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RESUMEN: En la industria biofarmacéutica actual, los requerimientos para el disefio de un biorreactor difieren
sustancialmente de aquellos de hace 50 afos. Hoy en dia las nuevas estrategias de cultivo permiten obtener alta
densidad celular con altos rendimientos de productos biotecnoldgicos que deben cumplir con elevados estandares de
calidad y normatividad compleja en su produccion. Lo anterior obliga el desarrollo de nuevas tecnologias para suplir
estas necesidades, por lo que en los ultimos diez afios el disefio y uso de biorreactores desechables ha crecido de
manera exponencial. Los beneficios de la tecnologia desechable son principalmente la eliminacion de largos
procesos de limpieza, esterilizacion, calificacion, validacion, reduccion de tiempo entre lotes, el procesamiento de
diferentes productos en la misma area, entre otros, lo que conlleva la disminucion de los costos que implican esta
serie de procedimientos.
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ABSTRACT: In the current pharmaceutical industry the requirements for the design of a bioreactor are far different
from those necessary 50 years ago. Nowadays, new strategies for growing cells produce high cell densities and high
yields of biotechnology products with high standards regulations. That requires the development of new technologies
to meet these needs, consequently in the past ten years, the design and use of disposable bioreactors has grown
exponentially. The benefits of disposable technology, ranging from the elimination of lengthy and costly processes as
cleaning, sterilization and validation, reduction in the time between production batches, production of various
products in the same area, to diminish the costs because of this set of procedures.
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DEMANDAS ACTUALES EN LA
PRODUCCION DE BIOFARMACEUTICOS

El mercado de la industria biofarmacéutica era
de alrededor de 45 mil millones de délares en el
2004, y se prevé que pueda alcanzar mas de 92
mil millones de dodlares en el 2011 y con un
cubrimiento de mas del 10% de toda la industria
farmacéutica [1-3]. Ademas, del crecimiento del
mercado de los biofarmacéuticos, cada afio se
incorporan alrededor de 20 productos nuevos
[3]. De ahi que la biotecnologia especializada en

su manufactura se encuentre en la busqueda
constante de aumentar la productividad de los
bioprocesos, acompafiada de la disminucion de
los costos de produccion, sin poner en riesgo la
“calidad” del producto [4].

Los procesos productivos actuales para
manufacturar proteinas recombinantes de alto
valor agregado, requieren ser altamente
productivos, robustos y con bajos costos de
produccion [5;6]. Mientras algunas proteinas
recombinantes necesitan producirse en grandes
cantidades como la insulina de la que se planea
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una demanda de 16,000 kilogramos en 2012 [7],
la mayoria de biofarmacéuticos son producidos
en bajas cantidades (algunos kilogramos por
afio), por las cantidades necesarias para colmar
la demanda mundial [1]. Es asi, como la
blsqueda de nuevas soluciones en la biologia
molecular y en el disefio de procesos tienen la
finalidad de llegar a un mayor numero de
consumidores y encarar la creciente competencia
de los biogenéricos [8-10].

Durante la produccion de biofarmacos, los
costos mas significativos son los asociados a los
tiempos de uso de los equipos, calificacion y
validacion, que generalmente se encuentran por
encima de los de la materia prima [11]. Muchas
compafiias han intentado reducir los costos
asociados al uso de los equipos, acortando los
tiempos de proceso, disefiando procesos mas
productivos y llevando a cabo campaifias de
produccion  mas  largas  [11-13].  Este
acercamiento ha llevado a las compatfiias a usar
moédulos  de  proceso  desechables, con
caracteristicas ventajosas, pues previamente han
sido esterilizados, validados y calificados
pudiendo aventajar los pasos regulatorios.
Ademas la instalacion de estos modulos es
sencilla, su operacion es amigable y permiten
que la misma area de produccion pueda ser
usada como espacio multiproposito [11;13]. La
funcionalidad de los bioprocesos desechables
depende de equipos como Dbiorreactores,
conectores, equipos de filtracion, cromatografia,
tuberia y sistemas de almacenaje [4;11]. Al
inicio de éste siglo el cambio en los disefios
tradicionales estaticos en acero inoxidable a
plantas modulares y méviles en “plastico” estan
en franco crecimiento, por lo que en esta
revision, compararemos los  biorreactores
desechables con aquellos convencionales y
discutiremos sobre sus ventajas, desventajas y su
mercado.

BIORREACTORES DE TANQUE
AGITADO

Por definicion un biorreactor es un sistema en el
que una conversion biologica se lleva a cabo.
Esta definicién puede aplicarse a cualquier
conversion realizada por enzimas,

microorganismos, células animales o vegetales
[4;14-16]. Por otra parte, el término
“biorreactor” se usa como sinénimo de
“fermentador”, sin embargo, bajo una definicion
estricta un fermentador es un sistema que lleva a
cabo un proceso anaerobico para producir
alcohol [14;15]. Por otra parte, los biorreactores
de tanque agitado (stirred tank biorreactor,
STB) son en general, los biorreactores mas
utilizados en la industria farmacéutica [17]. El
Dr. Vijay Singh fundador de Wave Biotech,
ahora parte de GE-Healthcare
(www.gehealthcare.com) publicé “La ciencia en
Ingenieria esta envenenada por cambios
puntuales” [18]. Si bien es cierto, la tecnologia
de los biorreactores agitados de acero inoxidable
han sido los dominantes en los ultimos 50 afios,
adquirir un biorreactor agitado en 2009, no es
muy diferente de aquellos disefios de sus
predecesores reactores quimicos y aquellos
usados a finales de los 1950s para fabricar
penicilina [18]. Como se presenta en la figura 1,
la comparacion de las relaciones de medidas
basicas de disefio de un tanque agitado en 1954
[19], es similar a un disefio presentado en un
libro actual de ingenieria bioquimica [14;20].
Los cambios asociados en los disefios de los
biorreactores de acero inoxidable se han basado
en su interior, es decir, en el disefio de nuevos
impulsores, dispersores de aire, deflectores y en
la adquision y control de las variables del
proceso. Sin embargo, todos se rigen sobre el
mismo disefio tradicional que se presenta en la
figura 1. Ademas, los requerimientos Yy
necesidades actuales para la produccion de
biomoléculas terapéuticas a gran escala y a
menor costo, estan forzando la innovacion de
biorreactores, haciéndolo un campo nuevo en el
disefio ingenieria y en el entendimiento de los
fendmenos de transferencia que aqui ocurren,
como a su vez en la optimizacion de estos
fenomenos [4;13;21;22].

En la mayoria de la industria biotecnologica
actual, la produccion de proteinas recombinantes
expresadas en hospederos como bacterias,
levaduras, células animales o vegetales en
cantidades comerciales, emplean por lo general
equipos reutilizables de acero inoxidable o vidrio
de alto costo, que requieren limpieza,
esterilizacion, validacion y calificacion en cada



Dyna 158, 2009 277

lote de produccion [23]. El enfoque de tener todo
el “hardware” de produccion disponible, es un
proceso costoso que genera alta demanda en los
estandares de operacion e inevitablemente
aumenta los costos de mantenimiento de equipo
y entrenamiento de personal [4;10]. Para
aminorar los costos planteados, un gran nimero
de companias se han especializado en la

construccion de  biorreactores 'y equipos
desechables validados y calificados. Los equipos
desechables han favorecido la confiabilidad en el
¢xito de los lotes de cada proceso evitando la
limpieza y esterilizacion in situ de los reactores y
de las areas, haciendo sencilla la validacion para
cumplir con los requerimientos regulatorios de la
industria biofarmacéutica [4;21;24].

]

A

I

\Jj
AT
I
il

/

] E
1

- —

b— o —
R L

Lh
BAFFLECS [] | ———)
b s e
C:‘—-—-_
< ﬁt:»
o o
e~ I——
o ||, °
0 _ N
o
]
2 ] o 7
Jr o = 2 .
- ) N L
i TN «
& o ‘ b \ﬂ\@/ A4
N— — —J J..L__Jr_
o
e

Figura 1. Disefios de biorreactores de tanque agitado. (A). Disefio de 1954, tomado de Finn [19], donde las
dimensiones tipicas son Z/Dt = 1.0; D/Dt=0.34; A/D=0.8a 1.0; B/D=1.0 a 1.2; Wb/D = (0.08 a 0.12. (B) Disefio
actual de un biorreactor convencional de tanque agitado, donde A y B son el motor y base reductora de velocidad, C
y D son la entrada y salida de aire, E es una valvula by-pass de aire, F el sello de la flecha de agitacion, G,H e I son

sistemas de limpieza y mirillas de vidrio, J es el eje del agitador, K es un cortador de espuma, O y L son entrada y
salida del agua de enfriamiento del serpentin, M son los deflectores, N serpentin de enfriamiento, P es el impulsor, Q
es el aireador, S descarga del medio de cultivo y T es la valvula de muestreo. El disefio en términos de dimensiones
permanece similar a los disefios previos relacion de diametros de tanque a impulsor (D/Dt) de 0.3; altura del primer
impulsor a base del tanque (A/D) es igual a un didmetro de impulsor; la distancia entre impulsores es igual al
diametro de un impulsor (B/D) y los bafles (Wb/D) de 1/10 a 1/12 del diametro del tanque

Figure 1. Design of stirred tank bioreactors. (A). Design from 1954 taken by Finn [19], where the typical dimensions
areZ/Dt=1.0,D/Dt=034,A/D=0.8t01.0,B/D=1.0to 1.2; Wb/ D =0.08 to 0.12. (B) Design of a current
conventional stirred tank bioreactor, where A and B are speed-reduction unit and agitator motor, C and D are the air

inlet and outlet, E is by-pass valve, F shaft seal, G, H and I are manholes with sight glass, J agitator shaft, K foam
breaker, O and L water cooling coil inlet and outlet, M baffles, N cooling coil, N, P impeller, Q aerator, S discharge
of culture medium and T is the sampling valve. The design in terms of size remains similar to previous designs, i.e.
ratio tank to impeller diameter (D / Dt) of 0.3, height of the first impeller to the tank base (A / D) is equal to impeller

diameter, the distance among drivers is equal to the diameter of an impeller (B / D) and baffles (Wb /D) 1/10to 1/

12 the diameter of the tank
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Hyclone (www.hyclone.com), ahora parte de
ThermoFisher es uno de los lideres en los
sistemas de un solo wuso (S.U.B. single-
usebioreactors) y existen en el mercado
formatos de 50, 250 y 1,000 L. En este formato
el biorreactor estd compuesto de una bolsa de
plastico desechable, sistema de aireacion,
agitacion, filtros de aire y puertos de adicion y
remocioén de componentes adheridos a la bolsa,
también desechables. En la figura 2 se presenta
el disefio de uno de estos, tomado con permiso
de la pagina electronica de Hyclone. Como se
puede observar en la figura 2, la “bolsa” estd
colocada en el interior de un soporte de acero
que sirve como sistema para la transferencia de
calor. La potencia del motor para agitacion se
entrega por medio de un eje metalico que se
coloca en el interior de un agitador plastico (pre-
adherido a la bolsa). La instrumentaciéon y
control de estos biorreactores se puede llevar a
cabo con el hardware y software de
biorreactores tradicionales de acero inoxidable.

1 (\\2
A

La compaiia Xcellerx (www.xcellerex.com) es
otra compafiia lider en la construccion de
biorreactores desechables, con volimenes que
van de 50 a 2,000 L. Xcellerx ofrece la
plataforma completa, incluyendo hardware y
software de instrumentacion y control. Para el
arranque productivo, Xcellerx promete al menos
una reduccion del 70% en tiempo de la puesta en
marcha del sistema completo de cultivo, al
compararse con aquellos biorreactores de acero
inoxidable que puede llegar a ser de hasta 5
afnos. Otra compaiiia que recientemente entr6 al
mercado de biorreactores agitados desechables
es Sartorius-stedim (Wwww.sartorius-stedim.com),
con su nuevo BIOSTAT® CultiBag STR de 200
L. Estos equipos tienen la ventaja de contar con
su propio sistema de electrodos de pH y oxigeno
disuelto desechables y el sistema completo de
hardware 'y software de instrumentacion y
control, que Sartorius utiliza para sus
biorreactores de tanque agitado convencionales.

Figura 2. (A) Disefio del biorreactor desechable Thermo Scientific HyClone Single-Use Bioreactor (S.U.B.) y (B) su
contenedor (Tomado con permiso de www.hyclone.com). (A), con: 1. Filtro de venteo, 2. Puerto de sobrepresion de
gases de salida, 3. Puertos para adicion de medio de cultivo y otros componentes, 4. Sello de cojinete para el
agitador, 5. Impulsor de polietileno moldeado ensamblado por una tuberia que da la forma al agitador, 6. Puertos
para la integracion de electrodos de pH y oxigeno disuelto estandar de 1/2 pulgada, 7. Puerto para el sensor de
temperatura, 8. Puerto de muestreo, 9. Puerto para drenado y 10. Sistema de aireacion. (B) con: 1. Contenedor de
acero inoxidable 304, 2. Motor, 3. Chaqueta de calentamiento, 4. Plataforma y 5. Unidad de control de temperatura y
Mezclado tnicamente. Los parametros de cultivo son controlados por sistemas adicionales convencionales

Figure 2. (A) Design of Thermo Scientific HyClone Single-Use Bioreactor (SUB) and (B) its container (Taken with
permission from www.hyclone.com). (A), with the following parts: 1. Vent filter, 2. Gas overlay port, 3. Ports for the
addition of culture medium and other components 4. Seal/bearing for the stirrer, 5. Molded polyethylene shaft and
impeller, 6. Ports for integration pH and dissolved oxygen standard electrodes, 7. Temperature port, 8. Sampling
port, 9. Drain port and 10 Gas sparge. (B) with: 1. 304 stainless steel container, 2. Mixer motor, 3. Electrical heater,
4. Platform and 5. Control unit. The parameters of culture are controlled by additional conventional control units
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Cuando se habla de la seleccion de un
biorreactor, se debe reconocer que cada cultivo
presenta demandas diferentes y que por ejemplo
cultivos de alta densidad de bacterias, o
levaduras son llevados a cabo en menos de un
dia, con altas demandas de transferencia de
oxigeno y calor [25-27]. Un cultivo de células
animales o vegetales puede prolongarse por mas
de una semana, con demandas de oxigeno y
calor menores que aquellos cultivos bacterianos
o de levaduras [5;28;29]. Desde esta perspectiva,
los biorreactores desechables han sido disefiados
en su mayoria para cultivos con baja demanda de
oxigeno y calor, pues las velocidades de
agitacion y capacidades de transferencia de
oxigeno y calor son en general menores que las
que pueden alcanzarse en Dbiorreactores
convencionales de acero inoxidable. Hay pocas
referencias donde se presentan los sistemas
desechables para la produccién de proteinas
recombinantes usando bacterias o levaduras y en
estos sistemas la tecnologia en acero inoxidable
sigue siendo utilizada ampliamente [22;30-32].

Por otra parte, el desarrollo de nuevos
biorreactores se ha encaminado a mejorar los
fenomenos de transferencia de momento, calor y
masa, tratando de evitar los efectos de estrés
hidrodinamicos asociados a los agitadores
convencionales y sistemas de aireacion
[18;21;32]. Se ha demostrado que la gran
mayoria de disefios actuales de agitacion y
aireacion en los biorreactores agitados, afectan
dramaticamente la viabilidad y productividad de
los cultivos de células animales o vegetales
[32;33]. Es por esta razon que nuevos disefios de
biorreactores que no tengan tales efectos sobre
las células se han presentado en la literatura y en
el mercado, aunque en algunos casos sin
fundamentos claros de disefio ingenieril [21;34].

DISENOS NO CONVENCIONALES

En afios recientes, la demanda de infraestructura
para  producir  proteinas  recombinantes
terapéuticas, ha inferido en el desarrollo
biorreactores desechables, lo cuales han llamado
especial atencion por su simplicidad y facilidad
de uso [21]. El primero y mas conocido es el
denominado “biorreactor de olas” (Wave
Biorreactor®) introducido por el Dr. Vijay

Singh fundador de Wave Biotech a finales de los
90s, hoy parte de GE  healthcare
(www).gelifesciences.com).  El  biorreactor
consiste en wuna bolsa desechable, pre-
esterilizada, flexible en forma de “almohada” y
colocada en una superficie que se mueve de un
lado a otro (figura 3). El control de temperatura
se lleva a cabo en la superficie metalica sobre la
que descansa la bolsa, y el oxigeno disuelto y el
pH son medidos en linea por electrodos
desechables y controlados por un sistema de
adquisicidn y control adicional. La bolsa se llena
con medio de cultivo hasta la mitad de su
capacidad y es inflado con aire (oxigeno o
mezclas de gases) usando un filtro también
desechable de 0.22 um. Como cualquier sistema
desechable, se eliminan los costos de las
operaciones asociadas a las buenas practicas de
fabricacion. Actualmente, los birreactores de
bolsa abarcan una capacidad desde 500 mL hasta
500 L [22;35-37].

Figura 3. Diagrama de los perfiles de flujo de un
Wave Bioreactor. La agitacion se controla como la
frecuencia de movimientos por minuto y el angulo
sobre la perpendicular. El control de temperatura se
lleva a cabo sobre la superficie de la plancha metalica
sobre la que esta colocada la bolsa. Cada Bolsa
contiene puertos de adicion de de medio de cultivo y
otros componentes, filtro de venteo y de entrada de
aire, puertos para la integracion de electrodos de pH y
oxigeno desechables

Figure 3. Schematic profiles of the flow of a Wave
Bioreactor. Agitation is controlled by the frequency
of movements per minute and its angle. Temperature
control is carried out on the surface of the metal plate

containing the bag. In the bag are ports for addition of
culture medium or other components, vent filter and
air inlet and outlets, also pH and dissolved oxygen
electrodes are disposable
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Un gran niimero de compaiiias presentan disefios
similares al Wave Bioreactor®; Applikon
(www.applikonbio.com), presentan el Appiflex®,
otro jugador es Sartorius-stedim (www.sartorius-
stedim.com), donde con su marca BIOSTAT®
CultiBag RM, que ha sido ampliamente
comercializado por tener un sistema robusto de
adquisicion y control de los parametros de
cultivo como lo es el BioPAT® y que es de gran
aceptacion entre operarios ¢ ingenieros de
proceso [35].

Un parametro importante para tener en cuenta en
cultivos agitados es el estrés hidrodinamico
generado por el flujo de fluidos y el mezclado
[32]. Este parametro juega un papel de gran
importancia en el crecimiento y produccion de
cada linea celular, como se ha demostrado
ampliamente en tanques agitados mecanicamente
[32;33;38-42]. Sin embargo, son pocos los
reportes relacionados con el efecto del estrés
hidrodinamico en cultivos celulares en reactores
de olas [21;22;36;43].

Un disefio novedoso es presentado por
Amprotein  (www.amprotein.com),  quienes
presentan bolsas de una forma conica que son
agitadas siguiendo un patrén orbital de rotacion
similar al que es utilizado para cultivos de
células en matraces agitados [44]. Amprotein
presenta tres propuestas de 5, 50 y 150 L de sus
biorreactores. Sin embargo, la diferencia o
similitud que presenta el disefio de estos
biorreactores con matraces agitados
instrumentados de gran tamafio, no ha sido
discutida.

Como se habia discutido previamente, por las
limitaciones intrinsecas en los fendémenos de
transferencia de masa y calor, los ejemplos antes
mencionados se comercializan principalmente
para el cultivo de células de mamifero o de
insecto. Por su parte, la compaiia Cellexus
Biosystems (www.cellexusbiosystems.com)
recientemente comercializd bolsas desechables
(CellMaker PLUS™ vy la HybridBag™) en las
que se propone se puede cultivar cualquier linea
celular (bacterias, levaduras, células de
mamifero e insecto), con un completo control
todos los parametros de cultivo. Estos
biorreactores permiten transferencias de oxigeno
similares a las alcanzadas en reactores de acero

inoxidable. Sin embargo, la escala de estos
reactores es para cultivos de entre 1.0 L hasta 50
L.

Al ser sistemas desechables, el descartarlos se
convierte en un nuevo elemento en el proceso
que no se habia tenido en cuenta. Algunas bolsas
son re-esterilizables, pero implica, procesos in
situ 'y las validaciones y calificaciones que
hacian de este sistema atractivo. En su mayoria
estos sistemas son incinerados por compaiiias
especializadas. Recientemente, fue publicado
que AmProtein esta trabajando en el desarrollo
de biorreactores desechables fabricados con
plasticos biodegradables, siendo la primera
industria biotecnologica que planea el desarrollo
de modulos completos amigables con el medio
ambiente.

OTROS SISTEMAS DESECHABLES EN
BIOPROCESOS

Si bien es cierto, los biorreactores desechables
son los equipos mas representativos en un
bioproceso, sin embargo no podemos dejar de
mencionar que muchos otros equipos y sistemas
desechables se estan usando ampliamente en las
compatfiias biofarmacéuticas, aminorando los
costos productivos. Existen ya en el mercado
disenos de sistemas de mezclado desechable, que
a su vez son usados como contenedores y cada
una de las compafiias mencionadas previamente,
comercializan estos equipos. Por ejemplo, Atmi-
lifescience (www.atmi-lifesciences.com) tienen
un amplio espectro de sistemas novedosos de
mezclado y almacenaje de bio-intermediarios en
los procesos, con nuevos disefios, con volumenes
que pueden ser de hasta 2,000 L. Xcellerex
ofrece tanques cubicos desechables para
volimenes menores a 1,000 L. Thermo-Hyclone
ofrece también volimenes menores de 1,000 L,
con la facilidad de un contenedor de “polvos”
desechable que puede conectarse de manera facil
y estéril al sistema de mezclado.

Por otra parte, cuando se piensa en
cromatografia, la complejidad y los altos costos
son dos elementos a tomarse en cuenta,
principalmente por la limpieza y regeneracion de
las matrices y los pasos de validacion. Sartorius
AG (www.sartorius.com) es el lider indiscutible
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de este mercado donde Pall Co. (www.pall.com)
es su gran competidor. Ambas compaiiias
ofrecen cromatografia desechable en capsulas o
membranas. Un nuevo competidor en el mercado
es Upfront Chromatography (www.upfront-
dk.com), quienes ofrecen desarrollar sistemas de
purificacion desechables dirigidos y
personalizados para cada necesidad y compaiiia
productora de biofarmacéuticos que lo requiera,
en especial en la produccion de anticuerpos
monoclonales [45].

PERSPECTIVAS

A través de los afios se ha demostrado que los
biorreactores de acero inoxidable presentan
excelentes caracteristicas en términos de sus
transferencias, teniendo por limite la capacidad
volumétrica. En la industria biofarmacéutica,
parece ser que un par de miles de litros seran los
volimenes mas grandes en gran escala.
Empresas como Xcellerex y Hyclone ya han
llegando a lo que parecen ser los mayores
volimenes, con disefios de biorreactores
desechables de 2,000 L. Aunque la escala ha
sido superada atn tienen algunos limitantes
geométricos y problemas de las transferencias a
gran escala.

La biotecnologia moderna requiere las bondades
de los biorreactores de acero inoxidable pero con
los beneficios de lo desechable. Al revisar con
detalle los disefios de los biorreactores
desechables, las mejoras tecnologicas necesarias
son aquellas involucradas en la transferencia de
masa y calor. Estos adelantos son esenciales para
satisfacer las demandas de los procesos de alto
titulo a gran escala. Es muy seguro que estos
biorreactores desechables se convertiran en la
tecnologia  dominante en la  industria
biofarmacéutica. Su adopcion esta impulsada por
dos tendencias; la reduccion de los costos de
fabricacion y el desarrollo de procesos de alto
titulo de produccion.

Para vencer la frontera tecnoldgica establecida
hasta ahora, se requerira de importantes avances
tecnoldgicos que complementen las necesidades
expuestas, asi como los requerimientos
particulares de diferentes procesos productivos,

para que en un futuro cercano mas individuos
tengan la posibilidad de adquirir biofarmacos
seguros y de excelente calidad a bajo costo.
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