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RESUMEN

El cultivo de células en reactores es una de las etapas
mas importantes del bioproceso; durante esta se define
la cantidad y calidad del producto de interés. Es por ello
que gran nimero de trabajos se han enfocado en el empleo
de diferentes herramientas y técnicas que permitan lograr
un monitoreo y control mas especifico y detallado con la
finalidad de mejorar la comprensién de los procesos. Una de
estas técnicas es la espectroscopia dieléctrica, la cual debido
a sus caracteristicas permite diferenciar entre células vivas
y muertas, proporcionando informacién en tiempo real del
estado celular de manera no invasiva ni destructiva. Debido
a esto, la espectroscopia dieléctrica se perfila como una
Tecnologia Analitica de Proceso (PAT) para su empleo en
procesos industriales. En la presente revision se abordaran
los fundamentos de la técnica y algunas aplicaciones de
interés en bioprocesos.
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ABSTRACT

The cell culture in reactors is one of the most important
stages of the bioprocess. During this phase the quantity
and quality of the product of interest is defined. This is
the reason why many investigations have been focused on
the use of different tools and techniques to achieve more
specific and detailed monitoring and control, in order to
improve the understanding of the processes. One of these
techniques is dielectric spectroscopy, which due to its
characteristics allows to differentiate between living and
dead cells, providing information in real time of the cellular
state in a non-invasive or destructive way. Because of this,
dielectric spectroscopy is emerging as an Analytical Process
Technology (PAT) for its use in industrial processes. In the
present review, the fundamentals of the technique and some
applications of interest in bioprocesses will be addressed.
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|. INTRODUCCION

El monitoreo y control de procesos es una herramienta
indispensable para el desarrollo y optimizacién de los mismos
(Ansorge, et al, 2009). Su empleo permite la generacion de
productos de mayor calidad mediante la determinacion,
comprensién y control de los parametros clave que afectan
la produccion (Pohlscheidt, et al, 2013). Actualmente, los
parametros mas empleados en el cultivo celular y cuyo
monitoreo y control es fundamental son: la temperatura,
velocidad de agitacién, formacién de espuma, potenciales
redox, pH y concentraciones de oxigeno disuelto y didoxido
de carbono (Mulchandani y Bassi, 1995). Sin embargo, estos
parametros simplemente son empleados para mantener las
condiciones de operacién del proceso, sin que esto repercuta
en una alta productividad del mismo (Czermak, et al, 2009).
A pesar de la importancia de estos parametros, el monitoreo
de la biomasa a través de alguna de sus propiedades como
la morfologia, la concentracién, la viabilidad o la actividad
celular, puede proveer informacién de mayor relevancia
como el estado del proceso (Riley, 2006). Debido a esto, la
biomasa es considerada una de las variables cuyo monitoreo
es primordial, la medicidn confiable de esta ha sido la meta
por décadas y es por ello que gran variedad de métodos
y sistemas han sido desarrollados para su monitoreo in
situ (Kiviharju, et al, 2008). Sin embargo, debido a que los
métodos actuales como: la densidad dptica, la calorimetria,
la microscopia in situ, la espectroscopia de Resonancia
Magnética Nuclear, la Velocidad de Consumo de Oxigeno
y el Coeficiente Respiratorio, se basan en la determinacién
de al menos una de las propiedades de la biomasa (Biechele,
et al, 2015; Bluma, et al, 2010; Beutel y Henkel, 201 1), no
pueden interrelacionarse entre si o aplicarse a todo tipo
de procesos o cultivos, ya que difieren en los principios
de medicién o en la variable de interés correlacionada
(Kiviharju, et al, 2007). Es por ello que se requiere el
empleo de técnicas que permitan logar un monitoreo in situ
de biomasa en tiempo real y con posibilidad de aplicarse a
todo tipo de procesos, esto con la finalidad de realizar un
monitoreo de proceso mas detallado, que cumpla con los
requerimientos de Buenas Practicas de Fabricacion (GMP
por sus siglas en inglés) y con las iniciativas como la Tecnologia
Analitica de Proceso (PAT, por sus siglas en inglés),
ambos propuestos por organismos regulatorios como la
Administracion de Drogas y Alimentos (FDA, por sus siglas
en inglés) y la Agencia Europea de Medicamentos (AEM),
para la validacion de procesos (FDA, 2004; Clementschitsch
y Bayer, 2006; Glassey, et al, 201 |; Pohlscheidt, et al, 2013)
. Una técnica que ha resultado (til para el monitoreo in situ
y en tiempo real de cultivos celulares es la espectroscopia
dieléctrica, debido a que permite el monitoreo de células
vivas en suspension e inmovilizadas de manera no invasiva,
ni destructiva (Carvell y Dowd, 2006).
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2. ESPECTROSCOPIA
DIELECTRICA

La espectroscopia dieléctrica (ED) como técnica aplicada
en sistemas bioldgicos tiene sus origenes a principios del
siglo XX, con los experimentos dieléctricos del médico
Aleman Hober, los cuales tenian por objetivo investigar
las propiedades dieléctricas de los eritrocitos a diferentes
frecuencias (Hober, 1912; Pethig y Kell, 1987). A partir
de su trabajo, surgieron muchos otros enfocados en la
obtencién de las propiedades dieléctricas de distintas células
a través de modelos que permitieran explicar los espectros
dieléctricos obtenidos, asentando de esta manera las bases
de la ED (Sanchis, 2009).

2.1 Fundamento de la Espectroscopia
Dieléctrica

Esta técnica se basa en la medicién de las propiedades
dieléctricas de una suspensién celular mediante la aplicacién
de un campo eléctrico de corriente alterna, el cual ocasionara
el movimiento de los iones presentes en el medio intra y
extra celular en direccién a los respectivos electrodos
(Figura 1A) (Yardley, et al, 2000; Impe y E, 2002). Tal
movimiento se vera restringido por las membranas celulares
de naturaleza no conductora, resultando en la polarizacién
de las mismas y ocasionando que cada célula actiie como un
capacitor eléctrico (Figura I1B) (Horta, et al, 2015), el cual
ocasionara un desfase entre la onda de corriente y la onda
de voltaje, que puede ser medido, resultando en una lectura
directa de la Impedancia de la suspensién celular (Senner,
1994; K’Owino y Sadik, 2005).

+ | -

Direccion del campo

+ —» A)
. o

s g
\ 85 e

c)\\~.+> \O—' N

< =

< =
4

+ —

o
E. |
—_—

3= 5

Figura |. Efecto de la aplicacién de un campo eléctrico de
corriente alterna a una suspensién celular. A) Migracién de iones
presentes en el medio en direccién a sus respectivos electrodos. B)
Polarizacién de las membranas celulares debido a la migracién de
iones intracelulares y extracelulares. C) Los solidos en suspension,
las burbujas y las células muertas no presentan polarizacién,
por lo cual sus propiedades dieléctricas son insignificantes en
comparacién con las células viables.
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El grado de polarizacién de la membrana celular estd en
funcién de la frecuencia empleada y es independiente de
la concentracién celular, pero dependiente del tamafo
de la célula (Figura 2) (Cannizzaro, et al, 2003; Opel, et
al, 2010). A altas frecuencias la membrana se encuentra
minimamente polarizada, representando una resistencia
minima para el paso de la corriente, mientras que a bajas
frecuencias la membrana se encuentra completamente
polarizada (Figura 3), por lo que actlia como una resistencia
(Reactancia capacitiva) que puede ser medida (Kim, et al,
2009; Tibayrenc, et al, 201 1). Para la mayoria de las células,
el intervalo de frecuencias bajo las cuales pueden actuar
como capacitores se encuentra en una regién llamada
[B-dispersién y comprende las frecuencias de | kHz a 10
MHz, siendo también el intervalo adecuado para la medicién
de la densidad celular viable (Schwan, 1957; Asami, 2002;
Carvell y Dowd, 2006). Debido a que Unicamente las
células con membranas intactas se comportan como un
capacitor en estas frecuencias, todos los demas elementos
como las células muertas o las burbujas presentan valores
de propiedades insignificantes en comparacién a las células
vivas, permitiendo Unicamente el monitoreo de células
viables (Figura |C) (Fehrenbach, et al, 1992; Olguin-
Sanchez, et al, 2009).
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Figura 2. Espectros dieléctricos de capacitancia de una
suspension celular. Efecto de la concentracién celular (A) y del
diametro celular (B) sobre los espectros dieléctricos (Adaptado
de Cannizzaro, et al, 2003).

2.2 Aplicaciones en el monitoreo de
bioprocesos

Numerosas aplicaciones se han desarrollado enfocadas en
los campos de caracterizacion, analisis y monitoreo celular
(Figura 4), tales aplicaciones van desde el desarrollo de
sistemas de medicién que permitan obtener las propiedades
dieléctricas de una sola célula, hasta aplicaciones en el
diagndstico de enfermedades. Sin embargo, una de las
aplicaciones con mas diversificacién es la enfocada al
monitoreo celular (Heileman, et al, 2013). Esto debido
principalmente a su implicacién en el monitoreo de los
bioprocesos industriales.
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Figura 3. Diagrama del campo eléctrico aplicado entre dos
electrodos a altas y bajas frecuencias. A altas frecuencias, las
células se encuentran minimamente polarizadas, por lo cual
no representan una resistencia al paso de la corriente. A bajas
frecuencias, las células se encuentran altamente polarizadas, por
lo cual representan una resistencia al paso de la corriente que
puede ser medida.

Actualmente la ED se ha empleado en el monitoreo de varios
tipos de cultivos celulares. Algunos ejemplos destacables
de su aplicaciéon en cultivos de bacterias, hongos, células
vegetales, células de insecto y células animales, se mencionan
a continuacién. En el cultivo de bacterias como Bacillus la
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Figura 4. Aplicaciones de la espectroscopia dieléctrica asociadas
a los campos de caracterizacién, analisis y monitoreo celular

(Adaptado de Heileman, et al, 2013).

técnica ha permitido detectar en tiempo real los cambios
fisiolégicos ocurridos durante las fases de crecimiento
(Sarrafzadeh, et al, 2005; Dinorin-Téllez-Girén, et al, 2015),
siendo un paso importante para la caracterizacion de los
procesos. En cultivos de hongos como las levaduras, la ED
ha servido para estimar la concentracién celular durante
el proceso de fermentacién (Harris, et al, 1987; Mishima,
et al, 1991), siendo esta la meta de muchas otras técnicas
de monitoreo. En el cultivo de células vegetales la técnica
dielectrica ha sido empleada en el monitoreo de los efectos
de las condiciones de cultivo sobre las células, como la
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sensibilidad a las fuerzas de corte debidas a la agitacién
(Markx, et al, 1991), permitiendo una rapida evaluacién
y replanteamiento de las condiciones de cultivo. En
el cultivo de células de insecto la ED se ha empleado
para la caracterizacién de algunos procesos como la
produccién de Vectores Adeno-Asociados, permitiendo la
determinacion del tiempo 6ptimo de cosecha, el cual es
uno de los pardmetros esenciales para el escalamiento de
estos procesos (Negrete, et al, 2007).Y finalmente en el
cultivo de células animales la técnica ha permitido obtener
informacién de diversos procesos como el monitoreo
en tiempo real de la diferenciaciéon de células madre, el
cual es critico para el escalamiento de estas tecnologias
(Bagnaninchi y Drummond, 201 1). Otros procesos en que
la técnica dieléctrica ha contribuido es en el monitoreo de
biomasa en cultivos con células animales inmovilizadas, el
cual es sumamente complicado empleando otras técnicas
debido a que las células no se encuentra accesibles para su
analisis, requiriendo primero el desprendimiento de estas
de los sistemas de inmovilizacién (Noll y Biselli, 1998;
Cole, et al, 2015). Una de las aplicaciones mas destacables
y recientes de la ED es en la producciéon de virus como
el sarampién en cultivos de células cancerosas, ya que
permitié la caracterizacién de las cinéticas de infeccién y la
optimizacién de los tiempos de infeccidn y cosecha (Grein,
et al, 2017), parametros necesarios para la produccién de
virus a mayor escala como tratamiento para el cancer. Por
estas y muchas otras aplicaciones la ED es considerada
una herramienta prometedora para el monitoreo de
bioprocesos, perfilindose como una PAT para su empleo
en el monitoreo de procesos farmacéuticos y alimentarios
a gran escala (Justice, et al, 2011; Teixeira, et al, 2009).
Finalmente, en la Figura 5 se muestra un ejemplo de sistema
empleado en el monitoreo dieléctrico de fermentaciones de
Bacillus.

Figura 5. Ejemplo de sistema empleado para el monitoreo del
cultivo por lote de Bacillus mediante espectroscopia dieléctrica.

3. CONCLUSIONES

Debido a que las propiedades dieléctricas de la membrana
celularfungen como indicador de viabilidad, laespectroscopia
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dieléctrica resulta una herramienta util para el monitoreo
de forma continua del estado y la concentracién celular.
Su empleo en cultivos celulares ha permitido obtener
mayor informacién e incluso ha posibilitado la optimizacion
de algunos procesos. Sin embargo, aln es necesaria la
caracterizacion de muchos otros procesos mediante el
empleo de esta técnica, por lo cual es preciso continuar con
la investigacién y aplicacién de la técnica a diferentes tipos
de procesos.
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