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RESUMEN

Se estudiaron las variables de operacion de un biorreactor de tanque agitado para el cultivo de
células en suspension de Azadirachta indica A. Juss. Se utilizo carboximetilcelulosa, CMC 0,7 %
PV, para estimar el coeficiente de transferencia de oxigeno, k,a, entre 120 — 400 rom y entre 0,05
- 0,6 vwm, obteniéndose valores de 0,5 - 80 h'. El ka para suspensiones de A. indica en
erlenmeyers fue de 0,6 - 1,2 h'. Con los resultados anteriores se definieron las condiciones de
operacion del biorreactor y se evalud el crecimiento de células de A. indica a 200 rom y 0,2 vwvm
de aire, alcanzando 9,2 g cel secas/l. El crecimiento celular no fue limitado por el suministro de
oxigeno. Los tamanos de aglomerados celulares cultivados en erlenmeyers con bafles agitados
magnéticamente y en biorreactor fueron similares, pero menores que los obtenidos en erlemeyers
con agitacion orbital. El presente estudio establece parametros para la operacion de biorreactores
con A. indica y confirma que los medios con CMC pueden utilizarse para estimar variables
operacionales en biorreactores.
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ABSTRACT

ESTIMATION OF OPERATION VARIABLES OF A BIOREACTOR
WITH Azadlirachta indica A. Juss. CELLS

Operation variables of a stirred tank bioreactor were studlied in order to culture cell suspension of
Azadlirachta indica A. Juss Carboximethylcelulose, CMC 0,7 % w/v, was used to estimate the
coefficient of oxygen transfer, k,a, between 120 - 400 rom and 0,05 - 0,6 vvm, obtaining values
of 0,5 - 8,0 h'. The k,a for suspension cultures of A. indica in erlenmeyers was 0,6 - 1,2 h'’. Based
upon the previous results, the operation conditions of the bioreactor were defined and cell
growth of A. indica was evaluated at 200 rom and 0,2 vvm of air, reaching 9,2 g dry cell/l. Celular
growth was not limited by dissolved oxygen. The sizes of cell agglomerates magnetically stirred in
erlemeyers with bafles and in the bioreactor were similar, but smaller that those obtained in
erlenmeyers with orbital agitation. The present study establishes parameters for operation of
bioreactors with A. indica and confirms that CMC can be used to estimate operational variables in

bioreactors.

Key words: bioreactors, Azadirachta indica, plant cell culture, k.a.

Los cultivos de células vegetales son una
alternativa atractiva para la produccion
de metabolitos secundarios de alto valor
agregado. Estos cultivos han sido estu-
diados para la obtenciéon de compuestos
fitoquimicos que tienen actividad an-
timicrobial, antibidtica, insecticida o
farmacéutica. Presentan amplias venta-
jas frente a la produccion agricola
convencional ya que son independientes
de la geografia, variaciones estacionales
y ambientales, interferencias politicas y
pueden suministrar un producto de
calidad uniforme o pueden utilizarse
para procesos de biotransformacion
(Kargi y Rosenberg 1987, Seki et al.
1997, Ramachandra y Ravishankar
2002). Se ha logrado incrementar
considerablemente la productividad de
los compuestos anteriores, estableciendo
cultivos de suspensiones celulares en
biorreactores (Tanaka 1987, Huang, Shen
y Chan 2002, Ramachandra y Ravishan-
kar 2002). Las suspensiones de células
vegetales tienden a crecer en forma de
aglomerados y aumentan la viscosidad
del medio de cultivo; la presencia de
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estos aglomerados crea cultivos celu-
lares altamente densos que impiden el
paso de nutrientes y de oxigeno,
interrumpiendo el desarrollo normal de
las células. En la operacién con células a
nivel industrial es necesario agitar y
airear, sometiendo asi a las células a
estrés hidrodinamico el cual también
afecta su normal crecimiento. Otros
factores decisivos en el cultivo de
suspensiones celulares, son las carac-
teristicas operacionales y de disefo de
los biorreactores, dimensiones, sistema
de aireacidn, etc. y en especial el tipo
de agitador, de gran influencia en el
crecimiento celular y en la formacion
de algunos productos de interés
(Tanaka 1987, Hooker, Lee y Gynheung
1989, Pepin et al. 1995). Asi, trabajos
de este tipo exigen el estudio de la
respuesta biolégica de las células en
situaciones de estrés hidrodindmico
(Scragg, Allan y Lekie 1988, Yokoi et
al. 1993, Meijer et al/. 1994, Tanaka
2000). Debido a los altos costos de las
suspensiones de células vegetales,
algunas investigaciones pueden reali-
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zarse utilizando medios sintéticos. El
uso de soluciones de carboximetil-
celulosa (CMC) como sustituto del
medio celular se basa en similitudes
encontradas en otras investigaciones
(Wang y Zhong 1996). Estas soluciones
son de bajo costo, facil manipulacién y
permiten obtener viscosidades cons-
tantes y mayores a las de las sus-
pensiones vegetales (Wang y Zhong
1996, Doran 1999).

Las suspensiones celulares se compor-
tan como fluidos altamente pseudo-
plasticos, en concentraciones desde 9
hasta 13 g/l en peso seco, al igual que
el CMC 0,7 % p/v; las propiedades
reolégicas de estas soluciones ya han
sido evaluadas y comparadas (Tanaka
1987, Wang y Zhong 1996).

La especie Azadirachta indica produce
importantes metabolitos secundarios
con actividad antialimentaria y biopes-
ticida sobre una amplia gama de
insectos (Parrota y Chaturvedi 1994).
La produccion de metabolitos de
células vegetales se ha logrado por
medio de cultivos celulares en reci-
pientes agitados y reactores (Kearney,
1994, Kuruvilla, Komaraiah y Rama-
krishna 1999). En la presente
investigacién se estimé el coeficiente
volumétrico de transferencia de
oxigeno, ka, en diferentes condiciones
de operacidon: un biorreactor agitado
usando un medio sintético de CMC y
erlenmeyers con suspensiones celu-
lares de A. /ndica. Ademas, se com-
par6 el tamano de los aglomerados
con relacion al crecimiento celular de
A. indica desarrollado en erlenmeyexs
y en biorreactor.
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MATERIALES Y METODOS

Formacion de callos y suspensiones
celulares. Se formaron callos friables a
partir de hojas de A. /ndica sembradas
en un medio de cultivo compuesto con
sales de Murashige y Skoog (Murashige
y Skoog, 1962), IBA 4,0 mg/l, BAP 1,0
mg/l, glicina 2 mg/l, vitaminas,
sacarosa 30 g/l y phytagel 1,75 g/l, con
un pH 5,8 (Kearney 1994). Para el
establecimiento de las suspensiones
celulares se usé el mismo medio que
para la obtencion de callos pero sin
phytagel. Las suspensiones se conser-
varon en oscuridad a 25 °C y agitacién
continua sobre un agitador orbital a
120 rpm. Los medios de cultivo se
esterilizaron en una autoclave a 120 °C
durante 20 minutos.

Cinética de crecimiento. Las curvas de
crecimiento en erlenmeyers y biorre-
actor fueron construidas en un periodo
de 30 dias y los experimentos se
realizaron por duplicado. Se evalud el
crecimiento mediante la determinacidn
de peso seco de la biomasa contenida
en 10 ml de medio, secando durante
24 horas a 60 °C (Torres, 1989). La
curvas de crecimiento construidas para
las suspensiones celulares se mode-
laron en su fase exponencial para hallar
el tiempo de duplicacién de las células
(ty) y la velocidad especifica de creci-
miento (u). La ecuacion que describe
esta etapa es:

X=X,e"

Concentracion de biomasa en la fase
exponencial (g célula seca /l).
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: Concentraciéon de biomasa al iniciar
la fase exponencial (g célula seca /).
p: Velocidad especifica de crecimiento

(dia™).
t: Tiempo transcurrido en
exponencial (dias).

la fase

El tiempo de duplicacién se obtiene de
la relacién t, = In2/u (Duarte, 1998).

Caracteristicas del biorreactor. Se utili-
z6 un biorreactor de 7 litros (Applikon)
con un volumen de trabajo de 2,5
litros. El diametro interno del tanque
era de 0,16 m, se empleé un impulsor
de 0,048 m de diametro del tipo
propela marina, 3 bafles de 0,009 m de
ancho y un aireador poroso con 0,01 m
de diametro.

Coeficiente volumétrico de transfe-
rencia de oxigeno. Se realizaron los
experimentos para la determinacion del
coeficiente de transferencia de oxigeno,
ka, tanto en erlenmeyers con suspen-
siones celulares como en biorreactor con
CMC 0,7 % p/v. Se estudié el efecto de la
velocidad de agitacion, el flujo de aire y
sus posibles interacciones sobre el ka
mediante un disefo factorial de tres
niveles y dos factores (3?). Se realizé el
experimento con dos repeticiones, para
calcular el error, con un orden alea-
torio, para un total de 18 ensayos. Asi,
se seleccionaron las velocidades de
agitacion de 120, 250, 400 rpm vy
aireacion de 0,05; 0,10 y 0,60 vvm. La
transferencia de oxigeno fue determi-
nada por el método dindmico desga-
seando (gassing ouf), en el cual el
oxigeno primero fue desplazado del
medio empleando nitrégeno gaseoso,
luego la fase gaseosa sobre la super-
ficie liquida se reemplaz6 por aire (no
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se burbujedé dentro del recipiente) y
para asegurar que las fases gaseosa y
liquida tuvieran un buen contacto, se
agité magnéticamente la fase liquida.
Luego se midié el oxigeno disuelto en
la fase liquida. Para esto se emplearon
erlenmeyers de 500 ml cubiertos con
algodén; el volumen de trabajo fue de
100 ml los cuales se inocularon con-
servando una relacion 1:3. En el
biorreactor se empleé el mismo mé-
todo a diferencia de que el ingreso de
aire se hizo burbujeando (Van Suijdam,
Kossen y Joha 1978). El valor de ka fue
calculado como la pendiente de la
grafica In [1 — ¢/100] vs tiempo, siendo
C el porcentaje de O, disuelto en la
solucion.

Tamano de agregados celulares. Para
estudiar el efecto de la agitacion sobre
el tamano de los aglomerados, se com-
paré el tamano de suspensiones incu-
badas en erlenmeyers en un agitador
orbital, con suspensiones incubadas en
erlenmeyers con bafles y agitadas mag-
néticamente usando una barra recu-
bierta de teflon, ambas a 120 rpm. Se
midié el tamafno de los aglomerados
mediante una serie de tamices con
tamanos de malla 100, 60, 50, 40, 14y
8 equivalentes a 149, 250, 297, 420,
840, 1410 y 2380 um respectivamente
(United States Pharmacopeia Conven-
tion 2002). Una vez tamizada la
suspensién, se lavé la biomasa con 500
ml de agua destilada y luego fue
secada a una temperatura de 60 °C
durante 24 horas. Los resultados se
presentan como un porcentaje del peso
total seco obtenido de células. Estos
resultados se compararon con obser-
vaciones realizadas al cultivo en el
biorreactor.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Coeficiente volumétrico de transfe-
rencia de oxigeno. La Figura 1 presenta
los valores de k,a promedios para el
medio sintético en el biorreactor.
Mediante el analisis de varianza del k a,
debido a los factores flujo de aire y
velocidad de agitacién, se determiné
que la velocidad de agitacion, el flujo
de aire y la interaccién entre estos dos

9 -
8
7
6 -
5
4 -
3
2 4
1 -

k.a, h'

factores tienen un efecto estadistica-
mente significativo sobre esta variable
respuesta, con un nivel de confianza
del 99 % (**). La interaccién puede
apreciarse de la siguiente manera: a
bajos niveles de aireacion, la velocidad
de agitacion tiene poco efecto sobre el
k,a y a baja velocidad de agitacion, la
aireacioén tiene poco efecto sobre esta
respuesta, y viceversa en los niveles
altos.

- - 4 -:0.05vwm
— 4l — 0.1vvm
—&—0.6 vvm

Velocidad agitacién (rpm)

Figura 1. Valores promedios de ka para el medio con CMC 0,7 % p/v en un

biorreactor agitado de 7 I.

La Figura 2 presenta los valores de k.a
para las suspensiones celulares a
diferentes concentraciones de biomasa
cultivadas en erlenmeyer y se observa
la tendencia general del k,a a disminuir
con el aumento de la concentracion
celular. Los valores minimos de ka
determinados a nivel de erlenmeyer
con suspensiones de A. /ndica (0,6 h™),
son préximos a los valores de ka deter-
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minados en la solucion de CMC en
biorreactor a 0,05 vwm, dando resulta-
dos acordes con el de una suspension
celular con concentraciones entre 16 y
18 g células secas/l. Los valores de ka
en flujos de aire de 0,05y 0,10 vwm y
velocidades inferiores a 250 rpm
fueron muy similares a los valores de
k,a obtenidos en erlenmeyers, Figura 2
(0,6 - 1,2 h).
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Figura 2. Variacion de ka en cultivos de células en suspension de A. indica, en
erlenmeyers con agitacion orbital a 120 rpm.

Estos resultados concuerdan cuando se
opera a flujos inferiores a 0,10 vwm y 100
rpm para soluciones de CMC de iguales
caracteristicas (Wang y Zhong 1996). El
orden de magnitud de los resultados en
CMC fue similar al obtenido para los
cultivos de suspensiones celulares de
Stizolobium  hassjoo Piper & Tracy
(Huang, Shen y Chan 2002), MNicotiana
tabacum L., Cudrania tricuspidata (Carr.)
Bur. ex Lavalle. (Doran 1999) y T7axus
chinensis (Pilg.) (Zhong et al. 2002) en
biorreactores de 2,51a 5,0 . A 400 rpm
se observa que es mayor el incremento
de k,a para pequenos cambios en el flujo
de aire desde 0,05 a 0,1 vwm, esto
sugiere que se podria mantenerse un
cultivo celular a velocidades mayores de
agitacién con bajos flujos de aire. Se ha
encontrado que las células de Taxus
chinensis son fuertemente afectadas de
manera negativa por altas velocidades de
aireaciéon (0,2 y 04 vwm y se logré
obtener mayor concentracion de bioma-
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sa a 0,05 vwm, y una velocidad especifica
de crecimiento mayor (0,082 d') con-
servando los niveles de oxigeno disuelto
superiores al 25 % (Pan, Wang y Zhong
2000). Los niveles mas altos en
concentracion de biomasa y del amino-
acido L-3,4-dihidroxifenilalanina, L-DOPA,
se obtuvieron en suspensiones de
Stizolobium hassjoo a 0,06 vwm, a la vez
que el efecto de un incremento en la
velocidad de agitacién no fue tan sig-
nificativo en la produccién de biomasa y
del metabolito (Huang, Shen y Chan
2002). A velocidades de flujo tan bajas
como 0,05 vwm, no se logré romper la
resistencia a la difusién de oxigeno en un
medio altamente viscoso como la
solucién de trabajo de CMC. Esto podria
explicar la tendencia casi horizontal de
esta linea (0,05 vvm) en la Figura 1.

Cinéticas de crecimiento. La Figura 3
presenta la curva de crecimiento de A.
indica en erlenmeyers. La velocidad
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especifica de crecimiento en la fase
exponencial fue de 0,09 dia’ y el
tiempo de duplicacion correspondiente

5,0 -
4,5 4
4,0
3,5 -
3,0 -
2,5 -
2,0 -
1,5
1,0 4 ,

Biomasa, (g cél secas/l)

de 7,7 dias. Se alcanzé6 una con-

centracion celular de 4,7 g células
secas/l.

—&—DW, g/L
Estimado

0 10

Tiempo, dia

20 30

Figura 3. Curva de crecimiento de suspensiones celulares de A. /ndica en
erlenmeyers con agitacién orbital a 120 rpm.

Comparando las Figuras 1y 2, y con el
proposito de garantizar un adecuado
suministro de oxigeno, en cuanto a la
capacidad de transferencia de oxigeno
(k,a), se seleccionaron las siguientes
condiciones de operacion para la
fermentacion en el biorreactor: 120 rpm
- 0,4 vwwm de aire y 200 rpm - 0,2 vwm.
Estas condiciones de operacion corres-
ponden a un valor aproximado de ka de
1,5 h' usando el medio sintético, es
cercano al mayor valor de ka evaluado
a nivel de erlenmeyers para sus-
pensiones de células vegetales y con él
se esperaba que el crecimiento celular
no fuera limitado por poca dispo-
nibilidad de oxigeno disuelto debido a
un bajo coeficiente de transferencia de
oxigeno. Sin embargo en las primeras
condiciones (120 rpm y 0,4 vvm) se
presentd una gran sedimentacion de
los aglomerados celulares y sélo se
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incrementé la biomasa 1,5 veces
durante el cultivo (datos no mostra-
dos). Esto indica que para la operacion
del biorreactor, ademas del ka, debe
garantizarse una adecuada dispersion
de sélidos y un suficiente oxigeno
disuelto para el crecimiento celular.
Adicionalmente, el flujo de aire usado
pudo producir un arrastre de meta-
bolitos gaseosos como el CO, y el
etileno, los cuales juegan un papel
importante en el metabolismo de las
células vegetales (Pan, Wang y Zhong
2000, Huang, Shen y Chan 2002). Los
resultados obtenidos para la operacién
del biorreactor a 200 rpm y 0,2 vvm se
muestran en la Figura 4. Debido a que
no se disponia de un electrodo de
oxigeno autoclavable, se hizo una me-
dicion del sustrato (azucares reduc-
tores) para evaluar si el crecimiento era
limitado por el sustrato o por otra
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variable en el cultivo. Asi, se observé
gue el crecimiento se detuvo cuando
se agotd el sustrato, indicando esto,
que el oxigeno no fue el factor
limitante para el crecimiento celular.
En estas condiciones de operacién se

alcanzé una concentracion de biomasa
de 9,2 g células secas/l, la velocidad
especifica de crecimiento en la fase
exponencial fue de 0,18 dia’ y el
tiempo de duplicacién correspondien-
te de 3,8 dias.

12,0 1 T 30,0 —|—®—Biomasa
> S —8—n

@ 10,0 4 {250 % Az. Red
S ©

& 801 4200 5

3 5

© 6,04 T+ 150 ©

= ot

o 404 1100 g

© @©

2,0 3 + 50
5 =
© 00+ T T 00 <
0 10 20 30 40
Tiempo (dias)

Figura 4. Cinética de crecimiento y consumo de sustrato de suspensiones celulares
de A. /ndica en biorreactor agitado a 200 rpm y 0,2 vvm.

No es claro porqué se obtuvo menor
crecimiento en erlenmeyer con respecto
al biorreactor, ya que debido al estrés
hidrodinamico se esperaria lo contrario.
El menor crecimiento a nivel de biorre-
actor con respecto a erlenmeyers se ha
reportado en diferentes cultivos como
Beta vulgaris L. (Rodriguez et al. 2004) o
Taxus chinensis (Pan, Wang y Zhong
2000). El poco crecimiento de A. indica
en erlenmeyer probablemente se debi6 a
la insuficiente adaptacién de las células al
medio liquido. Por el contrario, el
material biolégico usado en los ensayos
del biorreactor tenia mayor edad y una
mejor adaptaciéon a la fase liquida. Este
fenémeno se ha observado en otros
cultivos; asi, suspensiones de £. cinerea
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requirieron inéculos de seis meses de
edad antes de adaptarse completa-
mente al medio de cultivo liquido
(Orozco, Hoyos y Arias 2002). Otros in-
vestigadores han alcanzado concen-
traciones de biomasa entre 55y 13,0 g
células secas/l, en medios dosificados con
kinetina y 2,4 D y variando el contenido
de fésforo y nitrégeno en el medio de
cultivo (Raval et al 2003), pero no
especifican las caracteristicas morfo-
l6gicas o la edad de los cultivos.

Tamano de agregados celulares. La
Figura 5 presenta el tamano de los
aglomerados celulares en diferentes
condiciones estudiadas. Los resultados
se presentan en porcentaje del peso
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Estimacién de variables de un.....

seco total obtenido. Se observa que las
suspensiones agitadas magnéticamen-
te en erlenmeyers con bafles, tuvieron

60 -
50{ %
40 -
30 4
20 4
10 -

Distribucion diferencial (%)

tamanos de agregados significativa-
mente menores. Estos alcanzaron una
concentracién de 2,47 g células secas/I.

—&—— Biorreactor

- - @ - ' Erlenmeyer agitacion
magnética
—2—— Erlenmeyer agitacién orbital

149 250 420 840

1410 2380

Tamafio de particula (mm)

Figura 5. Tamano de agregados celulares de A. /indica, 16 dias de cultivo en
biorreactor, 25 dias en erlenmeyers con agitacion orbital y con agitacién
magnética y bafles. 120 rpm, 25°C y oscuridad.

La distribucion de tamano de los
aglomerados celulares obtenidos en el
biorreactor a 120 rpm, biorreactor a
200 rpm (datos no mostrados) y en
erlenmeyers con bafles y agitacion
magnética son muy parecidos, lo que
indica que con este régimen de flujo,
practicamente no se da la formacion de
aglomerados superiores a 420 um. La
observacién microscépica de las células
procedentes del biorreactor mostré
gran cantidad de fragmentos celulares
dispersos en el medio, sugiriendo la
sensibilidad de los aglomerados celu-
lares al esfuerzo de cizalladura. En
cultivos de células de Catharantus
roseus se encontré que a velocidades
de agitacién superiores a 1000 rpm y
después de un tiempo de exposiciéon de
5 h, no existian células viables (Scragg,
Allan y Lekie 1988). La viabilidad para

Rev.Fac.Nal.Agr.Medellin. Vol.59,No.2. p.3467-3478. 2006.

Nicotiana tabacum disminuyé del 80 al
70 % variando la velocidad de agitacién
de 150 a 1000 rpm respectivamente.
Cultivos de Beta wulgaris conservaron
una viabilidad del 80 % con aireacion de
0,1 wm y 400 rpm (Rodriguez vy
Galindo, 2003). En la actual investiga-
cioén, esta disminucion en el tamano de
agregados no necesariamente esta rela-
cionada con la disminucion de la
viabilidad celular, ya que a 200 rpm se
obtuvo un buen crecimiento celular. Sin
embargo, el tamafo de aglomerados es
un parametro que debe considerarse
para el cambio de escala de los cultivos
de A. indica, debido a que este
pardmetro y la morfologia celular
afectan la reologia del cultivo y ésta a
su vez, los requerimientos de potencia y
la transferencia de masa (Rodriguez et a/.
2004).
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CONCLUSIONES

Las soluciones de CMC pueden ser
utilizadas para estudiar variables opera-
cionales de un biorreactor, como ka,
flujo de aire, velocidades de agitacién o
tiempo de mezclado en biorreactores.
Utilizando esta solucion, se mostré que
la velocidad de agitacién y el flujo de
aire tuvieron un efecto significativo
sobre el k.a y se propusieron algunas
condiciones de operacion de un
biorreactor de tanque agitado para cul-
tivar células de A. indica. A 200 rpm y
flujo de aire 0,2 vwm se alcanzé una
concentracién celular de 9,2 g células
secas/L. Sin embargo, el k,a no debe ser
el Unico criterio a tener en cuenta en
las estimacion de variables de operacion
de un biorreactor y también debe consi-
derarse la concentracion de oxigeno
disuelto, la sedimentacién celular y el
estrés hidrodindmico. Ademas, los aglo-
merados de las suspensiones celulares de
A indlica mostraron ser sensibles al estrés
generado por la agitacién y la aireacion.
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