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Introduccion

El desarrollo de cepas de microorganismos con
alta productividad es un hito fundamental en el
desarrollo de bioprocesos competitivos. El
scaling down consiste en simular las
condiciones productivas a baja escala, con la
finalidad de realizar procesos de seleccion
luego extrapolables a la escala de produccién.
La capacidad de transferencia de oxigeno es
uno de los factores mas importantes en el
escalado de bioprocesos aerbébicos ya que
define la cantidad de biomasa que puede
soportar una metodologia de cultivo. El
parametro que permite caracterizar la
capacidad de transferir oxigeno en un sistema
gas-liquido es el K.a, segun ec. 1:

K OTR acion 1
14 = ecuaci

Co, = Co
donde: OTR = tasa de transferencia de oxigeno (mol - L™ -
h).
C'o2 = concentraciéon de saturacién de O; en la interfase
(mol - L").*

C. = concentracion de Oz en el seno del liquido (mol - L").*
*Constantes para una temperatura y composicion de la
solucién especifica’.

El método del sulfito permite medir el OTR! al
basarse en la oxidacion del sulfito a sulfato,
produciendo la acidificacién de la solucién:

_ catalizador 2_
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donde: Cna2SO3 = concentracion de sulfito oxidado hasta
pH de deteccion (g - L ™).

Voo = coeficiente estequiométrico del oxigeno.

Vna2SOs = coeficiente estequiométrico del sulfito.

t = tiempo de reaccion hasta pH de deteccién, dependiente
de la velocidad de transferencia de oxigeno del medio
gaseoso al medio liquido'.

En este trabajo presentamos la caracterizacion
del proceso de transferencia en placas de
pozos profundos mediante la reaccion del
sulfito con oxigeno acoplada a un indicador
acido-base y seguida mediante un sistema
Optico.

Objetivo
Caracterizar sistemas de cultivo a microescala
por su capacidad de transferencia de oxigeno.

Descripcion

Medicion de intensidad de color rojo-verde-azul
(RGB) para la determinacion del pH

Se acidificé una solucion de composicion
similar a la utlizada para caracterizar la
transferencia de oxigeno (NaCl 0,75 M, CoSO4
1x104 M, NapHPO4/NaH2PO4 0,012 M, azul de
bromotimol 2,4x10° M, pH=8, ver mas
adelante). El NaCl reemplaz6 al sulfito para
evitar modificacion en el pH por oxidacién del
mismo. Se obtuvieron 12 valores de pH (pHreF)
entre 8 y 3,3 midiendo con un pHmetro. Se
transfirié por triplicado cada punto de pH a una
microplaca.

La placa fue fijada en el centro de una caja
plastica con una camara VGA e iluminacién
LED controlada. Las imagenes fueron
analizadas mediante el programa ImagedJ (NIH,
EEUU). Brevemente las imagenes se
descompusieron en los canales R, Gy B y se
analizaron las regiones de interés (ROls) de
idéntico tamano y coordenadas en cada uno de
los canales. El rango dindmico se determiné a
partir de los valores de intensidad en los tres
canales (R, G, B) cuya regresion con el pHger
present6 un valor de R2 mayor a 0,99.

Seleccion de la mejor combinacién de colores
Se obtuvo el valor de pHrgs introduciendo el
valor de intensidad en la ecuacién de la linea
de tendencia obtenida a partir del graficé de
intensidad RGB vs pHrer. Con estos valores se
determiné la correlacion del pHgree (obtenido
para cada color o combinacion de colores
cuando se promedio el pHrae de cada color de
la combinacién) con el pHrer. El mejor color o
combinacion de colores para medir el pHras se
determin6 considerando el mayor valor de R?2
(triplicados experimentales) y se realizd6 una
prueba estadistica t para evaluar diferencias
entre ambos métodos en la medicién del pH.

Determinacién de la transferencia de oxigeno
en microplacas

Las determinaciones de OTR se calcularon
segun ec. 3, |utilizando una solucién
conteniendo sulfito (Na:SOs 0,5 M, CoSO4
1x104 M, NapHPO4/NaH:PO4 0,012 M, azul de
bromotimol 2,4x10-5 M, pH=8) en funcién de la
velocidad de agitacion en vueltas por minuto




(RPM), tipo de placa (Placa) y volumen de
llenado (Vol.)'. Se utilizd6 la curva patrén
caracterizada anteriormente.

El pH se determiné mediante el analisis de las
fotografias tomadas cada 10 seg hasta la
observacion del pHrgg correspondiente al punto
final (pH = 6)

Con cada valor de OTR se calculé segln ec. 1
el Kia de las distintas condiciones, y se lo
comparo6 con los reportados en la bibliografia.

Resultados

Rango dinamico
Los rangos dinamicos para la determinacion del

pHrae se definieron a partir de la regién lineal
observada en el ensayo (Fig. 1; solo se
muestran los valores correspondientes a la
zona de ajuste con R2>0,99).
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Figura 1: Seleccion rango dinamico. Intensidad de cada
color vs pHger.

Los resultados de dicho ajuste fueron:
a. pHrer 6,06-7,73 para el color azul
b. pHrer 5,85-7,73 para el color verde
C. PpHrer 5,85-7,73 para el color rojo

Mejor color o combinacién de colores

Las combinaciones de colores presentaron un
R?2 mayor a 0,99 en tres de las cuatro
combinaciones, mientras que cada color por
separado no superd el valor de 0,98. La
combinacién de colores azul y rojo fue la que
mayor ajuste lineal present6 (R?=0,996, Fig. 2).
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Figura 2: Seleccion del mejor color. pHgrge Vs pHger de
la combinacién rojo-azul.

No hubo diferencias estadisticas entre pHrer y
pHraa, por lo que se eligié la combinacion azul-
rojo para la medicién del mismo.

Determinacién de la transferencia de oxigeno
en microplacas

El KLa aumenté al incrementar la velocidad de
agitacion. En contraste, el volumen de llenado
impacté negativamente sobre el valor de este
parametro (Fig. 3).
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Figura 3: Determinacion de la transferencia de oxigeno.

El valor maximo obtenido de Kia fue 318 + 23
h-! (n=2) para la condicién 400 RPM, 200 uL en
placa PPP (Fig.3).

Los resultados obtenidos en la caracterizacion,
son comparables con los presentados en la
literatura (400 h', 0,1-1 L2; 60-360 h-', 1-30 L3;
170-740 h-1, 30-2000 L3).

Conclusiones

- El método desarrollado para medir pH en
funcién de la intensidad generd la herramienta
necesaria para poder realizar la caracterizacién
de los sistemas de cultivo en microplaca.

- Con los valores de Kia y OTRmax obtenidos se
logré definir los parametros de transferencia de
O:2 de un sistema de seleccién de cepas de alto
rendimiento y compararlos con biorreactor de
tipo tanque agitado tipico. La definicién de las
condiciones de operacion en uno de los
sistemas permitiria definir las condiciones en el
otro para obtener resultados comparables.
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