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Introduccion. Debido a la fragilidad celular, los cultivos de
células animales (CA) se redizan con agitacién y flujos de gas
menores a200 rpm y 0.07 vvm respectivamente, 10 que genera
un mezclado deficiente que provoca la formacion de gradien-
tes de oxigeno disuelto (OD) en el biorreactor. Para su estudio
se han disefiado simuladores de escalalaboratorio, en los que se
somete a cultivo a oscilaciones de OD. La simulacién en
cultivos de CA presenta problemas debido a sus bajos tiempos
de respuesta (bajo k_a), mientras que funciona bien para
cultivos bacterianos dado que las condiciones de cultivo
permiten trabajar con sistemas muy dinamicos (alto k; a) (1).

En este trabgjo se presenta el disefio de un simulador de
gradientes de oxigeno disuelto, que se utilizara para evaluar €
efecto de un ambiente heterogéneo sobre la produccién de
proteina recombinante en cultivos de CA.

Metodologia. El simulador (Figura 1) consiste de dos com-
partimentos interconectados: un biorreactor tipo tanque agitado
(STR, stirred tank reactor) y un biorreactor de flujo tapon (PFR,
plug flow reactor). El tiempo de circulacion (tc) es simulado a
recircular el cultivo (200 mL) entre ambos compartimentos con
una bomba peristéltica. El biorreactor STR (Vpomina=500 mL)
esta conectado a un sistema de control y adquisicién de datos,
mediante el cual se mantiene e OD a 20%. El biorreactor PFR
consiste de 21 m de un serpentin de tubo flexible de silicdn
(Cole Pamer, Di=16 mm, D¢~=32 mm, paed=0.8 mm),
sumergido en agua a 0% de OD (con burbujeo de N,), dentro de
un biorreactor BioFlo Il de 5 L Esto genera una diferenciade
concentracion de OD entre el ambiente interno y externo del
tubo de silicon, que promueve la desorcion del oxigeno en el
fluido circulando en €l interior del tubo.
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Figura 1. Diagrama del simulador de gradientes de OD.
Resultados y discusion. Con el sistema descrito se obuvieron
en agua gradientes desde 20% hasta 2-0% de OD, con flujos
gue representan tc entre 228 y 623 s (Figura 2a). Para
diferenciar el efecto del gradiente de OD del provocado por

estrés hidrodinamico, se evalud la capacidad del simulador para
mantener constante el OD a 20% en arbos compartimentos
(Figura 2b), bajo condiciones de simulacion (excepto que €
flujo de gas en & PFR fue una mezcla de aire-N,). Respecto a
la resistencia celular, en la Figura 3 se muestra que células de
insecto Tn-4h (Trichoplusia ni), cultivadas en las condiciones
de la Figura 2b (c=623 9, crecen con p=0.016 hH* en medio
TnMFH (con 10% de suero fetal bovino) alcanzando una
densidad celular (vaax) de 1.4x10° célula¥mL (en STR no
recirculado: p=0.024 h™t y XV mac2. 2><106 célulagmL).
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Figura 2. Perfilesen agua de: (a) simulacion de gradientes de OD y
(b) OD constante en ambos compartimentos.
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Figura 3. Cultivode células Tn-4h en e simulador
(20% de OD en ambos compartimentos).

Conclusiones. Dado que las células Tn-4h son capaces de
crecer en las condiciones de operacion del simulador, se podra
evaluar con éste el efecto de gradientes de OD (20% a 0%) atc
similares a los que se pueden encontrar en biorreactores de
escalaindustrial (donde tc puede estar entrelos 50 y 500 s) (2).
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