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RESUMEN. Los cultivos sumergidos siempre están sometidos a las
fuerzas asociadas a la dinámica del fluido que lo contiene. En esta
revisión se presentan las bases del estrés hidrodinámico en sistemas
agitados de cultivo sumergido, partiendo de la definición de eddy
de microescala, esfuerzo de corte y velocidad de deformación. Este
trabajo a su vez, reporta algunas de las principales propuestas de
respuesta celular ante los efectos del estrés hidrodinámico, y a otras
perturbaciones que le permiten a la célula responder ante la agita-
ción. Además, se presentan los reportes más relevantes en cada uno
de los modelos celulares que pueden ser afectados por la agitación
mecánica, tales como: bacterias, hongos filamentosos, células vege-
tales y animales.

Palabras clave: Estrés de corte, velocidad de deformación, culti-
vos sumergidos.

ABSTRACT. All submerged cultures are under forces associated to
fluid dinamics. In this review, the bases of hydrodynamic stress in
agitated systems of submerged cultures will be presented, starting
from the definitions of eddy of microscale, shear stress and shear
rate. This work reports as well some of the most important propos-
als of cellular response of cells affected by shear injuries, and how
other stress response mechanisms allow the cell to respond to the
hydrodynamic effects. In addition, some of the most remarkable re-
ports in each one of the cellular culture models will be presented
that can be affected by the mechanical agitation, such as: bacteria,
filamentous fungi, vegetal and animal cells.

Key words: Shear stress, shear rate, submerged cultures.

Nomenclatura

Símbolo Definición Unidades

N Velocidad de agitación rev / s

Re Número de Reynolds  Re �
�c � N� D2

�
 -

Ne Número de potencia del impulsor   Np �
P

N 3D5�  -

P Potencia de agitación  W
V Volumen  m3

D Diámetro del impulsor  m
εT Energía local de disipación W/m3

γ Velocidad o gradiente de deformación s-1

μ Viscosidad dinámica del líquido cps
ρ Densidad kg/m3

τ Esfuerzo de corte, estrés de corte,
shear stress N/m2

υ Viscosidad cinemática del líquido m2/s

tados y aireados (Thomas, 1990). Es más, esta referencia es
usada aun cuando los experimentos no están diseñados
para demostrar este efecto y algunos resultados, son difí-
cilmente explicados por las variables manipuladas en los
experimentos. Son muchos los reportes en la literatura que
hablan sobre el efecto de la agitación, aireación y oxígeno
disuelto en cultivos celulares. Sin embargo, la mayoría no
separan los efectos hidrodinámicos, de aquéllos causados
por fenómenos de transferencia de masa (principalmente
de oxígeno) y calor.

Los efectos del estrés hidrodinámico sobre las células
pueden ser clasificados en daños letales y sub-letales
(Prokop y Bajpai 1992; Joshi et al. 1996; Henzler 2000).
Los efectos sub-letales pueden ser considerados como par-
te de un mecanismo hipotético basado en la respuesta de
las células al estrés por cizalla (rozamiento) o a otros tipos
de estrés, como por ejemplo aquéllos causados por cam-
bios de temperatura o estrés oxidativo (Sahoo et al. 2003;
Sahoo et al. 2004; Sahoo et al. 2006). La mayoría de los
trabajos en esta línea han sido encaminados a explicar los
efectos letales (lisis o apoptosis) en los cultivos celulares.
Sin embargo, los efectos subletales pueden llegar a tener
mayor relevancia que aquéllos letales (Kieran et al. 2000).

EQUIPOS DE MEDICIÓN DE ESTRÉS
HIDRODINÁMICO

Existen dos formas definidas de entender los efectos del
estrés hidrodinámico en cultivos celulares, estos son el
uso de sistemas de cultivos convencionales (matraces y
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La referencia típica a estrés hidrodinámico está fre-
cuentemente asociada a muerte celular en bioprocesos agi-
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biorreactores) y sistemas modelo (viscosímetros y micro-
manipuladores). La aproximación del uso de sistemas con-
vencionales presenta la ventaja de que se evalúa la res-
puesta biológica del cultivo a largo plazo, como la
velocidad específica de crecimiento, la velocidad de pro-
ducción de metabolitos, los rendimientos y los cambios en
las características morfológicas, (Joshi et al. 1996). Sin
embargo, la principal desventaja de estos sistemas (princi-
palmente los de escala industrial), es que la velocidad de
deformación, que determina el estrés hidrodinámico y que
actúa sobre las partículas biológicas, no es constante en
todo el tanque, debido a las variaciones irregulares en el
flujo en todas las coordenadas y en el tiempo (Oldshue,
1983; Boysan et al. 1988; Bakker et al. 2000; Bakker,
2003). Además, estos estudios tienden a ser altamente es-
pecíficos, por la configuración particular del biorreactor
empleado y por las características propias de cada especie
estudiada (Rodríguez-Monroy y Galindo, 2003).

La segunda estrategia usada en la medición de los efec-
tos del estrés hidrodinámico, es aquélla donde se expone a
la partícula biológica a un ambiente con un flujo bien de-
finido y controlado (sistemas modelo). Este tipo de flujo
puede ser generado en varios tipos de viscosímetros, nor-
malmente usados para determinar las propiedades reológi-
cas de los fluidos (Prokop y Bajpai, 1992; Sahoo et al.
2003, Sahoo et al. 2004, Sahoo et al. 2006), como también
el uso de sistemas de micromanipulación (Thomas y

Zhang, 1998; Thomas, 1990). Sin embargo, estos equipos
normalmente miden los efectos de las células en corto pla-
zo y en un número muy limitado de células (Prokop y Ba-
jpai, 1992; Kieran et al. 2000). A través de la micromani-
pulación es posible capturar, prensar o estirar células
individuales y registrar con micro-sensores la cantidad de
energía suministrada (Thomas 1990). Se han reportado tra-
bajos de micromanipulación en levaduras (Zhang et al.
1999; Smith et al. 2000; Nguyen et al. 2004), células ve-
getales (Blewett et al. 2000; Wang et al. 2004) y células
animales (Zhang et al. 1991; Thomas et al. 1994).

DAÑO CELULAR Y SU CUANTIFICACIÓN

Un cultivo celular puede presentar dos tipos de daño: a)
un daño letal que provoca la muerte por necrosis (lisis ce-
lular) o apoptosis (proceso de muerte programada) en las
células, o b) daños subletales que se manifiestan en altera-
ciones metabólicas en los cultivos (Prokop y Bajpai,
1992). En aquellos casos donde existen sólo efectos su-
bletales, se presentan mecanismos de respuesta al estrés
(Fig. 1). En este orden, el primer paso tendrá que ser la re-
cepción y traducción de señales, en las que se que inclu-
yen deformaciones de las moléculas de la superficie celu-
lar (por ejemplo, los canales iónicos), detección por
receptores específicos, movimientos de los componentes ce-
lulares y cambios en la fluidez de la membrana (Brakemerier

Estrés hidrodinámico

Sub-letal Letal

Deformación de la superficie celular
Movimiento de componentes de

la superficie celular
Fluidez de membrana

Receptores específicos

Síntesis de ADN, ARN
y proteínas

Cambios en velocidades de respiración
Crecimiento o formación de metabolitos

Diferencia celular

Señal de
respuesta

Cascada de
señalización

Recepción y
traducción de

señales

Tipo de daño

Perturbación

Trujillo-Roldán y Valdez-Cruz, 2006

Figura 1. Mecanismo propuesto de res-
puesta al estrés hidrodinámico en culti-
vos sumergidos.
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et al. 2002). Estos efectos sobre la membrana resultarán en
una serie de reacciones en cascada que afectan la síntesis
de proteínas y ARN (Prokop y Bajpai 1992; Joshi et al.
1996). Estas variaciones intracelulares finalizan en res-
puestas biológicas, que normalmente son definidas como
parámetros de cuantificación de daño celular, tales como:
velocidades de respiración y crecimiento o producción de
diversos metabolitos, diferenciación, necrosis y apoptosis
(Fig. 1). El mecanismo de respuesta de las células está ba-
sado en su anatomía, como son la membrana celular, el ci-
toesqueleto y el citoplasma, receptores específicos y el ta-
maño celular (Prokop y Bajpai 1992; Joshi et al. 1996). La
presencia de receptores específicos en la pared o en la
membrana celular parecen evidenciar que las células tie-
nen preparadas respuestas a nivel molecular a un estímulo
mecánico, como podría ser el causado por la agitación en
biorreactores. Evidencias de este tipo de receptores han
sido encontradas en bacterias, levaduras, células vegetales
y células animales (Prokop y Bajpai 1992; Joshi et al.
1996; Chisti 2001; Sahoo et al. 2003). Poco ha sido repor-
tado sobre la funcionalidad de estos receptores, pero ha
sido revisado en más detalle en células animales que son
sometidas a fuerzas hemodinámicas (Chen et al. 1999;
Hong et al. 2006). Los receptores al estrés pueden ser cana-
les iónicos que permiten el paso de iones específicos cuan-
do son estimulados mecánicamente. El flujo de los iones
al interior de las células es seguramente uno de los even-
tos iniciales en la cascada de señales de respuesta pro-
puesta por Prokop y Bajpai (1992).

Recientemente se ha observado que, como respuesta al
estrés hidrodinámico, al interior de la célula se establece
una respuesta asociada a los mecanismos de defensa ya co-
nocidos hacia el estrés oxidativo. Esta correlación entre
las respuestas ante ambas condiciones de estrés ha sido re-
portado tanto para bacterias (Sahoo et al. 2003; Sahoo et
al. 2004) como para células vegetales (Kieran et al. 2000;
Shi et al. 2003; Han y Yuan 2004; Wu y Ge 2004).

Los parámetros usados como medida del daño celular
dependen de cada cultivo. Así, las variables más usadas
involucran velocidades de crecimiento, producción y
de consumo de nutrientes y rendimientos celulares y de
productos (Märk et al. 1991; Prokop y Bajpai, 1992; Pe-
ter et al. 2006). Además, se utilizan otras técnicas rela-
cionadas con la viabilidad celular, así como algunas ba-
sadas en las características morfológicas de las
partículas biológicas (García-Briones y Chalmers,
1994; Rodríguez-Monroy y Galindo, 2003). Dentro de
estas últimas, la más usada es la determinación de la in-
tegridad de la membrana celular por medio de técnicas
de exclusión de colorantes, que pueden ser de dos ti-
pos: no fluorescentes, como el azul de trípano, el azul
de metileno y el azul de Evans; y fluorescentes como el

diacetato de fluoresceína (Lloyd y Hayes, 1995; Hewitt
et al. 1998; Meneses-Acosta et al. 2001; Rodríguez-
Monroy y Galindo, 2003). Otras técnicas miden la per-
meabilidad dieléctrica de la membrana o la unión de an-
ticuerpos específicos a proteínas de la membrana. Una
forma de determinar lisis celular es a través de la detec-
ción de compuestos intracelulares en el sobrenadante.
Para ello se han usado moléculas como carbohidratos,
proteínas y ácidos nucleicos (Prokop y Bajpai, 1992;
Thomas y Zhang, 1998). También, se ha usado la deter-
minación de la actividad de enzimas, como la lactato-
deshidrogenasa (Prokop y Bajpai, 1992; Thomas y
Zhang, 1998). Finalmente, la capacidad de asimilación
de nutrientes es una característica que se ha usado en
algunos estudios como una herramienta para determinar
la viabilidad de las células (Dunlop y Namdev, 1993;
Prokop y Bajpai, 1992).

ESFUERZO DE CORTE, VISCOSIDAD Y
VELOCIDAD DE DEFORMACIÓN

El término “esfuerzo” ha sido uno de los más abusados
en la literatura, ya que ha sido utilizado para referirse a
una cantidad de factores, que lo han hecho poco compara-
ble cuando se requiere analizar resultados de diferentes
fuentes. Es decir, ha sido usado para mencionar cualquier
efecto hidrodinámico en un material biológico (Thomas,
1990). Sin embargo, el hecho de que algún elemento bio-
lógico sufra un cambio con el incremento de la velocidad
de agitación, no significa necesariamente que el material
esté siendo deformado (Thomas y Zhang, 1998).

La fuerza por unidad de área aplicada en forma paralela
a la superficie de cada partícula biológica (cizallamiento),
puede definirse como esfuerzo de corte, estrés de corte o
“shear stress” (τ). Este τ es proporcional a la diferencia de
las velocidades (dv) entre las líneas de flujo del medio de
cultivo superior e inferior (Fig. 2 a), dividido por una dis-
tancia muy pequeña entre estas líneas de flujo (dy). La
constante de proporcionalidad es la viscosidad (μ) y ten-
dríamos así la definición de la ley de Newton:

� � �
dv

dy
� �� (1)

donde, dv/dy está definida como la velocidad o gra-
diente de deformación (γ) (Bennet y Myers, 1962) y pue-
de entenderse como los cambios de velocidades que ge-
nerarían una deformación a una partícula cualquiera.
Esta ecuación se cumple siempre y cuando la viscosidad
sea constante, no importando la velocidad de deforma-
ción a la que es sometido el fluido, y cuando esto se
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cumple es conocido como fluido Newtoniano (Fig. 2 b).
Por otra parte, cuando se tienen cultivos celulares de alta
densidad celular, producción de polisacáridos, creci-
miento de hongos filamentosos, o cualquier otro cultivo
sumergido donde la viscosidad cambie con el tiempo de
cultivo y con la velocidad de agitación, la relación entre
esfuerzo de corte (τ) y velocidad de deformación (γ) no
es lineal. La “Ley de la potencia” es una manera de des-
cribir el comportamiento de estos fluidos (Fig. 1) (Bennet
y Myers 1962):

� � K
dv

dy

�

	



�

�



n

� K� n � K
dv

dy

�

	



�

�



n�1
dv

dy

�

	



�

�

 � �ap� (2)

La cantidad n es conocida como el “índice de flujo” y
K es el “índice de consistencia”, las cuales son caracterís-
ticas de cada fluido y el término K(dv/dy)n-1 se denomina
viscosidad aparente (μap). La mayor parte de los fluidos no
Newtonianos tienen viscosidades aparentes que son relati-
vamente altas comparadas con la viscosidad del agua
(Bennet y Myers 1962; Oldshue 1983). En función de su
reograma, que es la gráfica de τ vs γ (Fig. 2 b), los fluidos
no newtonianos pueden dividirse en: pseudo-plásticos, di-
latantes y fluidos de Bingham entre otros (Oldshue 1983;
Trujillo-Roldán y Galindo 2003).

Es claro que los patrones típicos de agitación en un
biorreactor provoca que las velocidades de deformación
no sean constantes, y es por eso que para facilitar los
cálculos y diseños se han determinado parámetros globa-
les, como por ejemplo, la velocidad de deformación
máxima (γmax) y la velocidad de deformación promedio
(γprom). La velocidad de deformación máxima se presenta
por la presencia de fuerzas hidrodinámicas muy fuertes
con una duración del orden de milisegundos, ubicados
en las cercanías de los impulsores, y generando remoli-
nos muy pequeños, conocidos como eddies de microesca-
la. Las fuerzas que se generan en estos cortos periodos de
tiempo, pueden ser hasta de un orden de magnitud mayor
que los calculados con los valores promedio (Meijer et
al. 1993 y 1994; Nienow 1998). Trabajos como los de
Meijer et al. (1993, 1994) y Bowen (1986) presentan co-
rrelaciones empíricas para calcular estos valores prome-
dios y máximos. Existen otras herramientas adicionales
que permiten modelar las diferencias de las velocidades
de deformación que pueden encontrarse en tanques agi-
tados. Una de estas herramientas, es la dinámica de flui-
dos computacional. Ejemplos de la aplicación de diná-
mica de fluidos computacional en sistemas biológicos
puede ser encontrada en Alexopoulos et al. (2002), Da-
vidson et al. (2003), Bakker et al. (1994), Bakker et al.
(2000) y Bakker (2003) y Zhang et al. (2005).

LA CASCADA DE ENERGÍA POR AGITACIÓN,
LA TEORÍA DE KOLMOGOROV

ASOCIADA AL DAÑO CELULAR Y
LA ENERGÍA DE DISIPACIÓN

La energía cinética suministrada por algún elemento
mecánico, aparece en el movimiento turbulento en mayo-
res escalas (grandes remolinos) y esta energía es transmiti-
da a escalas cada vez menores (pequeños remolinos), hasta
que en las escalas más pequeñas es disipada por la acción
de la viscosidad en forma de calor (Richardson 1922). Este
autor consideró que la turbulencia puede estar compuesta
de remolinos (eddies) de diferentes tamaños y cada uno de
estos eddies está caracterizado por su tamaño, la veloci-
dad de su movimiento y del tiempo de duración del mis-
mo. Los remolinos producidos tendrán un número adimen-
sional característico del nivel de turbulencia (número de
Reynolds, determinado como un número adimensional
que relaciona las fuerzas inerciales sobre las fuerzas visco-
sas). Si este número adimensional es elevado el eddy será
inestable y se romperá transfiriendo energía a eddies más
pequeños. Este proceso de cascada de energía de unos
eddies a otros continuará hasta que el número de Rey-
nolds del eddie más pequeño sea lo suficientemente bajo
para que el remolino sea estable y la energía cinética se di-
sipe en forma de calor. En sistemas agitados, la teoría de
Kolmogorov (Kolmogorov 1941; Kolmogorov 1962)
identifica al remolino más pequeño, o eddie de Kolmogo-
rov existente, en función de la energía de disipación y de
la viscosidad cinemática del fluido. Thomas (1990) sugi-
rió que las especies biológicas no serían afectadas por el
estrés dinámico de los fluidos, si éstas tuvieran tamaños
menores a aquellos tamaños de los remolinos más peque-
ños (micro-escala de turbulencia o de Kolmogorov) que se
pueden formar en un sistema agitado (por ejemplo, cuan-
do se tienen energías promedio de disipación (energía que
se entrega en agitación y aireación) cercanas a las utiliza-
das en biorreactores industriales en fermentaciones bacte-
rianas (1.0 W kg-1), se llegan a tener valores del eddy de
Kolmogorov de 30 µm, usando la viscosidad cinemática
del agua (Hewitt et al. 1998). Se considera que el mayor
daño a la partícula biológica es ocasionado por eddies de
un tamaño comparable a aquél de las partículas (Thomas
1990). Los eddies más grandes llevan a las partículas bio-
lógicas en un movimiento convectivo, mientras que
eddies significativamente más pequeños que las partículas
biológicas, tienen suficiente energía y pueden actuar sobre
las células sometiéndolas a estrés (Thomas, 1990; Prokop
y Bajpai, 1992). En sistemas agitados, los eddies más pe-
queños que se pueden encontrar están en el intervalo de
10 a 100 µm, que cae en el rango de tamaño de los hongos
filamentosos, células animales y células vegetales. Sin em-
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bargo, encontrar eddies de tamaños menores de 10 µm, los
cuales podrían afectar a las bacterias, requiere energías de
disipación en extremo altas, valores difíciles de encontrar
en los sistemas de cultivo agitados hasta ahora diseñados
(Peter et al. 2006).

La energía de disipación volumétrica promedio en
biorreactores puede calcularse con base en la definición
de número de potencia de un agitador (Ne), que está di-
rectamente relacionado con el diseño del impulsor y la
velocidad de agitación (Oldshue, 1983), mientras que
en matraces agitados, la energía de disipación depende
de la velocidad de agitación de la incubadora, el diá-
metro mayor del matraz y la viscosidad del medio de
cultivo (Büchs et al. 2000a; Büchs et al. 2000b). Debi-
do a la poca homogeneidad de los biorreactores indus-
triales, en las zonas de mayor agitación (zonas cercanas
a los impulsores), se encuentran los mayores valores lo-
cales de energía de disipación y los menores tamaños
de los eddies de micro-escala (Büchs y Zoels, 2001;
Maier y Büchs, 2001; Peter et al. 2006). La literatura
propone que los valores máximos de energía de disipa-
ción pueden llegar a ser 30 veces mayores a los valores
promedio (Nienow 1998).

Han sido pocos los trabajos donde se propone una rela-
ción del daño biológico con la energía de disipación,
Dunlop y Namdev (1993) proponen que es posible rela-
cionar cualquier actividad biológica, como por ejemplo,
la velocidad de crecimiento, la producción de un metabo-
lito específico y el consumo de la fuente de carbono, entre
otros, con la energía total de disipación, por medio de co-
rrelaciones empíricas. Estas correlaciones tienen en cuenta
parámetros operacionales como son el tiempo al que es so-
metido la partícula al esfuerzo de corte, la densidad del
medio, el volumen celular que es sometido al daño y la
energía promedio local de disipación, entre otros.

ESTRÉS HIDRODINÁMICO EN DIFERENTES
MODELOS BIOLÓGICOS

Bacterias

Cuando se hacen estudios en biorreactores, no es fácil
encontrar una relación entre muerte celular y estrés hidro-
dinámico, principalmente por las diferencias entre los ta-
maños de los diferentes eddies de micro-escala y el tama-
ño del elemento biológico. No existen en la literatura
reportes que presenten muerte celular como un efecto di-
recto de las fuerzas hidrodinámicas, al menos en bacterias.
Sin embargo, sí existe en la literatura un número impor-
tante de artículos que presentan efectos sub-letales en las
bacterias por efectos hidrodinámicos (Jolliffe et al. 1981;
Wecker y Onken, 1991; Märkl et al. 1991; Joshi et al.

1996; Hewitt et al. 1998; Peña et al. 2000; Peña y Galindo,
2002; Sahoo et al. 2003; Sahoo et al. 2004; Sahoo et al.
2006). Así por ejemplo, en cultivos de Escherichia coli a
altos valores de energía de disipación (1.0 KW/kg, valor
típico en un biorreactor industrial), E. coli no refleja cam-
bios morfológicos ni metabólicos (Hewitt et al. 1998).
Además, en cultivos con valores de energía de disipación
de 30 KW/kg (que se alcanza a aproximadamente 1,200
rpm en un fermentador de laboratorio, usando turbinas
tipo Rushton), los resultados fueron similares a aquellos
cultivos llevados a cabo a 1.0 KW/kg. Estos valores de
energía de disipación corresponden a tamaños del eddie
de micro-escala de 30 y 13.5 µm, respectivamente (supo-
niendo medios de cultivo con viscosidades cinemáticas
cercanas a la del agua).

El único sistema diseñado, hasta ahora para mantener
constante la velocidad de deformación mientras se culti-
van bacterias, fue reportado por Sahoo et al. (2003), quie-
nes describen un dispositivo de cultivo al interior de un
viscosímetro tipo Couette (Ogstons y Stainer 1953). En
este biorreactor, se creció Bacillus subtilis a diferentes ve-
locidades de deformación. Al comparar los cultivos creci-
dos en matraces agitados (con velocidades de deformación
de 0,028 s-1 a 190 rpm), con aquellos cultivos crecidos
con velocidades de deformación mucho mayores y cons-
tantes (1428 s-1) el tamaño celular decrece aproximada-
mente a la mitad de aquellas células crecidas en matraces
(Sahoo et al. 2003), además, se reporta un aumento en la
velocidad específica de crecimiento de casi 2.5 veces y un
aumento de la concentración celular en casi 2 veces
(Sahoo et al. 2003). Un fenómeno similar fue reportado por
Peña et al. (2000) quienes en cultivos agitados a alta velo-
cidad de agitación (700 rpm, controlando de manera es-
tricta la concentración de oxígeno disuelto), se encontra-
ron mayores velocidades de crecimiento que aquéllos a
baja velocidad de agitación (300 rpm), pero con diferen-
cias en tamaño celular siendo más grandes aquellas células
crecidas a baja velocidad de agitación. Por otra parte, la
viabilidad de Bacillus subtilis se vio afectada después de
varias horas de cultivo a las mayores velocidades de defor-
mación probadas (Sahoo et al. 2004; Sahoo et al. 2006). A
diferencia de la creencia generalizada, el estrés hidrodiná-
mico afecta en forma negativa la esporulación de Bacillus
subtilis (Sahoo et al. 2004). Además, evidencias bioquími-
cas y moleculares, reportadas por los mismos autores de-
muestran que Bacillus subtilis presenta un comportamien-
to de muerte celular muy similar a la apoptosis (muerte
celular programada) ampliamente reportada en células eu-
cariotas (Sahoo et al. 2006). Procesos de muerte programa-
da han sido sugeridos en algunas bacterias como E. coli
(Heidrich et al. 2001), Bacillus subtilis (Jolliffe et al.
1981), Staphlylococcus aureus (Brunskill y Bayles 1996),
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y Xanthomonas campestris (Gautam y Sharma 2002) y re-
visado en algunos artículos (Bayles 2003; Hochman
1997).

En cultivos productores de exopolisacáridos se presen-
tan altas diferencias entre las energías locales de disipa-
ción (εT) en las zonas muy alejadas al agitador, de las zo-
nas de influencia del impulsor (εTmáx). Esto es porque estos
cultivos tienen la capacidad de alterar las propiedades reo-
lógicas de las soluciones acuosas normalmente, aumentan-
do la viscosidad o alterando las características reológicas
del medio de cultivo. Por ejemplo, la producción de cur-
dlano en lotes de Alcaligenes faecalis y Agrobacterium
radiobacter es afectada por la hidrodinámica del cultivo
(Lawford y Rousseau 1991). En cultivos de Aureobasi-
dium pullulans, en la producción de pululano, Wecker y
Onken (1991), reportaron que un incremento de la veloci-
dad de deformación de 30 a 100 s-1, genera una disminu-
ción del 50% en el rendimiento celular, además se demos-
tró que una velocidad de deformación promedio de 55 s-1

en una columna de burbujeo, puede obtener resultados si-
milares a los obtenidos en tanques agitados a 30 s-1. Peña
et al. (2000) en la producción de alginatos por Azotobac-
ter vinelandii, demostraron que diferencias en cultivos en
la velocidad de agitación, manteniendo constante la ten-
sión de oxígeno disuelto, aumentan la velocidad específi-
ca de crecimiento de la bacteria, pero no su concentración
celular final. Además, reportan que altas velocidades de
agitación (700 rpm), disminuyen el peso molecular prome-
dio del polímero hasta en un orden de magnitud, al com-
pararse con bajas velocidades de agitación de 300 rpm.
Las diferencias en el peso molecular promedio del políme-
ro obtenido en los diferentes cultivos, influyó en la visco-
sidad del medio de cultivo y en la formación de agregados
celulares (Peña et al. 2000; Peña y Galindo 2002).

Cultivos de hongos filamentosos

Los hongos filamentosos son organismos eucariotes in-
feriores, compuestos por filamentos ramificados (hifas) de
pared celular rígida y gruesa, producto de los polisacári-
dos fibrosos y glicoproteínas que lo conforman (Joshi et
al. 1996). Estos organismos han sido ampliamente utiliza-
dos en diversos procesos de las industrias farmacéutica,
alimentaria y de producción de enzimas (Justen et al.
1996; Cui et al. 1997; Gibbs 2000). Uno de los aspectos
más relevantes a tener en cuenta durante el cultivo sumer-
gido con estos microorganismos, aun a nivel de laborato-
rio, es la diversa morfología que son capaces de desarro-
llar (White et al. 2002; Lucatero et al. 2003;
Rocha-Valadez et al. 2005). A nivel macroscópico, exis-
ten dos tipos de morfología extremas: filamentosa (mice-
lio disperso), o agregados de hifas compactos semiesféri-

cos (pellets). Intermedias a éstas, se presentan toda una se-
rie de formas más o menos agregadas de micelio en sus-
pensión. La morfología miceliar más conveniente, desde el
punto de vista operacional, es la de pellet, pues en los cul-
tivos en que éstos predominan, se observan caldos con ca-
racterísticas Newtonianas, de baja viscosidad. Sin embar-
go, a medida que el tamaño de los pellets se incrementa,
se generan limitaciones difusionales de los nutrientes ha-
cia el centro del pellet, ocasionando un decremento en la
productividad del hongo (Wittler et al. 1986; Riley et al.
2000; Rocha-Valadez et al. 2005). Por otro lado, la forma
filamentosa frecuentemente genera redes tridimensionales,
lo que provoca la formación de caldos altamente viscosos
y no-Newtonianos, donde la transferencia de masa y la ho-
mogenización del medio de cultivo se ven drásticamente
limitadas. En este caso, el uso de altas velocidades de agi-
tación para disminuir tales limitaciones es deseable; sin
embargo, el esfuerzo mecánico aplicado puede provocar
daño celular en la larga y delgada estructura de las hifas,
presentando diferenciación celular (Riley et al. 2000; Ro-
cha-Valadez et al. 2005).

En uno de los trabajos pioneros, en el que se relaciona
el estrés mecánico con la morfología del micelio de Peni-
cillium chrysogenum, se demuestra que la eficiencia de
mezclado, al modificar la transferencia de masa y de calor,
rigen el crecimiento, la productividad y la morfología de
los cultivos (Makagiansar et al. 1993). En este mismo tra-
bajo, los autores proponen que la velocidad en la punta
del impulsor no es un buen parámetro de cálculo para es-
calar biorreactores de laboratorio o de planta piloto a tan-
ques industriales, y que es mejor tener en cuenta paráme-
tros tales como la energía total y la energía máxima de
disipación. Sin embargo, no sólo la energía de disipación
es importante en este tipo de cultivos, y se han generado
propuestas en términos de tener en cuenta la cantidad de
veces que las formas miceliares pasan através de las zonas
de máxima energía de disipación (Smith et al. 1990; Jüsten
et al. 1996). Jüsten et al. (1996) demostraron que la morfo-
logía miceliar de P. chrysogenum no sólo depende de la
velocidad de agitación a la cual es sometido el cultivo,
sino también del tipo de impulsor utilizado y de la fre-
cuencia de circulación por las zonas de altas velocidades
de deformación (zonas cercanas a los impulsores). En cul-
tivos de Fusarium moniliforme la productividad depende,
en gran medida, de la morfología desarrollada y del am-
biente hidrodinámico presente en el fermentador (Priede et
al. 1995). En algunos casos, al utilizar biorreactores con
impulsores de alto número de potencia se logran mayores
títulos productivos con hifas largas y delgadas, al ser com-
parados con sistemas de bajo número de potencia, mante-
niendo la misma energía específica suministrada (Justen et
al. 1996; Priede et al. 1995). Esto puede explicarse porque
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a mayores números de potencia, la velocidad de agitación
es necesariamente menor, que aquéllos de bajos números
de potencia. A su vez, menor velocidad de agitación, im-
plica menores velocidades de deformación en el cultivo,
como también eddies de mayor tamaño. Algunos autores
proponen que en un flujo turbulento, la longitud prome-
dio de las hifas, así como el diámetro promedio de los pe-
llets, están relacionados con la energía promedio específi-
ca de disipación (εT) elevada a un exponente (Van
Suijdam y Metz 1981; Ayazi Shamlou et al. 1994; Cui et
al. 1997). Se ha reportado que el tamaño hifal está directa-
mente relacionado con el tamaño de los eddies de micro-es-
cala presente en cada cultivo (Cui et al. 1997), y que se pre-
senta un mecanismo de “rasuramiento” de las puntas de las
hifas, cuando éstas son similares a los tamaños de la micro-
escala (Cui et al. 1997).

Es posible concluir que el estudio del efecto del estrés
hidrodinámico sobre los cultivos de hongos filamentosos
todavía tiene muchas interrogantes. Si bien se ha determi-
nado que el tipo de impulsor y su velocidad de operación
tienen una gran influencia en la morfología miceliar, no
menos importantes son la escala del fermentador, el tipo
de cepa y los tiempos característicos de los biorreactores.
Por lo pronto, la medición de la potencia suministrada y el
cálculo de la energía específica disipada por el impulsor,
parecen ser los parámetros clave a reportar, así como la
longitud promedio de la hifa principal y/o el área de los
agregados. Dada la morfología compleja de los hongos, es
cada vez más evidente que se requiere el seguimiento mi-
cro y macroscópico del cultivo si se pretende controlar
adecuadamente el proceso.

Células vegetales

El cultivo de células y tejidos vegetales, es una alterna-
tiva biotecnológica para obtener sustancias químicas de
interés industrial (Rodríguez-Monroy y Galindo 2003).
Bajo condiciones in vitro, las células vegetales son capa-
ces de producir metabolitos utilizados por el hombre como
fármacos, saborizantes y edulcorantes (Scragg, 1992;
Zhong et al. 1995). Uno de los aspectos que requiere espe-
cial atención en estos cultivos, radica en determinar el
efecto que tienen los ambientes hidrodinámicos sobre el
crecimiento y el metabolismo celular (Topete et al. 1991;
Alferman y Paterson 1995). Las células vegetales presen-
tan características diferentes a las de las bacterias. Sobresa-
len su gran tamaño celular (que oscila entre 40-100 µm) y
su tendencia a crecer en forma de agregados. Ambas dan
como consecuencia problemas de sedimentación y la for-
mación de micro-ambientes (Taticek et al. 1991; Rodrí-
guez-Monroy y Galindo 2003). Estos tamaños son simila-
res a los eddies de micro-escala que se presentan en la
mayoría de los tanques agitados, haciendo necesario esta-
blecer la fragilidad de las células para definir las intensi-
dades de agitación que mantengan un nivel adecuado de
homogeneidad, sin afectar el crecimiento y la producción
del metabolito de interés (Thomas 1990). Además, los cul-
tivos de células vegetales son altamente heterogéneos en
cuanto a su tamaño, forma y agregación celular (Trejo-Ta-
pia et al. 2001). Para el caso de muchos metabolitos secun-
darios, se ha visto que su producción en la planta, se da en
células especializadas de órganos o tejidos, y lo cual de-
pende de cierta diferenciación morfológica. Se ha postula-

Trujillo-Roldán y Valdez-Cruz, 2006

Figura 2 a. Fuerzas viscosas en un fluido, y b. Tipos de fluidos como función de su velocidad de deformación.
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do que una de las implicaciones que pueden tener las con-
diciones de estrés hidrodinámico en los biorreactores, es el
que las células no alcanzan la diferenciación celular que
les permite producir los metabolitos de interés (Scragg,
1992). No obstante, no se ha reportado algún estudio que
describa cómo las características morfológicas de los culti-
vos se relacionen con su fragilidad (Rodríguez-Monroy y
Galindo 2003).

Aunque las células vegetales presentan una pared celu-
lar lignocelulósica, que puede proporcionarles cierta resis-
tencia, en la literatura se ha generalizado la idea de que
son sistemas frágiles a la agitación. Tal afirmación se fun-
damenta en la incapacidad de los cultivos para crecer en
cultivo a velocidades de agitación similares a las usadas
para crecer bacterias u hongos (Rodríguez-Monroy y Ga-
lindo 1999). Sin embargo, existen varias evidencias que
sugieren que las células vegetales no son tan sensibles al
estrés hidrodinámico de un biorreactor. Un ejemplo típico
de la incertidumbre existente sobre la fragilidad de las cé-
lulas vegetales para crecer en tanques agitados es Catha-
ranthus roseus, que es una especie vegetal que produce
fármacos usados para tratamientos cardiovasculares, por lo
tanto, es una de las especies que ha recibido amplio inte-
rés para crecer en fermentadores, y a la cual se ha reporta-
do tanto como una especie resistente (Leckie et al. 1991;
Meijer et al. 1993; Meijer et al. 1994), como muy sensible
(Wagner y Vogelmann 1977). Diferentes autores han pro-
puesto que bajo condiciones de cultivo in vitro, se favore-
ce la selección de líneas celulares tolerantes a las condi-
ciones de estrés hidrodinámico (Meijer et al. 1993; Meijer
et al.1994). Debe destacarse que existe una clara tendencia
a reportar cada vez más especies que pueden crecer en bio-
rreactores agitados. Ejemplos de ellos son los cultivos de
Nicotiana tabacum (Ho et al. 1995), Catharanthus roseus
(Leckie et al. 1991), Morinda citrifolia (Kieran et al.
1997), Carthamus tinctorius (Takeda et al. 1994), Beta
vulgaris (Rodríguez-Monroy y Galindo, 1999) y Solanum
chysotrichum (Trejo-Tapia et al. 2001).

Células animales

El estudio de los daños ocasionados por el estrés hi-
drodinámico en células animales puede ser más comple-
jo, ya que se reconocen dos mecanismos de muerte celu-
lar: la necrosis y la apoptosis. La necrosis es el proceso
de muerte celular que ocurre en forma inmediata ante un
ambiente adverso para su crecimiento, mientras que la
apoptosis podría definirse como un mecanismo progra-
mado de “suicidio” de las células ante condiciones desfa-
vorables para su crecimiento, dándose en forma secuen-
cial (Hu y Aunins 1997, Butler 2005). Así, el estrés
hidrodinámico es causante de muerte, lisis celular y

apoptosis en cultivos sumergidos (Shiragami 1997; Al-
Rubeai y Singh 1998; Chisti 2001; Nienow 2006). Sin
embargo, se ha visto que este tipo de células toleran bien
los esfuerzos cortantes por agitación (Smith et al. 1987;
Petersen et al. 1988; Shiragami 1997; Nienow 2006). Al
contrario del efecto por agitación, las células animales
no presentan esa misma resistencia ante el fenómeno de
estallido de una burbuja de aire en la superficie del me-
dio de cultivo. En cultivos en los que las demandas de
oxígeno han sido satisfechas, utilizando sistemas de cul-
tivo libres de burbujas, se ha demostrado que las células
animales son cultivadas con altos índices de viabilidad
(Nienow 2006). Por ejemplo, células de hibridomas man-
tenidas en biorreactores de 2.0 L (sin interfase aire/líqui-
do), y agitados con una turbina Rushton (alto número de
potencia) a 1,500 rpm (equivalente a una energía de disi-
pación de 4 W/kg) mantuvieron niveles de viabilidad
mayores al 70% (Zhang y Thomas 1993). En contraste,
en cultivos donde hay altos niveles de aireación por bur-
bujeo, la energía disipada es sumamente alta, llevando a
una muerte inmediata a las células que están cercanas a
la zona de estallido (Garcia-Briones y Chalmers 1994).
El daño causado por la explosión de las burbujas puede
ser relacionado con la presión de Laplace (dP, N/m2), y
descrita por la ecuación:

�P �
4�
dp

(3)

Donde, σ es la tensión superficial del medio de cultivo
(N/m) y dp es el tamaño de la burbuja (m). Así, fácilmente se
puede explicar porqué burbujas pequeñas pueden hacer más
daño que burbujas grandes (Chalmers 1994; Chisti, 2001;
Nienow et al. 2006). Se ha demostrado que sólo el evento
de la ruptura de las burbujas puede llegar a ser el responsa-
ble de todo el daño celular en un cultivo (Trinh et al. 1994;
Chalmers 1994; Chisti 2001). Cuando una burbuja explota
en la superficie del medio de cultivo, se encuentra un 90%
de muerte de un cultivo que tenía un 90% de viabilidad
(Trinh et al. 1994; Chalmers 1994). Trinh et al. (1994) re-
portaron estos porcentajes de muerte inyectando de 200 a
600 burbujas con un intervalo de diámetro de 3.3 a 3.7 mm,
y las cuales se rompían (una por una) en la superficie de pe-
queños volúmenes de medio de cultivo. Las células adheri-
das a la burbuja representan el 10.4% del total de células
muertas, lo que propone que existe un “volumen hipotético
de muerte” de aproximadamente 0.2% del volumen total de
la burbuja (Trinh et al. 1994).

La mayoría de los trabajos en todos los modelos bio-
lógicos han sido principalmente encaminados en cono-
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cer y entender los factores hidrodinámicos que determi-
nan el daño celular, pero muy pocos trabajos han trata-
do de entender los mecanismos por los cuales se da la
muerte del ente biológico. Al-Rubeai y Singh. (1998),
usando hibridomas demostró que las células responden
al estrés hidrodinámico bajo dos mecanismos diferen-
tes. El primero es el de ruptura completa por fragmenta-
ción debido a altas fuerzas, y la segunda cuando hay
daños sub-letales, la célula responde con mecanismos
de reparación, que al no resistir y no poder repararla
completamente se presenta una respuesta apoptótica
(Al-Rubeai y Singh 1998). Además demostraron que den-
tro del ciclo celular, el intervalo G1 los hibridomas son
más resistente al estrés que en los estadios G2 y S, esto
debido al pequeño tamaño que tienen las células en el
estado G1. Los autores reportaron que aunque a alto es-
trés la concentración celular decrece apreciablemente,
la viabilidad permanece constante, lo que puede indicar
que la velocidad de destrucción es igual a la velocidad
a la que las células se convierten en no viables (Al-
Rubeai y Singh. 1998).

En la literatura han aparecido diseños de biorreactores
para tratar de evitar los efectos de los daños asociados al
esfuerzo de corte y la aireación por burbujeo. Guderm-
man et al (1994) plantean un diseño de un biorreactor de
enjambre de burbujas para células mamarias, y donde la
estrategia es inyectar burbujas de oxígeno puro en un
reactor, de tal forma que el tiempo de residencia de las
burbujas de oxígeno permita que el coeficiente de trans-
porte del gas evite la formación de espuma, es decir, que
ninguna burbuja toque la superficie del líquido y des-
aparezcan en el seno del medio. Otros intentos más actua-
les han sido en biorreactores en condiciones de micro-
gravedad (Goodwin et al. 1993; Jessup et al. 1993; Lewis
et al. 1993; Freed et al. 1999; Konstantinov et al. 2004) y
finalmente, los de olas en bolsas desechables o “wave
bioreactors cellbag” (Kretzmer 2002; Singh 2006), así
como también los denominados “wavy-walled” (Bilgen
et al. 2005).

COROLARIO

Hasta ahora hemos planteado que, en gran medida, el
daño causado por el estrés hidrodinámico es debido a la
interacción eddie-célula, pero también existen otros dos
mecanismos de daño celular que son los choques partícu-
la-partícula y partícula-biorreactor (impulsores, mamparas,
electrodos y paredes), que en algunos sistemas son de gran
impacto. Por ejemplo, en el cultivo de células animales en
microacarreadores, el choque partícula-partícula es de
suma importancia (Cherry y Papoutsakis, 1988; Gregoria-
des et al. 2000).

Finalmente, el modelo propuesto por Thomas (1990) y
Prokov y Bajpai (1992), usando la teoría de turbulencia de
Kolmogorov (1941, 1962), explica en su mayoría los efec-
tos letales en los sistemas biológicos aquí descritos en cul-
tivos sumergidos en biorreactores agitados. Sin embargo,
en el caso de explicar los efectos sub-letales, se debe recu-
rrir a los sistemas de respuesta celular de otros tipos de es-
trés, como por ejemplo los reportes de Bacillus subtilis
donde la cascada de respuesta a estrés oxidativo puede
cumplir un papel determinante como respuesta a estrés hi-
drodinámico (Sahoo et al. 2003; Sahoo et al. 2004; Sahoo
et al. 2006).
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