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DESCRIPCION

Procedimiento y dispositivo para medir y caracterizar en linea una biomasa en una fermentaciéon con bacterias
lacticas

La presente invencion se refiere a un procedimiento para medir y caracterizar en linea una biomasa en un proceso
de fermentacion de bacterias lacticas. Asimismo, esta se encamina a un dispositivo que pone en practica este
procedimiento, asi como a un procedimiento de pilotaje de un sistema de fermentacién que pone en practica tal
dispositivo.

Ya son conocidos procedimientos de determinacién de la concentracion de biomasa en un reactor de fermentacion,
que ponen en practica medidas de capacitancia o medidas 6pticas.

Sin embargo, aun cuando la biomasa es, a todas luces, la variable cuyo conocimiento prima en importancia para
tener controlados los procesos fermentativos, los sensores para medirla son, a dia de hoy, raros, caros y, muchas
veces, mal conocidos. Una de las principales razones es, probablemente, el caracter relativamente vago de la idea
de biomasa: segun los campos de aplicacion, los operarios miden el volumen celular, el peso seco, el nimero de
células, el numero de colonias tras el cultivo, la turbidez, e incluso la actividad metabdlica (respiracion, velocidad de
acidificacion...). La coincidencia de las medidas obtenidas mediante estos diversos métodos dista de ser constante,
y evoluciona en funcion de las condiciones de cultivo. No siempre son utilizables todas ellas, como por ejemplo la
medida de la concentracidon de materia seca tras la filtracion cuando el medio es viscoso o contiene particulas en
suspension.

La nocién de estado fisiolégico también es delicada de definir: segun las aplicaciones, esta hace referencia a la
posicion de las células en su ciclo vegetativo, a su estado de viabilidad, a su morfologia... Con todo, los operarios
describen su cultivo como en "buen (o mal) estado fisiolégico", en funcion de criterios, no siempre objetivos, ligados
generalmente a la evolucién temporal de la fermentacion. Aqui nos encontramos con un problema semantico similar
al apuntado con respecto a la biomasa. Entre los medios ordinarios de evaluaciéon del estado fisiolégico de una
poblacién, cabe citar:

la medida de la morfologia celular por microscopia (con el ocasional concurso de técnicas de andlisis de
imagen). Se puede medir la longitud (o el diametro) de las células, el estado de agregacion (células aisladas,
por parejas...), el estado de division (razén de células en division / células aisladas);

la aptitud para la division, tras el cultivo sobre un medio apropiado (agar, membrana...). Se hace entonces el
recuento del nimero de colonias obtenidas y se calcula la razon al ndmero inicial de células;

el seguimiento por microscopia o citometria de flujo de la penetracion de marcadores coloreados, muchas
veces fluorescentes, y su ocasional metabolizacién, que permite evaluar la permeabilidad de la membrana y
la presencia de actividades fisiologicas particulares;

la medicion de una actividad metabdlica de conjunto (velocidad de acidificacion, velocidad de consumo de
oxigeno, de produccion de COs,), dividida por la concentracion total de biomasa (expresada generalmente en
concentracion de materia seca).

Junto a las medidas convencionales, que generalmente precisan de un muestreo, empieza a popularizarse la puesta
en practica de sistemas de medida in situ. Esencialmente, existen dos tecnologias concurrentes, basadas, ya sea en
las propiedades opticas de las suspensiones microbianas, o bien en las propiedades dieléctricas de las células
vivas.

Las medidas opticas se basan generalmente en la evaluacion simultanea del conjunto de fendmenos (absorcion,
reflexion, refraccion, difraccion) que afectan a las suspensiones de microorganismos. Su principal ventaja esta en su
sensibilidad a las pequefias concentraciones de biomasa. Su principal inconveniente esta en la deteccién de
particulas distintas a la biomasa y, en menor medida, de las células muertas. Asi, el documento US 4893935
describe un dispositivo y un procedimiento para determinar una biomasa de un medio, a partir de una medida de
densidad 6ptica del medio.

Por otro lado, las estructuras membranosas, que impiden la libre circulaciéon de los iones, confieren a las células
vivas el comportamiento de pequefios condensadores. Las medidas de capacitancia (no confundir con las medidas
de impedancia) permiten, en principio, una evaluacion directa del volumen celular. La sefal obtenida depende del
tamafio de las células, las de tamafio pequefio se polarizan mas rapidamente que las células de gran tamafio. La
sefial depende asimismo del estado de las membranas, las células en "mal estado" tan solo se polarizan débilmente,
lo cual constituye la principal ventaja de las medidas de capacitancia. Cabe citar, especialmente, el articulo titulado
“On-line, real-time measurement of cellular biomass using dielectric spectroscopy” de Yardley et al., publicado en
"Biotechnology and Genetic Engineering Reviews", (2000) Vol. 17. Adicionalmente, los documentos US 4810650 y
WO 03/069334 describen un dispositivo y un procedimiento para determinar una biomasa de un medio, a partir de
una medida capacitiva del medio para una pluralidad de frecuencias.
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Se advierte, pues, que el problema que se plantea, a un tiempo, esta mal definido desde el plano semantico, es
complejo y delicado de estudiar debido a la falta de medios de investigacion adaptados.

El objetivo de la presente invencién es aportar una solucion técnica a este problema, proponiendo un procedimiento
de medida de concentracion en linea de una biomasa de bacterias lacticas en fermentacién, que proporcione
simultaneamente, in sifu y en tiempo real, una evaluacion del estado fisiolégico de las poblaciones microbianas
contenidas en esa biomasa.

Este objetivo se alcanza con un procedimiento de medida y de caracterizacion en linea de una biomasa en un
proceso de fermentacion de bacterias lacticas en suspension en un medio segun la reivindicacion 1.

De manera esquematica, se puede escribir que la capacitancia C y la densidad éptica D de una suspension celular
son funciones de la concentraciéon de biomasa X, del tamario de las células ® y de su estado fisiologico W.

C=f(X,o,¥)
D=g (X, ®)

Tedricamente, deberia ser posible resolver este sistema realizando las medidas de capacitancia y de densidad
optica a diferentes frecuencias, en orden a disponer de un nimero suficiente de ecuaciones.

Un analisis temporal de las sefiales también puede aportar una informacion sobre el estado de agregacion de las
células.

Las dificultades se dan en diferentes niveles: las funciones f y g tan solo estan definidas parcialmente, y las variables
@ y W son, en realidad, distribuciones.

Acoplando las medidas de espectroscopia de impedancia, de espectroscopia optica y de difraccion, y apoyandose
en las modernas técnicas de analisis de datos (quimiometria), deberia ser posible llegar a las tres variables de
interés. Técnicamente, se trata de establecer una correspondencia entre, por una parte, toda la informacién
disponible, obtenida por los medios convencionales y, por otra, todas las sefiales medibles in situ, y ello, para el
mayor numero posible de muestras, correspondientes a las mas variadas situaciones. Las técnicas avanzadas de
analisis de datos permiten, a continuacion, dar con las variables mas portadoras de informacion y establecer las
correlaciones mas pertinentes.

A efectos practicos, se advierte que es relativamente simple combinar la informacién aportada por varios sensores
de principios diferentes para obtener una informacion util para el operario. En efecto, se puede acotar la dimension
del problema introduciendo hipétesis simplificadoras. Por ejemplo, si se postula que las células tienen siempre el
mismo tamanio (o distribucion de tamarios) y se hallan siempre en el mismo estado fisiolégico, entonces la medida
de capacitancia C = f (X, @, W) proporcionara directamente una medida de la concentracién de biomasa. Sin
embargo, si el tamafio de las células varia en el transcurso de la fermentacion, ya no es posible saber si la variacion
observada de la sefal esta causada por una variacién de la concentracion celular o una variacion del tamafio medio
de la poblacién o una variacion del estado de membranas, o cualquier combinacion de los tres factores.

De este modo, con el procedimiento segun la invencion, se hace posible medir la concentracién de biomasa y
evaluar simultaneamente el estado fisioldgico de poblaciones microbianas, en tiempo real e in situ.

Otras ventajas y caracteristicas de la invencion se iran poniendo de manifiesto con la detenida observacion de la
descripcion detallada de una forma de puesta en practica, en absoluto limitativa, y de los dibujos que se acompanan,
en los cuales:

la figura 1 ilustra la evolucion de la permitividad y de la densidad o6ptica a lo largo de dos cultivos de de
Lactobacillus casei, y la influencia de un cambio de pH;

la figura 2 ilustra una conexion entre la relacion permitividad dieléctrica / Densidad optica y la longitud media
de Lactobacillus casei; y

la figura 3 ilustra un ejemplo practico de realizacion de un dispositivo de medida de biomasa segun la
invencion.

A continuacién se pasa a describir, con referencia a las aludidas figuras, un ejemplo de puesta en practica del
procedimiento segun la invencién. A efectos de ilustracion, la figura 1 representa la evolucion temporal de la
permitividad dieléctrica de dos suspensiones bacterianas (Lactfobacillus casei). A lo largo de uno de estos cultivos,
se rebajo el pH del medio (regulado mediante adicion controlada de potasa). Se advierte una ruptura de la curva de
permitividad correspondiente, que podria indicar una parada del crecimiento. Sin embargo, la medida simultanea de
la densidad 6ptica muestra que la variacion de pH tan solo produce una ligera ralentizacion del crecimiento. Medidas
independientes (no en linea, no presentadas) de concentracion de materia seca confirman el hecho de que la
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variacion del pH tan solo ha repercutido de manera marginal en el crecimiento. En realidad, la variacion del pH
provoca una disminucion progresiva del tamafio de las bacterias, que pasa de 9,5 + 0,5 uym, antes de la bajada del
pH, a 5,5+ 0,5 um en el final de cultivo, con una correspondiente disminucién de la sefial capacitiva. Si trasladamos
la relacién de las medidas Permitividad / Densidad 6ptica en funcién de la longitud media de las bacterias, medida
en microscopia optica, se obtiene una correlacion muy satisfactoria, que a continuacion puede ser utilizada en
sentido inverso para evaluar la longitud media a partir de las medidas simultaneas de densidad optica y de
permitividad dieléctrica.

Asi, la figura 2 presenta un conjunto de medidas realizadas a lo largo de seis fermentaciones, en cuyo transcurso se
modifico la longitud media de las bacterias, operando, ya sea sobre el pH, o bien sobre la temperatura de cultivo.
Los puntos caracteristicos de forma triangular corresponden a variaciones de longitud inducidas mediante cambios
de temperatura (35, 37 y 39 °C).

Las variables de tamafio y de estado fisioldgico generalmente van ligadas a lo largo de un mismo proceso
fermentativo y, muchas veces, cabe contentarse con una estimacion del tamafio medio, sin preocuparse de la
distribucion de tamafios. Esto no significa que este tipo de informacion (estado de distribucién) no seria interesante
para el operario, sino que estriba en una constatacion simple: a dia de hoy, la mayoria de las fermentaciones se
llevan a cabo sin medida en linea de la biomasa, en defecto de medios técnicos adecuados (disponibilidad, coste...).

De este modo, se ha podido medir simultdneamente la concentracion y el tamafio de bacterias lacticas utilizando
simultaneamente un analizador de biomasa, desarrollado y comercializado por la compafia Fogale Nanotech, y una
sonda Optica Wedgewood (sistema que mide en el infrarrojo cercano la densidad O6ptica de suspensiones
microbianas), tal y como ilustra la figura 3.

El analizador de biomasa comprende, tal como ilustra especialmente el documento WO 0179828, una sonda
capacitiva para la determinacion de la biomasa de células vivas cuya superficie celular es inferior o igual a 10 umz.
Esta sonda capacitiva esta disefiada para sumergirse en un reactor de fermentacién que contiene un medio de
células en suspension. Comprende un primer par de electrodos de intensidad, para inyectar una corriente eléctrica
en el medio, un segundo par de electrodos de tension, para recoger la tension aplicada a este medio, y un circuito de
medida de la corriente eléctrica inyectada. El analizador de biomasa comprende un acondicionador que incluye un
circuito para suministrar una tension alterna aislada galvanicamente que se aplicara entre los electrodos de
intensidad, y un circuito para tratar sefiales representativas de la corriente inyectada en el medio y de la tension
recogida en bornes de los electrodos de tensién, para asi entregar sefiales de medida de la capacitancia y de la
conductancia del medio.

El circuito de tratamiento comprende (i) un puente de medida por método de cero establecido para tratar una sefal
imagen de la corriente inyectada y una sefial imagen de la tension recogida, aplicandose estas dos sefiales
respectivamente a una rama de referencia y a dos ramas de oposicion, y (ii) un circuito de control automatico de este
puente a partir de la sefial de medida de conductancia.

El puente de medida por método de cero se halla dispuesto aguas abajo de unos circuitos que entregan sefales
imagen respectivamente de la corriente inyectada y de la tensién en bornes de la impedancia que ha de medirse.

El procedimiento de medida en linea de la concentracion de biomasa segun la invencién esta principalmente
dedicado a las bacterias lacticas, especialmente los lactobacilos, los estreptococos, las bifidobacterias.

Entre los lactobacilos, cabe citar Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus delbrueckii, lactobacillus casei. Entre los
estreptococos, cabe citar Streptococcus thermophilus.

Entre las bifidobacterias, cabe citar Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium breve,
Bifidobacterium lactis.

Las bacterias lacticas a las que atafie el procedimiento de medida en linea segun la invencion son células cuya
superficie no excede de 10 umz.

El procedimiento de medida en linea segun la invencion puede ser llevado a la practica en un biorreactor o
fermentador, de tipo industrial o de laboratorio. Se puede aplicar en fermentaciones tradicionales por lotes o en
medio continuo. También puede ser llevado a la practica para el seguimiento de fermentaciones de tipo “fedbatch”,
especialmente en un procedimiento de pilotaje de un sistema de fermentacion de bacterias lacticas regulado
mediante ajuste de parametros de accién para obtener una biomasa que cumpla al menos con un criterio objetivo
determinado en cuanto a tamafio de células o a actividad fisiolégica. Al menos uno de estos parametros de accion
se puede calcular a partir de al menos un parametro de estado medido por medio de un dispositivo de medida en
linea segun la invencion.

Claro es que la invencién no queda limitada a los ejemplos que se acaban de describir, y que en estos ejemplos se
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pueden introducir numerosas adecuaciones sin salir del ambito de la invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de medida y de caracterizacion en linea de una biomasa en un proceso de fermentacion de
bacterias lacticas, en suspension en un medio, comprendiendo este procedimiento:

- una medida de la capacitancia C de dicho medio para una pluralidad de frecuencias,

- una medida de la densidad 6ptica de dicho medio, para dicha pluralidad de frecuencias, y

- un tratamiento en tiempo real de las sefiales de medida de capacitancia y de densidad éptica mediante
resolucion de un sistema en el que la capacitancia C y la densidad éptica D son cada una de ellas funciones
de la concentracion de biomasa X y del tamafio de las bacterias lacticas ® para determinar, simultaneamente,
la concentracion de biomasa X y el tamafio de las bacterias lacticas @.
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