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El escalamiento descendente es un acercamiento conceptual que ofrece herramientas experimentales para estudiar, a
nivel laboratorio y de manera practica, eficiente y econdmica, condiciones medioambientales que tipicamente se
presentan en biorreactores de gran escala. En particular, el escalamiento descendente es de gran utilidad para
determinar el efecto de heterogeneidades ambientales, tales como oxigeno disuelto y concentracién de substratos,
sobre el metabolismo Yy fisiologia celular, asi como sobre el desempefio de un bioproceso particular. Los gradientes
ambientales que se pueden presentar en biorreactores de gran escala generalmente son el resultado de limitaciones
fisicas o restricciones inherentes en el disefio de sistemas de produccidn a nivel industrial. Una variable particularmente
importante es el pH, ya que en biorreactores de gran escala se pueden presentar gradientes, de hasta varias unidades,
entre las zonas de adicion de alcali y/o acido y zonas bien mezcladas del seno del liquido. A la fecha, existen pocos
estudios de escalamiento descendente del pH debido a la dificultad de oscilar continuamente esta variable sin generar
un problema de formacién de sales y aumento de osmolaridad. E. coli es uno de los hospederos mas empleados
alrededor del mundo para producir proteinas recombinantes, siendo imprescindible no solo en aplicaciones
biotecnolégicas sino también en estudios bésicos de muchas disciplinas. Consecuentemente, la informacién existente
sobre fisiologia y metabolismo de este microorganismo es realmente extensa. No obstante, un tema de gran importancia
pero muy poco estudiado es el comportamiento de E. coli recombinante productora de ADN plasmidico al ser expuesta
a fluctuaciones medioambientales, particularmente de pH.

En el presente trabajo se disefid un sistema de escalamiento descendente, constituido por dos biorreactores de tanque
agitado interconectados, cada uno con control de pH, independiente y diferente, y entre los que se recirculé caldo de
cultivo para simular tiempos de residencia entre 60 y 240 s tipicos de biorreactores de gran escala. En cultivos por lote
fue posible generar gradientes de pH hasta de 0.9 unidades, con respecto a la condicién control de 7.0, y determinar su
efecto en parametros cinéticos y estequiométricos, asi como cambios en la topologia del ADN plasmidico producido.
Asimismo, se determind el efecto de la respuesta transcripcional de 10 genes relacionados al estrés alcalino, incluyendo
varios relacionados con el transporte de iones, el catabolismo de aminoacidos y reguladores transcripcionales.

Se mostrara como E. coli recombinante responde de manera diferencial entre el estrés alcalino constante y el
intermitente. Los resultados obtenidos son de utilidad para el disefio de nuevas cepas bacterianas que puedan
contender mejor con el problema de gradientes de pH, asi como para desarrollar mejores disefios de biorreactores y
estrategias de operacién de cultivos a gran escala.
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