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Re.sumen 

RESUMEN 

El potencial terap6utico de los anticuerpos monoclonales· (AcM) ha hecho de Ja tecnología de 

hibridomas una de las más prometedoras de la .. Nueva Biotecnología.". Sin embargo, los métodos 

actuales para el cultivo de hibridomas presentan serias desventajas. incidiendo negativamente en 111 

calidad y costo de los AcM. Este trabajo present.11 el desarrollo de estrategias de control para Ja 

optimización de la producción de AcM secretados por hibridomas. La línea de hibridomas BCF2 fué 

utilizada como modelo para este trabajo. Esta línea celular produce un AcM qu·e es espccffico y 

neutraliza in vivo a la toxina 2 del alacrán Centruroides noxills Hoffmann. 

Se rcalbaron cultivos por Jote y cultivos suplementados selectivamente con glutamina (GLN) o 

glucosa (GLC) en bioreactor. Se utilizó un sistema compurarizado de control y adquisición de daros 

con el que se monitoreó continuamente la velocid3d de consumo de oxígeno {VCO), el oxigeno 

disuelto (ODJ, el pH y el potencial redox del cultivo (PRCJ. El OD y el pH fueron controlados 

manipulando la composición de oxígeno (úi) y dió:ddo de carbono (C02). respectivamente, en el 

cabezal del biorcactor. Se mostró que a 00 constante, el tiempo de agotamiento de GLN o GLC puede 

ser inferido a través de la VCO y del comporuuniento dinámico del PRC. Usando esta infonnación. se 

establecieron estrategias de alimentación, medianres las cuales se alimentó GLN o GLC al mome~to del 

cese en la respiración celular. El uso de estas estrategias resultó en el reestablecimiento de Ja VCO 

previo al agotamiento de GLN o GLC. 

Se mostró que la adición repetida de GLN a concentraciones por debajo de 2 mM resulta en. 

por lo menos. un incremento del doble en Ja concCntración celular máxima y un incremento entre 3 y 8 

veces en la concentración máxima de AcM y en In productividad de AcM, comparado con cultivos 

limitados de GLN. Además, se mostró que la adición repetida de GLC. a concentraciones superiores n 

cero pero inferiores a 0.6 gil, resultó en una concentración má.'\ima Je AcM que fu6 6 veces mayor.que 

en el c~ltivo limitado de GLC. Asimismo, una productividad que fué también mayor en más de 2 

\'eces. La densidad celular máxima alcanzada fu6 del doble a la alcanzada en el cultivo limitado de 

GLC. pero similar a la alcanzuda en el cultivo limimdode GLN. 

Se encontró que durante los cultivos por lote. a OD y pH constantes, el PRC provee una 
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indicación confiable de la fa.o,¡c de crecimiento. Se obser\'6 que la fase de crecimiento es indicada por 

un descenso monotónico del PRC desde la inoculación hasta que se obtiene Ja concentración celular 

máxima y por un v.dor relativamente constante durante la fase de muerte. Asimismo, las mediciones 

del PRC permitieron discriminar entre un evento metabólico real (como agoramiento de nutrientes) y 

una e\'cntualidad operacional (tal como falla.o; clictricas o mecánicas que penurban DI sistema). Cuando 

se usan algoritmos basados exclusivamente en balances de odgeno, una eventualidad operacional 

puede originar scil:J.les que son interpretadas erróneamente como un cambio en Ja VCO. El uso de 

mediciones del PRC abre la posibilidad de incorporar conceptos avanzados de control a nuevos 

algoritmos computacionales. 

Se realizaron cultivos en frascos-T para estudiar el efecto de Ja concentración de GLN y GLC 

sobre la velocidad especCftca de crecimiento (µ) y la productividad especifica de AcM (QAcMl· Se 

mostró que a bajas (pero no-limitantes) concentraciones de GLN o GLC los niveles de mctabolitos 

tóxicos para los hibridomas (nmonio y lactato) se reducen y traen como consecuencia un incremento en 

Ja productividad de AcM. 



CAPITULO 1 
INTRODUCCION 

Introducción 

1.1 DEFINICION E HISTORIA DE LOS HIBRIDOMAS Y ANTICUERPOS 
MONOCLONALES 

Los organismos vertebrados desarrollaron, durante la evolución, el sistema inmunológico 

como un medio de defensa contra organismos extraños, tales como bacterias y virus, mol6cula.s o 

substancias tóxicas, y contra c61ulas del propio organismo cuando éste ha sufrido transfonnaciones 

mlllignasS, Dentro de este sistema se encuentra la respuesta humoral que consiste en la secreción de 

anticuerpos o inmunoglobulinas (lg) por un subgrupo de células linfáticas, conocidas como células 

plasmáticas. Estas lg secretadas constituyen una mezcla heterogénea de anticuerpos originados de 

distintas poblaciones de linfocitos B. Esta mezclo. policlonal está formada por lg que reconocen 

distintos epftopes (detcnninantcs antig6nicos) del antígeno o que reconocen el mismo epítopc pero con 

distintas afinidades. 

La función de las lg consiste en fonnar complejos estereoespccíficos co~ los sitios antigénicos 

~el cuerpo extrañoS. Los sitios anti~nicos son generalmente proteínas o una porción de carbohidrato. 

Las lg son glicoproteínns cuya unidad estructural básica consiste de cuatro cadenas polipept!dicas, dos 

ligeros idénticas (L) y dos pe~ndas idénticas (H). Las cuauo se mantienen unidas por puentes de 

disulfuro y enlaces no covalentes, fonnando una estructura que asemeja una "Y''. La estructura 

primaria de las cadenas contiene dos regiones, una variable que presenca secciones cuya secuencia 

vllJ'fa entre los distintos anticuerpos y una región constante. n:iuy similar en todas las Ig de la misma 

clase. La especificidad y afinidad existehte entre una lg y un antígeno son debidas a Ja cavidad estérica 

y electrónicamente complementaria al antígeno respectivo que fonnan las regiones variables. La región 

constante es la que dctcnnina la vida media en el torrenle sanguíneo y el reconocimiento por el sistema 

Inmunológico celular. Dependiendo de la estructura de las cadenas H, las Jg se clasifican en JgG, JgA, 

lgM, IgD, e Igi;41, 

Un hibridoma es el resultado de la fusión celular enue una ~lula B, productora de anticuerpos, 

con una de mieloma tumoraJS. El hibridoma secreta anticuerpos con las características del linfocito B 
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paterno. Este produc10 sccrclado consis1e en inmunogJobulinas homo~neM. con especifidad definida 

y con una constante de afinidad unifonne. Estas caracterfsricas son debidas a que su codificación 

gen6tica deriva de una clona que reconoce un solo cpítope. De nquí que se le denomine "anticuerpo 

monoclonal" (AcMJ al producto secretado por un hibñdoma de tales caractcñstica.s. 

De Ja invesrigación básica en biología surgió. en 1975, la lecnología para Ja producción de 

AcMS. Surgió en dos áreas. en el área de inmunología y en el :irea de expcrimentaeión de biología 

celular. En el área de inmunología surgió la posibilidad de inducir mielomas de ralón, es decir. 

tumores monoclonales de linfocitos B que secretan una sola especie de Jg5. Las líneas de mieJoma. 

que han sido adaptadas a los cultivos, han pcnnitido analizar el proceso de .secreción de las Jg. su 

estructura. su función y la expresión de sus genes. Por arra lado, en el área de biología celular. se 

desarrolló Ja fusión de c6Julas con difercnres ca.racteres gen6ticos para la formación de híbridos 

portadores de cromosomas de ambas c6Julas paternas. Se establecieron las ~nicas necesarias para Ja 

selección de Jos pocos híbridos formados de Ja gran población de ~lulas parcmas no fusionadas. 

Además, se establecieron las técnicps para el análisis de Ja dominancia y recesividad de Ja expresión 

gen~tica así como la localización cromosomaJ de Jos genes específicos. 

En la fusión de dos mielomas diferentes se observó que se expresan los dos conjuntos paternos 

de cadenas ligeras y pesadas de las Jg en la célula híbrido, pero ensambladas como anticuerpos ni 

az..ar!. La codífica.ción de cada cadenu pennaneció inalterada (sin nuevas secuencias), a pesar de Ja 

mez.cla de ensamble, y mostró es1abilidad e independencia en el control de los genes de 1 as Jg de ambos 

genomas palemos. Tnmbién se observó que al fusionar una variante de mieloma. no secretora. no se 

supendió la producción y secreción de Jg en el híbrido resultante (por efecto de la no secretora). 

Gracias a estos principios básicos, es posible diseñar un hibridoma productor de AcM al fusionar (con 

poJietilenglicol) una célula B de ratones inmunes (acdvada específicamente por un anlígeno definid O) 

con la de un mieloma carente de expresión de Jg, con lo cual Ja especificidad del AcM está detcnninada 

por Ja célula B palema. Los hibridomas se propagan in vitro, como líneas celulares que secretan 

anticuerpos (JO a 100 µglml) monoespe<:fficos y homo&éneos en estructura y afmidad. 

1.2 APLICACIONES DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES 

La tecnología de Jos hibridomas ha conbibufdo significativamenlC al desarrollo de la medicina y 
de la biología, debiendo su udlidad principalmente a sus propiedades específicas. a que es un 

instrumento de precisión para el aislamienlo e identificación de antfgenos de relevancia biomédica, a 

que es un ligando útil para el estudio de funciones biológicas de macromoléculas, y a sus diversas 
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aplicaciones en medicinas. Los AcM son un reactivo ideal para estudios inmunoquímicos gracias a que 

es posible producirlos y purificarlos en grandes cantidades. Es posible producir AcM contra mol6culas 

de baja inmunogenicidad o de escaso contenido en una mer.cla de antígenos y obtener la activación de 

clonas específicas para el antígeno deseado. Con los AcM se pueden aislar compuestos de importancia 

biológica mediante la técnica de inmunoaf"tnidad. con lo cual se puede estudiar la estructura molecular y 

Ja actividad biológica de estos componentes. La especificidad definida de los AcM permite. estudiar 

funciones en macromoléculas y c~tulas, como es el bJoqueo de procesos que definen funciones 

celulares, o mimetización de señales de hormonas o de otros ligandos biológicos. Con esta tecnología 

se estudian Jos fenotipos de virulencia en un gran número de microorganismos. Los AcM se 
consideran un instrumento valioso en el estudio de taxonomías y en el diagnóstico de laboratorio. 

Además, penniten la identificación de antígenos relevantes en Ja preparación de vacuna.s. 

Desde hace una d~cada se realizan varios inmunoensayos con AcM, como es Ja cuantificación 

de ciertas honnonas, enzimas e Jg para determinar alteraciones en los patrones de subpoblaciones 

linfocíticas de pacientes con trastornos inmunológicos o en Ja detceción de antígenos tumoralesS. 

Además, se investiga activamente Ja inmunoterapia mediante la administración de AcM contra 

antígenos tumoraJesS o cienas loJÜnas. Debido a Jo anterior. esta tecnología ofrece un gran potencial 

en las investigaciones búica y aplicada de biología. . 

La importancia de los AcM se puede apreciar por la magnitud de su mercado. Para 1995 se 

pronostica alcancen los seis mil miilones de dólares por año. que corn:spondcn entre un 46 y 82'.t del 

mercado total estadounidense de productos íannaceíiticos obtenidos por la "Nueva Biotecnología" 

(compuestos anticancer. factores sanguíneos. honnonas, vacunas, sondas de ADN. etc.)47. Li1 

generación de una nueva clase de AcM con propiedades catalfticas abre también un campo muy 

prometedor de aplicaciones novedosas que pueden llegar a repercutir hasta en procesos industriales. 

Actualmente, el precio de los AcM tera~uticos es del orden de los miles de dólan:s por gramo, pero se 

espera que con el mejoramiento de las c&nicas de cultivo el precio se reduz.ca sustancialmcntc47. 

J.3 EL CULTIVO DE HIBRIDOMAS 

El cultivo de células de mamíferos para la producción de una gran variedad de agentes 

terapeúticos se ha expandido en los últimos años. En particular, la importancia del cultivo de 

hibridomas se incrementa at\n más a medida que nuevos AcM encuentran aplicación en el área 

tcrapt!utica, donde se requieren grandes cantidades de AcM.t2, Para tales aplicaciones, los métodos 

tradiciona1cs de cultivo in vivo resultan inadecuados debido a limitaciones de escala, restricciones 
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reglamentarias en cuanto al control de calidad y especificación del producto, e inclusive 

consideraciones humanitarias en cuanto a Ja explotación de a.nimaleslS. Por lo umto, la producción 

comercial de AcM tero~uticos se realiz.ará necesariamente por métodos de cultivo in vitro. Debido a 

ésto. se han examinado nuevos bioreactorcs de gran escala para el cultivo de ~lulas de marnlferos en 

general. 

Recientemente han surgido sistemas novedosos (i.e., los reactores de fibras huecas2, de 

rriicroencapsulaci6nSO, de soporte cerámico27, y Jos reactores de camas fijas43 y fluidizadasl9) 

diseñados para reducir los daño~ hidrodinámicos y mejo~r las concentraciones celulares y 

producti.vidades2.9,19:1.7.J0,43,SO,S9. Sin embargo, tales sistemas presentan problemas y desventajas. 

Entre 6stos destacan los elevndos costos, la heterogeneidad en las condiciones de cultivo, las 

limitaciones por transferencia de masa (generación de gradientes de concentración), la imposibiJidad de 

cscalamien10 adecuado2°9,27,S9, la compleja operación del sistema, la inhabilidad de reusarse y Ja 
dificultad en la medición y con1rol de variables. Debido a estas desventajas, Jos reactores 

convencionales agiiados pueden representar la mejor opción para el cultivo de hibridomas a gran 

escala. 

Los reactores convencionales agitados ofrecen las ventajas de una operación relntivamente 

sencilla. el mantenimiento de condiciones homog6neas a través de todas las regiones del reactor y Ja 

facilidad de medición de variables ambientales (i.e., composición del medio de cultivo, pH, oxígeno 

disuelto y potericiaJ redox)l.46,47,49. Sin embargo, para que los bioreactores agitados puedan ser 

implementados exitosamente, primero será necesario mejorar en fonna sustancial las densidades 

celulnrcs y la concentración de AcM alcanuibles hasta ahora. Una forma de lograrlo es a tmv6s del 

desarrollo de sistemas computarizados que puedan adquirir, almacenar y con~lar en fonna rigurosa 

las dislinros variables ambientales, y que permitan establecer estrategias automatizadas para la 

optimización de la producción de AcM. Tal desarrollo es imponan1e ya que los sistemas de control 

actualmente disponibles son poco flexibles y muy _costososl.Sl,60, Además, las estrategias de control 

reportadas a la fecha no son satisfactorias debido a que muchas son rudimentarias y poco efectivas, 

mientras que otras son muy complejas y difíciles de implementar26.Jl, 

Es importanle notar que en el país existe ya una capacidad instalada de sistemas de cultivo en 

suspensión, lanlo en instiluciones de investigación como en industrias. Por lo mismo, el mejoramiento 

de mé1odos de operación de tales sisiemas representa par-J México una alternativa inmediata para 

adquirir una tecnología propia y compe1itiva con 01ros procesos acluales47, Además, el nivel de 

desarrollo del cultivo in vitro de em;ariotes en México es aUn limitado por lo que resulta clave el 

dirigir esfu~rzos hacía es1c campo47, 
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1.4 MODELO DE TRABAJO 

En M~xico, el escorpionismo es un problema importante de salud pllblica (actualmente se 

rcponan más de 200,000 picaduras anuales por alacrán, de las cuales entre 700 y 800 son mortales). 

Por lo mismo, se decidió utilizar, como modelo, una línea celular de hibridomas (generada con 

anterioridad en el laboratorio del Dr. PoSSW'li del Jnstituto de Biotecnologfü) productora de un AcM que 

es espccffico y neutraliza in vivo a la toxina 2 del alacrán Cenrruroides noxius Hoffmann63, 

La imponancia principal del AcM contra la toxina de alacnin es la caracteriz.ación inmunoquímica de los 

componentes tóxicos del veneno. Sin embargo, dada la actividad neutralizanr.e de este AcM, éste posee 
aplicaciones potenciales en la elaboración de antldotos mejorados. Actualmente, el envena.miento por 

picadura de alacrán es tratado mediante Ja aplicación de sueros antitoxina obtenidos de ma.mfferos, 

generalmente equinos. La producción de tales suero~ presenta varias desventajas tales como el 

mantenimiento de ganado mayor, la variabilidad de tole n lote, así como la naturaleza poco definida del 

suero. Estas desvcnlajas no sol11111ente repercuten en el aspecto económico del proceso de obtención de 

los sueros sino que también pueden tener consecuencias médicas adversas como reacciones alérgicas e 

inclusive choque anafiJácticoS6, De lal forma, el eslablecimiento de una metodología para la 

producción in vitro de AcM neutmliz.antes de toxinas de alacrán podría mejorar el aspcc10 económico 

de In producción de antiroxinas y también se lograrla obrener un producto que presente menores 

ri~gos médicos47, Tales anticuerpos reducirían los problemas inmunológicos debidos a Ja presencia 

de proteínas de origen no humano, a pesar de que provienen de hibridomas rnurinos. 

El presente trabajo describe el desarrollo de estrategias de operación de cultivos in vitro de 

hibridomas para Ja optimización de Ja producción de AcM. Las estrategias se basaron en el 

mantenimiento de concentraciones bajas degluta.mina y glÜcosa mediante su adición selectiva. Dicha 

adición se basó en Ja detenninación en·Iínea del consumo de otlgeno, mediante un sistema de control 

compurarizado. El control computarizado consistió en mantener constantes, a un valor 

predetenninado, el oxígeno disueho y el pH. Se controlaron ambas variables mediante la variación de 

Ja composición de Ja mezcla de gases (oxígeno, nitrógeno y dióxido de carbono) a la entrada del 

bioreactor. De tal fonna, un súbito cese en el consumo de oxígeno correspondió al agotamiento de 

nutriente. ·Asimismo, se establecieron las estrategias de alimen1aci6n de nutrientes Jimilantes 

(glutamina o glucosa) basandose en d comportamiento dinámico de In composición del oxígeno en la 
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mezcla de gases a la entrada del biorcactor. Con este sistema de control computarizado se lograron 

concentraciones más altas de hibridomos. Se logró mnntener dicha condición durante tiempos de 

operación prolongados. logrando mejorar la productivif.Jad del AcM contra la toxina 2 del alacrán 

Centruroides noxiu.r Hoffmann. 

Este trabajo describe tambi~n la utilidad de las mediciones en·lfnea del potencial rcdox. Se 

observó que el potencial rcdox de cultivo provc6 una medición útil para distinguir entre eventos 

metabólicos reales (como agotamlenlo de nutrientes) y eventos operacionales (fallas ell!ctricas y 

mecánicas). Las eventualidades operacionales perturban al sistema y pueden originar seftales 

computarizadas que son similares a lns esperadas cuando se agota un substrato. Esto ocurre 

principalmente cuando se usan algoritmos de control basados exclusivamente en balances de múgcno. 

como el expuesto en este trabajo. Durante tos cultivos de hibridomas por lotes. a oxígeno disuelto y 
pH constantes, el potencial rcdox del cultivo dió una indicación confiable ele Ja fase de crecimiento. 

Por Jo anterior, ~as mediciones del potencial rcdox podrían ser utilizados como un sensor para 

algoritmos de control más avanzado. 

Finalmente. en forma paralela al trabajo central, se desanu116 un m~todo novedoso de cultivo 

exponencialmente alimentado en frascos-T. Tal m~todo demostró ser un sistema muy conveniente y 
poderoso para la caracterización cin~tica de cultivos de hibridomas. Esta pane del trabajo se describe 

en dc!alle en el a¡x!ndicc l. 



CAPITULO 11 
ANTECEDENTES 

2.1 CULTIVO DE HIBRIDOMAS in vivo 

Antecedtmtu 

La producción de AcM ha sido tradicionalmente efectuada in vivo mediante la implantación 

de bibridomas en Ja cavidad pcritoneal o subcutáneamente en animales hospederos, generalmenrc 

ratones atímicosl5. A partir de la segunda semana. después de la implantación. un tumor visible se 

desarrolla y un flu(do seroso se acumula en la cavidad abdominal. Posteriormente. el ratón se sacrifica 

y una cantidad de hasta 1 O mi de ICquido nscftico es cosechada. Ja cual contiene aproximadamente 0.3 g 

de AcM. A pesar de que la concentración de AcM obtenida en el l!quido a..c!lico es muy alta (hasta de 
lOmg/rnJ), existen serias desventajas cuando se considero el escaJamiento de esta tecnología a niveles 

comcrciales2, Por ejemplo, se tt.quierc aproximadamente una colonia de cien ratones por cada gramo 

de AcM que se desee producir mensualmente19. Otra desventaja es que, junto con el AcM, están 

presentes niveles inaceptables de proteínas indeseables del animal hospedero. Adem4s. para 

hÍbridomas humanO-humano, no existe ningtln modelo anim:ll adecuado para la producción de AcM de 

uso tera~utico. Bajo este tipo de situaciones, el cultivo in vitro de hibridomas representa una 

solución mú ab'activa desde un punto de vista económico, hwnanituio y de reglamentación. 

2.2 CULTIVOS DE HIBRIDOMAS in vitro 

El cultivo in vitro no está excento de problemas. Las ~lulas animales son generalmente 

frágUes por lo q?c no pueden soportar las condiciones hidrodinámicas encontradas en reactores 

convencionales. Las ~lulas animales no poseen pan:d celular y, por to tanto, no toleran velocidades 

excesivas de agimción o burbujeo. Esto impone serias restricciones en el disefio del sistema de 

uansferenda de oxígeno. Generalmente, la conccnrraclón celular ns( como la de productos son de dos 

a cuatro órdenes de magnitud inferiores si se les compara con los cultivos in vivo. Existen riesgos 

de contaminación debido a las bajas tasas de crecimiento ccluJar47, Los medios de cultivo son 

generalmente sofisticados, constitu(dos por sueros sangufneos y honnonas cuyo costo es muy 

elevado. Además, en modalidad por lotes. las condiciones ambientaJcs del cultivo cambian 
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constantemente y la población celular global pasa a travis de diferentes fases de crecimiento (v.g. lag, 

log, cstaciomuin y fase de muerte). Asimismo, las ct:lulas Mimales son sensibles a variaciones de pH, 
osmolaridad39 y a concentraciones altas de compuestos tóxicos tales como lactato y amonio e incluso 
oxígeno. Como respuesta a estos problemas han· surgido una variedad de diseños y estrategias de 
operación de bioreactorcs a travt:s de Jos cuales se han logrado mejoras considerables en la 

concentración celular y en Ja concentración de AcM. 

Los frascos de cultivo estático o frascos-T, son los sistemas in vitro más comunmente 

usados a nivel de laboratorio. En estos sistemas, la homogeneidad y la trasferencia de masa se logra 
exclusivamente por mecanismos difUsionaJes28, Para las concentraciones celulares típicas de alrededor 

de 3 x Jo6o!lulas/ml, el oxígeno es limitante si la profundidad del medio de cultivo rebasa los 0.3 cm. 

De tal fonna, estos sistemas están restringidos a geometrfas con valores muy altos de área superficial 

por unidad de volumen y diffcilmenle ropmentan una solución pam procesos a grandes escalas. 

En el caso de la producción de AcM en biorcactorcs agitados encontramos que se nlcnnzan 

densidades celulares y concentración de AcM muy bajas debido a que las ~lulas ani~alcs son frágiles 
a las condiciones hidrodinámicas de este tipo de sistcmas3,46,49, Sin embargo, este tipo de sistemas 

ocupan un lugar importante a gran escala. Las ventajas que ofrecen (mencionadas en la sección 1.3 de 

la Introducción) junto con la comprensión de las variaciones enconb'adas en las velocidades de 

consumo de nutrientes y secreción de productos a travt:'.s de las diferentes fases de crecimiento. hacen 

posible el proponer y mejorar estrategias operacionales que nos llevanin al incremento de la densidad 

celular y de la productividad de AcM. De no ser así, los reactores convencionales agitados, 

seguramente se verán reemplazados por tecnologías patentadas (i.~ .. reactores de fibras huecasl). 

2.J METABOLISMO DE HIDRIDOMAS 

La glucosa (GLC) y la glulamina (GLN) son la principal fuente de carbono y energía, 
respectivamente, en la mayoría de los medios utilizados para el cultivo de ~lulas animales. Las vías 

principales de Jos metabolismos de GLC y gutamina se muestran en la figura l. Ambos nutrientes 

proveen precursores biosin~ticos únicos. La GLC y la GLN son nutrientes complementarios para Ja 

producción de otros metabolitos como el aspartato33 y para la producción de energía. El grada en que 

es utilizada cada una de las vías metabólicas depende de la línea celular y de las condiciones de 

cultivol 1,33. La evidencia disponible sugiere que Ja GLC o los nutrientes oxidativos (principalmente 

GLN) pueden proveer Ja mayoría de las demandas energt:ticas celulares. 

IO 



Figura l. Diagrama esquemático del metabolismo 
de glucosa Y glutaminas,11.1J.29.J1,•s 
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La OLC es requerida para la síntesis de nucleósidos, as( como para la slntesis de 6-fosfaro 

glucosamina y del precusor 3-fosfüto gliceraldehfdo33, Vwios tipos celulares pueden utilizar fruclosa, 

galactosa u otros azúcares en lugar de GLC y pueden crecer en ausencia de carbohidratos si el medio 

de cullivo es suplementado con uridina33. Las l>!lulos tambi<!n pueden utilizar maltosa y almidón como 

fuentes de 01..C debido a la presencia de las enzimas mo.Jtnsa y a-amilasa en el suero fetal bovino 

(SfB)33, Exisie evidencia de que la GLC y Ja manosa se metabolizan rápidamente, pennitiendo 

velocidades de crecimiento similW"Cs, y que el crecimiento en fructosa y galactosa es mucho menor34. 

Se ha encontrado que las células HeLa crecen tan bien en fructosa como en GLC, pero muestran 

velocidades glicolíticas insignificantes y muy poca energía es derivada a pnttlr del metabolismo de 

carbohidratos33. Adicionalmente, se ha observado que (en álulas de mamfferos como por ejemplo 

fibroblastos diploides de humanos) las velocidades glicolfticas tambi~n se reducen notablemente para 

cultivos con concentraciones de GLC menores a 100 µM33. En el otro extremo, cultivos de 

fibroblastos de hamsters chinos deficientes en respiración muestran que el ATP proviene esencialmente 

de Ja glicóJisis33, 

Por otro lado, Ja GLN es requerida para Ja síntesis de purinas y para la fonnación de 

nucleótidos guaninos33, Adcm~. Ia GLN es el pñncipal donador de grupos amino en Ja síntesis de 

pirimidinas. aminoazúcares y asparagina. La mayoría de las líneas cc:lularcs requieren GLN para un 

crecimiento óptimo, aunque algunas J(neas pueden utilizar glutamato d~ctamentc33. Esto puede ser 

explicado parcialmente por la observación de que el intcn:ambio entre Ja GLN intmª y extracclularcs 

mucho mayor que el de glutamato en cultivos de fibroblastos humanos33, La GLN puede ser tarnbi6n 

suplementada en una forma más estable mediante Jos dip<!ptidos glicil-OLN y alanil-OLN33. En 
hibridomas se ha vislo que Ja GLN es melabolizada principalmente para la fonnación de ATP a trav6s 

de Ja oxidación fosforilativa hasta COi y H2o t 1.33,47. 

2.3. l Metabolismo de glucosa 

En todas las c<!lulas de momlferos. la GLC es convenida en piruvato vía glicólisis (figura 1). 

La mayoría de las c~lulas no tumorales crecen bajo una regulación in vivo de crecimiento y se 

dividen lentamentcll. Estas c6Julas normales inactivas convienen el piruvato a acetil-CoA, en 

presencia de oxígeno, para su oxidación en el ciclo de Krcbs. El NADH, del ciclo de Krcbs y de Ja 

glicólisis, es regenerado a NAo+ dentro de las mitocondrias en un proceso acoplado a Ja producción de 

ATP vfa oxidación fosforihniva. La glicólisis es regulada vía inhibición de la fosfofructocinasa {PFK) 

por ATP a un nivel tal que provee suficiente acetil-CoA paro Ja producción de energía. El acetil·CoA 

e.i; usado también para Ja sínresis de lfpidos. La glucosa 6·fosfato, que se acumula debido a Ja 

12 



Anteceden/es 

inhibición de PFK. inhibe su propia síntesis vía hexocinasa. Sin embargo, a bajas concentraciones de 

oxígeno, Ja producción mirocondriaJ de A TP es reducida y la PFK es desinhibida. El incremento en Ja 
concentración de fructosa J ,6-difosfoto estimula a Ja PFK y la actividad de la piruvaro cinasa. Como 
resultado, el agotnmiento de glucosa 6-fosfato mejora la actividad he.imcinasa y se producen grandes 

cantidades de piruvato. Debido a la baja velocidad de oxidación fosforilativa. el piruvato se conviette 

en laclalO (LAC) para romudar al NADH generado por glicólisls. 

Las cl'!lulas cultivadas, los tumores y otros células proliferantes exhiben aJms velocidades de 
glicólisis aeróbica, Jo cual Jas distingue de las úlulas nonnales en reposoll.33 . .& decir, que cl'!lulas 
bien diferenciadas y de crecimiento lento tienen bajas velocidades de glieóllsis, y las poco diferenciadas 

y de rápido crecimienco tienen velocidades altas de gJicólisis. Las altas velocidades de producción de 

LAC son similares a las observadas en cl'!lulas nonnaJes bajo limitación de oxígeno. Muchas células 

transfonnadas tienen incrementndas las concentraciones de enzimas glicolfticas y exhiben una 
disminución en el agotamiento de inrennediarios glicolíticos vfo reacciones reversibles o Jaterales33. 

Varias isocnzimas glicoUticas tambil'!n exhiben propiedades cinl'!ticas y regulatorias diferentes. La alta 

glicólisis aeróbica puede ser attibufda principalmente o. los cambios en Jos patrones de dos isoenzimas: 

Ja bcxocinasa, al inicio de Ja secuencia glicolítica. y Ja piruvato cinasa CPK), al fmaJI l. Las isocnzimas 
catalizan la mismo. reacción. pero difieren en estructura y, en Ja mayada de Jos casos, difieren en su 

respuesta o. Jos metabolitos. La hexocinasa ~tá Jigada o. Jo. mirocondria y muestra una inhibición 
rcJucida por Ja glucosa 6-fosfota33, Las cl'!Julas que exhiben altas velocidades de glicólisis aeróbica 
contienen un tipo de PK que tiene reducida afinidad por el fosfocnolpiruvatoll, Esto pennite que Ja 

concentración de fructosa 1,6-difosfato aumente hasta que sobrelleva la inhibicion de PFK y PK por 

ATP. La hexocinasa totalmente activada y Ja desinhibición de PFK y PK conducen a niveles 
enonnemente incremenrados de glicólisisl l. Por otro lado. se ha visro que las úlulas proliferantes y 

las ~lulas cancerosas contienen una isoent.ima PK modificada que tiene caracterfsticas cinéticas 

modificadas (por ejemplo, una reducida afinidad por el fosfocnolpiruvato) y que esti isoenzima es 

inactiva en cultivos donde la concentración de GLC es menor a JOO µ.M, as( como en cultivos que 
·contienen fructosa en lugar de GLCll. Por lo mismo, no se produce piruvato ni LAC a bajas 

concentraciones de GLC. Bajo estas condiciones de cultivo, la GLC es canalizada hacia la biosíntesis 

de macromolécuJas y lfpidos a través de Ja vfo de las penrosas. 

Una mol de GLC rinde 2 moles de ATP bajo condiciones anaer6bicas y 38 moles de ATP en 

pre~ncia de orj'geno. Por ende, Ja respiración es el mecanismo más económico para Ja síntesis de 

ATP. El concepto de glicólisis aeróbica significa que la producción de piruvato, a partir de GLC, 

excede Ja capacidad del ciclo de Krebs y de la cadena respiratoria. pero también implica que las dlulas 
tumorales utilizan sólo el 5% de la energía disponible en la GLC. Se ha visto que Jas altas velocidades 
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de produccidn glicolftica de A TI> pueden inéremenrar la relación de ATP/ADP citosdlico y disminuir Ja 
velocidad de pmducci6n de ATP mitocondrial debido 11 Ja reducci6n en la concentracidn de ADP. Esto 
causa.da un incremento en el potencial tmnsmembranal de la mitocondria (gradiente eléctrico total 11 

trav~ de Ja membrana), que a su vez reduciría la velocidad de oxidación fosforilativa e incrementaría la 

relación mitocondrial NADH/NAD+ 33. Es de esperar que una alta relación mitocondrial 

NADHINAo+, combinada con el pequefto m.ímero de mitocondrins en tumores glicol(ticos y posibles 

defectos en el transportador de maJato/aspartatol 1, ocasionen un decremento dramático en la cantidad 

de NADH citosólico mddado en la mitocondria. Como resultado, el piruvato debe sc:r convenido a 

LAC para poder oxidar el NADH generado por glicólisis. Debe notarse que algunos estudios, con 

corazones de rata33, indican que el consumo de odgeno es regulado por el NADH y no por el ADP. 

Los patrones metabólicos celulares pueden estar tunbi~n influenciados en gran n'iedida por la 

asociacidn con otras c61uln.s. Por ejemplo. la velocidad espccfflca de consumo de oxígeno de 

hibridomas inmobilizados en alginato de calcio se incrementó por un factor de tres durante el 

crccimienro33. El incremento del consumo de oxigeno fué relacionado con el decremento en glicólisis 

(indicado por el decremento en el rendimiento de LAC/GLC y en la velocidad específica de consumo 

de GLC). Esto puede ser debido a que las interacciones ~lula-c6lula. en cultivos de hibridomas 

inmobilizados, son similares a las encontrndas in vivo. 

En ~lulas de mamíferos, se ha observado que la velocidad específica de consumo de GLC 

(qo) se incrementa drásticamenre en cultivos por Jote a medida que la concentración inicial dé GLC se 

incrementa de IOµM a 5 mM (generalmenre ya no se: observan cambias a concentraciones superiores a 

5 mM)31,J3. Se ha visro que Ja distribución de producto a partir de GLC depende de q0 • Se ha 

observado que las alta.o; QQ• de:,pu6s de Ja adición de GLC, ocasionan un decremento en la velocidad 

espccCficn de consumo de oxíge'no (q02)12,13, nsf como en Ja cantidad de GLN oxidada33, Esto 

posiblemente se debe a la inhibícidn de Ja oxidación fosforilativa por el incrcmenro en la producción 

glicolftica de A TP, observada como el incremento del rendimiento de LAC/GLC y el incremento en la 

carga energt!tica de adenilato33. Además de los efectos de la concentración de GLC sobre el 

metaboliSmo. se: ha observado que la limitación de GLC induce la expresión de un grupo de proteínas 

reguladas por GLC (PRO} y reprime In expresión de In mnyorla de lns prorefuos celulares. Ln 
inducción de PRG está asociada a In deficiencia de la ribosa 5-fosfato y puede sr.r debida a Ja 

inadecuada glicosiiación de proleínas33. 

En re.sumen, la glicólisis ocurre exclusivamente en el citosoJ de la mayoría de las c~lulas de 

i:namfferos29. La función esencial de la GLC es, más que la fuente de energía para la proliferación 

celulur, el proveer substratos anaMlicos para la síntesis de ribosa, glucosamina 6-fosfalo, serina. 
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glicina y glicerol, Jos cuales a su vez son esenciales pura Ja biosíntesis de macromoléculo.s y lfpidos 

durante la proliferación celuJarl 1.29, 

2.3.2 Metabolismo de g/utamina 

Bajo condiciones de limitación de carbohidratos, todo et LAC producido se deriva de la GLN 

(figura 1). La conversi6n de GLN a LAC se denomina glutaminólisis y esta secuencia de reacciones es 

catalizada por siete enzimas de las cuales cinco son del ciclo de Krcbsll. Tres de estas enzimas 

(glutamina.sa. 2-oxoglutarato dehidrogena."'1 y la enzima m:Uica) catalizan reacciones irreversibles bajo 

condiciones fisiológicus. La glutaminasn se activa con fosfato, a diferencia de la isocnzima encontrada 

en ~lulas de tejido ·(excepto de riñon)I l. La enzima málica, localizada intrami1ocondrinlmente, utiliza 

NAO+ o NAD(P)+ para decarboxilar irreversiblemente el malato a piruva1ol l. Esta enzima es activada 

por metabolitos como succinato, fumarato e isocitrato. El ATP y el ADP son inhibidores competitivos 

por malatol l. La glutaminólisis ocurre entre dos compartimientos, inicia y finaliza en el citosol, y los 

pasos intennedios ocurren en la mitocondria. 

Las altas velocidades de consumo de GLN en los cultivos tal vez contribuyan a Ja elevada 

producción de LAC ya que se ha observado que Ja producción glicolftica de LAC, en C<!Julas L929, se 

incrementa desputs de agregar GLNll. Es de esperar que las altas velocidades de consumo de GLN 

generen grandes caó.tidades de NADH y FADH2 vía glutarnato dehidrogenasa y enzimus del ciclo de 

Krebs. Esto es consistente con la reducción intramitocondrial de NAD(P)+ por la. OLN adicionada33. 

Adicionalmente, el NADH generado por GLN incrementarla la relación milocondrial NADH/NAD+ e 

inhibida Ja regeneración de NADH glicolitica vía oxidación fosforilativa. 

Muchas células nonnales producen GLN in vivo, pero las células tumorales o nonnales que 

proliferan muestran generaJmcnte alias velocidadr.s de consumo de GLN33. La mayoría del esqueleto 

de GLN entra al ciclo de Krcbs como a-keloglutarato (figura 1 ). Más de la mitad del C02 generado 

por fibroblastos diploidcs nonnales se deriva de GLN, bajo cualquier condición de crecimiento, y entre 

el 70 y 80% del consumo de oxigeno corresponde a la oxidoción de GLN en Jos linfomas 6C3HE033. 

Para células de mamíferos, los valores reportndos para la fracción de GLN convertida a C<Ji van desde 

el 35% (i.e., ctlulas HeLa e itibridomas)IB,33 hasta el 55% (i.e., células L-M de ratón)ll, El LAC, 

gluUlmalo, citrato, alanina y macromoléculas son otros de los principales productos33, cuyas 

cantidades relativas dependen del ambiente de crecimiento. así como la velocidad de consumo de GLN 

también depende del medio ambiente de cultivo. La oxidación de GLC y GLN depende también en 

g!an medida de la lfnea celular. Del estudio de 12 líneas de c61ulas animales, se observó que el 

intervalo de producción de C02 va desde 420 hasta 2,600 nm.ol (GLC + GLN) por mg de protelna 
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celular en 24 horas33, Todo Jos c;isos estudiados mostraron que Ja oxidación era incompleta ya que 

se obsciv6 la secreción de g ndes cantidades de metabolitos intcnnedios en el medio de cultivo. Si Ja 

oxidación fuese completa ( COil se generarían 21 moles de ATP por mol de GLN. Cuando la 

oxidación es incompleta y deriva en aspartalo se generan 12 moles de ATP por mol de OLN. En 

cambio. si se deriva hacia] se generan sólo 6 moles de ATP por mol de GLN. 

Se ha mostrado. en e~ ula.'I de mamíferos, que la GLN incrementa la velocidad de oxidación del 

carbono 1 de la GLC por Ja va de l::ts penlosa.o; y que inhibe la oxidación del carbono 6 vía el ciclo de 

Krcbs en fibrobla.stos diploid de humanos y en ~lula.<i ascíticas de Ehrlich-Lct~3. El efecto global 

sobre el consumo de oxfgem es generalmente pequeño, aunque se han observado incrementos del 

15% en el qo
2 

para linfociro mesenttricos de rata después de la adición de GLN33, La adici6n de 

GLN puede mejorar (linfoci1' s de rata) o inhibir el consumo de GLC (macr6fagos de ratón)33. Las 
altas concentraciones iniciaJe· de GLN, hasta 10 mM, generaJmente incrementan Ja concentración 

celular máxima en cultivos po lote e incrementan la velocidad específica de consumo de OLN33, A 

pesar de que la velocidad de imiento no es sensible a las concentraciones de GLN entre 1 y 8 mM, 

Ja velocidad de crecimiento de ce rápidamente a bajas concentraciones3 l .33. 

Junto con los carbohid tos, Jos aminoácidos son la fUente de carbono reducido más abundante 

en el plasma de los mamffcro y en Jos medios de cultivo, y que es disponible parn el metabolismo 

oxidativo. La GLN. por sí sol es el :uninoácido más abundante. Existen fuertes e~idenclas de que la 

GLN es un combustible ener ~tico de importante potencial en el cultivo in vivo e in vitro de 

hibridomas, Cl!lulas tumorales nonnalcs con potencial proliferante, aún cuando la GLC está presente 

en grandes cantidadesll,29. GLN, al igual que la GLC, entra a Ja c~lula en un transponador 

específico de Ja membrana29, y problabcmente el paso de la conversión de GLN a glutamato, por las 

glutaminasas o glutamino amid transferasas, secuestra los carbonos de GLN como glutamaro dentro 

de Ja a!:Jula. Muchos experim ntos con diferentes líneas celulares de diversos tipos indican que el 

glutamaro y otros ácidos dica.rbo Jlicos cruzan Ja membrana celular relativamente pocol 1,29, 

El papel anabólico de la!GLN, en las reacciones de amidotransferasa que rinden glutamato y 

amonio (AMM), es indispensabl para la proliferación celular debido a que los iones libres de AMM no 

pueden substituir al grupo 5-ami o de la GLN en la biosíntesis de purinas, pirimidinas, glucosa.mina y 

asparaginal 1.29. 

2.3.3 MetaboliJmo d~ tzminocícidos 

Las velocidades de consu no de otros aminoácidos son mucho menores a las de GLN y varían 
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con la Unen celular y las condiciones de cultivo. Se han re:tliZ<tdo estudios de las velocidades de 

ºconsumo de aminoácidos paro una variedad de líneas celulares de mamíferos33. Generalmente. se 

observan alms velocidades de consumo para Jos aminoácidos ramificados Jeucina, isoleucina y valina.. 

as{ como para arginina. Otros aminodcidos consumidos a relativamente altas velocidades por diversas 

Uneas celulares de mamíferos incluyen Jisina. treonina. asparagina y metionina. Todas las llacas 

estudiadas producían alanina, y un gran grupo de Jíneas tambi6n producían glutamato. aspan.ato, 

glicina y prolina. CompÜrtamientos similares hnn sido observados para varias líneas de hibridomas33. 

AJgunos de los aminoácidos son utilizados tanto en Ja producción de energía como en la síntesis de 

proteínas. Se han observado velocidades de consumo de aminoácidos ramificados incrementadas 

cuando se cultivan hibridomas en cultivos conlfnuos a bajas concentraciones de GLN33, El uso de 

aminoácidos ramificados para Ja producción de energía es consistente con Ja observación de que Ja 

oxidación de leucina es inhibid.'.l porGLC en c61ulas ascíticas de Ehrfich-Lei:treJ3. 

Se ha mostrado que la formación de aspanato es Ja llnica función importante de la 
glutaminólisis en la proliferación celular. Bajo limitaciones de carbohidratos, la síntesis de a.spnrtato es 

asegumda a partir de la GLN y de los carbohidratos residuales. A bajas concentraciones de GLC, la 

GLN es canalizada preferentemente a LAC y aspnrw.to,y no a citrato••. A pesar de que el aspartnto es 

un precursor esencial en Ja síntesis de purinas y pirimidinns, su nivel se mantiene bajo durante Ja 
proliferación. El aspartato se incrementa sólo cuando las células se vuelven confluentesl 1, Se ha 

encontrado (a tmv6s de mediciones de substratos, productos y metabolitos intennedi&rio.s en cultivos 

con altas y bajas concentraciones de GLCJ que el suministro de acctil-CoA. a partir de piruvato, es el 

principal regulador de la disponibilidad de oxaloacetato para ·la síntesis de: aspa.nato. Si el nivel de 

acctil-CoA es alto, entonces un mayor consumo de oxaloacetato trae como consecuencia una 

disminución en el mismo para la síntesis de aspart.111011. Además de la fUnción del aspartato como 

precursor, éste panicipa en la"transfercncia de equivaJentes reductores del citosol a la mitocondria 

(transponador maJ:no·aspanatoJ, originando relaciones de NADH/NAD+ bajas cuando las ~lulas 

dejan de proliferar y el aspartato se acumula! l. Hay evidencias que indican que al incrementarse la 

relación NADHJNAD+, una señal metabólica induce la progresión de la fase GO a la fase Gl del ciclo 

ccluJarl 1, Cabe mencionar que se ha descrito aJ crecimiento de ~lulas eucariotas como un ciclo que 

consta de cuatro fases distintas, Jns cuales ocurren en sucesión continua: la fase de mitosis (M), la fase 

de transición (Gl) entre Ja mitosis y la síntesis de ADN, Ja fase de síntesis de ADN (S). y la fase de 

transición (G2) entre Ja síntesis de ADN y la siguiente fase de rnitosis4S. Adicionalmente, se ha 

descrito a Ja fase GO como I.'.l fase de arresto celular que está fuera del ciclo celular y que se encuentra 

después de la fase de mitosis. 

La serina se fonna del intermediario glicotftico glicerato 3·fosfato, Yes un precursor esencial 
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para la glicina y pura los grupos activos de metil que son usados en la síntesis de purinas. pirimidinas y 

en la metilación de adenosil homocistcína para la síntesis de metioninal 1. Una tÍlta capacidad de 

síntesis de metionina garantiza una alta velocidad de conversi6n de adenosil metionina a adenosil 

homocisteína. lo cual es un requerimiento para la proliferación ccluJarl 1. 

2.4 EFECTO DE DESECHOS METABOLICOS: LACTATO Y AMONIO 

El AMM y LAC son los principales productos secundarios del metabolismo de GLN y GLC 

(figura 1 ). La concentración final de AMM depende de la vfa hacia donde se derive la GLN en cultivos 

por lote (C02. LAC o aspa.muo). La concentración final de AMM es típicamente de 2 n S mM y 

generalmente se incrementa al suplementar GLN33. La concentración final de LAC depende de la 

concentración de GLCJl.33. y puede ser tan alta como 35 mM. 

Las concentraciones de AMM. que inhiben el crecimiento, difieren marcadamente entre las 

diferentes líneas celulares. Por ejemplo. se inhibió el crecimiento de dos líneas de hibridomas con 2-3 

mM de NH4CI, mientras que otras dos mostraron sólo una ligera inhibición a concentraciones 

superiores a 4 mM32,33. 

Existe poca infonnación sobre los efectos del LAC. En sistemas sin control de pH, d 
crecimiento celular puede ser inhibido por pH bajos, que a su vez son debidos a las altas 

concentraciones de LAC33. La concentración inhibitoria de LAC varía según la línea celÍJlar, pero la 

adición de LAC es generalmente menos inhibitoria que la adición de AMM en cultivos con pH 

constante33, Por ejemplo, se inhibió el crecimiento de una lfnea de hibridomas de ratón con 

concentraciones de LAC superiores a 4 mM. mientras que la adi!=ión de 4.9 mM de LAC no afectó el 

crecimiento de una línea de hibridomas humanos en cultivo por lotcs33. En contraste, la adición de 

hasL1 22 mM de LAC estimuló el crecimiento de otra línea de hibridomas de ratón y sólo 

com.:entraciones superiores a 28 mM inhibieron su crecimiento33. Estudios con otros dos hibridomns 

de ratón mostraron que no exi."ite efecto alguno a concentraciones de hasta 40 mM de LAC. 

Adicionalmente. se mostró que a 70 mM de LAC se inhibe el crecimiento de uno de estos dos 

hibridomo.s32J3, La adición de LAC puede estimular o inhibir la síntesis de AcM por hibridomas33. 

Adic!onalmente, estudios realizados con dos líneas humanas muestran que la inhibición del consumo 

de oxígeno, por AMM y LAC, es mucho menor que la correspondiente inhibición del crecimiento 

cclu!arl3. 

La presencia de otras fuentes de carbohidratos en los cultivos celulares (L1lcs como galactosa, 
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ribo.Su. fructosa. uridina e inosina} ocasionan un decremento drástico en la tbnnaci6n global de 

LA.Cll, La pcqueii11 cantidad de LAC. encontrada bajo estas condiciones. se deriva de GLN por 

glutamin61isisll. Sin embargo, el 14(; de Ja ribosa y galacrosa fu6 detecrado en Ja scrina y no en el 

plruvato o LACll. La limitación de GLC o su total substitución con otra hexosa, resulta en una 

marcada reducción de la fonnaci6n de LAC sin una cMda proporcional en la velocidad de crecimiento, 

por lo que una alta velocidad de glicólisis no es esencial para Ja proliferación de ciertas lfneas 

celularcsll, 

2.5 POTENCIAL REDOX DE CULTIVOS 

El potcncinl rcdox del cultivo (PRCJ se define como Ja medida de Ja tendencia de los pares 

rcdox para aceptar y donar electrones. Desafonunadarnente. no se sabe si el aceptar de electrones 

reacciona directamente con el electrodo de redox o si es vfa un proceso celular de transferencia de 

electrones (i.e •• el par rcdox NAD+/NADH)22, Se ha mostrado que no existe un eslado de equilibrio 

tcnnodinámico en los sistemas biológicos nbienos. como son las fermentaciones. y que el valor del 

PRC es considerado un potencial estacionario que refleja las condiciones redox del medio; es decir, los 

diversos pares rcdox presentes en el medio de cultivo23, En un ambiente altamente aeróbico. el 

principal par rcdmt que domina la medición del PRC es el par oxfgeno/agua23,61, De acuerdo con 

WimpcMyóI. eJ par principal puede tener tanto peso que Ja magnitud del PRC puede estar dictada por 

este par, siendo los otros despreciables. Debido a hls condiciones cambiantes de las fermentaciones, 

es difícil obtener vaJorcs consis1en1es de PRC bajo condiciones específicas de cultivo. El oxígeno 

disuelto (OD), eJ pH y los microorganismos, así como los metabolitos secretados, pueden afectar el 

valor del PRC. Esto indica que el perfil del PRC por sí solo no tiene mucho vaJor23. 

En las dos Ultimas décadas, las mediciones del PRC. en fermentaciones aeróbicas y 

microaeróbicas. fueron busadas principalmenie en que las lec1uras del potencial rcdox extracclular son 

función del ambiente redox intraceluJar23, Otra motivación para estas mediciones fué que el PRC 

puede ser utilizado para estimar niveles e~tremadamente bajos de QD23,61. Se han realizado muchos 

estudios para investigar el efecto del PRC sobre el metabolismo celular en fermentaciones 

microaer6bicns, y se ha observado que u diferen1es valores de PRC se obtienen diferentes 

distribuciones de productos23. Estos resultados indican que estas fermentaciones pueden ser 

optimizadas si se controla el PRC23. Sin embargo. existen pocos trabajos en los que la señal de PRC 

es utilizada como fuente de información acerca del estado metabólico de las fennentadones, donde el 

enfoque principal sea sobre los cambios en el PRC que no están relacionados con el pH y el OD de 

diferentes sis1emas de fermentación:?3, Es1os trabajos se han ba.sado en el supueslo de que cualquier 
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cambio en el PRC, bajo condiciones de pH y 00 controladas. debe ser causado por eJ metabolismo 

celular (i.e •• agotamiento de substrato y cambios en la fonnación de produc~s). 

Es bien sabido que cuando las bacterias aeróbicas y anaer6bicas facultativas crecen a baja 

aireación y sin control de pH. que los principales factores que detenninan el valor del PRC son los 

cambios en la presión parcial de oxígeno y en el pff3S. En los últimos años se mostró que. durante el 

crecimiento bacteriano en fennentadores con control de pH y a altos niveles de oxígeno, los cambios 

en el PRC no pueden ser atribuídos a los cambios en el pH o en la presión parcial de oxígeno. Estos 

cambios en el PRC fueron observados como saltos a valores m:i.o; negativos durante procesos de 

transición como el agotamiento de GLC y AMM (E. coli, B. subtilis y S. marcescens), el 

choque ~nnico a cc!lulas en crecimiento (E. co/i), y la división celular en cultivos sincronizados (B. 
subtilis)3S. Por otro lado, Kwong el a/.23 observaron que durante la fase de crecimiento lag de 

fermentaciones de Corynebacterium g/utamicum. el PRC decrece gradualmente hasta un mínimo 

y luego se incrcmcnra hasta un máximo, mienttns que el 00 permanece constante. Al iniciar In fose de 
crccimento exponencial. el OD y el PRC decrecen gradualmente hasta que se agota la treonina, donde 

el OD se incrementa y el PRC disminuye gradualmente. El PRC llega a un mínimo, a partir de donde 

se incrementa gradualmente uazando aJ peñi.I del OD. En este momento. en el que inicio. el incremento, 

ocurre un agotamiento de GLC. Kwong ti aL23 concluyen que, en su sistema de fermentación, 

pueden determinar el inicio de Ja fase de crecimiento exponencial, et momento de agotamineto de 

trconina y el momento de agotamiento de GLC. 

Oktyabr'skii y Smimova3S observaron dos tipos de cambios en el PRC a pH constante y alta 

aireación (en cultivos por Jorc de E. co/i, B. subti/is y B. megaterium). Por un lado, 

observaron una disminución gradual en el PRC e inversamente proporcional al OD (durante el 

crecimiento bacteriano) como resultado de las interacciones entre el ele.ctrodo de platino y la superficie 

celular. Por otro lado, observaron un cambio drástico en el PRC, hacia valores más negativos, que 

correspondía a diferentes procesos de transición como son el agotamiento de fuentes de carbono, 

energía o nitrógeno, o bien el cambio metabólico de una fuente a otra. Estos últimos cambios son 

cau.c;ados por Ja acción de la superficie celular y de las substancia.o; rcdox presentcs en el medio sobre el 

electrodo. Oktyabr•skii y Smimova36 han mostrado que los saltos negativos en el PRC durante el 

agotamiento de GLC y AMM están correlacionados con el incremento en la cantidad de grupos tiol 

(SH) disponibles tanto en el medio de cultivo como en Ja superficie celular. Estos investigadores 

sugieren que los saltos en el PRC reflejan cambios en el gradiente del potencial electroquímico de 

protones y proponen que In disminución en el pH inlrucelular es la razón de estos cambios ya que, por 

ejemplo, aJ agotarse OLC se acidifica el citoplasma. De hecho, Oktyabr'skii y Smimova36 mostraron 

que los cambios en el PRC (en E. culi) pueden ser debidos a la acci6n de componentes que afretan el 
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pH intracelular, tales como acetato o propionato, el protonóforo cianuro de m-clorofenilhidrazona y el 

catión tctrafenilfosfonio que penetran a la célula. Por lo mismo, sugieren que la disminución en el 

PRC es consecuencia del incremento en el número de grupos tiol disponibles. Jo cual a su vez es 

consecuencia de la secreción celular de componentes tiol reducidos y de bajo peso molecular que Uevan 

a un cambio en la relación tiol:disulfuro intracelular. Además, sugieren que Jos cambios en el pH 

intracelular son probablemente debidos a Ja influencia de substancias exógenus {ácidos y bases débiles 

que penetran la célula y ionóforos) y de agentes rcgulatorios (i.e., cuando las células pasan a la fase 

estacionaria de crecimiento o durante la división celular) y que estos cambios en el pH intracelular 

juegan un papel de accionador mientras que los cambios en la relación tiol:disulfuro (dentro y fuera de 

la ~ula) juegan un popel de wnplilicador de señales rogulatorios. 

La información sobre el PRC es muy limitada en cultivos de células animales. Sin embargo, 

Hwang y Sinslr:eyl7 observaron que Ja acumulación de tioles en el medio de cultivo de distintas lfneas 

celuJarcs parece ser una característica universal. Asimismo. observaron que los cambios del PRC 

corrcs¡iondían a cambios de la concentración de tiol en el medio. Por otro lado, Choi et a/.6 

observaron que una propiedad importante del suero es mantener un PRC adecuado para la proliferación 

celular. Además, observaron que tal propiedad podía ser substiruída al reemplazar el suero con tioles, 

tales como el l}-mercaptoetanol. Tanto las observaciones de Hwang y Sinskeyl7 como las de Choi et 

aL 6, en cultivo de di u las animales, concuerdan con las de Oktyabr'skii y Smimova3S,36, en dlulas 

de procnriotes, en cuanto a Ja a~mulación de tioles en el medio y su efecto sobre el PRC. 

2.6 ESTRATEGIAS DE OPTIMIZACION 

La mayoría de Jos datos experimentales sugieren que la secreción de AcM, producidos por 

lúbridomas cultivados in vitro, se puede describir mcdi11nie una cin~tica de producción no asociada 

la velocidad de crecimiento {eéuación 1), es decir, que la producción ocurre durante todas las fases de 

crccimientoB.26.44,45,48: 

(AcM] = 'IAoM f X di (1) 

Por ende, para maximizar la producción de AcM, se tendrá que maximiz:ir la integral de ~lulas viables 

(x) con respecto al tiempo de cultivo (t) y/o incrementar Ja velocidad específica de producción de AcM 

{QAcM>· Esto tiene como consecuencia que cualquier estrategia orientada hacia Ja optimización de la 
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producción de AcM es~ basada en el establecimiento de densidades celulares elevadas así como en Ja 

operación prolongada de bioreac:tores. Sin embargo. Glacken et af, 14 mostraron que la qAcM era 

asociada al crecimiento ha.'ita velocidadc." específicas de crecimiento(µ) de 0.02 h-1, teniendo un valor 

de aproximadamente 2.S x J09 mg/c~lula-h. Tambic!n observaron d~pendencia de Ja <IAcM a la 

concentración de LAC. Susuki y OJlisS4 propusieron que los hibridomas arrestados en la fase 01 del 

ciclo celular producen AcM a una velocidad considerablemente mayor que las ~lulas encontradas en 

otrJ.'" ÍllSC.' del ciclo celular. A medida que laµ decrece, el tiempo que pasan las c6Julns urrcstadas en la 

fase G 1 se incrementa mientras que los tiempos requeridos para atravesar las fases S, G2 y M son 

aproximadamente consta~tes. La.'i c61ulas pueden ser am:stada.1' en un punto tardío de Ja fase Gl, 

conocido como punto de restricción, a menos que reciban una señal para continuar. Susulci et a/.54 

argumentan que la fracción de ~lulas arrestadas, en el punto de restricción, incrementa al decrecer Ja 
µ. De hecho, la fracción de c6lula.'i arrestada.1' es cercana a cero a µ intc:nnedia.s y altas, y se incrementa 

al decrecer laµ. Por lo tanto, los mc!todos que arresten c6Julas pueden ser utiliudos para incrementar 

las productividades de AcM. o bien, se pueden implementar estrategias que logren el arresto de a!lulas 

en la fase Gl, basándose en Ja disminución de Jaµ. De lo anterior se deduce Ja importancia que tiene 

la caracterización de líneas celulares, ya que es necesario establecer el comportamiento 1UOCiado y/o no 

asociado de Ja cill<!tica de producción de AcM en cada caso particular. 

Se ha visto que, cuando se usan formulaciones convencionales de medio de cultivo, la 

obtención de densidades celulares altas está limitada en parte por el agotamiento de nutrientes claves 

(principalmente GLN y GLC) y/o por la secreción de metabolitos tóxicos (AMM y LACJ45, La 

presencia de concentraciones altas de GLC en el medio de cultivo causa un aumento en la tasa de 

glicólisis y, por ende, en Ja acumulación a niveles tóxicos de LACll,33, Por el contrario, si se 

man tienten niveles bajos de GLC se minimiza Ja producción de LAC. Por otro lado, el AMM tambic!n 

es t6xicol4, Dependiendo de Ja proporción de GLN canalizada a través del ciclo de Krcbs, Ja relación 

de moles de AMM secretados a moles de GLN catabolizada puede variar entre 1 y 2 13, Además, la 

GLN se descompone espontáneamente formando AMM. Esta descomposición sigue un proceso de 

primer orden, por JO que, si se mantienen niveles bajos de GLN. se puede minimizar la fonnación de 

AMM por descomposición 13.40, 

Estudios recientes han mostrado que la viabilidad de un cultivo puede ser prolongada mediante 

la atimcnmción predeterminada de nutrientes, ya sea por operación Upo "fed·barch" o en fonna de 

pulsos26,31. Sin embargo. ta1es estrategias resultan en el wo ineficiente del medio de cultivo, la sub- o 

sobrealimentación de GLC y/o GLN con Ja consiguiente limitación del cultivo, y la producción 

excesiva de LAC y AMM, respectivamente. Un ejemplo claro de ésto es el trabajo de Bibila eta/,4 en 

el cual alimentan medio concentrado ( IOX). a cultivos de diferentes Hneas celulares de hibridomas, en 
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fonna de pulsos o en fonna continua. El primer pulso de medio concentrado se dió cuando se observó 

un estado estacionario en la curva de crecimiento (la misma observación f~ considerada para el inicio 

de la suplementación continua). Los dos siguientes pulsos se dieron a intervalos que corrcspondlan 

aproximadamente a la mitad del tiempo de duración de la fase exponencial de crecimiento antes del 

primer pt:lso. Con esta estrategia lograron aumentos. con respecto a cultivos control por lote. en la 

conccnrraci6n celular máxima. en el Cndice de viabilidad, en la concentrnción final de AcM (de 7 veces) 

y en In. velocidad específica de producción de AcM (casi de 3 veces). Estas estrategias presentaron los 

problemas de sobreacumulaci6n de AMM. LAC y algunos nutrientes (i.e .. glutamina. tirosina. valina, 

alanina. trconina. glicina. histidina. fenilalanina, isoleucina y leucina). Además, presentó problemas 

de incn::mentos excesivos de osmolaridad. Debido a los problemas presentados, este sistema resulta 

costoso si se cOnsidera su escalamiento. De aqu{ la necesidad de proponer nuevas estrategias 

operacionales o mejorar las ya existentes. 

Kurokawa et a/.21 emplearon un sistema en-llnea que dctennina. por medio de un HPLC, las 

concentraciones de GLC, GLN y LAC en cultivos de hibridomas. Con este sistema, las 

concentraciones de GLC y GLN fueron controladas simultáneamente por un algoritmo de control 

adaptativo. Cuando se controlaron los niveles de GLC n 0.I gil y GLN n 1.4 mM, la concentración 

celular máxima y Ja velocidad especffica de producción de AcM se incrementaron a poco más del 

doble, comparado con cultivos con control de GLC a 2 gfl y 4 mM de GLN inicial Adicionalmente, 

las concentraciones finales de AMM y LAC disminuyeron por lo menos a la mitad y Ja concentración 

final de AcM fué cerca de 4 veces mayor. Con esta estrategia se comprobó que el control simultáneo 

de Jos niveles deGLC y GLN es lltil en la optimización de cultivos de hibridomas ya que reduce los 

niveles de metabolitos tóxicos, evita Ja sobrealimentación y aumenta Ja pfoductividad. Debe notarse 

que es importante controlar ambos nutrientes ya que Kurokawa et a/.21 ~bservaron que, por ejemplo, 

a bajos niveles de GLC y sin control de GLN. Ia producción de AMM aumenta considerablemente. 

Las desventajas de este sistema son el alto costo de los análisis por HPLC, además del costo del 

mismo, y el tiempo que tardan dichos análisis en ser procesados antes de dar la indicación de control al 

sistema computarizado. 

Xie y Wang62 desarrollaron un modelo estequiométrico simplificado del metabolismo 

energético para el cultivo de células animales, en donde se consideraron las principales v{as 

metabólica.s de GLC y GLN. A partir de este modelo, desarrollaron una estrategia de alimentación 

para controlar las concentraciones de nutrientes a niveles bajos y lo aplicaron a su sl-;tema de control. 

Específicamente, empicaron una estrategia de control fuero de Jfnea en la que estimaron el crecimiento 

celulW". Es decir, tomaron muestras del cultivo cada 12 h. determinaron Ja densidad del cultivo as( 

como las velocidades cspcdficas de crecimiento y de mucne, e introdujeron estos valores al programa 
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de control que predice el crecimiento celular (antes de que se tome In siguiente muestra). Con ta 

predicción de la densidad celular. el programa estima los parámetros cinf!ticos necesarios con los que 

puede controlar y accionar la alimentación de nutrientcs, talque la velocidad de alimentación sea igual a 

la velocidad con que se consumen. Con esta estrategia de control. Xic y Wanr¡fl2 lograron mantener 

niveles bajos de nutrientes (especialmente GLC y GLN), de LAC y de AMM, y un aumento de 18 

veces en la concentración final de AcM comparado con el cultivo por lote de hibridomas. La 

principales desventaja." de este si"tcma son: l) es un sistema abierto el cual depende de la precisión con 

que se estime la densidad celular. 2) a partir de la fase C.'\tacionaria de crecimiento se pierde el control 

cstequioml!trico de GLC y GLN. Por ejemplo. se sobrealimenta GLN estabilizándose en 1.5 mM pero 

alcanzando niveles de hus!a S mM, y se sobrealimenta GLC csiabiliúndosc por aniba de 0.5 gil. 

Zhou y Hu64 dctenninlll'On la com:lación estequioml!trica entre el consumo de GLC y la adición 

de base para el control de pH, así como In correlación estcquioml!trica entre el consumo de GLC y la 

velocidad de consumo de oxígeno (VCO). Utilizaron la adición de base o la VCO como indicador 

metabólico para manipular la concentración de nutrientes a bajos niveles. pero no-limitantcs, en 

cultivos alimentados con medio concentrado (16X). Es decir. estimaron en-línea la velocidad de 

alimentación de nutrientes requerida para mantener los niveles de nutrientes y productos de desecho 

bajos. basándose en cualquiera de las dos conclacioncs estequiomf!tricas. Observaron que la cantidad 

de base adicionada es un buen indicador del LAC fonnado. siempre y cuando se mantenga 

relativamente constante la capacidad de buffer del medio de cultivo. Para mantener la capacidad de 

buffer constante. controlaron a 5% el C02 en la composición de gaSes a la entrada. La concentración 

de OLC fu~ controlada a niveles inferiores a 0.5 g/l mediante la alimentación de una cantidad 

estcquiomf!trica de solución de nutrientes concspondicnte a la adición de base para el control de pH. 

Esta com:lación se fundamenta en que cada mol de LAC producido requiere paro su neutralización una 

mol de NaOH y en que las cantidades de GLC consumida y LAC producido son relativamente 

constantes durante la fase exponencial de crecimiento, por lo que la cantidad de OLC consumida puede 

ser estimada cn-lfnea. Con esta estrategia. Zhou y Hu64 lograron prolongu la fase exponencial de 

crecimiento. Aumentaron la concentración celular máxima y la concentración final de AcM en más: de 3 

y 6 veces, respectivamente. Disminuyeron la formación de LAC casi a la tercera parte con respecto a 

cultivos por lote. Por otro lado, en los cultivos alimentados en base a la VCO, Zhou y Hu64 estimaron 

la cantidad de GLC consumida (Y de otros nutrientes) en·lfnea a partir del consumo de oxígeno 

acumulativo. Encontraron que por cada mol de oxígeno consumido, se utilizaban 0.08 g de GLC. Se 

basaron en esta correlación para mantener la concentración de GLC en niveles inferiores a 0.5 gil 

dur.inte la alimentación de medio concentrado. Con esta estrategia también lograron prolongar la fase 

exponencial de crcl:imiento, pero la concentración celular máxima y la concentración final de AcM 

aumentaron sólo en dus veces. Además, la concentración final de LAC disminuyó únicamente n la 
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mitad con respecto a cultivos por lolc. Zhou y Hu64 proponen que con la combinación de ambas 

estrategias (en base a la adición de base y en base a la veo), la estrategia de control estequiométrica 

puede ser mejorada substancialmente. Las estrategias propuestas por Zhou y Hu64 presentan 

desventajas ya que las relaciones estequiométticas no necesariamente son constantes cuando hay 

cambios en las fases de crecimiento. Además. e,i¡isten errores de medición tanto para In veo como 

para Ja adición de base, lo cual causa incertidumbre respecto a las acciones de control y las 

fluctuaciones y desviaciones de Ja conc:entración de nutrientes fijada. Otra desventaja es que alimentan 

medio basal concentrado, por Jo que el costo se eleva ya que algunos nutrientes scc~nda.rios pueden 

estar en exceso. Adicionalmente, este es tambic!n un sistema abierto que depende de la prcsición con 

que se dctcmiinen las correlaciones estequioménicns y se estime el consumo de GLC. 

La determinación de la velocidad de consumo de oxígeno (VCO), en las diferentes fases de 

crecimiento, pcnnite la comprensión del estado metabólico de las células en cada fase y puede ser 

uti.li.zada en la aplicación de estrategias de control tales como la suplementación automatizada de 
nutrientes. R.amúez y Mutharasan4.5 han reportado que el agotamiento de GLN puede ser estimado en 

tiempo real y en-línea mediante mediciones continuas de la veo. Un descenso st\bito en la veo 
indica que el substrato se ha agotado. Uso.ndo dicha seftu.l se encontró que rnedinnte la suplementación 

manual de GLN al momento del descenso en la veo, la densidad celular mb.ima y la conccntmción 

final de Ac~ aumentan en un 63 y 115%, rcspcctivamen1e4.5. Sin embargo, eilite poca literatura al 

respecto y at\n no se ha establecido un comportamiento general entre distintas lfneas celulares. 

Asimismo, existe infonnación limitada respecto al efecto de la GLC y su agotamiento sobre la veo. 
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CAPITULO m 
OBJETIVOS 

Objetivos 

3.1 OBJETIVO GENERAL 

• PROPONER ESTRATEGIAS DE OPERACION PARA OPTIMIZAR LA PRODUCCION DE 
ANTICuERPOS MONOCLONALES SECRETADOS POR HIBRJOOMAS CULTIV AOOS 
EN SUSPENSION EN BIOREACfORES AGITADOS. 

3.2 OBJETIVOS ESPECmcos 

• PROLONGAR LA "LONGEVIDAD" DE LAS CELULAS; ES DECIR, OBTENER EL 
MAYOR NUMERO DE CELULAS VIVAS DURANTE EL MAYOR LAPSO DE TIEMPO: 
MEDIANIE LA SIGUIENTE ESTRATEGIA: 

IMPLEMENTAR LA ADICION DE GLUCOSA Y GLUTAMINA. BASADA EN EL 
COMPORTAMIENTO DE LA COMPOSICION DE OXIGENO DE LOS GASES DE 
ENTRADA, MANTENIENDO EL OXIGENO DISUELTO CONSTANTE. ES 
DECIR, BASADA EN LA DETERMINACION EN-LINEA DEL CONSUMO DE 
OXIGENO. 

* EXPLORAR EL USO DE MEDICIONES DE POTENCIAL REDOX COMO SENSOR 
AUXILIAR EN LAS ESTRATEGIAS DE ADICION DE NUTRIENTES CON EL FIN DE 
DISTINGUIR ENTRE EVENTOS CELULARES REALES Y EVENTUALIDADES 
OPERACIONALES. 
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4.1 LINEA CELULAR 

CAPITULO IV 
MATERIALES Y METODOS 

Materiales y Mltodos 

Para este estudio se utilizó un hibridoma murino generado con anterioridad y denominado 

BCF2, el cual secreta un AcM neutralizante y específico a Ja toxina 2 del nJacrán Centruroides 
noxius Hoffmann63. Esta línea fu~ generada por medio de la fusión de ~lulas de baw con una 

subclona del micloma SP2JO·Ag14 de ratón. Las ~lulas de bazo provinieron de un ratón inmunizado 

(hembra Balb/c) con la fracción D-9.2 del veneno acoplada con tiroglobulina. Los hibridomas fueron 

clonados y seleccionados in situ ni platcarlos sobre una capa alimentadora que consiste de 

macrófagos peritoneales de ratón63. El veneno de la especie de alacrán Centruroides noxius 
Hoffmann se obtuvó por cstimulación eJ~trica de los animales vivos y las diversas toxinas del veneno 

fueron purificadas por túnicas cromatográficas. El AcM obtenido inhibe Ja uni6.n de la toxina con 

membranas sinaptosomales de cerebro de ratón y muestra una clara actividad ncutraliz.antc in vivo. 

4.2 MEDIO DI! CULTIVO 

Como medio de cultivo básico se utilizó el medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, 

Sigma D-S030: en el a~ndice A se muestra la composición de este medio). Se prepara disolvi6ndolo 

con agua destilada, desioniz.ada y es~ril y suplementándolo cé>n bicarbonato de sodio (2.2 gil). ácido 

oxala<:<!tico (13.2 nÍg/I), insulina cristalina (0.8 mg/I), piruvato de sodio (5.5 mg/1)0 solución IOOX de 

aminoKidos no-esenciales (1 % v/v; Sigma M-7145: en el ap6ndice A se muestra Ja composición de 

esta solución), rojo de fenal (15.9 mg/I, como indicador de pH), solución antibiótica/aotimicótica 

[penicilina. (100,000 Uil). estreptomicina (100 mg/I), amfoiericina B (250 µgil); Sigma A-9909], y 
suero fetal bovino (SFB) a una concentración final de 10% v/v. Todo el suero utilizado ful! del mismo 

lote para os{ evitar variaciones en Ja composición (10% v/v. Sigma F-2449), Además, se le adicionó 

glucosa y glutilmina n concentraciones vnrfables, según Jos requerimentos de cada experimento. La 
fonnulación convencionu.I del medio DMEM contiene 4 gil de glucosa y 4 mM de glutamina. Cabe 

mencionllf que el SFB contiene. entre otros componentes. glucosa (0.8 gil) y lactato (l.S gil). El 

medio se esteriliza por filtración (membranas Milliporc, 0.22 µm) y se con.serva a 4°C por tiempos no 

mayores a un mes. 
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El agua utiliz.o.da debe ser, además de desionizada o bidcstilada, de procesado reciente para 

evitar contaminación con endoloxinas. Algunos de los reactivos que se suplementan son de vida media 

breve en solución y por lo mismo se conservm en congelación. Dcspu65 de un mes de preparado el 

medio, ble es desechado y se prepara nuevamente medio fresco. 

4.3 CONGELACION DE CELULAS 

Suspensiones con alrededor de un millón de c~lulas fueron centrifugadas u 600·700 rpm 

durante lS minulos, a lempcratura ambiente. Posterionnentc, se descartó el sobrenadantc y el paquete 

celular se rcsuspcndió con medio de congelación (constitufdo por DMEM con 20% de SFB y 10% de 

dimetilsulfóxido v/v) para dar una concentración final de aproximadamente 20 x toó ~lulas/mi. .Esta 

suspensión fut distribuida en viales de congelación es~riles (1-1.S mi), los cuales fueron conservados 

a-700C durante un día y almacenados posterionnente en nitrógeno Uquido hasta su uso. 

4.4 INOCULO 

Los inóculos, paro los cultivos experimentales. parten de viales criopreservndos conteniendo 

~lulns conservadas en medio DMEM convencional y dimetilsulfóxido (10% v/v) como conservador. 

Los viales se mantienen en nitrógeno líquido y cuando se requiert: preparar un inóculo, se descongelan 

a 37°C y las úlulas son transferidas inmediatamente a un tubo centrífuga cónico, Se adicionan muy 

lentamente (gota a gota) 10 mi de medio de cultivo DMEM porcada tubo descongelado y se mezcla. 

Postcrionncntc se centrifuga la suspensión a 600-700 rpm durante 15 min. y se resuspcnde el paquete 

celular (despuc!s de desechar el sobrenadante) en 10 mi de medio DMEM. La suspensión celular se 

coloca en un frasco de cultivo (frasco-T de 25 cm2 de área supeñicial) y tns úlulas son subcuttivadas 

por lo menos tres veces antes de preparar el inócuto. Los inóculos se preparan cultivando las ~lulas 

en fmscos-T de poliestircno (área superficial de 25 y 75 cm2) y se mantienen en una incubadora de 

C02 a 37ºC y 6% de C02. Rutinariamente se toman muestras del sobrenadante de los cultivos y se 

congelan a -20'C para su posterior análisis (sección 4.8), 

4.5 SISTEMA DE CONTROL Y ADQUISICION DE DATOS 

La composic:ilSn porcentual de o:dgeno. nitrógeno y dióxilJo de carbono en Ja coniente gaseosa 
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de entrada. el oxfgeno disuelto, el pH y el potencial redox del cultivo fueron graficados, adquiridos y 

controlados usando un programa de control escrito por Anuro Aguilar·Aguila Acuña en Microsoft 

QuickBasicl, Este programa controla el pH a un vaJor constante y prcdetenninado por medio de la 

variación de In composición de dióxido de carbono y nitrógeno, usando un algoritmo de conuol 

proporcional con banda de tolerancia. TllJllbién controla el odgeno disuelto a un valor constanle y 

predeterminado por medio de la variación de Ja composición de oxígeno y nitrógeno, usando un 

algoritmo de control proporcional. Para nuestro caso, el oxígeno disuelto (00) se controló a un valor 

de SO% de saturación con respecto al aire, y el pH se controló a un valor de 7.2 o de 7.3. El flujo de 

gases se mantuvo constante a 600 mVmin y la composición de los gases se controló a trav~s de tres 

controladores de flujo másico 5850E (Bmoks lnsirumen~ Hatfield, PA}. Las scftales de los electrodos 

de pH, potencial rcdox y oxigeno disuelto (lngold Elcctrodcs, Wilmington, MA} fueron amplificadas y 
adquiridas por una computadora Macintosh LC v!a una tarjeta MacADIOS 411 (GW lnstruments, 

Somcrville, MA) equipada con convertidores Analógicos/Digitales y Digitales/Analógicos, así como 

con entradas y salidas digitales. En el a~ndicc B se muestra un diagrama esquemittico completo de 

dicho sistema. El tiempo de adquisición de datos, de control y de cultivo fueron de 300 seg, 1200 seg 

y 168 h. respectivamente. Estos valores pueden ser modificados, por ejemplo, en Ja mayoña de Jos 

cultivos el tiempo de control se cambió a480 seg una vez entrada la fase de crecimiento exponencial. 

Para el cootrol proporcional del OD se usó una constante de proporcionalidad (ganancia} de 2%, y para 

el control del pH se us6 una ganancia. de 1000 y una banda de tolerancia de O.OS. Los cultivos 

agitados fueron iniciados con la siguiente composición de gases a la entrada: 74.26% de nitrógeno, 

19.74% de oxigeno y 6% de dióxido de carbono. 

4.6 CULTIVOS ESTATICOS POR LOTE 

Todos los cultivos estáticos se rcaliz.D.ron en frascos·T de 75 cm2 (excepto donde se indica) y se 

mantuvieron en una incubadora de C02 (37°C, 6% C02). Estos cultivos panieron de inóculos 

prcparad0s seglln la descripción de la sección 4.4. La densidad celular de los distintos cultivos fué 

monitoi'cada a diario. Asímismo, se tomaron muestras de cultivo que fueron guardadas a ·20°C para 

su posterior análisis. 

Se realizaron cultivos con medio DMEM de formulación convencional (4 mM GLN, 4 gil 

GLC, 10% v/v SFB}, con medio que conienía sólo la cuarta parte de GLN (1 mM} y con medio que 

contenía sólo la décima parte de GLC (0.4 gil). Se iniciaron los cultivos con una suspensión que 

contenía. entre O.IS x 106 y 0.2 x 106 células viables/mi. Se siguieron los cultivos hasta que la 

viabilidad decn:ció notablemente, tomando aproximadamente tres muestras diarias. 
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4.7 CULTIVOS EN BIOREACTOR 

Los cultivos en biorcactor partieron de inóculos preparados a partir de dlulas, cultivadas en 

frascos-T, que se encontraban en la fa.~ exponencial media. Los in(Jculos se prepararon centrifugando 

y rcsuspendicndo las célula~ en un volumen de medio adecl:l'ldo para que el biorcacor se iniciara a una 

concentración celular aproximada de 0.2 x t()Ó células viables/mi: 6sto con la finalidad de evitar 

varinciones debidas al tamaño del in(Jculo. El medio utiliwdo para resuspender las células tenfa la 

misma composición que el utilizado para iniciar los distintos experimentos. Todos los cultivos se 

siguieron hasta que Ja viabilidad habfa decrecido notablemente. 

Los cultivos se realizaron en un bioreacor Vinis de un litro con un volumen de trabajo de 700 

mi y equipado con una barra magnética (impulsor), suspendida a una quinta pane de Ja altura del 

lCquido. Los bioreactores fueron operados a 37°C, a una velocidad de agitación de 150 rpm y con 

aireación superficial. La aireación fué a tra..,és del cabezal del biorcactor y con una mezcla de gases 
(oxígeno, nitrógeno y dióxido de carbono) a un ílujo constante de 0.6 Umin. El oxígeno disuelto se 

midió in situ y se mantuvo constante a 50%, con respecto a la saturación con aire, mediante el 

control automático de los flujos individuales de oxígeno y nitrógeno. El pH se midió y controló 

automáticamente a un valor constante al variar el flujo de 002. 

4.7.1 Cultivos con exceso de glutamina y glucosa, bajo limitación de 

glutamina. y bajo limitación de glucosa. 

Se realizaron cultivos con medio DMEM de fonnulación convencional (4 mM GLN, 4 gfl 

GLC. 10% v/v SFB}, con medio que contenta sólo la cuarta parte de GLN (J mM), y con medio que 

contenía sólo 0.1 gil de GLC, a diferencia de 4 gil de la formulación con ... encionat. Los cultivos se 

iniciaron con una suspensión que contenía entre 0.15 x 106 y 0.2 x J06 células viables/mi, y se 

tomaron apmXirJ1adamcnte tres muestras diarias. 

4. 7 .2 Cultivo suplementadv selectivamente con glutamitUz 

Se realizó un culti..,o con medio DMEM (4 gil GLC, 10% vlv SFB) con una concentración 

inidal de GLN de 0.5 mM. Este cultivo inició con una suspensión celular un poco más alta que la de 

los demás, de alrededor de 0.35 x 106 células viablesfml. Las muestras tomadas fueron tres diarias y/o 

cada vez quC se adicionó GLN. DurJnte los primercs tres días de cultivo, cada vez que se observó un 

de!lct:nsu en la presión pardal de oxígeno. se di6 un pulso manual de GLN con el fin de elevar la 
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concentración n o.lrcdedor de 0.2 mM. A partir del tercer dfn se alimentó GLN en forma continua {a 

través de una bomba peristáhica) siguiendo un perfil más o menos exponencial. La GLN 

suplementada fué preparada disolviendo GLN en agua para tener una solución saturada (200 mM) con 

la que no se obruvieran variaciones de \'Olumen. Esta se> lución se esterilizó por filtraeión (membranns 

Mitliporc, 0.22 µm). Se midió GLC fuera de lCnea y esporádicamente para asegurar su suministro (no 

hubo necesidad de adicionarla). Cerca del final del cultivo, el pH fué controlado mediante la adición 

manual de NaOH 0.2 N. También se adicionaron 7 mi de medio de cultivo (como precaución) para 

garantizar que ningún olro nutriente esruviera limitando el crecimiento. 

4. 7.3 Cultivo suplementado .selectivamente con glucosa 

Se realizó un cultivo con medio DMEM (4 mM GLN. 10% v/v SFB) con una concentración 

inicial de GLC de 0.05 gil. En este cultivo también se tomaron tres muestras diarias y/o cada vez que 

se adicionó nutriente. Se dieron pulsos manuales de GLC cada vez que se observó un descenso en la 

presión parcial de oxígeno. Esporádicamente se suplementó GLN en exceso para asegurar su 

suministro. La'GLC y GLN suplementadas fueron preparadas disolviendo GLC o GLN en agua para 

tener una solución saturada (30 gil y 200 mM, respectivamente) con Ja que no se obtuvieran 

variaciones de volumen. Estas soluciones fueron esterilizadas por filtración (membranas Millipore, 

0.22 µm). Cerca del final del cultivo, el pH fu6 controlado mediante la adición manual de NaOH 0.2 

N. Tambi6n se adicionaron 7 mi de medio de cultivo (como precaución) para garantizar que ningún 

otro nutriente estuviera limitando el crecimiento. 

4.7.4 Otros cultivos 

Se realizó un cultivo (0.15' l()Ó células viables/mi) en el que se dieron pulsos de o.Cgeno y de 

rotenona (5 µM; agente inhibidor de la cadena de transporte de electrones), Se hizo un duplicado de 

este expeñmento (0.8 x 106 células viables/mi), en el que además se dieron pulsos de GLN ya que la 

densidad celular y viabilidad eran mayores que en el primer caso. Se realizó otro cultivo (0.7 x tü6 
células viables/mi) en el que se dieron pulsos de oxígeno y de 2.4-dinitrofenol (2 mM: desacopla.dar 

respiratorio). En éste tambi~n se inyectó GLN para preveer su agotamiento. Los pulsos de oxígeno se 

dieron mediante: un aumento seguido de una disminución en la composición de oxígeno de Ja mezcla de 

gases a la entrada. Estos cultivos se rea1izaron con el objeto e.Je inhibir la respiración y para ver su 

efecto sobre el perfil dc:l potencial redox del cultivo. La rotcnona y el 2.4-dinitrofenol fueron disueltos 

en 1 mi de dimetilsulfóxido. Se tomaron aproximadamente tres muestras diarias y/o cada que se 

efectuaba un pulso. 
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Se realizó otro experimento en bioreactor en donde se dieron pulsos de lactato, amonio y agua 

con el fin de indagar si existe algún efecto de esto., componentes sobre el potencial redox del cultivo. 

Cada uno de éstos se adicionó a medio de cultivo estéril (sin célula.'>) en forma de pulsos o en forma 

intermitente mendiante una bomba peristáltica. Primero se adicionó el LAC. Se dieron 6 pulsos de 0.6 

mi durante las primeras R hora.'>. Durante los siguientes 12 horas se suministró un tlujo de 0.5 mllh y 

luego de 0.7 mVh durante Ja.i; siguientes 28 horas. Para esta etapa experimental se utilizó una solución 

acuosa de LAC a 63.4 gil que fu~ es1erilizada por filtración (membranas Millipore. 0.22 µm). 

Posterionnente, se ajustó el pH con NaOH 0.2 N y se prosiguió con la adición de cloruro de amonio 

(0.1 M, acuoso y esterilizudo por fihr.ición) a un flujo de 0.5 ml/h durante las siguientes 48 horas. Por 

óltimo, se adicionó ngua esterilizada (por autoclave) a 2 mVh durante las siguientes 6 horas, a partir de 

donde se aumentó el flujo a 4 mVh durante las siguientes 13 horas y a un flujo de 27 ml/h durante las 

últimas 3 horas. Se tomaron aproximadamente tres muestras diarias y/o cada que se efectuaba un 

cambio de flujo. 

4.8 METODOS ANALITICOS 

4.8.1 Detenninación de la concentraci6n celular 

La concentración celular fué deienninada usando un hemacitómetro y un microscopio F'"isher 

Micromaster a lOX. Las células vivas son distinguidas de las muertas por el m~todo de exclusión de 

ami de uipano41 (las células muertas se tiñen de azul) y la viabilidad es detenninada como el porcentaje 

de las ctlulas vivas del total. 

4.8.2 Determinación de glucosa)' lactato 

Las concentraciones de glucosa y lactato fueron determinadas enzimáticamcnie en un analii.ador 

YSI modelo 2700 (Ycllow Springs lnstrumcnts Co., Ycllow Spiings, OH). Este analizador utiliza 

membranas con enzimas inmovilizadas:. ~Íucosa oxidasa para detCrininar glucosa y L-lnctato oxidasa 

para la determinación de lactato. La enZima ca1atiza la reacción entre la muestra a detenriinar y el 

oxígeno, fonnando un derivado y peróxiJ~ de hidrógeno. La sonda 'del sensor contiene un sistema de 

electrodos amperom6uicos que responden ante la presencia del peróxido de hidrógeno. El flujo de 

corriente en el circuito del ánodo de platinC_J es linealmente proporcion~I a la concentración de glucosa y 

de Jacrato. 
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4.8.3 Determinación ele amonio, ¡;/uramina y otros aminoácidos 

Las concentraciones de amonio y glutamina. así como la de otros aminoácidos. fueron 

dcrcnninadas en un Analizador de Aminoácidos BeckmW1S3, El método utilizado es un método de 

columna sencilla (JO cm High Peñomance Column for Lithium Buffer Methods No. 338051. 
Beckman), que utiliza cuatro buffers de litio, ninhidrina y un regener.rnte de hidróxido de litio y que 

analiza los componentes ninhidrina-positivos de flufdos fisiol6gicos. Este método es una 

cromatografía de Uquidos por inlercambio i6nico, donde los componenrcs e luyen de acuerdo a su carga 

y al buffer de litio utiliz:ido par.t su eluci6n. La tabla 1 muestra Jos parámetros del Sisrcma Beckman 

para columnas de 0.4 x 10 cm y los buffers de Li-A, B, C. 

Antes de colocar las muestras en el analizador. éstas son desproteiniz.adas con ácido 5-

sulfosalicOico mediante el siguiente prolOColo: 

1.- Al tomarla muestradestiMda para el análisis de aminoácidos se agregan 6µ1 de 

HCI 2N por mi de muestra. Esto con el fin de a.segurar un pH bajo en el que no se desorba el amonio. 

2.- Se colocan en un "Eppcndorf' (2 mi} 80 µI de muestra a temperatura ambiente 

(TA) y se agregan 180 µI de ácido 5-sulfosalicOico al 35% para precipitar la proteína .. 

3.· Se mci.cla por vórtcx durante 5 segundos y se deja reposara TA 5 min. 

4.- Se adicionan 140 µI de hidnlddo de litio 0.5 Mala mezcla, para neutralizarla, y 
se mezcla por v6rtex dw-dflte 5 segundos. 

5.- Se centrifuga a 4,000 rpm durante 15 min y se Pª"ª el sobrenadante a un tubo 

ueppcntkuf" Umpio. La mDlstrn puede guardarse durante 48 horas a -70ºC para su pusterior análisis. 

Se repite este paso las veces que sea necesario para obtener un sobrenadante perfectamente claro. 

6.- Se toman 100 µI del preparado y se colocan en un tubo "Eppcndorf" limpio. 

7.- Se adicionan 100 µI de buffer Li·S de Beckrnan que contenga un control interno 

(i.e •• ácido L-a. aminoadípico) y se mei.cla por vórtex. 

8.- Se iny~tan 50 µl al analizador de aminoácidos Beckman. Los componentes 

inyectados deben tener una concentraci6n entre 0.1 y 0.2 µmol/mi, sobretodo Jos estándares y 

controles internos. 

9.- Finalmente, se JetennimJ.Jl las concentraciones de aminoácidos y amonio en 

base a las curvas de patrón (determinadas con anterioridad) y considerando las diluciones realizadas. 

Estas curvas se obtienen al inyectar soluciones que contienen diferentes concentraciones de los 

componentes que se desean cuantificar. Dichas soluciones se preparan en buffer Li-S y contienen un 

control inrerno (i.e., ácido L-a-aminoadfpico) como indicador de variaciones en el volumen de 

inyección. Las áreas resultanles se relacionan con las concentrnciones conocidas y se obtiene uno 

regresión lineal para cada componenli:. Con eslas regresiones se determinan cuantitativamenre los 
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Tabla t. Parámetros del Sistema Bec:kman (Columna 0.4 x 10 cm; 
Buffer Ll-A,B,C). 

PARA METRO• VALOR 

BulferLi-A bl min li6.0 
Buffer Li-B b2min 39.S 
BulferLi-C b3min 62.0 
Buffer n:generanlc de Li b6min 11S.0 
TICIDpo ti min 11S.O 

Temperanua ti "C 33.S 

Tiempo t2min 13.0 

Temperatura t2"C 60.0 
T10mpo t3min SS.O 

Tempemrura t3 "C 77.0 

Ninhidrina rOmin 118 

Agua Somin 11S.O 
RCinicio ciclo e inyección rCmin 130.0 
Velocidad de ílujo de buffer Fl..mllh 20.0 
Oradienrc de rcmperuturu tO "Chnin 1.2 

• Las abreviaturas corresponden al procedimiento descrito en el Mttodo Becbnan53 
y se refieren a Jos distintos panimerro.s (i.e., tiempos, flujos y tempenlluraS) que 
se deben pmgramuren eJ analizador. 
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diferentes componentes de cada muestra. Estas curva.~ y regresiones se muestran en el ap6ndice C. 

4.8.4 Determinación de antic11erpo monoclonal 

El método de detección de AcM debe ser acorde a la actividad de1 mismo. El parámetro de 

capacidad de unión antigénica es conveniente para identificar los cultivos productores de AcM 

especfficosS. Sin embargo. en algunos casos se requieren ensayos de detección bnsodos en Ja 

actividad biológica del antígeno. Para determinar la capacidad e.Je unión antigénica, el método más 

adecuado es el ensayo inmunoenzimático. mejor conocido como ELISAS. Este procedimiento es 

accesible. sencillo, sensible y rápido. Adem'5, permite analizar simultáneamente un gran número de 

muestras, identificando algunas reactividades positivas entre una mayorCa de cultivos que producen Jg 

irrelevantes. Esta prueba permite utilizar antígenos puros e impuros para registrar la presencia de 

irununorreactividadcs. 

Las conccnttaciones de AcM fueron dctcnninadas por la técnica "EUSA"45 que se describe a 

. continuación: 

l.· Colocar 100 µ1 de anticuerpo de borrego anti-ratón [Affinipure sheep nnti­

mouse lgG (H+L), Jackson lmmunoRescarch Labs., Inc.], a cada pozo y dejar de 16 a 18 horas 

incubando a 4'C. El AcM se prepara a 0.02 mg/ml con PBS. En este paso se adhiere el AcM al fondo 

del pozo. El PBS (buffer de fosfatos) se prepara llisolviendo en un litro de agua destilada los 

siguientes reactivos: 8.75 g de NaCI, 2.25 g de Na2HP04. 0.2 g de KHiP04, y 0.2 g de KCI. 

2.- Lavar cada pozo 2 veces con 150 µI de PBS+twccn. El PBS+twccn se prepara 

disolviendo 0.5 mi de Tween 20 en un litro de PBS. 

3.- Colocar 125 µI de BSA (albúmina de suero bovino) a cada pozo y dejar 

incubando 2 horas a TA. Con este paso se bloquean los sitios reactivos remanentes. El BSA se 

prepara disolviendo IO mg de BSA por mi de PBS. 

4.- Repetir el paso 2. 

5.- Colocar 100 µI de PBS en la primera hilera (blanco A) y 100 µI de solución 

estándar en las siguientes dos hileras (controles internos By C). Como estándar se usó anticuerpo de 

ratón anti-rata [Affinipurc mouse anti-rat IgG (H+L}, Jackson ImmunoResearch Lnbs .. Inc.], 

preparados con PBS a 21y42 ng/ml, respectivamente. En las hileras restantes (Da H), colocar 100 

µI de la muestra a determinar (en cada pozo y por hilera) y diJuída con PBS para dar una concentración 

por debajo de 100 ng/ml de AcM (de preferencia entre 21 y 42 ng/ml), que es el rango lineal de la 

curva patrón [AcM] contra nbsorbancia (ver a~ndice 0). La curva patrón se detenninó colocando 

diversas concentraciones de estándar en las diferentes hileras (B a H). En este paso se une el primer 
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ligando específico al AcM del paso 1. Se deja incubar a TA durante 2 horas. 

6.- Repetir el paso 2. pero 3 veces en lugar de 2. 
7.- Colocaren cada pozo 100 µJ de anticuerpo de borrego anti-ratón conjugado con 

alcalino fosfatua [Alkaline phospharase~njugated Afllnipure shcep anli·mouse lgG (H+L), Jackson 

ImmunoResearch Labs.. lnc.J y dejar incubando a TA durante 2 horas. Este AcM se prepara a 0.6 
µg/ml con PBS. En ._..., paso se une el ligando detecror al ligando anterior. 

8.· Repetir el paso6. 

9.· Colocar en cada pozo 100 µI de PNPP (paranirrofenol fosfato, Sigma 104 

Phospharase Subsrrate) y a los 20 min exacros agregar 100 µI de NaOH 2 N. En este paso"' revela la 

llCtividad enzimática, la cual se percibe por la colotlleión amarilla generada en este paso. El PNPP se 

prepara disolviendo 24 mg de PNPP en un litro de dieumolamina (DEA), la cual se prepara disolviendo 

JO mi de DEA, 0.2 g de MgCl2·6H20 y 0.29 g de NaN3 en 890 mi de agua destilada: se ajusta el pH a 

9.8 con HCI y se afora a un litro. 

10.- Leer absorbancia a 405 nm y detemtinar las concentraciones de AcM, 
considerando las diluciones realizadas. 

Los platos de ELISA (96 pozos, Nunc-lnmunoplate) fueron leídos con un lector 1itertek 
Multiscan MCC/340 (Aow La.boratories, Mclean, V A) y las concentraciones de AcM reportadas 
fueron obtenidas de por lo menos un promedio de 12 pozos. 

4.9 CONSIDERACIONES MATEMATICAS 

4.9.t Detenn;nación de la velocidad específica de crecimiento. rendimientos, 
coeficientes metabólicos y productividades en cultivos estáticos y agitados 
por lotes o suplementados. 

La velocidad especifica de crecimiento apwente (µ)es una tasa de crecimiento observada. Es 
decir, es el rcsuJtado de restarle a Ja tasa de crecimiento real Ja tasa de muerte. Laµ fu6 detcnninada 

·para la fase de crecimiento exponencial, donde: 

dx/dl :µX (2) 

AJ integrar la ecmu:ión (2) se obtiene Ja siguente ecuación: 

(3) 
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donde x y x0 son la concentración celular viable aJ tiempo t y al inicio de la fase exponencial de 

crecimiento. respectivamente. Una gráfica del ln(x/Xo} contra el tiempo nos genera una regresión lineaJ 
donde la pendiente es µ. 

Los rendimienlOS de LAC/GLC, GLC/x y LAC/x fueron detcrminados mcdianle la pcndienle 
de una regresión lineal en gráficas de LAC contra 01..C, OLC contra x. y LAC contra x, 

respectivamente. Los coeficientes merobólicos (q¡) fueron detcnninndos mediante la siguiente 

ecuación: 

(4) 

donde Yux es el rendimiento del substrato o producto "i" sobre bioma.sa. Para el caso del cultivo 

suplementado sclcctivamcnle con GLC, los rendimientos de GLC fueron delemllnados considerando la 
GLC consumida en vez de la residual. 

El AcM total producido (McM) y la velocidad volumttrica global de producción de AcM 
(r AcM) fueron determinadas a partir de las ecuaciones S y 6, respectivamente. 

(S) 

(6) 

La velocidad especifica de producción de AcM ('IAcM) fué determinada mediante la pendiente 
de la regrc5i6n lineal generada de la gráfica de la concentración de AcM contra el índice de viabilidad. 
El Indice de viabilidad Ú x dt) se determinó como el área bajo la curva de conceotración de <:<!lulas 
viables contra tiempo, por el mtlOdo inlegnd de los trapecios. 

4.9.2 Detenninación de la velocidad de consumo de oxígeno en cultivos agitados 

Haciendo un balance de oxígeno a.lrcdcdor de Ja fase líquida del biorcactor se ócne: 

(7) 

donde CL y C• son la concentración de oxígeno en medio y a la saturación. respectivamente. VCO es 
la velocidad de consumo de oxígeno, kt a es el coeficiente volumétrico de transferencia de oxígeno y 1 
es el tiempo. El valor de Ct está dado por un electrodo de oxígeno disuelto sumergido en el cultivo. 
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Lavery y Nienow25 mostraron que los valores de ko1 son similares entre cultivos de cdlulas 

animales con diferentes composiciones de medio de cultivo. pero operados a las mismas condiciones 

de aireación y agitación. Por ejemplo, ellos encontraron una diferencia menor al 5% para distintos 

fluídos (i.e .. agua. medio de cultivo con y sin suero) que fueron aireados superficialmente y agitados 

a 350 rpm. Por lo mismo, se puede decir que el coeficiente kLa es una constante ya que la 

composición fisicoquímica del medio cambia muy poco durante el cultivo de células anímale~. El 

coeficiente kla. determinado por el Método de Tiempo de Respuesta25, fue! de l.OS h-1. Este valor es 

exclu.dvo para fa.1¡ condiciones de opcr.icMn del sistema de cultivo utilizado en este trabajo. El Método 

de 1iem pode Respuesta consiste en de.sorber completamente el oxígeno del fluí do (agua) contenido en 

el biorcactor (a las condiciones de cultivo) con nitrógeno y súbitamente cerrar el nitrógeno y abrir el 

aire (cambio escalonado). El tiempo que toma Ja concentración de oxígeno disuelto en subir de 0% a 

63.2% (con respecto a la satur..u:ión con aire) es la constante de tiempo del sistema, y el inverso de este 

valor corresponde al coeficiente kLa. 

De la ecuación (7) se desconocen veo y e·. siendo veo la variable dependiente que 

deseamos detenninar. Para conocer e•, que representa la concentración de oxígeno en equilibrio con 

la fase gaseosa, se consideró que las concentraciones de o:tfgeno a la entrada, a la salida y en Ja fase 

gueosa del bioreactor son aproximadamente iguales. Esta consideración se hizo suponiendo primero. 

que la fa.se gaseosa está bien mezclada. Por Jo mismo, las concentraciones de oxigeno en la fase 

gaseosa y a la salida son iguules. Segundo, se asumió que el consumo de oxfgeno es muy pequefto y 

que por lo mismo los flujo.'i de gases a la entrada y a la salida son aproximadamente iguales, al igual 

que lns concentraciones de oxígeno a la entrada y en la fase gaseosa del bioreacor. Las suposiciones 

de la segunda consideración son válidas ya que tomando el caso extremo (máximo de '10
2 

para ~lulas 

animales típicas, máxima com:entrn.ción celular, y valor más bajo utilizado para el flujo de oxígeno a Ja 

entrada) y considerando que el oxígeno es un gas ideal. la diferencia entre las concentraciones de 

oxfgeno a Ja entrada, a la sa.Jida y en la fase gaseosa serla de menos del 0.5%. Es importante notar, 

que es diflcil dctenninar experimentalmente la concentración de oxfgeno en Ja fase gaseosa y que con 

estas consideraciones es posible detcnninar e• de acuerdo con las ecuaciones (9) y ( 10). 

Integrando la ecuación (7) se obtiene la ecuación, en forma discretizada. con Ja que se puede 

dctenninar la velocidad de commmo de oxígeno en-línea: 

kLa, ' ' 9:tt.t.:..S;. veo= ""21(C¡ + C;+1> - (CL¡ + CL¡,¡)] - •1+1 - I¡ (8) 

donde i es el elememo de discrelización. Conociendo el valor de Ja presión parcial de oxígeno (po2) a 
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la entrada del bioreactor. la et ncentraci6n molar del agua (CH
2
c» y la constlnte de Henry (H) se puede 

determinar e• de la siguiente anera: 

e;= 011 
H 

(9) 

y 

Po2= Yo2 
(10) 

donde y02 es la frncci6n mol <e 0 2 y PT la presión total. Además, Ja velocidad específica de consumo 

de oxígeno (<Jai) puede ser de rminada mediante la siguiente ecuación: 

'!o,= CO/x (11) 

4.9.3 Corrección y e /culo del potencia{redox en cultivos agitados 

El potencial rcdox de cultivo. PRC, se conigi6 por cambios de pH (a odgeno disuelto 

constante) mediante Ja siguien ecuaci6n20: 

PRCc = RC¡ • 61.6 (ApH) (12) 

donde los subíndices "ctt e .. ¡.. refieren al PRC corregido y medido. respectivamente. El coeficiente 

61.6 mV conesponde al polenc al de Nernst (EN) a 37"C: es decir, EN= RT/f donde Res la constanle 

de los gases ideales, T la lempo tura absoluta y f la constante de Faraday. Para estimar el efecto que 

el oxígeno disuelto (OD) deber! tenersobre el PRC (a pH constuttel. se utilizó la siguienle ecuación?: 

PRCe = RC0 + 0.5 (AOD) (13) 

donde Jos subíndices "e .. y "o.. rcfie1~n al PRC estimado e inicial. respectivamente. El coeficiente 

0.5 mV/% comsponde a la pen iente de la regresión lineal de gn!f"icas de 00 (ltnnino independiente) 

contra PRC (~nnino dependie te). Los datos fueron tomados de varios experimentos (como los 

descritos en la sección de Resul os y Discusión) donde se dieron pulsos de oxígeno. es decir, d0nde 

se generaron oscilaciones de 01 y PRC. AJtemativ11mente, el efecto del 00 sobre el PRC tambMn 

puede ser determinado por la sig iente ecuación23: 

PRC. = a n(OD) + b (14) 

donde a y b son constantes de un regresión lineal (pendiente y ordenada, respcctivamen~). 
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CAPITULO V 
RESULTADOS Y DISCUSION 

5.1 CARACTERIZACJON DE LA LINEA BCF2 

Resultados y dtscusldn 

La línea de hibridomas BCF2, productora de anticuerpos monoclonales específicos para la 

toxina de alacrán, no había sido propagada anteriormente en cultivo in vitro. Por lo tanto. un 

requisito preliminar para los objetivos de este trabajo fué la caracterización del comportamiento de Ja 
linea celular en cultivo in vitro. Esto es. la detenninación de cin6ticas de crecimiento, de consumo 

de nutrientes, de secreción de desechos metabólicos y de producción de anticuerpo monoclonal. Se 

detenninó el comportamiento de la línea celular en cultivo estático (frasco-11 y en cultivo agitado 

(biorcactnr por lotes). 

Durante la implementación de los cultivos in vitro, se vió que era necesario subcultivar 

(resembrar) los hibridomas en cultivo estático por to menos tres veces desp~s de ser descongeladas 

las células. Esto con et fin de obtener cultivos estables, es decir, cultivos cuyas ciMticas fueran 

reproducibles. Adicionalmente, debe notarse que en todos los casos analizados (i.e., figuras 2-6, 10, 

15 y 19) se apm:ió que el AcM se acumula durante todas la.< fases de accimlcnto, inclusive durante las 

foses estacionaria y de muerte. Esto está de acuerdo con las observaciones de otros invcsdgadorcs que 
han cultivado hibridomas in virro3,8.26,31,38,39,40,44,48,49. 

5.1.1 CultiPos estáticos por lote 

S.1.1. l Cultivo con exceso de glutamina y glucosa 

Para conocer el comportamiento de la línea de hibridomas BCF2, se realizaron cultivos 

estáticos (frascos~T de 7S·cm2) en medio de cultivo con la formulación convencional (4 mM de 

glutamina, 4 gfl de glucosa adicionada). La figura 2 muestra el comportamiento cinético de esta línea 

celular. Se observó una fase de crecimiento lag inicial. seguida por una fase de crecimiento 

CXpOnencial donde se alcanzó Una densidad Celular máxima de l.J X IQ6 C~JuJas viables/mi (XDUlX• 
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Cultivo estático por lote con exceso de glutamlna 
y glucosa (4 mM GLN, 4 gil GLC). 

41 



Res11/1ados y discusldn 

figura 2A). Después de alcanzar la Xmu• se observó un rápido decremento en la viabilidad. La 
velocidad C!pccffica de crecimiento (µ) fué de 0.046 h·I. Varios investigadoresll,31,33.47 han 

mostrado que la GLC y la GLN son la principal fuenre de carbono y de energía, respectivamente. en la 

mayoría de los medios de cultivo y que ambos nutrientes son requeridos para el crecimiento. Debido a 
que la GLC (figura 28) y la GLN (observación cualitativa de los cromatogmmM, sin cuantificar áreas) 

aán estaban presentes en concentraciones no-limitantes. el descenso en la concentración de ~lulas 

viables y en la viabilidad no se puede atribuir a la limiw.ci6n por alguno de estos dos nutrientes. Sin 

embargo. éste descenso puede ser debido a las altas concentraciones de productos de desecho que son 
tóxicos. tales como el lactato (LAC, figura 28) y el amonio (AMM), como lo propone MillcretaL33. 

Como se muestra en la figura 28, el consumo de GLC y Ja producción de LAC ce5:U0n una 

vez entrada la fa.se de muerte (figura 2A). Los coeficientes metabólicos para GLC y LAC (qo. qi_, 

respcctivamen1e) fueron de 2.74 x 1cr13 y 5.63 x 1cr13 moUCl!lula-h, respcctivamenlC. El rendimiento 
aparente de LAC/GLC (Y'LJG) fué de 2.05 moVmol, sugiriendo que durante el crecimiento en cultivos 

por lote, la OLC es convertida casi enteramente en LAC y que poca cs. catabolizada a través del ciclo de 

Krebsll,33. Se han reportado rendimientos, tan altos como éste, para cultivos contfnuos y 

scmicontínuos de otras líneas celula~s aµ altasll,45. Por otro lado. la producción de AcM continuó 

incrementándose hasta el ~nnino del cultivo donde se alcanzó una concentración máxima de 36 mgll 

(figura 2C). El 1olal de AcM producido (t.AcM) y las velocidades volumtttica (rAcMl y especifica 
('IAA:Ml de producción rueron de 1.44 mg, 0.28 mg/l·h, y 0.42 x 10·9 mglctlula·h, respcctivamenlC. 

En el apéndice E se muestran algunas cin6ticas para otros cultivos (bajo las mismas condiciones . 

de cultivo) cuyos perfiles son similares a los mostrados en la figura 2. El análisis de las cinéticas 

presentada.'\ en l:i figura 2 y apéndice E demuestra la rl!producibilidad de los resultados mostrados en 

este trabajo. El intervalo de laµ para estos cultivos es de 0.036 a 0.044 h·I. Los intervalos para qo, 

qL y Y'(,(l son de 1.67-2.93 x 10·13 moUCl!lula·h, 3.67-5.63 x ICTl3 moUCl!lula·h y 1.8·2 .• 2 moUmol, 

rcspcctivamentc. 

5.1.1.2 Cult;vo J;m;uulo de gl111amin<l 

Con el objeto de estimar el efecto de la concentración inicial de GLN sobre el crecimiento 

celular, se realizaron cultivos estáticos en los que la concentración inicial de GLN fué de Ja cuana parte 

( J mM) con respecto al cultivo con exceso de GLN y GLC (i.e., figura 2). La figura 3 muestra los 

perfiles de crecimiento, viabilidad, consu~o de GLC, secreción de LAC y producción de AcM para 

uno de estos cultivo ... y para el cultivo mostrado en la figura 2 (los datos de figura 2 están 
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Cultivo estático por lote bajo limitación de 
glutamina (1 mM GLN, 4 gil GLC). Las 
curvas punteadas corresponden a los datos del 
cultivo estático con exceso de GLN y GLC 
(mostrado en la figura 2). 
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representados por las 1Cnens punteadas). Otro cultivo, realizado bajo las mismns condiciones de 

limita.ción de GLN. generó perfiles similares (ap6ndice F). Para los cultivos limitados de GLN, se 

observó una fase de crecimiento lag inicial, seguida por una fase de crecimiento exponencial donde se 

alcanzó una densidad celular máxima de 0.8 x 106 cc!lula.'i viables/mi. Despul.'i de alcanzar la Xmax, la 

viabilidad sufrió un rápido decremento. Se observó que la Xmnx alcanzada y la duración d~ las fases 

exponencial y estacionaria fueron menores cuando la concentración inicial de GLN en el medio fue! de 

lmM en lugar de 4mM (figura 3A y apéndice F). De estas observaciones se pudo inferir que cuando 

se usa medio con una concentración inicial de lmM de GLN, ocurre limitación por dicho substrato 

de.'iputs de transcurrido cierto tiempo de cultivo. 

La figura 38 muestra como la GLC estuvo presente en concentraciones no-limitantes a to largo 

de todo el cultivo. Por to mismo. el descenso en la 'concemración de células viables y en la viabilidad 

no se pudo atribuir a la limitación de GLC. Aunque en estos cultivos no se dctcmúnó ln concentración 

de GLN, se puede concluir que (como se verá más adelante) el descenso en la viabilidad fu6 debido a 

la limitación de GLN, fenómeno observado en cultivos agitados y en los cuales la GLN fu6 

dctenninada (i.e .• ver figura 7 y su discusión más adeJnnte). Adem4s, la disminución en la Xmax 'no 

puede ser atribuida a concentraciones mayores de productos tóxicos, cerno e 1 LAC (figura 38). Como 

se muestra en la figura 38, en ambos cultivos, el consumo de GLC y la producción de LAC ccsarón 

unas cuantas horas después de alcanzada la Xmax· En cambio, la producción de AcM continuó 

incrementándose hasta el tfrmino del cultivo donde se nlcanz.6 una concentración máxima de 17.2 mgll, 

cerca de la mitad a la alcanzada en el cultivo con exceso de GLN y GLC (figura 3C). 

En estos cultivos (limitado de GLN: figura 3 y a~ndice f), la velocidad espedfica de 

crecimiento fu6 de 0.048-0.055 h-1. Los coeficientes metabólicos para GLC y LAC fueron de 2.69-

3.0S x IQ·ll y S.81 x 10·13 moVcélula-h, respectivamente. El rendimiento aparente de LAOGLC 

(Y'uo) fué de 2.12-2.16 mol/mol, sugiriendo que durante el crecimiento en cultivos por lote bajo 

limitación de GLN, la GLC es convertida enteramente en LAC y la GLN es cataboliz.nda a través del 

ciclo de Krcbs sufriendo, en parte, una oxidación parcial hacia LAC. Las velocidades volum6trica 

{rAcMl y especifica {qAcM> de producción de AcM fueron de 0.17 mg/l·h, y 0.26 x 10·9 mg/célula·h, 

respectivamente. Los valores de qa y Y'uo fueron similares a los observados en cultivos con exceso 

de GLN y GLC (ver tabla 2). En cambio, los valores deµ y qL fueron un poco mayores, mientras que 

los valores de rAcM y <IAcM fueron menores (ver tabla 2). 
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Tabla 2. Resumen de parámetros cinéticos y estequlométrlcos para 
cultivos estáticos por lote 

CULTIVO CON EXCESO LIMITADO LIMITADO 
FSTATICO DEGLNYGLC DEGLN DEGLC 

[GLN) lnldal •, mM 4 4 

[GLC) lnldal •, gil 4.0 4.0 0.4 

Xm••• l<l6célula.</ml 1.1 - 1.3 0.8 0.9 

µ, h-1 0.036-0.044 0.048-0.055 0.034 

Y'L/G• moUmol 1.8-2.2 2.1-2.2 1.7 

qG, 10·13 moVcélula-h 1.7-2.9 2.7-3.0 1.0 

qL, to-13 moVcéluln-h 3.7-5.6 5.8-6.6 1.8 

[AcMJmH• mg/I 36.0 17.2 13.3 

rAcM• I0-9 mg/1-h 0.28 0.17 0.17 

qAcl\ol• I0-9 mg/célula-h 0.42 0.26 0.38 

.•) [GLN] inicial y [GLC] inicial se refieren a la cantidad de substrato suplementado al medio 
DMEM básico (ver sección 4.2). 
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S.1.1.3 Cultivo limltculo de glucosa 

Con el objeto de estimar el efecto de la concentración inicial de GLC sobre el crecimiento 

celular. se realizaron cultivos estáticos en los que la concentración irticial de GLC f~ de la d~cima 

parte (0.4 gll de GLC adicionada) con respecto al cultivo con exceso de GLN y GLC (mostrado en la 

fi&ura 2). La concentración inicial de GLN fué de 4 mM para asegurar que siempre estuviera en 

exceso. La figura 4 mue:>tra tos perfiles de crecimiento, viabilidad, consumo de GLC, secreción de 

LAC y producción de AcM para este cultivo y parJ el cult~vo mostrado en la figura 2 (los datos de 

figura 2 están representados por tas líneas punteadas). Para el cultivo limitado de GLC, se observó un 

periodo de crecimiento exponencial donde se alcanzó una densidad celular máxima de 0.9 x 1()15 dlulas 

viables/mi (figura 4A). Se observó que después de alcanmr la Xmax• la viabilidad sufrió un rápido 

decremento, al igual que en los cultivos con exceso de GLN y GLC y en los cultivos limitados de 

GLN. Adicionalmente, se observó que la XmAX y la duración de las fases exponencial y estacionarla 

fueron menores cuando la concentración de GLC en el medio fu6 de 0.4 gil en lugar de 4 gil (figura 

4A). De estas observaciones se puede inferir que cuando se usa medio con una concentración inicial 

de 0.4 gil de GLC. ocurre limitación por dicho substrato. La figura 48 demuestra que ocurrió 

limitación de GLC ya que muestro clatarnente el agotamiento de GLC. Además, dicho agotamiento 

coincide con el descenso en la concentración de c6lufo.s viables totales y en el porcentaje de viabilidad 

(figura 4). Este descenso no fué debido a altas concentraciones de metabolitos tóxicos ya que se 

produjo mucho menos LAC en este cultivo que en el cultivo con exceso de GLN y GLC (figuras 2 y 

48) y que en cultivo limitado de GLN (figura 3B). Como se muestra en la figura 48 y a diferencia de 

los cultivos con exceso de GLN y GLC (figuras 2 y 48) y bajo limitación de GLN (figura 38), la 

producción de LAC cesó unllS horas antes de alcanzada la Xmax. Por otro lado, la producción de AcM 

continuó incrementándose hasta el ténnino del cultivo donde se alcanzó una concentración máxima de 

13.3 mg/I (figura 4C). 

En este cultivo (limiiado de GLC), la velocidad espec(fica de crecimiento fut do 0.034 h·l. Los 

coeficientes metabóllcos para GLC y LAC fue<!Jn de !.OS x 10·13 y 1.77 x I0-13 mol/c~lula·h, 

respcctivwnente. Estos tres parámetros cin6ticos fueron menores compmdos con los dos cultivos 

anteriores (ver tabla 2). El rendimiento apnrcnte de LACJGLC fu6 de 1.69 (tambifo menor comparado 

con los dos culti \'OS anteriores: ver tabla 2), sugiriendo que sólo una fraccción de la GLC es convertida 

en LAC y que la mayoría del LAC producido proviene de GLNll. Las velocidades volum~trica (rAcM) 

y específica (qAcM> de producción de AcM fueron de 0.17 mg/l·h y 0.38 x 10-to mg/célula-h, 

respectivamente. La rAcM fué igual que la del cultivo limitado de GLN. pero menor a la del cultivo con 

exceso de GLN y GLC (ver tabla 2). En cambio, la qAcM fué mayor que la del cultivo limitado de 
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OLN y ligeramente menor que Ja del cultivo con exceso de GLN y GLC (ver tabla 2). 

La tabla 2 resume los distintos parámetros cinéticos y estequiométricos que fueron 

determinados para Jos cultivos estáticos por lote. La densidad celurar máxima fu6 mayor en los 

cultivos con exceso de GLN y GLC. Este resultado es esperado ya que se ha visto que, en cultivos 

por lote con altas concentraciones iniciales de GLN (ha.~ta IOmM), la densidad cclul4raumcnta33 y que 

la GLN es la principal fuente energética aún cuando la OLC está presente en grandes cantidadesl 1.29. 

Además, se ha observado que laµ no disminuye en cultivos donde la concentración inicial de OLN es 

entre 1 y 8 mM31.33. Por lo mismo, no se observó una disminución en Jaµ de los cultivos limitados 

de OLN (1 mM OLN) con respcctO a los cultivos con exceso de OLN (4mM). Por otro lado, se ha 

observado que la. formación de LAC disminuye notablemente en cultivos limitados de GLCll,33 y que 

laµ sufre también una disminuciónII. Estas observaciones concuerdan con Jos resultados mostrados 

en la tabla 2, donde se observa que tanto laµ como el Y'uo fueron menores para el cultivo limitado de 

OLC. 

5.1.2 Cultivos agitados de lote 

En base a los resultados de Ja sección 5.1.1, se procedió a la implementación de cultivos 

agitados bajo condiciones ambientales controladas. Esto con el fin de obtener mayor información y de 

verificar 111 rcproducibilidad de los resultados en cultivo agitado. 

5.1.2.1 Cultivo con exceso de glutamina y glucosa. 

Se inició con la caracterización de la línea celular BCF2 en cultivos agitados de un litro en 

medio de cultivo con formulación convencional (4 mM GLN, 4 gil GLC adicionada). La figura 5 
muestra los perfiles de crecimiento, viabilidad, consumo de GLC, secreción de LAC y producción de 

AcM para este cultivo y para el cultivo estático homólogo mostrado en Ja figura 2 (datos representados 

por los ICneas punteadas). Durante el cultivo agitado, se observó una fase de crecimiento lag inicial, 

seguida por una fase de crecimiento exponencial donde se alcanzó una densidad celular máxima de 1.1 

x J06 cc!lulas viables/mi (Xma:J.; figura 5A). Dcspuc!s de alcanzada la Xmu• siguió una fase 

estacionaria, seguida de un r~pido decremento en la viabilidad. Al igual que en el cultivo estático y 
debido a que ~a GLC (figura SB) y la GLN (observ<1ción cualitativa de los cromatogramas, sin 

cuantificar ~reas) aun estaban prcséntes en concentraciones no-limitantes, el descenso en la 

concentrJción de células viables y en la viabilidad no se pudo atribuir a la limitación por dichos 

48 



2.0 

i e 1.6""---~_r ....... 
:a .. 
~.; 1.2 

.; 1i o.a 
~'!. 
().,... 0.4 

80 

'&. 60 
E 
:i 40 
:l 

20 

R~!ultado! y dlscwl6n 

e 

80 ¡¡!! 

aoi 
;g 

40~ 
> 

20 

o~~~~~~~~,..........-.-,,....._,_,......,~-.....l 
o 24 72 96 120 144 168 

• Tiempo, ·h 
Figura S. Cultivo agitado por lote con exceso de glutamlna y glucosa 
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Esto se corrobora al observar que los datos de GLC y LAC, 
para las mismas muestras, también presentan anomalfa. Las 
curvas punteadas corresponden a los datos del cultivo estático 
con exceso de GLN y GLC (mostrado en la Ogura 2). 
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nutrientes. A difen:ncin de los cultivos estáticos (sección S.1.1 ). en Jos cultivos agitados se controló el 

pH y el oxígeno disuelto (00). Por lo mismo, tampoco se pudo atribuir el deseen.so de viabilidad a la 

faJta de oxígeno o a un pH inadecuado. Este descenso pudo ser debido a las altas concentraciones de 

metabolitos tóxicos. ya que se observó que el LAC alcanzó una concentración de 2.S gil y dicha 

concentración fu!: ligeramente mayor a la alcanzada en el cultivo estático homólogo (figura ~B). 

Como se muestra en la figura 58, el consumo de GLC y la producción de LAC cesaron al 

entrar a la fase de muene (al igual que en el cultivo estático homólogo). La fllSC de muene 

posiblemente se presentó debido a Ja alta concentración de LAC. Los coeficienlCS metabólicos para 

GLC y LAC fueron de 3.19 x 11)-13 y 5.31 x l0-13 mol/c6lula-h, respectivamente. La qG fu6 

ligeramente mayor a la encontrada en el cultivo estático homólogo, mientras que la QL fui5 similar (ver 

tabla 3). Por lo mismo, el rendimiento aparente de LAC/GLC (l.66 mol/mol). fu6 menor al 

encontrado en el cultivo estático homólogo (ver tabla 3). Para este cultivo agitado, la velocidad 

específica de cn:cimiento fU6 de 0.049 h-1. Debe notarse que laµ para el cultivo estático homólogo fu6 
ligeramente menor (ver tabla 3). La pcquella difen:ncia cnrre lasµ pudo ser debida a las condiciones 

controladas de pH y 00 en el cultivo agilado. 

Por otro lado, la producción de AcM continuó incrementándose hasta el ~nnino del cultivo 

donde se alcanzó una concentración máxima de 65.5 mg/I (figura SC). La concentración máxima de 

AcM fué t.8 veces mayor en este cultivo que en el cultivo estático con exceso de GLN yGLC (figuras 

2C y 5C). El aumento en la concentración máxima de AcM fu6 debido a que el Indice de viabilidad fu6 

tambidn mayor, lo cual n su vez pudo ser debido a que las condiciones de cultivo fueron más 

controladas (i.e., pH y OD). Las velocidades volum6trica (rAcM) y específica (CIAcM) de producción 

de AcM fu~ron de 0.38 mg/l·h y 0.62 x 10·9 mg/c61ula·h, respectivamente. EslaS velocidades fueron 

más altas que la.o; que se obtuvieron en los cultivos estáticos (ver tabla 3). 

Los perfiles de las variables contrladas y/o adquiridas, durante este cultivo agitado, no Se 
muestran debido a que el programa. de control y adquisición de datos aón no estaba pcñectamente 

adaptado. Por lo mismo, el control de pH y de 00 no fu6 óplimo. El pH fu6 fijado para ser 

controlado a 7.2 pero osciló entre 7 y 7.6. En cambio, el 00 fu6 fijado para ser controlado a 50% 

(con respecto a la saturación con aire) y éste osciló entre 40 y 60. 

5.1.2.2 Cultivo limitculo ele glutamina 

Con el objeto de confinnar las conclusiones sobre el efecto de la concentración inicial de GLN 
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Tabla 3. Resumen de parámetros cinéticos y estequlométricos para 
cultivos estáticos por lote y cultivos agitados por lote 

CULTIVO CON EXCESO LIMITADO UMITADO 
ESTATICO DEGLNVGLC DEGLN DEGLC 

(GLN] inldal •, mM 4 1 4 
[GLC) lnidal •, gil 4.0 4.0 0.4 
x .... 1 ()6 células/mi 1.1 - 1.3 0.8 0.9 
µ. h-1 0.036-0.044 0.048-0.055 0.034 

Y'LIG• mol/mol 1.8-2.2 2.1-2.2 1.7 
qc. m-13 moVcc!lula-h 1-7-2.9 2.7-3.0 1.0 
u. J0-13 moVcc!lula-h 3.7-5.6 5.8-6.6 1.8 
(AcMJ,. • ., mgll 36.0 17.2 13.3 

. rAeM• J0-9 mg/1-h 0.28 0.17 0.17 

qAcM• !o-9 mg/célula-b 0.42 0.26 0.38 

••••••••·•·•·•·•·•·•···•·•····•·•·····•·•·•···········••·•·•• 
CULTIVO CON EXCESO LIMITADO LIMITADO 
AGITADO DEGLNVGLC DEGL!\/ DEGLC 

(GLNJ lnldal •. mM 4 1 4 
(GLC) Inicial •, gil 4.0 4.0 0.1 

Xma1• 106cc!lula..'ml 1.1 0.9-1.0 0.6 
µ, b-1 0.049 0.055-0.059 0.026 

Y'LIG• moVmol 1.7 1.5-2.0 1.6 
qc. I0-13 moVc<!lula-h 3.19 2.15-3.10 0.74 
qL, 10-13 moVc<!lula-h 5.31 4.30-4.67 1.15 
(AcMlmu• mgll 65.5 5.4-13.3 13.4 

fA.cM• J0-9 mg/1-h 0.38 0.06-0.18 0.12 

qAdl• J0·9 mg/célula-h 0.62 0.08-0.17 0.42 

•) [GLN] inicial y (GLCJ inicial se refieren n Ja cantidad de substrato suplementado al medio 
DMEM bli.<ico (ver sección 4.2!.. 
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en cultivos estáticos, se realizaron cultivos en biorcacrores en los que la concentración inicial de GLN 

fu6 de 1 mM. La figura 6 muestra los perfiles de crecimiento, viabilidad, consumo de GLC, secreción 

de LAC y producción de AcM para uno de estos cultivos. El otro cultivo generó perfiles similares 

(apc!ndicc G). En estos cultivos. se observó una fase de crecimiento lag inicial, seguida por una fase 

de crecimienro exponencial donde se nlc311Z6 una densidad celular máxima entre 0.9 x 106 y 1.0 x 106 
~lulas viables/mi (figura 6A y npc!ndice G 1 ). La viabilidad sufrió un rápido decremento después de 

alcanzar la Xmu. La XD"UU y la duración de las fases exponencial y estacionaria fueron menores a las 

observadas durante el cultivo agitndo con exceso de GLN y GLC (mostrado en In figura 5A}. De 
hecho, se observó que la fase estacionaria no fu6 de m~ de 6 horas para estos cultivos limitados. 

La figura 68 muestra como la GLC estuvo presente en concentraciones no-limitantes a lo largo 

de todo el cultivo Oo mismo se ob~rvó para el cultivo mostrado en el apéndice G). Por Jo mismo, no 

se pudo atribuir el descenso en la concentración de células viables totales y en el porcentaje de 

viabilidad a Ja limitación de GLC. Además, dicho descenso tampoco fu6 debido a las altas 

concentraciones de metabolilOs tóxicos. Las concentraciones de LAC (figura 6B y a~ndice Gl) y 

AMM (figura 8A). aJ momento del descenso en viabilidad, fueron inferiores a 1.5 gil y 0.6 mM. 

respectivamente. Se observó que dicho descenso fué debido a la limitación de GLN ya que, como se 

muestra en la figura 7, el momento en que disminuyó la densidad celular y la velocidad de consumo de 

oxfgeno (VCO), coincide con el agotamiento de GLN (indicado por la línea vertical punteada). Estos 

resultados concuerdan con otros reportados en la literatura donde se observa que el agotamiento de 

GLN limita el cn:cimiento de hibridomas y que Ja GLC no puede reemplazar alaGLNll,45.47. Por Jo 

mismo, este descenso no fué debido a Ja presencia de concentraciones altas de productos tóxicos ·sino a 

que el agotamiento de GLN ocasionó In interrupción de Ja respiración celular y, como consecuencia. el 

cese del crecimiento. 

Como se muestra en la figura 68 y en el a~ndice G J, el consumo de GLC y la producción de 

LAC cesaron unas cuantas horas despu6s de alcanzada la Xnuu. Los coeficientes metabólicos para 

GLC y LAC fueron de 2.15-3.JO x 10-13 y 4.3-4.67 x 10-13 moVc~lula-h, respectivnmente. El 

n::ndimicnlO aparente Je LACJGLC fué de 1.5-2 moVmol. En estos cultivos, Ja velocidad específica de 

cn:cimienlO fué de 0.055-0.059 h-1, mayor que la observada en el cultivo agitado con exceso de GLN 

y GLC (ver tabla 3). Los valores de qo y qL fueron mayores para el cultivo agitndo con exceso de 

GLN y GLC (ver labia 3). Sin embargo. el valor del Y'ua (para el cultivo agitado con exceso de 

GLN y GLC) estuvo dentro del intervalo de rendimientos observados para los cultivos agitados y 

limitados de GLN (ver tabla 3). Con respecto a los cultivos estáticos (ver tabla 3), las µ fueron 

mayores en los cultivos agitados bajo limiw.ci6n de GLN (posiblemente debido a que el pH y el OD 
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fueron controlados). En los cultivos estáticos limitados de GLN, los valores de qL y Y'uo fueron 

menores, mientras que los valores dr. qa fueron similares (ver tabla 3). 

Por otro lado. la producción de AcM alcanzó una concentración máxima de 5.4 a 13.3 mg/J al 

lénnino del cultivo (figuras 6C y apéndice G 1, res pee ti vamente). Dicho intervalo de concentración f u6 

menor comparado tanto con el cultivo estático homólogo como con el cultivo agitado con exceso de 

GLN y GLC (ver tabla 3). Con respecto al cultivo estático. la concentración de AcM fué de 1.3-3.2 

veces menor (posiblemente debidcl a Ja.e;. condiciones hidrodinámica.e;. encontrada.e;. en cultivos agitados). 

La diferencia fué mucho mayor con respecto al cultivo agitado con exceso de GLN y GLC (4.9-12.1 

veces) debido a que en éste se prolongó mucho más la fase estacionaria y, en consecuencia, el índice 

de viabilidad aumentó. Es10 mismo se reflejó en las velocidades volumétrica (rAcMl y específica 

(qAcMl de producción de AcM, que fueron de 0.06-0.18 mg/1-h y 0.08-0.17 x to·9 mg/célula-h, 

rcspcctivnmemc (ver tabla 3). 

Se demostró que se puede estimar, en tiempo real, el agotamiento de GLN mediante las 

mediciones en-línea de Ja presión pareial de oxígeno (pe>i) en el cabezal del bioreactor a OD constante. 

Como se puede observar en Ja figura 7, alrededor de las 34 h ocurrió un sil.bito descenso en la Po
2 

y en 

la velocidad de consumo de oxígeno (VCO), así como una pcnurbación en el control del OD. Estos 

eventos coincidieron con el agotamiento de GLN {medido fuera de línea) y con la entrada n la fase de 

muene, observada como una disminución en la viabilidad del cultivo. Estos resultados concuerdan 

con otros de la literatura en donde se ha visto que el agotamiento de la GLN puede estimarse en-línea 

mediante la.i:; mediciones de Ja VCO"S. Como puede apreciarse, es fácil Ja incorporación de un 

algoriuno computarizado que detennine el valor de la pendiente de la sei'ia.I de la veo. el cual podriá 

inferir el agotamiento de GLN como el momento en que dicha pendiente cambia de un valor positivo a 

uno negativo. De los datos de In figura 7. se observó que existe una correlación directa entre la VCO, 

la presión parcial de oxfgeno y el agotamiento de GLN, siempre y cuando se mantengan constantes 

tanto el 00 como el coeficiente kLa {coeficiente volumétrico de transferencia de oxfgeno). La 

importancia de poder inferir en-línea el agotamiento de GLN radica en poder implementar estrategias de 

control en tiempo real. Esto debido a que las mediciones directas de aminoácidos requieren de 

métodos analíticos que demoran más de dos horas y que.son de difícil 11utomatiwción. 

La figura 8 muestra el análisis de Jos aminoácidos (la Hnea venical punteada corresponde al 

tiempo de agotamiento de GLN, ocurrido a las 34 h) correspondientes a los datos de la figura 6. 

Como se puede ver, exccp10 asparagina y glutamina, el resto de los otros 18 aminoácidos se 

mantuvieron a concentraciones que no fueron limitantes para el crecimiento. Además, ya que el 

55 



:E 
E o.e o e 
~ 
"' 0.4 
>o 

• o 
~ 0.2 u .. o e e 
et: 

0.20 

0.15 

0.10 

0.05 

Figura 8. 

Resultados y discusldn 

A 
1.0 ·-·- amm 

,V-V----
,v'- -----'11------v 0.8 -0- thr 

' ' -- gly 
0.6 --·- val 

0.4 --o-- lya 

0.2 -A- gin 

--V-- ala 
o.o --·- ... 

--o-- glu 

--·- lle 

-0- leu -- tyr 

- -Ir- phe 

__.__ erg 

e 

----· aan 

-o- aap --- cys 

--·- mal 

- -o-.- trp 

-A- hla 

46 24 72 96 
--V-- pro 

Tiempo, h 
Perfiles de aminoácidos y amonio durante el cultivo por 
lotes bajo limitación de glutamlna. La línea punteada 
vertical corresponde al tiempo de agotamiento de GLN 
(mostrado en la figura 7). Los datos corresponden al 
cultivo mostrado en la figura 6. 

56 



Resultados y dlscusidn 

agotamiento de asparagina ocurrió mucho antes de las 34 h, se cree que el cese de la rcspira.ción es 

consequencia llnicamentc del agotamiento de GLN. Esto se comprueba más adelante (ver figura 14), 

ya que se observó un claro n:establecimiento de la respiración celular al adicionar GLN despul!s de su 

agotamiento. Por otro lado, se ha observado que la GLN es el principal donador de grupos amino para 

la síntesis de asparaginall. Por lo mismo. es de esperarse el agotamiento de asparagina durante un 

cultivo limitado de GLN. Las concentraciones iniciales, de la mayoría de los aminoácidos (vlllores 

mostrados al tiempo cero de la figura 8), corresponden a las concentraciones conocidas de algunos de 

los aminoácidos del medio de cullivo empleado (ver apéndice A). Por un lado, se encontró que 

glutamato y alanina estnban a concentraciones mucho mayores que las esperadas. Esto probablemente 

se debe a que estos dos aminoácidos se encuentran tambi~n presentes en el suero suplementado. Por 

otro lado, Ja conccnttación dctenninada para tirosina fué de la mitad a la esperada. La tabla 4 resume 

las tendencias de los perfiles de aminoácidos mostrados en la figura 8. Es importante notar que 

después del agotamiento de GLN, glutamato no se consumió, Por el contrario, se produjo un poco. 

Esto es indicativo de que el glutamato no es una fuente energética que pueda substituir a la OLN. 

Además. se ha observado que el glutamato cruza la membrana celular relativamente pocol l,29. De 

acuerdo con lo anterior, se decidió tomar este cultivo como patrón de comparación para aquellos 

cultivos que sean suplementados selectivamente con GLN. 

Qu y Philips42 observaron resultados parecidos a los mostrados en la tabla 4 y la figura 8. Lns 
concentraciones reportadas, para los distintos aminoácidos, están dentro del mismo intervn.lo. 

Observa.ron que (en cultivos de hibridomas por lote) la glutamina. la a.rginina y los aminoácidos 

ramificados se consumen rápidamente. llegando a agorarse glutamina y arginina. Por otro lado. 

observaron que n.lanina y glutamato se producen, mientras que serina y glicina se consumen durante la 

fase exponencial de crecimiento y se producen durante la fase estacionaria. Adicionalmente, 

observaron que el resto de los aminoácidos se consumen a velocidades moderadas, donde histidina y 

triptofano pennanecen relativamente constantes a través del cultivo. Por otro lado, O u val tt aL 10 

observaron que, durante Ja fase exponencial de crecimiento de la línea de hibridomas ~0208, 

aspanato, glicina y alanina se producen, y prolina, serina y triptofano pennanecen relativamente 

constantes mientras que el rcsw se consumen. En cambio, para la lfnea de hibridomas 6H2 observaron 

que glicina, alanina. glu1amato y prolina se producen y que el resto de Jos aminoácidos se consumen: 

siendo glutamina, arginina, lcucina, isoleucina y scrina los que más rápidamente se consumen. En 

gener.il, se ha observado que los aminoácidos ramificados (leucina, isoleucina y valina) y la arginina se 

consumen a altas velocidades mientras que lisina, treonina. asparagina y metionina se consumen a 

velocidades relativamente altas3l. Se ha observado que generalmente se produce alanina y que sólo en 

algunas líneas celulares se producen glutrunnto, aspartato, glicina y prolina33. Además, en los cultivos 
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Tabla 4. Tendencia general de los perfiles de aminoácidos en cultivos 
limitados de glutamlna 

Pennanecen relativamente constantes 

Se producen 

Se consumen 

AMINOACIDOS 

aspa. metB, trp&. 

hisa,b • proh 

glyB,C, aiaC,d 

asne. gtne. thr8,h,c. 
scrf, gtub,g, valh,c. 

cysb,c. ilef, leuf, 

tyrr. pheb. tysb,c, 

argf 

a) tendencia a consumirse hasta antes del agotnmienlú de GLN 

b) tendencia a producirse despu~ del agoiamiento de GLN 

e) despu~ de producirse tiende a consumirse ligeramente 

d) tendencia a permanecer constante hasta antes del ago~icnto de GLN 

e) se agota 

f) despu& del agouimiento de GLN tiende a mantenerse relativamente constante 

&) d~pub de producirse tiende a penmmecer relativamente constante 
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donde se produce a.c;panato durante Ja proliferación celular. la producción es generalmente vía 

gluuuninólisis33. 

En la figura 9 se muestra el comportamiento de las demás variables adquiridas y de control 

respecto a Ja cinética de crecimiento. El pH se controló a 7.4 con Ja reducción de la composición del 

dióxido de carbono, en Jos ga.c;es de entrada, desde un ni\'el inicial de 12% hasm 0%. El oxígeno 

disuelro se controló satisfactoriamente a 50% de saturación con respecto a1 aire. De Ja figura 9 se 

puede deducir lo siguiente: si se controla ~I oxígeno disuelto a un valor fijado y se observa una 

disminución en la composición de oxígeno de tos ~ase~ de entrada. un pequeño aumento en la variable 

de control (el OD aumenta ligeramente debido a que Ja acción de control no es inmediata) y una 

disminución en el potencial redox, ocurre un evento fisiológico. Es decir, existe agotamiento de GLN. 

Esto se tomó como base para determinar el momento adecuado en el que se debe realiz.ar Ja a~ición de 

GLN en bioreactores suplementados selectivamente con GLN. La disminución del consumo global de 

oxígeno fué causado por un cese en Ja respiración y no simplemente por la disminución en Ja 

viabilidad. Las observaciOnes sobre el perfil del potencial redox del cultivo (PRCJ se discutirán más 

adelante (en la sección 5.2). 

S.1.2.3 Cultivo limitado de glucosa 

Con el objeto de confinnar Jo observado sobre el efecto de la concentración inicial de GLC (en 

cultivo estático). se realizó un cultivo agitado en el que Ja co~ntración de GLC adicionada fué de 0.1 

g/I (4 veces menor que Ja concentr.i.ci6n inicial en el cultivo estático homólogo y40 veces menor que la 

de los cultivos con exceso de GLN y GLC). La figura 10 muestra Jos perfiles de crecimiento. 

viabilidad. consumo de GLC, secreción de LAC y producción de AcM para este cultivo. Se observó 

una fase de crecimiento cxponcnciaJ donde se alcanzó una densidad celular máxima cerca de 0.6 x 106 

c6JuJas viables/mi. Despuls de alcanzar Ja Xrnax• la viabilidad sufrió un rápido decremento (no se 

observó una fose estacionaria). La figura JOB muestra claramente que el agotamiento de GLC ocurrió 

alrededor de las 48 h, mientras que GLN aún estaba presente en concentraciones no-limita.ntes (ver 

figura l JC). Este agotamiento coincidió con el descenso en la concentración de ~lulas viables y en la 

viabilidad. Además, dicho descenso no fué debido a las altas conccntr.i.ciones de metabolitos tóxicos. 

Las concentraciones de LAC (figura JOB) y AMM (figura 12A). al momento del descenso en 

viabilidad, fueron inferiores a 0.35 gil y 0.6 mM, respectivamente. Como se muestra en Ja figura 10, 

la producción de LAC cesó un poco antes de alcanzada la Xma:\: y de haberse agotado la GLC. 

Adicionalmente, se observó que la GLN no pudo reemplazar a la GLC, lo cual indica que la fuente 

energética y de carbono tienen funciones únicas en el metabolismo celular de Jos hibridomas. 
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En este cultivo.111 velocidad específica de crecimiento fué de 0.026 h·I, menor que cualquiera 

de las observadas en los cultivos estáticos y en los cultivos agitados con exceso de GLN y GLC y bajo 

Umitnción de GLN (ver tnbla 3). Los coeficientes metabólicos para GLC y LAC fueron de 0.74 x 10-

13 y 1.15 x IQ-13 moVcélula-h, respectiva.mente. Ambos coeficientes fueron menores que los 

observados en cualquiera de los cultivos anteriores (ver tabla 3). El rendimiento aparente de 

LAC/GLC fué de 1.56 moUmol. menor que el obliCrvado para el cultivo estático homólogo y similar al 

obscivadoen el cultivo ¡igitado bajo limitación de GLN (tabla 3). En general, el Y'uo fué menor a los 

observados para el resto de los cultivos anteriormente discutidos (ver tabla 3). Por otro lado, la 

producción de AcM continuó incrementándose hasta el término del cultivo, donde se alcanzó una 

conccnuución máxima de 13.4 mgfl (figura 1 OC). Esta concentración máxima de AcM fué similar a la 

nlcanza.da en el cultivo estático homólogo (figura 4 y lllbla 3), a pesar de que la concentración inicial de 

GLC fu6 mayor en el cultivo estático. Las velocidades volumétrica (rAcMl y específica (CIAcMl de 

producción de AcM fueron de 0.12 mg/l-h y 0.42 x 10·9 mg/célula-h, respectivamente. L11 qAcM fué 

mayor que en los cultivos limitados de GLN, menor que en el. cultivo agitado con exceso de GLN y 

GLC e igual que en el cultivo estático con exceso de GLN y GLC (ver tabla 3). Los resultados 

anteriores son esperados ya que el agotamiento de GLe ocasiona la interrupción en el crecimiento 

celular (provocado por un cese en la síntesis de nucleósidos) y, por consecuencia, una disminución 

global en la respiración celular. 

En este cultivo t11mbién se demostró que se puede estimar, en tiempo real, el ugotnrniento de 

GLC mediante las mediciones en·lfne11 de la po
2 

en el cabezal del biorcactor a OD constante. Se 

observó (figura 11), alrededor de las_48 h, un súbito descenso en la Po
2 

y en la veo, n.sf como una 

penurbación en el control del OO. Estos descensos coincidieron con el agotamiento de GLC (medido 

fuera de línea) y desencadenaron la entrada a la fase de muene (observada como una disminución en lo. 

viabilidad del cultivo). Como puede apreciarse, en este caso también es fácil la incorporación de un 

algoriuno computarizado que determine el valor de 111 pendiente de la señal de la veo. el cual podrfa 

inferir el agotamiento de GLC como el momento en que dicha pendiente cambia de un valor positivo a 

uno negativo. Adicionalmente, se obseJV6 (figura 11) que existe una correlación directa entre la veo. 

la presión parcial de oxígeno y el agotamiento de GLC, siempre y cuando se mantengan contnntes el 

OD y el coeficiente kLa. 

La figura 12 muestra el nmUisis de los aminoácidos (Ja tcnea venicnl punteada corresponde al 

tiempo de agotamiento de GLC) correspondientes a los datos de la figura 10. Se observó que los 20 

aminoácidos se mantuvieron a concentraciones no-limitantes para el crecimiento. Las concentraciones 

iniciales de los distintos aminoácidos {valores mostrados al tiempo cero en la figura 12), salvo las 
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consideraciones mencionadas en In secci6n 5.1.2.2, corresponden a la.~ concentraciones conocidas de 

los aminoácidos del medio de cultivo empleado {ver apéndice A). La tabla 5 resume las tendencias de 

los perfiles de aminoácidos moslrados en In figura 12. Salvo glulamato. todos Jos demás perfiles de 

aminoácidos tienen tendencia.~ similares u los mostrados para cultivos limitados de GLN. Cabe 

mencionar que se ha observado que el grado de sfnlesis de glutamato (a partir de GLN) depende de las 

condiciones de cuhivo33. De acuerdo con lo anterior, se decidió tomar este cultivo como patrón de 

comparación para uquellos cultivos que sean suplementados selecrivamente con GLC. 

En la figura 13 se muestra el comportamiento de las demi~ variables adquiridas y de control 

respecto n Ja cinética de crecimiento. El pH se controló a 7.2 con In reducción de la composición del 

dióxido de carbono, en los gases de entrada. desde un nivel inicial de 24% hasta 16%. El oxígeno 

disuelto se controló satisfactoriamente a 50% de saturación con respecto ni aire. De la figura 13 se 

puede deducir lo siguienie: si se controla el oxígeno disuelto a un valor predeterminado y se observa 

una disminución en la composición de oxígeno de los gases de entrada, un pequeño aumento en Ja 

variable de control (el OD aumenta ligeramente debido a que la acción de control no es inmediata) y una 

disminución en el potencial rcdox, ocurre un evento fisiológico. Es decir, existe ngotamiento de GLC. 
Esto se tomó como base para detenninar el momento adecuado en el que se debe realizar In adición de 

GLC en biorcnctores suplementados sclectivnmentc con GLC. La disminución del consumo global de 

oxígeno fu6 causado por un cese en el crecimiento y por In disminución en la viabilidad. 

s. t.3 CultiJ'os agitados y . suplementados 

5.J.3.1 Cultivo suplementado selectivamente con g/utamina 

Basados en los resultados de los cultivos por Jote, se pl'O\:edió a realizar un cultivo agitado y 

suplemenlado selectivamente con GLN en un bioreactor agitado de un litro. EslC experimento tuvo 

como finalidad principal el aumentar la productividad de AcM medianle la suplementación selectiva de 

GLN. Se usó medio de cultivo DMEM con 10% SFB, 4 gil GLC (adicionada) y bajas concentraciones 

iniciales de GLN (0.5 mM en lugar de 4 mM). Durante el desarrollo de este cultivo, se dieron pulsos 

manuales de GLN a diferentes tiempos. Se realizó esta adición programada con el fin de evitar el 

agolamienlo de Ja fuenle de energía {necesaria para el crecimiento y mantenimiento 

celuJarl 1,29,31,32,33,J..l.47) y, al mismo tiempo, para mantener dicho nutrienle a concentraciones bajas, 

evilando Ja acumulación excesiva de produclos metabólicos tóxicos como AMM. Adicionalmente, con 

esta estrategia se buscó Ja prolongación de la fase exponencial y/o estacionaria de crecimiento, lo cual 

repercule direct.runente en el aumeflll) de la conL-entracilfo final de AcM. 
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Tabla s. · Tendencia general de los perftles de aminoácidos en cultivos 
limitados de glucosa 

Permanecen relativamente constantes 

Se producen 

Se consumen 

AMINOACIDOS 

asp, asn, meta,b, trp, 
his•,b, proc 

glyd, glud, ala 

gin, thr, ser, val, cys, 

ile, leu, tyr, pheb, 

lys, arg 

a) tendencia a comumirsc ha.sta antes del agoramiento de GLC 
b) después del agotamiento de GLC tiende a mantenerse relativamente c~nSUlntc 
e) tendencia a producirse despu<!s del agotamienro de GLC 
d) tendencia a pennanecer coostante hasta poco antes del agOlamiento de GLC 
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Como se puede observar en la figura 148. la GLN fu6 adicionada cada vez que se observó un 

descenso en la VCO (adición indicada por las flecha.e; verticales sólidas). Este hecho fué detectado 

como una disminución en la Poi en los gases de entrada. provocado a su vez por el control auwmático 

para mantener constante la concentración de OO. Como resultado. se logró mantener una 

concentración de GLN en niveles superiores a cero pero inferiores a 0.2 mM a lo largo de tos primeros 

3 días del cultivo (figura l4C). con lo l."llal la conccntraci6n celular máxima (2.1 x l()Ó c6lutas/m1; 

figura 14A) se vió incrementada en poco más de un 100% con respecto al cultivo 1imiw.do de GLN 

(figuras 6 6 15 y apéndice Gl). En general, la concentr"olción celular máxima fu6 mayor que en 

cualquiera de los cultivos discutidos en las secciones 5.1.1 y 5. l.2 (ver tablas 6). Se observó el 

rcestnblecimienw de la respiración celular cada vez que se adicionó GLN. Además. se observó que 

este cultivo no estuvo limitado de GLC y que los niveles de GLC y LAC fueron simi1arcs a los del 

cultivo agitado bajo limitación de GLN (figura 6 y aptndicc 01). 

Con el fin de probar una de las estrategins de control predeterminado (reportadas en la 

litera.tura), se procedió a alimentar GLN en fonna continua siguiendo un perfil exponencial despu~s del 

tercer día de cultivo (inicio de nlUnentación indicado por la flecha hueca). Como se aprecia en la figura 

14C. dicho control predetcnninado resultó en la sobre alimenración de GLN e ilustró pcñectamente las 

ventajas del control de ciclo ccrr.ido, propuesto en este trabajo, sobre las estrategias de ciclo abierto, 

utiliziidas por otros autores13,18,26,57.58. Durante los primeros tres días de cultivo. la viabilidad del 

cultivo se m1111tuvo alrededor del 80%, cayendo a 60% despu6s de iniciada la alimentación continua de 

GLN (figura 14A). La figura ISA muestra como se prolongó la fase exponencial de crecimiento al 

uti1izar taJ estrategia de control de GLN. La figura 158 muestra las concenmi.cioncs de AcM.parael 

cuhivo suplementado mostrado en la figura 14 y los cultivos agitados bajo limitación de GLN 

mosuudos en la figufa 6 y el apéndice G l. Como se observa. la concentración máxima de AcM fu6 

entre 3.5 y 8.6 veces mayor que en los cultivos limitados de GLN (46.2 mg/1 comparado con 5.4-13.3 
mgll). Además. dicha concentración se obtuvo casi en el mismo período de tiempo, por lo que la 

productividad volumttrica fut tambitn mayor: entre 2.8 y 8.3 veces (O.SO mg/1-h comparado con 

0.06-0.18 mg/1-h; ver tabla 6). LA productividad especffica para este cultivo suplementado ful! de 0.47 
x 10'9 mglc61ula·h, entre 2.8 y 5.9 veces mayor que la de los cultivos limitados de GLN (ver tabla 6). 

Con esta estrategia de operación de ciclo cerrado, a diferencia de otras, no se sub- o sobrealimenta 

GLN. y además no se diluye el producto. Al utilizar la estimación hecha en-Hnea sobre agotamiento de 

GLN. sC establecieron los tiempos de a1imcntación de nutrientes, se minimizó la descomposición 

espontánea de GLN y la produccilín de AMM, y se incrementó 1a densidad celular as{ como la 

productividad de AcM. 
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Tabla 6. Resumen de parlimetros cinéticos y estequlométrlcos para 
cultivos estáticos por lote, cultlvos agitados por lote y 
cultivos suplementados selectivamente 

CULTIVO CON EXCESO LIMITADO LIMITADO 
DE GLN Y GLC DE GLN DEGLC 

ESTA.TICO AGITA.DO f.STATICO AGITADO ESTATICO AGITADO 

(GLNJ lnldal 4 l 4 

(GLC] Inicial 4.0 4.0 4.0 4.0 0.4 0.1 

Xmn: l.l- 1.3 l.l 0.8 0.9·1,Q 0.9 0.6 

µ 0.036-0.044 0.049 0.048-0.055 0.055-0.059 0.034 0.026 

Y'L/G l.8°2.2 1.7 2.1-2.2 1.5-2.0 1.7 1.6 

'!(; 1.7-2.9 3.19 2.7-3.0 2.15-3.10 1.0 0.74 

en. l.7-5.6 5.31 5.8-6.6 4.304.67 1.8 1.15 

(AcMJma• 36.0 65.5 17.2 5.-1-13.3 13.3 13.4 

rAcM 0.28 0.38 0.17 0.06-0.18 0.17 0.12 

QAcM 0.42 0.62 0.26 0.08-0.17 0.38 0.42 •••.•..•.••.••.••.••.•.••.•..•.•..•.•..•.••.•.....•.••........ 
CULTIVO SUPLEMENTADO 

SELECTIVAMENTE 

[GLN] Inicial *, 
[GLCJ inicial *, 

mM 
gil 

Xm••· 
µ, 

Y'LIG• 
qG, 
qL, 

(AcMJmu• 

rAd1• 

QAcM• 

106 ctlulas/ml 

h·l 

moVmol 
10·13 moVc<!Jula-h 

10-13 moVc<!lula-h 

mgll 
10·9 mg/1-h 

10·9 mglcélula-h 

CONGLN 

0.5 
4.00 
2.1 

0.018 
1.29 
1.73 
2.24 
46.2 
0.50 
0.47 

CONGLC 

4.0 
0.05 
1.3 

0.020 
1.54 
0.95 
1.46 
83.6 
0.29 
0.40 

*) [GLN] inicial y [GLC] inicial se refieren a la Clltltidad de substrato suplementado al medio 
DMEM básico (ver sección 4.2). 
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En la tabla 6 se resumen los parámetros cinéticos y estequiométricos de este cultivo (cultivo 

suplementado selectivamente con GLN) y de Jos cultivos anterionnentc discutidos. Se observó que la 

µy el y•l.Ai fueron menores que los observadas en los cultivos estáticos y agitados por lote (ver tn.bln 

6). Los coeficientes metabólicos de LAC y GLC también fueron menores que los observados para 

estos cultivos. salvo para Jos cultivos limitados de GLC (ver tabla 6). La concentración de AcM y Ja 

rAcM• hasta antes de la alimentación continua de GLN. fueron mayores que en los cultivos por lote. 

salvo en el cultivo agitado con exceso de GLN y GLC. Esta excepción es evidente ya que no se 

consideró 13 produccMn de AcM durante las fases c..~rocionaria y de muene (porque no se controló la 

adición de GLN durante estas fases), con lo cual seguramente hubieron aumentado tanto la 

concentración fina] de AcM como el índice de viabilidad. Sin embargo, la 'IAcM fu~ mayor que en 

cualquiera de los cultivos anteriormente mencionados (ver tabla 6). 

La figura 16 muestra el análisis de Jos aminoácidos correspondientes a Jos datos de la figura 

14. Se observó que todos Jos aminoácidos se mantuvieron a concentraciones que no limitan el 

crecimiento. La tabla 7 resume las tendencias de los perfiles de aminoácidos mostrados en la figura 

16. Es imponante notar que glutamato se produjo a lo largo del cultivo. Esto confinna que glutamato 

no es una fUentc energ~tica que pueda substituir a Ja GLN cuando está es limitantc o cuando se 

encuentra a bajas concentraciones. Adicionalmente. se observó que la producción de glutamato, 

alanina y prolina se in1ensifican al sobrealimentar GLN. Esto demuestra el efecto de las condiciones de 

cultivo sobre la síntesis de algunos aminoácidos (i.e .• alanina y prolina a partir de GLN33), Salvo 

prolina, glicina y glutamato. los demás perfiles de aminoácidos tienen tendencias similares a los 

mostrados para cultivos limitados de GLN (figur.i 8 y tabla 4) y de GLC (figura 12 y tabla 5). Sin 

embargo, Ja tendencia del perfil de glutamato es similar a la encontmda en cultivos limitados de GLC. 

En la figura 17 se muestra el comportamiento de las variables adquiridas y de control respecto a 

la cinc!tica de crecimiento para este cultivo suplementado con GLN. El pH se controló a 7.3. En una 

primera etapa (tres primeros días). se controló con Ja reducción de la concentración del dióxido de 

carbono en Jos gases de entrada. desde un nivel inicial de 14% hasta 0%. En una segunda etapa, se 

controló mediante la adición manual (pulsos) de hidróxido de sodio 0.2N. El OD se controló 

satisfactoriamente u 50% de Ja saturación con aire, mediante la vnriación en las composiciones de Oi y 

N1 en la mezcla de gases. 

5.1.3.2 Cultivo ~·uplemenuu/o selectivamente con glucosa 

Se realizó otro cultivo en bioreactor t¡ue también tenía como finalidad principal el aumentar la 
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Tabla 7; Tendencia general de los perfiles de aminoácidos en un 
cultivo suplementado selectivamente con glutamlna 

Permanecen relativamente constantes 

Se producen 

Se consumen 

a) presenta una ligera tendencia hacia el coüSumo 

AMINOACIDOS 

uspll, gly, lrp8 

asn-glu, ala, pro 

gtnb, thr, ser, val, 

cys. met, ile, leu, tyr, 

phe, lys, bis, arg 

b) su aumento despu~s de lns 72 h corrsponde a Ja sobrealimentación del mismo 
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productividad de AcM. pero en este ca.~o mediante la .suplementoción selectiva de GLC. Para este 

cultivo se USl' medio de cultivo OMEM con 10% SFB. 4 ~M GLN y baja concentración inicial de 

GLC (O.OS gil GLC adicionada en lugar de 4 gil). Durante el desarrollo del mismo. se dieron pulsos 

manuales de GLC a diferentes tiempos. Se realizó esta adición programada con el fin de evitar el 

agotamiento de la fuente de carbono (necesaria para el crecimiento celular) y. al mísmo tiempo. para 

mantener dicho nutriente a concentraciones bajas. e\litando la ncumulación excesiva de productos 

metabólicos tóxicos como LAC. Adicionalmente, se buscó con esta estrategia la prolongación de la 

fase exponencial y/o estacionaria de crecimiento. lo cual repercute directamente en el aumento de la 

concentración final de AcM. 

En la figura 18 se muestran las cinéticas de crecimiento, vinbitidad, consumo de GLC y 

se<:rcción de LAC. Además, se muestran los perfiles de la p02 y la VCO, asl como los tiempos en que 

se adicionó OLC (adición indicada por las flechas \lerticales sólidas). Se suplementó GLC cada vez 

que se observó un descenso en la VCO. debido al cese en el crecimiento de los hibridomas. Este 

hecho fu6 detectado como una disminución en la p02, a la entrada del biorcactor. provocado por el 

control automático para mantener constante el OO. Se logró mantener la concentración de GLC en 

niveles superiores a cero pero inferiores a 0.6 gil. con lo cual se obtuvo una concentración máxima de 

AcM que fu6 6.2 veces mayor que en el cultivo agitado bajo limitnción de OLC moscrado en la figura 
10 (83.6 mg/l comparado con 13.4 mgll: figura 19). Además, se obtuvo una productividad 
volumttrica 2.4 veces mayor que en dicho cultivo limitado de GLC: 0.29 mg/l·h comparado con 0.12 

mg/l·h (ver tabla 6). Las flechas huecas y pequeñas, de la figura 188, indican los tiempos en que se 
adicionó GLN en exceso. No se controló la adición de GLN, simplemente se aseguró que t.<ta no 
limitara el crecimiento del culti\IO, 

En la figura 19 se puede apreciar como la densidad celular máxima alcanzada fui! del doble a la 

alcanzada en el c~ltivo agitado bajo limitación de GLC (0.6 x 1 ()6 et lulas/mi comparado con 1.3 x UJll 
ctlulas/ml). Además, se obscn1ó que la fase estacionaria de crecimiento se prolongó notablemente más 
y que la velocidad espccffica de crecimiento fü6 ligeramente menor que en el cultivo limitado de OLC 

(0.020 comparado con 0.026 h-1: ver tabla 6). Por lo mismo, es de esperarse el incremento o 

mantenimiento en Ja producti\lidad específica de AcM (0.40 x 10·9 mg/c6lula-h comparado con 0.42 x 

10·9 mg/úlula-h: ver tabla 6). Cada vez que se adicionó GLC, se observó que tanto el crecimiento 

celular como la respiración celular global se rccstablccían (figura 18). Además. se observó que la 

viabilidad y la concentración de LAC se mantuvieron relativamente consUlJlt.es durante los primeros tres 

dCns de cultivo. justo antes de alcanzar Ja fose estacionaria de crecimiento. Después de ésto. la 

viabilidad decayó dnt:-.ticamcnte hasta cerca de Oc.t- y la producción de LAC aumentó 
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considerablemente. Es importante notar que con esta estrategia de operación, no se sub- o 

sobrealimenta GLC y no se diluye el producto. Al utilizar esta cstimacidn hecha en-l!nea se 

establecieron los tiempos de o.limentación de nutrientes, con Jo cual se minimizó la producción de LAC, 

se incrementó la productividad de AcM y se prolongó Ja fase estacionaria de crecimiento. 

En la figura 20 se muestran los pcñdes de las variables adquiridas y de control. El pH se 
controló basrantc bien a 7.3 hasta las 240 horas. Despub de este: tiempo, el medio perdió su capacidad 

de buffer ya que después de adicionar medio DMEM (10% del volumen inicial: momento de adición 

indicado por la flecha hueca) el pH se recuperó pero, al poco tiempo, nuevamente descendió. Esto 
tambi~n fu6 evidentc debido a que el pH sólo se rcestab1cci6 momentáneamente despu!s de adicionar 

NaOH (aprox.. a las 280 h; adición indicada por las flechas abierw.s). El medio se adicionó con el fin 

de proveer al cultivo nutrientes. distintos a la GLC. que pudieran estar limitando el crecimiento. Sin 

embargo, estos datos sugieren que no hubo limitación de algún nutriente, sino que posiblemente los 

niveles de tóxicos eran altos. Por ejemplo, el LAC alcanzó una concentración superior a 2.5 gil y fu~ 
similar a las observadas en los cultivos con exceso de GLN y GLC {ver figuras 2 y S). El OD se 

controló satisfactoriamente a 50%, con respecto a Ja saturación con aire, mediante la variación en las 
composiciones de oxigeno y nitrógeno e.n la mezcla de gases. 

En la tabla 6 se resumen los parámetros cin~ticos y estequiom~tricos de este cultivo (cultivo 
suplementado selectivamente con GLC) y de los cultivos antes discutidos. Se observó que la densidad 

celular máxima fu&! similar a la observada en el cultivo estático con exceso de GLN y CiLC, pero mayor 
comparada con el resto de Jos cultivos estáticos y agitados por lote {ver tabla 6) .. En cambio, Jaµ fué 

menor que cualquiera de las µ observadas en los cultivos por Jote. Los coeficientes metabólicos de 

LAC y GLC fueron menores comparados con los coeficientes observados para el resto de Jos cultivos 

por lote, salvo para el cultivo agimdo bajo limitación de GLC. El rendimiento aparente de LAC/GLC 
~menor que los observados para los cultivos por lote, salvo en los cultivos agitados bajo limitación 
de GLN donde estuvo dentro del intervaJo observado. En este cultivo suplementado, se alcanzó la más 

. alta concentración de AcM. La íAcM fue! mayor que las observados para los cultivos par lote. salvo en 
el cultivo agitado con exceso de GLN y GLC. En cambio. Ja qAcM fue! mayor sólo para los cultivos 
con exceso de GLN y GLC y paro. el cultivo agitado bajo limitación de GLC. Por último, Jaµ, el 

Y'ua y la concentración final de AcM fueron mayores con respecto a los valores observados para el 

cultivo suplementado con GLN (ver mbla 6). En cambio, Xmax, qa. qL• qAcM y •AcM fueron menores 
que en el cultivo suplementado con GLN. 
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5.2 DISTINCION ENTRE EVENTOS l\IETABOLICOS Y EVENTOS 

OPERACIONALES 

Ambos eventos. agotamiento de GLN y agotamiento de GLC. pueden distinguirse desde el 

pwito de vista metabólico mediante el cálculo de la velocidad especifica de consumo de oxígeno (QOi)• 

reportada en la figura 21 como los perfiles nonnalizados de Qo/Q0:zmu: para los cultivos limitados de 

GLC y GLN (mostro.dos en las figuras 6 y JO, rcspcclivamente). Se observó una marcada diferencia 

entre ambos perfiles. Al agot:m;c la GLN (indicado como tiempo cero y por la línea punteada vertical), 

que es Ja principal fuente de energía. ocurrió un rápido cese en la respiración celular y Ja veo 
disminuyó (ver figura 7) ya que qo

2 
disminuyó. Por el contrario. durante el agotamiento de GLC 

(indicado como tiempo cero y por Ja Hnea punteada verticaJ), la Qoiq0i_mu. pcnnaneció relativwnente 

constante aunque la veo disminuyó (ver figura 11) debido a la disminución en la concentración de 

c~lulas viables totales. De acuerdo con estos resultados, uO algoritmo de control basado en la 

Qo/Qo
2
mu podrfa distinguir entre ambos eventos metabóJicos. Es decir, se podría detenninar la 

magnitud del cambio en la qo,tqo,mu (la pendiente de qo,'qo,mu contra tiempo). Un valor absoluto 

alto, de la pendiente de qo/qo2rm.,, contra tiempo. indicarla agotamiento de GLN. mientras que un 

valor absoluto bajo indicaría agotamiento de GLC. De: esta fonna. dicho aJgorltmo podría identificar. 

cuál de los dos nutrientes se ha agotado cuando ambos se encuentran a bajas concentraciones. Los 

resultados mostrados en la figura 21 confirman que la GLC es utilizada prefercntemcnte para la síntesis 

de nucleósidos y no como fuente energética. 

Durante el desarrollo de los experimentos realizados en bioreactor. se observó que las 

mediciones en-línea del potenciaJ redox del cultivo (PRC) podían darnos una indicación de la fase de 

crecimiento. Debe aclararse que el PRC es una medida potcnciométrica del flujo de electrones entre el 

electrodo y el medio22. Es decir, es una medida de la facilidad con que una o varias substancias 

capturan o liberan electrones. Cuando se observa un incremento en el PRC, ésto se interpreta como un 

aumento en el poder oxidant.e del medio. Durante Jos cultivos por lote. a pH y OD constante (figuras 9 

y 13), se observó que el PRC proveé una indicación confiable de Ja fase de crecimiento, observada 

como un decremento monotónico desde la inoculación hasta que se obtiene la concentración celular 

máxima y un valor relativamente constllnte durante la fase de muerte. En particular. la figura 9 (cultivo 

limitado de GLN) muestra que el PRC se mantuvo constante a partir de que se aJcanZó la densidad 

celular máxima. En cambio. la figura 13 (cultivo limitado de GLC) muestra que el PRC se mantuvo 

relativamente constante horas después de que se alcanzó la densidad celular máxima, es decir. durante 

la fase de muerte. Por lo mismo, se decidió explorar el uso de estas mediciones de PRC como posible 

sensor auxiliar en las estrategias de adición de nutrientes, con el ftn de distinguii entre agotamiento de 
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GLC (ftgura 11) o de GLN (ftgura 7). Los valores 
negativos de tiempo Indican el tiempo de cultivo 
transcurrido basta antes del agotamiento. Los datos 
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(figura 6) y de GLC (figura 10), respectivamente. 
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GLN y GLC. nsf como entre eventos celulares reales y eventualidades operacionales. 

Es bien sabido que Ja magnitud del PRC está dada por todos los pares rcdox. que se encuentran 

presentes en el medio, principalmente por el par Oiff2()23,61 y por la magnitud del pH3S tal y com~ lo 

describe 111 ecuación de Nemst. En la figura 22. se muestran dos experimentos independientes que 

indican tal efcCto. En el primer experimento (figura 22A). el pH se mantuvo constante y el OD se 

osciló en un cultivo que contenía célula.o:; sin limitación de nuUientes. La figura 22A muestra como 

varió el PRC al oscilar el OO. El comportamiento observado mue.o:;tra que el PRC traza las v~aciones 
del 00 en fonna directamente proporcional. fate es el comportamiento esperado ya que es bien sabido 

(por repones de la literatura) que el par redox. C>i/H20 es el par principal durante fennentaciones de 

distintos microorgllflismos bajo condidones de abundancia de nuuientes22.23,61. En el segundo 

experimento (figura22B), el OD se mantuvo constante y el pH se varió en un cultivo sin ctlulas y sin 

limitación de nutrientes. En este caso, el PRC trozó inversamente las variaciones del pH, tal como se 

esperarla. Sin embargo, como se aprecia en las figuras 9, 13. 17 y 20, el PRC no siguió el 

comportamiento esperado cuando ocurre un evento de agotamiento de nutriente y el pH y 00 se 

mantienen relativamente constantes. Es decir, se observó que mientras el OD se mantuvo relativamente 

constante el PRC disminuyó gradualmente y que a6n eri los ca.sos donde el OD suáió una pcnurbación 

(debida a la acción de control) el PRC no trazó al peñu del OD. Estos resultados indican que el par 

O:z/H20 no es el principal cuando se agota un nutriente y que otro par rcdox está contribuyendo en la 

magnitud decreciente del PRC durante esta situación. Observaciones similares han sido descritas por 

Oktyabr'skii y Smirova3S,36 y Kwong et al.23 para E. coli. B. subtilis, B. megattrium, y C. 

glutamicum en cultivos donde la fuente de carbono o de nitrógeno es limitante. 

La importancia de estas observaciones se ilustr'd en las figuras 23, 24 y 25. Se muestran 

eventos operacionales como Jo son los eventos de control de OD (figur.1. 23A), eventualidades o fallas 

operacionales (figura 23B) y eventos metabólicos (figuras 24 y 25). Un evento de control se define 

como cualquier acción tomada por el sistema de adquisición y control de datos para mantener un 

panimetro a un valor fijado (i.e .• OD y pH). Una eventualidad operacional es un evento indeseable 

que causa una penurbación en el sistema de adquisición y control de datos, tal como una falla en el 

sensor de odgeno o en el controlador de flujo másico de los gases de entrada. un aumento o 

disminución en la velocidad de agitación, una rotura en las tuberío.s de los tanques de gases de entrada 

o el agotamiento de uno de los gases, un aumento o disminución en la temperatura, etc .. Durante un 

evento de control o una eventualidad operacional, el PRC traz.a al OD de la manera esperada {figura 

2~). En particular, cualquier evento operacional que cau~ un cambio en el coeficiente k:La o en la 

concentración de saturación de oxígeno puede ocasionar el mismo cambio que ocasionaría el 
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Figura 24. Perfiles de eventos metabólicos en cultivos por lote. 

El sistema toma una acción de control para corregir 
la perturbación originada en el OD durante la 
disminución en la VCO. A) Los datos corresponden al 
cultivo limitado de GLN de la figura 6 y la línea 
punteada vertical al tiempo de agotamiento de GLN. 
B) Los datos corresponden al cultivo limitado de GLC 
de la figura 10 y la línea punteada vertical al tiempo 
de agotamiento de GLC. 
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Figura 25. Perfiles de eventos metabólicos en cultivos suplementados. 
El sistema toma una acción de control para corregir la 
perturbación originada en el OD durante la disminución en 
la VCO. Los cultivos se encuentran limitados de substrato 
hasta antes de dar el pulso (indicado por la necha vertical 
en cada panel). A) Los datos corresponden a uno de los 
pulsos de GLN (ligura 14). B) Los datos corresponden a 
uno de los pulsos de GLC (figura 18). 
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agotamiento de nutriente en el 00 y en la presión parcial de oxígeno. Por ejemplo. la figura 238 

muestra una eventualidad opcmcional debida al cambio entre aireación superficial y aireación 

sumergida. donde la concentración de saturación de oxígeno disminuye y es interpretada como una 

disminución en la veo. EsUl señal puede ser interpretada como agotamiento de nutriente ya que los 

algoriunos utilizados se basan exclusivamente en los balances de 02 descritos en la sección 4.9.2. Sin 

embargo, como se ve en la.~ figums 24 y 25. el agotamiento de substrato o evento metab61ico se 

distingue porque el PRC no tr.tZ.il al OO. En la figur.l 25 el evento metabólico ocurre antes del pulso de 

substrato, una vez dado el pulso no existe agotamiento y el PRC traza al OD. La figura 25 muestra 

sólo un ejemplo tomado de cada uno de los dos cultivos suplementados. Se puede apreciar que Ja 

dinámica de las mediciones en-tenca del PRC podría aplicnrse en algoritmos de control más avnnzndos 

que incluyan conceptos de inteligencia artificial que discriminen entre distintos tipos de eventos, como 

un evento metabólico y una eventualidad opcraciona1. Tal algoritmo requiere de una serie de reglas 

bien definidas que la computadora pueda identificar fácilmente. Tales regla.~ han sido desarrolladas del 

análisis de todos los datos experimentales obtenidos (como por ejemplo Jos mostrados en las figuras 

23 11 25) y se resumen en la tabla 8. Por ejemplo. el primer renglón de la tabla 8 indica que si la p02 
disminuye y el OD aumenta (debido a la acción de control), entonces el PRC no deberá obedecer In 

ecuación (A) y. por lo tanto, se trata de un evento metabólico de ngotamicnlo de substrato. 

Como se indicó en los antecedentes (sección 2.5), las únicas explicaciones que eldstcn en 

cunnto al comportruniento anómalo del PRC y el 00 durante el agotamiento de nuuientes, se basan en 

los cambios que ocurren en la concentración de tiolesl7,3S.36 en el medio de cultivo y en In superficie 

celulllf, así como en In disminución del pH intracclular3S.36. Por otro lado, se sabe que los cambios 

del PRC rctlejnn cambios del potencial redox intracelu!ar52, Por lo tanto, con el fin de establecer si el 

comportamiento anómalo del PRC, durante el agotamiento de substrato, fué debido n cambips en el 

potencial rcdox intracelular y no a modificaciones de Ja composición del medio de cultivo, se decidió 

llevar a cabo estudios con inhibidorcs de la respiración y desacopladorcs del transporte de electrones. 

Se sabe que dur..uttc la transición del metabolismo aeróbico a anaer6bico de hibridomas, ocurre 

un aumento en el NADH intracelular ya que su oxidación cesa52. Dado que los hibridomas utilizan 

prefercncialmente Ja GLN como substrato indispensable para la oxidación fosforilativall, el 

agotamiento de tal aminoácido. en presencia de GLC. deberá traer como consecuencia una transición 

de metabolismo aeróbico a uno basado fundamentalmente en la glkólisis para la generación de ATP 

(ver figura 1). Por lo tanto, serla de esperarse que el NADH se acumulara durante tal situación, lo cual 

se verla reflejado en un descenso del potencial rcdox intmcelular y, por ende, en un descenso del PRC. 

De igual fonna, un agotamiento de la GLC disminuría la concentraci6n de intermediarios gUcolfticos . 
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Tabla 8. 

P02 

J, 

J, 

J, 

t 

H 

Resultados y d/scus/6n 

Resumen de reglas para la distinción entre eventos 
metabólicos y eventualidades operacionales 

02 disuelto 

t 

t 
J, 

t¡J, 

H 

PRC 

No obedece (A) 

Obedece (A) 

Obedece (A) 

Obedece (A) 

Obedece (B) 

EVENTO 

Agotamiento de subtrato · 

Eventualidad operacional 

Control de OD 

(por urriba del vulor fijndo) 

Control de OD 

(por debajo del valor fijado) 

Control de pH 

OTRAS COMBINACIONES 

(por arriba o debajo del valor fijado) 

Triviales para la adición de 

substrato 

PRC =a LN(OD) + b .......... (A) PRC =e - 61.6(6pH) .......... (B) 

NOTAS: J, 
t 

f¡J, 
H 

Obedece 

significa "disminuye 

significa .. aumenta .. 

significa .. aumenta o disminuye" 

significa "pcnnanece constante" 

significa que troza el perfil esperado según las ecuaciones (A) o (B). 

Estas ecuaciones corresponden n las descritas en la sección 4.9.3 de 

Materiales y Métodos (ver ecuaciones 12 y 14). 

"No obedece" significa que no traza los perfiles esperados 
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(en particular. fosfoenolpiruvato) ya que .se sabe que la piruvato cinasa (PK) en hibridomas presenta 

muy baja afinidnd por fosfocnolpiruvatol l {alta constante tJe afinit1at1). Durante el agotamiento de 

GLC, se esperarla entonces una acumulación del NADH citosólico debido al cese de la formación de 

piruv:uo. ya que la PK eslarfa funcionalmente inactival 1 (ver figura 1 ). Asimismo, dado que se sabe 

que en células cancerosas el transportador de equivalentes reductores (molato/aspartuto) es 

defectuosol I, el NAo+ mitocondrial no podría n:generar el NADH citosólico. 

Se sabe que tanto la rotenona (<1gente inhibidor de la cadena de transporte de electroncsl6) 

como el 2,4-dinitrofcnol {desacoplador respiratorio16) inhiben n nivel del sitio I del transpone de 

electrones (ubiquinona) bloqueando Ja oxidación de NADH y ocasionando su acumulación6S. Por lo 

tanto, serfa de esperarse que si el componamiento anómalo del PRC con n:specto al OD es ocasionado 

por la acumulación de NADH intr.icclular, entonces tal componamiento podría ser simulado por pulsos 

de rotenona o de 2-4.dinitrofenol en cultivos de hibridomas. Sin embargo, como se observa en la 

figura 26, el PRC trazó pcrfectnmente nJ perfil del 00 durante los pulsos de cada uno de los 

inhibidore.!\. Por lo mismo, se puede concluir que el comportamiento anómalo PRC-OD no parece 

estar relacionado con cambios de potencial redox intracelular. Asimismo, tales resultados refuerzan las 

conclusiones de Oktyabr'skii y Smimova3S.36 en cuanto a que el comportamiento anómalo PRC-OD es 

debido a la acumulación extracclulnr de grupos tiol. 

Además de estos experimentos, se realizó otro experimento en bioreactor en donde se dieron 

pulsos de LAC, AMM o agua con el fin de indagar si existe algún efecto de estos componentes sobre el 

PRC. En la figura 27 se observa el PRC adquirido durante cada etapa experimental, el corregido en 

base a Jos cambios sufridos en el pH y el esperado en base al comportamiento del OD. Para ver el 

efecto de la adición de agua sobre el PRC. ~sta se adicionó a un flujo de 2 mVh durante las primeras 6 

horas, n un flujo de 4 mVh las siguientes 13 horas y a un flujo de 27 mVh de las 19 a las 22 horas de 

esta etapa experimental. De Jos datos mostrados en la figura 27A, se puede decir que la adición de 

agua afectó muy poco al PRC ya que una vez concgido por los cambios sufridos en el pH, el PRC es 

muy parecido al perfil esperado. Posiblemente a flujos muy altos de agu~ (o dilución de medio) se vea 

un efecto significativo, como por ejemplo, al final de esta elapa experimental. 

Para el caso del AMM (figura 278), se alimentó al bioreactor (en una segunda etapa 

experimental) una solución acuosa de cloruro de AMM ( 1 OOmM} a un flujo de 0.5 mUh durante 48 

horas. Se puede apreciar que, salvo por el de~fazamicnto con el perfil esperado, la adición de AMM 

no ocasionó un efecto significativo en el PRC. Posiblemente a concentraciones mayores se obtenga un 

cambio más drástico. aunque su acumulación no Jo causó y ésto se acerca más a lo observado durante 
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Perfiles de cultivos perturbados con rotenona o 
2,4-dinitrofenol. PRCc y PRCe son los perfiles del 
potencial redox corregido (para variaciones de pH, ec. 
12) y estimado (en base a la variación del OD, ec. 13), 
respectivamente. Los pulsos de oxígeno se dieron en 
base a cambios en la composición de los gases de 
entrada (ver figura 22), con el fin de comparar los 
efectos del 0 2, desacoplamiento e inhibición 
respiratoria sobre el PRC y posteriormente comparar 
resultados con los correspondientes a los eventos 
metabólicos (ver figuras 24 y 25). 
A) Concentración final de rotenona: SµM. 
B) Concentración final de 2,4-DNP: 2mM. 
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Figura 27. Efecto del agua, amonio y lactato sobre el potencial redox 

del cultivo. (PRC, rer. figura 26) Adiciones a un cultivo por 
lote con exceso de GLN y GLC. A) Adición continua de agua: 
2ml/h de las O a las 6 h, 4 ml/h de las 6 a las 1'1 h y 27 ml/h 
de las l'I a las 22 h. B) Adición continua de cloruro de 
amonio O.lM: 0.5 ml/h de las O a las 48 h. C) Adición de 
solución de lactato (63.4 g/I): 0.6 mi a las 4, 4.8, 5.8, 6.4, 7 
y 7.4 h (pulsos Indicados por las nechas verticales). 
Posteriormente, adición continua de LAC: O.S ml/h de las 8 a 
las 20 h y 0.7 ml/h de las 20 a las 48 h. 
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un cu1tivo. Por último. para c1 caso de LAC (tercera etapa experimental; figura 27C) se dieron 6 

pulsos de 0.6 m1 con una so1ución acuosa de LAC de 63.4 g/1 (pu1sos indicados por las flecha.-. 

verticales en la parte inferior de la figura 27). Posteriormente. se alimentó dicha solución a 0.5 ml/h 

durante l2 horas y luego a 0.7 ml/h durante 28 horas. Como se puede apreciar en la figura 27C. 

durante las primeras 22 h no hubo cambio en el PRC (sólo esta desfozado con respecto al esperado). 

Dcspu~ de este período, el pH y el PRC adquirido sufrieron un cambio apreciable. a1 igual que el 

PRC corregido por dicho cambio en el pH. Las concentrJciones de LAC alcanzadas hasta las 22, 28, 

36 y 48 h fueron de 1.55, 2. 2.S y 3.3 gil, respectivamente. Solamente se alcanzan concentraciones de 

LAC superiores a 1.5 gil después de la fase exponencial de crecimiento en cultivos por lote con exceso 

de GLC (figuras 2, 3, S y 6) y eventualmente en los cultivos suplementados donde se alcanzan 
concentraciones de LAC de 2 y 2.8 gil (figuras 14 y 18, respectivamente). Esto nos sugiere que a 

partir de cierta concentraeión acumulada de LAC (mayor a 1.55 g/I), la presencia de éste afecta 

notablemente al PRC. Esto puede interferir notablemente en la medición de PRC por lo que seña 

conveniente encontrar una correlación ·entre el PRC y la secreción de LAC con el fin de corregir por 

dicho efecto, o bien optimizar aún más el control de GLC para asf mantener la conccnuación de LAC 

por debajo de 1.ss gil. 

Estos últimos experimentos solamente aclaran algunos de los factores que no son ~sponsables 

del comportamiento .. anómalo" del PRC durante el agotamiento de substrato. Por lo tanto, es necesaria 

mayor investigación al respecto para poder plantear una posible exp1icación del fenómeno observado. 

No obsWlte, para los propósitos del desarrollo de algoñhnos de control, que discriminen en~ evemos 

operacionales y metabólicos. es suficiente que se tenga la certeza de la rcproducibilidad del fenómeno 

aunque su explicación no sea del todo completa. 
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CAPITULO VI 

CONCLUSIONES 

Conclusiones 

Se puede concluir en fonna general que los resultados de este trabajo muestran una alternativa 

simple para la optimiz.ación lle la producción de AcM a través de estrategias de operación de cultivos 

in vitro de hibridomas. Las estrategias de operación fueron presentadas en fonna aislada. Sin 

embargo, si estas estrategias son aplicadas en conjunto, la producción de AcM se verá notablemente 

incrementada. Este conjunto de estrategias incluye la suplcmentación selectiva de GLN y GLC, Ja 

distinción del nutriente Jimiumte en tiempo real, la distinción entre eventos metabólicos y 

eventualidades operacionales, y el control del OD y el pH. Es decir, la operación de cultivos a bajas 

conc:cnuacioncs de GLN y GLC necesariamente repercutirá en la opcimiz.ación de la producción de 

AcM. Se prolong11tan la.'i fases de crecimiento exponencial y estacionaria y, por Jo mWno, aumentaran 

la densidad celular, el índice de viabilidad, Ja concentración final de AcM Y la productividad. La . 

importancia de ~te conjunto de estrategias tambi6n radica en que se podrfa emplear para otras líneas 

celulares e incluso para otro tipo de bioreactor. Un futuro trabajo podría abarcar Ja implementación de 

este conjunto de eswuegias y/o la busqucda de otras estrategias de operación orientadas al uso 

optimizado de otros componentes (i.~ .• otros aminoácidos, otros cnrbohidratos, sueros, cte.). 

Además de Ja GLN y la GLC, existen oiros componentes que son indispensables para la prolifera;:ión 
celul11r. Por ejemplo, el suero provee una variedad ele componentes necesarios para el mantenimiento 

del cultivo de hibridomas. Sin embargo, su uso presenta serias desventajas a nivel de producción, 

purificación y costo del proceso (ver apfodice H). En Jos apéndices H e 1 se presentan algunas 

alremativas que podñan pennitir In aplicación de estrategias de oper.u:ión para la eliminación del suero. 

Las conclusiones es¡>«.i'ficilS de este trabajo se resumen a continuación: 

1.- Si se mantiene constante el 00, existe una relación directa entre la p0:z. la VCO y la velocidad 

de consumo de nutrientes. Basandose en eJ comporuuniento dinámico de Ja Po
2
• es posible detenninar 

en-línea el agotamiento de GLN y GLC. Por lo mismo, el agotamiento de GLN o OLC fu~ indicado 

por un sdbito descenso en la Po
2 

y por una perturbación simultánea en el control de OO. 
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2.· Al suplementar GLN. cuando ncurre un cese en Ja respiraci6n celular. se recstablece ta VCO 

previo al agotamiento de GLN. Con la adici6n repetida de GLN. a concentraciones por debajo de 2 

mM, se obruvo un incremento del 100'.i- en la concentración celul~ máxima y hasta un incremento del 

800% en la concc::ntración máxima de AcM y en la productividad de AcM. con respecto al cultivo 

agi~do bajo limitación de GLN. Adicionalmente. con la adición repetida de OLN, se prolongó 

notablemente fa fase exponencial de crecimiento. 

3.· Al suplementa.r GLC. cuando ocurre un cese en el crecimiento celular y una disminuci6n en la 

respiración, se reestablecen tanto el crecimiento como la VCO a los valores previos al :igotamienm de 

GLC. Con la adición repetida de GLC. a concentraciones por debajo de 0.6 gil • se obwvo un 

incremento del 600% en la concentración celular máxima. un incremento del 600% en Ja concentración 

máxima de AcM y casi un 300% en la producti.vidad de AcM, con respecto al cultivo agitado bajo 

limitación de GLC. Adicionalmente. con la adición repetida de GLC. se prolongó notablemente Ja fase 

estacionaria. 

4.~ La adición automatizada y programada de nutrientes evita el agotamiento de la fuente de energía 

o carbono. Adicionalmente, evita la acumulación excesiva de LAC y AMM. 

S.· La GLN no puede substituir a Ja GLC como fuente de carbono. La GLC y el glutamato no 

pueden substituir a la GLN como fuente energética. 

6.- Existen eventos operacionales (fallas el~ctricas y mecánicas) que perturban al Sistema dando 

seftales de VCO que son similares a las esperadas cuando se agota un substrato (evento metabólico) y. 

se usan algoriunos de control bilSlldos exclusivamente en balances de 02. El PRC prove-1! una 

medición útil que permite distinguir entre estos eventos. Por lo mismo, las mediciones en-línea del 

PRC pueden ser utilizadas como un sensor paro algoritmos con control más avanzado. 

7.- Durante los cultivos de hibridomas por lote, a OD y pH constlntes, el PRC da una indicación 

confiable de la fase de crecimiento. En general, se observa un descenso monotónico desde la 

inoculación hasta la obtención de la densidad celular máxima y un valor rclativóllllente constante durante 

la fase de muerte. 

8.- El PRC depende. además de las variaciones en el OD y c:l pH, de la variación en la 

concentraci6n de LAC cuando ésta es superior a 1.6 gil. 
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APENDICE A 
FORMULACIONES 

Apindlces 

Tabla A 1. Composición del medio de culllvo básico (DMEM, Sigma D-5030) 

COMPONENTE 

L·Arginina·HCI 
L-Cistina·2HCI 
Glicina 
L·Histidina·HCl·H20 
L-Isoleucina 
L-Lcudna 
L·Lisina·HCI 
L-Metionina 
L-Phcnilalanina 
L-Scrina 
L-Trconina 
L-Triptofano 
L-rirosina•2Na 
L-Valina 
Cloruro de colina 
Acidofólico 
Mio-Inositol 
Niacinamida 
Acido D-Pantorénico-Ca 
Piridoxal·HCI 
Rivotlavina 
Tiamina·HCJ 
Cloruro de calcio·2H20 
Nitrato fénico·9Hz0 
Sulfüto de Magnesio anhidro 
Cloruro de porasio 
Cloruro de Sodio 
Fosfato de sodio monobásico y anhidro 

g/L 

0.0840 
0.0626 
0.0300 
0.0420 
0.1050 
0.1050 
0.1460 
0.0300 
0.0660 
0.0420 
0.0950 
0.0160 
0.1038 
0.0940 
0.0040 
0.0040 
0.0072 
0.0040 
0.0040 
0.0040 
0.0004 
0.0040 
0.2650 
0.0001 
0.1000 
0.4000 
6.4000 
0.1090 

Tabla A2. Composición de la solución de aminoácidos no esenciales (lOOX; Sigma 
M-7145) 

L-Alanina·HCI 
L-A~pill'3gina 
L·Aspártico 
L·Glutámioo 
Glicina 
L-Prolina 
L-Serina 
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1.50 glL 
I.33 glL 
1.47 glL 
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1.15 glL 
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APENDICE B 
SISTEMA DE CONTROL Y ADQUISICION DE DATOS 

MEDIO DE CULTIVO 

Figura Bl. 

ACIDO BASE 

Diagrama de componentes del sistema de 
control y adquisición de datos t. 

103 



A.pindlces 

APENDICE C 
ANALISIS DE AMINOACIDOS Y AMONIO 

Absorbance 
o.oo .... º·+oooo ____ o ... 2_000 ____ 0_..4._ooo ____ o . ._6000 ___ ~0'""".sooo 
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!' 60.00 
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ª· " 

80.00 

100.00 

0.0000 

Figura CI. Ejemplo de cromatograma de estándares de aminoácidos 
y amonio. Se muestran los tiempos de eluclón para los 
diferentes aminoácidos, el amonio y el control Interno. 
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FiguraC2. Curvas patrón de estándares de aminoácidos y amonio. 
Los datos mostrados en cada gráfica son de diversos 
cromatogramas a diferentes concentraciones de 
estándar, y la línea corresponde a la regresión lineal. 
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APENDICE D 
ANALISIS DE ANTICUERPOS MONOCLONALES 

3.0 

Figura Dl. Curva patrón de anticuerpos monoclonales. Los círculos 
huecos representan datos que se encuentran fuera de la 
linearldad entre absorbencia y concentración. 

106 



Aptndlcts 

APENDICE E 
CINETICAS DE CULTIVOS ESTATICOS CON EXCESO DE 

GLUTAMINA Y GLUCOSA 
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Figura Et. 

A 

B 

e 

24 48 72 96 120 144 
Tlemp·o, h 

Cinéticas de crecimiento, consumo y producción de 
metabolltos en cultivos estáticos con exceso de 
glutamlna y glucosa (4 mM GLN, 4 gil GLC). Cada 
tipo de símbolo representa a los datos de un cultivo 
Independiente." 
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APENDICE F 
CINETICAS DE CULTIVOS ESTATICOS BAJO LIMITACION DE 

GLUTAMINA 
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limitación de glutamlna (1 mM GLN, 4 gil GLC). 
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APENDICEG 
CINETICAS DE CULTIVOS AGITADOS BAJO LIMITACION DE 

GLUTAMINA 
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Figura G l. Cinéticas de crecimiento, consumo y producción 
. de melabolltos en cultivos agitados bajo limitación 

de glutamina (1 mM GLN, 4 gil GLC). 
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Figura G2. Estimación en-línea del agotamiento de glutamina en 
cultivos por lote (1 mM GLN, 4 gil GLC). La linea 
punteada vertical corresponde al tiempo de agotamiento 
de GLN y los datos al cultivo mostrado en la figura Gl. 
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APENOICE H 
EFECTO DEL SUERO FETAL BOVINO 

Se rcaliz.aron cultivC'ls en fra."Cos·T para estudi:irel efecto del suero retal bovino (SFB) sobre la. 
velocidad específica de crccimienm (µ)y la productividad específica de AcM (qAcM). Las células se 
cultivaron con medio e.Je cultivo DMEM (4 mM GLN. 4 gil GLC. IOt;t: v/v SFB; ver secciones 4.2 y 

4.4) ha..c;.ta una densidad celular de apwximadamente O.R x l1l6 células. viables/mi. Las célul~ fueron 
cenUifugada.s a 700 rpm durante 10 min y rcsuspendidas en medio de cultivo sin suero (este paso se 
repitió una vez mds p:im asegur.ir que no hubie.!oe trazas de SFB). Se determinó la densidad celular y 
loo volúmenes adecuados de SFB y medio de cultivo DMEM c;.in suero para iniciar cada experimento a 

las condiciones deseadas. La suspensión de células fué colocada y mez.cl.ida en frascos·T de 25 cm2 

para obtener un cultivo de 10 mi a concentraciones iniciales de 0.1 x IQÓ células viables/mi y 
concentraciones de O.O, 0.3. 0.6, 0.9. 1.2, 2.0, 5.0 y 10.0% v/v de SFB. Se tomaron 
aproximadamente tres muestm'i diarias y el crecimienlo celular se siguió. durante 10 días. Se determinó 
el Índice de viabilidad d x dt) como el área bajo la curva de concentración de dlulas viables contra 
tiempo por el m~todo integral de los trapecios. La velocidad especffica de crecimiento aparente se 
detcnninó para la fase exponencial (ver sección 4.9.1). 

Estos cultivos se realizaron simultáneamente e iniciaron a una concentración de 0.073 x. 106 

células viable!"Jml y a una viabilidad por arriba del 80%. Las figun1.s HI y H2 muestran las cinPticas 

de crecimiento y los perfiles de viabilidad, respectivamente, durante el transcurso de estos cultivos. Se 

observó que J. concentr<1ciones muy bajas de SFB (O y 0.3%), la densidnd celular y la viabilidad del 

cultivo disminuyeron con rcspeclo al tiempo de cultivo. A concentraciones bajas (0.6. 0.9 y 1.2%), la 

densidad celular se mantuvo rClativament.e constante y la viabilidad del cuhivo disminuyó con respecto 

al tiempo de cultivo. A concentraciones int.ennedias y altas (2, 5 y 10%), la densidad celular y la 

viabilidad del cultivo incrementaron con respecto al tiempo de cultivo, alcanzando un máximo para 

luego pasar por las fases estacionaria y de muenc. Para los cultivos de 5 y 10% de SFB, la viabilidad 

del cultivo alcanzó valores máximos por arriba del 90%. Los cultivos de 5 y 10% de SFB alcanzaron 

densidades celulares máximas de 0.96 x 1()6 y 1.32 x 1()6 ctlulns viables/mi, respectivamente. 

La figura H3 muestra el efeclo de la concentración de SFB sobre la velocidud específica de 

crecimiento aparente (µ) y sobre el índice de viabilidad. Se observó que medida que aumenta la 

concentración inicial de SFB. laµ y el índice de viabilidad del cultivo aumenta.ron. Como se señaló 

anteriormente (seccil\n 2.6), el índice de viabilidad es proporcional a la producción de AcM. De 

acuerdo con esta a.severJci6n y con In~ resultados de las figuras Hl u H3. podemos inferir que el 

crecimiento cl!lu\ar. la velni.:idaJ específica de crecimiento aparente. el índice de viabilidad y la 
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producción de AcM aumentan a medida de aumenta la concentración de SFB. AdicionaJmente, de la 

figur.1. H3A podemos inferir que el efecto del SFB sobre Ja vt:locidad esptdfica de crecimiento sigue 

una cinética tipo MonorJ. Estos resultar.los son similares a ltJs encontrados por otros 
invcstigadore58.37,38,44, 

El suero proporciona una variedad de componentes necesarios para la proliferación celuJar47. 

Los sueros incluyen nutrientes i:11mo lípidos y i:arbohidratos. hormonas como la prostaglandinas. 

factores de adhesilln como la tibronectina. proteínas quelantes como la tran~ferina. enzimas como la 

catalasa. e inhibidorcs de enzimas-47. Para asegurar l)UC l<is diversm componentes del suero no se 

encuentren en com:entmciones limitantes. la mayoría de los medios de cultivo son suplementados con 

un 10'1: v/v de suero. Sin embargo, el uso de suero presenta serias desventajas. Por ejemplo, el alto 

costo del suero, la composición compleja e indefinida del mismo (con variaciones de composición de 

lote a Jote). la posible contaminación con virus o micloplasma. y el problema de separación en los 

procesos de purificación de AcM-47, 

Con el fin de mejorar la economía del proceso de producción de AcM. se han realizado 

esfuerzos para reducir o eliminar el suero mediante la substitución parcial o completa del mismo. En 

su substitución. se han usado compuestos como la transferina. elnnolamina, insulina, selenio, 

fibronecrina. lipoproteínas y 6-mercaptoet.anol.47,55 Sin embargo, el costo sigue siendo elevado y 
siguen presentes protcína.'i que afectan el pmceso de purificación. Además, la detenninnción de los 

rcquerimcntos específicos para cada línea celular es costosa y laboriosa. Por otro lado, Ramfrez et 

a/.44 emplearnn calostro y leche de bovinos como substituto completo del suero. Ellos lograron 

reducir en ocho veces el costo por mg de AcM producido. Sin emt_,argo, el problema de In indefinición 

del medio sigue presente al empicar calostro o leche de bovinos. 

Uno de los principales motivos por los que se emplean sueros es que proporcionan al cultivo 

factores Je crecimiento. Sin embargo.~ ha hipoLc:tizado que los hibridornas secretan sus propios 

factores de crecimiento. pero que éstos no son suficientes si la densidad celular es baja24,37. Por 

ejemplo. los resultados mostrados en la figura H4 sustentan esta hipótesis. La figura H4 muestra los 

pertiles de crecimiento para cinco cultivos (sin SFB) iniciados a diferentes concentraciones celulares: 

0.1 x l()Ó, U.3 x 1()6, 0.5 x J06, 0.7 x l()Ó y 0.9 x l()Ó células viables/mi (inóculos sin SFB). Cabe 

mencionar que la sensibilidad y presición del método utilizado para la determinación de Ja 

com:entracil~n celular l!s de :t0.05 x 106 c~lulas/ml (indicado en la figura H4 como la barra de error). 

Por Jo mismo. se observ\\ que solamente hubo crecimiento celular apreciable en el cultivo iniciado a 

0.9 x 106 célula.o¡ viables/mi. En el resto de los cultivos. la densidad celular disminuyó o se mantuvo a 

conccntro.ciones relativamente bajas. Ozturk y Palsson37 reportaron resultados similares. atribuyendo 
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el crccimienll1 celular (en cultivos con altas concenuaciones celulares iniciales) a la existencia de 

fncto~s de crecimiento secrctados p~1r las propias c~lulas. 

La importancia Je estos resultados radica en la posibilidad de reducir el requerimiento de SFB a 

trav& de métodos de cultivo que mantengan una concentración celular alta desde la inoculación y a Jo 

largo del cultivo. Un posible mc!todo es el cultivo exponencialmente alimentado, el cual se describe en 

el ap6ndice l. Por ejemplo, un cultivo exponencialmente alimentado que inicie con una alta 

concemraci6n celular podría emplear medio libre de suero (o por lo menos en menores 

concentraciones) en la corriente de alimentación. reduciendo el u.">O global del mismo. 
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CULTIVOS EXPONENCIALMENTE ALIMENTADOS 
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APENDICE 1.1 

Artículo "Metabolic and klnetlc studles of hybrldomas in 
exponenlially fed-batcb cultures using T -Oasks" por A.E. Higareda, 

L.D. Possanl y O.T. Ramfrez 
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Abstract 

Eicponcntially fcd-batch cultures (EFBC> of u murine hybridoma in T-flasks wcre cxplored as a simple 

altcmativc experimental tool to chcmostaLc¡ for thc study of metabolism, growth and monoclonal 

antibody (MAb) pmduction kinctics. EFBC wcrc operatcd in thc variable volumc mode using an 

cxponentially incrc:t,.ing •md predetennined stepwise fceding profite of fresh complete medium. The 

dynamic nnd stco.dy-statc bchaviors of the EFBC coincided with those reponed for chcmostats at 

dilution rates below thc maximum gmwth rate. In panicular. stcady-statc for growth ratc and 

concentration of viable cells, glucosc, nnd lactatc was attaincd at diffcrent dilurion rates bctwcen 0.005 

a~d 0.05 h·I. For such a range, thc glucose and Jactatc metabolic quoticnts and the stcady-state 

glucosc cuncentration incrcascd, whcreas total MAb, volumetrlc. and spccific MAb production rotes 

dccrcascd 65-, 6-, nnd 3- fold, rcspcctivcly, with increasing dilution rotes. The lactate from glucose 

yield rcmaincd rclativcly constant for dilutioO rates up 10 0.03 h-1, where it startcd to de.crease. In 

contrast. viability rcmaincd above 801JJ at high dilution rates but rapidly dccreased at dilution rates 

bclow 0.02 h-1. No true washout occurrcd during opcration above the maximum growth, as 

concludcd from thc constant viable cell numbcr. Howcver, growth ratc decrcased to as low as 0:01 h· 

1, suggcsting thc requiremcnt of a mínimum ccll density, and concomitant auto<:rinc growth factors, 

far growth. ehcmostat opcration drawbacks were avoided by EFBC in T-flasks. Namely, simple and 

stable opcration was obtained at dilution ratcs ranging from very low to above the maximum growth 

ratc. Funhermorc, simultancous operation of multiple experimcnts in rcduccd siu was possible, 

minimizing stan-up time, media and cquipmcnt costs. 

Abbrnlatlons: 

lntroducUon 

EFBC: exponcntially-fed b::uch culture: ese: continuous suspended culture: 

MAb: monoclonal nntibody; D: dilution rate: q¡: mctabolic quoticnt ar spccific 

rate of consumption ar production of i. 

Complete kinetic churacterization of hybridoma cultures not only providcs an important insight into cell 

physiology and mctabolism, but is also a nccessary prercquisite for successful optimization and 

scaling-up of monoclonal untibody (MAb) production. The reponed dissimilar behaviors between 

Jiffcrcnt hybridoma cell lincs emphasize the importance of conducting kinctic studies in evcry case. 

Fur instance, thcrc cxisl'> contrJdictory information as to the effect of growth rate on the specific MAb 
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production rote (q,\IAb>· While muny authors have shown that QMAb increases with decreasing growth 

rate (Miller et al .. 1988: Ramírez and Mutharasan. 1990; Mancns et al., 1993), others have shown, 

cither thc oppositc behavior {Low et al., 1987), an optimum at intermedia.te growth ratcs (Ray et al., 

1989). orno effect at JJI (Flickinger et al.. 1990). A broad range in QMAb has aJso been reponed; from 

as low as 0.2 X 10·10 mg/cell-h {Lena el al.. 1992) lo as high as 33 X IQ·ID mg/cell·h {Kurokawa et 

al .. 1993). Stability of ~fab production (Frame and Hu, 1990) and sensiti\'ity to ammonia and lactatc 

(Oma.sa et al., Ozturk et al .• J 992) also varíes widely among cell Jines. In panicular, Reuveny et nJ. 

(Reuveny et ni., 1987) have found 1hat the commflnly tmdc lnctate can stimulatc growth of an 

hybridoma cell line at concentrations below 22 mM. While most d.:na indicale that the yield of lactate 

fróm glucose increases with increa.'\in~ growth rJte (Miller et al .. 1988: R:unfrez and Mutharnsan. 

1990) other studies show the opposite behavior (Ray et al., 1989). Funhennore, environmental 

faclors, such as hydrodynamic {PapoulSakis, 1991) and osmotic stress (Reddy et al., 1994) have also 

been shown to be cell line and growth rate dependenL 

The effect of environmental parametcrs on cell growth, metabolism and product fonnation of 

various hybridoma ccll llnes has beco detcnnined in continuous suspcnsion culture (CSC) (Miller et 

al., 1988; Frame and Hu, 1990; Hiller el al., 1991; Kurokawa et al., Manens et al., 1993). ese is 
usually considered the most appropriate operation mode for such studies since homogeneous and 

constant environmental conditions can be maintained. Nevertheless, ese can be pJagued by 

significant drawbacks. Namely, ese operation is expensive due to the inefficient use of sophisticatcd 

media and thc necd of costly cquipmcnt nnd instrumentation, .especially if multiple simultaneous 

cxperiments are peñonned. ese operation at low dilution ratcs can be problematic duc to the higher 

death entes and lower viability of hybridomns, possibly dueto incrensed shear scnsitivity at reduccd 

growth (Boraston et al., 1984; Miller et al., 1988; Ramlrez and Mulharasan, 1990). An accurale 

control of volume and flow rates is aiso difficult in such regions (Yaman~ and Shimizu, 1984). 

Likcwisc, ese prescnts increascd risk of contamination durins long operuting times at low dilution 

ratcs. and dueto celJ line instability a uue steady state might not be attainabJe (Frame and Hu, 1990. 

and Mancas et al., 1993). Furthcnnore, washout of the culture can occurat high dilution r:itcs. Such 

disadvantages have drawn ceJJ culturists to use batch operation as a simpler tool for hybridoma 

charactcrization. Nevcrtheless, batch culture data can provide misleading infonnation (Miller et a1., 

1988). 

Fed·ha1ch culture has proven 10 be a poweñuJ experimental tool for microbial energetics and 

kinetic studies (Kelicr and Ounn. 1978: Esener et al .• 1981). Accordingly, ~uch mode of opemtion 

can representan attraCti\'C ahemative to ese. Nonctheless. applic11tion of fed·hatch culture has been 

mainly restrictcd to its conventional form of operation in which only smaJJ volume variations are 

allowed and where thc main goal is the achicvement of high cell densities and producti\'ities {Glacken 
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el al .• 1989: Rnmfrcz and Mutharasun. J 990~ Hu and PireL 1992: Jo et al.. J 993a). In convcntional 

fed-batch opcration. medium conwining a highly conccntmted carbon or cncrgy sourcc. but usually 

deficicnt in olhcr nutricnl'>, is fetl in ~\'erJI modes anda qua.'>i-steady state is anained only for a single 

limiting substro.te. In concrast. Ramfrcz et al. (Ramfrez et al .• 1994a. l 994b) havc shown for microbial 

systems that a steady state condition can be auained for most paramcters if 11 variable volume 

cxponentiully fcd-b<:1tch cul1urc (EFBC) is employed. The dynamic and sleady state bchaviorof EFBC 

is thc same as CSC. However. EFBC are technically simpler tn nm and permit stable opcrotion in 

reg:ions wherc cominuous cuhivution is not fe<Jsible. i.e. very Jow or high dilution rotes. Furthcrmore, 

equipment. medium utiliZlltion. and stan-up time are minimized in feJ-batch culture of hybridomas in 

T-tlasks. and multiple experiments can be perfo~mcd simultanclrnsly with rcduccd risk of 

conramination (Ih1skey et al., 1990). 

Fcd-batch operation using various modes of feedback flow rate control has beco u.sed far 

diffcrent mammalian cells (Glacken et aJ., 1989; Truskey et aJ .• 1990; Omasa et al., 1992: Chevalot 

and Mlll'C, 1993). In such studics. the pscudo-steady statc condition has becn attaincd only for a 

limited nwnbcr of par.uneters. Semicontinuous or repeat.ed fed-batch operation has al.so been usCd as a 

means of approximating continuous opcration in plant and animal cell culture (Tharakan and Chau, 

1986: Ramlrez and Mulharasan, 1990: Lec et al., Wesrgate et al., 1991: Leno et al., Schmid et al., 

1992: Jo et al., 1993b: Sala=·Kish and Healh. 1993). In lhis wort, we ,.port for !he first time !he 

use of predctermined variabJe-volume EFBC in T-flasks as W1 allCmative to CSC far hybridoma kinetic 

charactcrizmion ~tudies. The effect of dilution rote on hybridoma growth, glucose consumptio.n, and 

lactare and MAb production is prcsenrcd. 

Malerlals and methods 

Ctll /ine and culture medium 
A murine hybridoma, designated BCF2, that secretes a neutralizing monoclonal 110tibody (MAb) 

spccific to toxin 2 of thc scorpion Centruroides no:cius Hoffmann was gencrated and used in this 

study. Gcneration of the hybridoma ccll line nnd the in vfro ncutralizing ac.tivity ·ar MAb has becn 

dcscribcd elscwherc (Zamudio et al., 1992). Thc medium used was Dulbccco's modified Eagle's 

medium prcpared from powtlered formulation (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). The final 

medium contained 4 g/I glucose.4 mM L-glurnmine. 2.2 gil NaHC03, 13.2 mg/l oxaloacetic acid, 0.8 
mg/I crysralline insulin. S.5 mgll sodium pyruvate. 1 t,f (v/v) of IOOX noncsscntial amino acid 

solution (Sigma), 1 % (v/v) of antibiotic untimycotic solution {penicillin ( 100,000 U/l). streptomycin 

( 100 mg/IJ, amphotericin B (250 µg/IJ] (Sigma), and líl <;r (v/v) fetal bovino serum (Sigma). The 

conccntration of antibiotics was much lower than those known to be cytotoxic. 

124 



A.ptruJic:es 

E.xponenriallyfed-ba1ch cultures 
AlJ fed-batch experimenL'i werc pcrformed in 75-cm2 T-fla.sks maintnined in a C02 incubator (37"C. 

6% C02). Seven dilulion l""Jles. diviJed in two groups. were tested. In lhe first group of cultures. 

opcratcd at dilution rates of 0.005. 0.01. 0.02 and 0.07 h·I, the tlasks inicially contained a 4-ml cell 

suspension consisting of hybridomas from mid-exponemial pha.~ of ba1ch cultures and sufficient fresh 

cuhure mCdium to give a com:entrution below 0.5 X 1()6 celYml. For lhe sccond group. operated at 

dilution rates of 0.03, 0.04 and O.OS h·I, a 4-ml cell su5pension of late-exponential phasc hybridomas 

was placed Jirectly in the fla.'lks without diluting in fresh medium in arder to gi\'e an initial 

concentration of0.9 X Jíi6 cell/ml. Afler allowing the cells to gmw in b.itch mode for a predelennined 

period of time,.ª knmvn volume of fresh culture medium was added and .i sample was removed for 

ceJI number determination and other assays. Thc sample volume never exceeded 1-ml and was 

typically 0.65-ml. Homogeneity ofT-tlasks befare sampling and after medium addition was achieved 

by gentle mixing; the remaining time, the T-flasks rcmained static. This procedure was repeated 

succcssively unlil a final voJume of 6'0-ml wus rcached. Only the cultures opcrated ata diluúon ratc of 

0.03, O.G4, and O.OS h-1 were allowed to grow in barch mode after the final volume was reached and 

untll cell viability decreascd to less"than 30 '.'t. The time between medium additions 11nd thc voJume 

added in cvery instance was adjusted in order to obtain a volume profiJe that increased exponentiaJJy 

with time. The time between medium additions neverexceeded 24h,11nd the volume added in every 

occasion remained between 1 and 4-ml. A fraction of the medium added corresponded to the volume 

removed during sampling. Such a procedure resulted in a stepwisc proftle that closcly traeed the ideal 

exponcntial profiJe that would be generated if a continuous feeding had boen establishcd. As describcd 

beJow, a constant and prcdetermined dilution rate can be fixed through 1he use of exponentially-fed 

batch culturei. Jn addition m lhe fed-batch cxpcrimenrs, bi.l.ICh control cuhurcs in 30-ml T·flasks wcrc 

also pcrfomied. 

A11alyricu/ ,,,,thods 
Cell numbcr was dete®ined by trypan blue exclusion method. Samples of supcmataiu tak.en from thc 

cultures were frozcn at -20ºC for Jatcr determination of 81ucose, lactate, and MAb concentration. 

Glucose and lactic acid were detennined enzymatically with a YSI model 2700 analyzer (Yellow 

Springs Instruments Co .. Ycllow Springs, OH). MAb conl·entrarion was dctennined. ns described 

bcfore (Rtun!rez and Muthara.san 1990), by un alkaline phosphau1se "sandwich" ELISA technique. 

ELISA piares were read at .SOS nm wilJt a Titertek Multiscan ~CC/340 rcader (Aow Laboratories. 

Mcl.ean. VA) and reponed MAb titers werc obtained from the average of 12 wells. The valucs of 

MAb concentration reponed corre:spond only to the fed-batch phase. 

Marhemarical con.riderurions 
For a weU-mixed fed-bau:h culture with sterile feed and no outtlow. il ccll balance over lhe: T-tlask is 
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givcn by: 

(1) 

whcrc x. V. t., and µare viable cclJ concentrJtion, culture volume. time. anJ appa~nt specific growth 

rote. rcspectively. Thus. upon integration nf eq. ( 1 ). µ ca.n be rcadily obtained from the slopc of a 
curve of Ln[xV) versus time. As de~ribed clsewherc CRamfrcz et a.I.. 1994a). 11 constant and 

prclletcnnined dilution rate. D. 1.·an be ubwined in a fed-batch culture if an exponcntiaHy increasing 

feeding flow ratc. F(t). is set as: 

~=FCt)=VoDcxp (0 t) (2) 

whcrc thc subindex o rcfers to the time of feeding initiation. Combining eqs. (1) and (2), and 

telll1lll1ging. yields: 

(3) 

Similarly._ a substrate balance yiclds: 

(4) 

whcrc S and Sr are the substrate conccntrations in the T-tlask ami in thc feed, respectively, and Y is the 

yicld ofbiomass on substrate. As shown by eqs. (3) and (4), the dynamic and stcady state bchavior of 

an EFBC is identical to that of a ese, undcrscoring the utility of the fonncr as an alternative to the 

latter. 

Thc spccific glucose consumption, QQ• and Jactate production. <IL· rotes wcrc dctcnnined as thc 

average oflhc individual r.itcs betwccn medium addition.'i,, which in tum wcrc detcnnined as: 

qc;,., (5) 

[(L,.¡ V,.¡)-(L, V¡)- L,(Y;+1 - V¡)] 
q1.,., = [ ,] 

(t¡+i _ t¡)jx¡ ... 1V¡.1 + x¡V¡)j 
(6) 

wherc O¡ and L¡ are residual glucose and lactate concentrations. rcspectively. at the ¡lb time interval. 

1l1e subindex r refers to thc com:en1mtion in feeding medium. The apparent molar yield of Jactatc from 
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glucose was <lctennincd by di\'iding the average lacrn.tc and glucose metabolic molar quoticnts. The 

total MAb produced. A:..1Ab: the ll\'Crall volumetric ~1A.b production ratc. rMAb: and the a\'erage 

specific :..fAb production rate were detcnnincd fmm equation~ 7. 8 and 9. respectivcly. 

M!Ab ~ MAbrVr· MAbo Vo 

M!Ab 
rMAb = (tr- to) Vr 

M!Ab 
qMAb=--­

llr·lo)X 

(7) 

(8) 

(9) 

wherc [MAb] is the antibody concentration. the subindex f refers 10 the concentration at the end of the 

fcd-batch phase, nnd X is thc average viable cell number defined as: 

Resolis and dlscusslon 

Batch culture 
Figure 1 shows typical behavior of BCF2 hybridoma batch culture in 75-cm2 T-flasks. After a 

maximum viable cell conccntr.ition of 1 :3 X 106 celUml was attained, a rapid decrease in viability was 

obscrved. We have previously shown (Higareda et al.. 1993) that for BCF2 hybridomas in serum 

containing media. glucose and glutamine are the main carbon and encrgy source, respectively, and that 

depletion of cither one limits growth. Thercfore, the observed growth cessation in batch is possibly 

duc to accumulation of toxic metabolic byproducts, such as lactate or ammonin. since glutamine (data 

not shown) and glucosc werc still prcsent at non-limiting conccntrations. 1bc maximum growth rate. 

calculated for the exponential growth phase. was 0.046 h-1. As shown in Fig. 1 B, glucose 

consumption nnd lacrate production ceased a few hours after the maximum viable cell concentration 

was attained. wherea.s MAb continued to increase until the end of the culture where a ma>.imum of 36 

mgll was reached (Fig. IC). The batch mern.bolic quotients for glucose and lactate. calculated as the 

ratio of maximum growth race to the correSpl1nding ccll yield. were 2.9 X JO·l3 and 5.7 X 1Q·l3 

moUcell-h, rcspectively. Thc: apparent lactatc from glucose yield was 1.96 moUmol, suggcsting that 

during batch growth glucose is convened almost entirely into lactatc and that little is catabolized 

through tite TCA cycle. Such a high yield has also bcen reponed fllr continuous ar pseudocontinuous 
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viabllily (open squares). B; glucose (closed clrcles) 
and lactate (open squares) concentration. C; MAb 
concentration (closed circles). 
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culture at high growth rates (:-.1iller et al.. 1988; Ramírez .:md Mutharasan. 1990). Thc total MAb 

produced Wld the volumeuic arid .o;pecifo: MAb production r.atcs were 1.02 mg {1.4 mg if corrected for 

40-ml). 0.28 mg/l·h. and 4.~ X 10-10 mg/cell·h. rcspectively. 

fupnnenlia/lyfed·batch cultures 

Figure 2 shows thc rcsults of BCF2 i:ells during EFBC in T-tlasks ata diluúon rate of 0.01 h·I. Such 

results illustrate the typical bchavior observcd at intenncdiate dilution rotes. As shown by the dotted· 

linc in Fig. 2A, viable cell number incrca.o;cd cxponcntially. indicating that a constam growth rate wo..o; 

attaincd. eell viabillty rnpidly decrt:ased from 98'.l tu around 701d during the first 2 days of culturt:. 

but lhen remaincd ata relatively consumt value of about 65'it CFig. :?A). Ccll conccntration increased 

from 0.38 X 106 celllml at inocu\ation, w a steady-state valuc of 0.9S X 106 celllml after 8 days of 

operation. Residual glucose and lacta.te concentrations also upproachcd steady-state values after the 

samc time period {Fig. 28). No pH detcnnimuions wcre made, however from thc lactate data and the 

color of thc indicator phenol red in the medium. it can be inferred that pH also reached a steady-state. 

It should be noted that stcady-statc was attained using only a stepwise prcdetermined fecding profile. 

which is in contras.t to othcr more complicated systems wherc sorne means of feedback control is 

rcquired for maintaining a desircdcondition (Glacken et al., 19S9; Truskey el al .• 1990; Omasa et al .• 

1992). Furthennore. in other types of fed-batch operation, steady-state condition is usually attained 

only for a limitcd number of par.imetcrs. whereas large variations occur in thc remaining (Glacken et 

al., 1989; Chevalot and Man:. 1993; Jo et al.. 1993b). As seen in Figwc 2C. MAb concentration did 

not reach a stcady·statc b;,it continuously increa.sed, with accumulated MAb exponentially increasing. 

The complete MAb production profile was detennined just for this culture, whercas only the MAb 

conccntrations at the bcginning nnd cnd ofthe fed-batch phase wcre detennincd for the other dilution 

rates tested, 

Figures 3 and 4 present the rcsults of the EFBC operntcd at dilution rotes of0.005 and 0.07 h· 

1, respectively, the lowest and highest dilution ratcs tested. Such a broad rangc in dilution rotes has 

not been. to our knowledgc. studicd befare for an hybridoma cell Une. Most ese rcpons have only 

studied a 1.5- to S.3·fold increase in dilution rote (Miller et a.1.. 1988; Ray, 1989; Fra.mc and Hu, 

1990; Hiller CI al .• 1991; Marte ns et al .• 1993), being the range between 0.008 10 0.055 h·t ;lll1ong thc 

broadcst onc described {Lena et al. 1992). Small scale bioreactor opennion in continuous mode at 

\'Cry low dilution ratcs can present significant problems, such as difficulties in maintaining a constant 

volume due to inaccurate control of low tlow rates and losscs by evap(lraticm. increased risk of 

contamination, and increa.sed shcar sensitivity. On the other hand. statile continuous or 

pseudocontinuous opcration at growth rates close to the maximum is difficult and culture washout 

occurs if the criticul diluticin r-.atc is exc.:eeded. Such difficullics m;iy explain thc limited range of 
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dilution rates studied in CSC. In contrast, EFBC permitted simple opemtion ata dilution rate almost 

one arder of magnitudc lower than the maximum growth ratc (Fig. 3). Furthermorc, sincc no ccll 

removal cxists in the EFBC. a lrue washout will not occur. Thlo; is shown in Figure 4 where even ata 

dilution ratc considerably higher than the batch maximum gmwth rote. the viable cetl numbcr slightly 

increased from 1.5 X )()6 to 2 X 106 cells, even lhough the cell concentrJtion decreased. Operation at 

such a high dilution rote resulted in the plentiful supply of ali nutrients at non-limiting conccntrntions 

and very Jow concentration of toxic metabolic wllSteS. a.~ illustrated in Fig. 4B for glucose and lacta te 

conccntration. 

As exempJified in Fi,gs. 2 to 4, the trajectory followe<l by the various parnme1ers towards 

steady-statc corresponds 10 the expected behavior of a tirst urder system following Monod-type 

kinetics (see eqs., (3) and (4)). Namely. a steep initial response succeeded by a slower direct, i.e. non 

oscilJating, approach to steady-state. Such a transient behavior is the same as the one traced during 

Slllrt-up and step pcnurbationS of CSC, with each panicular system rcquiring a characteristic response 

time to rcach steady-state. Far instance, more than 13 rcsidence times were nceded to n:ach steady­

state glucosc conccntratiun during CSC stan-up and dilution rate step increases (Frame and Hu, 1990; 

Hiller et al., 1991 ). In contrast. less than 3 residence times were needed for lactate concentration to 

CCD.ch stc:ady-stntc after a step rcduction in the feed medium glucosc concentration (Rny et ni, 1989). 

The obscrved response times in the EFBC for the various panuneters ran,ged ~cween those cited above 

(sce Figs. 2 to 4). underscoring the similaritics between EFBC and CSC. 

Ejfect of dilurion ralt 

Figures 5 to 7 summarize thc rcsults of the EFBC at ali dilution rates (D) tcsted. As seen in Figure 5. 

the steady-stnte viable ccll concentration showed a maximum around 1 X 106 ceWml ata D of0.01 h-1, 

but rnpidly decrcased at lower or higher D. A similar behavior has been reponed far hybridomas in 

ese OC pseudocontinUOUS culturi: where maximum Steady·State CCIJ concentratiOO has bcen found 10 

occur between D of0.015 10 0.03 h-1 (Millcrc1 al .• 1988; Ray el al., 1989; Ramín:z and Mulharasan. 

1990; Hiller et al., 1991; Leno el al., 1992). Residual glucosc approached lhc conccntratlon of feeding 

medium a.s D increased. Glucose did not limit growth as it remained above 1.9 gil for ali the 

conditions tested. Cell viability remained relatively constant at 80 'l: for D above 0.02 h·I, but rapidly 

decrcascd to lcss than 30 f.i as O decreased to 0.005 h-1. Such a high sensitivity of the viability at low 

dilution rates has been described previously for pscudocontinuous (Ramírez and Mutharasan. 1990) 

and ese {8oras1on el al.. 1984; Millcrei al., 1988). and is probably causcd, at leas! partially, by lhe 

hi,gher levels of byprodm:ts and lower concentration of ei;sential nutrients. For instance, as seen in 

Fi,gs. 2 to 4. the steady-state lactate concentration decrea.sed from 1.8 to 0.2 gil as D increased from 

0.005 to 0.07 h·I. Such n change in lactare concentration corrcsponds to 11 change in pH of only 0.06, 
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as measured in cell·frce control medium. Thus. difíerences in viability and other parametcrs díscusscd 

below. such as MAb production, betwecn lhe various dilution rales cannot be attributed to thc 

differences in pH. The rote at which the viability decreased as D decreased was found to be lower in 

thc EFBC than in the CSC rcpons. This suggests that at low growth rates thc death rotes in the EFBC 

are lowcr than in thc agilated ese. which can be explained by the absence of hydrodynamic damage in 

thc slíltic culture conditions. 

Figure 5B shows that the growth rate at stcady-statc followed the same bcha\·ior of an ideal 

ese (indicatcd in the graph by the dotted-diagonal line) for growth rates below the maximum 

observed in batch cultures (indicated by the doned-horizontal line}. Th::u is, a predetermined growth 

rate equal to the dilution rate can be attained. Surprisingly. far D above thc maximum growth rute, lhe 

apparent spccific growth rate did not remain iU its maximum. but rather decreased rapidly to very Jow 

values. Such a bchavior contrasts with that of microbial EFBe where thc spccific growth ratc has 

been found to rema.in at its maximum value as D increased above the maximum spccific growth rale 

(Ram!rez et al., 1994a). As mentioned befare. even though a nct increase of 0.5 X 1()6 cells was 

observcd in the EFBC ata D of 0.07 h·I, thc high roce of medium addition caused a decrcase in ccll 

conccntrntion from an initial value of0.4 X 106 ccll/ml to lcss than 0.07 X 106 cell/ml aftcr 24 h of 

· operation. Thcrefore, thc low growth ratc observed at such a high dilution indicaces that a minimum 

cell dcnsity is needcd for active growth to occur. Such a rcquircment also strongly suggcsts the 

existcncc of autocrine growth factors necessary fer hybridoma proliferation. Similar requirements, in 

mcdium with or without serum, and evidcnce of th~ existcnce of autrocrinc growth factors ha ve bccn 

reponed befon: (Tharalcan ond Chau, 1986; Lec et al.. 1991). The work of !.<:no et al. (!.<:no et al .• 

1992) was found to be thc only repon of a culture operated at O abovc the batch maximum specific 

growth rate. In contrast to this work, thcy found growth ratcs as much as 25 '.i higher than thc 

maximum batch spccific growth rate, which may be explained by the much higher ceU·conccntration 

prescnt when thc high O were initiated, as well as the possibility of subslílntial gro\.\ th on walls due to 

thc panicular systcm cmployed. 

The average specific glucose uptake ra1e (qo) and the average specific lactatc production rate 

(QL) as a function of D W"C shown in Figure 6A. As observed by others (Miller et al., 1988; Rnmírcz 

and Mutharasan, 1990: Hillcr et al .• 1991) qG and q¡_ increas<d lincarly with D for growth rates below 

the maximum. For D above 0.045 h·I, qG and Qt.. decreascd dueto thc lower apparent specific growth 

ratcs that occurrcd during such high D. The apparent yield of lactatc from glucose (YLJG) remained 

relatively constant at around 1.7 mol/mol up 10 a D of 0.03 h-1 where it staned to dec:rease (Fig:. 6B). 

Hiller et al. (Hiller et al., 1991) have also observed thot Yuo remains relativcly constant in CSC 

bctwcen D of0.015 to 0.03 h·I, but in contrast to this wor~. thcy obscrved an incrcusing Yuo as O 
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increascd above 0.03 h·I. The Yuo at ali the D tested in the EFBC were lower than in the batch 

culture, which indicates a higher efficiency of glucose utilization under the controlled growth 

conditions. ·' 

1be effect of O on MAb product~on during EFBC is sumnÍarizcd in Figure 7. The data points 

reprer.cnt the ovcrall parJmetcrs detcnn~~ed from the MAb conceñtrations at the initiation and end of 

the fed-batch phase (cqs. (7) tn (9)). It shou1d be noted that the culture volume increased from 4 to 

40-ml during all the EFBC. Thercfore: !n evcry condition tested. the samc mean number of 3.33 cell 

generations was altowcd. Accordíngly. such a protocol resulL<t in a more reliable comparison between 

expcriments and avoids interpretatinn problems duc to generntion-a.<tsl>eiuted phenomena. such as loss 

of MAb productivity due to cell Une instnbility (Frarne and Hu. 1990; Hiller et al., 1991). Far 

instance. Martens et al. (Martens et al .. 1993) have observed in ese the occurrence Of two distinctive 

hybridoma populations and a drop in specific MAb productivity after about 30 genemtions. Such 

bchavior should caution on the use of ese far extended periods of time during hybridoma kinetic 

studie!. As scen in Figure 7 A. the votumettic MAb production r-Jte and lhe rotal MAb produced during 

the fed-batch phase decreascd 65· and &-fold, respectively, with increasing D. Likewi.se. the specific 

MAb production rarc decreased from 6.5 X 10·10 mg/cell-h ata D of 0.005 h-1 to around 2 X 10-10 

mg/cell-h tu u D of 0.05 h·l (fig. 78). Such a negative correlation between MAb secretion rate and 

growth rote has been commonly reponed far different hybridomn cell Jines (Boraston et al., 1984; 

Miller et al., 1988; Ramfrez nnd Mutharasan, 1990; Leno et al .. 1992; Martens et aJ., 1993). For 

instance, Ramfrez and Mutharasan (Ramírcz and Mutharasan, 1990} observed that 'lMAb decreased 

from 2 X 10-10 to 0.5 X 10·10 mg/cell-h as dilotion rarc increascd from 0.007 to 0.042 h-1, and 

attribuled such a behavior to a higher MAb production rale ofG¡ cells compared to cells traversing 

through mitosis and othcr stages of intcrphase. Likewise. Miller et al. (Miller et al .. 1988) found nn 

appro:itimately 16- ami 2- folJ increase in untibody concentr'Jtion and %-fAb• respectively, for a 2.5-

fold decrease in dilution rate. Such an incrcase was proposed to be either due to a stressed condition 

that favorcd prorcin production ar to <lifferential MAb production rJtes during thc various pha.ses of the 

celt cycle. In addition to such possibilities, it has also becn discus.o;ed (Manens et al .• 1993) that thc 

increased MAb production at low dilution ratcs could be due to an increa.sed passive relea.se of 

antibodies or its fractions by the largcr concentration of dead cclls under such conditions. 

Nevertheless. indepcndently of the explanation given for the obser:ed bchavior, it can be seen that the 

EFBe can be used as an important experimental tool to determine such trends, especially since 

dis..'>imilar behaviors exist bctween different hybridoma cells. For instance. increasing qMAb with 

incrcasing O (Low et al.. 1987). an uptimum GMAb at intermediute growth rutes (Ray et al .. 1989), ar 

no effect at ali (Flickingcr et al., 1990) huve also been reported. Any of thesc bchaviors can be 

e:itplained frum simulatinn analysi:. 11f the assembly rate Llf thc hcavy and light chains of the antibody 

mL1lcculc (Flickingeret al .. l 992). 
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Finally. results of the batch culture, corrected for .iO-ml culture volume, have also been 

inctuded in Figure 7 for comparison and are rcprcscnu:d as the horizontal dotted lines. As seen. the 

over.111 volumetric MAb productivity obtained in batch culture was higher th:in in EFBC at any of the 

dilution rates tested. This results from the higher cell conccntrJ.tion maintained during a longer period 

of time in batch campa.red to the EFBC. In contrast. the to1al MAb and C\.\fAb in batch culture only 

rcached the values obtained ut inu:rmediate dilution rutes in the EFBC. Since in batch culture cells 

grow from very low to very high rates ª" they progrcss through the various phascs. it is reasonable 

that the total nnd specific MAb values correspond 10 those of an average intermediate growth rate. 

Concluslons 

Thc rcsults of this study show that exponentially fed·batch cultures of hybridomas in T-fla.sks can be 

uscd as a simple altemative experimental tool to e hemos tal'< far the study of metabolism, growth, and 

MAb production kinetics. EFBC allowed simple and stable operation of simultaneous multiple 

experimcnts at cither very Iow or very high dilution rates, minimizing the start·up time, equipment 

cost, media utilizatíon, nnd risk of contamination. Furthennore. the dynamic and steady-state 

bchaviors of the EFBC werc found to be similar to those reponed for CSC. For the hybridoma ccll 

linc generated and studicd herc, it was found that wilh increasing growth rute the viability, metabolic 

quotients for glucose and h1ctatc, and residual glucose concentration increa<;ed; whereas viable cell 

concentration, total MAb, MAb specific and volumetric production rates, and residual lactate 

decn:ascd. Finally, low growth rntes ob!'erved at dilution rates above the batch maximum growth ratc 

suggest thc requircment of a mínimum cell density, and concomitant uutocrine growth factors, for 

growth. Production studies, underway, on the implementation of EFBC in bioreac1ors should 

overcome intcrprctation.difficulties duc to the lack of an accurate control of pH and dissolved oxygen: 

such limitations are always nssocinted with any study perfonned in T·flasks. 
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APENDICE 1.2 
COMPLEMENTO DEL ARTICULO 

Aplndiu.1 

En esta sección se presentan las figur.is de los cultivos exponencialmente alimentados. 
mencionados pero no mostrados en el artículo (apéndice l.J). 
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Figura 12.1. Cultivo exponencialmente alimentado a una tasa 
de dilución de 0.02 h·I. 
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