comercialmente proporcionan medios
para el control de, como maximo, la temperatura, el oxigeno disuelto y el pH, de los que solo el valor de pH se
controla por un sensor in situ. Adicionalmente, estos SUSVB tienen puertos para la adicion de nutrientes o fluidos
correctores, asi como capacidades para muestreo. No obstante, no esta disponible un segundo sensor de
metabolitos in situ debido al diametro/tamafio y area limitados de la placa de espacio superior (104). Por tanto, si,
por ejemplo, ademas de un electrodo de pH in situ se requiere una supervision de glucosa adicional, esto solo se
puede realizar por analisis fuera de linea usando muestreo.

Se ha descubierto ahora por los autores de la presente invencién que es posible montando un sensor de glucosa
adicional en la misma area que la usada para las tuberias de suministro de liquido y gas, es decir, el area de puerto
de suministro (133), se puede proporcionar un SUSVB esterilizable que comprende dos sensores in situ.

La provisién de un sensor de glucosa en un SUSVB de acuerdo con la presente invencion permite la determinacién
continua in situ de la concentracion de glucosa. De este modo se alivia el muestreo requerido previamente, es
decir, la toma de muestras para la determinacion de glucosa. La presencia de un sensor de glucosa en el SUSVB
permite la determinacion de la concentracion de glucosa en tiempo real, es decir, sin desviacion temporal. De este
modo se puede supervisar mas estrechamente el comportamiento de crecimiento y el estado metabdlico del
cultivo, es decir, se pueden tomar medidas correctivas antes que con el muestreo.

Es especialmente ventajoso que con el SUSVB de acuerdo con la presente invencién se puede realizar la
determinacién de glucosa sin interferir con el cultivo, lo que se requiere por muestreo.

Por tanto, integrando un sensor de glucosa in situ directamente en el SUSVB se pueden evitar una o mas de las
siguientes desventajas: menor densidad celular; menor rendimiento de producto; cambios ambientales, tales como
diéxido de carbono, temperatura, agitacion de pH; agresion metabdlica; expresion génica cambiada; cambios en el
volumen de cultivo; y lo mas importante, la contaminacion.

En un modo de realizacidn, el sensor de glucosa determina la concentracion de glucosa cada 20 segundos y/o el
sensor de glucosa proporciona una sefial si hay un cambio en la concentraciéon de glucosa. En un modo de
realizacién, el valor de concentracion de glucosa determinado se transmite por cable o de forma inalambrica al
ordenador. En un modo de realizacién, la transmisidn de la concentracién de glucosa es por wifi, RFID o Bluetooth.

Por la presencia de un sensor de glucosa en el SUSVB, ahora es posible controlar la concentracion de glucosa en
linea.

En un modo de realizacion, el sensor de glucosa tiene un intervalo de trabajo de hasta 8 g/l de glucosa o hasta 3 g/l
de glucosa.

En un modo de realizacion, el sensor de glucosa es un sensor electroquimico y/o basado en enzimas. En un modo
de realizacion, el sensor de glucosa es un electrodo serigrafiado recubierto con una enzima inmovilizada. En un
modo de realizacion, el material base del sensor de glucosa es polimero conforme a USP de clase VI.

USP de clase Vlindica la clase VI de biocompatibilidad de la Farmacopea de EE. UU. (USP) oficial. En la misma se
regulan los requisitos para que un material plastico sea biocompatible. La clase VI es la clase con los requisitos
mas rigurosos comparables a un registro de comercializacién de compuesto farmacéutico. Esto también se regula
en la norma industrial alemana DIN-ISO-10993.

La deteccidén de glucosa con un sensor electroquimico y/o a base de enzimas se basa en la oxidacién de la glucosa
por la glucosa-oxidasa. La glucosa-oxidasa es una enzima que cataliza la oxidacion independiente de oxigeno del
residuo C1 de glucosa. El sensor detecta el peroxido de hidrégeno producido de este modo.

En un modo de realizacidn, el sensor de glucosa es esterilizable por irradiacion gamma.
En un modo de realizacion, todo el sensor de glucosa tiene una longitud total de 40-500 mm. En un modo de

realizacién preferente, el sensor de glucosa tiene una longitud total de 75 a 350 mm. En un modo de realizacion, el
electrodo o el area cubierta de enzima del sensor de glucosa tiene una anchura de 5-20 mm.
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En un modo de realizacion preferente, el SUSVB (véanse también las figuras de 1 a 7) tiene uno o mas de

- un volumen de trabajo de desde 20 ml a 350 ml, de desde 25 ml a 300 ml, de desde 50 ml a 280 ml, de desde
55 mla 270 ml o de desde 95 ml a 255 mi;

- un agitador que incluye un arbol de accionamiento de agitador equipado con dos impulsores Rushton (de
aproximadamente 20 mm de diametro, con aproximadamente 30 mm de separacién) para cultivo microbiano, o
bien dos impulsores de palas en angulo (pitched) para cultivo de células de mamiferos (de aproximadamente
25 mm de diametro, con aproximadamente 30 mm de separacion),

- dos o cuatro deflectores equidistantes (de aproximadamente 6,25 mm de anchura) colocados en la pared
lateral (vertical) del reactor y que se extienden en direccion al centro del recipiente, es decir, que son
perpendiculares a la pared interna del recipiente de cultivo;

- un motor (de 150 rpm a 3.000 rpm; tal como, por ejemplo, un servomotor eléctrico sin escobillas) acoplado
directamente al arbol de accionamiento de agitador; en un modo de realizacién preferente, un motor de c.c.
eléctrico (por ejemplo, serie RE-max 17, Maxon, Suiza);

- una placa de espacio superior de reactor con tuberias con filtros estériles para adiciones subsuperficiales de
gas y liquido y una salida adicional para gas de ventilacion;

- un parche de fluorescencia de sensor de oxigeno disuelto (por ejemplo, de la empresa PreSens) integrado en
la base del reactor y controlado por cascada de agitacién y/o aireacién; en un modo de realizacién preferente con
una sonda dO2 de respuesta rapida (<2 s); el intervalo de medicién es de entre 10 y 15 segundos, en un modo de
realizacién preferente de aproximadamente 12 segundos;

- un electrodo de gel para la determinacidén de pH usando una calibracién de tres puntos llevada a cabo antes
de la esterilizacién en autoclave y una calibracién de un punto tras la adicién de medios;

- una camisa de control de temperatura llena de liquido; o un bloque metalico de control de temperatura (en un
modo de realizacion preferente hecho de aluminio); el SUSVB se puede situar en el mismo;

- una estacion de control que contiene el lector de fluorescencia para el sensor de oxigeno disuelto y la sonda
de temperatura, sensores individuales para analisis en el gas de ventilacién de oxigeno (por ejemplo, un detector
electroquimico) y diéxido de carbono (por ejemplo, un detector de infrarrojos); el SUSVB se puede situar en la
misma;

- una seccién endentada de la base de la pared de recipiente para medir la temperatura;

- una placa (abrazadera) de temperatura controlada (6 °C) adaptada al disefio de la placa de espacio superior
para el control de humedad de gas de ventilacion;

- hasta cuatro alimentaciones liquidas (por ejemplo, para reactivos de control de pH (acido y base), nutriente)
con bombas individuales (por ejemplo, bombas de jeringa) que permiten adiciones de bolo Unico (por ejemplo, con
un volumen de desde 10 pl a 10 ml), alimentaciones continuas (por ejemplo, con diferentes perfiles, tales como
lineal o exponencial, con caudales de desde 20 nl/h a 20 ml/h); en un modo de realizacion preferente de
aproximadamente 150 pl/h;

- un tubo de rociado (para el suministro de gas (aire)); el tubo puede tener una configuracién de conducto
abierto con lo que la salida de gas esta directamente debajo del impulsor inferior;

- una entrada de gas de espacio libre superior para gasificar el espacio libre superior del medio de cultivo;,

- un colector de gas de entrada multiconfigurable (por ejemplo, para mezclar aire, aire puro, oxigeno, nitrégeno,
diéxido de carbono) que comprende valvulas de pulsacién neumaticas para cada flujo de gas (para controlar la
composicion/mezcla); ciclo de 1 s con un tiempo de pulso minimo de 20 ms (para controlar la duracidén y el intervalo
de la pulsacién de gas); un sensor de flujo masico corriente abajo de las valvulas de pulsacion que permite un
intervalo de flujo de desde 0,0013 ml/min a 550 ml/min.

En la siguiente tabla se representan geometrias de diferentes tamafios de reactor (reproducida de Bareither, R., et
al., Biotechnol. Bioeng. 110 (2013) 3126-3138; tabla Il).
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caracteristica de cultivolvolumen de volumen de volumen de cultivo

celular cultivo celular cultivo celular de celular de 500 |
de 250 ml 31

volumen de trabajo [L] 0,10-0,25 1,5-2,5 200-500

HL/Dt 1,3 1,2 1,21

tipo de impulsor pala en angulo pala en marino

angulo/marino

numero de impulsores 2 2 2

D1/DT 0,43 0,38 0,36

C/IDT 0,36 0,23 0,2

similitud geométrica 0,97 1,00 0,9

Vsg (ms™) 0,0031 0,003 0,004

agitacién (rpm) 200-800 (360) 50-400 (200) 50-350 (70)

velocidad periférica (ms™)

0,27-1,02 (0,52)

0,12-1,02 (0,69)

0,97-6,78 (1,16)

PgIVL (KW/m?)

0,01-0,445 (0,035)

0,002-0,5 (0,035)

0,14-0,45 (0,036)

kLa (h-1) 2,5-8,5(10) 4-15 (12) (8,74)
caracteristica de volumen de cultivovolumen de cultivo
cultivo celular celular de 5.000 | celular de 18.000 |
volumen de trabajo [L] 2.000-5.000 8000-18000

HU/ Dy 1,65 1,66

tipo de impulsor A320 A320
numero de impulsores 3 3

D1/Dr 0,5 0,49

CIDT 0,27 0,29
similitud geométrica 0,923 0,942

Vsg (ms™) 0,0009 0,0013
agitacién (rpm) 10-100 (40) 10-70 (31)

velocidad periférica (ms™')

0,41-4,13 (1,53)

0,64-4,47 (1,6)

Pg/VL (KW/m?3)

0,001-0,445 (0,03)

0,01-0,397 (0,034)

kLa (h)

5.9 (9,4)

4,13 (15)

Un SUSVB adecuado debera tener al menos proporciones Hu/Di- y D1/Di iguales, separacion de impulsores, asi
como deflectores destinados a usarse para el fermentador a gran escala. La potencia de entrada debe estar en el
intervalo de 0,01 kW/m? a 0,4 kW/m3 y el valor de kLa debe estar en el intervalo de 1 1/h a 15 1/h. El oxigeno
disuelto debe ser controlable hasta un 20 % de saturacién de aire 0 mas, mientras que el contenido de diéxido de
carbono (CO2) disuelto debe estar en el intervalo de 35 mmHg a 80 mmHg. La temperatura se debe controlar en el
intervalo de desde 32 °C a 38 °C y el valor de pH en el intervalo de desde pH 6,8 a pH 7,2. La alimentacién debe
estar en el intervalo de 20 pg/célula/dia a 90 pg/célula/diay se debe proporcionar automatizacién para el control de
alimentacién y diferentes estrategias de alimentacién (rampa lineal, exponencial, constante, adiciones de bolo). El
volumen de trabajo para posibilitar el procesamiento y muestreo paralelos debe estar en el intervalo de 20 ml a
300 ml, preferentemente en el intervalo de 60 ml a 255 ml para el desarrollo y analisis de calidad de producto. El
SUSVB debe permitir la adicién de nutriente desencadenada por sensores o la alimentacion por medio de pH stato
dO stat.

En general, para el cultivo discontinuo de una linea celular CHO, por ejemplo, una linea celular CHO K1, que
expresa un anticuerpo monoclonal, se puede usar cualquier medio, tal como medio CD-CHO comercial o cualquier
otro medio sin suero. La inoculacion se realiza usando condiciones estandar, tales como, por ejemplo, una
densidad de células de inoculacién de 2x10° células viables/ml. Los SUSVB se pueden inocular con un cultivo de
semillas en matraz agitador (por ejemplo, desde una estufa de incubacién humidificada, 36,5 °C, CO2 al 5 %;
ampliado cada de 3 a 4 dias dentro de la fase de proliferacion y por encima de 1x10° células viables/ml). El pH se
debe controlar a aproximadamente un pH de 6,9 a 7,1 (solucién de bicarbonato de sodio 1 molar como base y CO2
como acido), la temperatura se debe controlar para que sea de aproximadamente 36,5 °C, el dO2 se debe
controlar para que esté en aproximadamente un 30 % de saturacidn de aire, la agitaciéon se debe controlar con una
potencia de entrada especifica y se debe establecer una tasa minima de rociado de aire para la extracciéon de COo,
tal como 0,0125 vvm. Se puede afiadir una solucion de alimentacién de multiples nutrientes en base alalectura del
sensor 0 en base a un esquema de alimentacién fijo, por ejemplo, los dias 4, 6, 8 y 11. La solucién de alimentacidn
no debe exceder un volumen predefinido, tal como, por ejemplo, un 5 % del volumen de trabajo. Se debe evitar la
limitacion de glucosa, por ejemplo, por adicion de una solucién concentrada de glucosa, por ejemplo, 40 mmol/l. Se
puede afiadir antiespumante si se requiere. Para el analisis, las muestras se retiran en puntos temporales fijos, por
ejemplo, diariamente, para determinar la viabilidad celular, la glucosa, el lactato, la osmolaridad y el pH, mientras
que los gases disueltos (dO2, dCO2) se determinan fuera de linea, por ejemplo, con un analizador de gasometria.
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En general, los SUSVB de acuerdo con la presente invencién se pueden usar
- para determinar las condiciones de fermentacion;
- para determinar los parametros de bioproceso.

En general, en un modo de realizacién preferente, dichos biorreactores de pequefio volumen de un solo uso
(SUSVB) estan hechos al menos parcialmente de materiales poliméricos no metélicos ni de vidrio. Como se divulga
en el documento US 9.938.493 (incorporado en el presente documento en su totalidad por referencia), los
recipientes de cultivo celular conocidos se construyen a partir de multiples capas, en los que la capa interna, es
decir, la capa que entra en contacto con los cultivos celulares, esta hecha de un material polimérico. Normalmente
al menos esta capa consiste en polietileno (PE) o acetato de etilvinilo (EVA).

Como se usan en el presente documento, los términos "recipiente de cultivo celular de un solo uso" y "biorreactor
de pequefio volumen de un solo uso (SUSVB)", que se pueden usar de manera intercambiable, indican un
recipiente de cultivo celular con un volumen de trabajo de 300 ml o menos, hecho de un material polimérico de una
Unica capa o de multiples capas para cultivar células de mamiferos o bacterianas para la produccién de materiales
biolégicos. El recipiente de cultivo celular o biorreactor de pequefio volumen para su uso de acuerdo con la
invencién puede tener cualquier conformacién. El término "de un solo uso" como se usa en el presente documento
indica que el recipiente de cultivo celular o biorreactor de pequefio volumen se usa solo una vez para el cultivo de
células. Esto no comunica el hecho de que el recipiente de cultivo celular o el biorreactor de pequefio volumen se
esterilice mas de una vez antes del uso. Por tanto, antes de llenar el recipiente de cultivo celular o el biorreactor de
pequefio volumen con medio de cultivo o células, se trata con radiacidon que destruye microorganismos, tal como
radiacion beta o gamma. Esto se debe hacer para destruir todos los microorganismos presentes en el interior del
dispositivo, que pueden perturbar y afectar la proliferacion de las células cultivadas.

En un modo de realizacién, la aparicion de una fase de latencia prolongada en el cultivo de una célula de mamifero
en un recipiente de cultivo celular de un solo uso 0 SUSVB de acuerdo con la invencién usando un medio sin suero
se evita por el tratamiento del recipiente 0 SUSVB con gas inerte antes de |la aplicacion de radiacién esterilizante.
En un modo de realizacion, el recipiente de cultivo celular de un solo uso o SUSVB esta hecho al menos
parcialmente de material polimérico. En un modo de realizacidn, la radiacidén esterilizante es irradiacion beta o
radiacién gamma.

Resultados experimentales

En lo que sigue se describen los resultados experimentales obtenidos con un SUSVB ejemplar de acuerdo con la
invencidn. Estos se presentan como simple ejemplificacién y no se deben interpretar como limitacién. El verdadero
alcance de la invencidn se expone en las reivindicaciones adjuntas.

El SUSVB de acuerdo con la presente invencién que comprende un sensor de glucosa in situ se ha comparado con
un SUSVB estandar sin un sensor de glucosa adicional, es decir, con un Unico sensor in situ. Los experimentos
respectivos se resumen en la siguiente tabla.

serie clon Condicién sensor de glucosa in situ
REO1 P199 estandar ninguno

REOQ2 P199 1 g/l de glucosa sensor de glucosa baja
REO4 P199 5 g/l de glucosa sensor de glucosa alta
REOQ5 P438 estandar ninguno

REO6 P438 1 g/l de glucosa sensor de glucosa baja
REQ7 P438 3 g/l de glucosa sensor de glucosa baja
REO8 P438 5 g/l de glucosa sensor de glucosa alta
REQ9 P465 estandar ninguno

RE10 P465 1 g/l de glucosa sensor de glucosa baja
RE12 P465 5 g/l de glucosa sensor de glucosa alta

REO1/REO5/REQ9 fueron cada uno un cultivo de 10 dias con analisis de glucosa fuera de linea usando un
biorreactor de pequefio volumen, es decir, con un solo sensor in situ esterilizado una vez con radiacion beta. Estos
son experimentos comparativos.

REO2/REO4/RE06/REO7/REO8/RE10/RE12 fueron cada uno un cultivo de 16 dias usando un SUSVB de acuerdo
con la presente invencion, es decir, con dos sensores in situ esterilizados dos veces con radiacion beta y gamma.

En el SUSVB de acuerdo con la invencién se usaron dos sensores de glucosa in situ diferentes: un sensor de
glucosa alta y uno de glucosa baja. La diferencia de ambos tipos de sensores es un tipo diferente de capa de
membrana sobre el sensor. Esta diferencia da como resultado tiempos de difusion diferentes de la glucosa a la
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enzima en el sensor.

REO02/06/07/10 tenian cada uno un sensor de glucosa baja con un intervalo de medicién de 0-3 g/l. RE04/08/12
tenian cada uno un sensor de glucosa alta con un intervalo de medicién de 0-8 g/l.

La alimentacion 1 (contiene glucosa) se detuvo el dia 9 en los recipientes RE02/04/06/07/08/10/12 para reducir el
nivel de glucosa al intervalo de medicidn de los sensores de glucosa para iniciar el control de glucosa por medio del
sensor.

En la figura 8 se muestra una curva de glucosa ejemplar obtenida para REO2. La curva verde es la concentracién
de glucosa como se determina con el sensor in situ. Cada etapa pronunciada de la curva verde (martes 30 de abiril;
lunes 6 de mayo; jueves 9 de mayo) es una etapa de recalibracion del sensor. Se puede observar que el sensor de
glucosa muestra una deriva baja. No fue necesaria ninguna recalibracién durante 10 dias. La linea roja es el
volumen/cantidad acumulados de solucidén de glucosa alimentada. Las lineas rosas representan los tiempos de
accién/caudales de la bomba de alimentacion de solucidn de glucosa. En los puntos de tiempo rodeados se
administré una alimentacién en bolo sin glucosa. El dia 9 se detuvo la alimentacion de la alimentacién 1 que
también contenia glucosa. Los puntos negros representan los valores de glucosa de control obtenidos por
muestreo y analisis fuera de linea Cedex BioHT.

Un aspecto como se informa en el presente documento es un SUSVB para el cultivo de células animales. En un
modo de realizacion, el SUSVB comprende

a) un recipiente de cultivo de pequefio volumen de un solo uso de acuerdo con la invencidn que es adecuado
para recibir un medio de cultivo y células animales que se van a cultivar en el mismo,

b) un sistema agitador,

c) unsensor de glucosa,

d) una entrada de gas en el fondo del recipiente de cultivo, y

e) al menos una entrada para afiadir soluciones correctoras y/o de alimentacion.

Un aspecto como se informa en el presente documento es un procedimiento para producir un polipéptido,
especialmente un anticuerpo, que comprende las siguientes etapas:

a) cultivar una célula que comprende un acido nucleico que codifica el polipéptido en un SUSVB de acuerdo con
la invencion,

b) recuperar el polipéptido del medio de cultivo o las células, y
c) opcionalmente purificar el polipéptido y producir de este modo el polipéptido.

Un aspecto como se informa en el presente documento es un procedimiento para cultivar células animales o
bacterianas, caracterizado por que las células animales o bacterianas se cultivan en un SUSVB como se informa
en el presente documento, opcionalmente de este modo se produce un producto.

Un aspecto como se informa en el presente documento es el uso del SUSVB para la produccion de polipéptidos o
anticuerpos o virus.

En un modo de realizacion, la proporcién del diametro del impulsor d con respecto al diametro del SUSVB D
cuando el sistema agitador se coloca en el recipiente de cultivo esta en el intervalo entre 0,2y 0,8, en otro modo de
realizacién en el intervalo entre 0,3 y 0,6, en otro modo de realizacion esta en el intervalo entre 0,31y 0,39, o
también en un modo de realizacién aproximadamente 0,34. En otro modo de realizacién, el paso de los palas
agitadoras del impulsor de transporte axial esta entre 10° y 80°, en otro modo de realizacidon entre 24° y 60°, 0 en
otro modo de realizacién entre 40° y 50° con respecto al eje de arbol. En un modo de realizacion, todos los
impulsores tienen una proporcién del diametro del elemento de transporte d con respecto al diametro del recipiente
de cultivo D de desde 0,32 a 0,35.

En un modo de realizacidn, la purificacién es un procedimiento cromatografico de multiples fases. En otro modo de
realizacién, la purificacion comprende una cromatografia de afinidad, una cromatografia de intercambio catiénico y
una cromatografia de intercambio aniénico.

En un modo de realizacién, el cultivo es un cultivo semicontinuo.

En un modo de realizacion, el polipéptido es un anticuerpo o un derivado de anticuerpo.
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En un modo de realizacidon, el medio de cultivo es un medio acuoso que es adecuado para el cultivo de células
procariotas y eucariotas. En otro modo de realizacién, el medio de cultivo es un liquido newtoniano. En un modo de
realizacién, el sistema agitador funciona con una potencia de entrada de desde 0,01 W/kg a 1 W/kg. En otro modo
de realizacion, el sistema agitador funciona con una potencia de entrada de desde 0,04 W/kg a 0,5 W/kg. Todavia
en otro modo de realizacién, el flujo inducido por el sistema agitador en el medio de cultivo es un flujo turbulento. En
otro modo de realizacién, el medio de cultivo tiene una viscosidad de 3 mPa*s o menos. En otro modo de
realizacién, la viscosidad es de 2 mPa*s o menos.

En un modo de realizacion, el SUSVB es un reactor de depdsito agitado gasificado sumergido.

En otro modo de realizacion, la célula animal es una célula de mamifero. Aln en otro modo de realizacién, la célula
es una célula CHO, una célula BHK, una célula NSO, una célula COS, una célula PER.C6, una célula Sp2/0, una
célula HEK 293 o una célula de hibridoma.

Para lograr un alto valor de producto y una buena calidad de producto, el modo de funcionamiento del SUSVB de
acuerdo con la invencién tiene un papel importante ademas de, por ejemplo, el desarrollo de lineas celulares, la
composicion de medios y el dimensionamiento del SUSVB.

Se puede distinguir entre los modos de funcionamiento de lote procesos por lote, procesos discontinuos o de
alimentacién, procesos continuos con o sin retencion celular (por ejemplo, perfusién o quimiostato), asi como
procesos semicontinuos tales como, por ejemplo, dialisis interna o externa.

El SUSVB tiene una parte superior, una parte media y una parte inferior, en el que el eje longitudinal del SUSVB se
extiende desde el medio o centro de la parte superior hasta el medio o centro de la parte inferior.

El SUSVB tiene una seccién transversal sustancialmente circular cuando se ve perpendicular al eje longitudinal. El
diametro puede ser el mismo en la seccién superior y la inferior o la seccién inferior puede tener un diametro mas
pequefio que la seccién superior.

La parte superior del SUSVB puede comprender ademas un medio de salida de descarga de gas y/o uno 0 mas
medios de entrada.

La parte inferior del SUSVB puede comprender ademas uno o mas medios de entrada de medios liquidos y/o
medios de entrada de gas.

Al menos la parte inferior o la media del SUSVB puede comprender ademas una camisa de intercambio de calor
montada en la pared exterior del recipiente de cultivo.

Los elementos de transporte del sistema agitador se hacen rotar por un arbol, que esta acoplado a un mecanismo
adecuado para inducir la rotacidén del mismo. El arbol se extiende a lo largo del eje longitudinal del SUSVB vy, por
tanto, el arbol tiene un eje de rotacion orientado verticalmente. El arbol no se extiende hasta el fondo del SUSVB
sino hasta un punto muy por encima del fondo del SUSVB y también muy por encima de un rociador de gas
opcional en el fondo del SUSVB. El arbol se acopla de forma funcional a un arbol de accionamiento por un
mecanismo de acoplamiento adecuado. Ademas de un medio para acoplar el arbol al arbol de accionamiento, el
arbol puede ademas comprender otros medios para acoplar individualmente los impulsores al arbol. Los
impulsores del sistema agitador normalmente se acoplan al arbol en una posicion que esta/estara por debajo de la
superficie del medio de cultivo en el SUSVB una vez que el sistema agitador se sumerja en el medio de cultivo. La
superficie se determina cuando el medio de cultivo esta estatico, es decir, no circula.

El SUSVB de acuerdo con la invencién es un SUSVB con deflectores. En otro modo de realizacién, el SUSVB de
acuerdo con la invencién comprende dos o cuatro deflectores. Un "deflector” indica una placa colocada en el
interior de un recipiente de cultivo en la misma direccién que el eje de arbol y que se extiende radialmente en el
recipiente de cultivo hacia el agitador. El deflector tiene, en general, una conformacién rectangular. En un modo de
realizacién, que no esta de acuerdo con la invencién, el deflector se coloca a una distancia bq con respecto a la
pared interna del SUSVB. En otro modo de realizacién, los deflectores estan separados equidistantes entre si
alrededor de la circunferencia del interior del SUSVB.

Los componentes del SUSVB se dimensionan de manera que puedan ejercer su funcién prevista, es decir, el
SUSVB puede aceptar el medio de cultivo y el sistema agitador puede mezclar el medio y dispersar el compuesto
afiadido. Por tanto, el sistema agitador tiene un diametro que permite una rotacion sin obstaculos dentro del
SUSVB. Con el SUSVB como se informa en el presente documento se puede llevar a cabo un cultivo de alta
densidad celular como, por ejemplo, cultivo por perfusién.

En un modo de realizacién, el cultivo se lleva a cabo a una velocidad de rotacion del sistema agitador a la que se
puede lograr una potencia de entrada constante independiente del nimero de Reynolds al medio de cultivo, es
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decir, durante el cultivo se proporciona un flujo turbulento de medio de cultivo en el recipiente de cultivo. Con un
SUSVB de acuerdo con la invencién es posible cultivar células de mamifero sensibles al cizallamiento con una
velocidad de rotacion baja del sistema agitador.

La forma del recipiente de cultivo del SUSVB no esta limitada. En un modo de realizacién, el recipiente de cultivo es
un recipiente cilindrico. En otro modo de realizacion, el recipiente de cultivo es un recipiente de tipo reactor de
deposito agitado. El recipiente de cultivo puede tener cualquier dimensidén. En un modo de realizacién, el recipiente
de cultivo tiene un volumen de trabajo de desde 20 ml a 350 ml, en un modo de realizacion preferente de 55 ml a
265 ml.

En general, en el cultivo celular se usan recipientes de cultivo gasificados sumergidos. En estos casos se usa
principalmente un sistema agitador de transporte axial de una fase, dos fases o tres fases. En el caso de que se use
un sistema agitador de transporte axial de una fase o dos fases, se genera un perfil de flujo que es esencialmente
paralelo al arbol rotatorio del agitador empleado.

En un modo de realizacién, el agitador comprende de 1 a 5 elementos de transporte axial, 0 en otro modo de
realizacién de 1 a 3 elementos de transporte axial, o también en un modo de realizacion 1 o 2 elementos de
transporte axial o incluso solo un Unico elemento de transporte axial. En un modo de realizacién, un elemento de
transporte axial se sitla en los cuatro quintos superiores del arbol de agitador, determinados desde el cabezal del
agitador, y estad a una distancia maxima de has con respecto al cabezal del agitador. También en un modo de
realizacién, un elemento de transporte axial se localiza a una distancia maxima de 0,8 h y/o un elemento de
transporte axial se localiza a una distancia maxima de 0,2 h. En otro modo de realizacion, los elementos de
transporte axial forman conjuntamente un unico elemento. En un modo de realizacion, el diametro de todos los
elementos de transporte axial es idéntico. En otro modo de realizacion, los elementos de transporte axial se
seleccionan independientemente entre si de un agitador de hélice, un agitador de palas en angulo o un agitador de
palas inclinadas.

En otro modo de realizacion, todos los elementos de transporte rotan con el mismo numero de rotaciones por
unidad de tiempo alrededor del eje de arbol del agitador cuando el agitador funciona en un SUSVB. En un modo de
realizacién, los elementos de transporte estan unidos permanentemente entre si y el agitador consiste en una sola
pieza, es decir, todos los elementos se accionan por el mismo arbol rotatorio y tienen el mismo numero de
rotaciones por unidad de tiempo alrededor del eje de arbol del agitador.

La proporcién d/D del diametro de agitador (d) con respecto al diametro de recipiente de cultivo (D) es en un modo
de realizacion de desde 0,2 a 0,8, en otro modo de realizacién de desde 0,3 a 0,6 y en otro modo de realizacién de
desde 0,33 a 0,5. En otro modo de realizacion, la proporcion h/d de altura de pala (h) con respecto al diametro de
agitador (d) es de desde 0,5 a 5, en otro modo de realizacién de desde 1 a 4, y en otro modo de realizacién de
desde 1 a 3. Aln en otro modo de realizacion, la proporcion b/d de la anchura de pala de impulsor (b) con respecto
al diametro de agitador (d) es de desde 0,05 a 0,3, en otro modo de realizacion de desde 0,1 a 0,25.

El término "de desde... a" indica un intervalo que incluye los valores delimitadores enumerados.

En un modo de realizacion, el diametro de agitador (d) se seleccionade 5 mm, 6 mm, 7 mm, 8 mm, 10 mm, 12 mm,
14 mm, 16 mm, 18 mmy 20 mm.

En un modo de realizacién, la anchura de pala de impulsor (b) se selecciona de 0,42 mm, 0,60 mm, 0,89 mm,
1,08 mm, 1,33 mm.

En un modo de realizacion, el elemento de transporte radial es un impulsor de ancla.

El término "aproximadamente” indica que el valor dado es el punto central de un intervalo que abarca mas/menos
un 10 % alrededor del valor. Si este valor es un valor porcentual, "aproximadamente" también indica mas/menos un
10 %, pero no puede exceder el valor de un 100 %.

En un modo de realizacion, el elemento de transporte axial es un impulsor de palas inclinadas.

La proporcion hss/b de la altura del elemento de transporte axial y/o la anchura de las palas del elemento de
transporte radial es de desde 0,5 a 4, en otro modo de realizacién de desde 0,8 a 3, y en otro modo de realizacidon
de desde 1 a 2. En otro modo de realizacién, el paso de las palas agitadoras del impulsor de palas inclinadas es de
desde 10° a 80°, en otro modo de realizacion de desde 24° a 60°, y también en un modo de realizacion de desde
40° a 50° con respecto al eje de arbol del agitador.

En un modo de realizacion, el elemento de transporte radial tiene de desde 1 a 8 palas, en otro modo de realizacion
de desde 1 a 4 palas y en otro modo de realizacion 4 palas. El elemento de transporte axial tiene en un modo de
realizacién de desde 1 a 10 palas, en otro modo de realizacién de desde 2 a 6 palas y en otro modo de realizacién
4 palas. En otro modo de realizacién, los elementos de transporte radial y transporte axial tienen el mismo nimero
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de palas.
En un modo de realizacion, el agitador tiene una altura de desde 20 mm a 500 mm.

En un modo de realizacidn, el agitador y el SUSVB forman una unidad funcional, es decir, el agitador esta dentro
del recipiente de cultivo del SUSVB y puede rotar dentro del recipiente de cultivo sin ninguna limitacion espacial.

El SUSVB de acuerdo con la invencién es un SUSVB de tipo reactor de depdsito agitado.

El recipiente de cultivo es un recipiente de tipo reactor agitado gasificado sumergido o aireado.

El recipiente de cultivo comprende 2 (114, 126) o 4 deflectores (114, 126, 125, 128). En otro modo de realizacion,
los deflectores estan separados equidistantes entre si alrededor de la circunferencia de la superficie interior del
recipiente de cultivo. La proporcion d/D del diametro de agitador (d) con respecto al diametro de recipiente de
cultivo (D) es en un modo de realizacion de desde 0,2 a 0,8, en otro modo de realizacién de desde 0,32 0,6 y en
otro modo de realizacion de desde 0,33 a 0,5. En otro modo de realizacién, la proporcion H/D de la altura de llenado
del recipiente de cultivo (H) con respecto al diametro de recipiente de cultivo (D) es de desde 1,0 a 2,5, en otro
modo de realizacion de desde 1,1 a 2,0, y en otro modo de realizacion de desde 1,4 a 1,8. En un modo de
realizacién, el recipiente de cultivo tiene un volumen de trabajo de desde 20 ml a 350 ml.

En un modo de realizacidn, la proporcion de la diferencia de altura (Ah) de dos elementos de transporte axial con
respecto al diametro de recipiente de cultivo (D) es de al menos 0,75.

Se proporcionan los siguientes ejemplos, secuencias y figuras para contribuir al entendimiento de la presente
invencidn, exponiéndose su verdadero alcance en las reivindicaciones adjuntas. Se entiende que se pueden
realizar modificaciones en los procedimientos expuestos sin apartarse del espiritu de la invencion.
Abreviaturas:

Las abreviaturas usadas en esta solicitud tienen los siguientes significados (véase también la figura 12):

b:  anchura de las palas del elemento de transporte radial

d:  diametro externo total de agitador

dw. diametro del arbol

h:  altura de las palas agitadoras del elemento de transporte radial

hm: altura del manguito de sujecion

hsg: altura de un elemento de transporte axial

hy:  altura del reductor

Ah: diferencia de altura de dos elementos de transporte axial

I: longitud de las palas agitadoras de un elemento de transporte axial

a:. paso de pala de las palas de un elemento de transporte axial

Z.  numero de palas agitadoras por agitador

dii  distancia interna entre las palas agitadoras del elemento de transporte radial

has: 4/5 de altura desde encima de h

K.  cabezal de agitador, es decir, el punto mas alto del agitador cuando no esta unido a un arbol rotatorio
D: diametro interno de recipiente de cultivo

H: altura de llenado del recipiente de cultivo.

Descripcién de las figuras

Figura 1: vista lateral de un biorreactor de pequefio volumen de un solo uso (SUSVB) ejemplar de acuerdo con la
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presente invencion que contiene un sensor de glucosa (111).

Figura 2: vista lateral de un SUSVB ejemplar de acuerdo con la invencién con anotaciones de dimensiones y
volumen.

Figura 3: vista superior de un SUSVB ejemplar de acuerdo con la invencidon que muestra el sensor de glucosa
(111) instalado en el area del puerto de suministro (133).

Figura 4: vista aérea de un SUSVB ejemplar de acuerdo con la presente invencién que contiene un sensor de
glucosa (111).

Figura 5: vista ampliada de la parte del SUSVB de acuerdo con la invencion que comprende el sensor de glucosa
(111).

Figura 6: vista lateral de la parte inferior de un SUSVB ejemplar de acuerdo con la invencion que comprende un
sensor de glucosa (111) incluido en el medio de cultivo (129).

Figura 7: vista esquematica de un sensor de glucosa (111) ejemplar.

Figura 8: curva temporal de la concentracién de glucosa determinada en linea (linea verde), concentraciones de
glucosa determinadas fuera de linea (circulos sdlidos de negro); volumen de solucion de glucosa afiadido (linea
roja) y accion de la bomba de glucosa (linea morada) del cultivo RE02.

Figura 9: curva temporal de la concentracién de glucosa determinada en linea (linea verde), concentraciones de
glucosa determinadas fuera de linea (circulos sdlidos de negro); volumen de solucion de glucosa afiadido (linea
roja) y accion de la bomba de glucosa (linea morada) del cultivo RE06.

Figura 10: curva temporal de la concentracién de glucosa determinada en linea (linea verde),
concentraciones de glucosa determinadas fuera de linea (circulos sdlidos de negro); volumen de solucién de
glucosa afiadido (linea roja) y accidon de la bomba de glucosa (linea morada) del cultivo RE10.

Figura 11: curva temporal de la concentracion de anticuerpo de las fermentaciones REO1-RE02 y
RE04-RE12.
Figura 12: diagrama esquematico de diversos modos de realizacion del agitador combinado de acuerdo con

lainvencién; b: anchura de la pala agitadora; d: diametro de agitador; dw. diametro del arbol rotatorio; h: altura de la
pala agitadora del agitador de transporte radial; hm: altura del manguito de sujecién; hsg: altura del agitador de
transporte axial; hy: altura del reductor; I: longitud de la pala agitadora del agitador de transporte axial; «. paso de
pala del agitador de transporte axial; z: numero de palas agitadoras por agitador; di. distancia interna entre las palas
agitadoras del agitador transporte radial; has: 4/5 de altura desde encima de h; K: cabezal de agitador.

Ejemplo 1
Condiciones de cultivo para REO1-RE12

Los cultivos se realizaron con una densidad celular inicial de aproximadamente 1,5 * 10E7 células/ml en un
volumen total de 170 ml. El medio de cultivo era un medio quimicamente definido sin suero. La temperatura de
cultivo se establecid en 35 °C, la tasa de gasificacion se establecié en 5-5,5 ml/min, la tasa de agitacion se
establecié en 450-500 rpm y el pH se establecié en pH 7. El control del pH se realizd afiadiendo una solucién de
carbonato de sodio 1 M o CO2 ademas de la tasa de gasificacién. Se afiadidé antiespumante al inicio y durante el
cultivo cuando fue necesario. La alimentacién 1 que contenia glucosa se afiadié continuamente con una tasa
predefinida hasta que se detuvo. La alimentacion 2 que no contenia glucosa se afiadié como alimentacién en bolo
los dias 1, 3y 6.

En cultivos con un sensor de glucosa in situ de acuerdo con la invencién, la alimentacion de glucosa dependiente
del sensor se inicid (alimentacion 3) después del final de la alimentacion 1 una vez que la concentracién de glucosa
in situ determinada descendio por debajo de un valor de umbral. El valor de umbral se redujo durante el proceso.

Las figuras de 8 a 10 muestran curvas de cultivo ejemplar y la figura 12 representa el perfil de concentracion de
producto.
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REIVINDICACIONES
1. Un biorreactor de pequefio volumen que comprende
un recipiente de cultivo (105) que
- tiene un volumen de trabajo de desde 20 ml a 350 ml,
- comprende un arbol de agitador (108) con al menos un impulsor (112) fijado al mismo,

- comprende un conducto de alimentacién (107) que comprende i) un tubo de rociado conectado a un rociador
(127) en su extremo, y i) al menos una tuberia de alimentacién (118) con una abertura en su extremo,

- comprende dos o mas deflectores (114; 126) que se extienden desde la pared del recipiente de cultivo (105)
perpendiculares en direccion al centro del recipiente de cultivo (105), y

- una placa de espacio superior de reactor (104),
en el que la placa de espacio superior de reactor (104) comprende
- un adaptador (122) para conectar el eje de accionamiento de un motor al arbol de agitador (108),

- una entrada de gas rociadora (116) conectada al tubo de rociado en el conducto de alimentacion (107),
opcionalmente una entrada de gas conectada al espacio libre superior (132),

- una salida de gas conectada al espacio libre superior del recipiente de cultivo (117),

- al menos una entrada para liquidos de una tuberia de alimentaciéon (118) que es parte del conducto de
alimentacién (107),

- un puerto de sensor in situ (130) con un electrodo de pH (101) montado en el mismo, y

- un area de puerto de suministro (133) que comprende la entrada de gas rociadora y la entrada de la al menos
una tuberia de alimentacion (118),

en el que tanto el recipiente de cultivo (105) como la placa de espacio superior de reactor (104) estan hechos
sustancialmente de material no metalico,

con lo que el biorreactor de pequefio volumen comprende un sensor de glucosa in situ.

2. El biorreactor de pequefio volumen de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el biorreactor de pequefio
volumen es un biorreactor de pequefio volumen de un solo uso.

3.  El biorreactor de pequefio volumen de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que el
sensor de glucosa es un electrodo serigrafiado recubierto con una enzima inmovilizada.

4.  El biorreactor de pequefio volumen de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el
material de base de sensor de glucosa es polimero conforme a USP de clase VI.

5.  El biorreactor de pequefio volumen de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el
sensor de glucosa determina la concentracién de glucosa cada 20 segundos y/o determina el cambio de la
concentracion de glucosa.

6. El biorreactor de pequefio volumen de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el
valor de concentracion de glucosa determinado se transmite de forma inalambrica o por cable desde el sensor de
glucosa a un ordenador.

7. El biorreactor de pequefio volumen de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la
placa de espacio superior de reactor (104) comprende ademas un puerto de muestreo (102).

8.  El biorreactor de pequefio volumen de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el
sensor de glucosa in situ pasa por la placa de espacio superior (104) dentro o en el area de puerto de suministro
(133).

9. Un procedimiento para cultivar una célula de mamifero usando un biorreactor de pequefio volumen de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.
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