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Rf!'sum~n 

Resumen 

Una de las venrajas del sistema de e.'<presión de proteínas recombinantes en células de 

insecto-baculovirus. es Ja posibilidad de c.~prcsar simuháneamente varias proreínas 

recombinantes que se ensamblan de fonna eficicnrc en mullímcros. Esta expresión simullánea 

puede ser muy compleja. ya que requiere de proteínas diferentes en diferentes cantidades. Uno 

de los casos más complejos es el de la producción de las pseudopartículas virales (PPV). Las 

PPV son estrucruralmcnte idénticas al virus narivo. pero carecen del material genético. Si las 

PPV pudieran ser producidas eficientemente. se convertirían en una alternativa novedosa y eficaz 

para la inmunización contra varios virus. El diseño de estrategia."' racionales de producción. que 

ma.."(imizen los rendimientos y Ja pn._-xiuctividad. pueden hacer esto posible. Sin ernbargo. a 

pesar de sus ventajas. la información disponible sobre la formación de PPV y sobre estrategias 

para su producción es aún muy limitada. 

Las PPV de rotavirus están formadas por tres capas concéntricas conformadas por las cuatro 

proteínas más abundantes del rotavirus nativo: VP2. VP6. VP4 y VP7. La presencia de las 

cuatro proteínas es indispensable para un ensamblaje eficiente de PPV inmunológicarnente 

activas. En células de insecto. las PPV se obtienen a través de la infección simultánea de un 

cultivo con varios baculovirus rccombinantes. que contienen cada uno el o los genes que 

codifican para las diferentes proteínas recombinantes. En el presente trabajo se pretende lograr 

un entendillliento integral del proceso de producción de las diferentes proteínas recombinantes y 

de las PPV por células de insecto. El acercalllienro utilizado incluyó desde una caracterización 

exhaustiva de la producción de cada una de las proteínas recombinantes. hasta su producción en 

biorreactores totalmenre controlados e instrumentados. 

Durante la fase de caracterización. las velocidades de producción y las concentraciones 

máximas de las proteínas individuales fueron función de su peso molecular. Esto es muy 

importante para el diseño de estrategias de producción. Además. se encontró que la producción 

simultánea de las proteínas recombinantes no afectó sus velocidades de producción. Por lo 

tanto. Jos parámetros cinéticos obtenidos de cultivos que expresan individualmente cada una de 

las proteínas recombinantes pueden ser extrapolados a los cultivos que producen 

simultáneamente varia• proteínas. Por otro lado. éstos parámetros cinéticos fueron manipulados 

a través de la multiplicidad de infección (MDD. En cultivos coinfectados. el variar la relación 

entre las l\.fDI de cada virus. permitió obtener diferentes relaciones estequiométricas entre las 

proteínas recombinantes. Además. el uso de coinfecciones no simultáneas permitió manipular la 

velocidad de producción y la concentración de cada proteína recombinante. Estas herramientas 

son muy útiles para obtener la estequiometria deseada entre las proteínas recombinantes. lo que 



permitirá implementar estrJtegias óptimas de producción. Las cinéticas de formación de PPV de 

una y dos capas de proteína se siguieron, y el efecto de las diferentes relaciones de proteínas en 

la concenlr:JCión intracelular de multímcros fue detem1inado. 

El estudio del efecto del agente protector de esfuerLos de corte. Pluronic F-68 (PF68), en la 

producción de proteínas y baculovirus recombinantes. pem1itió ampliar el conocimiento sobre la 

forma de acción de este aditivo para proporcionar protección contra la agitación. La adición del 

PF68 incrementó Ja concentrnción de proteína recombinantc 10 veces. nllcnlra...."i que cJ título viraJ 

máximo obtenido se redujo :?O veces. No se encontraron diferencias entre la reología del medio 

de cultivo, ni en las cinéticas de crecimiento e infección. Por lo tanto. se dctemlinó que el PF68 

tiene un efecto fisiológico sobre las células, Jo que descarta el modo de acción puramente físico 

que ha sido propuesto por algunos grupos de investigación para explicar su efecto protector. 

Con el fin de contar con los conocirnicntos necesarios para diseñar estrategias de 

alimentación para incrementar la productividad de proteína recombinante. se realizó un estudio 

del metabolismo celular antes de la infección. Específicamente. se determinó el papel y la 

interacción entre varios nutrimentos que resultaron ser Jos más importantes para el crccimienro 

celular. Se encontró que las velocidades de consumo de la glucosa y la Glutamina están 

reguladas por la concentración de cada sustrato, aunque la concentración de Glutarnina no afectó 

Ja velocidad de consumo de glucosa, o viceversa. Un abastecimiento excesivo de glucosa o 

Glutamina provocó el desperdicio de energía y fuentes de carbono. como lo demostró una 

reducción en los rendimientos celulares y la acumulación de desechos metabólicos. Se demostró 

Ja importancia de un abastecimiento adecuado de nutrimentos, particulannente. la necesidad de 

manrcner las concentraciones de Glutarnina y glucosa Jigcramenrc por encima de sus valores 

críticos. 

Finalmenre. con base en los resultados anceriores y una caracterización exhaustiva de] 

consumo de nutrimentos después de la infección, se implementó Ja velocidad de consumo de 

oxígeno como herramienta para monitorear en línea cambios en el estado fisiológico de las 

células. Se encontró que el comportamiento dinámko de Ja velocidad de consumo de oxígeno 

puede ser correlacionado con el agotamiento de monosacáridos (glucosa y frutosa) y Glutamina. 

Además, utilizando ésta herramienta fue posible determinar en tiempo real la concentración 

celular y la eficiencia de la infección. 
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Abstract 

One of the advantages of the widely used inscct cell-baculovirus protein exprcssion system 

is thc possibility of simultancous expression of differcnt proteins which asscmble successfully 

in multimers. Such simultaneous expression can be vcry complex, as proteins vcry differcnt in 

nature may be required al different times in different stoichiometric rclations. Onc of the most 

complex cases is the production of virus-like particles (VLPs). particularly rotavirus-like 

paniclcs (RLP). which are structurally identical to nativc virions. but lack the genomic material. 

lf economica!ly produccd. VLPs can becomc a viable novel immunization altcrnativc for many 

viruses. Rational production strategics. that moudrnize yiclds and productivity. can make this 

possible. Howcver, in spite of thcir advantages, information availablc rcgarding the formation 

of VLP and strategics for their production is still very limited. 

RLP are formed by thrcc concentric laycrs of the four most abundan! protcins in the native 

rotavirus: VP2, VP6, VP7 and VP4. The prcscnce of the four proteins is essential to achieve an 

efficient assembly of immunogcnic RLP. In insect cells. RLP are obtained through 

simultaneous infection of a culture with recombinant baculoviruses. each coding for one or more 

prolcins. In this work, an integral approach for undcrstanding thc production of rccombinant 

proteins and RLP by insect cclls was pursucd. Such an approach spanncd from an exhaustive 

kinetic charactcrization of the production of cach recombinan! protcin to thc production in fully 

instrumented and controlled reactors. 

The individual protein production rates and maximum conccntrations were found to be a 

function of their molecular wcight. This has imponant implications on the design of production 

strategies. Also, it was found that simultaneous expression of the recombinan! proteins did not 

affect their production rates. Therefore, kinetic parameters obtaincd in individually infected 

cultures can be cxtrapolated to coinfcctions with various rccombinant baculoviruses. By 
modifying the multiplicity of infcction (MOI). we wcre able to manipulatc the protein production 

rates. By rnanipulating MOi ratios among viruses in coinfections, diffcrent stoichiometric 

relations betwcen proteins could be obtaincd. Also. the use of non-simultaneous coinfections 

was found to allow the manipulation of thc production ratc and concentration of each 

recombinan! protein. Thcsc tools are very uscful to achieve a dcsircd protcin stoichiometry, 

which in turn, would allow thc design of optimum production strategies. Kinctics of formation 

of double and single-shclled RLP wcre followed, and the effect of diffcrent protein ratios in 

intracellular multimer concentrations was detcrmined. 
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Investigations regarding the effect of the shear protective agent Pluronic F-68 (PF68) on 

recombinant protein and baculovirns production, allowed a better understanding ofthe mode of 

action ofthis additive. l\.1aximum recombinant VP7 concentnition and yield increased 10 times. 

whereas virus production decreased by :!O times. in spinner flask cultures with 0.05% (w/v) 

Pluronic F-68 compared to controls lacking the addi1ive. No differences wcre observed in 

media rheology. nor kinetics of growth and infection bctwcen both cultures. Therefore. PF68 

was found to have a physiological effect on insect cells. which discarded an entirely physical 

mode of action of the additive, as has bccn proposed by other research groups. 

Nutritional infom1ation of insect ccll cultures. required for dcsigning strategies to increase 

protein productivity. is still limited. In chis work. the role of sclectcd nutricnts and their 

interactions in insect celJ mctabolism beforc viral infection werc detennined. Glucose and 

Glutantlna consumption rates were rcgulated by their own concentration. although Glutamina 

concentration did not affcct glucose consumption rate or vice versa. Exccssive glucose or 

Glutrun.ina supply caused energy and carbon wastcs. as observcd by reduced cell yields and 

accwnulation of by-products. The imponance of an adequate nutrient supply was demonstraied. 

panicularly, the need to maintain glucose and Glutamina concentrations just above their critical 

values. 

Finally. with an exhaustive characterization of nutrient consumption befare and after 

inf=tion. oxygen uptake rate (OUR) was implemented as a too! to monitor insect cell cultures. 

The dynarnic behavior of OUR could be correlated with monosaccharide (glucose and fructose) 

and Glutarnina. Moreover, using this tool. cell concentnltion and the effectiveness of infection 

could be determined on-line and on real-time. 
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Introducción 

Capítulo 1 

Introducción 

Existe una gran cantidad de productos de interés biotecnológico que están constituidos por 

rnultírneros de protdnas. Entre ellos se encuentran Jos anticuerpos. los virus, la hemoglobina. la 

insulina. la lactoalbúmina. 1:1 hexoquinasa. la triptofano-sintetasa. y otras muchas enzimas. 

Éstas proteínas oligoméricas pueden incluso estar constituidas por más de ::!,()()() monómeros de 

diferentes proteínas. como es el ca_~o de los virus. La producción in \:itro de éstas proteínas ha 

despertado un interés creciente. enfocado a lograr un entendimiento del proceso de producción 

de las subunidadcs protéicas y de su ensamblaje en multímcros. 

Uno de los modelos más interesantes y complejos es el proceso de producción de 

pseudopartículas virales (PPV). una excelente alternativa para el diseño de vacunas virales. 

Actualmente. se encuentran en evaluación por la FDA (E.U.A.) vacunas contra cinco diferentes 

virus basadas en ésta estrategia. De especial interés es el caso de las PPV de rotavirus. ya que 

más de un millón de personas. principalmente niños. mueren anualmente víctimas del rotavirus. 

Hasta el momento. la obtención de vacunas efectivas contra éste virus sigue siendo un reto .. ya 

que existen más de 5 diferentes serotipos contra los que la vacuna adccuJ.da tiene que 

proporcionar protección simultánea. El rotavirus está constituido principalmente por 4 proteínas 

de tamaños y características distintas. que al ser simultáneamente expresadas por células de 

insecto conforman PPV estructuralmente idénticas al virus. pero sin el material genético. La 

producción de vacunas constituidas por PPV polivalentes de rotavirus ha demostrado ser 

eficiente para la protección simultánea contra varios seroiipos (Crawford et al .• 1999). 

A pesar de las ventajas de las PPV. existe muy poca información en la literatura sobre su 

producción. aún a pequeña e,_cala. Esto representa un reto único. ya que las 4 diferentes 

proteínas estructurales deben ser producidas simultáneamente. Además, se requieren diferentes 

cantidades de cada proteína. Para que las PPV puedan ser utilizadas masivamente es necesario 

producirlas econólilicamente en grandes cantidades. y con una composición constante. Esto 

demanda un sistema de expresión versátil y eficiente. El sistema células de insccto-baculovirus 

(SCI-B) ha sido el más utilizado para la producción de PPV. Este sistema tiene varias ventajas: 

es altamente productivo; es un sistema eucariote superior. por lo que es capaz de producir 

proteínas muy similares a las de mamíferos; y la construcción de nuevos vectores recombinantes 

es sencilla. Sin embargo. el cultivo in vilro de células de insecto tiene limitaciones importantes. 

5 



Introducción 

Las células de insecto, al igual que otraS células de cucariotes superiores, son muy frágiles, son 

sensibles a rnctabolitos generados en los cultivos y tienen requerimientos nutrimentales 

complejos. Todos estos elementos deben considerarse al producir proteínas recombinantes, ya 

que la productividad y la calidad del producto dependen directamente del medio ambiente de 

cultivo. Para lograr una producción adecuada de los multímcros de proteínas. es necesario tener 

un conocim.iento a fondo del proceso. Esto incluye tanto al sistema de ex.presión en sí. como al 
proceso de producción de las diferentes proteínas recombinantes y su ensamblaje en multímeros. 

De esta forma. en este trabajo se realizó un estudio integral del proceso de producción de 

proteínas multiméricas por el SCI-B. utilizando como modelos la producción de PPV de 

rotavirus. E....;;;to incluyó el estudio cinético de pn:xlucción de proteína...-.; rccombinantes y PPV . un 

análisis del metabolismo celular. el desarrollo de estrategias. computarizadas de n1onitorco y 

control en biorreactores .. y el papel de sustancias protectoras al estrés hidrodinámico 

(específicamente Pluronic F-68) en la p1·oductividad de proteínas y baculovirus recombinantes. 

Dentro del cuerpo de ésta tesis se han incluido 4 artículos que se han escrito en el transcurso 

del trabajo doctoral. Uno de ellos consiste en una revisión de la literatura del estado del arte del 

SCI-B, y se ha incluido en la sección de antecedentes. La parte de producción de proteínas 

recornbinantes en reactores agitados. que comprende un estudio del papel de sustancias 

protectoras del estrés hidrodinámico, un estudio del metabolismo de las células de insecto y el 

uso de la veo como herramienta para monitorear y controlar cultivos de células de insecto, 

incluye 3 artículos, 2 de ellos ya publicados y uno sometido. Adicionalmente, durante la 

realización del presente trabajo se escribieron 2 capítulos (con arbitraje) que formarán parte de la 

Encyclopedia of Cell Technology, editada por John Wiley and Sons (Palomares y Rarnírez, 

1999a. 1999b). 
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Capítulo 11 

Antecedentes 

II.l El sistema células de insecto-baculovirus 
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INSECT CELL CULTURE: RECENT ADV A."1CES, BIOENGINEERING 
CHALLENGES ANO L'IPLICA TIONS L"I PROTEIN PRODUCTION 

Abstract 

LAURA A. PALOMARES AND DCr A VIO T. RAMIREZ• 
Departanien10 de Bioingeniería 
Jnstiruto ~ Biotecnolog(a 
Universidad Nacional Autónoma de ~\,f¿xico 
A.P. 510-3 
Cuernat>'aca. iilorelos 
62250 ,\léxico 

TilC insect ccJJ culturc-baculovirus cxprcssion vector systcm has bccomc JX>pular for 
protein production. Howcvcr. cxtensivc information about thc rcquirements and 
cbaractcristics of inscct cell culture has appc.arcd onJy in the last few years. Such 
information and reccnt ad ..... anccs on inscct ccll culture technology are rcvicwed in this 
articlc. Special emphasis on cnginccring issues and spccific rcsults of our laboratory 
wjth Sf-9 cclls are givcn to illustratc the various aspccLS discusscd. 

1. Introduction 

"Iñc produclion of proteins for therapcutjc applications is becoming increasingly 
important. Tradnionally, such proleins have bcen obtained from recombinanl 
procariotes or Jower euk.ariotes. Howcver. these organisms a.re nol ablc to peñonn thc 
postranslationaJ modifications characlcrislic of human proteins, such as glycosilation. 
phosphorilation. acylation. amidation. carbox.imetilation. isopcntiJation and othcrs. Th.is 
processing is cssential when protcins a.re uscd for human therapy. as it determines lhc 
immunogenicity, solubility, circulation haJf Jifc, specific activily. rcsistancc to protcascs 
and other important in ¡..•ivo propcn.ics of thc final product [33 J. Il has bcen cstimated 
t.bat about half of the major thcrapcutic proteins under dcvclopmenr: w-iIJ rcquire a higber 
eukaryotic expression system [ 1 11 ]. Such figure reprcsents nca.rly 60% of thc total 
market of recombinant products and emphasizes the importancc of corrcct 
postranslational proccssing. Various protcin expression systc:ms havc becn developed in 
thc last dccade for protein production using highcr cubuyotic cclls. Among lhcsc, one 
of lhc most widcly used is lhi: insect ccll-baculovirus cxprcssion vector system (IC­
BEVS). In this system. proleins are produced by in.seer cells after infcction with a 
rc.combinant baculovirus containing the protcin gene to be cxpressed. lnscct cclls. as 
other higher eukaryotic cclls, are ablc to pcrform most postranslational modifications 
prcsent in human protclns [3. 10, 21, 22, 49. 65, 66. 68. 73. 79, 90]- Funhcnnore. IC­
BEVS is highJy cfficicnt as different recombinanl proteins can constitute from 5 to 70% 
of the inu-accllular protein and volumetric yiclds as high as 500 mg/L havc been 
obtained [ 118]. 01.hcr advantagcs of lhe IC-BEVS includc the case for constructing 

E... Galindo and O. T. RQ.Mfrir: (~). Mvanc~s 1111 Bioproc~ss &gW~rillg JI. 25-52 
1998 Kl~r Acad.rnuc P~rz. Prinkd in TM Ndlwr/.ands. 
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rccombina.nt virus. its safety for hun1ans and n1amm.1.ls. po"isibihty of simuhancous 
cxpn:ssion of two or m1..."'lrc proteins. and its high versatility. 
~e incrca..sing interest placed in the IC-BEVS i..:an be sccn 10 Figure t. whcre the 

numbcr of cites appca.nng in lhc Dc:~ent Biotechnology Absu-a..:ts databasc rclatcd to 
protcin production in inscct ccll i..:ultun: is !'tho ...... n. A!!. ~ccn, thc numbcr of refrrcnces 
incrcascd cxponentially from 1988 to 1991. Aftcr a small dccn:as.c in 199:!, rcpon.s ha"·c 
continued to i.ncre¡c,.e unhl 1995. Although lhe numbcr of report.s s.ecm to ha'-'C reachcd 
a stationary level. thc number of patcnts registercJ of inscct cell processcs havc 
consistcntly increa!>ed. Thcse data confim1 thc cmmncrcial 1mcrcst that cxists for 
applying processcs ha......cd on lhc lC-BEVS technology. ·n-ic: rclat1"·c: ~ttcntion placed on 
thc lC-BEVS by lhe academ1c cummumty, co1np.ircd to other c<tpress1un systcms. is 
also high. As dctcrmined by RamlreL. et al. { 101 ). s~1cnt1fic papero; using IC-BEVS 
rcprcscntcd about 6.5'.k of all thc hter.itun: rclatcd to rcconlb1nant fenncntations reponed 
in thc main biochemlcal engineir:nn~ journals. !-.-1orco...-er. 47% of thc papcrs of 
rccombinanl protein cxprcss1on by highcr eukar)-ntic cells ~orrc~pondcd to lC-BEVS. 
wh.ich places it as thc rnost used cuk.aryolic exprcssion system. 

200 

ISO 

l 
"'100 

t 
so 

o 
1988 1989 1990 19"1 1992 

Y car 
19"3 1994 19"5 19%* 

FlGURE l. Evolution of the aumbcr of papen ~ patcnts citcd i.a the Derwcnt Bto<ei.:hnoloa Abstr>C"U 
databasc about rccombtnant protc1a cxprt5Sloo in 11UCCt ccll cultures. •Data roe 1996 was cxuapolaicd from 
thc ucod of thc fint 8 months of tbc )'car. 

Ouc to its vcrsatility. thc lC-BEVS has beco uscd to cxprcss ovcr 350 genes from 
viral. bacteria!. fungi. invcrtcbrate. mammalian and plant specics [93). Sclcctcd 
pharmaccutical products that havc bccn succcssfully exprcsscd in insect cclls. and thcir 
typical yiclds are shown in Table l. Sorne of the protcins cxprcssed by inscct cells are 
alrcady on clinical trials [ 125. 144. 145). Noteworthy is the simultancous production of 
scvcral protcins to produce virus-likc particlcs. which are good candid::J.tcs far vaccinc 
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TABLE t. Sclccted pt?armaceutical products c.,pn:s.scd us1ns IC-BEVS. 

Conccntr.ation Apphcanon Rcference 

1. 7X yi anu ... "O&güfuñt añJ 11.llUJ"DCLU.lAUC ~nt J'.8 

Bluaoaauc virus vLJ>b 
~tad nd>bi1 pe.pilloma vuus 

Gluc:oc;crcbrosida.sc 

GnutuJoeyte-colony sumul:m.ng 
fa...-ioc (G-CSFl 

Gr-anulo.;yte-macropha.ge colony 
stimulanng fa...--ior lGM-CSFl 

H~1us B vuu.s anu~ruc rrotemsc 

Hcrpc:s s1mplcx vuus VLpb 

HIV VLJ>h 

Human papt!Joma vuus VLPb 

Human P'U""'OVll'US 819 VLpb 

Human rotavuus VP6 

Influenz.a vuus anugcnic protetnc 

fl-1n1erferon 

lnterleubn-:? 

IDICrleukin·" 

Pobovuus VLpb 

T -ccll growth factor 

Tis.suc plasrrunogen act.ivator 

Tumor- nceros1s factor 

3.!SX MC-

8.000 U/mL 

Z.4 µgtmL 

lµs/rnL 

4!S µgtmL 

J.S µ&fmL 

JSOµ&/ml.. 
11 ..2µ.g/rn¡: 

uuca '""'*' 

SOµg/mL 

2.5 µefrnL 

20µa/rnl... 

Gaucllcr's J.isc.:ue 

chcmoc~Dp)' indu.-:cd OC"uln>J'lcn.ia 

mr~-non rdated lo booe tnan'OW 
transplan1 

vao:inc 

muluple s.clcroslS 

canccr thcrapy 

thc:rapy o( aUlounmunc discasc and 

= 
ncurolopc.al dUeas.cs 

thcntpy or 1mmunc compromiscd 
pan=u 

:?.6 µg!mL acutc m)"oc.ardial infan:rioa 

70 tLg/I o6 ccU rumor regn:-~100 act1vlrv 

a. Y rcf~ to ycast and MC rcfcn: to mammalian cclb. 

39 

17 

139 

107 

78 

16 

98 

124 

144 

S9 

125 

JO 
98 

76 

81 

116 

46 

89 

126 

IOS 

42 

13 

b. VLP tnd.1cates ·VU'US l1kc pan1c1e·. and is fonned by ali thc viral un.ictural protcins without lhe genetic 
maltnaJ. 
c. Productmn by n:ann& complc1c ins.cct larvac is includC'd for comparison. 
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dcvclopment and cx.cellcnl tools far lhc study of prorcin-protein intcractions. Bcsidcs 
thc production of recombinant protcins. insect ceJJs havc also been used for thc 
production o( bioinse1:tic1dcs. as wild-type baculoviruses are pathogenic to most 
lepidoptcran which are ha.nnful 10 agncultW"c. 

2. Li.l'e cyclc oC baculo"·inises 

Baculoviruses bclong to thc fam1ly Baculoviridac, which i~ charactcrized by a Jargc. 
doublc st.randcd. circular DNA gcnome packed 1n a roJ-~hapcd capsid and furthcr 
en"·c:lopcd by a umt mcmbrane {82}. The Baculo ... ·1ridae family has two genera. che 
granulosis "·u·usc:s and thc nuclear pol}·hcdrosis viruscs, commonly used rn IC-BEVS. 
BacuJoviruscs ha'\'e only arthropod hosts wíth a relatively narrow range. They are 
naturally prolectcd form harsh en"·ironmental factors by a crystalline prolein matrix. 
called polyhedra. constituted by thc prolein polyhedrin Such viru~cs are called 
occluded \riruses. \Vhcn an occludc:d virus is ingcstcd by rnscct larvae. polyhcdrin is 
so1ubilized in the la.rvae·s midgut. and viruscs are rele~J. Infection then proceeds. 
Thc life cyclc of wild typc baculovírus in cell culture is summanLed m Figure :?. Since 
culture conditions are not adcquatc for polyhcdra soluhilization, cell cuhurcs are 
infccted by non-occluded buddcd virus (primary infection). During the Jale infection 
phase (10-:.?0 houn; ix..,sl infcction). new buddcd virus are pnxJuccd, which in turn infect 
other cells (secondary infect.lon). Al :?O hours fX""JSt infcct1on (hpi), JJ<>lyhcdra occluded 
Virus bcgin lo appcar (\.·ery late infection phase). Ccli lysis (Xcurs from 72 hpi. For 
recombinant protein production. thc foreign DNA is usually positioncd in place of 
polyhedrin. which is not rcquired for viral protccuon in \:irro. Thc promoter of 
polyhedrin is very strong: aftcr infection with wiJd typc ba.culovirus, polyhedrin can 
constitute up to 50~ of the ccllular protcin. 

~~~~~~dº[n ~~~r!c~u~~~~v~~s ~!!~v~~ ¡'::r:::~~:;~ (~p~~~~l~ :m~Jh~e.=_~t; 
thc ccll metnbrane. Aftcr :?O hpi. polyhednn synthcs1s bcgin.s. and occluded vituses an: fonncd. Occluded 
vinas ac.aunuble io lhe nucleus. unnl cellular lysis. Ada.peed from 8. 
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3. Intrin.sic propt!'rtÍt:S or in.se-et cell Unes and vin.ises. 

3.1 !NSECT ANO VIRAL HOSTS. 

Differcnt inscct ccll lincs can c:it.hibit various phcnotypcs. Sorne. as ovary derivcd celJ 
lincs. grow wcakly attachcd to suitablc surfaces fornung a single ccll laycr. Such cc:ll 
lincs are casily dctachcd from surfaccs solcly by mcchanical mcans and wlthout the nccd 
fer trypsinization pn_"'k:cdures. and can be grown in suspens1on without prcvious 
adaptation. Othcr ccll hnes. as thosc derivcd from Trichoplu.sia ni. are anchorage­
dcpcndent and cdtib1t a fibrohla!!olJc-lii...c structurc. TI1c~c ccll lmcs havc to~ a1.fa.ptcd 10 
grow in ~uspcnsion. and a.re m(1rc ~us.;eptiblc to shcar ~lrC!'.>S [ 31, 108 ). Se" eral ccll hncs 
havc bccn isolated from insccts, usually from lep1doptcran and dipteran (<;ce Tahle 2). 
The most popular cell lmes ha.,,·e ~en deri.,,·ed from SpoJoptera fru.i<iperda. Among 
thesc is Sf-9. a clone ob1ained from lhe pupal ovanan ti-;.suc and derived frum 1he 
prcviously isola1ed Sf-21 [116). Sf-9 is the most wiJely used ...:cll linc fnr protcm 
pnxtuction. and Jl-galactosidasc: thc most commonly c~¡:-rc~scd rrotcin. &nus, m Table 2 
l}-galactosidase spccific yiclds of the .,,·anous cdl lmcs are cornpared to the yicld of Sf-9 
in onJcr to asscss the1r rclativc potcntial. Jn Table 3, thc y1cld of othcr protcms and olhcr 
ccll lines are shown and. whcrc data '-'"Crc a\.·3.Jlable. compared lo y1clds uf Sf-9. lt can 
be sccn that inscct cell lines dc:rivcd from Triclwplusia ni p.-oduce up to 20 times more 
protein than Sf-9. 1"1oreovcr. high density (8.5~106 ceJUmL) suspended batch cultures 
of such ccll lines havc beco obta.incd (108). part1cularly of thc cummcrcial ccll line 
High Fivc.& (BTl-TN-5B 1-4). which has boosted iL~ use. 

Anothcr option for rccombinant prole in c'\prcs!'.ion in insccts is thc use of 11'.·e la.rvac. 
Ccrta.in typcs of postranslational n10<.hficatlons are pcrfonned more cfficicntly by Jarvae 
than by cullured cells. a.lthough such modifications can be heterogencous due to thc 
variety of cells that cxprcss and mod1fy the rccombinanl protem. Also, cxprcssion in 
larvac can he lcss costly than cell i.:ulture, but protcan punfii.:ation i.:;:in be difficuh. 
cxpcnsive and unsuitablc for thcrapcutlcs. Nonethcless, specific applications may 
rcquirc the use of in5ect larvac for pr-otem exprcssion. 

Thc most popular baculo\.·irus far the JC-BEVS is Autographa califurnica nuclear 
polyhcdrosis virus, cvcn though therc cxist reports of more than 500 baculoviruscs [93]. 
This virus has a rclativcly wide host rangc. if comparcd to other baculoviruscs. and 
infcct most lepidoterans. Also, diffcrcnt transfer plasmids and parcnt viruses that aJlow 
easy construction of rccombinants with diffcrcnt charactcristics are already avaiJablc. 
Commcrcial companies, as Phar~1ingen*, havc rnade availablc baculoviral DNA with 
lethal dclctions that. in cornbinatjon with suitable vectors. allow casy construction and 
isolation of recombinants. Vectors ....,,.ith a widc rangc of characteristics are also 
availablc. Thc rccombinant protein gene can be positioncd under other promotcrs 
bcsidcs the one of polyhcdrin. such as thc very late prometer p-10, or others that altow 
exprcssion in thc late or cvcn in thc carly infection phascs (93). Earlicr cxpression 
yiclds proteins with co.-rect postranslationat modifications. as will be discusscd bclow. 
Vcctors that allow thc construction of rccombinant viruses with multiptc genes (up to 4 
diffcrcnt protcins can be codificd by onc rccombinant virus) positioned under differcnt 
promotcrs are also commcrcially availablc_ 
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TABLE~- liucct cell lincs a.nd thct.r voJWDCU1c yields o( IJ-galactusadas.c as compared to the volwncuic yicld 
of Sf-9 Ada.pteJ from 42 a.nJ 137 

CclJ hne 

Trichoplu.sia '" Ta ~f 

TrichopllUÜJ IU BTl-TN-~BI-' lHieh Ave""> 

M~scra bras.Jh.-~ !\160507 

Tnchoplws1a ru Tn 368 

E.st1g'"~l'll u.c1~a BTI-Ea.A 

M~srra brass•ccu lZDMBO.SOJ 

Spodopura ~iigua L'CR-SE-1 

Lyman:na dupa.r IPLB-LdElta 

Tndwplu.siJ tU lPLB-TN- R 

Spodoptf!ru. t".x1gwa UCR-SE-ta 

Spodoptuafrwgipttr® Sf·21AE-1S 

Lymanrna dispar lPLB-LdEltf 

Spodopr~rafrwg~rdd SC-1254 

Spodopt~rafrwg~rda Sf-21AE 

Aluicarsia g"rruruualis UF'L-AG-286 

Mana.e.stra bruuic~ SES-MaBr4 

Manvsrra. brasssca.r SES-MaBr-1 

Plwrdla :rylosuUa BCIRL-PX2-H1'i'VJ 

M(Jlnlstra brauic~ NlAS-MaBr-92 

13 

Ji-pi/ ¡i-pl <Sí-9> 

2.4) 

0.05-1.41 

1.32 

1.07 

0.01-1.07 

0.99 

0.60 

0.47 

0.41 

0.36 

0.26 

0.09 

0.09 

o.os 
o.os 
0.03 

0.03 

0.02 

0.01 

o 

o 

o 

o 
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TABLE 3. OlheroeU lio...-s a.nd di~ pmtrin yiclds. as comparcd 10 Sf-9 Adarcc;d hum 1 J. 19. 85 and 147. 

Cell linc Pro<an Pn>t.="uVIOÓ Yp/Yp Sf-9 

ccll 

Trichop/,,,,..u;, '" BTI-TN·$Bl-l tHia:h Five•J SEAP 4-a.6 u :?.3.47 

Trichoplusuz ,.; BTt-EA-88 SEAP 4.6U 2.43 

Trichoplw .. na ni BTI-TN-SB l-1 tH1gh FiYe•) n.r 6.Sµg 2.03 

Trichoplusia n1 Tn 368 SEAP J.3 u 1.74 

Trichoplusia ,.¡ IPLB-TS- MG-1 SEAP JU LS8 

.Vanu-stra bl'CL.UIC~ MBOS03 SEAP 2.7U 1-43 

Spodi1p1urJ.f~g1¡vrda Sf-:?. l SEAP 2.2 u l.16 

Tnclwp/¡¿sw111 8Tt-TN-AP2 SEAP 1.IU 0.58 

M~srra brass1ca~ IZD-MB-0503 "TNF JOµa O.JI 

Spodi.1pt~rofn.gipirrdd Sf-21 "TNF 511C 0.16 

H~liorhü:ua TNP 511C 0.16 

AnthcTeai modt º"·arian cells TNF 511c 0.16 

Bombyi mori BM-S CAT 90111< N.A. 

Bontbyx mon B~t:N-4 CAT 011g o 

H~lico-rpa ~ Hz.163 CAT º"" o 

SEAP: Scactcd alkaline phosphatasc. T'?'oo"F: TutnOI' nccros15 fACtor, CAT: Chlonunphcmcol aoetyl-t.ransfcrase. 
YicJd for Sf-9 corrcspood Eo vaJucs 10 rhc s.amc repon.. N.A. Noc avada.ble. 

Othcr viruscs. such as Bombyx mori nuclear polyhedrosis virus (BmNPV) and 
Anzicarsia genunatalis nuclear polyhcdrosis virus. have been sc:arccly studied and the 
avaiJability of engineercd parent DNA or lr.l.nsfer vectors is lim.ited. "Ibcsc viruses havc 
a reduccd host range and ha ve bccn used for exprc.s.sion in panicular ccll Jincs [ 131. J 46. 
147]. BmNPV can havc scvcral advantagcs when prolein expres.sion in inscct Jarvae is 
desircd. as thc larvae of Bomb)·x mori has beco routinely grown for silk production and 
is casicr to handle than larvae of Spodopterafrugiperda [93]. 

3.2. POSTRANSLA TIONAL PROCESSING BY INSECT CELLS 

As mentioned bcfore. corrcct postranslational processing is an esscntiaJ requircment 
for therapcutics production. Inadcquatc posuanslational proccssing derives in non· 
active protcins. and is the main reason far choosing a higher cukaryotic cxprcssion 
system. Divcrgcnt infonnation has appcared rega.rding the capacity of insect cclls to 
pcñorm postranslational processing. It is known that insect cells havc all the enzymcs 
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rcquircd to exccutc postranslational pnxessing cquivalent to mammaJian cclls.. such as 
glycosilation (including thc addit1on of S)'a.lic ac1d) (3, 20. 21. 22. 49, 65, 73, 79, 90}. 
acylation, phosphonlation. palmit.alion and ol1gllmerizat1on [66. 68]. However. prolcins 
wilh hctcrogcncous (21. 22. 26. 65. 80). or mcorrcct procc!'>sing [64, 751 havc bc!cn 
reponed. "lñc inabi.lity of insect ce lis to perfonn postran!'.lational prc~c~~ing cfficicntly, 
c\·en when they have the rcquircd ccllul¡lr mach1nel")'. has beco attnbutcd to differcnt 
factors. Arnong thc.se is lhe use of a vcry late prometer. a..'i thc onc for polyhedrin. Sincc 
baculoviral infect1on is lytJc, the cclls die bcforc thcy are ablc to n10Jify the C:(prcs'icd 
protein [49). Also. 11 has hecn reponed that thc polyhednn promotcr is -,.o ~lrong lhal ll 
arrests the synlhesis of any othcr protc1n, 1ncludrng thc cnLymcs rcqu1rcd for 
postranslaltonal pn..xcss1ng.. CorrccL po~tran~l.il1onal pnx:cs~1ng h..is Peen : .. h:hie\.'ed 
using ea.rlicr and wcakc-r pron1uters { 15} .. !\.hlfcovcr, dtffcl"'cnt host~. 1ndud1ng 10!-CCt 
la.rvae. have d1ffe1""cnl capat-i1ht1cs for pcrfom1mg po~lranslallon;il rno<lifo .. ·at1ons {20. 90]. 
L1kew1se. d1ffercnt prntc1ns can be pnx:cs~c-d mon: or lcss cffi ... ·1t..·no.ly [50) .. 

Anothcr 1mportant fa ... ·tor that can be easdy lncrlookcd 1s thc intluence of 
environmcnut culture condit10ns on posuanslauonal procc~sing. Dav1s and \Vood [20) 
and Da\.·idson and C.istelltno {22] havc addn:s~cd 1h1s i~suc in insect ccll cultures. 
although the adcquate product1on cond1t1ons are )'Ct to be dcfincd. Sevcral authors have 
reponed the innuencc of cn'Hrunmcntal cond1tions. such as thc absence of nutnenls or 
presence of toxic by-products. on thc capacity of mammalian cclls to pcrform 
postranslational proccssing [IQ...J., 1:?0. 132. rc.,,·iewcd in 32]. In inscct ccll culture. for 
instancc. it has been reponed lhat ammonia can interfcrc with protcin synlhcsis. 
postr.mslational processing and secrction [9, 28, 32. 145]. Funhcr rc~ean:h in this field 
is necded in ordcr to determine if othcr condilions. such as pH. d1ssolved oxygen or 
tcmpcrature. can also affect protem processing .. 

4. En..,;roninental Cactors rclevant to protcin productioo in i~t cells 

4.1 SHEAR STRESS AND CELLULAR FRAG!Lrrt' 

CcJlular fragility of animal cells difficults scale·up. as adcquate mixing and oxygcn 
supply exposc cultures lo high shear suesses. lnscct cells are relativcly tolerant lo 
agitation during growth and viral infcction [58. 123]. Ho\Wever. they are very sensitivc 
to stress generated while sparging or by bubble cntrainmenl during vigorous agitation (5. 
14. 58. 86. 87]. lt has been rcported lhat scnsitive insect ccJls a.re affccted by shear 
stress abovc 0.1 N/m2 [31 ]. Ncvenhclcss. cell fragility studics should considcr both. lhc 
magnitudc of shcar stress as well a.s lhe time of ex¡x>surc. somcthing that is usually 
omitted. "''\.1-Rubeai el al. [2] havc reponed that cells in thc S or G2 pha.scs of thc cell 
cyclc are more fragilc lhan in olher phases. This is important sincc cells in the Jale or 
middle S phase ha"·e bcen reponed lo be more susceptible to viral infection (128]. Thus. 
a culture subjcctcd to high shcar stress would be poorly infcctcd if cclls in the S phase 
dic. Morcover, infcctcd cclls have bcen rcported to be more scnsitive to shcar stress 
t.ha.n uninfected cclls, and e ven if viability is not affcctcd by shea.r stress. specific protein 
productivity can be rcduced [58, 87]. 

An effective solution to the problem of ccll fragility has becn thc addiúon of thc non· 
ionic copolyn1cr Pluronic F-68"' (87]. As shown in Figure 3. vcry low conccntralions of 
Pluronic F-68lfl can protect insect cells from vigorous agitation. as has also been 
obsen.·cd by others [31. 70. 86, 87]. Two mcchanisrns of protection by Pluronic F-68'* 
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havc bcen reponed. On one hand. Pluronic F-b8s lowers the cuhure med1um surface 
tension. This impcdes the attachment of cclls to hubblcs. wh1ch libcrate lethal encrgy 
during bursting [5. 31 ). On lhe othcr hand. Ramíre.z and !\.1uthara!oi.an [ 103) ha ve sho""'" 
Lhat Pluronic F-68 3 interact.s with the cell n1ernbr:ine, increa...-.mg ll!> rig1d11y ..ind making 
it more resistant to hydrodynamic forces. ,,,e ¡11..Jd1t1on of Pluromc F-ólS~ has a11owed 
thc culture of inscct cdls C\.'Cn in spargcd or ~ur-lift htorco .. u.;tors (86). For uthcr animal 
ccUs. an additional effect of Pluronu: F-b8g, include an increi-.cd nutncnt transpon [84] 
and increased growth ratc of static cultures Oül subJc.:tcd to shcar ~trcss [58J. As 
discussed bclow. other strategies to protect celb. fron1 dcletcnous ~hear .. lrcsscs 1ndude 
lhc dcsign of no .. ·cl irnpdlcrs. b1ore •. 11.:tor.;; and acrat10n sys1c1n!-.. 

FIGURE 3. Pluronic F-68 ~ procccu msa.:t crlh frum h:-druJ:-na.nu..: ~e Sí-9 ce lis m TSM-FH mcdium 
supplcrncntcd wilh J()<;¡, frtal bovu1C serum .,.ere voncxcd .u rn.aumum "ipc:cd for 30 s V1A.b1hry -a.s thcn 
mc:asured by uypan bJuc cxclus1on. 

4.2 DISSOLVED OXYGEN TE."ISION 

Oissolvcd oxygen tcnsion (DOT) has bccn gcnerally rccognized as a k.ey factor for 
animal cell growth. Dueto ccllular fragility. "'igorous mix..ing and sparging is avoidcd in 
largc scalc cultures. rcsulting in dcficicnt ma.ss transfer a.nd DOT gradicnts. In turn. 
such conditions can affcct ccll growth and metabolism. Morcover. adequate oxygcn 
supply is an csscntial prcrequisite for cffcctivc protcin exprcssion. as it can inCTea.sc up 
to 25 times protcin productivity [74. 107. 114. 125. 134. 135). In contra.st.. oxygcn 
limitation or cxccss can induce proteascs synthcsis and the corrcsponding degrad.ation of 
thc product of intercst [ 135). 

In spite of its importance. quantitalive infonnation in literature about the effcct of 
DOT on insect cell growth and protein production is vcry limilcd. Most data availablc 
are based on the assumption of oxygcn limitation in cultures ""'hcre DOT is ncither 
controlled nor monitored (25. 107. 114, 125). and Lhus. the infonnation obtaincd is 
merely qualitative. The scarce data available has been summarized in Figure 4. wherc 
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r.hc effect of DOT on ma.ximum spccltic cell gro'-"-th rate is shown. The conlinuous Jinc 
in Figure 4 represcnts thc f\.fonoJ modcJ.fit U:!'.ing the constants cak~uJatcd by Palomares 
and Ramfrez {96). who obtarncd full qu.'.lntitative infonnauon of thc effect of DOT on 
cell growth. As seen. the modc:I and constants u.sed pro"·ldt! a gooJ rcprescntation of the 
data reponed in lueratun:. h can be ~en that cntii.:aJ DOT values t.1'CCur only bduw 2~ 
(with respcct ro a1r saruration ). Funhcrrnore. no cfíe~t on nutricnt consumpcion or 
protein production rates has bc!cn obscrved in cultures at DOT ab\ne :!~i:- (38. 52, 96. 
J 3.SJ. SurprisingJy. sorne authors ha ve oh .. crved a dccrea.">e on ccll grc>wth and prorein 
concentration at DOT below 40c:f. (25, 48. 60J. Such boehavior also conlra.'ilS w1lh data 
rcpotted for other anin1.:iJ ccJJs (94J. Thc rcduction in protcin conccntrat1on mighl be due 
to thc prescnce ofprorca...;cs. Howcver. no funher rept_"lrts on th1s impunant i.ssue ex1s1. 

Although o.1.yg:cn limHat1on 1s onc of thc mo~t common problems, ox.ygen-derived 
free radicals prc:sc:nt ar high DOT can also harm the cclls. Aga1n, cont.rasrjng 
infonnation ha.s becn reponed rcgarding rhe upper Jimit of DOT mnixuous to insecl 
cclls. While 1nhibiuon has ~en ohservcd tn t..•uhurcs at or aho"·e DOT ~ruration (25. 
48). othcrs h.ave 001 ob~en.·cd inhjb1tion up to JOO~ DOT f38J. Furthcr studies are srill 
nccdcd to obr.ajn conclus1vc data. 

Palomares and Rastún:z 196) o Jam et al. <48) 

• ~nct:4.I (5.:!) A Zhan~n aJ. (146) 
25 o RhlcJ and Mu.rtuunmcr < 109) o Wang et al. (J 35) 

• TsaoctaJ. Cl:?5) y Hcns.Jcr and Agathos (38) 

* KJóppi.ngcr et aJ. (60) Monod simulatioa (96) 
o 

o 10 20 30 "'° 50 60 70 80 90 100 110 
Dus-Oh~d oxygcn ien..uoo. 'L 

AGURE 4. EfTect of DOT on rna.i;:imum ccU conccntnLtion and spccific growth t3fC' of ~ ccUs. Dala •as 
nonnahz:.ed Wllh respect lo the in.aximum valuc of cach repon. Continuou.s linc reprcs.ents Monod modeJ 
sún~ \at.'hcn: ~ u J .91 <;t. and µm.:u. u O 033 h- 1 • a.s dctc-nnu>ed by PaJonl.OlrCS and Ramtrez (96J. 

4.3 pH, OSMOL.ARITY AND TEMPERA TURE. 

The optimaJ pH for insecr: ccll growth has bcen derermined r:o be bcrwecn 6.2 and 6.3 
(41. 62, 143. 146]. although sorne cell lines require a pH slightly higher {I 10]. In Figure 
S. thc cvolution of pH in a barch bion:acr:or culture is shown. pH rcmains fairJy consr:anr: 
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until lhc onsct of thc stationary phase. Ac~ordingly. pH in inscct ccll cultures is usually 
not controllcd. From thc stan of thc ~talionary pha..._c, pH incn:ascd consistcntly. Such a 
bchavior can be e~plajncd by the consurnption of laclt:Uc aftcr glucosc dc:plction. 
Controlling pH during this pha.sc has áncrc¡c.cd the cellular <:oncentration ( 110). and is 
imponant for corre~t protcin postranslat1onal processing ( 146, 147). 

7 2.5 

pi! 

6.75 ~ 
1.5 ~; 

a 6.5 -f 
"' ¡ 

6.25 :g 
0.5 

6 o 
o 24 48 72 96 120 l .... 168 192 

Time. b 

FlGURE ~. Typtcal P.H prnfilc of ms.c\:t ccll culrun:s grown in instru~ted biore.actors. CcUs ~ pow111 in 
a JL bio~or in T!"O"'t:-FH med1um supplctnenlcd -•lh 10% feuJ bovule serum.. 

lnscct cclls can tolcrate a widcr range of osmolarity than mammalia.n cclls. Whilc 
optima! osmolarity for mammalian celt culture cxtend bctwcen 280 to 320 mOsm. inscct 
cells can tolerate from 300 to 380 mOsm [45. 47. 112. 136. 146). However. Yang et al. 
[ 145) havc reponed a significant rcduction in protcin production by an increasc of 30 
mOsm. ~is contrasLS with the response of hybridomas to osmoric stress. which has 
bccn reportcd to improvc the spccific monoclonal antibody productivity [95]. The 
cvolution of osmolarity in inscct cell culture in a batch reactor is shown in Figure 6. 
which to our knowledge is the only infonnation available in the Iiteraturc. ll can be scen 
that osmolarity remained constant during exponential cell growth. but Iater increased 
during the stationary phase and drastically declincd during thc death phase. Changes in 
thc osmolarity profilc coincided with thc depletion of glucose and lhc on-sct of fructose 
and Jactate consumption (data not shown). More drastic changes in osmolarity are to be 
e~pccted in infccted cultures. duc to celtular lysis. Thus. monitoring and controlling 
osmolarity during the protein production phase must not be ovcrlooked. 

It is known that the tempcrature required for optimaJ growth of insect cells is not 
ncccssarily the sarne that for optima! protcin production. and particular cases should be 
studied indjvidually [ 128J. For instance. a narro\N' tcmpcrature range (27 to 29ºC) has 
becn reponed for optima) growth. whereas a broader range (22 to 29ºC) has bcen 
reponed for optima) protein production [37. 107. 125]. Likewis.e. while the highcst 
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protein production ratc has bc:cn obtaincd al 27ºC. maximum protcin concentration was 
attaincd al 30°C. Low ternpcratures during thc proJuction phasc can rcsult in lowcr 
production ralcs. nc~·cnhclcss this may allow bc:ucr postranslational proccssing. Also, 
low tempcraturcs may be prcfcrrcd for production if thc cxprcsscd protcin is susceptible 
to dcgradation al highcr tcmperaturcs. !\.forcover. lhc low tcmpc:raturc at which inscct 
cc1ts are culturcd. comP11J"Cd to mammalian cclls. alJow thc cxprcssion of a rcmpcraturc 
scnsitivc allcle of a gene. not possiblc at 37ºC (93]. 
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FIGURE 6. Typica.I osmolanry profi..lc of. mscct ccll cultures ~-n in i.nsuumcnted bio~ors. Cdls ~ 
pown ia a IL btOfUCtor m T!'-"M-FH ~dium supp&emcntod wtth 1o-;¡, fct.al boVLDC scrum. 

S. J\.fcdium design and nutritional rcquircmcnts or .insect cclls cu]tured in vitro 

Tbc nutritional requircmcnts of cstablishcd insect celJ lincs ha ... ·e beco studied only until 
rccently. Consumption rates of key nutrients have bccn dctennincd. and metabolic 
pathways have been proposed {7. 27. 30. 88. 92. 96). Howevcr. availablc information is 
stiJJ incornplete, spccially regarding the requircrncnts of infectcd cclls. lñis has limitcd 
mcdium dcsign and culture stratcgics to cmpirical knowlcdgc. Tile first Jogical sourcc 
of this knowlcdgc was the composition of insect hemolymph. which wa.s thc ba.sis for 
traditionaJ media fonnulation [ J43]. 

Jn!;cct cells gro"-·n in vitro rcquire thc addition of growth factors. lipids. hormones. 
and trace elcments. Animal sen.un. usually fetal bovine (FBS). has becn added to culrure 
media to provide such factors as well as far shear protection [5 J ]. Insect cells cannot 
grow without FBS or without thc substitutes that ha..,.·e becn designcd to rcplace it. The 
cffect of FBS concentration on max.imum spccific growth ratc and maximum viable cclJ 
conccntration in slatic cultures is shown in Figure 7. It can be scen that e'•cn 0.5% FBS 
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is not cnough to promote growth. and thc maximum viable ccll concenu-aüon almost 
duplica.tes when FBS is increa'icd from 5% to lO'k. In addition to FBS. lactoalbumin 
and ycstolatc ha"e bc:en supplemcntcd by Hink [43j to furthcr improvc growth r.itcs and 
yiclds. In particular. yeastolate pro,,,idcs v1tamins and nuclcotidcs nccessa.ry for growth 
(30). 

Serum is thc most cxpcnSl\.'C contponc:nt of culture media. rcprcsenting 46t'k oí the 
cost of TNf\..1-FH mcd1urn whcn supplc:1ncntcd at JO% FBS. Furthcnnore. undesirable 
cnzymatic activity. lot-to-lot variat1ons. and incn:ascd contamination risks. havc driven 
cfforts to design serum-frec:- media. Likewisc. the high protein contcnt in media 
supplemented .... ·ith e1ther scrum, lactoalbumin and yeastolate complicatc down-stream 
proccssing of the dcsircd protein. To overcome this problcm. low protcin media havc 
bccn recently de .... ·cJopcd. In Table 4. thc most commonly uscd media for insect cell 
culture and their cost are Iistcd. lt can be secn that scrum-frec media havc a lowcr cost 
than uaditional media... and highcr ccll growth ratcs and conccntrations can be achicvcd. 
In addition. lot-to-Jot variations of scrum are climinatcd and down-strcam proccssing is 
facilitatcd. 

o 4 6 10 

FIGURE 7. 'Tiie effect of fetal bovine scnun in inscct cc11 growt!L A. Ma1imum spccif"x ,erowth rate. B. Ratio 
of ma.timum to initial cell cooccntration. 

1'.1onosaccharidcs. such as glucose and fructosc. are t.hc main cncrgy sourcc for inscct 
cclls. a.nd thcir cxhaustion rcsults in growth ccssation [7. 27. 88. 96]. Nccrmann and 
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Wagncr (88} found that almost 60%- of the glucosc consumed by inscct cells is degradcd 
to C02 • and the rcmaining 40% 1s used for biosynthesis. AJso, from their data it can be 
calculatcd lhat glutanune providcs only 8.r::r of the tolal cnergy of the cells. allhough 
sorne author.o have cons1dered it as thc main energy source [ 1 17]_ ?\.toreover. if sorne 
nutricnt is in limiung con~entrauons. including oxygcn. cell rnctabolism may changc and 
other nutrients. as glutammc, can becomc: 1mportant encrgy soun:es {92, 96]. Funher 
infonnation about mc:tabolic nows can be found clscwhcrc [7. 30. 92J. 

TABLE4 !ll.t05.f conunonlv LL~d culture nled1.a ror tn"ioe.ct Ct"tl., 

Mcdiurn 
Xv nia.1t µm.u 

Jt 1a6 1,,."CIUmL hº' 
Pnce 

USDIL Rcfcn:ncc 

Ex-ccll 40S SFM• 0037 >40 14S 

Expn:ss fi~ SF?\.t• •• 00!8 3850 108 

Sf9001J SF]l..t 8.1 0.033 43.00 108 

St900SFM 7.9 0.027 80.77 110 

lPL-41 IO":lf:. FBS 6 0.02 6-S60 ~7 

Ex..CCU 401 SFM 38 0.022 34.JO 108 

Ex-CcU 400 SFM 0.039 34.10 89 

TC-100 !5._., FBS 0.027 47.90 S8 

TNM-fl-1+10..FBS 0.03 n.90 27 

Amino acids. lipids and vitamins a.re a.Jso imponant nutrients for inscct cell growth. 
Asn. Mct. Asp. Ser. Leu. Cys and Gin are thc amino acids wilh the highcst consurnption 
ra1es (7. 30. 121. 145]. Iso. Val. Phc. Gly. Arg. Ser. His and Tyr are also csscntial for 
ccll growt.b [83]. lnscct cclls require sterols. linoleic a.nd linolcnic acid for growth. 
which must be supplied when scrum-frcc medium is u.sed (34]. 

NuuitionaJ requirements of insect cells aftcr viral infection have bccn gencrally 
considered to rcmain unchanged. though thcy may vary depcnding on thc cell linc and 
thc recombinant protcin to be prOOuced [54. 99. 106. 133. 134. 135. 140. 145. 147). 
Howcver. only fcw groups havc studied in detail nutricnt kinetics after infcction. 
Among lhc..-;c. Wong et al. [ 140} reported an increasc in thc specific consumption rate of 
ccrtain amino acids. in sorne cases up to onc Ol"dcr of magnitudc. whilc glucosc and 
glutaminc consumption rarcs rcmaincd unchangcd. Further l"Cscarch on culture 
requircmcnts aftcr infcction is ¡-equired sincc infonnation available is still incomplcte or 
ambiguous. 

6 .. Approachcs to culture stratcgies or i.nsect cells and protein procluction. 

Protcin production by insect cclJ culture is a challcnge for proccss cngineering. In a first 
stage. healthy cclls have to be grown to thc dcsired ccll density and Jarcr infcctcd by a 
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rccombinant ba.culovirus in order to 1nitia1e thc: protein pr-oduction phasc. Both stag:cs. 
with contrasting cha.ractcristics and naturc. mu~t he fully undcrstood to optimiLc protcm 
production. In Table 5 differcnt culture mclhods for- inscct cells are compared. St.atic 
and suspended cultures in spinncr fla..-.k.s and shakcr-s ha ve been thc systems of choice for 
protcin p'"odui:tion in laboralory se.ale. Static 1..~u(tun::!> yicld Jow ccll densities with low 
viabihties. Howcver. lhe rcquired infra~tructure 1s mini1nal. Cultures from 10 to 1000 
mL are usually peñormcd m spinner flasks, althl)ugh cuhures are not usually monitorcd 
or conuollcd. Biorcactor cultures are uscd from bt!'nch-top to largc-scalc protcin 
production. :ind wtll be discusscd 10 the followmg ~.;uons. 

TABLES Cornpa.nsl~n t.et .... n:n d1ffe~nt ~ulturr ur.ateelC"<> u-.ed for (>f'U(etn pnidua1on 1n Sf.Q 1n~ct c.ells 

Static cultures TNM-FHª 1 27 0.02 No Yes 

Spinncr llas.ks t 100 mL> n-.""M·Aiª 1 67 0.025 < SL Sorne 

Stin'cd Wtk TSM-FH:ª '2.8 oon Yes No 

Air-lift (S6J st9001' 10 0.029 Yes No 

i"crfu>ed ( IO I TNM·A-1ª IS 0.015 Yes No 

Packcd bed (4} IPl.Alb 2.S 0.008 .-.JWJy axially 

Siliconc me~ tubrng acr.ucd [60) TC loo4 2.3 0.032 lunitcd No 

1'.tJ.crocapsulc cntrapped ce lis l 55 J TCIQO.il """ N.A. Yes Yes 

HARVC[t8J EXCELL-io1b 14 0017 No No 

.._ 104 FBS. 6 . saum- free rncd1um. c. ELgh aspe~'"t n.x..uing will , .. csSd. a. pcr nu~ulc '1.olumc:. 

6_! BATCH A .. "ID FEO-BATCH CULTURES. 

In ordcr to makc the IC~BEVS competitive with olher expr-cssion systcms. production 
costs must be rcduccd. and productivity increascd. This can be accomplishcd by the 
dcvclopment of rational cuhure stratcgies which requirc a full undcrstanding of insect 
ccU mctabolism. beforc and after viral infcction. As such knowledgc was not availablc. 
thc first process design approaches wcrc bascd on infonnation acquired from 
ma.rnmalian cell culture. Accordingly. glucosc and glutaminc wcre considered as the 
kcy nutrients for insect ccll gro"''1.h and protcin production. and ammonia and lactatc. 
mctabolites produccd in ttigh quantity by mammalian ccl1s. werc considcrcd as tox.ic by­
prnducts to inscct cclls [7_ 30. 35. 54. 83. IN. 106. J 10. 117. 133_ 134]. Considcring 
that a main source for ammonia and lacta1c gcneration is a high glutamine and/or 
glucosc concentration. cfforts werc focused on conuolling such nutrients at low. but 
non-limiting levcls. Howcvcr. glutamine and/or glucose feeding has fai1cd to incrcasc 
significanlly the ccll concentration or protein productivity of cu1cures [10. 30. 70. 89. 
110]. Further rcsearch dcmonstraced that insect ccll mctabolism has substantial 
diffcrences comparcd to many mammalian cclls in culture. For instancc, glutamine is 
not csscntiaJ for inscct ccll growth. as they can be produce it from glutamatc and 
ammonia [91]. Morcovcr. Jactate and arnmonia are not produced by cultures with an 
adcquate nutrient and oxygen supply (7. 27, 54. 92. 96. 109. 134. 135), and evcn if such 
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by-products "'-'Cre act..·urnulated in the culture hrolh, conccntrations of up to l 5 m~t do 
not inhibit inscct cell growth (96). lntcre~tmgly, buth by-products are consumeJ by 
inscct cclls. lactate for pyru..,.att:" synthcsis dunng Jow mono~accharide com:cntration. and 
anunonia fo.- gluumine S)ntht::'l.IS dunng glutan11ne linlitJtion [54, 92. 96, 117. 134]. 

After viral infoct1on. adc-quate nutricnt supply ha.. .. a l\.\.o-fold imponancc: maintain 
culture viabillty and prov1de ~uhstratcs for proh:in pr1.><luct1on. Spcc1fic protean 
productivity is rcducc:d 1f ~arbon and cncTg:y source~ are not availablc: (6, 38). 
Nonethclcss. the gcncra11on of arnmon1a duc to nutncnt c:;11;:ccss 1s specially rdcvant 
during this phasc, s1nce 1l can affcct thc capa..:ny of inscct cel1s to pcrform 
postranslaliunal mt_xfificauons c:vcn w1thc•ut affecting gn1 ...... th (9, :?8. 32. 145). Also. 
lactatc can reduce \'Jral mfectivny anJ thu~ rccomhinant protcin pro..Jucúvity [ 125. 142). 
~1orcover, if protein producunn ~u-ategics that allow ccll growth aftcr ,·tr:.iI infe~tion are 
u.sed, lhen nutncnt ~upply nccdcJ for furthcr ccll growth must be cnsurcd. 

To date. fccding of 1.:urnpkx mixtures of nutncnts, 1n .:u.Jdition 10 glucosc: and 
glutamine. has yicldcd bcncr rcsults than 1ndiv1dual nutricnt fecd1ng. An1ong the 
substanccs addc:d with good rcsults are FBS [70, l IOJ. ycastolatc (7, 70, 89, 106J anda 
mixture of amino acids (7). Complete mcdrnm add1tion has also increa...-.,cd protein 
conccntratlon (69). As ~ucccss with nutrient fccding has becn panial. complete: 
rcplaccmcnt of culture media bcfore infection ha.s bccome the strategy of choice to avoid 
nutricnt limitation and eliminatc by-products [7, 10, 38. 57, 6(), 69, 70, 71. 74. 107, 110. 
121. 134. 147]. Howcver. such stratcgy is difficult t(l scalc-up. and cxpcnsi'lr·e culture 
medium is incfficicntly uscd. A bcuer understanding of insct.:t cclJ n1ctabolism is still 
nccdcd for devcloping rational feeding stratcgics. 

6.2 CONTINUOUS AND PERFUSION CULTURES. 

Protcin production by IC-BEVS in a continuous systcm is only possible by a two stage 
configuration: ooc for ccll growth and anothcr for cell infcction {61. 123. 127, 128, J29. 
147]- Stcady state has been succe.ssfully achicved in continuous culture and spccific 
protcin productivity has bcen similar to spinncr fla.sks. Howcver, producuvity decreascs 
as continuous rcactors are opcrated for long pcriods (i.e. overa rnonlh {61)) pos...-;ibly duc 
to lhc appearancc of defcctivc virus after e.~ccssive successive passages in the infcction 
ves.sel. Defective virus lack up to 40% of the viral gcnomc. including thc polyhcdrin 
gene and genes rcquired for viral replicalion [138]. Dcfcctive virus compete with intact 
virus for ceJiular protcins and cnzymes. and thus interfere with intact virus replication. 
Additionally, thcy can replicatc faster lh.an intact '\"irus [129. 138J. Dcfectivc virus can 
be dctectcd aftcr passage ID. a.nd thcir ncgativc cffcct on protein production is very 
scverc after passagc 20 {61 ]. Accordingly. semicontinuous and rcpeated batch cuJtures 
have beco designed to ovcrcomc this problem {24, J 30]. 

Pcrfusion cultures are widcly uscd for many animal cclls. however, thcy havc only 
becn used for inscct cell cultures by fcw groups. lncremented ceJJ [ 11, 25] and 
polyhedra [60] production havc bcen obtaincd. although at high costs due to thc large 
volumes of expcnsivc culture media nceded. Caron et al. [ 11] reported a rcduction of 
thc maximum growth ra(e and specific protein production r:ue during pcrf"usion cultures. 
Such reductions werc caused by cellular damage in thc separation dcvice. a tangcntial 
filler_ The m.Un problem in the operaüon of pcñusion cultures has beco the separation 
ofcells from thc rncdium by filters. Electric. sonic or gravitational scttJcrs [119] are 
sorne of the proposcd altcmatives that can solvc such a problem. Noncthelcss. these 
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syslcms are difficult to scaJc-up. Improvcments in this ficld are nceded bcforc pcrfusion 
culture can becomc an adequate strategy for pr-otem pl"oduction by inscct cclls. 

6.3 CHARACTERJSTIC BIOREACTORS A.."ID OPER.r,TIOS ~IODES. 

Spccific oxygcn demand of insect ce lis is sinlilar to rnarnmalian cells (96]. howcvcr. thc 
maximum ccll concentrations are typu:ally much h1ghcr in 1nscct cell cultures. 
Accocdingly. ovcra.11 ox)·gen dcmand of In!.ect cell cultures. 1s 3 to 4 umes h1gher than in 
mam.malian ccll culture~ gro~ n undcr similar conJ1tions. As a res uh .. a varicty of novel 
biorcactors, aeratJon dcvu:es and 1n1pcll<:r!!. ha .. e bccn dcs1gned to !!.atJsfy the oxygcn 
dcmand without imposing dclctcnous hydrodynam1c forces to the fragdc inscct cells. 

Duc to thc s.ensiuv1ty of animal ccll'.'> to sparging. '>Urfacc aeral1un 1s the sU-ategy of 
choice. Simple modifications. such a.._._ placing an impdlcr at the gas-liquid interface. 
can incn:ase thc system kLa sevcral-fold. and thus. the viable ccll concenLTation [44]. 
Kamen et al. [54] propcised thc u~ of a hclica.1nhbon1mpcllcr which provided sufficicnt 
oxygen transfer to an 11 L culture. wuhout any ccllular damagc. ~forcover. sorne 
groups [l. 36. 60] ha .. ·c succcssfully acrated cultures lhrough stliconc tubing. although 
this altcrnativc can be difficult and cxpensi .. ·c to scalc up. ln1tiaJ attempts to grow inscct 
cclls in air-lift biorcactor failcd duc to ccll death cau!t>cd by sparging (87, 122. 142). The 
problcm was o .. ·ercomc by addition of protective agents such as Pluronic F-68izi. and 
cultures up to 21 litcrs ha ... c bccn conducted w1th similar cellular and protcin 
productivities than Jabocatory scalc cultures [77. 86]. Air-lift biorcactors havc also bcen 
uscd successfully to grow attachmcnt-dependcnt inscct cells in packcd bcds. reaching 
product concenlrations up lo 35~ of thc total culture protcin (63. 115}. Other stratcgics 
for protccting inscct cells to shcar stress includc thcir cntrapmcnt in m1crocapsu1cs [55. 
S6]. High ccll concentrations wcrc achie .. ·ed by nucrocncapsulation. although specific 
virus production wa.s lowcr than in othcr systcrns. !-..1icrlXapsulcs have the additional 
advantage of retaining protcins with molecular weight highcr than 6 kDa. which can 
facilitate product rccovery. 

The two-stage process of protein production in inscct cells led naturally to the design 
of rcpcatcd batch cullurcs in a two stagc biorcactor configuration [24. 97, 130. 147]. 
Thcse cascadc systcms allow senlicontinuous operation for longcr pcriods than 
continuous processcs. with a rcduction in thc gencration of defectivc particles, and al 
productivitics comparable to batch proccsscs [l. 24. 97. 130, 147]. Only van Lier et al. 
[ 130] havc reponed a reduction of productivity in thcsc systems, which was attributcd to 
oxygcn limitation. Further rescarch on the establishment of optimum opcration 
paramcters is desirable. 

Othcr reactor designs include a rotating biological disk systcm. with no succcss 
(115). anda high aspect rotating wall vcssel (HARV), which simulates microgravity 
[18]. Inscct ccll cultures in the HARV had lowcr grO'A-1.h rates. but high culture viability 
was prolonged. as the dcath rate was 40 times lowcr than thc one observed in shaker 
flasks This was attributcd to a reduction of hydrodynamic forces in the microgravity 
vesscL Although this system is not intcndcd for large scalc protcin production. it can 
he1p understand death mechanisms of insc:ct cclls. 
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6.4 ?>tUL TIPL!CITY A .. "ID TIME OF L"IFECTION 

The muhiplicity and ume of lnfc:ction (~101 and TOI. rcspc:cti\.'cly> of i.nscct cell 
cultures are key fai.:tors wh1ch de1enninc protein productivuy. Thcsc two facto~ intcract 
with cach ot.her on Jefining infcction stratcg1es. Aftcr varal infcction. two vcry differcnt 
populations of insccc cells are formcd: 1nfccted and non-mfcctcd cclls. Yw'hitc non­
infcctcd cclls conlmuc duplicatJng. 1f nutncnts and o-.ygcn a.re available. infectc:d cclls 
do not duplica1e. In Figure 8. thc typtcal k1net1cs of an 1nfcc1cd batch culture a.re shown. 
For thc case illustratcd. ncv.: buddcd vtra.l progc:ny was dctectcd approximatcly at 18 hpi 
(dashed·linc). Tñc 1nfcctcd cell popul:.it1on furthcr 1ncrcased as cclls not infecled 
initially wcrc rnfcctcd by sccondary or 5ou ... ·cc~::..1ve 1nfect1ons. From 30 hp1, the OO!:><:l of 
rccombinant protein producu'--1n was dctcctcd (dottcd-line). In this ca. .. e. the .. ynlhesis of 
both rccombmant products (virus and pn.HetnJ had similar k.rnctics. In figure 8, Lhc TOI 
is reponed as thc pcn:cntage of ma:umum ccll conccntrollion at thc time of 1nfection. 
Exprcssing TOI m such a manncr 1s bcttcr than simply as thc cell conccntcation or the 
time uanscurred from ino-:ulation to infcct1on, as is usually done. 

It has becn sho'-'"n that ccll tnfcction is indcpcndent of ag1tation 1f thc whole cell 
surfacc is avallablc for viral contact. Thc infection process 1s basically rulcd by 
brownian diffusion [57}, and thus. infcct1on of attached cultures can be lcss effccth·c. 
Thc probability. p. of a ccll to be infcctcd by ~· virus folJows thc Poisson Jist.ribution 
[23. 72, 125). and is dcpcndent on lhc !-.-101 us.c<l. a..::cording to thc following cquaúon: 

( ) (MOIW) -MOi pw=----e 
\.1..-'! 

(1) 

An carly time: of infcction (early exponcntial gro\olo'th phasc) is usually combincd with 
a low MOi (0.()()()1-1 pfu/ccll). Undcr these conditions. only a fraction of the cclls is 
initially infccted. while the rest of thc culture contJnucs in exponcntial growth until 
sccondary infcction (thc: population fractiun infcctcd by al lca.st onc: viral paniclc: can be 
caJculatcd by eq. 1 ). Low ~tOI havc thc advantage of rcquiring low quantüics of virus, 
which necd to be producc:d in othcr inscct cell cultures. Furthc:rmorc. low MOi reduce 
thc probability that both. intact and dcfective virus infecl thc: same cell. Accordingly. 
thc occurrcnce of dcfectivc particles is prevcntcd since they require an intact virus for 
rcplication [ 138). Howcvcr. sincc the infection progrcss is slowcr. the c:xprc:sscd protcin 
remains for a longcr pcriod in the biorcactor, increasing its exposurc to ccllular 
proteascs. 

A high TOI (90-100% of the ma.ximum cell concentration) is usually combincd with 
hígh ~101 (5-500 pfu/cell). In this case, cc:Ils are infcctcd immediatcly, and no funhc:r 
cc:U growth is observed. This stratcgy rcquires thc: additlon of large viral stocks, a.nd 
favor-s thc sclection of fast-replicative defective virus [ 138]. Howc: .... ·er. spccific protein 
productivity has bcen reponed to dccreasc whcn high dcnsity cultures are infected at 
high MOi, compared to similar cultures infected at low ~101 (89. 125). Such a bchavior 
was initially anributcd to intraccllular intcr-actions that blockcd cfficicnt infect..ion [49. 
1 JS). Noncthclcss. it has becomc cJc:ar that thc rcduction in specific productivity is duc 
to nutric:nt or oxygcn limitation, and succcssful infection of high dcnsity cullurcs is 
possib]e if preceded by a complete mcdium exchange. or complcx nutricnt fecding, as 
discussed bcforc (6. 10. 60. 69. 70. 74. 107. 133. 140. 147]. ln addition. a highcr dcath 
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rate whcn cc:lls are infccled by more than onc viral panil;lc. as can be concludcd from 
data of Licari and Bailey (71 ). can c~plain lhc low producth•ilics obt.aincd al high MOi. 
On thc other hand. Licari and Batlcy [71) obser-vcd a two-fold incrcasc in protein 
productivity whcn ~101 was incrcascd from 10 to 100. Accord1ng to cq. t 1 ). a ~101 
higher lhan 5 pfulccll infccts more lhan 99% of the culture ~ ith at lc:ast l "·ira) pa.niclc. 
Thus. any changes in thc culture bchav1or above 5 pfu/ccll reflccts thc cffcct of the 
infcction of a single cell by n1ore than one viral pa.n.iclc:. In turn. spccific proteln 
productivity can be rclatcd to the numbcr of viral particles that infect a single celL 
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FIGURE 8. Kmcuc of fl:'combinant vuu~ and protein pruducuon in 1nsect ccll cultures. A cult~ grov.-n in 
TN1\.1-FH JTIC'd1um with l~ AJS ,..as tnfe .... ""ted ata TOl of 59% anda MOi of 3 pfu/ccll with a rccombin3nt 
baculov1rus that contaJn.s thc: gene of rotavtra.I VP2 of the SU'D.ln Y!l.1, coru.tructed by the group of ~- Arias. 
and Lópcz in the Insututc of Blotcchnology of the Nat1onal lJ'n.ivers1ty o( Me11co. "Ibe dottc.c:t- and tbc: dasb::d· 
lincs ind1catc the ume ofthc oru.c-t o( recombmant V1.J'US and protc1n producuon. respcctJvcly. 

In arder to make a rational design of infcction stratcgies. mathcmatical modcls havc 
beco proposcd to calculatc an optimal TOI far a desircd MOi. or vice versa. to yicld 
maximum protcin productivity [99. 141]. For instancc. Powcr et al. [99] havc 
detennincd the ccll growth and infection paramcters for infccted cultures in Sf900ll and 
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IPL-41 mcdium. Using such parameters and a set of d1fferential equat1ons. lhcy havc 
bccn able to prcdict protcin p.-oduction. "'iral titcrs, ami culture membranc inlegrity. in a 
widc range of TOls and ?'-tOls. !\.tare complcx phenomena has bccn modckd by Tsao et 
al. [12.5]. who produccd virus likc part.iclcs of pan.·ov1rus. Such particlcs are composcd 
by two diffen:nt p.-otcms. lñus. tnfectü.~n was carncd out wilh two d1ffcrcnt virus. By 
using mathcmatical mOOdmg. thcy wcre ablc to predu:t lhe !\.tOis .at ""hkh particlcs wilh 
thc correct proporuon of thc t~u protcins wcrc obta1ncd. wllhout cxtensivc 
c.~~rimcntation. In add1t1on to use thc optima) ~101 an<l TOI. cultures te_'\ be infcctcd 
must also havc high v1abt11tics. over 90~. 

6.41 Han:est tune. 
Baculovirus infc..:tion induces 1h~ prc1ooJuct1on of prol-:a...-..es not u-.ually prnJucc:d hy non­
infected cells. For mstancc. \Vang et aJ. ( 1351 ob~crved a.n 1ncrcast of 15 timc:s in 
pl"otea.sc: activ1ty aftcr 70 hpi. Prorcascs includc tho~c: prodw.:c:d by the cc:lls as a dcfc:nse 
from viral anack. anJ. viraly cncoc.Jcd prolcascs e"tprcsscJ. dunng thc final phasc of 
infection (71. 93. 135]. Diffcrcnces on production of V3.rious proteins can thcn be 
atuibuted to the diffcrcncit:s on thc1r su.sccptíbility to protca...-.c dcgradat1on. For instancc, 
sc"·cral aulhors havc not found any signtficant protein dcgradatlon (72. 141 ]. howit:ver. 
this must be dctennincd for individual ca.ses, as sorne protcins are mure stable than 
others. lñc harvcst time is spcc1al1y rck\.·ant whcn protevlysi~ is obscrved. Harvest 
time is also an impon.ant panunctcr whcn virus production is aimcd. since viral part.iclcs 
can be inacti .. ·ated during prolonged cx.posure to culture conditions (99). Furthennorc. 
dclaycd harvcst time incrcases ccll lysis and libcraüon of intracellula.r protcins. which 
difficult down strc:am opcrations. 'Thus. an adcquate harvcst time w1ll increment thc 
productivity of the process. For instance. Tsao et al. ( 1 :!5] recommended to harvcst the 
product when ccll viability is bctwecn 40 and 70CJ"'r. as they dctected important 
protcolytic activity aftcr 7':! h post inlcction (hpi). 

6.5 MONITORL"IG A."ID CO~OL STRATEGIES. 

Process monitoring and control is a nccc:ssary prer.:quis1tc: for succcssful scale·up of 
proccsscs and their furthcr commcrcial application. Not surprisingly, many groups have 
concentrated thcir effons on thc design and developmcnt of rnonitoring and control 
strategics for animal ccll cultures. but only few rcports cxist for thc particular ca..o;;.c of IC­
BEVS. To date, in siru and on-line measuremcnts of a .. ·anety of culture pararnctcrs and 
constituents are now possible due to the aid of flow injection analysis (FIA) systems and 
novel dctection sensors ha.sed on acoustic resonance. turbidity. culture fluorcscence and 
others. For instance. fluorc:scence measurcmcnts h.ave bccn used to cstintate viable ccll 
dcnsity of insect <:ell cultures even in thc death pha.se. or after viral infcction. wherc 
most dcvices fa..il [ 1 ]. Likewise. glutamine has becn detennined from insect cell culture 
broths by combining FIA and a chemiluminisccnce fiber optic bioscnsor [ 12]. 
Nonethcless. most of thc proposcd monitoring systcms are complicated. non-stable and 
costly. and thus. havc not bccn incorporated into real time fced-back control aJgorithms 
for optimization purposcs (40]. A notable exception has beco ox.ygen uptake ratc 
(OUR). which can be monitorcd on-line by simple inexpensivc and stablc 
mcasurcments. such as DO concentration and oxygen composition in thc inlet gas st.n:a.nt 
[25. 29. 38.40. 52. 54. 56. 96. 102. 140]. 

OUR provides information about the culture metabolic state. as shown in Figure 9. 
For cxaniplc. sincc spccific ox.ygen uptakc rate remains constant during the cxponcntial 
growth phase. thc viable cell concentr:ltion can be estimatcd from OUR. as has beco also 
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rcccndy reponed for orher insect ceIJ culrures [52. 96. 140]. Furthc:nnorc, as seen in 
Figure 9 monosacchatide dcplction provokes a rcduction in OUR. as has been reponed 
prcviously [96J. In olhcr animaJ celJ cultures. spccific nutn~m dcplction has been 
dctectcd and closed-Joop fccding strategJes ba.sed on on-linc OUR data h.;1vc becn 
cstablishcd {29, 45. 10:?. J48J. Similar stratcgies can be uscd for moniloring and rauonaJ 
nutricnt addition in inscct ccll cultures. Addil1onaJly. specific OUR has bc:cn reponed to 
increa.se up to two fold aftcr succc:ssful \•iraJ infccllon, and cdl Jysis ciln be idcntificd by 
a rcduction of OUR [38. 48. 52. 54. 57. 107. J J3, 114. J40J. Similar hehavior has bccn 
observcd for production of porcine ._.·irus in mammaJ1an cclJs. wht'.'re max.imal OUR 
indicarcd the lime of maximum viral lHers [<:>7J. AcconJingJy. OUR ~an also be uscd lo 
monitor the infecüon pha.se. and identify the oplimurn h.i.ncst time l521-
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FIGURE 9 On-lme O;'llygcn upta.ke nue estirn.ation u.sing liqu1d pha.sc balance in a J L biorcactor Sf-9 uuc~ct 
cell ct..1:hure .. TilC arro'"'s md1cou:e gluco~ dcpleuon (fulJ a.rrow). fructosc depletion (empty a.rmw) and laa.ale 
deplction (hne arTOw) Carbón c:oncentr.Uion was c.aJcuhued from lhc sumo( rhe carbon nunolcs prescnt from 
&lucosc. fruCTosc and lactatc. 

TraditionaHy. OUR has bccn measured on-Jinc by the dynamic mcthod. which has 
the disadvantage of exposing the cclls to undcsirabJe dissolved oxygen fluctuarions. 
Funhermore. thc dynamic method providcs onJy discrcle data wh.ich is not suitabJe when 
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fast metabolic cvcnts. such as nutrient dcplction and viral infcction. nccd to be 
idcntificd. Thc limitations of thc dvnamic mcthod for mcasuring OUR can be overcome 
by gas-phasc balance mcthods. ~hhough thcy rely on cxpcnsivc cquipment [53]. 
Altcmativcly. thc liquid phase balam.:c mcthod. can also o .. ·cn:omc the hmitations of the 
dynarnic mcthod. but with thc use of rclathoely incxpcnsive equipment {29. 5:!. 96. 102). 
"Iñc tiquid-phasc balance method can pro .. ·ide ac..::urate on-hnc cont1nuous OUR 
cstimations. Data shown in Figure 9 wcrc c~timatcd using liquid phase balance. and are 
similar to other data reponed in thc litcr-•Uure [38, 52. 58, 96, 113. 140}. Othcr 
paramctcrs havc bccn succcssfully usc:d to monilor cu1turc conditions. Thcsc include 
ccll sizc. whu:h increascs aftcr mfei.:t1un and 1s an mdu.:ator of successfull infection (48]. 
and CO~ cvolution rate. whkh closcly follows OUR bchavior and utHity [52]. Thc 
dcvclop~cnt of no,,·cl biosensors and thc1r 1ncorporauon 1nto feedback control 
aJgorithms should further 1rnprove th~ position of the IC·BEVS as a viable comrncrcial 
tcchnology. 

7. Conclu.sions and íuture perspcctives.. 

Protcin production in inscct cclls is a challcnge to bioproccss cnginccring. as it is a 
proccss with two pha...;.es. cach with vcry diffcrcnt charactcristics. and whcrc a complcx 
intcraction bctwecn ccll. virus. nutricnt.s and cn..,·ironmcnta1 conditions cxist. Evcn whcn 
general rules can be dcfined for thc IC·BEVS. it is cssential to spccifically analyzc cach 
protcin to be produccd. This is specially rcJcvant whcn highly modified or unstablc 
protcins are to be pro<luccd. Protcin cxprcssion in inscct cclls is bccoming increa.singly 
popular. and thc first therapcutics produccd by thc IC-BEVS may rcach the market 
shortly. The application of bioprocess cngineering principies has helpcd in advancing 
this field from an cmpirical art to a more rational and sy~tcmatic tcchnoJogy. Howcvcr. 
fuct.hcr rcscarch is stiJI nccessary bcforc thc IC·BEVS can bccomc a comrnercial reality. 
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IL2 Los rotavlrus y las pseudopartíeulas virales 

11.2./ Nue~·os acercamientos al diser1o de vacunas \'Írales. 

Los virus son causantes de una gran variedad de enfennedades. entre las que destacan la 

hepatitis. SIDA. poliomielitis. sarampión. rubéola. varicela. herpes. influenza. gripe y la 

diarrea infantil. Tradicionalmente. las vacunas antivirales han estado basadas en el uso de 

virus atenuados o inactivados. Sin embargo .. estas estrategias tienen la desventaja de la 

posibilidad de transmisión de las enfem1edades por reversión de cepas atenuadas. o por una 

inactivación deficiente. Para contrarrestar esta desventaja y potenciar la re~pucsta inmune~ se 

han utilizado nuevas alternativas para la inmunización. que además han proporcionado 

información importante sobre los mecanismos de patogénesis y la respuesta inmune contra las 

enfermedades. Entre los nuevos acercamientos están las vacunas con ADN~ virus 

microencapsulados. vectores virales y las pseudopartículas virales (PPV). Las PPV han sido 

utilizadas con éxito para el desarrollo de vacunas contra rotavirus (Redmond et al.. 1993: 

Crawford et al.. 1999). virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (Yarnschikov. 1995). 

virus de la fiebre aftosa (French et al.. 1990). parvovirus humano (Tsao et al.. 1996) y virus de 

papiloma humano (Kirnbauer et al .. 1993). Algunas de estas se encuentran ya en pruebas 

clínicas. a punto de ser utilizadas masivamente. La..'i PPV consisten en la construcción de Ja 

cápside viral completa a partir de la coexpresión de cada una de las proteínas virales por 

organismos recombinantes. Aunque las partículas obtenidas son prácticamente idénticas al 

virus original y provocan una respuesta inmune similar. no contienen el material genético 

viral. por lo que no existe el peligro de una infección. Otra de las ventajas de las PPV es la 

posibilidad de obtención de partículas polivalentes. que contienen proteínas de diferentes 

serotipos del patógeno. y originan respuesta inmune simultánea contra estos serotipos. A 

pesar de las ventajas de las PPV, existe muy poca infonnación sobre su producción, aún a 

pequeña escala. El uso masivo de las PPV dependerá de su producción a bajo costo y con una 

composición constante. 

I/.2.2 Los rotavirus y las pseudo panículas virales 

Los rotavirus han sido considerados por Ja O.M.S. como la causa más importante de 

gastroenteritis viral, por lo que se han redoblado los esfuerzos para ampliar la información 

sobre la interacción virus-célula huésped y obtener una vacuna eficiente (Estes y Cohen. 

1989). Las partículas maduras de rotavirus están formadas por tres capas concéntricas de 

proteína (Figura U.1). La proteína VP2 forma la nucleocápside viral. La cápside interna esta 

formada por 260 trímeros de la proteína viral VP6. La cápside externa esta formada por VP7. 
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que tiene una glicosilación alta en manosa ligada a N. La partícula viral posee 60 

proyecciones. formadas por dímeros de la proteína viral VP4. Bajo la acción de uipsina. VP4 

se hidroliza en dos proteínas. V P5 y VPS ( l\.1attion et al.. 1994 ). Además de estas proteínas. en 

la panícula viral nativa existen las proteínas estructurales VPI y VP3. que se encuentran 

dentro de la nucleocápside y constituyen entre ambas menos del 3'k de la proteína viral total. 

Proteína Moléculas/ Peso o/o Proteína 
viral vlrión Molecular total 

VP4 120 86kD 1.5 

VP6 780 44kD 51 

VP2 200 102 kD 15 

VP7 780 33kD 30 

Figura 11.1. Estructura de las PPV de rot~w1rus (modificado de Mattion et aJ ... 1994)_ 

La morfogénesis de los rotavirus inicia con la formación de panículas subvirales 

conformadas por doble capa de proteínas (constituidas por VP6. VP2. VPI. VP3 y el ARN 

viral) en viroplasmas citoplásmicos. Las panículas penetran el retículo endoplásrnico. 

probablemente con ya VP4 asociada a la panícula. donde adquieren la última capa de proteína. 

constituida por VP7. para conformar panículas virales maduras. Se ha determinado que la 

formación de las panículas con doble capa de proteínas ocurre muy rápidamente, mientras que 

la formación de las panículas maduras tiene un retraso de 1 O a 15 minutos (Estes. 1996). 

Las proteínas de rotavirus se han expresado en células de insecto con el fin de ampliar el 

conocimiento sobre su función y sobre su interacción con las células a infectar (Labbé et al.. 

1991; Sabara et al .• 1991; Redmond et al., 1993; Crawford et al .. 1994; Cuadras. 1998). Las 

proteínas obtenidas son similares a las proteínas originales, y presentan Jos mismos epítopes. 

Crawford et al. ( 1994) han obtenido PPV de rotavirus a través de coinfectar células de insecto 

con cuatro baculovirus recombinantes. uno por cada proteína estructural, excepto VPl y VP3. 

Estas PPV mantuvieron las características funcionales y estructurales de las partículas virales 

originales. y se ensamblaron aún en ausencia de VPI. VP3. el ARN viral y las proteínas no 

estructurales. Estos resultados demuestran que las proteínas estructurales contienen la 

información intrínseca que se requiere para la formación de panículas (Estes. 1996). Las PPV 

de rotavirus pueden ser utilizadas para examinar las interacciones entre las proteínas 

estructurales de rotavirus. el papel de cada proteína estructural en la morfogénesis viral y para 

generar vacunas. 
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//.2.3 Estrategias utiliz.adas para la producción de multfmeros de protefnas en células de 

, .. ns e ero 

En la Figura 11.2 se esquematiza el proceso de producción de PPV de rotavirus. 

Inicialmente, se cuenta con una pequeña cantidad de células de insecto que deben ser 

propagadas ha..~ta la densidad celular dc!seada con la n1ayor viabilidad posible (>90%). 

Durante la fase de expansión de las células. el medio ambiente de cultivo y la disponibilidad 

de nutrimentos son factores clave para lograr obcener una población sana para infectar. como 

se ha discutido en la Sección 11.1. A partir del momento de infrcción se generan dos 

poblaciones. las de célula...,. infectada.._-.; y Jas de células no infectadas. En el caso del sistema de 

producción de PPV existirán otras subpoblacioncs. con10 aquellas que sólo han sido infectadas 

por una clase de virus recombinantc. las que han sido infectadas por dos. y así sucesivamente. 

Durante Ja fase de producción de las proteínas n.:combinantcs. el sistema se complica aún más 

por la gran cantidad de multímeros que pueden formarse. Además de la" PPV completas, se 

ha observado la producción de otras partículas que! carecen de algunas proteína..,. La expresión 

de solamente VP2 en células de insecto genera partículas vacías sirn..ilarcs a la nucleocápside. 

que llamaremos PPVI (Labbé et al.. 1991; Zeng et al.. 1992). Crawford et al. (1994) 

observaron. además, la formación de panícula"' estables compuestas por las proteínas 

VP2/VP6, VP"JVP4fVP6. y VP"JVP6/VP7. usando diferentes combinaciones de virus. A estas 

PPV las llaITiaremos PPV2. PPV3 3 y PPV3b. respectivamente. Al infectar simultáneaITiente las 

células con los cuatro virus recombinantes, obtuvieron PPV3b y panículas con las cuatro 

proteínas (en adelante referidas corno PPV4). Sin embargo. existe la posibilidad de que se 

formen otras partículas incompletas. Es claro que la formación de la nuclcocápside por VP2 es 

un paso indispensable para la formación de partículas estables (Crawford et al.. 1994 ). 

Posteriormente, se ensambla VP6, proteína indispensable para la unión de VP7 y VP4. VP4 

puede unirse a la pseudo panícula sin necesidad de VP7, y viceversa (Crawford et al .• 1994). 

La producción de multímeros de proteínas se ha realizado tradicionalmente sin tomar en 

cuenta las diferencias en el contenido de cada proteína en el complejo final. Las PPV del virns 

de la fiebre aftosa y de rotavirns se han obtenido a partir de la coinfección de las células de 

insecto con los mismos MDI y TDI para cada virns. a pesar de que la cantidad de cada una de 

las proteínas en la partícula viral es diferente (French et al., 1990; Crawford et al .• 1994. 1999; 

Crnz et al .• 1998; Jiang et al .• 1998). Esto provoca que la célula desperdicie recursos y energía 

en la producción de proteínas que no serán utilizadas en la formación de la partícula final. o 

que generarán PPV incompletas. 
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Figura Il-2 Esquematización del proceso de producción de PPV de rotavirus en células de insecto. Se ha llamado 
bac2 al virus BacRf2a. bac4 al virus pVL94J/SA1 1-4. bac6 al virus pAc46l/SA11-6 y bac7 al virus 
pVL942/SAI 1-9.; según nomcnclalurn propuesta en Crawford et al. (1994. ver -'"fatcriales y !\.férodos). Los 
dibujos no est.in a escala. 

Existen muy pocos estudios que analicen el proceso de producción de PPV. y propongan 

estrategias para su producción. Jiang et al. ( 1998) compararon la producción simultánea de las 

4 principales proteínas de rotavirus entre las líneas celulares de insecto Sf9 y High Five®. 

Además. reponaron cinéticas de formación y rendimientos de muJtímeros. aunque únicamente 

realizaron una purificación parcial de las PPV (ultracentrifugación en colchón de sacarosa). 

Es muy probable que otros muJtírneros. como el propio bnculovirus rccombinance. estuviera 

aún presente en las preparaciones de PPV. lo que pudo haber provocado una sobreestimación 

de Ja concentración de mulúmeros. Adicionalmente. Ja técnica utilizada no permite determinar 

el tipo o la calidad de las PPV ob1enidas. Cruz et al. (1998) realizaron un estudio para 

determinar las condiciones ambientales adecuadas (velocidades de agitación y aereación y 

oxígeno disuel!o (00) para la producción de PPV del VIH. que están conformadas únicamenle 

por una proteína Utilizando cromatografía de filtración en gel e inmunodetección. lograron 

seguir las cinéticas de producción de las PPV y de la proteína no ensamblada. Es muy 

interesante notar que un ca.rnbio en Ja cantidad de proteína recombinante no necesariamente se 

vió reflejado en un cambio en Ja cantidad de PPV, y las mejores condiciones para la 

producción de las proteínas individuales no son las mismas que para Ja producción de 

multímeros. Por ejemplo. Ja máxima concentración de proteína recombinante se obtuvo a un 
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OD de 25%. mientras que el máximo ensamblaje se obtuvo a un OD de 10%. Los autores 

atribuyen éstas diferencias a un posible aumento en proteasas a 25 % OO. 

Unicarnente el trabajo de Tsao el al. ( 1990) ha utilizado estrategias de infección para 

manipular la producción de PPV. Produjeron PPV de parvovirus. las cuales están constituidas 

por dos proteínas y pueden estar conformadas por diferen1es canlidades de cada una. La 

proporción entre las proteínas determina la inmunogenicidad del producto obtenido. Ya que 

estas PPV fueron producidas para vacunas fue necesario establecer e•trategias de infección 

que generaran PPV con las proporciones adecuada..-; entre las proteínas virales. Se encontró 

que utilizando un baculovirus recombinanlc para la producción de cada proteína. la !\.101 de 

cada virus determina la composición de las PPV oblenidas. Además. la l\c1Dl afectó el 

rendimiento de las PPV. Por lo tanto, es indispensable conocer las condiciones ideales de 

infección de las células si se desea obtener partículas ensambladas correctamente y en mayores 

cantidades. 

A pesar de la reciente alención que ha recibido la producción y purificación de PPV (Tsao 

et al .• 1996; Jiang et al .• 1998: Cruz et al .• 1998: Crawford el al.. 1999; Hu et al .• 1999: Tsoka 

et al .• 1999). aún no exisle en la li1eratura un estudio integral del proceso de producción de 

PPV. En este trabajo se realizó un estudio de este tipo. que incluye el estudio cinético de 

producción de cada una de las 4 proteínas recornbinantes que conforman las PPV de ro1avirus. 

del ensamblaje de VP2 y VP6 en PPV 1 y PPV2, el desarrollo de estralegias de infección para 

la producción de proteínas recombinantes y PPV, un estudio del metabolismo celular antes de 

la infección. y propone estrategias de operación adecuadas para la producción de proteínas 

recornbinantes en reactores instrumentados. Dentro de este último punto~ se incluye el 

desarrollo de estrategias computarizadas de monitoreo y control de reaclores, y el estudio del 

papel de protectores de esfuerzos de corte sobre la producción de proteínas y baculovirus 

recombinan tes. 
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Obferwos 

Capítulo 111 

Objetivos 

III.1 Objetivo general 

Ampliar el conocimiento sobre los procesos de producción de proteínas multiméricas en 

general. utilizando como modelo las PPV de rotavirus, con el fin de diseñar estrategias 

óptimas de producción. 

IIl.2 Objetivos específicos 

Obtener información sobre el comportamiento cinético del proceso de producción de 

proteínas multirnéricas. Evaluar parámetros como la velocidad de producción de las proteínas 

individuales. la !'.1DI. el TDI. Como primer acercamiento y debido a la complejidad del 

modelo de estudio. únicamente se realizó un estudio del proceso de ensamblaje de VP2 y vP6 

en PPV2yPPV1. las que constituyen la base para la conformación de PPV4. 

Obtener información sobre los requerimientos nutrimentales y ambientales de las células 

de insecto y su papel en el crecimiento celular y producción de proteínas recombinantes. 

Específicamente. evaluar el papel de los nutrimentos clave y de sustancias protectoras de 

esfuerzos de corte (PF68). 

Desarrollar estrategias de control computarizado del sistema con base en el uso de la 

estimación en línea de las velocidades de consumo de oxígeno, de consumo de nutrimentos y 

de generación de mctabolitos. 

Desarrollar. con base en la información obtenida, estrategias racionales e integrales para la 

producción de PPV a partir de células de insecto. 
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Capítulo IV 

Materiales y Métodos· 

IV.1 Línea Celular 

Se utilizó la línea celular Sf-9 (Número de catálogo de la ATCC 1711 ). Esta línea celular 

proviene del ovario de pupa del lepidóptero Spodopterafrugiperda (conocido trivialmente en 

México como gusano cogollero del maíz y en Estados Unidos corno gusano soldado de otoño). 

La Jfnea Sf-9 fue clonada en 1983 por Srnüh et al. ( 1983). a partir de la línea Sf-21. obtenida 

por Vaughn et al. ( 1979) en 1977. Los experimentos se realizaron a partir de dos tipos de 

células: 

A. Células adaptadas al medio de cultivo libre de suero Sf-900U (ver inciso IV.2). 

donadas en el pase 30 por el grupo del Dr. Amine Karnen (Biotechnology lnstitute. National 

Research Council. Canada). 

B. Células adaptadas al medio TNM-FH con 10% de suero fetal de bovino, donadas por 

los Drs. Carlos Arias y Susana López. Instituto de Biotecnología. UNA;Vf. Las células se 

congelaron en un número de pase desconocido, al que se tomó corno pase cero. 

Todos los experimentos se realizaron a partir de un mismo lote de células de cada tipo 

congeladas en nitrógeno líquido. En todos los experimentos. las células se mantuvieron solo 

hasta un número de pase de 50 después de descongeladas. Las células para inóculo se 
mantuvieron en cultivo a 27ºC en atmósfera sin provisión de C02. en frascos agitados a 100 

rpm. Todos los inóculos se realizaron con células en fase de crecimiento exponencial. y se 

inoculó siempre con una concentración celular de 0.2 xi ()6 cel/mL y con una viabilidad superior 

al 90%. Con estos procedimiento se asegura que todos los experimentos fueron inoculados con 

células en las mismas condiciones. 

IV.2 l\.fedios de Cultivo 

Se utilizaron dos medios de cultivo: 

• Algunas de las melodoJogías utilizadas fueron descritas más ampliamente en los artículos publicados que están 
incluidos en ésta tesis. 
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A. Medio con bajo contenido de proteínas y sin suero bovino Sf-900ll (GIBCO. Cat. 

10902-088). Este medio viene ya en forma líquida listo para usarse. Su composición es 

confidencial y propiedad del fabricante. 

B. l\.1edio TN!\1-FH (Triclzoplusia ni medium- Fred Hink). El medio se preparó a partir 

de medio de Grace (GIBCO. cat. 11300-043) adicionado con 3.33 g/L de hidrolizado de 

lactoalbúmina (Sigma. cat. L-9010). El medio se disolvió en agua filtrada en un equipo Milli-Q 

(Millipore Corporation) y se ajustó a pH 6 con hidróxido de sodio 1 !\.1. Después de esterilizar el 

medio por filtración a través de membrana de 0.22 µm. se suplemcnió con 16. 7 mLIL de 

solución ultrafiltrada de extracto de levadura (concentración final 3.33 g/L. GIBCO. cat. 18200-

048), 10% v/v de suero fetal bovino (SFB. GIBCO. cat.16000-044) y con 0.05% p/v de 

Pluronic F-68 (PF68. BASF). La composición del medio de cultivo varió en algunos casos que 

se indican en el texto. 

IV .3 Baculovirus recombinates 

En la Tabla IV.1 se muestran los baculovirus (virus de polihedrosis nuclear de 

Autograplza californica) recombinantes utilizados. Los baculovirus recombinantes fueron 

donados por el laboratorio de los Drs. Arias y López. Para evitar la aparición de partículas 

virales defectivas en ningún caso se utilizó un lote de baculovirus recombinante en un pase 

mayor a 6. Los baculovirus se amplificaron en cultivos con medio TNM-FH 0.5% SFB en 

frascos agitados. 

Tabla IV.J Baculovirus recombinantes utilizados. 

Baculovlrus 

Bac6 

Boc7 

Bac4 

Bac8 

Bac2/6 

Proteína 
recombina ole 

VP2 

VP6 

VP7 

VP4 

VP8 

VP2/VP6 

•comunicación personal 

Cepa de 
rota virus 

RF 

SAll 

SAll 

SAll 

RRV 

YM 
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Promotor 

Polihcdrina 

Polihcdrina 

Polihedrina 

Polihedrina 

Polihedrina 

plO/p!O 

Referencia 

Crawford et al .• 1994 

Crawford et al .• 1994 

Crawford et al .• 1994 

Crawford et al., 1994 

S. Lópcz• 

Hemándcz, 1998 
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IV.4 Cultivos en frascos agitados 

Los experimentos se realizaron en frascos agitados de 100 mL. con un volumen de trabajo 

de 60 mL. Los cultivos se mantuvieron a 27° C y a una agitación de 100 rpm. utilizando un 

agitador de barra magnética suspendido a aprox. 0.3 cm del fondo del frasco. Los cultivos se 

infectaron a una densidad de lx106 cel/mL 

IV.5 Cultivos en biorreactor instrumentado 

Se utilizaron 2 tipos de biorreactores: 

A. Biorreactor instrumentado de 1. 7 L con un volumen de trabajo de 700 mL y unicamente 

aereación superficial con un flujo de 600 mLJmin. Para aumentar la transferencia de masa se 

utilizaron dos impulsores: una barra magnética suspendida con un diámetro del 43% el diámetro 

de la jarra a 2 cm del fondo y un impulsor de cuatro paletas planas con un diámetro del 57% el 

diámetro de la jarra a 7 cm de la barra magnética. lo que coincidió con la superficie del líquido. 

Al impulsor de cuatro paletas se le colocaron dos ampliaciones de lámina de teflón de 3 cm de 

largo, con el fin de aumentar la transferencia de oxígeno. Además .. el reactor cuenta con dos 

deflectorcs de 1110 el diámetro del reactor. 

B. Biorreactor instrumentado de 5 L con un volumen de trabajo de 3.8 L (Celligen. New 

Brunswick Scientific). Este reactor cuenta con un impulsor ce// lift diseñado por el fabricante. 

Se utilizó aereación sumergida (0.15 vvm) utilizando el sistema de intercambio de gases del 

reactor. 

Ambos reactores se operaron a 27ºC y a una velocidad de agitación de 100 rpm. El 

oxígeno disuelto se midió con un electrodo polarográfico (Ingold Electrodes). Adicionalmente se 

midieron el pH y el potencial redox (Ingold Electrodes). La adquisición de los valores de 

oxígeno disuelto. composición de gases a la entrada. pH y potencial redox se realizó cada 300 s 

por una computadora Macintosh LC a través de una tarjeta MacADIOS 411 (GW Instruments) 

equipada con convertidores analógicos/digitales y digitales/analógicos, así como con entradas y 

salidas digitales. Se utilizó un programa de control escrito en QuickBasic por Aguilar-Aguila et 

al. ( 1993). En la Figura IV.l se muestra un diagrama de este sistema. La tensión de oxígeno 

disuelto se controló en un valor constante y predeterminado (30% c.r.sat.aire) a través de la 

variación de la composición de gases a la entrada (oxígeno y nitrógeno) por medio de un 

algoritmo de control proporcional, utilizando una ganancia de 2. El flujo de gases se controló 

con dos controladores de flujo másico 5850E (Brooks Instruments). uno para oxígeno y el otro 

para nitrógeno (cada uno de ellos con una capacidad de 0-1000 mL/min). 



Interfase A/D - O/A 
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~ ~j· 

Biorreactor 

Figura IV.1 Sistema de control y adquisición de datos. 

IV.6 Estudios en flujos laminares y turbulentos. 

Muestras de frascos agitados en fase exponencial fueron diluídas con medio de cultivo a una 

densidad celular de ca. 1.0 x 106 cel/mL. 15 mL fueron sometidos a una velocidad de 

defonnación de 3.000 s·l utilizando un reómetro Contraves Rheomat 120 con un dispositivo 

double gap (MS0/115). El dispositivo consiste en un cilindro fijo con 4.6 cm de diámetro. un 

cilindro móvil de 4.66 cm de diámetro y un vaso externo de 4.8 cm de diámetro. Esta 

configuración garantizó la ausencia de daño a las células en la inteñase gas líquido. que tenía 

únicamente una relación área/volumen de 0.045 cm· l. La temperatura se controló en 27ºC. 

Además de los ensayos en el reómetro. muestras de 0.5 mL fueron sometidas a condiciones 
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turbulentas y a la presencia de inteñases gas-líquido a través de agitarlas en un vonex (Genie 2. 

Fisher) a máxima velocidad. 

IV.7 Métodos analíticos 

IV. 7.1 Detenninación de concentración. viabilidad y tamaño celular. 

La concentración y el tamaño celular se determinaron utilizando un contador de panícula.'> 

Coulrer (Coulter !'.1ultisizer U. Coulter Electronics) con un tubo de apenura de 100 µm y 

utilizando solución isotónica Isoton II (Coulter. cat. 7546719) para diluir las muestras. La 

viabilidad se determinó con la técnica de exclusión de azul de tripano en un hematocitómetro. 

IV.7.2 Tirulación de drus 

Los títulos virale:s se determinaron a través de ensayos en placa. Primeramente. se 

realizaron diluciones seriadas del lote de virus hasta I0-8. En placas de cultivo de 24 pozos se 

colocaron 2xl05 cel/pozo en 450 µL de medio TN!l.1-FH 10% SFB sin PF68. Después de que 

las células se adhirieron al fondo del pozo. a cada pozo se agregaron 50 µL de las diferentes 

diluciones de virus. Normalmenie. se plaquearon las diluciones to-5, l0-6. 10-1. 10-s. Se 

agitaron las placas y se dejaron reposar por 2h. A continuación se eliminó el medjo de cullivo y 

se agregaron 500µL de agarosa de bajo punto de fusión (GIBCO. cat. 15517-022) al 1.5% p/v 

en TNM-FH 10%SFB. Se incubaron a 27ºC. Al quinlo día se agregó agarosa (GIBCO, cat. 

15510-019) al 0.6 % p/v con 0.07% p/v de rojo neutro para ceñir las células vivas. Después de 

incubar 12 h, se observan zonas donde el virus ha provocado lisis celular (placas). Las altas 

ruluciones Ulilizadas hacen válida la suposición de que cada una de las placas formadas fue 

originada por una sola partícula viral infectiva. que después de propagarse lisó a varias células. 

De esta forma, los títulos virales se reponan como unidades formadoras de placa (ufp) por 

volumen de muestra. 

N. 7.3 Determinación de glucosa, glutamina y lactato 

La glucosa. glutamina y lacta10 se determinaron enzimáticamente con un analizador 

bioquímico YSI modelo 2700 (Yellow Spring Instruments). El analizador cuenta con 

membranas con enzimas inmovilizadas (glucosa oxidasa. glutaminasa. L-glutarnato oxidasa y L­

lactato oxidasa), que catalizan la reacción entre la muestra y el oxígeno para formar un derivado 

y peróxido de hidrógeno. La sonda del sensor contienen un sistema de electrodos 

amperométricos que responden ante la presencia del peróxido. El flujo de corriente en el circuito 

del ánodo de platino es linearmente proporcional a la concentración de glucosa. glutarnina o 

lactato. 
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IV. 7.4 Determinación de fructosa 

Para detenninar fructosa se utilizó el "kit" No. 716260 de Boehringer Mannheim. El 

ensayo consiste en la fosforilación de la fructosa por la hexoquinasa. Posteriormente. la 

fosfoglucosa isomerasa conviene la fructosa-6-fosfato en glucosa 6 fosfato. La glucosa-6-

fosfato reacciona con NADP para formar gluconato-6-fosfato y NADPH. El NADPH formado 

es estequiométricamente proporcional a la cantidad de fructosa. El NADPH se cuantificó por su 

absorbancia a 340 nm. 

IV.7.5 Identificación y cuantificación de prntt~üzas n·conzhi11a111L·s de rota\·in,1s 

Las proteínas en muestras del paquete celular y de:J sobrenac.Jantc se separaron a través de 

geles desnaturalizantes de poliacrilamida. con un gel concentrador al 4'7c y un gel separador al 8 

o al 12%. Las muestras se trataron como sigue: se centrifugaron JOOµL de muestra a 10,000 

rpm por 10 min. Las células se resuspcndieron en 15 µL de agua y se agregaron 5µL de 

solución arnoniguadora de lisis (200 m!'vf Tris-HCl pH 6.8. 8'70 SOS. 0.4% azul de bromofenol, 

40% glicerol, 1 % 2f3-mercapto etanol). 21 µL de sobrcnadante se trataron con 7 µL de solución 

amortiguadora de lisis. Las muestras fueron hervidas 7 minutos y colocadas en el gel. Se 

corrieron a 150 rnvolts iniciales. a corriente constante. Posteriormente. se transfirieron las 

proteínas a membranas de nitrocelulosa (l\.fillipore, cal. HAHY304FO) durante lh a 400 mvolts 

corriente constante, a través de un sistema semiseco (0-wl Scientific, cat. HEP-1 ), utilizando un 

sistema de buffers discontinuo. Después de la transferencia. las membranas se bloquearon 30 

minutos con una solución al 5% de leche descremada (Carnation) en una solución amortiguadora 

de fosfatos (PBS). Las proteínas recombinantes se identificaron a partir de una imunodetección 

en membrana de nitrocelulosa (western blot). La membrana se incubó 1 h con un suero de 

conejo antirotavirus YM (proporcionado por los Drs. Arias y Lópcz) a una dilución de 1 :2000 en 

PBS-0. 1 % leche. Después de 3 lavados con PBS-leche 0.1 % ( l de 15 min. y 2 de 5 min.), la 

membrana se incubó 1 h con un anticuerpo anti lgG de conejo conjugado con peroxidasa 

(Jackson Irnmunochemicals). Después de lavar. la membrana se reveló utilizando Jos reactivos 

quimiolurniniscentes ECL (Amersham) y detectando la señal con película Kodak X-OMAT. 

La cantidad relativa de las proteínas recombinantes se determinó a través de densitometría de 

las películas del Vv'estem blot. Las película« se escanearon y las bandas se midieron utilizando el 

paquete NfH lmage 1.61/Fat. La intensidad y el área resultantes de la medición se multiplicaron 

para obtener lo que llamaremos unidades relativas densitométricas (UR). Para estandarizar entre 

geles, se utilizó una proteína de fusión GST-VPS, producida por E. coli, proporcionada por Jos 

Drs. Arias y López. La proteína de fusión se cuantificó con el método de Bradford. utilizando 

albúmina bovina como estándar. En la Figura IV.2 se muestra uno de Jos geles utilizados para 
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consuuir la curva de calibración, y la correlación obtenida. Como se puede observar en la 

gráfica. esta técnica es lineal y adecuada para determinar concentraciones entre 8 µg/carril de 

VP8, o 60,000 UR y 1.5 µg/carril. o 10.000 UR. Para cuantificar las diferentes proteínas de 

rotavirns, se utilizaron unidades relativas (en adelante abreviadas como U. para distinguirlas de 

las unidades densitométricas, UR). donde 1 U= lµg de VP8-GST. 

y= 0.150x + 0.170 r 2 = 0.996 

• 1224 • ..,..., 
7.5 ., -66kD· ._. -- -45 le.Da • 

5 

2.5 

e:. r 
.',.,~ ..,,,. 

8µg 4µg 3µg :!µg l.5µg o 10 20 30 40 so 
absorbancia.. /J 000 

Figura IV .. 2 Curva estándar para cuantificación de proteínas recombinantes. Western blor de un gcJ de 
poliacrilamida al 8%. Carriles: 1. Marcador de peso molecular. 2-6. Diferentes concentraciones de GST-VPS. Se 
muesua media y ,,.a.riad6n enrrc dos curvas. En algunos pumos Ja desviación es menor que el símbolo. 

IV.7.6 Purificación e identificación de multúneros 

Muestras de diferentes volúmenes (ver Resultados y Discusión) de los diferentes cultivos 

se centrifugaron durante 10 mina 1000 rpm (Figura IV.3). El paquete celular se lavó 3 veces 

con solución amortiguadora TNC ( 1.58 g/L Tris.HCI, 8.18 g/L NaCI. 1.4 7 g/L CaCJ:?, pH 

7.5). A continuación se añadió solución amortiguadora DOC (1.21 g/L Tris. 0.037g/L EDTA, 

20 g/L deoxicolato de calcio). Después de sonicar, las muestras se centrifugaron a 10,000 rpm 

por JO min. En el caso de muestras. 25 µL se colocaron en geles de agarosa al 0.6% en 

solución amortiguadora de Tris-glicina (3 g/L Tris y 14.IV g/L glicina). Las muestras se 

corrieron a corriente constante a 150 volts iniciales. Los geles se transfirieron a membranas de 

nitrocelulosa por difusión. utilizando las mismas soluciones amortiguadoras que se utilizaron 

para la transferencia de proteínas. La inmunodetección se realizó como se describió en la 

sección IV .S.4. Las bandas obtenidas se compararon entre si con base en su área e 
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inlensidad, en UR (ver sección IV.7.6). Para ob1ener los esiándares de muhímeros. los 

sobrenadan1es obienidos después de sonicar se pusieron en solución de cloruro de cesio (0.42 

g/mL en solución TNC) y se cenlrifugaron duranle J 8h a 35,000 rpm en un rolar SW 50.1 

(Beckrnan). Se recoleiaron las bandas que conslituyen las PPV. La pureza e identidad de las 

PPV se confirmaron por inmunodetección en membranas de nitrocelulosa (ver sección IV.7.5). 

Las muestras de los sobrenadantes se trataron como sigue: Las PPV se concentraron por 

ultracentrifugación (2h, 25.000 rpm. rotor SW 28) a través de un colchón de sacarosa ultrapura 

(GIBCO, cat. 15503-014) al 35% p/v en solución TNC. Posteriormente se purificaron 

utilizando gradientes de cloruro de cesio. 

Cultivo de células de insecto 

/ 
Paquele 
celular 

' 
' Centrifugar 

' Sobrenadante 

' Ultracentrifugación 
Lavados 

' 
=n colchón.e sacarosa 

Gradientt de CsCI 

Ultracentfugación 

Confirmación por 

Tratamiento con 
deoxicolato 

' Sonicar 

' Western Blot 

Centrifugación 

Sobreiadante 

Muestras/ 'Estándares 

Gel de agarosa Gradiente de CsCI 

' ' ConfilTTlélción por 
WestemBlot 

Ultracentrifugación 

' Confinnación por 
Western Blot 

Figura IV .3 Separación de multfmeros. 
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Capítulo V 

Resultados y Discusión 

v.1 Estrategia de experimentación 

Como se ha discutido en los primeros capítulos, la producción adecuada de proteínas 

mulúrnéricas por cultivos de célula< de insecto es un proceso muy complejo con varias facetas. 

En este trabajo se abordaron tres aspectos clave para la producción de proteínas recombinantes. 

Primero. el papel de aditivos protectores de los esfuerzos de corte sobre la productividad del 

sistema. Segundo, la producción de proteínas recombinantes en biorreactores instrumentados. 

Finalmente, a nivel frasco agitado, la caracterización del proceso de producción de proteínas 

multiméricas y el diseño de estrategias de producción. A continuación se describe brevemente la 

estrategia utilizada. 

• Obtener información sobre los requerimientos nutrimentales y ambientales de las 

células, y su papel en el crecimiento celular y la producción de proteínas recombinantes. 

• Desarrollar estrategias para la producción de proteínas recornbinantes en biorreactores 

agitados. En este punto se establecieron herramientas para lograr el monitoreo y control 

computarizado de los cultivos y se estableció el efecto del protector de esfuerzos de 

corte PF68, indispensable para cultivar células de insecto en biorreactores, en la 

producción de proteínas recombinantes y virus. Aden1ás, se realizó el monitoreo y 

control computarizados en línea de los reactores con hase en los resultados obtenidos en 

el punto anterior. 

e Caracterización del proceso de producción de proteínas y de multímeros de proteínas. 

e Exploración de herramientas para manipular la coexpresión de proteínas recombinantes 

por células de insecto. 

V.2 El efecto del PF68 sobre la producción de proteínas y baculovirus 
recombinantes por células de insecto. 

Se presenta la versión revisada del artículo "Evidence of Pluronic F-68 direct interaction with 

insect cells: Impact on shear protcction, recombinant protein and baculovirus production". 

sometido a la revista En....ryme aruJ Microbial Teclznology. 
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Evidence of Pluronlc F-68 direct interaction wlth lnsect cells: lmpact on shear 
protectlon. recombinant prolein and baculovirus production 
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Revised: August 2. 1999 

Ahstract 
Pluronic F-68 has been widely used to protect animal cells from hydrodynamic stress. but its 
mechanism of action is still debatable. Published evidence indicales t.hat Pluronic F-68 interacts 
with ceJls. yet. scarce infonnation exists of its effect on recombinant protein and virus 
production by insect cells. In this work, the effect of Pluronic F-68 on production of 
recombinan! baculovirus and rotavirus protein VP7 wa.s determined. Evidence of Pluronic F-68 
direct interaction with Sf-9 insect cells was also obtained. Maximum recombinant VP7 
concentration and yield increased 10 times, whereas virus production dccrcased by 20 times. in 
spinner flask cultures with 0.05% (w/v) Pluronic F-68 compared lo controls lacking the 
additivc. No diffcrcnces wcre obscrved in media rhcology, nor kinctics of growth and infection 
(as inferrcd frorn cell size) bctwecn both cultures. Hencc, Pluronic F-68 influenced cell 
physiology, independently of its shcar protcctivc effect. Cclls subjected to a laminar shear rate 
of 3000 s-1 for 15 min. without gas/liquid interfaces. wcre protccted by Pluronic F-68 even 
after its removal from culture medium. Furthcrmore. thc protective action was immediate in 
vortcxed cells. Thc rcsults shown here indicate that Pluronic F-68 physically interacts with cells 
in a direct. strong, and stable mode, not only protecting thcm from hydrodynarnic darnage, but 
also rnodifying thcir capacity for recombinant protcin and virus production. 

Keywords: lnsect cells, Pluronic F-68, baculovirus. recombinant protein production, 
shear sensitivity, protection mechanism. 

Abhreviations: PF68-Pluronic F68, pfu-plaque forrning units, MOI-rnultiplicity of infection. 

hpi-hours postinfcction. qglc-glucose consumption rate. 

Introduction 

Pluronic F-68 (PF68) has been widely used as a shear prot=tive agent f'or animal cells in 

suspcnsion culture. Its use has resulted in increased cell survival and cell concentration, 

panicularly in cultures with serum free media or in bioreactors where cells are subjected to 

deleterious shear stresses. The effectiveness of PF68 has been proven by many research groups 

in both. rnarnmalian and insect cell Iines ( 1 - 14. reviewed in 15). Nonetheless. the use of 

PF68 remains ernpirical and its rnechanism of action is still a matter of debate. 
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Two general mechanisms of PF68 proiection have bccn proposed. one that is physicaJ in 

nature and one dueto a cellular effect where an intrinsic property of the cell is intluenced. The 

physical mechanism is supported by various experimental observations which indicate that PF68 

affects the properties of !he medium. reducing the leve! or frequency of forces expcrienced by 

the cells. For instance. it has been ob-;ervcd that ce!ls are proleclcd immcdiarcly after PF68 

addition. ruling out a slower biological cffect ( 16). Furthermore. PF68 has bcen shown to 

stabilize the foam layer and decrcase the rising velocity of buhbles. thus reducing 1he shear 

íorces to which cells are subjccted in spargcd bioreaciors (JO. 17. 18). Thcse effcc1s can be 

attributed to changes in culture media charactcristics. such a.s surfacc 1cnsion. In addi1ion il ha.. ... 

been shown that PF68 can reduce ccll-to-air bubblc adsorplion by eithcr surrounding the 

bubbles or attaching !O the ce lis. and thus avoiding cell damagc upon bubble rupturc ( 1 1. 13. 

18). Evidence of a cellular or biological protective mechanism has also been presented 

indicating that PF68 can afkct intrinsic propcnies of thc cells. rcndering thcm more toleran! to 

hydrodynamic damagc. Namely. Ranúrez and J'>,1utharasan (6) observed a reduction of plasma 

membrane tluiclity by PF68. which was shown to corrclate with a dccrcase in shear scnsitivity. 

Likewise. Zhang et al. (9) obscrved an incrcased mechanicaJ rcsistancc of individual cclls upon 

addition of PF68. lnterestingly. PF68 can aJso affect cellular metabolism. growth. and viability 

of manunaJian and inscct cells, even when they are not subjeclcd to shear stress ( 1. 4. 12, 19. 

20). 

Sorne ofthe dcscribed protection rncchanisms of PF68 could polentiaJly have an effect 

on viral adhesion. infection or recombinan! protein production by the inscct ccll-baculovirus 

expression vector system. For instancc. the proposed PF68-ccll inlcractions might constitute a 

physical barrier that could impede virus to cell adhesion. Moreover. thc reponed influence of 

PF68 on plasma membrane. metabolisrn and viability could affect virus intemalization/budding 

and protein or DNA synthesis (20 - 23). Also. the virus-cell inleraction could be affected by 

changes in physicaJ propenies of culture rnediurn by PF68. as the main mechanism ruling insect 

cell-baculovirus contact is Brownian diffusion of virus in culture media ( 12). Nevertheless. 

only scarce iníormation is available on the effect of PF68 on iníection. recombinan! pro1ein and 

virus production by insect cells. In the prescnt study. evidence of PF68 physical in1eraction 

with insect cells was obtained, and the effect oí such intcraction on cell growth. prolein and 

virus production is discussed. The results shown in this aniclc should be useful to further 

understand the rnechanisrn of PF68 protection. and to determine if PF68 should be generally 

used in insect cell cultures. as it now occurs. 
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J\[aterials and J\[ethods 

Cell line. culture mediun1 and •·ira/ stock 

The Sf9 ccll line (ATCC CRL-1711 ). atan unknown passage number. was cultured at 

pH 6.2 and 27 ·e in 100 mL spinner tlasks (6.5-cm diarneier) wi1h a working vol u me of 60 mL 

and agitaled al 100 rpm wi1h a suspended magnetic bar (4.5-cm diameter). Spinners were 

inoculated wi1h exponentially growing cells thal had bcen previously subculiured at leas! 1hree 

times with or withou1 PF68. as noted. TNM-FH medium (prepared from Grace"s mcdium and 

3.33 g L-1 of lactoalbumin and yeas1ola1e ullrafiltraie. Life Technologies) was used in ali 

experirnents. Medium was aJso supplemcnled. exccpl wherc 01herwisc indicatcd. wilh 10% 

(v/v) fetal bovine serum (Life TcchnologiesJ. and 0.05'7o (w/v) auwclavcd PF68 (BASF). 

Cultures were infec1ed al a viable cell concentratjon of ca. 0.3 x 106 cell mL-1 lo avoid nutrienl 

or oxygen Jimitation. Recombinan! baculovirus producing (under !he polyhedrin promoter) !he 

VP7 proiein from roiavirus sirain SA 11 was frorn Dr. Estes, Baylor College of Medicine 

(obtaincd from Dr. S. López) (24). The sarne viral s1ock for each pro1ein was used in ali 

experirncnlS. Thc slock was maintained al 4ºC until nccdcd. 

Rheomerer 

Samplcs from spinner tlask cultures in exponential growth phase werc dilu1ed in fresh 

cul!ure media 10 give a final viable cell concentration of ca. !.O x 106 cell mL- J. 15-mL samplcs 

werc thcn subjecied to a constan! Jamjnar shear rate of 3000 s-1 using a Contraves Rheomat 120 

Rhcomeier with a double gap measuring system (MSO/I 15) (kjndJy Jend by Dr. E. Ga!indo). 

Such a system consisied of a rotating 4.66-cm diameler middle bob. a fixed 4.6-cm diarneter 

cylinder and a 4.8-cm diameter outer cup. which resulted in a negligible surface area to volurne 

ratio of 0.045 cm-1. This arrangemcnt guaranteed the absence of possible cell drunage due to 

interaction with liquid/gas interfaces. Temperature was controlled at 27 ºC. and shear stress and 

viscosity were continuously displayed. 

In addition 10 tesis in rheometer. 0.5 mL sarnples werc subjected to turbulent conditions 

and prcsence of liquid/gas interfaces by vo11exing at maximum speed (Genie 2, Fisher). 

Analytica/ metlwds 

Cell concentration and size were detennined using a Coulter Multisizer II (Coulter 

Electronics) and cell viability by Trypan blue exclusion. Viral titers were deterrnined in 24-well 

plates by plaque assays performed in triplicare as described elsewhere (25). Glucose and lactic 

acid were detennined enzymatically with a YSI analyzer model 2700 (Yellow Springs 
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Instrurnents). Recombinant protein was detected by V.'estern blot analysis as follows. Cell 

pellets or supematants were boiled 7 min in a reducing buffer (200mM Tris-HCI pH 6.8. 8% 

SDS. 0.4% bromophenol blue. 4-0% glycerol and 1 % 2-b-mercaptoclhanol) and Joaded in 12% 

SDS-polyacrylamide gels. Following electrophoresis, proleins were transferred onto 

nitrocellulose membranes (Millipore). After blocking lhe membranes with 5% non-fat dried 

milk. proreins \\o'ere detected \Vith a rabbit antiserum to porcinc rota virus strain YM provided by 

S. López, Instituto de Biotecnología-UNAM. Blots were dcvcloped aftcr incubation with a 

peroxidase labcled goat anti-rabbit antibody using ECL blotling detcction rcagcnls ( An1ersham 

Life Science). Rotavinis recon1binant protcins \\.'ere then quant1fied by densitometry against a 

standard curve of purified GST fusion VP8 of rotavirus. As the antibody used has a different 

affinity for non-fused rotavinis rccombinant proteins. only a rclative deterrnination of VP7 is 

possible. Accordingly. protein concentrations are reponed as relative units (RU). where a 

relative unit corresponds to the equivalen! of one µg of VP8-GST. A similar relative 

quantification approach has bcen used by other research groups for other recombinan! rotavirus 

proteins (26). 

Experimental approach and statisrical treatment of data. 

To detennine if PF68 has an effect on recombinan! virus and protein production by insect 

cells. 8 cultures. 4 with and 4 without PF68, were infected with the baculovirus encoding VP7 

with a MOI of 1 pfu cell-1. Control uninfected cultures were peñormed in parallel. AlJ cultures 

were simultaneously Sanlpled. Mean and standard deviations between cultures at each sample 

time were calculated. and are shown in Figures 1-4 and Table 1. A two-tailed t test was 
peñormed to determine if the means. shown in Table 1. were significantly different witlún 99% 

confidence lirn.it. 

Results and discussion 

Effect of PF68 on growth. infection. protein and virus production kinetics 

In Figure 1. Sanlple mean and standard deviation for the cultures with or without PF68 

are shown. Mean and standard deviation for kinetic and stoichiometric parameters are 

sumrnarized in Table 1. Viability rcmained fairly constan! for both type of cultures during the 

first 48 hours postinfection (hpi) and later decreased (Fig. JA). Cultures were harvested when 

viability decreased below 25%. As expected with the MOI used. total and viable cell 

concentration increased ca. 2 times after infection in medium with or without PF68. Viable cell 

concentration increased during the first 48 hpi, and then continuously decreased in both cultures 
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(Fig. IB). A comparable behavior has also been observed by ochers in cultures infecced at 

similar cell concentrations and with the same J\-10I (27). A low cell densily at infeccion was 

chosen to assure nutrient and oxygen excess at ali times. which was confirrned by thc absencc of 

lactate production and non-limiting glucosc concentration (28). as shown in Figure IC. Inicial 

lactare conccntration originatcd fron1 scrum supp!cn1c:nrs. No significant differencc was 

observed between m<Lximum spccitic glucosc consumption (qgk) and cell yiclds on glucose for 

both conditions 1es1cd (Table 1 ). In non-infcctcd cultures maintained ac !he samc conditions. 

similar growth kinetics wcre obscrvcd wilh or wilhout PF68 (dala not shown). Accordingly. 

for the culture conditions used in tlús study. there is no evidcncc of a dclecerious hydrodynarrtic 

effect. 

Recornbinant protein production bcgan 24 hpi and accumulaced until harvest for cultures 

with PF68 (Figure 2). In cultures wichout PF68. recombinan! procein concentration 

accumulated until 71 hpi. and rcmained constan! betwcen 71 and 91 hpi. Thereafter. cotal 

recornbinant protein concentration remaincd constant but subscquent!y decrcascd duc to 

degradation. Even when growth kinelics in cultures with or without PF68 were similar. protein 

production was increased 10 times by PF68 addilion. In Table l. il can be observed that the 

rnaximurn recombinan! protein concentration. yield, productivity, and spccific production rate 

were JO times higher in cultures with PF68 compared with cultures Jacking the additive. The 

observed differences werc determincd to be significant with 99% confidence lirn..it. These results 

clearly indicate that PF68 has a biologicaJ or metabolic effecl. indepcndcnt of its shear protcctive 

charactcristics. 

An importan! diffcrence bctwcen intraccllular and sccreced VP7 conccntration was also observed 

betwcen cultures with and without PF68 (Figure 2. panels B and C). It can be scen that for 

cultures with PF68. extracellular VP7 concentration increased 12.4-fold with respect to cultures 

without PF68. whereas its intracellular concentration was only tripled. VP7 is a 38 kDa 

glycosylated protein. 5% of its weight corresponding to the carbohydrate residues (29). No 

detectable difference was observed between the mol=ular weight of intracellular or extracellular 

VP7 in Western blots from 12% polyacrylamide gels. Therefore. thc behavior observed in Fig. 

2 could not be attributed to differences in the ability to peñorrn postranslationaJ modifications by 

cells cultured with or without PF68. Another explanation would be that presence of PF68 

increases extracellular transpon of the recombinan! protein, since changcs in cellular transpon 

have been reported as a consequence of modified plasma membrane fluidity or PF68 addition 

(22, 30). Protein stabilization or inhibition of degradation by PF68 could also be responsible 

for the results obtained (3 I ). Nevertheless, ali these hypotheses remain to be proven. 
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Fig. l. Typical behavior of infected cultures with and without PF68. Each symbol represents 
the mean of 4 simultaneous experirnents. The bars reprcsent the standard deviation between 
such experirnents. In sorne cases. the bars are smallcr than the symbols. A; Viability. B; 
Viable ccll concentration. C; Glucose • e. and lactate ~. Closed symbols with 0.05% PF68, 
open syrnbols without PF68. 
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Table l. Virns and recombinan! protein production with and without 0.05% PF68. 

Maximumq¡;kxJOI:? (gceJl·I h·l) 

Overa!! yield x 10-9 (cell g¡;k · I) 

*Max. VP7 conc. (RU mL-1) 

*Yield xlQ6 (RU VP7 cell·I) 

*Productivily (RU VP7 mL·l h·l) 

*qVP7xl06(RU ceJl·l 11-1¡ 

*Max. viral ti ter x 1 Q-6 (pfu mL·l) 

Without PF68 

16.77 ± 1.1 

0.72 ±0.01 

242.36 ± 75 

409 ± 104.J 

5.39 ± 1.66 

9.01 ± 2.31 

3600 ± 750 

Mean and standard deviauon fmm 4 s1mul1aneous experiments 
RU= relative units (see M:iterials and Methods) 

WithPF68 

17.84 ± 2.66 

0.70±0 

245 1 .45 ± 600 

4312.45 ± 706 

54.48 ± 13.33 

95.83 ± 15.62 

175 ±75 

• Refers 10 parameter where mean between culrnres with and wi1hou1 PF68 are differenl with a 
99% confidence, as detenn.ined from a 1wo tailed 1 test analysis. 

As shown in Figure 3 and Table 1. virus production was over 20 times higher in cultures 

without PF68 than in !hose supplemented with the additive. Several hypotheses can be 

proposed 10 explain this behavior although further experimental evidence is needed. PF68 

probably affects virus assembly. or virus budding. Interestingly. Al-Rubeai el al. (20) have 

observed in hybridoma cultures a reduction in o:-;A synthesis upon PF68 addition. but a 

substantial increase (70%) in monoclonal antibody titcrs. They did not explain nor hypothesized 

about !he causes of such effects, bu! their resulLs could explain ours. Namely. PF68 could have 

caused an increasc in prolein production anda decrease in DNA synthesis. as inferred from !he 

virus titer. 

The observed differences betwecn cultures with and without PF68 could be due toan 

alteration of the infection process. probably caused by PF68 in1erac1ion with the plasma 

membrane. To test this, variations in cell size distributions were compared and are shown in 

Figure 4. An indication of an efficient infection is !he increase of cell size after virns addition. as 

has been previously reponed by Jain et al. (32) and Taticek and Shuler (33). Then, if the 

observed behavior was in fact caused by a modification of the infection process. a difference 

between cell size distribution of populations with or without the additive would be expected. 

However. this was not the case. l'v1ean cell diameter increased ca. 17% after infection for ali 

cultures, with a similar distribution th:"oughout !he enlire cultures. Thus, PF68 did not aff=t the 

rate of initial cellular infection. A similar conclusion was previously reponed by Kioukia et al. 
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( 12) from microscopic obsccvations of cultures infected with wild-type baculovirus ata MOI of 

10 pfu cell-1. 
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Fig. 2. Recombinant VP7 production with and without PF68. Each symbol represents the 
mean of 4 simultaneous experiments. Thc bars represcnt the standard deviation between 
experiments. In sorne cases. the bars are smallcr than thc symbols. A, Total; B. Intraccllular; 
C. Extracellular recombinan! protein conccntration. Closed symbols with 0.05% PF68, open 
symbols without PF68. RU rcfcrs to rclative units as detailed in the Materials and Methods 
section. 
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However. no information regarding the effect of PF68 on secondary infection was 

obtained by them. as 100% of the population was initially infected due to the high MOi used. 

Assuming thal infection ofcultures shown in Figure 4 followcd Poi"º" distribution (34 - 36). 

only 37o/o of the cell population should be initially infccted. As a decrea..~c of viral progeny was 

observed in cultures supplemcnted with PF68. a rcduccd secondary infection could be cxpcctcd. 

Nevertheless. even v.·hcn PF68 addition n:duccd viral titcrs alrnost :!O tirnc~. the produced viral 

progeny (30 x 106 pfu ccll· l) was more than enough to infect the rcmaining 63'7c of the cellular 

population not initially infected. This can be secn in Figure 4 as a further incn:asc in mean cell 

diameter from 24 to 48 hpi in both cultures. Thus. PF68 did not affect sccondary infection. 

Similar results (not shown) as th0se reponed in Table 1 and Figures 1-4 were obtained in 

experimcnts pcrforrned in duplicate using a viral stock with a different pa..~sage number. 

Evidence of biological shear protectÍ\'e niechanisni by PF68 in insect cells froni viscometric 

studies 

Further experiments were conducted to understand thc mechanism of PF68 action, 

specificaJly. to investigate if it intcracts directly with inscct cells. as has bcen reponed for 

mammalian cells (6, 9). Approx. 1 x 106 ccll mL-1 were subjectcd to a laminar shear rate of 

3000 s· l, as described in lhe Materials and Methods scction. In agreement with Goldblum et al. 

(5), no difference was obscrvcd between viscosity of mcdium with 0.05% w/v or without 

PF68. As can be seen in Figure 5A. cell viability without PF68 declincd after exposure of only 

3 min to a shear stress of 4.51 N m<Z, while an exposurc of 15 min decreased viability below 

32%. PF68 protccted the cclls even after bcing subjccted to the same shear stress for 15 min. 

Murhanuner and Gooche (2), have previously suggcsted lhat the Trypan blue uptake melhod can 

overestimate viability duc to anifacts caused by a possible direct interaction of PF68 with the 

plasma rnembrane. Since we measured viability by Trypan bluc exclusion. such adduced artifact 

was discarded by confirming that same low viabilities were obtained wilh and wilhout PF68 in 

scverely stressed cultures never grown previously with lhe additive. The critica] shear stress for 

Sf9 insect cells in medium without additives, and abscnce of gas/Jiquid interfaces, has been 

reponed to be 0.59 N m-2 (5), in agreement wilh our results. Therefore. cellular resistance to a 

shear stress of 4.51 N m-2 for 15 min was considered as an indication of PF68 protective action. 

Evidence of a physical protection mechanism of PF68 is mainly based on studies were 

ce lis are exposed to turbulent hydrodynamic shear stresses and to the interaction of bubbles and 

gas/liquid interfaces (15. 37 - 39). In contrast, during viscometric studies cells are only 

exposed to laminar shear stresses and intcraction wilh bubbles and gas/liquid interfaces are 

absent. Thus. since PF68 does not alter the rheological properties of the medium, results of the 
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viscometric studies can be interprcted as an indication of a direct PF68-cell interaction. 

Furthermore, if a direct. strong. and stable imc:raction of PF68 with the cells. for instance 

intercalation with the plasma mcmbrane (6). is responsible for thc shear protecting effect of the 

additive. then its action should rcmain after washing the cc:Jls. Thus. to test this. cells grown 

with 0.05% w/v PF68 were centrifuged and resuspended in PF68-free medium. Cclls were 

then subjected for 15 min to a shear ratc of 3000s·1: immediatcly. 30. 1 15 and 130 min after 

PF68 removal (Figure 58). As it can be scen. protcction to shcar damage was obscrved 

inunediately aftcr washing the cells and remained. at leas!. for !he following 130 min. CeJJs 

were protected from shear even 24 hours after rcmoval of PF68. bu! data are not shown in 

Figure 58 as other changes. such as cell agc and metabolism. could be also influencing the 

results at longcr time periods. Fresh media addition was not responsible for the observcd shear 

protection. as the samc viability was obsen:ed in shcar e.'<posed cultures never grown in PF68. 

bef"ore and after cell washing. These results also indicate that caution should be taken when 

interpreting data of PF68 action from cells previously grown in prescnce ofthc additive. 

B 

5 10 15 o 40 80 120 160 
Time of exposure, min Time after PF68 removal, min 

Fig. S. Viability of cells af"ter exposure to 3000 s-1 in a Contra ves rheometer. Viability was 
calculated by dividing the number of viable cells after exposure by the total cell concentration 
bef"ore exposure. A; media• with 0.05% and without O PF68. B; cclls wcre exposcd 15 rnin 
to 3000 s-1 af"ter the time indicatcd following remo val of PF68. 

Wu et al. ( 13) reponed that PF68 adsorbed to insect cells. and attributed its protective 

eff"ect to the reduction of cellular hydrophobicity by addirive-cell interaction. The reduced 
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hydrophobicity in turn, was claimed 10 reduce cell-bubble a11achmen1. and therefore pro1ec1ed 

cells from bubble rupturing. In this work. we also obtained evidence of cell-PF68 interaclion. 

but as cells v1tere not exposed to bubbles, lhe explanation of \Vu el al. ( 13) of 1hc protec1ion 

mechanism of PF68 cannot be extended to our rcsul1s. Therefore. an effecl of PF68 on the 

cell's intrinsic propenies appears as the mosl probable explanalion for thc observt:d bchavior. 

Such effects. for instance. can be causcd by the direcl interaction of PF68 with the plasma 

membrane or indirectly by modifying its lipid composition. 801h effcc1s can reduce the plasma 

membrane tluidity. and thcrcforc. incrcasc cellular rc!'>istance to shear. Namcly. Ran1írez and 

Mutharasan (6) have shown tha1 PF68 can dccrease plasma memhranc tluidily, as measured by 

an increase in more than O.O 1 units of t1uorcsccnce ani.,.ntropy ( rs). and that cell rcsistance to 

shear dan1age is drastically increascd evcn u·ith an increase in rs of only O.O 1 units. lf plasma 

membrane tluidity of inscct cells is rcduccd by PFó8. as it occur~ in mamrnalian ce lis~ a wide 

variety of physiological propenies would a!so be modified. Among thcse, plasma membrane 

fluidity has been reponed to affcct carricr mediatcd transpon proccsscs. rcspiratory elcctron 

transpon. enzymatic activity, growth stimulation, diffcrcntiation. protein synthcsis, and 

response to extracellular signals (21 - 23). AIJ these cffects could inlluence protein and viral 

productivity and, thus. explain the results shown befare. Still, further work is needed to 

directly show that PF68 affects insect cell plasma mcmbrane fluidity similarly lo mammalian 

cells. 

Ev;dence of biological slzear protective meclzanism by PF68 from insect ce/Is subjected to 

turbu/ent lzydrod)7zarnic slzear stress 

The results with PF68, discussed above, were based on cells that had been subcultured 

for at least three times in presence of the additive. Thus, the postulated biological shear 

protection action could originate from either a direct effect of PF68 on the cells or alternatively 

by a PF68-mediated process, for instance changes in membrane lipid composition (22), due to 

the prolonged exposure to the addilive. Both possibiJitjes can resull in modificatjon of an 

intrinsic cellular property. To test these altematives, cells never grown with PF68 and having an 

initial vfability of 98% were vonexed for 30 s immediately after PF68 addition (Figure 6, panel 

A). Cells were prolected from vonexjng even by 0.05% w/v PF68, as compared 10 the control. 

and were fully protected with 0.1 % w/v PF68. Moreover, the proleclion was immediate. Thjs 

agrees with Michaels et al. ( 16). who found that PF68 protection to mammalian cells is 

immediate if its concentration is over 0.1 % w/v. In general, metabolic responses and changes in 

membrane lipid composition are much slower than the time taken to perform the experiments 

shown in Figure 6A (28. 40 - 42). Accordingly, modificalion of cellular intrinsic properties 
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by direct physical PF68-cell interaction. rather than by a PF68-mediated process. appears to be 

a more reasonable explanation of the observed behavior. 

25 

o 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 o 
Pluronic F-68, % (w/v) 

20 40 60 80 100 120 140 

Time after PF68 addition, min 

Flg. 6. Viability of cells after 30 s exposure to a vortex at maximum speed. A; the indicated 
PF68 concentration was added to cells immediately prior to vortexing. B; cells were 
supplemented with 0.05% PF68 and then vortexcd after the indicated time. 

Finally. to furthcr support the hypothesis of a direct cell-PF68 interaction responsible for 

the shear protective effcct. cclls supplernentcd with 0.05% w/v of PF68 were vortexed after 30. 

60 and 120 min of PF68 addition. As shown in Figure 68. no difference was observed on cell 

survival with increased time of exposure to the additíve. Exposure of cells to the additive for 18 

h (data not shown) did not increase protection to shear. Accordingly. the hypothesis that the 

observed shear protection is related to a slower process mediated indirectly by PF68, such as 
changes in rnetabolism or mcmbranc lipid compositíon. can be cliscardcd. 

Conclusions 

PF68 has becn extensively added to insect ccll cultures as a shear protective agent. but 

without further evaluatíon of its effcct on recombinant baculovirus and protein production. In 

this work. we have shown that PF68 has a biological impact that goes beyond its shear 

protective effect. Furthermore. we found that a direct physical interaction of the additive with 
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inscct cells exists. PF68 increased recombinant procein production. even though maximum vir.i.I 

titers were reduced 20 times. The observed effect was nol caused by differences in infection or 

growth kinetics of cells grown wilh or without che additive, nor by differences in the rheologicaJ 

properties of cullure medium. 

Recombinan! baculovirus is produced during the lace proiein produccion phase of the 

virus Jjfe cycle. whereas recombinan! proleins under che polyhedrin promoier are synthesized 

until the very late procein production phase. Therefore, variations in the pro1ein/baculovirus 

produccion ratios by PF68 indicale 1hat Ibis medium supplemenc could be interfering or 

regulating che transition bccween proicin expression phases. Spccifically. che late protein 

produccion phase appears to be shortcned wich PF68 addicion. while che very lace protein 

produccion phase appears 10 be prolongcd. Over che last few ycars. evidcnce has accumulaled 

showing that PF68 affeccs cellular characierislics. including changcs in plasma mcmbrane 

fluidity, mechanical resislance. and mctabolism, cven under mild hydrodynamic conditions. 

Such effects could, in principie, affect protein synchcsis and gene rcgulation, and lhus. explain 

the results obcained here. 

The use of viscomeuic scudies in che abscnce of gas-liquid inceñaces. providcd further 

evidence that PF68 proccclion mechanism is nol only physical and no1 only relaced to its propcny 

of separating ce lis from dclelerious bubbles. l\1oreover. the observed prolonged effect of PF68 

on cell resistance to shear. even after ics rcmoval from culture medium. and irs fast prorectivc 

aclion. indicace the exiscence of a slable and direcl inceraclion becween PF68 and che cells. Such 

an interaction could be causing the observed importan! physiological differences with respect to 

cultures without the addicive. Furthermore. these results alert thal caution should be 1aken when 

assessing the effect of the additive on cells previously grown with PF68. Finally. the results 

shown in trus paper indicaie that PF68 should be reduced when vi.Ius production is intended. 

whereas it should be added to increase protein productivity. 
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Abstract 

Sutntional mformation of IO!K.""Cl '-"di cultures. requ1red for dcs1gmng: strJteg:u:'.) to in\.."re .. be protem pn .... ~ucti.,,ity. 1s 
stiU limitcd. In th1s work. nutrient l'eeding or remo .. al '4as u~d to .Je1ermme the role of s.c:lccted nutnents and thctr 
in1eracuons in inscct ..:c::ll meta~..,lism b<J ....... l"c 1.1r .. ll 1nfi."\:t10n. Gluco-..<. ~JutJm1n.:. t:--n.hine. and methionine '4C're 
consumC'J .Jt the highest r-.ites 10 bah.:h Jnd f.:d-bJh.:h .:ultur-e ... ...1.nd thus .... ere -.clei:t ... ~ t._.., ~ :n.in1pulated. Glu.:oo;.e .ind 
glutamtne ..:ould ~ repla..:ed b: othc:r ..:ar-bon :>ources l)I'" Jm1nu .l~h.h. rc:s~t11i.el: Ho""e1i.er-. g:r-o"'-th ..,.-as redui:ed 
,,_,ben such Jlternatl"C' 'k)urcc:s ""ere utthzcd. rc1i.e..tJing: the J1 .. t1n..:t11i.e role vf glu...:o~e .t.nd glut..tmine. Gluco~ Jnd 
glutamine consumption r-::itc:s wcrc:- r-cgul.Jted b:-- thc1r o .... n con.:entr-.tt1on. althou~h glut.J.m1ne i:l--.nccntrauon diJ not 
::ilTcct glucosc consumpt1 .. )n rare or 1i.·1ce 1i.ersol. E'cess1\.e glu~o~ ... ,r- glut.immc -.uppl::i- ..:au'ied ener-g~ ..tnd ..:arbon 
.... ·astes • .1.s óho<...-..ed b~ redu...:cd ...:ell :--1eld-. .Jnd .1.._·cumul..au .. --.n L--.f b~·rl'"•"'du..:t, ... u...:h J'> Jl.tn1ne. ~e1i.erthelt!"'io;;. grll"4.th 
inhibilion ....,.as. anenuated by !'>1muh.ineouo;; e'ci:ss of both nutnents. pr-ohably bct.;aus.e ..:ells had both carbon ..lnd 
ammon1..1 J.\.adJble to .J.:JI ...,,1th t'-n.1..: b~-¡:-n.,du.:ts 1n thc: f._,r,n ,,f JIJnine Othcr ,1m1no a..:1d~. ~uch J:-. t)'rl--.s1ne .ind 
mcth1001nc. \lioCrc .il~ r.:lc1i.ant fol'" ma1nt~1n1ng prolongcd ~1.ibd1t,!o-. The 1mp.._>rtJn...:c of JO .J.Jc-qu.i1c nutnent 'iUpply 
,,...as Jcmonstratcd~ panu:ularly. che nixd to mamt.:un gluco:-.c and glutammc: concentrJt1ons JUst .i~.ne thcll'" cnu~aJ 
values. C 1999 El:toe"ler Sc1ence B. V. AJJ nghts ..-escn.--ed. 

• c .. --.rrC"">i;'OnJtn?Z ..iuth..-.r Td - :'.:-5-b~:.-t_...i .... r.n: - 5~-

7-Jl~-.i.•tz 1 
E-,nJtÍ J.i./r,,:_,,:s. t.>n..1t1uh.o.11bt.un..1.m.m' 10.T. R..1.mircz1 

016S~l,.,f,, <)<.) S - -.ce fr\,nt m..ittcr ·~ f~ El><\1c:-r S...-1cn..:c B \.. 
Pll. S•J J o-5 • 1,., fc_.1 ~~ tooo~.a-: 

1. lnrroducrion 

Thc insc;:,,;t i:dl-baculo~ 1rus C'\prc: .. sion \.t:ctor 
systc:m has bc:i:omc ""1ddy U-j«!d for acadcm1c pur­
p ... lses .:ind is being considc:rcd for produ4;tion of 
phanna..:c:utic.:.lf pnnr:ins. -.orne airead~ '-"'" dim~al 
tn.als (Y.Jng r:t al.. 1'196L Successful c!Xploitation 
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of rhis rcchnl...1lt.."'I.!" ar ..t ..:1.-,mmen.:1al 'W.:'ak "'dJ 
dc:"pcnJ 0n J.Ua1nJ~-g h1~h "1a~Jc: cell C•:>n..:cntr.tr1on 
CUltUrt.•S. "'-h1Ch 10 lurn CJ.O ,:O.ldd h1ghJ~ prt."l""1U\..-tl\.C 
pn.x-t.....,,t.!':-.. Th1~ ~..J.n be .u.·1 .. :1.)mrlt-.h""·d 1( -.u!l..tt->!c 
culture ._:-1._)nd1!1•"ln-. J.n.· m •. unr.uncd ~f,lrt: 1nr(.·1..> 
lion. 1n ... :lud1n:: .1 ... ..J.d.Jhd1r~ ._,,. nutn~nh Jnll r..:-t.Ju~­

ri.._,n "-"',- 1'-1'u'-· ._1r r'utdt.• b~·rr1.'du .. :h f-l.n'-t.."'-t.."r. 
inti...,nn...it1(lO ..._,n nurnl11.1nJI n:"-lulrt."mcn!..., 1'f 1n .. t.:1.:t 

cdl ..:ulrur..:' 1-. -.r1/I 1n'-·nmrk·!1.· Su~h 1nf,)rn1dti..•n 
is nc-1..•Jc:d fc1r n1 •. 11ntJ1n1ng ... -...pr1rnun1 1...·ultun: 1.:t.in<l1-
r1on.s. Jnd ... h..· .. 1gn1ng .;,.i..·k·'-:rn.c nutnt.6nt tl:t:drn~ 
straregic~ . ..i1n1c.J ..11 !..._1v..cnng cultun: Cl.'-.t" ...1nd 
enh..tn-:1ng pr .. ,'1w.:t1\. Et~ 

A::i. f1..1r ..... rhcr .1n1m.tl ..:t:lh. gJu~l)-...c..' .lnd ~Ju. 

tamJnc: h...t\.(.." ti •. :~n ~o:.:ncr.111,:- .... ,,n ... 111..h.:n:d J-. thc: k:c..·;. 
nurnc:nr.s f0r 1n ... t.'"1..:'t ... ·::lb 1Gr.11..·t: .Jn.J Br."l),,._,\,,J...1. 
1900: '\.f 1rsuhJ,f11. J 9S2. 19~"-J_ Rl,.l~rt--. J ~,:-.. ... :_ 1'..J­
men et Jf. J94J. StJ\.n-,,uJ.1k1<; cr :. .. ti .. 19'-J/_ 
Rc:u\.t:n~ c..•t ...ti. !'~"':. Bc..•d.1rd r...•r .il .. 1•>4 .. •. f--,__·r· 
rJn~c: c:t JI.. t•J4_;_ \\.Jn~ ~t .. d. J<J4_•.1.ht íhc: 
c:~hJu:o.th..,n ,-.( ~/u..: ..... .._._ ,lr 1..)thc..."r nh .. 'º''"'·".:i.::h.JrhJc.., 
in cuhurc: mc:!...11:.J. h.1s tx:-c:n íl!f"ll.lTtC:d hl indui.:t.· 
1..'"l!'Ss.ath"'n .._ .. ,. ,._.,r .. ,ncnr1.d ..:r...-JJ ~nn" th 1 Bc:d.1rd r...·t 
al.. 1~9-~: Drc\""' c:r .. ti. 1-.J<J:'. P..tl....">m.Hc...":-. .1n.J 
RJmirez. l 99t:d. L1k.c:\" l!X.". g-lut;.J1n1nc hJ-. t:,.:en 
considerc:d J<; Jn ... ~s'-·nr1Jl nurnc:nl for 1n .... c.."t.·r i:c:JJ..,. 
(~fitsuhJ,.h1. J9S~: R·'hc:rts. J<-1."--.l.: .'\.f1r,uh.bh1. 
1989; St.J.\.rl..">ul.tk.i... c:t ... ti .. J':i.lql; Ft:rrancc: el JI. 
1993). aJ[h"-'lugh 1t hJ-.. b-t.-cn r~.:cnrly n:p .. ,rtcd thJ.t 
Sf.9 cells can s~nthc::-.1.?.c: H 1f Jdcqu.;.uc: t.:ulrurc: 
condit1ons drc m.unt.J.1oi:d 1Ühm..tn c.6( ..ti. J99tJJ. 
~onL·thdc-~~- i!lu..:n ...... : .1nd .__,r ,!!lut.Jm1n(."' tt!-t."'d1ng 
has fa1Jed to ~11!'mlii.:..tnth. mcn:a~c: cc:ll com.:c:ntra­
tion or pr1....,tt."';n prL1'1 ~i.:tn u~ 1 R obc-rts. l l~~-l; 
Caron et JI.. fl.)40: Fcrram.:t: (."'[ JI.. l99J; :'\."'gu~c:o 

et aL 1993: \\:ang t!'[ JI.. J99Ja; Lee .;.tnd Park. 
199..t). indicaring th..Jt l..'ther un1d<.:nt1tied f~.11.;tors 

are Jimiring cdl gro'-"th. Sorne: groups have • .u­
temptcd to a\ord nurnc:nr flm1t:Jtion b~ fredmg 
comph::< undc:tincd suppkmcnts. or b,!o n:pJ¡_1t .. ·mg 
spcnt mc:dium "-ith frc:">h m<:dium. Thc:":-e 'itriltegic:~ 

ha\.e resulrc:d 1n 1ncreJ,<.""d cc:ll Jnd protc::"1n con\.·cn­
r.r.uion 'Rob<:rr.s. 198-.l: L.;.uartC" c:t ;.ti .. 199~: Lind­
...av Jnd B(."'rcn~.tu!!h. /99~; ." .. L!'U\t..'O et .d. 144.l. 
&d.:.1rd ~t .J.I.. 1·~9~. Hl."'n-.l.:r J-nd. ·\.g.irh"-'"· 1~9--l.: 
Lc..~ anJ P~1rk.. J·~9-l. Ki1.."'uk1.1 t."! JI.. (91..),:'; Tl'"1 1.:t 
JI.. 1995J. S"-1rnc..· .. ,,- thl! nutnl."nb thJt ha'-c b<:c:n 
adJc:d n1th ~01..-.d r~-..ults ur.: .\t."'J".itulatl.". )-C"a ... r1..)J.ttc 

R~.sultados _v DiscusiOn 

•tnd Jmino .;.11.:ids • ...and "iCrum f Robcrt.s. 1984: 
Rl."u\.cn~ et .J.L. Jl>4J. Rc;.",J.J.rd ..:r JI .. 1994; Lee Jnd 
P..trk. l '-19.J. On:"'" et JI. l •.N51 StJll. rhc: cffc:cr ..... ,­
·' r-1ru...:-ulJr nulnc:nr 1..ln ..::di ph}"'º''")~)o .tnd J ful! 
1d1.•f1{¡¡j.._·~1t111n o)f th~ ... f't.0 L"!íl1..· l.."o)fllr•HH.'nt .. !h.t[ /Jmrt 
:;r.n~ th o.H ... • .. 1u~ ..:di .Jt."Jih ._·.1n hJr.Jl~ be ..:"'>tab-
11,hc..J chr .... ugh ,u ... -h .1rrin .... 1 ... ·ht.•-. 

ErT,)rt-. h...1,c: ,-,,·u~'-"d ._,n dt.·1t:rn11n1ng rhc: re:~ 

~uircn1c..·nh ci( 1nx..:r ..:1:lJ.. .Jnc..i .J1.·-.11.!n1n1! i.::-ulturc: 
mcd1.1 rhr .... u,!!h yu.1I1t.1r1•.t: ,,, .. ,..1..·r,,_;!11..•n~. c.:1tht:r 
..:c:b gr .. ,v.. or n .. ~I 1<'1r .. i ... ::: .1n.J BrLll-.t .. )\o\. .. kJ. f'-J66; 
Clc:mc-nr... .1nd CirJC~. !llt-i-.. \.f1t-.uh.tsh1. 198~. 

f'J~·~- Rl."u\cn:. c.:1 JI. /'"'J.:'.• Rt..·1..:1.·ot 1ofQnn.tc1,Jn 
h.1, .1rpc~Jrc:d \.\.hc:rr...· tht: nu[ntH.)n.JI nc-cd' of 1n~[ 
..:c/I, ~tnd thc: L"ft\.."t.·t ._lf r"1.:i:din:: ind1,1duJl ourncnts. 
.... ud1 ....1, ::;lw .. :cl-.C • .1nll t?lut.1rr11ot:. h.J\.C: bt.•t.•n dc:tt!'r­
n1in1..·d 1t.-.J.r,10 d .. d ... !·~·~J. K.unc:n cr JI. 1991. 
'-~u;.1."n L"t •. ti. l•N.~. \\.'.1n,; d .i/. f99Jh. fkd.Jrd t'.'f 

_1/. !•rJ_-;_ :•Jll..i. Dn·\'" .:-? ...J!. !•J•>~1 ff.-.v..c ... cr. o.lnl,:-­
(c· ... ri:r .. ,rr-. h.i\.r..." .1no1/:.,-..:.J 1n,ci.::t ..:i.:ll mc:t...1buh.-,,m 
.J' .J \fo ht.1k•. pr1..•r•'-.Jn; :-TH:t..tbtlf¡,.: r.ilh\\.J:•-. .ind 
Jn~t1: ... 1n~ rh1..• n.lit." 1..'f c.".t1.·h nurnc:ot 1n rh,... 1..· .. 1mrfc:'\ 
":'.-"'km 1Tn:rnbf.1;. .:r J1. J•N:. fkc.J.Jrd el ...11.. 199.1; 

Ft.·rr.tth.:C .:t .11. JQtJ:l; Or~\'" l..."r ...11 .. J<.J~S. Ühman 
c..·t .ti.. 19•JSJ Furrhcr rc: ... 4..".1r1..·h m th1"> dirc..-,;t100 is 
... k•-sirahk ro • .1..:hrc:'-c ..t t--t:-rrcr undcr..,t.Jndinc uf 
1n-.t:\.:'I ..:c:ll m'-·r.1bL''1">n1 .. \ -.rrJtt:"!;;. rh..tt hJ_, bcen 
pr .. lrt-.-.ed to Jcrlnc mctJbolK riu'\es and the rda­
t11..>n bcr .... c..•cn '-Jnou ... nurnc.:nts 1s ro mJ1nt.un onc::­
t"'r ITT('rc ".iub,tr;.it~'.'11 1n /1m1t1ng ..: .. ,n1...'cn1r:Hions. and 
Jn.Jl)h: th(..•1r ctTc.."t."t ..... n t!íll\\th .J.nd nurncnr con-
.. umptJl.'n J..:1ncu1..·".>. L "'n~ th" '.'.'>líate~;.. (:)hm.tn er 
..ti. f Jll .. )5) ha"t: d~nhed m1..•rab .. llrc S\\lll'.:h..:s m· 
duo..·cd h) ,:;Ju..:o"t: .tnd .. )r ;lur.1m1nc ._·l..'n'"'·c.:n1rat1on 
1n •nS<.~1 i.:c:JJ i:uhurcs ·\ ... hJ1t1 .. 1nJI nutncnts c::-ssen­
ti.J.J to insecr cdl gro"' r h. :-.uch as '-Hher amino 
.:.icr1...b. ma;. also h..i "e: .in 1mr .. lrto.tnt c:tTCl.:t on cell 
metJ.bol1sm. but haH~ nnt hcen srud1ed in dl!"raiJ. 

In this \\Ork. s.dc..acti'-t." nutncnr removaJ or addi­
rj.._,n to uninfc:ctc:d msc.:t ..:di culrures "ªs estJb­
IJ<;hc:ú as an alkrnat1\.e for stud)ing Spc!"Ciñc 
a..;~cts o{ insc:cr cdl merahofi!lom. GJuc .. -.'iC'. glu­
tamine. mi:rh10n1nc .:.1od 1;.rc._,~int.•. :.Jlonc 0r in com­
h1n~.1t1 .. -.n. v.c:r(." mJ01puJJr1..·J .1..; thc..·,c outr1~nrs 

h-1\t: t-...:1.•n n:po.."'rtcd "' bi1...· (und.imc..·1tr.il fllr in:-.'-•i.::-r 
1..·c..•ll gr-1....,\\th f'\.fl[~uh;i...h1. l'-1:-:.:'.: Trl."tnhl.J~ t:t al.. 
199::: Fi:rr~1n1.:t." ~t ..tl.. 1·~93J Cultun: k.mc:t1..: 
pdramc:h:r~ \\.C:rc..- d(."'t::rmin..:d. "-h11.;h JJh.J'-"C:d lhc: 
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as."ito-ssment of the role of indiY1dual nutrienb ..inJ 
their intc:r:i...:tions in cdl met..itx,lisrn. 

2 .. '.\.1a1eri;.11l.,. and mcrhod ... 

Th~ 1n~t cdl lin..: Sf-<J t A TCC 1 -¡ ! 1 ".J~ u~d 

in this stuJ). Ali ...:ultun..-s ""ere -.cct..h:d .. u a ..:di 
concentrauon 1..'lf O.:! < ltY' ..:di ml 1 .tnd kcpt .. H 
.:!7ºC. Cc:lls \lri.cre gro"n in ::oo 011 <ipmncr tl.J.sk.;; 
""ith ..i "'orktng ....... ..,lumi: of :50 •. n N) n1l. ..1:. m'-1h.:atcd. 
anJ .J.g_itatc:d at 100 rprn "Hh .. 1 ~u-.~n'-.kJ. m...igncuc 
bar impc:lkr. T'.',;'.\1-FH rncd1um (S1gm .. 1. T-l0)2J. 
supph:mc..•ntcd ""1th 10" · fc:t..il l"'\.._n m.: .. ., .•. :rum e S1~n1a. 
F-.:!-+-l~l ..tn...J I '·> .._..,( ..int1b1.._..,t1c .1nt1n1:-..:l'tu.: 'l'lut1'-ln 
(Sigma. A':)9()9. p<"Oh:llhn l()OOOO L" l . 'itn:pto­
m,.cin 100 mg 1 - 1 and .unph,1tcrh.;1n B :!:'O u~ 1 1 > 
""ªs uscd 1n .ilJ ..:ultun.:'.'o.. In'-xul...1 (1..lf'" .lit c'pcnn1cnb 
"-en.: ccntnfug:t:d 11...l cl1min...1tc ,pcnt n1..:.J1um 

Samplcs for ..inal)o'':l.b \.\.t:rc t..ik.cn ...J .. 111) 1n •. ill 
c:x.pc!rimc:nts. Ccll number '-":.lS ...Jc:1c:rn11nc:d m ..i 
Couher Countc:r '.\1ult1s1zcr 11 1C1..,uhcr Ek·i.:trL'n­
ii...~J. Viabdit)' v.as detennm"-"J 'wtJ tr)pan bluc: 
c:x.clusion by c:ounttng: .::oo ci::lls frc•m c • .h;h SJmplc 
in a hemat ... ~tomc:tc:r. Glucos.c: and lactatc: \.\Cre 
dc:lc:"rminc:d t:nz)'mJ.t1c:.ill~ u!lomg J. YSI 81'-xhemical 

T.iblc 1 
Suto-..rr:u< .1.JJ11 ... ·•rh h_• te.J-Nt ... h ..:ullurñ 

S..-r 111 
-Gluc~ 

-Glu1.am1nc 
-Glu..:-,~. glutam1nc 
5,., ri· 
- :!lu..:1"....:. m..:th ... 'fl1nt:. 1 .. r.,..,1n..: 
- ~fu..:•"'<'. :!lut.1m1nc. mcthn1n-

Glu..: .... .,....: 
fO.:! mmoll 

---------------

Glu..:u....e 
tO.I mmol) 

.. .'urncnt .1JJc1J un JJ~"" ~. "'· -. S. 111. 11 ..inJ 1 ~ ,,f -·uhur~. 
•• ~utnc:nt ..idr.!.:d ''" .J.i~" to • ..;; ..inJ lll ~·f ... ullur.:. 

...\.n..il~z«!r ml..,.Jd .:!700 (Y dio"' Spnng ln~trumc:nls). 
Su...:ro-.c: "-J:• ,.Jc:tt:rmtncd m lhc: YSt Jn...tl)'zc:-r. aftc:r 
1ls h)odnJl)"ilS to g:lucn-..c: ...1nd frucln-..c w1lh f3-fruc­
t()-,1J;.i,c e s,_,c:hrmgcr '.\t..1nnhc1n1. lt.)441··0 Bncll)o. 
~O Ld ,,f .... implé' '-'c:rc: 1ncuh .. 1tt:d ..... 1th cn.1.::-mc: 1n 
t:'\...:i: ... :-. c~.l L") f,lr l '5' n11n ..11 _1-u(_· Fructv-..c: ""'~h 

1 .. h:tc:rrr11ncd "-Ílh ~in c:nr ... m;..iuc k11 IBt..'c:hnn¡?er 
\.(.1nnhc1m. I 16.::oo l. .·\..m;nn J.ctd~ and ...1n1m'-"'~ªª 
"'ere ...Jctcrn11nt:d b: n1nh1.Jnn pt.hh.kn'watlL.atton 
u~1ng J. Bt."'\.'lo..mJ.n ~'mano Actd Anal:-zcr modd 
6.lOO. ..h dt!...cnh<d prc .. 1 .... )uSl)o • Paloman .. "'S .1nd 
R.tmin:z. 1996) . 

To ....i~'ic-.-. thc rok ...._-..f nutncnts. 1n 1n~~t cell 
mctJbnli~m. four ..;;c:ts 1.1f l!''-~nmcnts y,,erc: 
i:ondu...:tc:d. 

1 A b~1h.:h culture: .....,llh J. ...,.(...,rf...ing ... 0Jumc ()f 60 
n1l in full} .;uppkmcntc<l T:"o '.'\.1-FH mcd1um. 

lt. Culture:~ '-Allh -.ck..:tP.c: nutnc:nt rcm .. .n:.il. Cul­
tun .. "'S m thc: m1ddlc: of thc c~p0nc:nnal g:ro~th 
ph..1sc lthm.i .J....i:-' "t!rc i:c:ntnfu~t:d ..ind rt.~us­
p.:ndcd m mcd1um l..1i:king glucu~ or glu­
l..tminc. A i:ulturc rC:°".>U'>pcndcd 1n fri:sh 
complete: mc:d1um "~l'i U'.'>cd JS J. control .and 
..i b..ltCh culture: \\ ª' '1n1ult.1ncou-..l)o pcr­
fonnc:d. Ali cultun:s h.1d a ....., orkmg .. ·olumc 
üf 50 mi. 

111. Fcd-batch cultun:s. ~t A. 50 mi cultures \A.ere 
fed as dc:scnbcd 1n Table 1 ...,.1th glucosc: and or 

Glu1am1nc 
(0.1 mmol) 

'.\.1c1h1on1nc 
f0017 mmol> 

T~r.,s1nc 

con.:: mmol) 
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Fig. l. T~p•c.11 bc-hJ\.IOf' uf 10,..c'\:I ,,:c-fl.¡¡ 10 !'oJt~h .... ulturi:' '\1 \ ·,,t-lc .:..•H ,.,,11._,.111r.H:••n r 1 Jn~ 1.,1 .... 1 ._dJ .;on.:.en1r..ar1on 1+1. (91 

glu~ 1 •J. fructo~ 1 : J. l .. u:1.c1c- 1 .& 1 JnJ '-Jrb"n 1 

g:lutamine. A.JI ..iddHJons v.ere less than .:!" , 1..1f 
ihe volume of the '°uh un:. The nutnenrs 1.Aerc 
.added to ra1SC' their concentrat1ons to rhctr 
original lc"eJ in T~!\.f-FH mcd1urn. as~uming 
that the added nutncnr '-'JS deplc:tC'd .lt rhe 
time of addicion. A bat..:h cuhure '4as pt!f­

Conned simuJrJnc:ousJ~ .JS ..J ..:1....,ntrol. 
IV. Fed batch cuhures. set B. T"o 50 mi culfurc..~ 

were fod '4'Üh glutamme anJ or glucose-. me­
[hionine and t~rosine. as describc-d in Table 
1 .. with the same considerations as in set 111. 

A batch ~ulturc was afso pc:rformc:d s1multa­
neously. 

Thc: spcc1tic i:ar~"n consumpcion ratc rc:fi.:rs to 
thc: carb"-'" Cl"ln"!oum~d in thc: forn1 ,_,f glucos~. 

fructo!i<' ..tnJ l.-.1~tare. J<; m1..1rt!' rhan onc "-"lf th~C" 

..:arbon Sl.'un.:c"!o '-'t:rc ..:un:-.umc:d simuhanC"ousl~. 

Tht.• ... pc-1..·1tic ~on~umption ratc!t of substrate i. q,. 
\.\.C:rt: ,_ktC'rminc:d and calculated during rhe expo­
nc:nttJJ gnH,th phase afrcr medium e .. '\'.change from 
thC' follo'-"' mg c:quarion: 

(
dS. dt) 

'/, = dX, dr ,, J~ ... 

"here S, is the concc:ntrarion of substrale i. µ~ is 
the apparent spc..~rfic gro~th ratc. X .. is rhc viable 
..::eJJ concc:-ntration. and t is rime:. 

3. Re-sulrs 2nd discus.sion 

3 .. 1. Grvu·rh '""' nzarienl c·unsun1ptfr>11 vf insect 
, . ._.¡¡, 1n "ª'l'lt , u/turc.· 

Gro" th ..tnd nutricnt consumptic.>n of sr:llJ ceUs 
rn ..in al.!ic-tted b .. uch cuhurc are shown in Fig. l 
and Tabks ~ .1nd 3 .. All uthc:r bo.Hch cuhures . 



T.1bic ~ 
Amano aclJ .:onsumrtu.•n rr...~u..:11on b~ mioa:t ..:'C'lls rn b.ih:h 
cul!utt 

Glut.J.m1nc 
Cy,;,tmc 
T)'n"H1n~ 

~tcth1on1nc 

Glut.im.itc 
Al.;an1nc 

S~1ri..: ..:~•n'>umrru•n r..11~ · .• l- .. Jn ... um.::.J rn 
e • 10 "' mm •• 1 -ell ' ..:ullun: 

h '' 

l)J ... 

"''"' o 0) 

f} t): 

-o o-· 
-O :J• 

• ... ,, <J .. 

'ºº :1 ::--
,.: -ll 

·- :.:: s 1. 
- .s: <.1'5· 

_p<rformed ... in1uhJ.nl!'uu.::.J~ [t..l 1..1thcr :-.cts L"f C'(pc'rt· 

ments. had ...t simd~r ~hJ"H-"r S1multanc:1..""tU~ 1..•pcr­
atlon of b...tt..:h ...:onuol ...:ulturc!'t allo""cd thc 
discrimination 1...,f e'pt:"nmc-nt..iJ '*ªrl~th.)n duc to 
ÍnL--...:ulum c.:har~...:1cn.,,t1...: ..... \:1~thh: .:el! ...:1..•n..:cntr;.Hit."n 
i.m.:n:as.cd up t1..-i l.S4 .._ lt)" ... -cll n1J 1 dunng thc 
first 100 h of ..:ultun .. •. "tth ...1 ~~\.:1ti..: gr1..l"'-th ratc 
of 0 .. 0:?.:! h - 1

• Glu&.:ü".!oC "ª.::. consumc.•d dunn~ C::<t­

P4-Jnential gn.:>v. th ph..t"'c.:' ;it .i ratt: 1..-if O. -s • 1 (1 
mmol cell - 1 h .. 1 ¡¡;orrc-"lofll..."ndmg to ~.""'!"' JO 
c.arbon mmol ...:cll - 1 h - 1 

). Thi .... r .• ue 1s .::.1n11Jar to 

T-ablc J 

os 

othcr reports of m-..et.:t cc:JJ ~ultun:s undt:r the same!' 
c0n<l1ti0n~ t~g:U)t:n d ..tL. l~ll:l: Hcnsler and 
.-'\gathL-i~. J 9Q-l. Drc""'S et .. .d .• 1 ~)5: Ki1.__--.uk1J et al.. 
19~:\). C.:lh grc'"' t:"lp'--rnt...•nt1~.11J:- untd glut.:O'< dc­
plcth.ln .• tnd r~m.11nel.! 10 th(." ... t.II1(1n.J1:- gr'""th 
pha:..c fnr the nt:'t _-:. ..J..i:--. Fru1...-t".1~c ..i.L.1:-.. ,,;onsurnc:d 
'-"'niy ..1ftcr glui.:o..-.c- ... ~"-in...:entrat10n d~·..:rc:..!s.t:d b.:Jow 
O O~ g 1 1 

.-'\ p1,_h .... 1bk •-''\)gen l1rnit .. llÍt'.'n ..:ould be: 
int~rn:d fr1...lfTI the 1n...:r~.J:-.t: 1n !a.._·t~ttc .:om:c:-ntr..1t1on 
Jftc-r .:di ...:oni.:entr.JtJt.lO ro;..•.Jchcd 0.7ó • JO" ceJI 
mi - 1 

• .in<l ...._ h1k ..::lw.:ox .Jnd frw.:ll>-,.c -...en:· .. 1111 
pre-.enL lt 1s '-"ld~J'\, rt..""Cngn1zed th.Jt lactatc 1s 
prvdui.:ed in msc1...·t ... ·di i.:ulrurc:- dunng O<t)g~·n lim~ 
1tath-'n .• 1s ,..._..,ng ,t..., ,ither ..:~1rb•)n ..,,_1ur..:c:..,. ...1rc ...1 .. ~111-

.lblc: ( \\."...tng <:t .JI.. l '-l•.J_':~. Bc:d..! rd et JI.. 1 Q9..i; 
Rhu:I ..1:1'"1 .\1 urh.Jmmcr. 194::'; Pah-iman::s and 
R.1m1rc-L. 1996) LJctJft: n:m..ttn..:d ~lov. O.J 1! 

1 - :_ ""h1i.:-h ""ªs prc .. t. .. 'u"l)o sho\.\-n not to be to<ti~ 
tú 1n-..c-ct ... ·r..·IJ"> 1P.1!1..)nldrt:s ..1:nd R.1mircz_ 1996). 
Cp"-in frut.:fl...''><!' .ind gJu..:._'1~ l1n11t.it1on. bctate was 
t.:1.."rhun1C""i.L .1 ... h..1s h<l.!'n rc-p,"nc:d hcft.>rC: 1 Kaml!'n c:t 
JI . 11.)91 ~ Ekd..ird c:t ..11 . 1 \)93: Palomares and 
R .. un1r~¿. 1996). .-\. -;r<c1tk up[;.J.kc!' rate of 4.1::? --: 
10 1

'
1 ..:..trb.._1n mmol .:di · h - 1 'T.ibk 2» ""'ªs 

c~1kul...1.tc:d ""hcn t"-'--i ..:arbun soun.:cs \.\-ere srmuha-

~la•umum .:-di con..:C'nfrJth.Jn .in..:! l.;m1:11 .. - p..tr..amet.::r.. .__,,- 10......:..:1 ... ::11 .;ulture~ 1n -.p1nner tl..t~k5 

'-t.i,1mum '!opc"\..'.1tk "-f..t,1murn \.1..tblc ce!J ..:on..:cn1ra11on 'f..1,¡myrn ..:..trtx>n _..~1fic .:onsump-
gru'41h ratC" 1h-·1 f • lfl'" .:ell m1- 1 1 !Ion r.ite ( • 10-•<J mf cdJ-• h- 1 , 

Sc.·t I 
B.uch cuhuf"'C' O o:.~ 
&t 11 
Batch cuhure o o:. 
Complete rc~acemcnt 0.01~ 

Without sJucose o O 15 
"'.ithout gJutammc O 01:. 
S.-r 111 
Batch -=u hure O O 19 
Glucosc o1ddcd O o:. 
Glutam.ínc aJdcJ O O 18 
GlutamínC" ..tnd glu.: ...... :..c- -aJ.Jed U OIY 
&r JV 
Ratch culture O o:: J 
Glu\.'.üSC .. rncrh1<.>ntni: ..tn..J I~ • 1) o.: 

Glu.::-o-.e. rncthu . .lntne. q.r._-...,.¡n.: o 11.:::~ 

.inJ ~Ju1..1m1ne 

1 'W 4 -

::.1~ 4,., 

JJO 4.,., 
::.6-l 1.50 
::.18 l.01 

1.91 ""·º' :::.~5 7.0:! 
uo 4.39 
~-bó 6.JO 

:.17 S.D 
;:_f,IO :"i.D. 

1.-0 :"'i:.D 
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Fig. ~. Consumpu0n or pr._-..Ju.:t1on J...1nc1K:s ,,f -.el.:..:to:J Jmln•"' -' ... -11.h 1n t-.u..:h ..:"..Jltun:. 1At Glut.;im1nc ( =: ) ... -y'!oune 1+1 Jnd C)rtnlnC' 
f•I. lB) Glut.uTUIC 1•1 .1nd ..1IJn1no: 1A1 D••tto:J h,H·1r.•ntJI linc .Jcn••lc,. tl':c ,,ni.et of .. tJuon.1ry ph .. ~. J.:nh~ hne denotes thc end 
or thc <;lJUon.ary ph.i.~ 

neously consumed t b<t""ci:n 85 J.nd 130 h). This 
carb\.'ln uptake r-ate is s1mi1 .. u to that obtaincd 
when only gluco"""! was i.;ünsumcd. a1though thc 
culture v.as no longer pr-oliferating. Such J. h1gh 
carbon uptake l"atc of cdls in thi: st.iti1..)n..1ry ph..t.s<" 
might retlc..-ct the need tü S) nthcs1.zi= glucos.c: de 
nO\.O. to satisfy requirements that nc1ther lactatc 
nor fructose can fulfill. -;uch as thc pcntose -phos­
phate pathway or for glycos1lat1on of proteins. 
The other carbohydratc prcsent tn TS~1-FH 

medium. sueros.e:. """ªs not consun1cd tdata not 
shownL 

The amino acids '4-tlh thc highc..~t consumpllon 
or production rates in b.J.tch culture are shown in 
Fig:. ~ ..ind T..iblc ~. C:.,[lnc uas tht: onl: .. uninn 
:.icid C\.lmpktdy ...:on~umcd . ..\.lth ...... ugh c:-~tmc 1~ ..in 
essential amino J.dd r"or Sf-9 ...:dls 1Trcmbh.t)o t!t 

al.. 19t.l~J. its con..:cntrat1"-°'" 1~ -;.eh.Jom rncasurcd 
and as role in insc:ct ccll mli!tabolism has not bccn 

di=terrnined. Cystine 1s also imponant for regula­
ti .... ..,n 0f thc intracellular rcdo't fk."llcntial. and its 
pri' ation has ix.-en linked to trigg:enng apoptosis 
m rn.irnn1 .. lli.J.n cell cultun.~ (~ten:11Jc J.nd ~t..i~ie. 
19<..'.J-lL In th1s culture. cell \.tab1lit:-- decreased after 
c:-..t1ni.!' ClJn .... ·i:ntrallon .Ji.!'...:reascd bclov. O.O~ m~I. 
v.h1lc c) ... tlni.!' dcplction co1nc1dcd v.1th thc: onsc:t of 
the dc:.uh phase. Ho""e't:r. v.c have previously 
obsened that e"·en when ..:)stlne 1s st1ll available. 
msect cell cultures cnter the stat1onary and death 
phascs tPalomarc-s and Ramirez. 1996). Thc: 
.i.m1n'-""l ac1d v.1th the highe•a consurnption rate was 
glut .. tm1nl! . ..i~ h.is ..ibo becn pre" 1ously obsen.ed 
b:- \.\:L1ng et al. ( 1994). T)·rosine and methionine 
\.'l..'.'n: ~""''' ._.·,"ln-.tantl: ...:"l..""r'l:-.umt:d h: tht: ...:ells. al­
th1...1u.:,!h th~1r ...:L1nct:ntr..iu,1n d1d O\."ll dc..:n:.i~ '='e""'"" 
1) ~ m'-1 1d .. .tt~1 0\."l( .... h._l\.\.O). 

·'\.mm'-"º'ª ..:l.,n..::cntrat1.in rcn1;..i1nli!d f .. urly con­
st..int .it 1.2 m:'\t until thc cnd of the st..itionJry 



phasc (data not shown>. Latcr. 1ts i;oni.:c:ntratlon 
increased continuuu::.I)' and rc: ... 11.:hc:d :! .. b m~t .u 
thc: c:nd 0f .;ultun:. Thls b<h.n.iur hJs ah.o b<cn 
rc:portcd b~ ~'eral authors . ..t.nd h..t' ~c:cn rc:-
1.ited to the ..;c,s...t.th .. "0 uf ..t.l...t.nint.: -.:-nthc-..1~ fBt.:­
d.J.rd et al.. 1993; Drc""s c:t ..tL. 1'~95. <)hm .. ln c:t 
al.. p.)Q5l .. Alanine ..1.nd ~Ju1am1..: ..ti.:1tJ ""cn: rorc1-
duceJ from the bc:g:1nn1n!! ..._"f ..:ulturr: ..tnd thetr 
s'•nthes1s ..:easc:d '-'hi:n monc1-;. .. h:..:hJrh ... h~:-. "-Crt: c:"<.­
h.austed. Óhm..in et ...t.l. 'p;N51 ..._"b..,cn.cd ~1 1..k­
creas.c: in .!lanmc s~ntht."<;.i.;, "hcn ..:c:lls u.ere 
i.?.lucose-lin11tcd . ..ind condudc:d th~1t ~!u.,;'-)'< ~..is 

~he rn .• .iin ... our..:t: uf ..;~1rb..)n ft.H •. d...tntn-c :-.~ nthc: ... 1s 
Thus. alaninc .lnd glut...t.n11..: .t..:1d rr .... ~du..:11c·n .:...tn 
be a ..:on~~uem .. ·t.." c1f JO lHC.:f"'iU¡:'pl:-. ..._"( thi:1r pre­
cursor::.. p)'f"U\.o.ltc: Jnd :t-kct..._"l!,!lut.ir . .ui.:. \ .. h10..·h c:'l.­
ceeds the C3pa..:lt~ of thc tnL·.1rtio'~ li.,; .Ktd ..:~..:k 

and the n:':'>pir.lli.Jr) ch..i1n .. lt ha~ h<:C"n rC'ri..._1rtC'd 
that o..)rganu; J...:h.Js ..... u..:h ...t.s p~ru\.1..; .:H· .;.u..:1.:1n1..: 
acid .• 1re .. 11..Jd1t10n.il b::-o-pn."'1Ju.:ts th~lt .,;an t-l.- C'"­
crctcd b~ 1nSC"...:l cells undC"r ..:1,nd1t1..._..,n ... ~'f .:art-.,~n 

cxc:ess e Ekdard c:t ...11.. 19'}3~ Óhm..in C't .11.. 1 <.l95 L 
Ho"'e"er. thc nJturc of thc ..t ... ·:..:umul.1tcd b~­

produc:t {e1ther organ1c ac1d or ..immo ..ic1d) 
could also derend on the concC"ntrah'l.."10 of .irn­
monia. as it rc:gulatcs thc pn.-xiucth)O 0f J!Jntnc .. 
Alaninc: S}nthcsas h..ls ~"'t:n "ldcl_:. rci.::ogn1z1.:d JS 
a non·tox.ic alternati..,,·e f0r tht: d1minJtion cf 
ammon1a (Óhman et al .• 1996> .. Accordingl)'. 

R~sul1ados y Discusión 

""'hen the CJ.rbon so urce J.nd J.mrnoni...t. an: m 
t:"<.cc-,.s. thc: ..:ell ""ªll ")'nthc-itLc ..il..in1nc ..ind g.lut..i· 
mate. Con'\.cr-.1\....,n 1)f glu~o-.c: to ..il...t.n1nt: 1..'lr g:Ju~ 

t~1n11c JC11..J. o.i..i Ct~ru\...ttc Jnd 7-k.ctn.,;lutarati:. 
:.1ch.h ,_)ni~ -., "" thi: i.:ni:r:.,?~ .n...1:1...t.hlc in golu­
,_, • ..._"1-..c. cumri.1n:-d ..... Hh 1h ..:1.ln1plctc ~)~1dJt1on. lf 
.di thc .1l...t.n1nC" ..t.nd glut...t.mJtt: Jo..·..:un1ul..t.:~d 1n the 
..:ulturc -..h..._n\.n 1n Fil:!. 1 h..t.d ,.,ng1natc:d from 
... u...:h .J. p..ttil'-'a:-. thcn ::.tr·. 1.'r" thc: 1.?lw.:P~ con­
... umc:d v.ould ha\.c r. ... ·~n "..t-.tc:d r"or .ll.1n1r:.e ...t.nd 
glut..1m1c .J...:td 'i)'nthc'i1s. ~1ort:u'\c:r. al...t.n1nc S)O· 
thC'\1':'> rt.."qu1rc-.. rcducmg pt_1v.cr. v.h1..:h rc'iults in 
..tn ..1dd1110n~ll c:ncrg~ "ª:-.te b~ thc: ...:ells 1Óhman 
c-t .11 . 14'-':' l. Su ... ·h ...t.n undc..,1rat"-k i.:ncrg:y "-l'.'>tc 
... -an he prt:\.t:ntcd h: r.1th~n.Jl f..:cd1ng ... 1rateg1es 
\ .. h1t:h ._..1....,uld rcllw.:i:- .1n C:'\1.:e..,.~t._t: -.uppl)' l..lf ..:~r­

b1.1n soun.:c..; ...tn.J .Jn1rn .. ..'n1...t i"1..'rrn...t.t10n 
.-\.ti 1._Hht:r an11nt.) ..t...:1ds .... cri: o.."Lln'i1'."Jtcntl) ..:on~ 

-.un1c.J tn thc c:'poni.:nt1 ... tl ~ri.H .. th ph.J~ . .Jnd 
thc:tr .... ..._.,n..:i:ntrat1 .... )n.., n:m.11nc:d .1ln11..,..,t un..:hJnged 
.Junng thc -.t~H1on.Jr;. .Jnd dt:..ith ph..l~S ldJt..1 

01._"lt "hl1"'nJ. Ho"'t:\.C:r. lc:ss th..in :.on .. L'lf thc- ini­
t1al ..:on...:cntrat10n l."1( thl.-.c Jn11n ... 'l ...t.c1ds "ere 
..:onsumi:d durtn\!' ali thc i.:ulturc: Th1s bc:ha,.ior 
1s similar l\.l l..1ur- pre" 10us n:r-i ... ..,rt 0n Jmino ac1d 
t.:onsumpt1on produ...:tton kmet1c~ m instrumented 
..:ontrolkd b1orcJ...:tors . ...t.lthough 1n such cultures. 
... c'\.eral amino .ic1ds u.ere accumu1ated during 
thc: death phasc ( Paloman."'S .:i.nd Ramirez. 1996). 
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1nd1C.:J:lC'S time .Jf m<"J1um eu:hJng-e 

As shown in Fig. 3 .lnd Tabk J. rhe cultun: 
with comple!tc mcdium n:plJccmcnt t..:onu0J ...:uJ­
ture) rc:achcd J ma:umum "1.1blc cell con..:c:ntra­
tion 5.:!"·~ hight:"r than th«!' batch culture: pcrfL-..rmc::d 
simultaneously. while the spt..-citlc gr.._")" th rat~ .lnd 
carbon uptalc: ratc wcre similar. Ho"C\.Cr . ...:ell 
producti\.ity cconsidermg the total amount L"'lf 

medium usedl of the ~uJture "" ith mt.~dium replace­
ment "ªs J()"'.,, Jowc-r than the batch cultun: 
(O.OJOS .. ·ersus 0.0118 x 10".:cJI mi - 1 h - 1

, rc:sr:x-c­
tn•ely). Th~s.e data indicare th.11 rnc:d1um c'\change 
is not an t:tTc-ctÍ\c ..iltc:rn<Jti .. c: to nutncnt fc:cd1ng. 
as cost duc to c:ulture media Js duplicatc-d wichout 
a proportional mcreasc in cc!J )idd. f[ ... ·an be 
ínferred th • .tt. at JeJSt for 50 mi cultures "ith cell 
concentrations bdow J.J x 10"' cell mi - 1

• dis­
sol...-ed O'\ygC'n was not thc hmiting substrate . .is 
lactate was nor produccd (W.:ing et al.. J993b: 
fkdard et aL. 1994~ Rhid and ~furhammer. 1995; 
Palomares and Ramírez. 1996). Jt should be nored 
that in small volume spinner tlasks. rclati'oe smaJI 
changes in liquid volume can have important 
effecrs in the O.'\)gt:n transfrr ct.."'<!fficients <Aunins 
et JI.. 198Q). Th1s can c"(pl.11n "h) .l h1ght:r i.:1..•ll 
conccntrati..._1n ;,;.an be ..itt..i1nt:'d 1n thc :'O mi cul­
tures ..:ompan:d w1th the 60 mi 'if"'Ínner'.'> f Fig. J l. 
without in..:urring O'\)gen lzm1t.1tJon. 

.·\s scc:n 1n Fig . ..i ..ind T.Jbk 3. the culture 
rc:su..,rx:nú1..~d in rnedium ···";nh,JUt glw:os..: reached a 
ma"(1n1um ;,;e!J ;,;..._1n1.:entr ... lt1on SO-'., uf th;,,it obta1nc:d 
1n the control culture. lntcn:sungJy. thc cuhure 
rema1ncd in the C"lpont!'nl1Jf gro"th phasc aftcr 
glucose rt!'moval. Th1s contrasb \.\.1th b.u..:h cul­
ture'i. v.hich c!'nten.·d thc: ... t.tt1 .... ..,na~ g:r .... .,"th phase 
"hcn glu..;o-.c ""'ª:.. dcpktcd. C'ocn .... hen fructose 
and lai.:t..ih! "'ere st11l ..J\. ..Jtbble. Thus, J.nother 
nutnc:nt pro ... 1ded by mcd1um eii.;changc musl be 
linuting !:!r,..,"' th in bJtch i:uhurC's. ThC' m.:n1mum 
..;.pc:c1fic gn,)\'-lh r;H1..- "ªs :!::·• ., lo"-cr 1n thc glucose 
dt:'pri.,.c:d culture cornparc:d with the batch and 
i:ontn1J ._·uJ1ure"i. 1ndic.1t1ng that frucrosc and Jac­
l.Jtc \.\.t:rc ""-'' .Js dl\..·1.:11 ... c carbon "iouri.:es as glu­
cose. Fructose and lactate consumpt1on began 
immc-diard~ aflcr mcd1um rcp/Jo:ment. w1th a 
spec1tic carbon consumption rate Jower than in ali 
vrhcr cultures (T...1ble JL Jt v..as interestlne to 
obsen.c th.Jt cdls ha ... c rcadil) available aJJ- the 
enz}matic machmcry required to shift from one 
carbon sourcc ro othcrs \A.1thour ..in ...idaptation 
pha~e. 

Ct1nt1nu1._1u-. tl..-1.:i.Jin~ 1._1f :;.lu~t.i..c 1ncrca..;cJ the 
ITI.J"(lmum 'o 1ahlc- ct:JJ COO\.."t!Olr~ . .llhlO by , ........ "hile 
\!TO\Uh r...1t1.· n:m.unl.!'d unchanL!cd tTabJe 3l. On 
da~ ti. \.\ h~n gJuc~uninc .tn~ r: r~"ilnl! \\~T~ dc:plt:"tc:d 
(t)n.hme d.1ta º''' '5hO\\.OL thc culture cntc:rc:d thc:-



stalionary phasc:- e"r:n \.\ohc:n glucose concenlrallon 
was almo');t 1 g 1 - 1 f Fig:. s,. Thas ...:ontrasts '41th 
thie batch cuhun:. ""'hc:rc: glucos.c dc:plc:"tion m • .irk:c:d 
thr: onset l.lf thC' -ttallLlO.Jí)- gn_,v. th ~h .. l'>c ""hdc 
glutaminc: .Jnd t)rQ':>IOt!' "ere n-.lt ;:,h .. 1u-.tc:l.i ll)­
rosinc data n0t 'ihO\.\.O). lt h.J'); ~c-n rcportcd th.Jt 
tOS<..."'Ct cells can s)nthcs1zc glutam1nc. 1f .1mmnn1.:.t 
is a\ .. ail..tble 4Óhm.J.n e-tal.. 199:'. 199fl) Ai:c1.1rd­
ing:I}. glutanunc: S)nthcs1'); ""ª'); nH1-.r prob .. 1bl) 1..x­
curnng .tftC"r lls dc:plctil.1n. ~1nce .1Jantnc, 
glutamatc .;.tnd .Jrnm ... -,ni..t ..... c-rc: i..:nn-.btc:ntl) Ct.."'n­
sumni f Fig:. 5 . .Jrnm1...1nia d;.tt.J not -;ho'4n). To 
furthc:r dctenn1nc if (\. ros1nc was hm1t1n~ 1!r•1" rh. 
&t IV ot" C"'-~·nmc-nt~ "-.JS pc:rt'-">rn1~ .J.~d- n:sults 
are: d1s..:ussc-d In thc gluC'-"'~ ft:d culture. thc -:.t.J.­
tionary phJs.c: !asted f1..1r } d .. 1:--~ . ..inoJ. thc on~ct .._,,­
the death ph.Jsc: d1J not corrc-:-i.pood to thc: Lkplc­
tion of any nutric:nt mc:asurcd 1n rhis \.\-Orle Thc: 
.:arbon CL..,nsump[lon rah!' "ªs .. .dm0~t .50" .. highc:r 
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than in cultures '-"hc:rc: g.Juco~ was not fed. 'IA-hich 
..tgrc:-c::-i. ..... uh Bed..ird ct JI. f 19Y)). \.\.ho ob-<n.·cd a 
::SO'' .. 1m.:rc..is.t.• in thc: -;¡:x•c1tlc gluco<;<:- consumpuon 
rah: .. ~hcn g.luco-.c ..:Qncc:nlr.Jt1un ""...1-. o..hlublc:d 1n 
TS\.1-FH mcd1um Thc h1~h ._·.J.rhnn ...:nn-:.umpuuu 
ratt: unL.tc-r gluco~ c-.:...:c''· JO..J 1hc;: Ju" carbon 
..:nn-.umpt1 .. 1n ratc ,1h .. cn.ci.J 1n 1h~ ..:-ultun: ""1tht"'Ut 
:.?lu..:-u-.<. indrcatc:~ th.Jt 10:-.c..""Ct ..:dh rc1.!:ul.Jtc: 2lucosc 
~c:t.:.tb•lli:-.m ~1milarl: lll rn.J:nm.i!IJ,.;- L:db 1 \.l11lcr 
..1nd Bl.Jr11..·h. l'-l')l 1 Th1s h .. 1-,. .inl: ~c:n -.carcd) 
rcPot..1nc...'"d for mx""Ct ..:~lis t Rcd.Jrd et .JI.. l '19J. 
Óhm..in ct J.I.. 1995L Thcreforc. an opttmum fer:d­
in~ -.;tr .. ltt:g;. :-.hüuld m.J1ntJ1n the ...:onccntr.:.tti1..-io of 
thc O.:.J.rhon ');oun.:c'> JUSt Jbt.>\C' 1ts ..:ntu.:al \.;..duc:. 
Oc:,p1tc: lhc (a..:-t th~ll carbc..ln ..:on~urnpt1on ratc: 
"'·t" 1ncn:a~d .. ü.tn1nc ..tnd glutant...irc: product1on 
rah..ª~ 10.J:'! and 0.19 ... Jt)- 1

" mmoJ cc:JJ- 1 h - 1
• 

rc'S~Cti\.c:f~ l '4C:n: s1mdar to rhosc: obsc:rved in 
b..ttch ..:ulturt!'. Thh ind10.:at!i:!"S rh..tt carbon c:xcc:ss 
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Fig. S. Sdñ:tl'-C:- nutni:-nt tC.:-d1ng hJ .. p1nn.:r tl..a .. L;s ..:uhur~- Gluo.:o"<' JJJ1t1o>n f-\ 1 V1Jb1c o..~JI ..:ol'h:cntr.111on t - J. ~lu~o....:- 1+1. fn.M."'tO-..C-
4 : 1 J.nJ l..1..:1..ii.: 141 18~ Glut..im1m: 4 =l. glut.im~tti:-1•1 ..inJ .1l..1n1n.: 1 4 J D.1tJ .af1~.- IQ~ h 1s OlJI shetv.n ..as J p....~wcr fJilure ...,._"l..:urn:d 
.al lhis time. Thc cffa:t ..,f nutncnl fC'C'Jing hJJ afrcaJ)o b.:cn ~t..1bli).haj b.;:f ... 1.-c 19! h. 
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was possibly directed to organic Jcid b)-products 
as ammonia wa~ not .. nat1ablc! for alaninc and 
glutamate synthesis. 

J_-1,_ Tite role vf glut.inunr.• 

In the culture where glutamine \.\.as rerno\·ed. a 
residual gJutaminc- con~cntration rcma1ned (0. J 5 
ml\.f). probably due to carry-over from scrum 
( Fig. 6). N"onetheless. such a residual glutamine 
was consumcd at a much slov.cr ex.tent than in 
other cultures (0 .. 05 x JO - 10 mmol cell - 1 h - 1 ). 

and was completely deplcted in less than 24 h 
f"ollowing medium e:,changc. Óhman et al. ( 1995> 
ha ... ~ al~o obscr..c:d ;.i r~dui:cd glut;.im1nc .:onsump­
tion ratc in .1 ~íul.1minc lirnllc.J ...:ulturc. Cdl 
g:rowth contmut:d m thi: :.ib~ncc: of glutammc 
t Fig. 61. in .lgrccmt:nt "'uh pre:" 1ous rc:ports 
(Óhman et al.. 1995. J':l96t. but ma,1mum !lpe'Cific 

growth rate was onl)' 63º'º of the control culture. 
As glutamine is ess.c:ntial for nudeotidc synthesis 
fLehninger. 1982). and thc:reforc: required for cell 
proliferatton and survi ..... ;.d. the reduced growth 
ratc indicatt:s that glutarnini: s~nthc:-s1s by the cc:lls 
is not as c:1ñc1c:nt as c'ogenous pn"'" 1sion. Dunng 
cdl gr0\4-"th. arnmon1a was consumcd whereas ala­
nine was produced ata ratc ca. 7 ttmc:s Jower than 
in othcr cultures ( - 0.03 -< 1 O - w rnmol celJ - 1 

h - 1 ). Th1s indicates that glutamate 1s being used 
prefcrentiall)' far glutam1ne producuon fbhman 
et al.. 1996). rathcr than for alanine S)'nthesis. Cell 
growth cea!l<d '4-hen glucosc was exh..tusted. and 
the ma.,imum cell concentrat1on reached was onlv 
66', '-..,( the control -..::ulturc Accnrdingl)' . .:di :o--ielj 
L"'ln g:lucosc "'ª~ rcducc:d b~ 15 '··. although thc 
~p.:c1ric carbon .:onsumption r:ite dtd not incrc-asc:". 
After glu..:-osc: dc-plc:t1on ... ll...tninc: "as consumed 
anJ ammon1J líberated tFig. ó. ammvnia. dJ.la not 



shownJ. "'hich indu.:: .. :.ues tho.1t p)ru\.atc "'ªs bc:mg 
producnJ. ..:\lso. gJut.a.ma(i;:o Cl.,ncenlrat1on 1,fr. 
cn~a.s<:"d • .¡ugge<iung (h.H lt "'ªs. "'t11J ~1ng ..:un­
s.u1n~d t"l."'r gJu1.:.im1nc prl"'du. .. ·upn ..1nd th..it 1h 

.,;~nthi;:o-s1:-. "';.i"' hm1h:t.J h~ ..:arh<'n .. t ..... ul..1hd1t~ 1 F1g 
61 Thc: ... t..it10n.u:- gro" th ph...1....c ;,..1( tht!' ...:ult un: 
lastc:d ,:; d..iy-s. until fru...:t ... "'l:o.c...• ... Jc:r:'lcth .. -'O 

Glut...1.mmc rt..-rdmg: t Fig. '• d1d not tn..:reo.1S< the 
six~1ri~ grll"'th rati;:o. or thc n1o.1urnum ...:r:ll ...:0n .... ·cn­
tration. On the ..:ontraf"). th<.." nl...t'\Jmum ..:di cnn­
l..-C-ntration was reducc..-d tn ~ 1·• ... pn. . ...,Nbl)< bc..~.au-.e 

~x....:essive glutamine supply ...:.au~ che: Jl."l:Umula­
ti\.ln of by-prc•duct.s. such J"i .unmon1a. th;..u ...:i...,uld 
not be: .,,;h.inneled through .ilo.1n1nl!' ~~ nthests. Such 
suspc:ctc!'d mhibiri ... "'ln "'ª~ d1mu1i...ht..•d b)< ... 1n1ult..i­
neous \?luco~ fet:'dtnl? • .is d1xus~ed 10 thc f.._-,IJ ... '"­
ing: ~c'"lion. The s~1fo.: ...:arbon uptJke racc: "ªs 
simiJar to bacch cultun:·s. "'hile glutamme uro1...1.k.t: 
rate ""ªs two-rOld hicher th...1.n 1n batch cultun:~ 
(0.S and 0.37 ...: 10 - ií..> mmnlc~in cdl 1 h · 1

• n:-

o..s 

.. o 

! o.a 
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., 
~pc:ct1'-'el) J. Thu:"io. glut..1mme e"l:Ct:"<!.S cau~d an in­
creasc: in lb. up(...tke ratc:. '4-hilc carbon 
..:-0n~umpt1orl rJh: v. a~ not affc:!t;tc:d. Thc: staltOOJC') 
~ro..,. th ph...1. .. c: m1u...1.tc:d upon glucosc deplctinn. 
.1nJ l...1.sh:d untd fruch., .. <.: "J:'lo t!'"l:h..tustt!'d. lntt!'resr­
tn;;l~. 1h.: ... :ulturc rcm •. uncd ... 1.1bh: for J longt:r 
t1n1c: pé'nl.)t.f th...1.n othc:r culture:-.. 1ndu:at1ng rhat 
C'\.._)~t:nüu:-. .:;lut..an11nc rn1ght b<- 1mportant for ...:ul­
tun.: ~un.1 ... : •. d. 

3 5. S1n11.1/1..in1.•ous _tc•1.·Ju1i: of glucus~ (.JnJ 
-.:luranunc.• 

Gluco-..e .tnd glut;.imine fecdmg prollmged thc: 
t:'í'~"'ncntia.J ~r.._n,th pha~ f0r 1 da~ 1 Fig. SI. Thc: 
m.nirnum .... ~"\.:1fi...: gro ..... th rate \.\.aS 'im1l.1r to 
batch ...:ultures. "'h1Jc: the ma:'(Jmum Ct!'ll concentra­
t1c•n "ªs ).9"' .. h1ght:'r than tht!' bat,,,:h ..:uhure. 1s·~;. 

h1\!hc:r th~tn the ...:ulture v. hcrc: onh ~Jucose was 
fc.·d. o.1nd 73" ., highcr than the cultw°rt: - ""herc: onJ~ 
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glucos.e f •l. fru.:tosc 1 - 1 ..and la.:ta1c 1 A 1 181 Glur..inune 1 -- J. ,!llUt..am.tte 1 •1 Jnd alantnC' f AJ 

glutamine was fed (Table 3J. SuJJ. J hlgher ma't1-
mum cdl ..:onc~ntrallon. compan:d "'ith che corre­
sponding barch culture. \.l.JS obt; .. uncd "Hh 
complete mcdium rcplacemenL .b\.t thc c!'nd of the 
exponc:nt1al grov..th pha!< ( lt.S h,. i.::--~11nc- ..... J~ 
depletcd. and lhc!' sp.t.~ific growth rah: v.as reduct..~d 
from 0.019 to 0.007 h - 1

• The end of e..,;roncn11al 
growth coincH .. k<l ,,,..ith l)rosine exhausth>n • ...tnd 
could not be pre"ented by gJucosc and glutamine 
excess. The stationary gro"·th phas.e lasted only 1 
day. 

The spccific glutamine consumption rate. 
0.28 x JO - w mmol celJ - 1 h - 1• was comparable 
wirh batch cultures. while Ci.irbon uptake rate 
increasc:d in 3()"·.,. t.e. :!00,o less than v.hen only 
glucost! ".:.i.s t(:>J. Alaninc Jnd glut.Jm.ttc .,;pc_ac1tic 
production r;Jtcs 10.27-< JO · ''' ~rnd fl.1-1 "' Jn - 1

•
1 

mmol ..:di - ' h · 1. re~pc-cti .. ely) "'ere unaffñ:tcd b)o 
gluco.::.e Jnd gluto.tmint: fceding. ahhough both 
amino o.J'-7ids • .h:L:umulated during. alJ thc culture. 

rc<;uJtíng in concentrJuons t\.\-O ro three times 
highcr th~tn thosc obser.ed in batch. 

Thc mcrease in ceJJ cont.·entrarion. compared 
"irh indi .. rdual nurnent Ít.."1.'.'ding. indica tes that 
s1mult..tn<.""ous O\.t.:rfccd1ng of gJucosc and glu· 
L.tminC!' pro\.ided tht: ..:arbon ..tnd ammonia re· 
qu1red b~ thc cells to dcLJJ "-Hh b)o·products 1n the 
fonn of aJanint!. as des..:n~d pre ... rously. Various 
rcscarch groups hau: in'"e~tigaied the role of gJu­
tamine .tnd glucose m 1n~ct ..:di mC!'tabolisrn. 
Among lhcse. ~ecrm;.ann and \\.·Jgnt:r f 1996) de· 
tC!'rmined that I...t..25'~,, of gJutamine and 59".-'o of 
gJucose in Sf-21 batch cultures v.ere ..:ompletdy 
o:'-1d1zed to CO=. Such dJt..i ...:an be! used to calcu­
lare the contnburi1..ln of ea ch nutrient to the ceJJu­
lar c:onergy pool. ~•~'>umrng the-..c nutrit:nts are thc 
onl_:1. t:n~rg_:1. s1.."'urcc:s. F'-..,r 1n:-.t...1nce. f,..,r thc: culture 
m Sc.""t l. gluco-,c '""c."' u Id pro\ h.k 9_:!·' ., of lhll! enc:rg:". 
v.h1Jc: gJutamme "ould onl~ ...:ontnbute v.ith S" -·­
Js complete O'-id..ttion of glw:ose and gJutaminc 



yields 31 and ~7 moles of A TP. respo;ti"'d). 
Th.:n:forc:-. gluco~ \A,"t>uld be! thc: m.ün c:-nt!'rg) 
source. whtlc:- ~lutam1ne \.\-<."'luJd bc: mamlv uscd for 
bios)ntht!'sis. Th1s '-·ontr;J,:-.ts \'-lth h_:.tindoma cul­
tun:s. wh1..:h u~C' up to 55' ,, t:'lf g:lut.Jmtnc:- as .ln 
energy 'ioun,;c:- tE1~c!'nbr1...xit i:t ..al .• 19S:') ...and sh1...'"' 
concom1tant htg.h "'f":c1tk glut.Jminc ..:on::.umpth .. ,n 
ratc:-s {for instancc:-. 4 ..J .. 10 - 1''10 - 1

" mm1...,I cc:JI 1 

h - 1: Ozturk J.nd P;.ih~ •. Jn. J •N J L 

3 .. 6. Orh1.·r ununo unJ.s 

:\feth1on1nc:- ..ind 1 .. f"t)Smc: Jrc." c:-ssen11.ll for 1nsc:ct 
cell gro"'th ( '.\fitsuh .. ..i:-.h1. l 9S.:!) and .• 1s J1~US!>Cd 
in the prc,•11..""lUS ..:ulturc:-. . ..ip¡:"<:..tn:d to be: plJymg .J. 
kc:y role: for Cc!'ll grú"'-lh. Thus. 1...·ulturc::-. v..cre ft:d 
with thc:sc: .J.mino .1C1ds. Glucn~. t\í1...l~1nc!' ..tnd 
methioninc: fc:c:din~ J1d not mcrca:-.e ;he: ccll con­
centration 01.)r th~· "IX"c:tk g-r .. n. .. th r..ilc 1 T .J.blc J 1. 

although thc :-.t..ltll"ln;J.r) ph.J~ "'-..t.:- rr ... -.Jt..,ngc:d ,-... ,r 1 
da)' (da[J not :-.h ... "'"'ºL v..·hi.:n g.lu1.im10c '.\.as ft:d in 

add1tion to thcse nutnenls. thc n1a "<.1mum gro"" rh 
rate incrcascd Jtr• .. IT.Jhle J>. anLl 1hc ~c .. u1 ... 'n.ir_:. 
gro"'th ph...asc was prolongc!'Ú for c ...... l.l mor~ d.i;.." 
Howe'\.er. th~ m.i,imurn '-·dt cun..:c:ntr.Jt1un "as 
lower than that l-.b~r.ed in contrt.."•I cuftur1..·s and 
1n the g:luwm1nc..• fcd cuJlurc. Th1s 1ndit..: • .Hcs th.tt. 
although amino acid and gJucos.e fecJing fa1kd lll 
prolong the e"<.ponc!'ntral gro .... th ph..t~ and m­
ercase cc:JJ conce-ntraüon. J supply of glucose, 
g:Jucam1nc. methionine and t_:.rosine is requin:d to 
ma1nta1n cultures wnh h1gh .. iabilit1es for longcr 
periods of time. 

4. Conclusion.s 

~fanipulation of substrates in insect ceJJ cul­
tures provided interesting infonnation about nu­
tritional requiremc:nts. w1thout complicated 
C:."<.pcrimentaJ strategies. In batch cultures. g:fucosc: 
depletion comdded "'-ith the ce!iSation ofe""<.ponen­
tial growth. e"cn \.\-hcn othc:r carbon sources. such 
as fructo~e and Jact...ate. "'c!'rc!' prcscnt in 1..·ulture 
mf!'dia. Furthc:rrn1..."'rc..•. "'hen "-!lt1<.:1..."'SC "'-..lS ~lcctí"cf\ 
remo\. e.J. fruch.)~c and lacta fe "'t:'l'"c!' ¡;onsumt:d. bu.t 
onl) a lont:r g:ro\.'-th ratc: thJn ¡;ontrot cuhurt:~ 
could ~ mi.l:ÍntJ.incJ. Thu~. it can be: condudc:d 

""'--··"'"" .. 
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th.it glw.:osc 1:-. thc: rn.im carbon s1...,urce for 1n.s.ect 
~di culturt:s .ind thJt L"lther ..;oun.·c:s. such .is fruc-
to~ and lact.ite . ..trc not as cJliót:nL 

Glut...aminc ••. h:pn .. ..tl1on rc .. ·dw .. :cl.! ~el! gru"th ratt." 
...and m....t,1mun1 ..:di conL·c::n1r:1t1l'O. 1nd1"-·at1ng that. 
c"en "'hcn Ldut..inunc ._...Jn ti.e :.'-n!ht!'~ued b" ln!>C~t 
cdb. th1~ ;s not ..i-. (."tli ... :u .. ·nÍ ..i-. 1h C:'\~ccnous 
prov1:"">1on. Glutam~nc:- Cl-.nsurnpt1,_1n rate "'¡;~ also 
regulatc:d h'.- •h º"'n l.:'on...:entr.Jth•n_ .1lth ... ,u~h !,!lu­
t..tnlinc ~L-.n1..·cntr..ttJLlO ...J.1.J n .. H .11Tc:ct ~lu1...·o-.c: 1..:on­
sun1pt1on r...atc:- or .. H .. ·c: 'l.Cí'>.J Su...:h .J hch..t .. iür 
1nd1c....ttt:::. that clut..:,.J""'C! ..ind l!lut.inHnc: ha"c: d1tTer­
i:nt rolc:-s rn 1n;.c::i.:t cell mct...a-h ... ..,11-.m. "'hu:h ..:annot 
bit." fultiJll!d b:- the l)tht:r OH."r"urpl:- nf glut..tmlnc! 
ri:t.!u...:ct.J •. :t:ll ..:on'-·t:ntr.tUlJn. unk"'s glu...:ose \A.as 
.Jl:-.o ;--rc:-.cnt 1n l.:''t.:~·-.~ Thi-. ~h.J" 1 .. .Jr 1.s prob.ibJ~ 

due t1..l tht.· ~1n1uh..tnc:-ou:- .J\..11l.ihd1t\. 0f t.:i.l:rbun and 
,lfllfllQOJJ, 'o\hJL'h .:JJIO\A."i thC' flíPdU~(Jl."'0 OÍ afantne. 
.1 nc•n-r,-.,¡¡,; b~ ·rirot.Ju...:-t u~..:t.l b_:.. the '-·di-. ti .. Jr am­
rnl.1n1..i .1n...J. .... -arbl1n :.urplus. c:lim1nJt1t1n . .-\n i:'..:c!'~-

.... ,,,t.. -.urrl:- \.1( .i;lu"--c'x .1nd glut..11n1nt: c.iu-..c:-d Jn 
1neftic1cnt u:-.c of i:nc:n.!""" .:ind c.:.trb ... 1n ... 1....,ur1..·c"i. c:vi­
\.km.:c:d b_:. ,t/J.nin..: pn~u1...·t11.."'fl ..tnd gr1..v...,th 1nhibi­
[1tln. Th~n .. ·fnrt.·. fc:c:ding -.tr.1rcg1I..."-. "hL1uJd rn.untJJn 
h1...-.th nurr1r.:nts JU~t Jbo"t: thc1r cntical 
L"l)OCcn tra t1tlO:">. 

T_:. ros1nc and mcth1onmc ll:t:dml! r~tarded ..:di 
Jeath. e\.en "'-ht:n 1.!'TO"'th rare t'lr 1..·ell con...:entra­
uon d1d not incre;se. Thu'.:>. thc 1mportancc: of 
such amino ac1ds ~·annot be O'-C!'rlooked if h1g.hly 
.. i..tblc ..:uhures ari: de3trcd. Thc re:-.ults of this 
study pro .. 11..k J. dc:cpé'r un ... kr-..1.inding of 
metabohsm and quanutat1"e infl"'rmatron .,,.,.hich 
can be uscd to desicn ...:ulturc: fet..•dinc -;1ratc:l!1c:s of 
kev nutnents nced-cd to m..t1nt.un - h1l!h ;ulture 
vi;bility and ma:umum 1..."'t!ll ..:oncenlrati~n prior to 
infection. 
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yiclds J.2 and :!7 mol~ of --'TP. respa:ll"c:b. 
Thi;!n:tOre. glut.:l.'J~ would t'c! thc: m . .un cncr~~ 

source. while glut.J.minc: """'-"'ulJ he mainly u.;c:d ft1r 
bi"s~nthesis. Thls .._."-,ntr;.i-:.t_ ... '-"'llh h)ohrtdomJ ~ul­

tun.."S. "htch u~c up t"-1 ~~ ·" .._ ... f glutanHnc .J.s Jn 
c:nergy -;Qurcc 1 Etg.l!'nhrl'lodt c:t .J.l.. l 9S:' 1 .J.nd -ih'·'"" 
con~omitJ.nl high ~í'-"\.:tfü: gluL.J.rninc ...:'-.,nsun1ptil.'lO 
ratcs tfor instancc:. -l.4 • 10 i.

1 10 w n1mt)l ..:c..a1l - 1 

h - 1
: Ozturk ..ind P.lh~'-'"· 19911. 

!\.tethioninc: and t .... rosineo are es~nt1 • .ll for tn'.'loc:Ct 
cell ~ro"'th (:\.lit:...uhJ.~h•. t9S2l ..ind. J..; d1s.;us~d 
in th-c prevtous culture.; . ..ip~a.rcd to ~ pl; .. 1,.1ng: . .t 
key rok for cdl ~ro"""th. Thu~. cultun: ... """'-"fC: fc..:d 
~:ith tht..~c: J.mino ..tc1ds Glucose. t:=--ro..;1nc: ..tnd 
methionine fc:ed1n~ d1d not 1ncn:ase the celJ con­
centrat1on nor thc: -.¡.x"\..:tfic ~r'-.,"th r..itc..: 'Ltblt: >1. 
althoug_h thc: "il.llh."tOar) ph..i-,..c ._.....l, prl"kingcd f'-"f" 1 
da~ 1data not -.h'-°'v.n) \.\r"hcn glut.1m1nc: .... ,as f<.:d Hl 

addilion t'-., thc~c nutnents. thc ma'(1rnun1 cro'"th 
ratc: incrcascd 30" . lT Jhle 3 L .inJ thc ..;u;1'-.,n .. lr)o 
gro....,.th ph.1sc was prol,.,n~t..·d for tv. ... ) nH.HC d..t:-O"i 
Howe'\.c:L thc n1..i,1mum cdl conccntr.1t1"-)n \.lli.as 
lower than thJ.t '-.,b~r.cd m control culturt..~ and 
in the g.lutaminc: fc:d culture. Th1-; indicatcs thJt. 
although am1no a..:1d and glucO"iC fecding fa1h:d to 
prolong: the e'lponenual g:ro ..... th ph..is.e and m­
creas.e cdl corn:cntrat1on . ..i suppl: of gluc0se. 
glutamine. mcthionane and t) ro~rne as requarcd to 
mainta1n culture~ w1th hu?.h "tabihuc~ for lonc.cr 
pcriods of time. - -

4- Conclusions 

~fanipu1ation of substrates in in~t cdl cul­
tures pro..,·ided intc:resting infonnation J.bout nu­
tritional requin:ments. wtthout complicated 
experimental stratcgics. In batch cultures. g:Jucosc 
depletion cotncided v.ith thc c~sation of c'lponen­
tial growth. e" en \.lli.hcn othcr carbon sourccs. such 
as fructO'iC .ind bctatt:. "c:rc prc~nl 1n culture 
medi~i. Furthcrm1...."rc. "-hen ~luc1...,sc..: "ªs ... dccti"l..'h 
n.:m1...,..,.ed. íructQ~C and beta le "-Cre coo~umcd. bu"t 
onh.· a kH.,,cr ~ro""th ratc: th...in ..:ontrol cultun.: ... 
cou-ld be mainlain~~. Thus. it can ~ ..:on..:ludc:d 

th..tt glUCl)~ 1~ thc m..tm carbon soun:c: for inscct 
..:t.:11 \.:Ultun:s .Jnd th..it l.llhcr "'ºurce:-.. such as fruc-

(jlut..tmlnl! dcprnalll.,n n:du..:l..'d ..:cll gn.J"th rat~ 
Jn.J m.1"1nurn ...:ell ¡;,,,1ni.:entr..tt1nn. 1ndic~111ng that. 
c"c..:n v.hcn glut..in11nt.• ...:...1.n ~ :.)nthc'.'>1Lcd b)- m....cct 
..:dh. th1-. 1~ not .l-. dlic1cnt .h ll'i e'ogcnous 
pr0'-1'1'-)" c;1u1..im1nc: con~umplll.•n r..itc 'olo<.h als0 

rcgulatcd h~ 1b •'""º con...:cntrJ.t1 ... 1n . ..tlth'-.,u~h ~lu­

t..in11nc C"-"n..:cntratn,n .Ji.J n,..,l ..itTc..:...:t glu1..·o-.c ..:on­
-;un1pt1 ... 1n r..itt: or "ICC '.er-...t. Su..:h ..t OCh...t. ... Íor 
mdteatt.--s lhat glu..:n-s.c: and ~lut.immc: ha"e J1ffer­
cnt fl_)k.;; 1n 10::.t:"Ct ..:cll 01ct..!t"onh'>rn. v.hu:h ..:annot 
be: fulfillc..:d h~ the othC"r 0'1.cr.;;urpt~ • .,f glut.11111ne 
rcdu..:t:d ...,.·cll ..:un...:cntr.1t1l.)n. unk..,.., ~luc .. isc v.a~ 

..ihv ;:-r::-.cnt tn t:'...:c ....... Th1-. ~h...t."•hH ts rr ..... t-..1t-l:i­

.Juc to thc '1n1ult..int:'-"U:-. ..l"atl.11:'ld1t) uf carb"->n and 

.1mn1onhl. "h1...:h ..illo"'' thc prPduc110n of al.uune. 

.t n ... 1n·tl''\.1..: h~ -pro..Ju...:t u ... cd h:- thc ..:t:lb for am­
TTil.101.1 ..ind ..:arb••n ~urplu'i c:lirn1n.1th_.,n. An cx..:e~­
..,1'1.C -.uppl:-- df ~luc•.l'.'Jo.C ....Lnd ~lut..trn1n..: c....Lu-.cd ..in 
1ncfti..:u.:nt u ... .c: üf cncrg~ and co.ubon ,.._.,urccs. c:vi­
Jcnccd b::- .danltlc- pr ... xiuctl•"n .1nd gr.._v .... th mh1b1-
tt ... .,n. rh..:rcf .. ..,rc..:. fccd1n!:! ... tr • .ltcg1e .... -.h0uld ma1nt..i1n 
b.. ..... th nutncnts JU~t .tbt..,,c thc1r ..:ntical 
conccntrattons. 

r: ro":>IOC' ..ind mc..:thionmc fc:cding n:tar.Jt:d ccll 
Jc:¡1th. c:"c:n v.hcn grO'-"'th r..itc or ..:cll con..:cntra· 
uon d1d not incn:a-:.c:. Thu-:.. thc 1mportancc of 
-;u...:h ..io11no ..ic1ds cannot ~ O'l.crJ. . .,(. ... k:t:d 1f h1c:hlv 
'.table ~ulturcs are dc~1rc:d Thc rc~ulb 0f -thi-s 
stud~ pro ... 1dc: ..i dccP"!r under":>l.J.nding. of 
mctabolism and qu..inlltatnc inf'-'lrrnat1on .... hich 
can t""C used to dcsig.n .:ulturc fccding -;tratcg1c:s of 
kcy nutnents nccded t<."J m .. 11nt.iin high culture 
viability and rna~imum \."C'IJ ~onccntration prior to 
infection. 
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V.4 Estrategias computarizadas de control y monitoreo de reactores. 

V.4.1 Artículo ''The effect of disso/ved o.xygen tension and the utility of o:cygen uptake rate in 

insect ce// culture" 

84 



Resu.J1ados y DUcu..sión 

Cwwtr<"lu.oúJtt.Y 2l: Z'"'-'-~'. 19',Jio. 
© IQl>ó K/u..,.rr A~-a..1..-,..,,- Pwblulwri Pruurd.,. tl&,r .V<l"tlvr~. 

Sp<>cial /ssu<> 

The effect of dissoh•ed oxygen tension and the utility of oxygen uptake rate 
in insect cell culture 

Laura A. Palomares & Octavio T. Ramirez • 
Departa.menlo de Bioin.l(eni~riu, /nsriluto de Biotecnolog1á. Univ<>rsidad Nacional Autónoma de Mt!xico. Apdo. 
Pu.,:t&.1/. 5 J0-3, Cuern~'l.:a.<:a. ,\.for. 62~50 . .'f,fe:c1co 

Key words: ln.s.ect ceUs. dissolved o.:tygen ccnsioo. oxygcn uptakc ratc. mctabolism. arninoacids .. carbohydr.ttes 

Abstract 

Dissolvcd ox.ygen ccnsion and o.-.ygen uptake ratc are criticaJ pararnctcrs in animaJ celJ culture. Howe.,,,:er. only scarc:e 
infonnation of such vanables is available for in.seer celJ culture. In this work. thc effecr of dtssolved oxygen tcnsion 
(OOT) and thc utility of on-line oxygen uptakc: ratc <OL'R> mcasurements in monitonng Spodopterafrugiperda. 
(Sf9) cultures ""'ere dctcrmin~d. Sf9 ..:c:Us were grown al consQn[ dissohied o.~ygen tens1ons in the range of O [O 
30%. Sf9 met.abolism wa.s affc:cted only al DOT beJow 1 O<c. a'i no ~1gmtic.a.nt ditT~n:nces on specific growth rate. 
cell concenlr.llion. amino ac1d consumptionlproduction nor carbohydrates consumpcion r.ues were found at DOT 
bc:tween 1 O and 30<"i-. The spccitic gro'-"th ~[e and spec1lic o~ygen upwl.c: rate folfo....,,ed typicaJ ~1onod kjnetics with 
respcct co oar. The calculatcd µ~ and q~ rna.~ were 0.033 h- 1 and 3.S.:? x 10- 10 mole ce11- 1h- 1 • respectiveJy. 
and thc corresponding s.aturation consranL-; were 1.91 and 1.57C":;:·. rcs.pcct1\.eJy. In aJI .ic:r;ited cultures. Jacta.te wa.s 
consumed onJy after glucose and frucrnsc: had been cx;hausted. Thc y1eld of fact.::ue increased wilh decrcasing 
OOT. lt is propos.ed. thal an · .:1pp.arent · DOT in non-insrrument~d cultures can boc inferred from thc Jacutc yield of 
bioreactors as a function of oar. Such a concept. can be a us,eful and impo~nt tool for detcnnining lhe average 
dissolved oxygen tension 1n non-insuumented cultures. h was shown lhat che dyn.;:un1c bc:havtor of OUR can be 
correlated with monosaccharide ( frucmse and gJucose) depJction and viable celJ concentr.J.tion. AccordingJy. OUR 
can have tv.-o impon.ant applications in insect ceJJ culture: for on·line estimation of "iablc cells. andas a possible 
feed-b.:1ck control vanable in automatic str.::uegics of nulri~nt adduion_ 

Abbret.·iat1ons: DOT- D1ssol-...ed oxygen tension; OUR - o,ygcn uptake ra.te: GCh - spcx1fic oxygen uptake ratc; µ 
- spccific growth r.:J.tc: X., - viable cell concentration: CL• e·_ and Cu:o - oxygen concentrations m liquid phase. in 
cquiJibrium with ga.s pha.sc. and medium motar concentration. respcctivcJy: H - Hcnry·s constant; kLa - volumetric 
o~ygen uansfcr cocfficienr; Pr - total pressure: p~ - oxygen part.iaJ pressure. y~ - o~ygen molar fraction; i -
di.serete elcment. 

lntroduction 

lñe inscct c:ell culture-baculovirus cxpression vector 
system ha.o; bccn widely used for the production of pro­
teins that require an eucaryot1c: e.~pn:!.:,ion syslem. In 
order to obtain the ma.x.imum yidd of prote1n. a high 
ccll concentration with optimum ....-iabllity is required. 
For such a purpose. optimal ~uJrurc cn .... ironment and 
adequate culture monitoring are essentiaJ conditions. 

In animal ce JI culture. dissolved o.'tygen tension (DOT) 

has been found to be one of the most critJcal parame­
tcrs. Likcwise. oxygen uptake rarc (OlJR) has bcen 
.:;:hown to be an effccti" e mon1ronng: variable for cstab­
Jishing control strarcg1es. To date. severa) re-...·iews 
havc appcarcd dc:-..cnbmg lhe cffect of DOT and lhe 
use of OlJR in animal cell culrurc {Fleischaker and 
Sinskc:y. 1981: ButJc:r and Jcnkms. J 989: Thomas. 
1990; Konst.antino""· t!I al .. Taticek et al .. 199..i: Zhou 
and :\.1ukhandani. 1995). Ho....,,ever. only scarce and 



scattered infonnation is ª"·;ti Jable on thc effcct of DOT 
and lhe utiJirv ofOUR in insect cell culture. 

Dissolved o.,.ygen is significa.ni b<'cause it t1ghtJy 
n:guJ.oues ce JI physiology. ~famraining tf Jf an adequatc 
level. withou1 d..unagmg the fn.lglle cells. also requires 
specia.J cons1dcr:Jlion!'>. Th1~ p,:o.ue 1'\ of panteular rel· 
evancc in large-'M.:'ale cultures. Thc!' eff~·r of DOT on 
insc:cl cell cuhurc ha."' becn ...:omn1onl) c"·afu;.ired h)' 
comparing "'Pinner fta..">ks. '4-11h b1,lrcacwr-. operJrcd at 
a single conscanl DCJT (Scort et ,il .• 1942; Reu\.eny 
~tal .• 1993: T~o et t.JI .• J9':l6). Such ~rud1es ha...-e 
reponed differences in ..:ell y1clt.!..-.. J.ictaie produl..'."tton 
and prorein producti...-1tíes between both 'i) stc:ms. The 
obsc,-,..cd differenccs ha\.·e bcen ..tCl.nbutcd ro t.hc Jimít­
ing D<)T in ~panncr rla.<ik. cultur~. lhough thc: f..a:r thar 
no l:>C1T mca_,.urernent.'\ h.:i.,. e ~c-n r'C"rfomled in mc•st 
of lhese studics. Fe"" .ind opf't.h1ng repon." e'U!'>t on lhe 
comparison of celJ ph_ysiology 1n h1oreacrors at vanous 
con.stant DOT. For mstan.:e. no s1gniticant diffrn:n.:es 
in the growth and maumum ...-1;.ihJe cdl 1..-om.:cmrallnn 
..._.ere found in Bomb_'- r mon cdls in thc ra.nge of 1 O 
10 604 DCJT {Zhang eral. J'-r}..;) 311J 10 Sf9 cdJ.s 
in the rangc of 5 to IOO'"i- DOT 1 Ht:nslcr and Agath­
os. 199..J.l. Jn conlr.1.St. other authors ha...-e ob.,.erved a 
dccn:asing growth rarc and ma:!{.in1um ccJI concentr.l­
tion below or atJ<ne an optirnum .DCJT .,.·aJue, ""'h1ch 
occurred berween 40 ;llld 70 "l:- ( KJóppmger er JI.. 
J 990; Jain et t.il .• 1991; DeuL'iehrnann .md Jager. 1994). 
Likewise. "'hcrea.s Hcnsler and Agathos ( 199-4) found 
no differenccs in the s{:'eeific ra1~s of o.11tygc:n (q~) and 
glucosc consumption in Sf9 cclls bcr ...... een 5 ro 1 OO("t:­
DOT. Dcut.schmann o11ld J:iger f 1994) ob<;.er1,oed a max.­
imum ín such ...-anables for Sf:! I cells at .i DOT of 70%. 
!\foreo .. ·er. Jain er ~'- ( 199 J) reportcd a srcady increasc 
in q0: as DOT im.."Te.a..">C'd from 1 O ro J J Oct:-. To our 
knowledge. no informaoon 1s a...-aiJuble on the effect of 
oor in the production or consumption of the amino 
acids and carbohydrates prescnr in inscct cell culture 
media. Funhermore. low DOT rangcs (i.e .. below 10%) 
ha .. ·e been scarcely studied. which are preciscly where 
Úle strongest depcndency of stoichiomelric and kinelic 
vanables should be: expected. 

Ox)·gcn upta.ke rate has bcen found to be uscful in 
inscct ~ell cuJrui-e for 1wo reasons. FirslJy. it has becn 
weJI documcnted thar q~ mci-ea~c"' hy .1-"' much as rwo­
fold upon vrraJ inkction 1Schopf er ol .• J990: Jam et 
el! .• Kamen er "'·· 1991. S.:ott c>t al .. 199.:!; Rcu.,.eny 
et al .• 1993. Hensler .ind .-\gat.ho-.. \\."ung er u/ .. 1994; 
Kioukja et al .• 1995: Kamen et u/ .• 1996). Second­
ly. \\."ong et u/. ( 199.JJ and Kamcn el ul. ( 1996) ha...-c 
'>hown that thcrc e.'!tlSt~ J dirc..:t reJ.auon bel'IA.CCn OCR 
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and viable celJ concentration; a rclation that has been 
v.:clJ d(Jcumented for mammaJian ceJJs (Flei5eha.k.er 
and Sinskcy. 1981; Hu and Obcrg. 1990: Konstanti­
no...- et ~1.. 1 t.')9-J l. Accl.~rdmgly. qO: .ind OUR C:lll be 
u'cd ..t.s g:ovJ pnxc:-..s para.meter:-. for n1on1toring lhe 
tnle'-·uon pha."< and cdl con..:entrath.:-n. as long as con­
onuous on-line det~nnmauons J.Te pc!'rfonned. Never­
thcles..s. rno~l repon.s on OCR relv <)O enher off-hne 
dcrerrn1nJt1ons 1)r d1!'>,:ont1nuou.-; jaw obWJned (ron1 
lhe dynarn1c method 1 s.ec Table 1 ). Such detennma­
t1on'> .lie 1n~uJequJtc f1..)r auron1..1tJc ..:ontrol aJgonthms 
.:ind can pcnurb the ceJJs due ro thc frequenr man1p­
uJarwn of tht! culture and the o.-.c1Jlating [X) condi­
t1ons. ~ot.:ihlc c.'!{.cepcjons a.Te thc report.s of Kamen 
et al. ( 1991 J.nd J 9961 for tn~ct ce JI s. and Ramfrez 
and ~1uth.ira.-..an < /990J .l.t1d E:i:r et t.il. ( 1995) for 
h)>bridoma..~. \4.hcrc C(1n11nuou~ J.nd on-line OL'R me ... 
. c;uremcnts were perfom1ed. In m.:unm.:ilJ.an cell culture, 
on-ltne 1nca!'>uremen1 of OCR h.:i'.'t found an Jdditional 
imporu.nt app1Jcat11...>n: a.'> a frcdha..:k control \·anable in 
nut.nent fcc:din_g .... e heme'> t Hu .:.ind Obcrg. Ra.mirez and 
~futhar.:l.....afl. 1990; H1g:.:.ircda er al .. 1993: Eyer et al .. 
Zhou eral .. l 9q5.). For insr.:im.:c. 4~ ri:portcd hy Ranlfre.z 
and .\futJ1ara..'>..lll ( J990J and Higa.reda er al. ( 1993), 
OL'R c;Jn be u-;cd ro inft.'"r thc umc of glucose and glu­
rarmne dcplction. and lhus c.10 be cmployed in nutrienr 
fecding stratcgies for 1mproving producr1vicy. Thc use 
of such 5trateg1cs pre...-cnL<> o...-er- or under-feeding of 
key nutr1ents. Th1s reduces thc accumulation of toxic 
metabolic by-products and a\.·oids c;ubstrare limitation. 
As a result. impro.,.emenLs by as much as onc: order 
of rnagnHude in mono..:Jonal anribody productivity by 
hybndorna culture h.ave bcen obt.'.l.lned. NevenheJess. 
ro our kno.....,.Jedge. oL·R ha.s nor becn ~:\plorcd in in.s.ect 
cc:JJ culture as a cool for asscssing nutrienr deplction. 
and chus. as a possibJe con...-enient control variable in 
nutrienr feeding schernc:s. 

In t.his ....... ork. the effecr of constant DOT in the 
range of O ro 30%, on lhe growt.h and met.abolism of 
Sf9 ms.ect cell cuJrure was srudied. Consumption pre­
tiles of glucose. fructose. sucrose. and oxygen. and 
t.hc consurnption or production of ali che amino acids. 
lacta1e. 3.0d asnmonia. are reponed. Ir Is shown that 
i:untinuous on-linc OUR mcasurcment."' can be uscd 
to as!'-Css rhe 1imc of nurncnc dcplerion. The utiliry of 
su..:h rncasuremcnts in nutncnt fccdmg strarc:gies. and 
the use of thc: yicld of !acure on glucose for c:stimac­
ing an apparenr DOT in non-IO!'>trumcmed cultures. is 
dic;cusscd. 
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Rc~r1rurneter •otf-l1ne) 

Rc1>puurroetc:r toff·hnel 

a ... , ptu....\.e ~.uw.:e 
O)n.;un1c 

Re,p1to01C"ter 1otT-l1nc) 

R~pirometcr !otl"-lineJ 

D)n.un1c 

O)'namte 
Dyn.armc 

Resp1rornelC'r (~fT·l1ncJ 

Ltqu1J p~ bal.ance 

L.quid ph.13.e bal;mcc 

V.;ui.ous 1moscly 

otf·lme a.nJ d)'n.antlC) 

All ~alUC""' rep...irted (.,,.. SN cells. CActpl ... for sr-1 cc11s .&lk.i "· (r:K wanous numm¿Ji.:¡n .;:ell hnes. V~ll.IC's for 
1n'l>C'Ct .:eils c~pono.1 fo ~ mflC'l:tcd cuhures. 
e C.ak:ul.ited from data.. 

!\laterials and :\1ethod.s 

Cell fine and culture medium 

'lñc Sf9 cell line. at an unk.nown passagc number. 
w:i.s used in this study. Ali e~periments ..,.ere tn1tiated 
with cells in pa..ssages between 1 O to 30 of the origi­
nal unknown pa..ssagc number. Cell stocks wcrc kcpt in 
100-ml t.60-ml working ... ·olumc) spinncr tlasks ar 27 oC 
and agitatcd at l 00 rpm with a suspended magnctic bar 
impcller placed at 0.3-cm from thc bonom. Tl'."!\t-FH 
mcdium (Sigma Chemical Co .• T-103::?). supplcmented 
with 104 (v/v) fcta.J bovine scrum (Sigma Chemical 
Co .• F-2-W.9) of the same lot numbc:rand 0.05% (w/v) 
of Pluronic F-68 ( BASF). wa._c;; u sed in ali cultures. "llle 
pH ~·as adjustcd with NaOH to givc a fina.J vaJue of 
6.:? aftcr mcdium filtration. BiorcactoC" cultuC"cs were 
supplcmented with 1 % antibiotic antimycotic soJution 
{Sigma Chemical Co .• A-9909. Pcnicillin 10.000 U 
1- 1 • streptomycin 100 mg 1- 1 • and amphotcricin B 
250 µg 1- 1 ). Exponentially growingcultures werc ccn­
trifuccd to eliminate -;pcnt mcdium. and werc usc:d a"i 
inoc~lum for all e"l(penments. AJI cultures ""ere ini­
tiated at a viable cc:ll concenlr.ltion of O.:? x 106 cell 
1-1. 

Bion-actor cultures 

A 1.7-L Vinls baffled-biorea..:tor ( 10.5-cm dia.metcr). 
with a \.\:orking volume of 700-mL. ma..inta..ined at 100 
rpm and "2.7 oC. was us.ed in this study. "llle biorcactor 
was cquipped '-"lth two impcllcrs: a 4.3-cm diameler 
sus~nded magnctic bar. placed 2-cm from ÚlC bonom: 
anda 6-cm diarneter -i-Olade impcllcr. placed ar thc liq­
uid surface. The lauer impcllcr ....-as used to improvethe 
O:it) gen trany.fer cocfficient . ._mee º"'ygen wa.s provided 
only by surfacc aer.u1on. Such a configuration rcsult­
ed m a ... olumclnc º"'y gen tran:-.fcr coeffic1cnt CkL:.i) of 
:!.4 h - 1

• v. hich vancd les.s than 5CC throughout thc cul­
ture. "llle pH and DOT were measured with steriliz.ablc 
gla.. .. s and polarogr:iphu: prohcs (lngold). respecti-.·c­
ly. A gas mixture of o:itygen or au and nitrogcn. at a 
consta.nt total flow rate of 600 or 800 mi min- 1 was 
delivered through the liquid surfacc 10 ali cultures. In 
the culture al O~ DOT. only nitrogcn was introduccd 
into the biorcactor. Two mass tlow controllers ( Brooks 
Jnst.rumcnL"i., 5850E) v. ere used to me.asure and control 
the individual lh"'""' ralcs l"lf o'\ygcn or a1r and nitro­
gen. "lll~ -.1gnals of thc m.:iss t1o"' controllcrs. pH and 
DOT protics v.crc .lmphticd and Jcquircd b)· a ~1ac­
into~h LC compuh:r "'1.1 .:i :\-1..t..:ADIOS 411 interface 
(G'\\." lnstruments J and a data .:Jcquis1tion and control 
prog:ram u.·nttcn in Quick.Basic.l:i:r < ~ficrosoft) f.Aguila.r­
Ag:uila el al.. 1993>. DOT \.\o;,l'i controllc:d using: a pro-
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ponionaJ aJgorilhm. wh1ch ...,aricd thc individual g~ 
ftows via thc mass flow controllers. OUR wa...o¡, dctcr­
mined on-linc from thc OOT and gas. composHion data 
.according to a liquid pha...<te b.JJ.J.ncc descnbcd m lhc 
Results and Dis.cuss1on ~ct1on. Stalic 75-crn.! 1-iO-ml 
initiaJ volume) T-rlask!'i .ind llJ0-011 rb4J-ml m1t1al 'OOl­
ume) spinner tla.sks at 100 rpm ...,,ere ..:onductcd ..... .., i..:t.ln­
trol cultures. 

Analytical method.s 

Cc:IJ conccntrat1on was detcm11nt!'d u~ing a Coultc:r 
!\.'lultisizer 11 (Cuultcr ElectronicsJ and cdl \.t.il"lllit)' 
by lr)'pan blue e'clus1on. Glucos.c: and lacuc ac1d \A.ere 
dcrcnnined enzym.alJcally w1th a YSI analy2'er model 
::?700( YcJJow Spnngs ln:-.tn.Jment.s). Sueros.e wa:-. detcr­
mined using lhc YSI anaJyzc:r. alter 1ts h)-drol~·!11S to 
glucose and fructosc w1lh .J-fructo"itd..1...'\.C tBochringer 
~'lannheim. J()...JQf.S). Fructosc wa.s dctc.•rn11nc:d v.1lh 
;¡n cnzymat.ic ktt (Boehnnger ~1.innhc1m. 7162b01. In 
sorne expc:nn1cnt.s. fructo'ie and suc.:ro~ conc.:cntrJUon 
'4-Cre only determmed m C:\.Cr) other ~nple. Ammo 
acids and .:un.monja wcrc .. :!e1enn1ned in ccll-frec ~.:un­
ples. aftcr dcprotemizauon w1lh s-~ulfosalic11ic acid. 
in a Beckman Amino Ac1d Analyzer modcl 6300. A 
10-cm single ion--<:xchange column for lith1um buffer 
methods (Beckrnan. 338051) \Ailth ninhydrin deteclJon. 
was u.sed. 

ResuJts and dlscussion 

On-line determinar ion ofOUR 

An oxygen balance in thc liquid pha.sc yields the fol­
lowing equation: 

d~L = kLa [e· - CL] - (qo,X.J (1) 

whc.rc CL ande· are the ox.ygcn conccntrations in lhe 
liquid phase and in cquilibrium with thc gas phasc. 
respcctively. and Xv is lhc viable cell conccntration. 
Tak.ing discretc steps of cquaLion l yiclds: 

OUR = qo,X. = k~a [(e; -+-e;_,) 

- (e +e )1 - fct.. •. - CL.] (~J 
L. '--· ; [t, - 1 - t,J 

where i is the discrcte elemcnt. lf a high ox.ygcn flow 
rate- comparcd to lhc o:c.ygen uplake rate- anda well­
mix.ed gas phase in lhc hcadspace are mainiained. lhcn 
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thc o~ygen part.ial pres.sure (J>oi) in the inlet strca.m 
w1JI Oc appro~imately cquaJ to thc outJer Po:. Due to 
the low OL'R reached in inse.ct cc:::-11 cultures ( lt!!i.'i. than 
0 .. 5 mmol 1- 1 h- 1 at lo& cells mJ- 1; see Table 1).1t can 
be -.ho'4n lhat the -..te.ad~ -~tale di.ffc:rt:ncc hc:twecn mlet 
.;in.J ou1Jt.-t P·~ v..111 be .... 1thtn le:-.-; th.in 0 . .5'1-. if a ratio 
of V""C..)-gcn t1ow rate to rca..:tor hc~ .. u.hpace "'olume 1s 
ma1nt .. uncd .itH:ne 0.1 m1n - 1

. Furthermore. for the gas 
n11...:1ng pn.x:ess in lhe he.a..hpace, .i total gas tlow rate 10 
rea..:tor hc ... u.hpace 'OUJurnc abo\. e 0.6 mm - 1 rc:-.ults in a 
rir,t ... n·dcr time ..:on~ta.nt (char:!cten~t1c time scale that 
Je.ti ne-. lhc: d) n~1c bch.av1or of a tin.l ordcr processJ 
of le'>!<- Lhan 2 mm (Stephanopoulos. G .. 1984). Com· 
p..uc:d to lhc time scalc of ms.ect ccll culture l \Ao·hich is 
m thc onkr of d..iy'> l. such a 1jmc: con-;wnt is negligibJe. 
Thcrcforc. b,:.- .a ..... -.um1ng o~ygen equi11bnum bct""een 
thc g.i-. .ind liqu1d ph~s amJ m.imwinmg thc: cond1-
t1on~ rncnt1oncd .:ibovc. e· can be cakul.:uc:d from lhe 
mkt O"'C..) gen part1aJ pre~ure accordmg to: 

C3) 

v.. hcrc Ct1:0• PT. YO:. and H are lhc mcdium molar 
con..:entrauon f a~suming watcn. total prc!'.surc, ox)' gen 
molar frai:tion 10 lhe ga."i phase. and Henryºs consL:l.nt 
for o.~)·gen m med1um aJ: 27 oC. re-spect1vely. Henry"s 
constanc was t.aken as 45...587 atm. from intt!rpolalion 
of data reponed by Liley t!l al. ( 198-4). The Po: was 
obtatned from the r.:it10 of oxygcn to toLilJ ílow r.ues. 

U11liry ofon-line OUR ~a.su.remenl.s m Sj9 ce// 
culture 

Typical re~ults of .lJl. Sf9 batch culture conuoJled at 
10% DOT are shown in Figure 1. Jt can be seen thal~ 
during lhc fi~I 4 days. OUR dosel y followcd the expo­
nen tia! increase in ...,jable cell conccnt.ration (Fig. 1 A). 
Accordingly. OUR can be u.sed as a convcnient vari­
able for on·linc cstimation of viable cell concentrat.ion 
during exponenriaJ growth pha.sc. The dircct corrc­
Jation between cell dc:nsiry and OUR can be clearly 
.secn in Fig . .:?. Such a correlaLion has bccn well docu­
men1cd for marnma.han cell culcurcs {Fleischakcr and 
Sin!-.kcy. 19Sl: Hu ;.lflÚ Oberg. 1990; Konstanrino\.· et 
al .. 199-l J, but has onl) bcen rcccntly rcixlncd for insect 
ccll culture ¡V.'ong c>t al .. 199..S:Kamc:n et ul .• 1996). As 
Jc- ... t.:nhed m thc foJlowmg :-.ccuon. qo: becomes a func­
uon of DOT for \.·alues bclow J O<::é. Thus. only lhe d~lt.!l 
for the IO'C Jnd 30~ DOT .:ultures \A.ere ploued in 
Fig. --
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Fi.i:.Lu~ /_ T~p1c.1I bch.i,.1or of J b.u..:h .:uhurc .u :o-r DCJT A. -.1..iblc ..:cll .:on.:cn1r.:111on ~01. 11._-.cal .:di .:onccntn.1ion ••> .:in¡J OUR (-J. B~ 
.. pe;:1t1.: º''.:-llen upe.U.e r.uc 101 ~ OC>T 1-1 C. glu.;•"'<.e • 4 •. tru.:10..c •Ci ~nd 1.Jo.:t.;i.?c 1 :'J. T1"lc "cn1.:aJ doncd-hnc dcnoccs the time of 
¡,;luco'c dcplction and thc cnd 1n n:.c: of OL"R. thc J.bhcJ-l1nc. thc 11mc oí thc: on...:t ..:>f rc~p1ra11t.m ccss.it1on; a.ruJ thc s.olid l1nc. the urnc of l.111:i.ate 
Jcplcuon .:J.nJ thc cnd of thc sut1onary P'O'"'-th ph.uc. 
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Fi!furr ~- Vioahle ccll con...""'.Cft~M>n. Junns c1pc."IOeT111~ gro-U\ •Jí 
Sf9 cultu~. 1s hnc.irly ~l.&lrd to OL"R. Titc equ.a.11on uh<.:a1ned frvm 
b~ac:IOC' ruru .oat 30 (4,)~ 10 1·:.:: J ~ DC1T w;u. X,.= ::.tJ.51 OCR 
+ 0.073. ""ªlh .oa ~1.auon c~ffi..:1cn1cr!1 ofO 937 

As shown in Table J. mo-.t of thc existmg rcports 
have detenninc:d OL.R b'.l- e1ther off-hne mcthoJ'i or 
by dynarnic meac;urements. Ho'\.l.ever. as d1!'>.Cussc:d 
by Yoon and Konstantino,.- ( 1994) and E)'cr et al. 
( 1995). such rnethods can prescnt imporL'.lnt disadvan­
tagcs. For instancc:. off-lmc mcthod~ are labor imen­
s1ve. can hardJy be incorporatcd into automatic r-c;Jl­
time monitoring and control aJgonlhms. and can cau~ 
culture failurc due ro incn:.a..c;ed manipul.auon. Dyna..m­
ic measu.-ements ex.pose the cuJturcs to undes1rablc 
DOT tlucruations. and are d1fficult to automatc due 
ro the mulliplc-successive t.asks requtred. In add1llon. 
dvnarnic mca...,.urements and off-line rnethods do not 
p~ovide a continuous signa!. and onJy a fcw data poinr..s 
pc:r da.y can be collcctcd. TheTcfore. r.Jpid phcnom­
ena... as described bclow. can occul'" undetectcd ._...hen 
Telying on such measuremenrs. ~fethods ba..-.ed on gas 
ph.::isc measurements can º"crcome the above hmlla­
lions. However, expcnsive equipmcnt. such a..'i mass 
spectromctel'"s are necess.ary. Sevcrtheless. due to thc 
low OUR of animal celJ cultures. it is usuaJJy diffi­
cult to accurately dctect thc small diffeTence bctwcen 
the inlet and outlet o:itygen concentration (Zhou and 
!\fulchandani. 1995). In com..ra..">t. as scen m Fig. IA. 
the rncthod presented hcre pl'"ovides continuous on-J inc 
OUR data. rc:Jies on relatively ine.,pensive cquipmcm. 
amJ can be rcadily automatcd. lt should be noteJ th.u 
this method has been u=-ed bcforc in m.:...mmalian ~cll 
cuhul'"cs (Ramircz and !\futha..rasan. JQ90: Higarcda c't 

al .• 1993; Eyel'" eral .. 1995). and onl)' recen ti y in in-;ect 
cdl cultures ( Kamen ~/al .. 1996). 

As :o.eco in Fig. l B. thc control Jl_gonthm u~t:d in th1s 
work pro ... ·ed to be .::in accul'":itc mcthod fol'" maint.:iinang 

Rl!sultaJos y Ducu.si6n 

a con~tanr DOT. SimJlar good control was obtaíned for 
t.hc othcr DOT tested. even at :!~ DOT. when: accur:Jte 
control is usually d1fticulr to an..iin (Coun. 1988). In 
contra~t. methoJs bas.ed onJy on ennchmg º"-Ygen in 

t.he ga.'i ph.:i~ are un.:1hlc: (O ..:ont.rol thc ocrr ..Junng 
the pha ... es oi lo"" OL'R. 1.c .. dunng thc lag and l.h!Jlh 
pha..-.c-s l Hcn:-.Jcr ..md Ag.u.ho'i. 199-.1.}. 

Ounng c"'~(:"Om:ntiJI g:n.lv.th . ....¡ 0 J remained rcl.:...th·e­
lv con~LJ.nt J.t a hu::h ... :J.Jue of J 6 ± 0.6 X Jo- IO 

~mole cell - 1 h - 1 
• ..l~.J glut.:u-.c .... a:-. pn:fercnll .. dly useJ 

o\.·er fn.H.:w-.e Jnt.J l.it.:t..lte t Fig'>. l B Jnd 1 C) U pon 
gluco~e hm1wt1on ( < 0.2 g 1 - 1 J fru..:tose consump· 
rion bcg:.in. \.li.herC':J.-' IJ .... ·tatc upwkc occurred only after 
glucu:-.c dcpleuon Thc cnd nf thc e"-~>ncnuaJ gTowth 
phaM: and thc em.J tn n~ of Ol"R C)(,:t.:urred upon glu· 
¡;ose e."\hJu-.tu.in t ind1 .... ·.ucd ti.y thc dotti:d-vcnJcaJ Jinc:­
m F1g. l 1. e"cn thliugh frut.:to-.c V-J.<> '>ÜIJ prc">Cnt at 
O.J g 1- 1 . In adi.Ju1on. cdl "\.'IJbilst) ~t.artcd to decl'"ca.se 
Ufk"JO glucn...c" dcplct1t..1n. fntcrc-.t1ngly. thc un:-.~l of a 
rapad dccrea.-.e tn OL"R oct.:urrcd 1 2: hours after glu­
cose dcplct1on .J.nd ""'hc:"n fructo">c conct:ntration had 
dct.:l'"ea~d hclnv. O 15 g ¡ -· 1 ld..l-'h~d "cn1cal Jinc). In 
-.orne ca.-.c-.. glut.:<.ht." dcplcuon v.a~ cnou!!h 10 mark 
OL"R dccrc.;1~ and thu:-.. frorn hcn: on. wc w1ll refer 
to gluco-.e and fn.H .. ·to-.c .J.S mono~..iccharidcs. A simi· 
l~U" bcha .... 1or in OL"R "4;b ob-.cr..cd for alJ batch cul­
tures abo....-e :!~ 1 d~u.:... nor ~hov. n l. ~onethcJcss. cells 
rcmJmcd in '>WtJonar: pha~ foran .:additrnnaJday.unlil 
lact.:ite was complctcly consumcd (solid vert.Jcal line). 
Thc deplction of th1s carbon sourcc comcidcd ......-ith the 
-.ha.rp dccrca5c in "iatiil1ty. Thc ccso;.:ation in rcspfration 
caused by the dcplc:t1on of a key nutncnt. narnely glu· 
cose 0r gJutJ.minc. h.:i:-. bccn prcv1ou'ily dcmonst.r.J.ted 
in hybridom.:a ccll culture t Ramircz and ~1utharas.an. 
1990: H1gareda ~/al .• 1993: E)t:r e-tal .. 1995). How-
e .... er. to our knov.. ledgc. tlus is the tirst repon that 
con-e lates nutrient dcplct1on v.1th rcspiration cessation 
in msect ceJJ i:ulture. 

A similar sequcnce of carbon source upu.ke. as 
dcs.cribcd in Fig. J. wa..s observed for all bati:h cultures 
above 5% DOT. Furthennore. onJy cystjne and gluta­
mme wel'"e complctely e.,hausted dunng aJI batch cuf· 
turc~. either ,;.it thc end of thc cx.ponenliaJ growth phase 
or at thc "'tJtionary phas.c (data nor 'hown). However. 
thc time of lhcir .Jcpfct1on d1d not coinc1dc w1th thc 
... harp dccrc..l'C' 111 OL"R .. -\CCl">rdmgly. thc c:harac1cris· 
tic bch.:J. .... 1or of grov.th .:-e'.'oSJt1on Jnd -.uddc:n dccrc.:ise 
in OL'R ,;.ind q 0 ; in b.it~h cultures. "'uccecding glu­
co"e and fructosc: depletion. clearly indic.;.ites t.hat such 
mono~acch.andc::, are thc m.:un c:arbon sources and a.re 
metar.ol1z~d to pn-.ducc cnergy "·1a ll."-Jdathc phospho· 
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rylation.. Fun.hcrmore. nc1üter growth nor OUR could 
be susu..ined by the concenlr.llion of lact.:uc. arnmo 
acids or sucrose prescnt following mono~cchandc 
depletion. In Table .::! 1t is <iho~n that an importanl 
decrease in q0: ( and Lhus OL'R) occurs u pon monosac­
charidc: deplelion for a bro.:id range of DOT tcstcd. 
Thus. OUR can be: used as an on-hnc::: pa.rameter for 
estimating dcplcuon of such a nutncnL R.uníre.z and 
~futha.rasan ( 1990) and Higareda et al. ( 1993 ). ha .... e 
sho""n similar results for hyhndomaccll culture. -...hcre 
Gin or glucose dcplction could ~ detccteJ on-Jine by 
changes in OL:R. OveraJI. the resuJL-. ~hown m Fig. 1 
demonstrate that OCR mc:asuremenL<> ..u-e useful not 
only for estimating vi..J.blc cell con..:cntralion dunng 
e:c:poncntial growth phasc, bul .u-e .J.bo imporu.nt for 
~ssing lhe growth pha.sc: suges and dcterrninmg 
the time v.hcn key nutnents bccome limicmg or are 
cxhaustcd. This is particularly rcle .. ·ant. since OUR 
could thcn be employed as a simple and con'l.·enient 
variable in feed-back. concrol aJgorithms for improv­
ing productivity c.hrough aucomatic nuc.rient .idditJon 
suategics. 

Effect of DOT on gro'k,·th and m.eti..ibo/ism 

Thc gro""1.h k.inet.ics for batch cultures mainta.incd at 
consta1lt DOT in llte range of O lo 30% are shown 
in Figure }_ lt should be notcd thal no reports were 
found of insect cell cultures maintained al a con­
stant DOT bcJo....,. 5%. No significan( differences on 
celJ grov.th and ma..~imum viable cc:IJ concentrauon 
were obscrved for cultures maintaincd bctween 5 and 
JO"."""(" DOT. For the culture at .::!% DOT • ..:ompared lo 
those at 5~ DOT and higher. spc:citi:c growth rale was 
aboul S()q;- lower. whcreas ma..~imum viable cell con­
centration wa.s about JO<:c higher. Duplicare culture~ 
sho""·cd the same diffc:rem.:es in ma.~imum X., bc:t""een 
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t.he .:!'T DCrr .J.nd othcr aerated cultures. :--.:o explanation 
could be found for s.uch Lhffrrcnces from thc metabo­
Jue.s mea:"iurcd in th1s srudy. Thc:rcfore. d1ffcrcm con­
<;,umptiorv'produ..:t1on pa1tcm~ of organ1c ac1ds. could 
be rc:-.pons1t"lle for "'uch bchJ.vior. but th1-; ""as not tcsrcd 
in llt1s .... ork. BCdard et al. ( 1993) have reponed "ilg­

nific;J.Ot change'> in thc ..:onccnU-.J.tion of organic aclds~ 
m ..idd1t1on to Jactate. dunng SfQ culrures m TN!\.f-Fli 
mcdium. In thc culture ma1nt.:11ned undcr anacrobic 
cond1tions no growth wa.,. ob~n:cd. and thc viable cell 
concentrat.ion slowfy declincd asume progres.;cd_ Thjs 
is consistcnt w1th Rh1el and .\.furhammcr ( 1995). who 
reportcd growth inh1b1tion of Sf'2 I cells whcn e.xposcd 
to shon t30 mm) a..n.aerob1c pc:nods. and w1lh \llang el 

a'- ( 1993 ) ..... ho ob<>-enoed grov.·th cessation as ox.ygen 
was dcplcted in a non-DOT conuolled b1oreactor. 

A summa.ry of rnono'i.acchandes consumplion and 
lactate production/consumption as a funclion of DOT 
is shown m Fig. 4. In a.JI cultures. glucos,e wa.s found to 
be the main ca.rbon source. ~hich is in ;accordance to 
previous reports ( Béd.ard et al .. 1993 ). Except far lhc 
cuhures bclow :?.% rx>T. fructosc consumpuon began 
after glucose concentr;ition decreascd bclow 0.2 g 1- 1 • 

For thc 2% DOT cuhure. fructosc and glucose con­
sumption occurred simultaneously. Lacta[e was pro­
duced in cultures bc:Jow 10% DOT. In thc culture at 
5~ DOT. a net lace.ale production of 0.06 g 1- 1 was 
obsen·ed during thc exponcnliaJ growth phasc. This 
value is h1ghcr lhan t.he obscrved cxpcnment.:iJ error. 
which was typ1cal1y less than +/- 0.003 g J - 1 • Llctate 
was consumcd after mono~.accharidc deplction in aIJ 
lhe aer.:ited cultures. Such a bchavioi- has bccn obsen·ed 
by others ( Karnen er al., 1991; Bédard et al .. 1993 ). 
and contrasL' with the generaJ bc!havior of many mam­
malian cclls. That is. in mamrn.a.J1an cell culture. Jacta.te 
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is generally recogmzcd a..-; a to.~JC by-pro<luc:t '4hich is 
not usu:iJJy consumcd (Oz1urk eral .• 199:?) .. In the acr­
:Ued exp<nments. pH remained rel.;:ui ... cly const.'l.nt at 

around 6.1 during thc growth phase. and incrc:ased by 
no more Ülan O. 7 units durin_g lhe death pha.se .. Such 
an increase is most probabl> due to the observed fo.e-
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Fi,lfUrll' 5. Rc:l.1ll"e .:ol\3oumpu~>n of ;r.n·t.uw.> a.:1..1~ • '*'•th r~pc-..;t 10 1n1-
u.aJ comr---.u1on) Junns, Sr'I Nh:h .:utture ;r.t ~ DOT .• u glucosc 
..Xplct1on 1Jo1te-d hou1 or .u lhe enJ <.'f the cul1urc 1,1.nri<d h.u'I f-'•l1'" 
gluum1nc, thc t.-.w.I h.u hc1gh1 rcrre:w:-nu lhc: ,~r.eJ .J1,.1r-pe.u· 
~c ..... hcrc:.u. t.hc ..ohJ b.&r 1s the ..:..1.i\:uL11eJ pcn:en1,1¡;e ..:•~r-H1o<J-
1ng 10 !.he ">r"""U~-..us d.c:compo.'l'l.1Uon. F<.,.. thc: rc-.1 of thc .un1no 
acad~. lhc '"f'OCll..11\e'OU'\ dccorn~1tK...., *U te,. .. lh.ln )·~ -nw:- tu·u 
cxder ~;;¡¡)' ..:on,.unL ..... in h- 1 . .ur ~".u thc- 1op .,f thc fl~ure 

tate consumplion. In anaerobic cond1uons. lactatc v.ic;, 
pruduccd during lhe entire culture pc:no<l. even when 
no ccll growth ""as obscrved. !S'c .. ·enhcle..,c;,. viable cell 
concentration remamed al about 0.12 x lü° cell mi - 1 

for more lhan si:it da) S. v.-hich expla..ans thc: ferrncnta­
tion of lhe c.:i.rbon ">our-ce to lactate .. For- such cultures.. 
the calcu1ated ma..antc:nance coefficaent 'a...-;sumang Lhat 
only ~ ATP moles are produced per mole of gluco~ 
consumcd) was 2.53 x 10- 10 mmolc ATP ccn- 1 h- 1 • 

which agrces well wilh Lhosc reponed for- hyridorna 
culture (!\.filler eral... 1989l. Vt"e havc not found a 1ox­
ic cffect of lactate. c"·en at conccnt.rations two-fold 
abo.,,·e the ma...,imum obscnied in anaerobic conditions 
(data not shown). Accordingly. lhc growth inhibition 
in such a culture cannot be attributed lo lactate. No 
variations in sueros.e conccntration wcrc obscrved for 
aU DOT tested (dala not shown). Sucrosc conccn1ration 
has also bcen reponed to rema.in constant for culture~ 
undcr diffcrent DOT conditions CReu ... eny et al... 199~: 
BCdard ~tal .• 1993: Drcws et '11 .. 1995 L 

Thc rcl.iti .. c ..:on~umplion or pn.hluctiun of :irn1no 
acid'i and .llnmonia. illus.tratcd in Fig. 5 for .:i 30l"".­
DOT culture. showed thc same c:cncr.:il fc3turc"i for ali 
OOT tc:stcd. In order to deterrn~nc the c.'\tcnt of s.pon­
t.aneous dccomposition of ali aminn Jc1ds. ccll-fn.'."c 
culture mcdium was 10.:ubatcd .Jt ~7 wC ;ind tirst on.Jcr 
dccay constants v..·ere caJculatcd. Only Gin preSc:nted a 

233 

significant spontancous decompositioo ca.Jmost 304). 
indicated by thc -.olid bar in Fig. 5. which corre<ipond­
cd to a decay rate consunt of 1.15 X 10- 1 h- 1 The 
spuncaneous decom¡x>~it1on of olher a.nuno ac1Js wa.'i 
le..-.'.'i than Jr,. a.nd thcsr dC"c;iv consunts are -.howo 
m Lhc top of Fig. 5. In Fig.. 5. Lhc momeot oí glu­
cosc depletioo 1.Joucd·hars) .i.nd the end of Lhe cuhure 
( c;,trired b.u) v. ere taken .i... .. .ubitrary ttmes far fac11i­
Wt1ng comp.:i.nsnn. A~ -.ccn. the amino acads can be 
das'iafied m t.hree gruups .iccordmg to lhcar consump­
t1on or- producuon profile~ .J.t the end of the culture. 
Group A mdude"> an1ino a.cid-; Lhat v.ere con<;umed 
m n1ore !.han Z5"l- w1lh re ... pc:ct to thcir imtia1 con­
ccntrJt1on'> (cy .. tine. Gin. ~kt. Tyr. AspJ. Group B 
m..:ludt:~ th .. ,..e thJ.t .... ere pro.Juced tn nlorc tJ-,;in 15rc 
....,. tth rc ... pccl lo the1r m1u.tl conccnlr.lt1ons l Val. Ala. 
Glu• • ..inJ group C mdudes aJl olhcrs. 1,1,.hich did not 
ch..inge more Uun :se;:-. Gin has bccn reponed to be 
c-....cnl1..U lor m-..ecl cclh 1 ~11buh3.::-h1. l 9S2 ). howev­
cr 1t d1d not hmll gro~th m Lhe 3erated cultures a.'> 
1Ls dcplet1on occurrcd onJ)'· after the -.tauooary pha.~ 
had becn rc.l..:hed. Cy..,tme 1~ aho es~nl1al for- Sf-9 
ccll grov.th 1Trembl~1y et a/ .. 1942}. and it .... dcplction 
ha.-. bocen cnrrclated w1th lhc mduction of apoptosas an 
m.:unmJ.li.Jn cells (~1ercillc and !\tass1c:. 199-l>. !'lc:v­
crthelcss. duc to analytical limatations. most lilerature 
rcport<i do not pre~nt data on cy'itme. As d1s.cussed 
pre ... ·iously. the deplction of cystrne m batch cultures did 
noc co1nc1dc w1th lhc ce!!>sat1on of gro ..... th and respira­
uon. v. hu.:h was cau~d by monosaccharidc depletioo. 
lntere"itingly . .:y">Une depleuoo for cultures abo"'e 5~ 
DOT occurrcd during 1.:itc exponcntial ph~. whereas 
for- Lhc 2~ DOT culture it occurred dunng thc end of 
thc stationary pha..-.c. This indicates that thc observed 
cess.ation of gro'""th and respirJtion cannot be attribut­
ed to a delayed cffect of cystine depletion. as has bcen 
reported far olher- animal ccJls ( ~tercilk and ~ta.ssie. 
1994). 

lf comparison ts made at thc: time of glucose dcplc­
tion. only Ala. and Glu were produced at significant 
extent~ whilc a.JI Lhc olher amino acids werc eilher 
consumcd or- rcmaincd rclativcly con!!>tanL Compared 
to previouo;; rcpon.s. '""º notcv.onhy differencc:s werc 
found. \.Vhcrcas a con!!>l~tcnl produ..:tion of Ala ..lnd 
Glu ..... as oti..,cr..cd in tht'> "'"ºr"-. othcr~ t BCdard ~r 4.Jl .• 
1 q93; Ohman et al .. 1995) h.nc rcportcd. for Sf9 ce lis. 

.'.l product1on of Al3 only unt1l gluco~c dcpletion. and 
a ra.pid consumption of Glu. :"oncthelcss. it has bec:n 
reponed th;n Glu can he produced m in!!>ect cell culture 
from A::-p. Gin. Ala or Pro ~ !\-hL..,,uhashL 198~ ). For 
ali DOT tested. the highc:st Ala concentration obtained 



was 13 mM. Alaninc has becn gcncrally cons1dcred to 
be a to:itic by-produf;t in animal ccll cullurcs. Howev­
cr. thc concenuauon reached m tlus ..,,.ork. "''as mosl 
probably nol inhib1tory. smcc Béd.:.ird ~tu!. t IQ9..¡¡ and 
Hensler and Agathos ( 19Q4) ha.ve pro ... en thJ.t J.IJ.n1ne 
is nol toxlc to in:-.c:ct cells. e"en at -10 m~1. An J"er­
age Glu concentr:J.t-100 of 4 m...\.1 was ob...eol!'d m ali 
batch cuhun:s ...... h1ch corresponded lo ..in 1m.:rea....e of 
about 60"~ ..... ith re~p-cct to the m1t1al coni.::entrauun. In 
comp.ui.'i.on • .\.1itsuha.sh1 ( 1982). ha..-. reportcd ..1 ::O ...... r 
increase on Glu concc:nt..r..1t1on m Par1l10 t:uth;.,4.s o-.a.ry 
cclls cultures. 

From int.Xul . .uion J.Od throughout t.he e:~poncnttal 
growlh ph~. anlmon1..i. ..:onccnt.rJ.tJon rcnl . .-:uned cela­
tively constant at ..tt--out 2 rn~t in ali DCTT te:-.ted. Dunng 
the st.:llionacy and dcalh phases • ..unmünt.J concenu-a­
tion incre~d. bout ne-.·cr excecdeJ ..1 tlnal ..:onccnlr.1-
tion of 4 m!\.1. As Gin dccomposiuon and rnet.ibolism 
of anlino a'-71ds yields a.mmonia. lhe rc-..u1Lo;; ob-..coed 
indicatc thal a net anirn\Jnta con::.umptaJn was occur­
ring. Such a ~hav1or has hc:en reporte...! pre..,·1ou~ty hy 
BCdard et al. l 1993 ). Drews ~1 ~/. C 1995). and Ohman 
et al.. ( 1995 ). and IS t.hought lO be due to .unmontJ. 
incorporation to yicld Ala. The final concentrauon of 
a.rnmonia att..ained in all batch cultures""'ª~ not to~1c to 
Sf9 cclls in T!'!\-1-FH medium. as '-'C ha-.·e found no 
cffect in growth r.ite cven at amrnoni.l conccntcations 
of 15 mr..t (data not shown). 

A sumrnary of the effect of [X)T on kinetic and 
stoichiometnc parJ.1T1eters is sho\4-TI in Fig. 6. The data 
points for ~- 10 and 30% DOTcorTespond to lhe mean 
of duplicatc cultures. Error bacs ha-.e been mcluded. 
but in somc cases were smaJler than the plot sym­
bols. For q~. thc values correspond to the exponential 
growth pha..se. anJ the error ban correspond to thc stan­
dard deviation. It can be seen that ma.°'imum cell con­
ccntration. spccific growth rate (µ.), and q0:. rema.incd 
rclativcly constant for DOT in thc range of 5 to 30%. 
X.,. values obtaincd in this work are comparable with 
those reponed in litcrature (!\.1urha.mmer and Goochee. 
1988;0ogonah et al .. 1991; Dre,...·setal .. 1995). A con­
stant max.imum X.,.µ. and q~ havc bcen reportcd for 
B. mori and Sf9 cells in a rangc of 10 to b()q. and 5 to 
lOOG:- DOT. respcctivcl)"' e Hensler anJ. Ag:ithos~ Zhang 
et al .. 1994J. In contr.J.st. an optimum DOT bctween 
.J.() and 70<:é. °"" tth 1.:k..:n.:a.-.ing X .... JJ.. and q 0 -: at higher 
OC" lov.cr DOT h..L.-. a.ho bccn rcported \ K.lopping.er et 
al .• 1990: Ja1n e1 al .• 1991; DcuL..chm3nn 3nd JJger. 
t 99°n. Other contrasting resulL'> are tho~e of J3in et al. 
( 1991 ). who h.J"C obscncd a ~tead:-· increa~ in ql>: a....,. 
DOT increaseJ fcom 10 to l lOc-c an infccted i.:ulturcs. 

As s.ecn in Fig. 6.A. lhc h1ghest ma.·\lmum cell con­
centration wa..' obtainc!d m lhe culture at ~"l.· DCrr. No 
cell gro1ro1.·lh v.·a.. .. ob...er"o'ed m lhe o1.n.J.erohic culture. and 
the 1n~u.imun1 cell conccntr;.i,t10n corn: .. ponded to thc: 
1nt)Culum. 

A ..... hn~n 1n Fig'> f>H •. m.J r-,C. JJ. • ..tOlJ q,~ folh.l°""ed 
.J. ~1uno.J-typc bocha-. !Oí •.i.1th re .. ~C( tO CXJT • .....-here 
lhe cunt1nuous ltne ... ..:orre.,p..)nJ lo the nlodd -stmula­
lion. lOe cah.:ul.:itc-d l'm..1.~ . .J.nJ 4o: mo1..x ..,,.ere 0.033 
h - 1 .inJ 3 82 X 1 O - 10 mmolc! cell - 1 h - 1. rcspc-ctr"w·cly. 
anJ thc: ~·orrc,~lnJ1ng ..:.ikularr:J. ~.aturauon con~unts 
""ere 1.91~ and 1.57'1-. re')p<:Cft\.ely. To our knowl­
edgc. no rcports cu~t for 1n:-..ect i.::dls ..1t con">t.ant DOT 
valuc .. h<!low 5''--. A1.·Cllri...1ingl). the ~1ono<l consunts 
n:portcd herc rcprc-..cnt t.hc onl) 4u.intit.it1\.e pararnc:­
tcr .. ~ .... ulablc. Thc 4o; "J.lcc-. ob~r..ed tn th1s '4.ock 
compare "CC) v;.cJI ""'1Lh tho~ rcp(.)rtcd for ins.ect and 
rnamn1alia.n cell lincs t:-.cc Table 1 L 

TI1c ~1eld llf lact.alc pro<lu..:c:J pee gluco~ con-.umeJ 
"".:.1:-. ..Jctcrmm..:d .Junng thc: c,pt.,ncntial grov.th phase. 
o1.nJ b -.ho~n m Fíg. 6D Thcrc .....-a.s no productíon 
of !Jet.ate m cultures ;H 30 anJ. 1 O<"l:- DOT. and thc 
1n1tt.il lactatc Ctlncentr .iuun due to scrum. wa.<; con­
... umcd throu~hout the cult1-. ::!t1on pc:nod. Accordingly. 
thc ncgat1vc ykld '"alue<; refer to lactate consumption. 
Surpnsingly, Dculs.chm.lnn and Jagger 1 1994) have 
reponed a cons1dcrahle lact.ate production al 40% DOT 
in SQ 1 ce lis. As DOT dccre.a.<>ed from 5 to 0%. lhe lac­
tate y1eld incre.ased from 0.1 t to ::?..4 molelmole. It is 
'°""1dcly recogmzed that lact.ate 1s produccd in msect 
cell culture dunng o:<:ygcn limitat1on (V..'ang el al .• 
1993: a¿dard et al.. 199-l: Rhicl and ~furhammer. 
1995 ). Howc ... ·cr. most o;tud1c") report1ng lactate produc­
t1on havc bcen pcrfonned in non-in:-.trumcnted flasks. 
In such cultures 1t can only be as~umcd that oxygen 
lim1t.ation c~1sts. sincc no d1s~oh·cd OX)'gcn mc."a..surc­
menLc;. can be pccformed. \\r'c proposc that an ·appar· 
cnt' DOT In non-instcumented cultures can be infcrred 
from intcrpolauon of lhc lact.atc yicld pro file of biorc­
actors asa functionofDOT. Since DOTwill constandy 
decrease in non-contcollcd cultures. 'apparcm• DOT 
refcrs to lhe valuc at which cquhalent sloichiometric 
and kinet..ic pa.ramctcrs. w1th respcct to controlled cul­
tures. "'-ould l"k! obt.ainc:d. In Fic. 6, the ma.":\1mum X..,. 
/J.. and l..!ctatc yiclJ otit.iineJ 1~ T-tl.asks and c;pinncr 
fla..-.ks ha-.c al~l.l bccn plrllle~ ~s the honz.ontal-Joued 
lmcs in thc c0rrc-.p0nJ.1n1_.!: ti¿; u re- f'.1.IlCl~. If-.enic.iJ linc:s 
are dra,... n. by mter..,cctmg thc lact.alt:! y1dd of T·tlasks 
and ... pinncr na.~ks ...... llh the intcrpol.J.tcd -.alucs obtained 
in biorcactocs. une can determine an apparent DOT. As 
~en. for T-fla!>k::.. the .Jf'p...ircnt DOT i:-. .U'ound l .5CX. 
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Fit:urr IS. Effeo.:t o( cx:JT on ~1mum ccll cono:cntr.iuon. spcc1fü: grov.th Dte. spc-.;1fic Ollygcn uptakc r.11e and )ICld of l;1r..~tc (.VI gluc~. A; 
n"1aA1mum tow..I 1e / ~ rn.;u1mum \11.ablc ccll conccntr.u1on tDJ. B. thc con1..1nuou.s linc r"C"pt"C~nts the Monod rnodcl oe1mul.u1on. ""hcrc Ko. is 
l .QI ~ .:md µ ~ 1s 0.033 h- 1 C. Mc3n ""í"'='C'tic º')~n up<.:U.c r31C Junng thc c'poncnu.¿) ph..bc. Thc cont1nuou> linc n:pre..enb lhc Moño.! 
moJcl s1mul.nion. ""ilh a Kºo- oí 1.57 ~anda qo- m .. u. uf 3.:i~ X 10- 'º mrnole ccll- 1h- 1. TilC CTTOr ban 1n C corTC"~pond 10 the ~und.vd 
Jcvurion 1n qo- ob!>en.ed dun-ng c"'poncnuJI gruv.·th p~. Cultures oll ~. 10 ..&nJ J<Yl:. OOT ""ere pcrfonncd in dupltc.11c. Sorne en-cor~ uc 
'>maller than LhC ~ymbols .. ho-n. iñc Jottcd-honzon~ lincs rcpre'-Cnt lhc c!lpenmcnuJ valucs obuincJ 1n .. p1nncr fta...,k.s lopc-n ..uTO<ooW'S) and in 
T-fta._.¡U ¡cl~d MTOWS). Thc vcroc~-dotted lincs corre~¡:."Ond to the a.rp<ll'tnt DOT of T-ftask...'\ a..nd sp1nncr ttask.s. The or<n c1rclc--s 1ndicati: lhc 
inh=·ncct.1on of thc ...:ak:ul.u~ ~ter wuh thc .1pp:ucnt Dc:JT. 



while in splnncr ftask.s. thc appaccnt DOT is around 
4%. Furthcnnore. lhc c:~pcriO"lCntaJ ma...ximum X.., and 
µ of T-flask.s (1.8 X 10" cell m1-- 1 and 0.014 h- 1 • 

rcspc:ct.ivclyl amJ thc c'pcrimcntal '' of 'Pinncr tla."Joks 
(O.o::=:.i h- 1 ). agrc:c vcry v.ell with thc: tntcrpolatcd ... al­
ues fron1 the app.i..rcnt DOT e 1ntc:r-..cct1on~ of ••erui.:al­
and honzonta..1-dottc:d lrnc:~. opc:n cirdes ). In rnrn. thc 
ma_'l(.imum expc:nmcnta1 X .. in .. pinncr 11a... ... ks ( l .8 X 
tot» cc:ll m1- 1 ) \loas ""'tlhin .::!Qq. error wilh rc">jpc:ct to 
lhc cxpccted vaJuc obta..ined from thc app.1n:nt DOT. 
Thc use ofthe ·apparent" DC1T conccpl. propi<">~d hcre. 
can be a uscful .i.nd in1port.ant tool for d.d.c:rnun1ng lhc: 
avcr.igc DOT 1n non-in:-.trun1cntcd culture!<.. 

Conclusions 

"'Ole cffc:ct of con~tant D<.)T. tn the range frorn O to 
30%. on growth and mc:tabolisn1 of SfQ cclls in b;:uch 
culture was e"aJu;..1ted. :'\ío c:ffcct wa.s ob~r.ed at DOT 
in thc range of 10 to JO':i-. Thus. a •anct DOT control 
in such a rangc is not requ1red. For cultures at [)()T 

bclow 1onc. the yteld of lactate on glucosc incre.::i...~d 
with decn:asing DOT. This n:l.;!.tton can be u~d to csli­
mate an ·apparc:nl' DOT in non-m~trumcntcd cultures 
(T-flasks and spinn.:r tla..<;ks). which are u~ually limited 
by o~ygen. This concept can be uscful as a.n indir.:ct 
e~pc:rimcnt.aJ tool. s1ncc 1t can be cmploycd to accu­
rately predict the X .. and 1~ of such cultures. In all cul­
tures. glucosc was thc m.iin carbon a.nd energy source. 
as observed from the growth and rc!<i.pirat1on cess..auon 
upon its depletion, and its consumptlon profilcs. After 
glucosc becamc lin1iting. fructos.e and lactat.: w.:re 
consecuti ... c:Jy ucllized. The concentrauon of sueros.e 
did not change throughout the va.nous cultures. and 
cystinc amJ glutaminc were lh.c only .unino ac1ds com­
plctcly consumed. Ftnally. it "'as shown thal an oxygen 
balance in thc liquid pha..<>e can be uscd. togcther wüh 
rclatively inexpensive expenmental equipment .. for on­
linc OUR dctermination. Such a melhod. offers sub­
suntial advantagc:s º"·er other u-aditional techniques 
for dc:termining OL'R. It '"""ªs shov.n that the dynam­
ic bchavior of OUR can be corrc:lated with nutrient 
depletion and ,.-jable cell conccnt.ration. Accordingly. 
OUR can ha.ve tv.o important applicalions in insc:ct 
cell culture: for on-linc c'l1m.at1on of "1able ce lis. and 
as a possablc feed-bJck .::omrol var1;:ible m autornJlic 
strategies of nulTh!nC ;.lddiuon. 

Resultados y Di..scusión 
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R~sulrados .v Discusión 

V.4.2 ~fonitoreo y corzrro/ en línea de culti\·os infectados 

Como ha sido discutido en las Secciones V.3 y V.4.1. un abastecin1iento adecuado de 

nutrimentos antes y después de Ja infección es indispensable para lograr buenos rendimientos y 

producth·idades del sistema. Para lograr ésto se rcquuiere tener un entendimiento completo del 

metabolismo celular antes y después dc Ja infccción. Varios grupos han trabajado en lograr éste 

entendimiento. lo que ha resultado en difcrcntt:s estrategias para lograr un abastecimiento 

adecuado de nutrimentos después de Ja infección. que incluyen la peñusión. recambio de medio 

y alimentación de nutrimentos (Bédard et al.. 1993; 1994; \Vang et al.. 1993; Caron et al.. 

1994. Óhman et al.. 1995. 1996; Radford et al.. 1997; Chan et al.. 1998). Sin embargo. las 

estrategias a seguir de-ben estar ba..,..adas en el cnrcndin1icnto del n1etaholismo celular después de 

Ja infección. y apoyadas por estrategias adecuadas de monitoreo y control. Con el fin de ampliar 

el conocimiento d<!l papel de Jos nutrin1entos y de evaluar Ja utilidad de la velocidad de consumo 

de oxígeno (VCO) para rnonitorear cultivos después de la infección. se realizaron varios cultivos 

en biorreactorcs instru1ncntados descritos en la Tabla V.l. 

Tabla V.l Dcscrirc10n de los cultivos c:n biorreactor v resumen de la producción de proteína rccomhinantc. 
Nutrimentos Otras VP8 max Rendimiento 

Figura Biorreactor añadidos al adicionesª U/mL x I o-6 U/cel 
inrectar3 

V.I 0.7L 16.9 9.7 

V.2 3.8L Glc 285.93 95.59 

3.8L Glc+Gln 293.27 129.61 

V.3 0.7L Glc 
l. Glc" 

278.54 128.3 2. Gin• 

• Basada en la VCO 
a. En todos los casos se alimentaron glucosa (Gtc) y Gin para lograr una concentración final de 0.6 g/L o 1.6 
mM. rcspectiv3.1Tlcntc. 

La Figura V.1 muestra un cultivo en lote realizado en un reactor instrumentado de lL. 

Como muestra la línea punteada. el reactor fue infectado a las 73h de cultivo. En el primer panel 

de la figura se muestra la concentración celular. el perfil de la veo y del oxígeno disuelto (OD). 

Como se puede inferir por el perfil de la veo (ver Sección V.4.1). y como se observa en el 

panel intermedio. los monosacáridos habían sido totalmente consumidos antes de la infección. 

La VCO permaneció constante después de Ja infección. hasta que se inició la lisis celular. La 

veo trazó de cerca el perfil de la concentración celular viable después de infectar. La 

concentración máxima de VP8 obtenida fue de 16.9 U/mL. y se detectó a las 96 h de cultivo (ver 

Tabla V.1). 
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Figura V.1 Cultivo lote en reactor instrumentado. OD se refiere a oxígeno disueho. La tenca punteada marca 
cJ momento de la infección con bac8 a una l\101 de 10 ufp/cel. 

Un segundo cultivo. mostrado en la Figura V.2, fue alimentado con glucosa al momento de 

infectar. En contraste con el cultivo lote, la adición de virus y glucosa provocó un aumento de la 

VCO del 80%, comparado con la VCO al momento de infectar. La adición de únicamente 

glucosa a cultivos no infectados no provoca un aumento en Ja veo (datos no mostrados). por lo 

que el comportarn.iento observado debe ser consecuencia de la infección. Varios grupos han 
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observado incrementos en la veo al momento de infectar de hasta el 100%, lo que se atribuye a 

un aumento en el metabolismo celular después de la infección (Kamen et al .• 1991. 1996; 

Hensler y Agathos, 1994; \Vong et al., 1994; Cruz et al., 1998). Sin embargo, en éste lfabajo 

no se observó un aumento en las velocidades específicas de consumo de glucosa o de glutarnina 

a la par con el aumento de la VCO (3.63 x10-10 mmol carbono/ce! h y 0.34 x10-10 mmoUcel h. 

respectivamente, después de infectar. Comparar con Sección V.3). 
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Figura V.2 Cultivo alimentado con glucosa al momenco de infectar. Lil línea intcrTUmpida señala el momento 
de iníección. La línea punteada señala el momento del .agotamiento de la Gin. 
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Hasta el momento, ninguno de los grupos de investigación mencionados ha reportado cuál es 

el nutrimento que sostiene el aumento en la VCO. aunque \Vong et al. ( 1994) suponen que se 

trata de un aminoácido. Fue n1uy interesante observar que la infección del cultivo lote no 

provocó un aumento en la VCO. Esto demuestra que la pre~encia de glucosa es indispensable 

para que exista el aumento en la VCO. aunque su con~umo cspecífico no se incrementa. 

Anteriormente. otros grupos han reportado la ausencia del aumento de la YCO después de la 

infección en algunos culti\.·os con bajas productividadc.!s. lo que ~e ha atribuido a una infección 

ineficiente (Kan1cn et al.. 1991. 1996). Sin crnhargo. este trabajo es el prin1ero en demostrar 

que la glucosa es esencial para que au111cntc la \.'CO. y que. más que una infección in'-!ficicntc. la 

falta de éste incrcn1cnto tiene un origen nutrimcntal. En concordancia con los otros reportes de 

la literatura sobre cultivos donde no aumentó la VCO al infectar. el cultivo lote produjo 16 veces 

menos VP8 que el cultivo V.15 tn=r Tabla V.1). 

A las 96 h de cultivo se observó una drástica caída en la VCO, que además coincidió con el 

inicio de la fase de muerte del cultivo (Figura V.2). El análisis de las muestras mostró que la 

caída en la VCO coincidió con el agotanliento de Gin en el cultivo. Con10 se discute en la 

Sección V.4.1. un comportamiento sirnilar ha sido observado en cultivos de hibridomas 

(Ramírez y Mutharasan, 1990; Eyer et al.. 1995; Higareda et al.. 1997). En el caso de cultivos 

infectados de célul<is de insecto, hasta éste trabajo la c¡úda en la veo no había sido relacionada 

con algún evento en el cultivo. El que el agotamiento de la Gin provoque una drástica caída en la 

veo parece indicar que se trata de la principal ful!nte para la fosforilación oxidativa (ver 

Sección V.3). Después de las IOOh de cultivo fue imposible controlar el OD, por Jo que no se 

pudo estimar la veo. 
La VCO, como se ha discutido en Ja Sección V.4.1, ha sido utilizada como una 

herrrun.ienta poderosa para monitorear el agotamiento de nutrimentos en cultivos de células de 

mamíferos y diseñar estrategias de alimentación. Con el fin de determinar si es posible 

implementar éste tipo de estrategias en cultivos infectados de células de insecto, se realizó un 

cultivo igual al mostrado en la Figura V.2. pero adicionando Glc y Gin conforme se detectó 

una caída en la VCO (ver también Sección V.4.1). Las cinéticas del cultivo se muestran en la 

Figura V.3. Los monosacáridos, como señala el perfil de la VCO. se agotaron a las 75 h de 

cultivo. Por lo tanto se alimentó glucosa junto con el virus. En ésta ocasión la infección 

provocó un aumento del 60% en la VCO. Como se puede observar en el perfil del OD. algunas 

perturbaciones en el control introdujeron ruido en la estimación de la VCO. Para discriminar 

entre las penurbaciones y una disminución real de la VCO, es necesario considerar también el 

perfil del OD: cuando se trata de una perturbación, el perfil del oxígeno disuelto aumentará 

como consecuencia de un cambio en la composición de los gases a la entrada. Cuando se trata 
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de un disnúnución en la VCO, el OD aumentará a pesar de que la composición de los gases a la 

entrada sea constante. De esta forma, es posible discriminar entre eventos operacionales y 

eventos metabólicos en los cultivos. 
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Figura V.3 Cultivo alimentado con base en la VCO. La línea interrumpida señala el momento de infección y 
alimentación de Glc. 1 y 2 se refieren a los momentos de adición de Gin y Glc. respectivamente. 
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A las 110 h se detectó una drástica caída en la VCO. de pendiente muy similar a la 

observada cuando se agotó la Gin el cultivo anterior. Por lo tanto se alimentó Gin. En el panel 

intermedio se observa que la caída en la VCO coincidió con el agotamiento de la Gin. La 

alimentación provocó una recuperación en la veo al nivel que tenía antes del agotamiento de la 

Gln. Posteriormente se obst!n.'ó una caída gradual de la VCO. que. con ba.~c en lo!-. re~ultados 

mostrados en la Sección ·v . .i. t. corresponde al con1porta1nicnlo observado cuando se agotan 

los rnonosacáridos. La glucosa fue entonces afi.adida al cultivo. lo que provocó una 

recuperación de la VCO. En la Tabla V.2 se muestra una comparación entre la' velocidades de 

disminución de la VCO conforme el su~trato agotado. Cuando se agotan los n1onosacáridos la 

VCO disrrtinuye con una velocidad ::!:? veces menor que cuando ~e agota la Gln. E~to pone 

claramente en evidencia el diferente papel de cad~t. uno de estos nutrimento~ en cl n1ctabolisrno de 

la célula infectada. uno como principal su~trato para la respiración. y otro co1no principal fuente 

de esqueletos carbonados. corno se ha discutido también en la Sección V .3. Adcmá...,.. permite 

discriminar claramente cuál fue el sustrato agotado. y tomar una acción correctiva en caso 

necesario. 

Tabla V .2 Velocidad de disminución de la VCO provocada por el agotamiento de Glc o Gln en los cultivos. Se 
muestra media y desviación estándar de ta.. ... caídas de la VCO ohs.ervadas en todos los culfr\.'OS. 

Nutrimento dVCO nmol 
agotado ~·x1 o6cel·h2 

Glucosa 

Glutamina 

-7.5± 1.38 

-168 ± 3:! 

Corno se muestra en la Tabla V.1. la alimentación con base en la VCO no incrementó la 

concentración de proteína recombinante. aunque el rendimiento por célula aumentó un 34%. 

Como control. se realizó otro cultivo en el que se alimentaron tanto Glc como Gin al momento 

de infectar. Los resultados obtenidos se muestran para comparación en la Tabla V.l_ Dicho 

cultivo tuvo un rendimiento muy similar al cultivo alimentado con base en la VCO. Esto 

confirma la imponancia de un abastecimiento adecuado de Gin y Glc al momento de infectar. 

Aunque la alimentación con base en la VCO no presentó ventajas sobre la adición de 

nutrimentos al momento de la infección, ésta herranúenta sigue siendo útil para monitorear los 

cultivos. y tomar alguna acción correctiva en caso de alguna eventualidad operacional que 

provocara un agotamiento prematuro de los nutrimentos (adición de menor cantidad de 

nutrimentos. o subestimación de las necesidades del cultivo). 
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V.5 Producción de las proteínas recombinantes de rotavirus por células de 

insecto. 

El primer paso para lograr un entendimiento de la producción de las proteínas multiméricas 

es obtener los parámetros cinéticos de producción de cada una de las diferentes proteínas que 

conforman las PPV. Esta información permitirá no solo el entender la dinámica de producción 

de los diferentes monómeros de proteínas. sino que adcn1ás será po~ibJe idencificar Jos pasos 

limitantes para Ja producción de proteínas rccon1binantcs y. como consecuencia. diseñar 

estrategias que agilicen estos pasos. Para definir Ja estrategia experimental se partió de un 

análisis deJ proceso de infección basado en información de Ja Jiteratura. La infección de células 

de insecto por baculovirus sigue una distribución de Poisson (de Gooijcr et al.. J 989; Licari y 

Bailey. 1992; Tsao et al.. 1996). Por lo tanto. es posible predecir la cantidad de células que 

serán inicialmente infectadas en un cultivo. de acuerdo con Ja !\.fDI. si se supone que la infección 

por cada virus es un evento independiente. y que Ja infección primaria es simultánea. La 

probabilidad de que una célula sea infectada por w virus estará dada por: 

p(w)=[( M~:w }-MDI] V.I 

Utilizando la ec. V. I, se puede predecir la probabilidad de que una célula sea o no infectada 

por una o más partículas virales, como se muestra en la Figura V.4. Es claro que, para que 

prácticamente el 100% de la población sea infectada por lo menos por un virus, se debe utilizar 

una 1'-IDI ~ 5 ufp/cel. 

Con base en esta información, se decidió utilizar una MDI de 5 ufp/cel para determinar las 

velocidades de producción de las proteínas recombinantes a partir de una población 

prácticamente 100% infectada. Los experimentos se realizaron en frascos agitados utilizando 

medio SF90011 y una densidad celular al momento de la infección de lxl06 ccl/mL. Se 

determinó que las infecciones realizadas en estas condiciones no sufren limitación por 

nutrimentos o por oxígeno (datos no mostrados). En la Figura V.5 se muestra una cinética 

típica de producción de proteína recombinante, ejemplificada con el caso de VP7. La cinética 

sigue el comportamiento esperado para cultivos infectados en condiciones similares y 

expresando proteínas de rota virus, tal como ha sido reportado previamente (Labbé et al .• 199 I; 

Sabara et al .• 1991; Bédard et al., 1994; Wong et al., 1996). La producción de proteína 

recombinante fue detectable después de las 24 horas postinfección (hpi), y continuó hasta el final 

del cultivo. Cabe aclarar que, aunque en general las cinéticas observadas para la producción de 

104 



Rt!sl4ltados .'11 Ducusión 

cada una de las cuatro proteínas recombinanres fue similar. el sirio y Ja velocidad de expresión de 

las proteínas fueron muy diversos. como se muestra en Ja Tabla V.3. VP2 se encontró en 

todos los casos en Ja fracción insoluble de las células. en concordancia con repones anteriores 

(Labbé er al .• 1991 ). VP6 se encontró asociada a las células excepto cuando Ja viabilidad celular 

empezó a descender. Aparentemente. se expresa en la fracción citoplásn1ica. Esto concuerda 

con el repone de Sabara et al. ( 199 J) de que no hay liberación de VP6 hacia el exterior de las 

células. aún cuando Ja viabilidad haya disminuido drásticarriente. VP7 fue encontrada en los 

sobrenadantes aún desde Ja.s 48 hpi (Figura V.5). Ya que VP7 esta glicosilada, existe la 

posibilidad de que sea excretada por las células. Este componarnicnto concuerda con el 

observado por Sabara eral. ( 1991) . 
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Figura V .4 Probabilidad de infección según la distribución de Poisson. 

Tabla V.3 Parámetros cinéticos de producción de proteínas a 1'<'101 = 5 ufp/cel y TDI = Jxl06 ccUmL. En el 
caso de VP2. VP6 y VP7. media y desviación estándar de 3 experimentos. Las '-'Clocidades de expresión se 
calcularon a partir de Ja pendiente entre la concentración de proteína rccombinanle y el tiempo entre las 18 y las 55 
hpi. Para calcular las velocidades específicas se dividió la velocidad de expresión entre Ja concentración celular 
promedio duranre ese tiempo. 

Proteína 
VP2 VP6 VP7 VP4 

Sitio de expresión membrana citoplasma secretada membrana 

q Proteína U/mL h 0.58±0.1 7±1.5 13.2± 3 0.96 

q Proteína U/10 6 cel h 0.48±0.11 6.5 ± 1 19.46± 5 0.82 

Proteína max U/mL 34.95±3 358.8 ± 14 698± 19.5 39.4 
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Figura V.S Cinética típica de un cultivo infectado a 1x106 cel/mL y con una MOi de 5 ufplccl. 

Resultó muy interesante observar una correlación logarítmica entre la velocidad de expresión 

y el tamaño de las proteínas recombinantes (Figura V.6). Es imponante tomar en cuenta que 

las velocidades observadas de producción de las proteínas recombinante son producto tanto de 

las velocidades de producción como de las de degradación. Por lo tanto. las velocidades reales 

de producción de proteínas probablemente serán mayores a las reponadas en este trabajo. 

Aparentemente el tamaño de cada una de las proteínas determina su velocidad de síntesis, 

independientemente de la existencia de modificaciones postraduccionales. La relación entre el 

tamaño y la concentración máxima de cada proteína puede ser consecuencia de estas diferencias 

entre las velocidades de síntesis. ya que la fase de producción de proteína recombinante 

presumiblemente dura lo mismo en cultivos infectados en las mismas condiciones (O'Reilly et 

al.. 1994 ). 

Con el fin de explicar CE~e componarniento, se realizó un análisis cinético del proceso de 

producción de proteínas a panir de información de la literatura. La velocidad de producción de 

las proteínas depende de la velocidad de síntesis de los mensajeros. la velocidad de traducción de 

106 



'· 

los ribosomas. el número de ribosomas realizando la traducción y la velocidad de degradación de 

las proteínas y de los mensajeros (Farewell y Neidhardc, 1998). 
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Figura V.6 Relación entre el peso molecular y Ja ••clocidad de producción de: proteínas recornbinantes en células 
de insecto. Se muestra Ja correlación entre Ja velocidad de producción y el peso molecular. Los símbolos y las 
banas representan Ja media y des\.·iación estándar de tres experimentos. respectivamente, excepto para VP4. En 
algunos ca.sos las barras son más pcqueiía.s que d símbolo ("' cr Tabla V ...3). 

Cuando existen condiciones de exceso de nutrimentos y las condiciones ambientales son las 

adecuadas (pH. OD. ele.), la velocidad de transcripción de la RNA polimerasa y de traducción 

de los ribosomas presurrtiblemenle son constantes y las máximas (Chohji et al.. 1976; Mowbray 

y Nierlich. 1975). Ya que los genes que codifican para cada una de las proteínas recombinantes 

se encuentran bajo el mismo promotor. y fueron producidas bajo las mismas condiciones (MDI. 

TDI. ere.), se puede asumir que las velocidades de traducción de los ribosomas y de 

transcripción de las polimerasas fueron iguales para los 4 casos (Whiteley er al .. 1997). 

Igualmente, podemos suponer que las frecuencias de iniciación de la traducción y la 

transcripción y Ja degradación de mensajeros fueron iguales e independientes del tamaño de cada 

proteína (Bibila y Flickinger. 1991; Whiteley et al., 1997). Aunque aún no se ha deterrrtinado la 

naruraleza de la R..-.,¡A polimerasa responsable de la transcripción de mensajeros bajo el promoror 

de la polihedrina (O"Reilly et al .. 1994). supondremos que dicha polimerasa transcribe a una 

velocidad sirrtilar a la reponada para otras polimerasas de células eucariotes superiores cultivadas 

in vitro, 83 nucleótidos/pol s (Bibila y Flickinger. 1991 ). La velocidad de transcripción estará 

dada por. 
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V.2 

donde Npo1 es en número de polimerasas trabajando. VpoJ. la velocidad de transcripción de cada 

polimcrasa y LAR.-.;m. la longitud del ARNm. 

De igual fonna. es posible calcular la velocidad de traducción de las proteínas recombinantes 

con base en la velocidad de traducción de un ribosoma (vr1b = 20 nucleótidos/ribosoma s). y el 

número de ribosomas unidos a cada transcrito. Nnb• 1 ribosoma/135 nucleótidos (Bibila y 

Aickinger. 1991 ): 

V.3 

donde NAR.-.;m es el número de mensajeros disponibles para la traducción. Utilizando las ces. 

V.2 y V.3 se generó la Tabla V.4. 

Tabla V.4 Parámetros cinéticos calculados a partir de información de 1a lirer.::uurn. 

Proteína 

VP2 

VP4 

VP6 

VP7 

A mi noácid osª 

880 

776 

397 

326 

a.. Mattion et al .. 1994. 

Nucleótidos/ Velocidad de Ribosomas/ 
mol ARNm transcripción transcrito 

2640 

2328 

1191 

978 

mol ARNm/pol s 

0.0314 

0.0357 

0.0697 

0.0849 

19 

17 

8 

7 

Velocidad de 
traducción. 

mol/ARNm s 

0.1439 

0.1460 

0.1343 

0.1431 

Es claro que, aparentemente debido a que mensajeros más largos son simultáneamente 

traducidos por una mayor cantidad de ribosomas. la velocidad de traducción no guarda la 

relación observada entre el peso molecular y la velocidad de producción de proteínas en la 

Figura V.6. mientras que la velocidad de transcripción si la guarda. como se muestra en la 

Figura V.7. Los cálculos apoyan la hipótesis de que la velocidad de transcripción sea el paso 

limitante para la producción de las diferentes proteínas recombinantes. Esto se refuerza con el 

hecho de que la velocidad de transcripción resultó ser. a lo más. el 60% de la velocidad de 

traducción. Experimentos posteriores, que serán discutidos más adelante, también apoyan esta 

hipótesis. 
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V.6 Uso de la J\.fDI como herramienta para manipular la velocidad de producción 

y la concentración de proteínas recombinantes. 

Se infeccaron cul1ivos con diferenles MDI. para e.'<plorar la ucilidad de esta variable para 

manipular la velocidad de producción de pro1eínas rccombinanies. Como se mues1ra en Ja 

Figura V.8. un incremenlo en la 1".1Dl de 1 a 5 ufp/cel incremcnló un 80 % la velocidad de 

producción de VP2. Cuando se u1iliza una MDI de 1 ufp/cel, únicainenie el 63% de la población 

serla infectada al momen10 de agregar el virus (ver Figura V.4). El rcs10 de la población se 

infectaría con la progenie viral producida por las cc!lulas inicialmcnle infeciadas (infección 

secundaria). Esw explica la reducción en la velocidad de producción de proteínas. De la misma 

fonna. la concentración máxima de VP2 aumenió un 25% al aumenlar Ja 1\.101 de 1 a 5 ufp/cel. 
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Figura V.7 Comparación entre las velocidades específicas de producción de proteínas obtenidas 
experimentalmente con las velocidades de transcripción calculadas. Para Jos datos experimentales. las barras 
indican desviación estándar de tres cxperimcn1os. exceplo para VP4. En algunos casos las barras son más 
pequeñas que el símbolo (ver Tablas V.4 y V.5). La línea se muestra. única.rnen[e para. indicar Ja [endencia.. 

En el caso de los cullivos infectados con 5 y 10 ufp/cel, el 100% de la población sería 

infeciada al momenlO de agregar el virus. y la diferencia consisle en el número de viriones que 

infecian cada célula. En la Figura V.4 se observa que a una MDI de IO ufp/cel, prácticamente 

el 100% de la población sería infectada por más de 3 virus/ce!, mientras que a una MDI de 5 

ufp/cel. el 73% de la población estaría infeciada por más de 3 virus/ce!. Esto se vería reflejado 

en un incremenio en el número de 1emplados de ADN disponibles para la transcripción. y en un 
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consecuente aumento en la velocidad de producción de proteína recombinante. El aumento en el 

número de viriones que infecta a cada célula se vió reflejado en un aumento del 75 ± 5% en la 

velocidad específica de producción de VP:?. Puede esperarse que este efecto tenga un 

comportamiento de satum.ción. donde. a partir de que los templados de ADN estén en exceso. un 

aumento en la 1'1DI ya no tendrá un efecto en la velocidad de producción de proteínas. Esa es la 

tendencia que se obs.:rva en la Figura V.8. y coincide con el comportanticnto observado en la 

literatura en cultivos infectados con hasta 100 ufp/cel (Licari y Bailey. 1991; Wong et al .• 1996). 

No hubo una diferencia significativa entre las concentraciones máximas de VP2 alcanzadas a 

MDI de 5 y 10 ufp/cel. Es claro que la 1\.101 puede ser utilizada como herramienta para 

manipular la velocidad. y por lo tanto la conc<!ntración máxima. de las proteínas re<!ombinantes. 

Esta herramienta será útil para lograr la estequiometrfa correcta entre las varias proteínas cuando 

se pretenda producir multimcros. 
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Figura V .8 Efecto de la MDI sobre la velocidad de producción y concentración máxima de VP2. Las b3l'Ttl5 
muestran la desviación estándar de tres experimentos. La línea únicamente muestra la tendencia.. 
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V.7 Producción simultánea de VP2 y VP6. 

La infección de cultivos con un solo tipo de virus puede generar una gran cantidad de 

poblaciones: células no infectadas, infectadas por 1. :::?, ere. viriones (ver Figura V.4). El 

sistema se vuelve aún más complejo cuando se realizan coinfeccioncs con 2 o más virus 

diferentes. Además de las poblaciones ya enumeradas. se lendrá que considerar las células 

infectada~ solo por 1 1ipo de virus. por el segundo 1ipo de virus. por an1bos lipos. y diferenles 

números de cada virus. Lógicamente. la producción de las diferentes proteínas recombinantes 

será el reflejo de estas poblaciones. Para conocer el proceso de produccJón de dos proteínas 

simultáneamente. se realizaron coinfecciones con bac2 y bac6. Cuando se realizan coinfecciones 

con dos baculovirus diferentes. la ecuación V. I toma la siguicnic forma (Tsao et al .• 1996): 

V.4 

donde a y b son las MDI de bac2 y bac6. respeclivamenle. y "w" y "y" son el número de virus 

de bac2 y bac6, respec1ivamente, que infectarían cada célula. Si utilizamos una l\.fDI de 5 para 

cada baculovirus recombinante (l'vtDI total = IOufp/cel), el 99.3% de la población será 

inicialmente infeclada por lo menos por 1 baculovirus de cada tipo. Se escogió esta estrategia de 

infección para realizar una caracterización inicial de la coinfección y la producción simultánea de 

ambas proteínas recombinantes. Una cinética típica se muesira en la Figur.i V.9. 

Tal como era de esperarse. el cultivo coinfectado se comportó de forma simiJar a un cultivo 

infectado con un solo tipo de virus a una MDI de 1 O ufp/cel: prácticamente no aumentó Ja 

concentración celular después de la infección. Ja viabilidad del cultivo empezó a disminuir 24 h 

antes que en el cul1ivo mostrado en la Figura V.5. y la viabilidad dirninuyó hasta el 20% 

también 24 h antes que el cultivo a una MDI de 5 ufp/cel. en congruencia con oiros repones de Ja 

literatura (Wong et al .• 1994, \Vu et al.. 1993). Es imponanie notar que. mientras que el 

rotavirus nativo tiene una relación VP6/VP2 de 3.4. Ja relación entre las proteínas obtenida fue 

de 15.5. La relación entre ambas proteína es clave para el proceso de ensamblaje. Hay que 

recordar que las PPV son estrucluras muy complejas que requieren del número exacto de 

monómeros de proteína para su ensamblaje. Es obvio que es necesario regular la expresión de 

ambas proteínas recombinames para obtener una expresión que se equipare con la presente en el 

rotavirus nativo. 

En la Tabla V.S se comparan las velocidades de expresión de ambas proteínas en cultivos 

coinfectados y en cultivos infectados por un solo tipo de baculovirus recombinante. No hubo 

diferencia significativa entre ambas velocidades. Este resultado apoya. una vez más. la hipóiesis 
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de que son Ja transcripción y el número de templados de ADN disponibles. Jos limitantes para Ja 

velocidad producción de proteínas recombinantes. Según la información disponible. esta es Ja 

primera vez que se reponan y comparan Jos parámetros cinéticos de producción simultánea de 2 

proteínas recombinantes por células de insecto. La imponancia de estos resultados para la 

realización del presente trabajo es que es posible extrapolar los parámetros cinéticos obtenidos en 

infecciones individuales para el caso de coinfecciones. y entonces predecir el componrunicnto de 

los cultivos coinfectados. 
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Figura V.9 Expre~ión simultánea de VP2 y VP6 en un cultivo infectado con una MDI de S ufp/cel de cada 
baculovirus rccombinante. 

Tabla V.S Velocidad de expresión de VP2 v VP6 en cultivos coinfectados o infectados individualmente. 

Tipo de expresión 

lndi"·idual 

Simultánea 

Velocidad de expresión. U/mL h 

VP2 

0.58 ± 0.13 

0.48 
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VP6 

7 ± 1.5 

7.31 
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V.7.J Uso de la MDJ para manipular la estequiometría entre VP2 y VP6 en cultivos 

coinfectados. 

De los resultados obtenidos, el manipular la l'\.fDl es la estrategia lógica para obtener una 

determinada estequiometría entre las proteínas recombinantes. La Figura V.10 muestra las 

estequiomelCÍas entre VP6 y VP2 que resultaron de diferentes relaciones entre las MDI. Los 

resultados obtenidos se comparan con un cultivo infectado con un baculovirus doble. bac2/6, 

que codifica simultáneamente para VP2 y VP6. 
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Figura V.JO Estequiomctría entre VP6 y VP:? en cultivos infectados a diferentes 1'-101 de cada virus. Los 
números sobre las barras indican la relación entre ambas muhiplicidadcs. La Jfnca punteada señala Ja 
cstequiomctrfa entre VP6 y VP2 en los rot.avirus nativos. 3.4. Para el virus doble y para 515. Jas barras indican 
media y desviación estándar de 3 experimentos. 

Es clara Ja utilidad de utilizar diferentes relaciones entre las MDis para modificar Ja 

estequiometría entre las proteínas. Deben hacerse varias consideraciones importantes. Primero. 

que el uso de MDI altas de ambos vi.rus asegura que cada una de las células sea infectada por lo 

menos por un virus de cada tipo. Esto se ha considerado importante para lograr un correcto 

ensamblaje de las proteínas en multímeros. como se discute más adelante (Sección V.7). 

Segundo. el utilizar MDI demasiado alcas (ca. JOO ufp/cel) podria anular la utilidad de la 

estrategia. ya que existirían copias en exceso de an1bos genes. y eJ efecto de las tasas entre las 

MDI se anularían. Finalmente. la alta imprecisión de las técnicas existentes para titular los lotes 

de virus dificulta utilizar esta estrategia. En este trabajo se han utilizado los mismos lotes de 

virus para asegurar que las diferentes relaciones entre bac2 y bac6 sean reales entre los 

experimentos. El utilizar virus múltiples. como el bac216. tiene la ventaja de que se asegura que 
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cada célula infectada contenga al menos una copia de cada uno de los genes de las diversas 

proteínas que se deseen expresar. Sin embargo, con el virus doble sería imposible manipular la 

relación entre pretinas. 

La estequiometría entre VP6 y VP:? utilizando bac2/6 y utilizando bac2 y bac6 a :\1Dls de 515 

fueron muy similares. lo que coincide con lo predicho por la ce. V. 1 y los resultados mostrados 

en la sección anterior. De igual forma. una disminución de la l\.lDI de bac6 en relación con la de 

bac2. aumentó la fracción de VP2. El efecto de la .'.1-lDI fue muy similar al observado en los 

cultivos infectados por un solo tipo de baculovirus (ver Figura V.8). Sc:gún Ja información 

disponible. únicamente el trabajo de Tsao el al. ( J 996) ha manipulado la cstequiometría de 

producción de dos proteínas rccornbinantes utilizando las ~101. UciliLando esta estrategia. 

lograron obtener PPV de parvovirus con composición con~cantc y altan1c.:ntc inn1unogénicas. En 

contraste con las PPV de rotavirus. Jas PPV de parvovirus se pueden cnsan1blar aún con 

diferentes estequiomctrías entre las proteínas que las conforman (Tsao el al.. 1996). En el caso 

de las PPV de rotavirus. el poder obtener una e~tcquion1etría determinada entre las proteínas 

recombinantes podría resultar en un incremento de las proteínas ensambladas. Sin embargo~ 

aunque en este trabajo no se evaluó el efecto de diferentes l\.lDI en el ensamblaje de los 

rnultírneros. los resultados indican que para obtener una estequiomctría entre VP6 y VP:? cercana 

a la presente en el rotavirus se deberá utilizar una proporción entre ambas l\.lDis de 0.6 a 0.2 ufp 

bac6/ufp bac2. 

V.7.2 Uso del TDI para manipular la estequiometría entre VP2 y VP6. 

El otro paráinetro importante en el diseño de estrategias de infección es el TDI. El TDI. como se 

ha explicado en los antecedentes. se refiere al momento del cultivo en el que se agrega el virus. y 

es detenninante para laproductividad de la proteína recombinante (ver Antecedentes). Corno 

se ha discutido en los Antecedentes. la infección de las células de insecto por el baculovirus 

tiene varias fases: la temprana (0-6 hpi). tardía (8-18 hpil y mu~ tardía (20-72 hpi). Se ha 

determinado que existe unión de baculovirus a las células y transporte de nucleocápsides virales 

al núcleo celular aún 24 hpi (Dee y Shuler. 1997). Esto significa que las células pueden ser 

nuevamente infectadas hasta 24 h después de la infección inicial. Sin embargo. no se conocen 

las características de esta segunda infección, ni cómo sería la expresión de las proteínas 

recornbinantes. si la segunda infección fuera producto de un baculovirus rccombinante diferente 

al primero. Pueden plantearse dos hipótesis. Primero. que la replicación del segundo tipo de 

bacuJovirus fuera más eficiente. o por lo menos igual que la del primer tipo. Esto se esperaría en 

el escenario de que los segundos viriones que entren a la célula encuentren ya funcionando toda 

la maquinaria celular necesaria para producir las proteínas virales. como consecuencia de la 
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infección por el primer virus. La segunda hipótesis seria que. aún cuando la célula siga siendo 

susceptible a una nueva infección. esta infección no fuera tan eficiente como cuando la célula no 

ha sido infectada. y por lo tanto la expresión de la segunda proteína se vería disminuida de una 

forma similar a cuando se disminuye la ~tDI. Esto podría ser consecuencia de los grandes 

C3.I11bios en las células que provoca la infl.!'cción con baculovirus en la etapa temprana: cambios 

en el citoesqueleto. disminución en la cantidad de! receptores virales. etc. (~tiller. 1996). Como 

primer acercarn.iento se trabajó con la !'>cgunda hipótesis. y se utilizó un ~TDI <tiempo de 

infección con el segundo tipo de baculovirus tbac6) - tien1po de infc...:-ción con el prin1c:r tipo de 

baculovirus (bac.2)) para regular la cstcquion1ctría de producción entre las proteínas 

recombinantes. Según Ja información di!'>poniblc. esta e~tratcgia no ha ~ido propuesta por otros 

grupos de investigación. Se decidió utili.lar un intervalo de ~TDI de O a 6 hpi. cuando aún las 

células inicialmente infectadas se encuentran en la fase temprana postinfccción. Se infectaron 

lx 106 ceVmL con una :>-101 de 5ufp/cel de cada baculovirus. para poder discrin,inar entre el 

efecto del .ó.TDl y de las l'-101. Los experimentos se realizaron por triplicado. y tuvieron 

tendencias similares. Uno de estos experimentos se muestra en la Figura ·v .. 11. El cultivo 

control. infectado sin1ultáncamente con bac:! y bac6~ tuvo un con1portanlicnto similar al que se 

muestra en la Figura V .. 9 .. cultivo con la...,. mismas características. Las proteínas recombinantes 

fueron detectadas 24 hpi. VP6 fue detectada en el sobrenadante después de que inició la lisis 

celular. La concentración má.xima de VP2 fue de 32 U/mL. mientras que la de VP6 fue de 350 

U/mL. La relación entre VP6 y VP2 fue de 12 (ver Figura V.12 panel inferior). Cuando se 

utilizó un ll.TDI de 1 h. los cultivos prácticamente no produjeron proteínas recombinantes. y no 

disminuyó la viabilidad celular hasta las 140 hpi. mientras que en los otros cultivos la viabilidad 

disminuyó a partir de las 48 hpi. Hen10s observado este comportamiento en otros cultivos poco 

productivos .. aunque hasta el mon1ento no podemo~ explicarlo. Las concentraciones celulares en 

los cultivos infectados con .ó.TDI de 3 y 6h fueron muy similares. Sin embargo. en ninguno de 

estos cultivos se detectó VP6 extracelular. Es importante mencionar que la técnica utilizada para 

cuantificar proteína recombinante en los sobrenadantcs tiene una sensibilidad casi 5 veces menor 

que la técnica para cuantificar proteína intracelular. Por lo tanto. mientras lo núnimo detectable 

intracelularrnente es 2.3 U/mL, en sobrenadantes es 11 U/mL. por lo que no se puede descartar 

la presencia de concentraciones muy pequeñas de VP6 en los sobrenadantes (S 1 1 U/mL). El 

retraso en la infección con bac6 resultó en un retraso en la producción de la proteína 

recombinante. Mientras que con un .ó.TDI de Oh VP6 se detectó a partir de las 24 hpi. con un 

ATDI de 3, VP6 se detectó 12h después. y con ATOi de 6h, casi 36 h después. Además. la 

concentración máxima de VP6 disminuyó un 95% y un 96 9'o con ATDI de 3 y 6 h. 

respectivamente (Figura V.12, panel superior). Si para todos los cultivos consideramos 
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Figura V. 11 Efecto del ATOi sobre las cinéticas de producción de proteínas recombinanrcs. Cada cultivo fue 
infectado con 5 ufplccl de bac2 y bac6. VP6 se refiere a Ja prorcfna detectada intracelularmenrc + proteína 
dc:1ectada en el sobrenadan te. Para los cultivos con 6.TDI >O. no se derect6 VP6 en Jos sobrcnadanres. 
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Figura V .. 12 Efecto del ~TDI sobre la producción de proteínas rccombinantcs. Se muestra media y desviación 
estándar de tres experimentos. En algunos casos Jos símbolos son mayores que las barras de error. VP6 se refiere 
a la proteína detectada intracclulannente +proteína detectada en el sobrenadantc. Para los cultivos con ~TDI >O. 
no se detectó VP6 en los sobrenadantes. 

únicamente la VP6 intracelular. enlonccs la disminución en la concentración máxima fue del 13 

% y del 53%, respectivamente (Figura V.12 primer panel). Mientras tanto. la concentración 

máxima de VP2 aumentó un 52 % en el cultivo con un .ó.TDI de 6 h. en comparación con los 

cultivos a ll.TDI de O y 3h. La productividad de VP6 disminuyó un 85% con .ó.TDI de 3 y 6 h. 

mientras que la productividad de VP2 aumentó un 45% en los mismos casos (Figura V.12 
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panel intermedio). Este componamiento concuerda con la segunda hipótesis originalmente 

planteada: que el retrasar la infección con bac6 disnúnuiría la concentración de VP6 producida. 

Una consecuencia de esto fue una disminución en la estequiometría VP6/VP2 (Figura V.12). 

Esta estrategia resultó efectiva para manipular la estequiometría entre las proteínas. Para obtener 

una estequiometría cercana a la del rotavirus. deberá utilizarse un 6TDl de 3h. Esta herramienta 

es especialmente útil. pues no requiere del uso de! lotes virales con títulos muy altos. 

indispensables para utilizar de fonna eficiente la !V1Dl como herramienta para manipular la 

estequiometría entre las proteínas. 

V.8 Ensamblaje de PPV. 

La principal limitación para realizar un estudio cinético de la producción de PPV ha sido la 

dificultad para separar. identificar y cuantificar los multímeros de proteína. La técnica tradicional 

para realizar esto es el uso de gradientes. ya sea de CsCl o de sacarosa. Sin embargo. este 

procedimiento requiere de una gran cantidad de PPV. lo que únicamente se puede lograr con 

volúmenes de muestra muy grandes (~lOOmL). Además. está técnica es costosa. muy larga y 

somete a la muestra a una gran cantidad de tratamientos. lo que provoca la degradación de las 

proteínas recombinantes y/o la ruptura de los multímeros presentes (Chen y Ramig. 1992). Los 

únicos .2 trabajos que. a nuestro conocimiento. han realizado estudios sobre el proceso de 

producción de PPV han abordado el problema de varias formas. Tsao et al. ( 1996) utilizaron 

únicamente los datos obtenidos al cosechar los cultivos. Cruz et al. ( 1998) utilizaron con éxito 

la cromatografía. El primer acercamiento tiene la desventaja de que únicamente se conoce el 

comportamiento del proceso en un solo punto. que pudiera no ser representativo. o pudiera 

variar entre diferentes estrategias experimentales. El problema se dificulta aún más cuando en 

los culti .. ·os se producen simultáneamente varios tipos de PPV. y es necesario identificar y 

cuantificar cada uno. Esto aún no es posible utilizando cromatografía. como proponen Cruz et 

al. ( 1998). ya que. aunque la columna utilizada es muy eficiente para separar estructuras de ato 

peso molecular de las de bajo peso. la resolución a alto pesos moleculares no es suficiente como 

para lograr separarar entre las diferentes PPV que pudieran estar presentes sumultáneamente. En 

la Tabla V.6 se muestran las características de diferentes PPV y de rotavirus nativos. Otra 

estrategia que se podría utilizar sería el tener el mismo número de fra.._o;cos agitados como de 

muestras para analizar multímcros. Este acercamiento tiene la desventaja de que limita (por 

disponibilidad de espacio y de frascos agitados) el número de experimentos que pueden ser 

conducidos simultáneamente. Además. esta estrategia puede aumentar de fonna considerable el 

error experimental. 
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Tabla V.6 Características de PPV o panículas de rotavirus nativas. 
!\itultímero Proteínasª Peso molecularb Diámetroc 

!\ID a nm 
Rotavirus nativo VP:?+VP6+ 91.78+ARN 81.75 

VP4+VP7 

Rotavirus nativo 

PPV::? 

PPVI 

VP2+VP6 

VP:!+VP6 

VP2 

54.7:'.!~A~.._. 

54.7:? 

70.5 

70.5 

48 
a. Considerando solo las principaJcs protcfna.s estructurales prc:o-.entcs c:n los virus natJvos. b. Calculados a panir 
de datos de ~fattion et al.. 1994. c. Datos de PrasaJ et al. ( l 9g8 ). Se c-onsidc:ró que las PPV tcndrian el mismo 
diámetro que las panículas obtenidas a panir del ba..:ulo\'irus n.ltJvo rcponadas P<Jí Pra~.id et .11. ( J98SI. Esta 
suposición es válida ya que nücrografias clc:..:tróntca.s han ¡;;orrubt."lrado que la.s PPV ~on morfológ1carncnte idénticas 
que las estructuras del rota ... ·1rus nallvo (Üng et al .• 1994: Cra""ford et al.. 1994 t. 

En la literatura. el grupo de Labbé et al. ( 1991) ha utilizado con éxito geles de agarosa para 

comparar estruccuras obtenidas de gradientes de sacarosa. En este trabajo se decidió adaptar esta 

técnica, que ha sido ya descrita en la Sección IV.7.6 y en la Figura IV.3. La diferencia 

entre esta técnica y la reportada por Labbé et al. ( 1991 l. es que nosotros pretendernos separar los 

multímeros de extractos celulares completos. mientras que ellos partieron de muestras 

purificadas con gradientes. Los resultados obtenidos se n1ucstran a continuación. Para 

confirmar la utilidad de Jos geles de agarosa para scparar la..-; diferentes PPV a partir de extractos 

celulares completos. multímeros separados por gradientes de CsCI fueron utilizados como 

estándares. La migración de dichos estándares se muestra en la Figura V.13A. Para 

confirmar que las bandas obtenidas a partir de los extractos celulares fueran producco de las 

PPV ... las proteínas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se realizó una 

inmunodetección (Figura V.13B). No se observó ninguna banda en los controles de células 

sin infectar y células recien infec!adas. La relación entre la m.igración de Jos rnulcírneros y su 

diámetro y peso molecular (ver Tabla V.6) se muestra en la Figura V.13C. Es claro que la 

separación de los multímeros utilizando los geles de agarosa fue eficicnce y cuvo una resolución 

adecuada.. aún cuando se utilizaron extraeros celulares completos. 

Utilizando los geles de agarosa fue posible realizar cinéticas de ensamblaje utilizando 

muestras de solo 1 mL. lo que evitó cambios importantes en el volumen de los cultivos. La 

principal limitación de esta técnica es que únicamente se pueden separar y cuantificar rnultírneros 

en el interior de las células. Las PPV en los sobrenadantes se encuentran en muy baja 

concentración. por lo que se requieren por lo menos 60 mL de muestra para poder concentrarlos. 

En algunos experimentos se concentraron los PPV de sobrenadantes al final del cultivo. 

utilizando una ultracentrifugación a través de un colchón de sacarosa. Sin embargo. fue tanta la 

manipulación y la cantidad de otros multímeros en el medios de cultivo (por ej. multímeros 

constituídos por el mismo baculovirus). que fue imposible realizar una cuantificación adecuada 
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de la concentración de PPV de rotavirus. Por esto, Ja concentración de PPV en los 

sobrenadantt!S únicamente se repona en fonna cualitativa. 
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Figura V.13 Scparacú .. "ln e idc:nufica ... ~10n Je PPV!<i. y Tl)W\.'trus nalivos. A. Gc:J de agarosa al 0.6%. carril 1: 
ro1a .. •irus completo nauvo punficado en gr:JJicnrc: de Cs.CI, carnl .::!: rotavirus nativo sin c.apa C:\lema purificado 
por gradienrc de CsCJ. carril J: PPV.::! punficaJa por grad1en1c. B. lnmunodelccción de gel de agarosa al 0.6%. 
carril 1. rotav1rus completo nativo purificado por grad1cn1c. carril .::?: PPV:! purificada por gradiente. carril 3. 
células no infectadas. carriks -1-6: células infectadas expresando VP::!, tiempos postinfección: 48 . .::!4 y Oh, carril 7: 
PPVI purifo.:ada por gradiente. C. La nug:ración de multimcros en Jos geles de agarosa graficada contra su 
diámetro y peso molecular. según daros mos1rados en Ja Tabla \'.6. Se incluyó albumina bovina (P~1= 66 
KDa) para comparación. La línea únH.~a. .. ncnte indica la 1cndcncia. 

V.8.1 Producción de PPVJ. 

La infección de los cultivos únicamente con bac2 lleva a Ja producción de PPV 1. En este 

caso, y como ya se mencionó al principio de este capítulo. VP2 únicamente se observó en Ja 

fracción insoluble de los extraccos celulares. en concordancia con otros reportes de Ja literacura 

(Labbé et al., 1991. Zeng et al .. 1994). En la Figura V.14 se muestra una representación 

diagrfilllática de un gradiente obcenido de un extracto celular infectado por bac2 y tratado como 

se describe en !\fateriales y 1\létodos. y un gel desnaturalizancc de poliacrilamida {8%) teñido 

con azul de Coomassie de las diferentes fracciones obtenidas. No se observó presencia de VP2 

en las fracciones de menor densidad en el gradien1c (fracciones 1 y 2 en la Figura V.14). Esto 

indica que aparencemente toda la VP2 presente se ensalTlbló en mullímeros. lo que fue observado 

también por Labbé et al. ( 1991). Sin embargo, Zcng et al. ( 1994) han observado el ensamblaje 

espontáneo de VP2 purificada, por Jo que el ensamblaje podría ocurrir fuera de las células en el 

momento de la purificación. Como se observa en la Figura V.14. las fracciones 3, 4 y 5 

estaban conformadas por una única proJeína que migró a Ja altura de VP2 (flecha en Figura 

V.14). La identidad de VP2 fue confirmada por inmunodetección {no mostrada). Otros grupos 

de investigación han observado también Ja distribución de PPV 1 en varias fracciones de 
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gradientes de sacarosa. y han determinado que esto se debe a Ja presencia de moléculas de VP2 

truncadas, lo que puede evitarse con Ja adición de inhibidores de proteasas (Zeng et al.. 1994. 

1996). Sin embargo. en Jos geles desnaturalizantes no se observó diferencia entre las bandas 

correspondientes a VP2 de las diferentes fraccion"s del gradiente (Figura V.l.i>. Todas fas 

PPV 1 obtenidas por üng et al. l J 992) dc las difcn:ntcs fracciones de gradientes de sacarosa 

fueron morfológican1cnte idénticas. según observación aJ micro.,cop10 c:Jcctrónico. a pesar de 

que algunas contenían las moléculas de VP2 tn1ncadas. E~tas moléculas truncadas han sido 

también observadas en VP2 nativa (Zeng et al.. 1994). :-;o se conoc" aún el efecto de Ja 

presencia de estas moléculas de VP2 incompk!as en Ja calidad de las PPV. ni si la ruptura de 

VP2 sucede antes o después de su ensamblaje en PPV J. 

2 
V/////4 3 

:;.."//~ .................... 5 

2 3 4 5 6 7 

Figura V.14. Purificac16n de PPVI Se rnut:~tra un di..Jgrama <..k Ja._.., h.J.nda..~ ohtcnuia.."' en el gradiente de CsCI 
(ver l\.fateriales y .!\félodos). Las regiones son1brc¡1d.J..s rcprc~cntan Jas band..is visibles. Todas las fracciones 
fueron dializadas y sometid.is a clcctroforcs1s tgcl dc::-.n.J.turall.1:antc de P'o:llla.cnlamida. al gq. reñido con azuJ de 
Coomassie). En eJ gel: Carril l. C.'lt.tracto celular dt:spués de sonicar. Caml .:?:. paquc:-tc celular completo. Carril 
3. fracción 1 del gradiente. Carril ..i. fracción ::?.. Carril 5. fracción 3. Ca.rnJ 6. fracción 4. Carril 7. fracción 5. 
La flecha señala la banda constituida por V~. según confinna..:1ún pc.)r tnmunLxktccclón. 

Una cinética típica de formación de PPV 1 obtenida utilizando geles de agarosa. se muestra en 

la Figura V.IS. La cinélica de formación de multímeros siguió de cerca a Ja concentración de 

VP2, corno era de esperarse si loda la proceínas rccombinance se ensambla en nrnlcímeros. Al 

final del cultivo. se observó una caída en Ja concentración de mulcírneros. que no se observa en 

la concentración de VP2. Sin embargo. en esta muestra tampoco se observó VP2 sin ensamblar 

en geles no desnaturaJizantes de acrilarnida. corno Jos que se describen a concinuación. Esta 

diferencia entre la concentración de proteína y Ja de PPV 1 pudiera por lo tan lo deberse a algún 

evento experimental. 
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Figura V.IS. Cinética tipica de producción de multímcros utiliT.ando geles de agarosa. La absorbancia de tas 
bandas en Jos geles de agarosa fue normalizada con respecto a la de mayor concentración. MDI= 5 ufp/ccl. 

s 
vj.2 Producción de PPV2. 

Aún cuando se ha reponado Ja producción de PPV3a (formada por VP6 y VP7) en ausencia 

de VP2, trunbién se ha reponado que Ja concentración de estos multímeros es muy baja. y que 

son muy inestables (Sabara et al., J 991; Crawford et al.. J 994: Zeng et al.. 1996). En este 

trabajo no fue posible recuperar PPV de cultivos infectados únicrunente con bac6, ni fue posible 

recuperar PPV4 en ausencia de VP2 (datos no mostrados). En el caso de Jos cultivos 

eoirúectados con bac2 y bac6. se detectaron bandas que nugraron a Ja altura de los estándares de 

PPVl y de PPV2. La cantidad de PPVI detectada fue más de 100 veces mayor que la de PPV2. 

según las comparación densitométrica entre las bandas obtenidas (Figura V.16). La 

concentración de PPVI aumentó conforme avanzó el tiempo después de Ja infección. PPV2 fue 

detectada 48 hpi. pero su concentración celular dismjnuyó después de las 48 hpi. La 

wsmjnución de Ja concentración intracelular de PPV2 coincidió con el inicio de Ja lisis celular. lo 

que sugiere Ja liberación de PPV2 al medio de cultivo. Es imponante considerar que el análisis 

de Jos multímeros se realizó únicamente en Jos paquetes celulares. Se detectó Ja presencia de 

PPV2. pero no de PPVJ. en los sobrenadantes de los cultivos coinfectados con bac2 y bac6. 

Esto coincide con Jos resultados de Zeng et al. (1996), que al expresar simultánerunente VP2 y 

VP6 y cosechar al sexto día. únicamente observaron Ja presencia de PPV2 en el sobrenadante. 

Aparentemente, para Ja producción eficiente de PPV2, es necesaria la producción simultánea de 

VP2 y VP6 por cada célula. para que VP2 forme PPV2 y no permanezca unida a la fracción 

insoluble de las células. De acuerdo con repones de la literatura. y el presente trabajo. esta es la 

úruca forma en que VP2 puede ser encontrada en Ja fase celular soluble (Zeng et al .• 1996). Por 
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lo tanto. las estrategias adecuadas para la producción de PPV2 deberán incluir el utilizar MDI 

mayores de 5 de cada uno de las virus. 
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Figura V .. 16. Cinéticas de VP6. VP2. PPVI y PPV2 intr.::icelularcs en un cultivo infectado simulci.neamcnte 
con S ufp/cel de bac2 y 5 ufp/cel de bac6. UR se refiere a unidades de absorbancia. En Jos puntos que no se 
muestran no se detectó nJnguna banda en la inmunodetección. 

Unicarnente el efecto de Ja 6TDI sobre Ja producción de multímeros fue evaluado, y se 

muestra en Ja Figura V.17. De estos resultados se pueden también sacar conclusiones sobre el 

efecto de la relación entre las concentraciones de VP6 y VP2 en el ensamblaje de Jos multímeros. 

Fue muy interesante observar como. a pesar de que la relación VP6/VP2 disminuyó, Ja 

concentración intracelular de PPV2 permaneció prácticamente constante. lo que sugiere un 

mayor ensamblaje de VP6. Si este es el caso. la disminución de VP6/VP2 trae como 

consecuencia un mayor aprovechamiento de la VP6 producida al ser ensamblada en multímeros. 

En el panel inferior de la Figura V.17. se observa una disminución en Ja concentración 

intracelular de PPVJ conforme disminuye la relación entre VP6 y VP2. Ya que en ninguno de 

Jos experimentos se observó una disminución en Ja concentración de VP2 provocada por el 

6TDI (ver Figura V.12). este comportamiento corresponde con el esperado si aumentara Ja 
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concentración de VP2 ens:unblada en PPV2. y su consecuente liberación al medio de cultivo. 

No obstante. como se indicó anterionneme. la cuantificación de multímeros extracelulares no fue 

posible. De igual forma. la disminución en Ja concentración de PPV 1 conforme aumenta Ja 

6TDI. t:unbién corresponde con el comportamiento esperado si PPV2 es liberada al exterioir de 

las células. Aparentemente. el aumentar el 6TDJ podría aumentar la concentración de proteína 

ensamblada en PPV2 que estaría en Jos sobrenadames de los cultivos. En los 3 cultivos 

mostrados en la Figura V.17 se observó PPV2 en el sobrenadante. aunque como ya se 

mencionó. fue imposible cuantificar su concentración. Este resultados es por demás interesante. 

aunque mayor experimentación es aún necesaria par..i tener conclusiones cerntinantes. 
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Figura V.17 Efecto del ~TDI y de la concentración de VP2 y VP6 sobre Ja concentración intraceJular de 
multfmeros. Los experimentos fueron realizados como se cxpljca en la Sección V.4.2. UR se refiere a 
unidades de absorbancia. 
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Capítulo VI 

Conclusiones y Perspectivas 

En éste trabajo se abordó de forma integral el proceso de producción de proteínas a través del 

sistema células de insecto-baculovirus. El estudio incluyó desde los requerimientos 

nutrimentales de las células. hasta el proponer e!>trategias computarizadas de control y monitoreo 

en línea de reactores instrumentados. En cuanto a los requerimientos nutrimentales. se realizó 

un estudio del metabolismo de las células de insecto antes de la infección. en el que se 

identificaron las principales fuentes de carbono y energía (Gin y Glc). y el efecto de 

concentraciones Jimitantes de éstos nutrimentos. Con éste esludio se logró ampliar el 

entendimiento de metabolismo celular. y se obcuvo información cuantitativa que puede ser 

utilizada para el diseño de estrategias de adición de los nutrin1entos clave necesarios para 

mantener la viabilidad de Jos cultivos y para obtener las má."<imas concentraciones celulares 

posibles antes de la infección. 

El cultivo en reactores instrumentados es indispensable para la aplicación real del sistema 

células de insecto-baculovirus. Uno de los problemas más importantes en éste rubro es la 

fragilidad celular. lo que se ha solucionado utilizando el PF68. Este trabajo se demostró que el 

PF68 tiene un ef=to biológico más allá que el de proteger las células del estrés hidrodinámico. 

En este renglón se abre un gran abanico de posibilidades de estudio. que incluyen determinar 

como es la interacción entre las células de insecto y el PF68. y el determinar de forma molecular 

el efecto de dicha interacción. Este estudio puede tener implicaciones importantes en el uso del 

PF68 en cultivos de células animales en general. y en el diseño de nuevas sustancias 

protectoras. 

Otra de los recos. y a su vez de las ventajas. de los cultivos en reactores instn.Jrnentados. es la 

factibilidad del diseño de estrategias de monitoreo y control. En éste trabajo. se utilizaron Jos 

cultivos en reactores para fortalecer los conocimientos generados en frascos agitados sobre el 

papel de los diferentes nutrimentos. y su importancia para la producción de proteínas 

recombinantes. Además. utilizando la VCO se logró determinar en línea la concentración 

celular. el agotamiento de Gin y Glc, y predecir la productividad de los cultivos infectados con 

base en el aumento en la veo después de infectar. 

El análisis detallado del proceso de producción de las proteínas multiméricas. ejemplificado 

con el caso de las PPV de rotavirus. permitió profundizar el entendimiento de Jos factores 
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cinéticos que pueden afectar el ensamblaje de multímeros de proteína. como la velocidad de 

síntesis de cada una de las proteínas recombinantes. En éste trabajo se propusieron y utilizaron 

dos herramientas para manipular la velocidad de producción de las proieínas. Ambas 

herrantientas permitieron manipular la estequiomclria de producción de las proieínas VP:! y vP6 

expresadas simulláncamcnte en células de insec10. Aún es necesario implemeniar ambas 

herramientas para el diseño de estra1egias de producción de PPV de ro1avirus compleias. 

constituidas por las cuatro proteínas. En cuanto a la producción de multírneros. este es el primer 

trabajo donde se obtienen cinéticas de producción de 2 tipos de PPV simultáneamenie. PPVl y 

PPV2. Esto se logró gracias a una técnica adaptada de la literatura que requiere pequeñas 

cantidades de muestra. Las diferentes estquion1etrías entre las prot~ínas recombinantcs se vieron 

reflejadas en diferencias en la concentración y composición de los multín1eros obtenidos. 

Aparentemente, una menor relación VP6/VP2 aumentó la concentración de PPV2. multímero 

conformado por ambas proreínas. 

Además de los cuatro artículos incluidos en és1a Tesis. durante el desarrollo del trabajo 

doctoral se escribieron dos contribuciones para la Encyclopedia of Cell Technology. las cuales 

han sido arbitradas y acepladas para su publicación (Palomares y Ramírez. l 999a; l 999b). 

Estas contribuciones no han sido incluidas en la Tesis porque no forman pane del proyecto 

doctoral. 

VI.1 El sistema ideal para Ja producción de PPV2 de rotavirus en células de 

insecto. 

Con éste trabajo se ha logrado incrementar el entendimiento global del sistema de expresión 

de multúneros de proteínas por células de insecto. Este entendizniento constituye los cimientos 

del diseño de más y mayores estrategias de producción. Con la información generada en éste 

trabajo. se pueden proponer las siguientes estrategias para la producción de PPV2 de rotavirus 

en reactores instrumentados: 

1. Utilizar un reactor tolalmeme instrumentado que permita controlar estrechamente las variables 

ambientales y monitorear la concentración celular. la concentración de nutrimentos y la 

infección en general. 

2. Agregar PF68 al cultivo. lo que puede incrementar la producción de proteína hasta en 10 

veces. 

3. Utilizar para ambos virus (bac2 y bac6) una MDI de 5 e infectar utilizando un .ó.TDI de 6h. 

Esta estrategia permitirá utilizar poca cantidad de virns. pero disminuirá Ja relación VP61VP2. 

lo que aparentemente incrementa la producción de PPV2. 
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