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Introduccion. Los matraces agitados se usan
ampliamente en el desarrollo de bioprocesos, se ha
estimado que cerca del 90% de todos los cultivos con
aplicaciones biotecnoldgicas se realiza en matraces
agitados (1). La transferencia de oxigeno puede
convertirse en una limitante en el desarrollo de cultivos
aerobios, cuando la demanda excede la capacidad de
transferencia a través de la interface gas-liquido y/o a
través del tapon del matraz (2). La tecnologia de
agitacion con resonancia acustica (RAM: Resonant
Acoustic® Mixing) representa una alternativa reciente
para cultivos en matraces agitados que busca
contrarrestar la limitacion de oxigeno.

En este trabajo se caracterizé la agitacion de matraces
por resonancia acustica en términos del coeficiente
volumétrico de transferencia de oxigeno (k,a) y se
evaluaron el crecimiento, el consumo de glucosa y el
perfil de oxigeno disuelto durante el cultivo de una cepa
recombinante de E. coli en matraces con agitacion
acustica y orbital, a valores equivalentes k, a.

Metodologia. Se determiné el k_a en matraces con agua,
agitados bajo diferentes condiciones de velocidad de
agitacion (3-20 g para la agitacién acustica y 200-350
rpm con agitacion orbital), volumen de matraz (250-1000
mL) y volimenes de llenado (10-40%) a 37°C. Las
determinaciones se hicieron por el método de gassing-
out, usando Na,SO; y midiendo TOD en linea con un
sensor optico PSt3 (Fibox3, PreSens).

Las cinéticas de E. coli BL21 (DE3 gold) rSMD-garrapata
se realizaron en medio minimo, modificado de Lara et al.
(3), con 10 g/L de glucosa, a 37°C con agitacién acustica
y orbital a 2 valores equivalentes de k a. Se determiné la
biomasa por densidad 6ptica (600 nm), concentracion de
glucosa con un analizador bioquimico YSI 2900 (Yellow
Springs Instruments), y se monitore6 el perfil de TOD con
el sensor optico PSt3 (Fibox3, PreSens).

Resultados. Se obtuvieron valores del k,a en matraces
con agitacion acustica y orbital bajo diferentes
condiciones de operacién, y se proponen modelos
empiricos de tres parametros para determinar este
coeficiente en funcién de la velocidad de agitacion (n) y la
relacion inicial area interfacial-volumen de llenado (A/V).
La validacién de los modelos propuestos muestra un
ajuste adecuado con un margen de error del £30%.

Los perfiles de crecimiento y consumo de glucosa de la
cepa evaluada de E. coli, en matraces a un valor de k.a

equivalente de 46 h' no muestran diferencias
significativas, mientras que en los cultivos evaluados a un
k.a equivalente de 93 h™ se tienen valores superiores de
M y de gs con agitacién orbital en comparacion a la
agitacién acustica (Tabla 1). En los perfiles de TOD de
los cultivos con agitacién orbital bajo ambas condiciones
de k.a, la TOD se mantuvo en 0% durante varias horas
(Tabla 1), este comportamiento sugiere un periodo de
limitacion de oxigeno en los cultivos (4). Los cultivos con
agitacion acustica a un valor de k.a de 46 h™ mostraron
un periodo reducido en el que la TOD se mantuvo en 0%;
por otro lado, el perfil de TOD para el cultivo con un valor
de k.a de 93h™ se mantuvo siempre sobre el 60%. Los
diferentes perfiles de oxigeno disuelto revelan posibles
diferencias en el metabolismo de la bacteria crecida en
ambos sistemas de agitacion, para lo cual se sugiere
cuantificar la produccién de acidos organicos durante las
cinéticas bajo las condiciones evaluadas.

Tabla 1. Resultados cinéticos de los cultivos de E. coli rSMD en
matraces agitados por RAM u orbital, a dos valores equivalentes de k. a.
Se muestran media y desviacién estandar de 2 a 3 repeticiones.

Agitacion RAM Orbital RAM Orbital
n 59 200 rpm 10¢g 350 rpm
kea (h™h) 457+08 | 46.2+1.9 | 93.8+46 | 91.1%4.7
u (™ 0.44+0.0 | 044+0.0 | 0.35+0.01 | 0.44+0.01
DO 600nm 24-25 h 43+0.2 41+04 52+0.2 46+0.3
Gs (Qaw/. 17+01 | 16+01 | 0701 14101
9owc.h)
T (h)
TOD-50% 50+£0.2 150+ 1.7 0 44+05

*Calculado a las 12 h de cultivo.

Conclusiones. Se propusieron modelos empiricos para
estimar el kia en matraces con agitacion acustica y
orbital en funcién de las variables operacionales n y A/V.
Los cultivos de E. coli crecidos a valores equivalentes de
k_a sugieren diferencias metabdlicas al ser cultivados con
agitacion acustica en comparacion a la agitacion orbital.
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