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Introduccion

La Escherichia coli es comunmente usada
como un organismo hospedero para la pro-
duccion de proteina recombinante. Debido
a su facilidad de manejo, caracterizacion
metabdlica y genética muy conocida, cepas
de Escherichia coli como BL21 (DE3) son
usadas para fines de entrenamiento espe-
cialmente en ambientes educacionales.
Ademas, muchos protocolos para cultivo de
cepas de Escherichia coli en sistema cerra-
do, asi como fed-batch, estan disponibles.

Workshops de fermentacion deben concen-
trarse en aspectos de aprendizaje sobre
crecimiento controlado de células en birre-
actores. La practica operacional de mano
de obra debe ser hecha eficiente por una
automacion amigable con el usuario. El
facil uso desde el calibrado de las sondas
hasta la operacion del sistema es esencial
para los biorreactores de mesa usados para
propositos educacionales. La interfaz intui-
tiva con el usuario del BIOSTAT" A acelera
el entrenamiento y lo torna ideal para ini-
ciantes en fermentacion. Sensores digitales
de pHy p0O, junto con un nuevo Menu PC
Tablet haciendo ell manejo facil e intuitivo.
Las sondas digitales de pH y pO, ayudan

a los operadores a reconocer a primera
vista si una sonda puede ser usada para

el proximo cultivo. Conectores resistentes
a la humedad garantizan la transmision
segura de datos al BIOSTAT® A en todos los
momentos, hasta cuando los conectores del
sensor quedan humedos. Su nuevo mddulo
de aeracion suministra un control de flujo
continuo y automatico a través de la gama
completa de cada uno de los gases usados
y la unidad de refrigeracion que permite
fermentacion en cualquier laboratorio
suministrando agua de refrigeracion para
el recipiente de cultivo independiente de la
disponibilidad de una linea de suministro
de agua. Para adicion necesita de sustrato
fed-batch, perfiles de sustrato pueden ser
facilmente implementados en el software
para controlar una bomba externa contro-
lada por velocidad.

El objetivo de esta nota de aplicacion es
mostrar la capacidad del BIOSTAT” A

para ejecutar cultivos desafiadores de
Escherichia coli fed-batch (tasa de
crecimiento especifico de p,, = 0,15 h™).

El pico de densidad celular debe estar
arriba de 60 g/l de peso celular seco para
acentuar su adecuacion como un biorreactor
de mesa para fines educacionales.

1. Materiales y Métodos

1.1 Cepas y medios

El cultivo se hizo con cepas de Escherichia
coli Bl 21(DE3). Medio LB, con 20 g/l de
polvo de medio LB (Roth), fue usado para la
preparacion del primer cultivo de siembra.
La segunda siembra y el cultivo principal
usaron un medio quimicamente definido
(Riesenberg et Al. 1991) (con 10 g/I de glu-
cosa para el segundo cultivo de siembra y
30 g/l de glucosa para el cultivo principal).
El medio de clutivo fue autoclavado direc-
tamente dentro del UniVessel® 5 I. La gluco-
sa fue agregada por separado, después
autoclavada, como una solucion stock.
Durante el cultivo una solucion de alimen-
tacion fue suministrada para prolongar la
fase de crecimiento con 770 g/| de glucosa
y 19,7 g/l de MgSO, - 7H,0.

1.2 Etapas de cultivo

Como un primer paso, alicuotas de un
Banco de Células de Trabajo fueron
distribuidas en placas de Petri con LB-Agar
e incubadas por 24 h a 37 °C. El primer
clutivo de siembra fue preparado en un
frasco Erlenmeyer de 100 ml, lleno con

20 ml de medio LB e incubado a 37 °C

por 14 horas. Con uso de una porcion del
primer cultivo de siembra, el sequndo
cultivo de siembra fue inoculado (inicial
0Dy = 0.1) en un frasco Erlenmeyer de
11, lleno con 200 ml de medio quimica-
mente definido e incubado por 8 ha 37 °C.
Ambos cultivos de siembra fueron
incubados en un CERTOMAT Tplus con
una tasa de agitacion de 150 rpm y un
diametro de orbita de 50 mm.

El sistema BIOSTAT" A con UniVessel” 5 |
fue preparado para cultivo con los
siguientes accesorios:
- para control de temperatura -
unidad de refrigeracion, dedo de
refrigeracion y manta de calentamiento
- para agitacion - laminas de disco
2 x 6 (turbina rushton)
- para gaseificacion - una insercion
de anillo
- una caja deflectora

El recipiente fue lleno con 3,5 L de medio
definido quimicamente y densidad
celular inicial era 0Dy, (densidad optica
a 600 NM) = 0,25.



Figura 1: BIOSTAT’ La configuracion para experimento de fermentacion de alta densidad celular con

Escherichia coli

Una vez que la glucosa en medio de cultivo
fue completamente consumida una solucion
concentrada fue suministrada con una

tasa de aumento exponencial. La tasa de
crecimiento especifica fue controlada para
My = 0,15 h™ durante la fase fed batch. Tasas
de crecimiento especificas de u > 0,15 h™'
llevan a produccion desfavorable de
subproductos metabolicos (Riesenberg et
al. 1991).

Figura 2: Calibrado digital de las sondas de pH
y pO,

Ademas, problemas de refrigeracion debido
al aumento de la generacion de calor
pueden ocurrir, especialmente en mayores
escalas | volimenes de cultivo.

Durante el cultivo el pH fue controlado a
6,8 a traveés de la adicion de solucion de
amoniaco 20%. Los niveles de oxigeno
disuelto fueron controlados automatica-
mente para un 20% manteniendo la veloci-
dad del agitador constante a 800 rpm
(velocidad de punta = 2,7 m/s) y enrique-
ciendo el gas aspergido con oxigeno puro.

El estado actual de las sondas, calibrados,
desvios y los parametros de control de
proceso estan exhibidos directamente,
(vea figura 2). El perfil de alimentacion
exponencial también fue controlado con
el recurso de tablet.

2. Resultados

Como un estudio de caso, una fermenta-
cion con alta densidad celular de Escheri-
chia coli fue realizada para evaluar si un
BIOSTAT® A cumple los requisitos de este
proceso desafiador. En la figura 3 las
caracteristicas de ODg, (proporcional al
aumento de la densidad celular) y |a tasa
de crecimiento especifico estan mostradas
para verificar el comportamiento del
crecimiento. Durante la fase de sistema
cerrado y fed batch la densidad celular
aumento de modo exponencial. La tendencia
de la proliferacion fue inferior en la fase
fed batch debido al p controlado. En el fin
de la fase batch una ODgy, de 35 (peso
celular seco = 13,6 g/I) fue medida.

Esto corresponde a una YX/S de 0,45
gDCW/gglucosa, e indica un consumo de
sustrato esperado y, por consiguiente,
optimas condiciones de crecimiento
(Stanbury et al. 1995). Una densidad
celular final de ODgy, = 191 (DCW = 72 g/)
fue alcanzada.
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Figura 3: Comportamiento del crecimiento

en fermentacion con Escherichia coli en un
BIOSTAT" A. Las caracteristicas de ODg,, € 1 son
mostradas.



La figura 4 muestra perfiles de valores
medidos de oxigeno disuelto, temperatura
y pH. Estos pueden ser usados para evaluar
si las condiciones de cultivo fueron opti-
mas. Dentro de las primeras 6 horas el pO,
disminuyd de modo exponencial causado
por el aumento de la tasa de consumo de
oxigeno hasta que el punto ajustado del
20% fue alcanzado.

Después de t = 7,5 h se observo un aumento
significativo de p0O,, que indica el consumo
completo de la glucosa inicial y el fin de la
fase en sistema cerrado. Durante el restante
de la fermentacion la pO, fue controlada
de modo adecuado para el punto de ajuste.
Asi, puede concluirse que las condiciones
aerdbicas estuvieron presentes durante
todo el cultivo. El control de temperatura
fue realizado con éxito, que indica una
capacidad de refrigeracion suficiente de
los dedos de refrigeracion y unidad de
refrigeracion. Ademas, el control de pH
permanecio fiable por todo el proceso.
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Figura 4: Condicion de cultivo muestra las
caracteristicas de p0,, temperatura y pH.

En la figura 5 los parametros del proceso
para control de oxigeno disuelto son mos-
trados.

Después que el punto definido de pO, fue
alcanzado, oxigeno puro fue suministrado
hasta 1 Lpm durante la fase de batch.
Debido al crecimiento mas lento en la fase
fed batch el aumento de la tasa de

0, fue mas lento y alcanzo una tasa de
gasificacion maxima de 4 Lpm

(tasa del 80% del total de gasificacion).
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Figura 5: Caracteristicas de presion parcial de oxigeno y parametros de control. O p0O,, velocidad de
agitacion, tasa de flujo de gas y tasa de flujo de gas oxigeno son mostrados.

En la figura 6 las caracteristicas de adicion
anti-espuma son mostradas. En total 10 ml
fueron suministrados (lo que estaba dentro
de la franja tipica esperada).
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Figura 6: Cantidad adicionada de solucion
anti-espuma (Antifoam 204, Sigma) durante
el cultivo de Escherichia coli

3. Conclusion

La viabilidad de realizar el cultivo batchy
fed-batch de alta densidad celular de cepas
de Escherichia coli BL21 con BIOSTAT® A
fue demostrado en esta nota de aplicacion.
Densidades celulares arriba de 60 g/l de
peso celular seco pudieron ser alcanzadas
y todos los parametros criticos del proceso
como pH, p0, y temperatura pudieron ser
controlados automaticamente y con éxito.
Debido al flujo continuo de gas ningun
ajuste manual de las tasas de flujo de gas
fue necesario y la adicion de anti-espumante
fue baja.

Monitoreo remoto y control de cultivo,
hasta de fuera del laboratdrio, fue posible
devido al uso de una tablet para la operacion
del BIOSTAT” A. Ademas, la facilidad con
que los operadores manejaron el BIOSTAT A
probo adecuacion perfecta para fines
educacionales.
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