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Introduccion. Dentro de los bioprocesos, la biomasa y
mas aun la viabilidad, se obtiene principalmente de
mediciones fuera de linea. La evaluacion de la biomasa
viable es muy importante para el entendimiento y mejora
del metabolismo celular y asi alcanzar un eficiente control
de los mecanismos de interés. Las mediciones fuera de
linea son insuficientes para el desarrollo de estrategias
de control en tiempo real, las cuales nos permitirian
optimizar el potencial de los microorganismos al
desarrollar procesos de alto rendimiento?.

El objetivo de este trabajo se centra en correlacionar
técnicas fuera de linea ampliamente utilizadas en los
cultivos celulares con la permitividad medida en linea
para un eventual control del proceso.

Metodologia. Se realizé un cultivo por lote en bioreactor
(2.0L) utilizando Kluyveromyces marxianus en un medio
quimicamente definido a 30°C y 100g/L de glucosa. Se
tomaron muestras desde la fase de latencia hasta la fase
estacionaria. Los analisis realizados fueron: peso seco,
conteo al microscopio con tincién de azul de metileno y
conteo de células con un equipo especializado (CASY,
Alemania)?. La Permitividad se midi6 en linea, utilizando
la sonda FOGALE (Francia)®. Los datos obtenidos fueron
graficados y ajustados a un modelo lineal para verificar la
correlacion.

Resultados. Se correlacionaron la densidad éptica y el
peso seco contra la permitividad (Fig. 1). En ambos
casos la sonda de FOGALE permitié seguir la dindmica
poblacional en tiempo real.
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Fig. 1. Correlacién entre densidad 6ptica y peso seco contra
permitividad. (1A) R?=0.976, (1B) R?=0.9896

En cuanto a la correlacion de la permitividad contra los
conteos celulares, las correlaciones resultaron

satisfactorias (Fig. 2), aunque con diferencias entre si, ya
que el conteo al microscopio presentd el mas bajo
coeficiente de correlacion (0.9221), lo que se explica por
la diferencia en el nimero de células contabilizadas, que
es alrededor de 300, mientras que con el CASY se
cuentan aproximadamente 5X10°. De entre estas dos
técnicas, el conteo con el equipo CASY presenta menos
error, ya que es mas sencilo para el operador
estandarizar una metodologia de diluciones que ajustar
criterios de conteo como la gemacion y los limites al
utilizar una camara de Neubauer bajo el microscopio.
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Fig. 2. Correlacién entre ambos conteos celulares contra Permitividad.
(2A) R?=0.9221, (2B) R*=0.9761

Conclusiones. Se demostr6 que la mediciébn de la
permitividad en linea utilizando la sonda FOGALE
muestra la cinética de la biomasa viable en un cultivo de
Kluyveromyces marxianus, con la cual es posible seguir
en tiempo real el crecimiento celular del cultivo de
principio a fin. La permitividad en linea es una
herramienta poderosa que ahorra tiempo y evita tomar
muestra, lo que reduce considerablemente el riesgo de
contaminacion del sistema. Finalmente, el conocimiento
sobre el estado de la biomasa y su cuantificacion, nos
permitiria desarrollar estrategias de control para futuras
experimentaciones.
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