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1. RESUM.

En les Ultimes dues décades, s han desenvolupat processos de produccié d’ una gran
guantitat de biomolécules d’interes terapeutic, com els anticossos monoclonals i les proteines
derivades de la manipulacié genética, mitjancant el cultiu de cd-lules animals. Les
configuracions simples d'operacio, cas del discontinu o dels sistemes en continu sense
retenci6 cellular, han permés desenvolupar cultius encara limitats, amb baixes concentracions
de cél-lules viables i baixes productivitats volumeétriques. Per aquest motiu, s han de realitzar
esforcos per desenvolupar sistemes de produccié amb altes concentracions cel-lulars i llargs
periodes de producci6. No obstant, un dels principals problemes que cal abordar per
augmentar la durada del cultiu i la productivitat és evitar, tant com sia possible, I’ acumulacio
de subproductes inhibitoris per a creixement i aimentar el cultiu amb tots els nutrients
essencials en concentracions suficients. Per0 per portar a terme aquests requisits, i obtenir aixi
un creixement optim del cultiu de cél-lules animals al bioreactor, és molt important el
monitoratge en linia de I’ entorn cel-lular per després actuar sobre el cultiu amb la informacié
adquirida.

En aquest treball s ha abordat el problema de |’ optimitzacié dels cultius de cél-lules
animals, més especificament dels hibridomes, des de I’estudi de I'aplicacié de diferents
estrategies de cultiu, com les operacions en discontinu o batch, discontinu alimentat o fed-
batch, i continu amb perfusio. Aquestes estratégies de cultiu s han readlitzat en un bioreactor
de tanc agitat amb I’gjut d’eines d’instrumentacié i control que genéricament s han utilitzat
per obtenir informacid i poder actuar, en els casos que ha estat necessari, sobre |’entorn
cel-lular. En I'estrategia en discontinu s han validat les mesures de concentracié cel-lular i
d’activitat cel-lular, utilitzades per obtenir informacié en linia de I'estat del cultiu, i sha
optimitzat I’ operacio mitjancant la fortificacio del medi de cultiu, encara que I’increment de
rendiment obtingut no ha estat gaire significatiu respecte als cultius realitzats amb medi
estandard. Tot i que aquest és el sistema d’ operacid més estés des del punt de vista industrial,
basicament per la seva ssimplicitat, es demostra que és clarament suboptim, ja que les cél-lules
es troben sotmeses sempre a un ambient canviant en que les condicions de cultiu sdn poc
favorables. preséncia de concentracions excessivament elevades dels diferents nutrients al
principi del cultiu, valors ats d’ osmolaritat i acumulacié de productes toxics en els estadis
finals del cultiu. Mitjancant I’ operacié en fed-batch s ha intentat donar soluci6 as problemes
de I'operaci6 en discontinu, tot canviant €l metabolisme cel-lular fixant els substrats
majoritaris a baixos nivells de concentracio, i aixi poder reduir la produccio de subproductes
inhibitoris i, per tant, augmentar la concentracio cel-lular i perllongar la vida del cultiu. Per a
tal propdsit, s hafet necessari I’ Us de diferents esquemes de control de nutrients amb I’ gjut de
les mesures implementades en linia i del disseny d'una solucié concentrada d’addicié. En
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concret, les estratégies desenvolupades graviten sobre dues mesures en linia, la de la
concentracié cel-lular i la del consum d oxigen, indicativa de I’ activitat cel-lular. De totes
formes, encara que els subproductes es redueixen i la concentracio cel -lular augmenta, no ho
fa en prou quantia respecte a cultiu amb medi fortificat i, per tant, la productivitat augmenta
molt [leument.

Per eliminar els problemes tant de I’ operacié en discontinu com de I’ operaci6 en fed-
batch, les cel-lules son retingudes a I'interior del reactor mitjangant un modul de
microfiltracié extern i son cultivades amb una aportacié constant de medi, de manera que es
garanteix una presencia dels diferents nutrients essencials a unes concentracions adequades
per ales cel-lulesi s aconsegueix eliminar els diferents subproductes cel-lulars que podrien
esdevenir toxics, aconseguint aixi unes condicions el més semblants possibles ales que tindria
lacél-lulain vivo. Per portar aterme |’ operacio del reactor en continu amb perfusié s ha posat
a punt tot el sistema de retencio cel-lular, s’ha implementat un nou sistema d’aeracié per
subministrar suficient oxigen dissolt a cultiu, s ha dissenyat una configuracié de control per
aportar els nutrients necessaris al procés i permetre un millor entorn de cultiu i, un cop assolit
valors de concentracio cel lular elevats, s han provat diferents medis fortificats per augmentar
el temps de residencia del medi de cultiu dins del reactor, i aixi incrementar la concentracio
final de producte a la sortida del bioreactor. A partir dels resultats obtinguts s'ha pogut
constatar que aquesta estratégia de cultiu permet obtenir elevades concentracions cel-lulars
durant periodes de temps superiors als de les altres dues estrategies estudiades, incrementant-
se també tant la productivitat com la concentracio final d’ anticos monoclonal.

Aquesta memoria S ha estructurat de manera que inicialment es fa una introduccio
(capitol 2) en qué es revisa la importancia dels cultius de cél lules animals en Biotecnologia,
les seves principals aplicacions, €ls tipus de cdl-lules utilitzades, les caracteristiques més
importants del sistemes de cultiu emprats i les possibles estratégies per poder millorar-ne la
productivitat. Seguidament (capitol 3), es plantegen els principals objectius del trebal. A
continuacié (capitol 4), s'enumeren quins son els principals metodes de mesura de la
concentraci6 i |'activitat cel-lular que es poden emprar actualment per a cultius de cél-lules
animals, i es demostra, per a I"hibridoma KB-26.5, la validesa de les mesures en linia de
I’ espectroscopia d’ impedancia, dels metodes optics i del métode dinamic de la demanda
d’ oxigen. Al capitol 5 es presenta el desenvolupament del software de control del procés per
poder redlitzar e control de nutrients, gestionar els diferents equips i adquirir tota la
informaci6 de I’ evolucio dels parametres cel -lulars. En €l capitol 6 es descriuen les principals
caracteristiques de cadascuna de | es estratégies utilitzades en el treball: discontinu, fed-batch i
continu amb perfusio, aixi com les configuracions de control utilitzades, els medis de cultiu i
alimentacio, el comportament cel-lular avaluat a cada estrategia, i € rendiment del producte
d’interés obtingut a cada cultiu. En el capitol 7 s’ exposen les principals conclusions extretes
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del treball. A continuacid, es presenten els materials i métodes emprats (capitol 8),
s enumeren les referéncies bibliografiques (capitol 9), es déna un llistat de la nomenclatura
utilitzada (capitol 10). Finalment, s'adjunten 3 annexos per complementar alguns aspectes
concrets d’ aguest treball.



