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7. CONCLUSIONS.

A partir dels resultats obtinguts en aquest treball s'han pogut extreure les segiients

conclusions finals.

S'ha demostrat la validesa de les mesures de concentracio cel-lular provades, com €ls
meétodes optics i les mesures d espectroscopia d impedancia i s’ ha detectat en quina
situacié del cultiu és més apropiada cadascuna d’elles. D’dtra banda, s ha implementat
d’ una forma simple la mesura de la demanda d’ oxigen, obtenint-se aixi informacio en linia
sobre I'estat del cultiu. A més a més, gracies al desenvolupament del programari de
control es disposa d'una eina molt versatil i robusta per implementar futurs tipus de
bioprocessos.

A partir de |’ estudi de les principals estratégies de cultiu, es pot concloure que els sistemes
de cultiu en perfusié son I’ alternativa més aconsellable a I’ hora d' obtenir altes densitats
cel-lulars i productivitats més elevades per a les cdl-lules de I’ hibridoma KB-26.5, ja que
permeten reproduir millor les condicions en que les cél lules es troben in vivo, ésadir, se
subministren continuament el's nutrients necessaris, s eliminen el's subproductes toxics del
cultiu i es recupera € producte d’interés, tot mantenint les cel-lules dins del bioreactor.
Aquest fet sha pogut comprovar al sistema posat a punt en aquest treball, un bioreactor de
tanc agitat amb un modul de microfiltracié extern per alaretencio cel-lular.

Tot i les avantatges dels sistemes de cultiu en perfusio, la seva aplicacié comporta també
una serie d’inconvenients com és una major complexitat del procés. Per tant, per d' altres
linies de cel-lules animals, diferents a I’hibridoma KB-26.5, no sha de descartar
I estrategia en fed-batch aqui mostrada, ja que la seva operacié més simple pot ser molt
valuosa. En d’ atres casos, e manteniment de la glucosa i la glutamina a baixos nivells de
concentracio pot ser un bon plantejament per controlar el metabolisme cel-lular en els
cultius en fed-batch, i aixi perllongar la vida del cultiu i augmentar la produccié del
producte d'interes. De la mateixa forma, shaurien de comprovar la validesa dels
esquemes de control proposats en aquest treball pels altres cultius cel -lulars.

La limitacié de nutrients observada en els cultius en perfusié, d’igual manera a que
succeeix en els cultius en discontinu, condueix a la mort de les cel-lules. L’ aparicid
d’ aguesta limitacié és independent del sistema de cultiu emprat, arriba més tard en els
cultius en perfusio, pero també s acaba donant com a consequiéncia de la manca de control
gue es té sobre € cicle cel-lular. Una possibilitat per minimitzar aquest problema, que
seria molt interessant d’explorar en e futur, és la d’'introduir algun mecanisme per
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controlar la progressio del cicle cel-lular. El concepte consisteix en obtenir unes cel-lules
en un estat citoestatic, que majoritariament s'acumulessin a la fase G1 del seu cicle
cel-lular, i mantinguessin la seva capacitat productiva. Com a treball futur caldria explorar
s aguest control es pot realitzar amb una reduccio o supressio d’ algun component clau del
medi d’alimentacio. D’ algunes observacions preliminars es despren gque aquest efecte es
podria aconseguir mitjancant una disminucié més gran del contingut en sérum, o bé amb
una reduccié de la quantitat de fosfats en e medi d’aimentacio. També és possible
explotar, amb aguesta mateixa finalitat, la potencialitat de |’enginyeria metabolica,
intentant desenvolupar cdl-lules que incorporen aquesta capacitat de regulacié del cicle
cel-lular i protecci6 de |’ apoptosi.

Tot i els bons resultats obtinguts en |’ estrategia en perfusio, s’ han de millorar certs
aspectes de la configuracio operacional. Entre d'altres, s'ha d implementar una nova
disposicié del sistema d'aeracié, amb més capacitat per suportar elevades densitats
cel-lulars. Un altre aspecte a considerar és el disseny balancejat de medis d alimentacié
concentrats, que permetin un millor aprofitament dels recursos nutricionals i un entorn de
creixement més bo. També és necessari la caracteritzacid precisa del comportament
cel-lular en aguests medis per definir un esquema de control adient per a nou sistema de
perfusio. A més, la incorporacié de noves mesures a I’ esquema de control de nutrients,
com les mesures d espectroscopia d'impedancia, poden ser molt importants per
complementar la informacio relativa a la concentracio cel-lular. Aquesta rellevancia del
métode d espectroscopia d impedancia es deu a la propietat que té per mesurar les
cél-lules viables, que en segons quins moments del procés (fase de produccié) podria
arribar a substituir a les mesures turbidimetriques, sobretot si es té en compte que €els
nivells cel-lulars assolits en aguest cas, fan que la principal limitaci6 associada a aquesta
mesura, és adir, lade tenir un limit de deteccié massa baix, ja no seria cap factor limitant.
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8. MATERIALS | METODES.

8.1. EQUIPS DE CULTIU DE CEL-LULES ANIMALS.

8.1.1. Flascons de cultiu.

Els flascons de cultiu (Nunc, T-flask 136196 i 178891), que se subministren esterils,
son de poliestiré. S utilitzen dos models diferents: els de 25 cm? per cultivar volums de fins a
10 ml i els de 260 cm? per a volums de fins a 50 ml de medi. La preséncia d’ un filtre de 0.22
mm de diametre de porus en el tap dels flascons facilita I’ intercanvi de gasos amb I exterior i
permet e control del pH quan € flasco es troba a I’incubador de CO,, mantenint al mateix
temps I’ esterilitat.

En aguests flascons s han portat a terme experiments preliminars a petita escala amb
cel-lules en suspensio i les ressembres de la linia cel-lular, a partir de que es preparen els
inoculs per a's diferents experiments.

8.1.2. Flascons de cultiu agitats.

Els flascons de cultiu agitats (Techne, Spinner flasks) sdn uns recipients de vidre
destinats a cultiu cel-lular que asseguren una constant agitacio del medi, mitjancant la
presencia en el seu interior d’una vareta, també de vidre, unida a la base del tap i amb un
imant inclos a la punta. Al col-locar-los sobre una placa d’ agitacié magnética de velocitat
regulable (Techne, MCS-104S, amb capacitat per a 4 flascons), €l péndol proporciona una
agitacié suau en sentit circular del medi de cultiu que assegura una homogeneitzacié constant
de la suspensio cel-lular, generant un esfor¢ de cisallament (shear stress) minim per a les
cél-lules. L’ agitaci6 emprada en tots els experiments és de 40 rpm. Els flascons també
disposen a la seva part superior de dues obertures laterals destinades a la presa de mostres |
I"intercanvi de gasos.

Aquests flascons s utilitzen per fer créixer cultius amb uns volums de 125 ml (ref. F-
7987), 250 ml (ref. F-7690) 0 500 ml (ref. F-7609) de medi.

Els dos equips de cultiu descrits anteriorment operen en un incubador (Forma
Scientifics, Incubador IR amb filtre HEPA, model 3862) a 37 °C, en una atmosfera saturada
d humitat (95%) per evitar |’evaporacié del medi, i a un 5% de CO, per controlar el pH en
medis amb tampd bicarbonat.
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8.1.3. Bioreactor Biostat MCD.

El bioreactor utilitzat és el Biostat MCD de
Braun Biotech (Figura 8.1). El recipient de cultiu és
de vidre (borosilicat) amb unarelacié a cada/diametre
de 2:1. El volum maxim de treball és de 2 litres, d’un
volum total de 2.5 litres. Les juntes toriques estan
fabricades en elastomer etilenic-propilenic (EPDM) i
totes les parts en contacte amb e medi en acer
inoxidable (1.457), incloent |la tapa superior. Aquesta
Ultima disposa de 7 entrades de 19 mm de diametre i
10 entrades de 6 mm. En €ella es poden instal-lar la
presa de mostra manual, €l sistema de bombolleig, €
condensador de la sortida de gasos, els diferents

Figura8.1. Equip de cultiu Biostat sensors, boques injectores, entrada i sortida de gasos,
MCD de Braun Biotech. etc.

Launitat de mesurai control digital (DCU) ofereix totes les funcions necessaries per a
I’ automatitzacio del sistema, pel que fa a les variables basiques: temperatura, pH i oxigen
dissolt (pO,). Aquestes funcions son I’adquisicié de dades, calibratge dels sensors i gestio
dels anells de control. A més amés, la DCU pot ser integrada en un sistema d’ automatitzacio
jerarquic via port serie RS-422-A, per aixi poder modificar o consignar amb un ordinador de
gestio els parametres de control del procés, com es fa en aquest treball. La DCU esta basada
en e microprocessador de 16 bits 68010 (Motorola) i e software treballa en e sistema
operatiu industrial OS-9 (Microware). El sistema operatiu i e programa aplicacié disposa
d’ un maxim de memoria EPROM (memoria només de lectura reprogramable) de 512 Kbits.

La transferencia dels compostos aire, N, O,, i CO, des de la fase gas, es fan
mitjancant un tub de silicona per evitar el bombolleig directe, i anb una estacié de mescla de
gasos, on es barregen de forma diferent per controlar el pH i € pO,. A continuacio, es
descriuen breument els anells de control, continguts en la DCU, de les variables més
importants del procés:

= Control de temperatura: La temperatura es controla mitjancant un control en cascada amb
un master-controlador per alatemperatura del recipient de cultiu (controlador TEMP) i un
servo-controlador per a la temperatura de la camisa de termostatitzacio del recipient
(controlador JTEMP). L’ element escalfant és unaresisténcia eléctricai el refrigerant aigua
de xarxa. La mesura es realitza amb una PT-100 (Figura 8.2) i e modul de control és un
PID.
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Control d’agitacio: Lavelocitat d’ agitacio es regula a través d’ un control de motor extern.
La funcié control de la velocitat d agitacio del sistema de la DCU treballa com un
controlador de consigna. En € bioreactor la mescla s efectua per un agitador amb tres
discos de 2 grans pales d' helix marinainclinades a 45° i situades equidistants sobre |’ eix.

Control de pH: En les dues estacions de mescla de gasos disponibles (que es descriuen al
proper apartat), €l control de pH per I’ agent corrector acid es faamb el gas CO, (i no amb
la bomba d'acid) i la vavula solenoide. La bomba correctora d’acali i la valvula es
controlen mitjancant dues sortides de pols ample modulat (pwm) en operacié de rang
dividit. Aixo permet que els dos elements puguin ser controlats simultaniament. L’ element
de mesura és un eléctrode de vidre i un eléctrode de referéncia Ag/AgCI (405-DPAS-SC-
K85200, Mettler Toledo) esterilitzable (Figura 8.2). El modul de control és un Pl amb
banda morta.

Figura 8.2. Elements de mesura del Biostat MCD. Comencant per dalt: sensor de nivell #1, sensor de

nivell #2, sonda de pH, sensor de temperaturai sonda de pO,.

Control d'oxigen dissolt: El mesurador de pO, és un eléectrode d’ oxigen polarografic (32-
591-3002, Ingold) esterilitzable (Figura 8.2). Es disposa de dos estacions de mescla de
gasos, una per a cada equip Biostat MCD, gue controlen el pO, de forma diferent.

v' Controlador pO, Gas-Mix: Aquesta funcié de control fa funcionar directament les
valvules d’aire i nitrogen mitjancant dues sortides pwm en operaci6 de rang dividit. El
maodul de control sintonitzat per ala membrana tubular de silicona és un P amb banda
mortai els parametres del controlador sén: DEADB = 0.5% i XP = 4%.

v Controlador pO, Gas-Flow Ratio: El pO, també es pot controlat mitjancant la mescla
continua de dos gasos per medi de dos cabalimetres massics externs que milloren
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substancialment la qualitat del control. Aquesta estacid de gasos de la DCU redlitza e
control de la mescla mitjangant un control en cascada amb e controlador pO, Gas-
Flow Ratio com a master-controlador i €l controlador Gas-Flow Ratio com a servo-
controlador. El controlador Gas-Flow Ratio controla la relacié d’ entrada de la mescla
de gasos (Aire/Ny) i en aquest treball s utilitza com a control del flux € gas total
(TOTAL). EI modul de control sintonitzat per a la membrana tubular de silicona
(Figura 8.3) és un P amb banda mortai els parametres del controlador sén: DEADB =
0.5% i XP = 1%. Per @ microdifusor de bombolles (Figura 8.3) és un Pl amb banda
mortai els parametres del controlador son: DEADB = 0.5%, XP=90%i Tl =50 s.

Control de nivell: L’ augment/disminucio de nivell en el recipient de cultiu es preveu amb
la funcié control d’escuma (FOAM) i € sensor basat en el principi de conductivitat
(Figura 8.2). Quan €l liquid entra en contacte amb el sensor de nivell es tanca €l circuit i
envia un senyal digital a la funcié control FOAM. Aleshores, durant un temps fixat per
I"usuari, la bomba d’ extraccié de medi s acciona. El controlador funciona com un On/Off
amb temporitzacio.

8.2. INSTRUMENTACIO | EQUIPAMENT ASSOCIAT AL BIOREACTOR.

8.2.1. Sistemes de bombolleig.

Es disposen de tres sistemes difusors per a bombolles d'aire en els cultius cel-lulars

(Figura8.3):

S
——
— i —

LWL

ERLLRINARRRRRELENN!

Figura 8.3. Diferents sistemes de bombolleig. D’ esquerra a dreta es mostren el difusor d’anell perforat,

lamembranatubular de siliconai el microdifusor.
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= Difusor d' anell perforat: Barra d acer inoxidable amb un anell en forma d’' O al seu extrem
final amb 14 orificis distribuits uniformement de 0.5 mm de diametre que produeix
bombolles grans. Esta situat 15 mm sota |’ agitador.

= Membrana tubular de silicona: L’oxigenacio per membrana tubular de silicona consta
d'un cistell d’acer inoxidable envoltat per 6.3 m de tub de silicona de 3 mm de diametre i
paret interna de 0.35 mm de gruix que no produeix bombolles en el medi de cultiu donat
gue I’ oxigen es transporta per difusio cap a liquid del bioreactor. Estainstal-lat al voltant
de I’ agitador i necessita una pressié de 0.5 bars a la sortida per facilitar la difusio a través
Seu.

= Microdifusor: Barra d acer inoxidable amb un cilindre d acer sinteritzat a I’ extrem amb
nombrosos porus amb diametres en € rang de 10 a 20 nm. Aquest s utilitza per produir
microbombollesi esta situat 10 mm sota |’ agitador.

Després de cada experiment o cultiu els difusors son netejats a fons utilitzant detergent
sense fosfats i aigua de qualitat Milli Q.

8.2.2. Modul de microfiltracio CellFlo.
El modul de Microgon CellFlo (C22 M011 01N) esta dissenyat per separar cel-lules
animals del medi exhaurit del cultiu (Figura 8.4). Aquests moduls utilitzen un feix de fibres

buides de gran diametre de porus per minimitzar I’ obturament degut al’ aglomeracié cel lular.
Els moduls CellFlo poden ser esterilitzats al’ autoclau, a 121 °C durant 30 minuts.

Especificacions técniques:

= Connexions entrada/sortida: 6 mm hose barb
= Connexions laterals: Female Luer Lock
= Nombre de fibres buides: 120
» Material de membrana: mescla d’ esters (ME)
= Diametreintern delafibra: 1.0 mm
= Areasuperficid: 725 cm?
= Grandariade porus: 0.2 mMm

Figura8.4. Modul de microfiltracié CellFlo.
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8.2.3. Sonda Aquasant AF44 CS/R.

Aquest element permet tenir una lectura de la terbolesa del medi en que es troba. El
sensor disposa de fibres optiques que mesuren lallum refractada ala banda de I’ infraroig (940
nm). El sensor esta fabricat en acer inoxidable (1.4435) i amb dimensions de 19 mm de
diametre i 200 mm de llargada (Figura 8.5). Es esterilitzable a | autoclau, podent treballar a
maxims de temperaturai pressié de 120 °C i 3 bars respectivament.

Figura8.5. Sonda Aquasant AF44 CS/R amb peca adaptadora alatapadel Biostat MCD.
8.2.4. Turbidimetre Aquasant AS82.

El turbidimetre Aquasant AS82 és un transmissor que mostra la resposta de la sonda
Aquasant AF 44 CS/R. Aquest transmissor disposa d' elements per poder compensar el senyal
0-20 segons (Integration time), aixi com I'gust del senyal a zero (Compensation) - p. ex.
degut a soroll provocat per bombolles d aire - afinar la sensibilitat del senyal, o bé canviar €l
guany augmentant o disminuint el rang de mesura (30/10/3/1). La sortida del senyal, queen la
pantallaté un rang de 0-100 %, correspon a4-20 mA.

8.2.5. Electrovalvula de 3-vies Sirai.

Les electrovalvules utilitzades per controlar el flux de gasos com I'aire, €l N, i € O,
son de 3-vies (D344V57-Z530A Siral). El cos de la valvula i la junta d estanqueitat estan
fabricats en elastomer fluorocarbonic (FPM) i en polieterimida (PEI) respectivament. Poden
treballar a temperatures i pressions de fins a 100 °C i 1.5 bars respectivament. El coeficient
Kv per aguesta electrovalvula és de 0.28. La bovina treballa a voltatge estandard de 12 V a
corrent continu i consumeix 6 W.
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8.2.6. Unitats de bombeig.

S han utilitzat diversos tipus de bombes. Totes les bombes poden ser utilitzades per

bombejar en condicions esterils quan s utilitza tub esterilitzable. A continuacio, es descriuen
breument algunes de les seves caracteristiques:

Bomba Braun FE-211: Bomba de membrana dosificadora, de velocitat variable i no
reversible que disposa de diferents capcals esterilitzables en acer inoxidable (1.4571).
Aquests poden ser de dos tipus: FO.1 (rang de cabals 0.1-9.9 mI/min, error de dosificacio
inferior + 5%) i F1 (rang de cabals 1-99 mi/min, error de dosificaci6 inferior £ 2%). La
bomba es connecta a la DCU del fermentador Braun MD per obtenir un control remot
sobre ella. També pot operar manual ment.

Bomba Ismatec REGLO-Analogue MS-4/8-100: Bomba peristaltica de 4 canas de
velocitat variable i reversible, que permet treballar en un ampli rang de baixos cabals,
depenent del diametre intern del tub-capcal (rang de velocitat del motor: 2-100 rpm). Pot
operar manualment, o bé, remotament através d’ unainterficie analogicade 0-5V, 0-10 V,
0-20 mA 04-20 mA.

Bomba Biostat MCD (Matson Warlow): Bomba peristaltica de velocitat fixa i no
reversible. Aquesta pot treballar com agent actuador en els anells de control d’ escuma i
pH de la DCU. Amb I'actuacio remota a través del port série RS-422-A la bomba
assignada a control d’ escuma es pot comandar per altres tasques. Se simula que el sensor
d escuma esta actiu: MANUAL OPERATION/DIGITAL INPUTS/FOAM: Man On, i mitjancant €l
controlador d’'escuma es pot fer servir aquesta bomba en mode On/Off (CONTROL
LOOPS/FOAM/MODE: Auto || Off).

Bomba Masterflex L/S 7521-45: La bomba peristaltica Masterflex (Cole Palmer) de
velocitat variable i reversible permet operar amb 4 capcals diferents que cobreixen un
ampli rang de cabals. El rang de velocitat del motor va des de 6 fins a 600 rpm. S ha
treballat amb el capcal Easy-Load 7518-00 (Cole Palmer). El control remot de la velocitat
ésde4-20mA i el del’aturadaésde 5-20 V 0 bé 4-20 mA.

8.2.7. Fonts suplementaries d’energia.

BlackoutBuster B10E PKElectronics: Sistema d’aimentacié ininterrompuda (SAl) amb
una sortida de 500 VA (200 W) que protegeix els equips més importants del procés d’un
possible tall del subministrament electric sense riscs de perdre la continuitat dels seus
senyals. En aquest modul principal hi ha connectat un altre en série, anomenat B10PE
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Power Pack, que augmenta la poténcia de sortida fins a 1000 VA (400 W). Aquest conjunt
déna servel a I’ordinador que gestiona €l procés aixi com a la font d’alimentacio, €
turbidimetre Aquasant AS82 i la bomba dosificadora de Braun FE-211.

» Ffreak M10-330A-03: Font d alimentacié que disposa d' un voltatge de 13.8 V i una
intensitat de 3 A (en total pot suportar fins a 40 W). Doéna servei a la caixa de
comunicacions, concretament als commutadors (relés) de les electrovavules Sirai.

= Grup electrogen AUT-6000 H/FR: La seva funci6 és aconseguir la minima distorsio en €l
subministrament del corrent eléctric, posant-se en marxa automaticament en cas de fallada
del servel eléctric de la companyia. En aquest sistema es connecten I’ equip Biostat MCD,
les bombes, I’ ordinador i els senyals anal ogics entre d’ altres equips del laboratori.

8.3. EQUIPAMENT PER A LA GESTIO DE LA INSTRUMENTACIO |
L’ADQUISICIO DE DADES.

Un cop s han descrit els equips i lainstrumentacié necessaria al’ entorn del reactor per
tal de conéixer les condicions ambientals del cultiu, cal interpretar i centralitzar les mesures
per poder actuar sobre €l procés. Lainformacié recollida ha d’ enviar-se a un sistema de gestié
gue permeti recopilar totes les dades i emprendre les conseqlents accions de control.
Normalment, s utilitza per a tal fi un ordinador que permet, entre d atres funcions, la
comunicacié amb tots els sensors i equips. Aquests envien un senya de tipus electric
proporcional al valor delavariable que es mesura.

Per a la transmissio de dades entre dos equips de control es poden emprar diferents
tipus de senyals, classificables en dos grans grups. la transmissié analogica i la digital. La
diferéncia basica entre aquests dos tipus de transmissio resta en la forma de transmetre el
senyal. Si és analogic, indica que el senyal és totalment continu, pel contrari, € digital envia
dades discontinuament. Per a la comunicacié de dades digitals en série shan establert
diferents protocols que especifiquen les caracteristiques técniques de la connexid. En aquest
treball s'han utilitzat el protocol de comunicacio RS-422-A per ales transmissions de dades
desdelaDCU al’ordinador i un targeta per convertir el senyal analogic adigital i € digital a
analogic.

La construccio i implementacié del programa d adquisicio de dades i gestio de la
diferent instrumentacio, descrit al capitol 5 de la memoria, no ha estat possible sense els
components que Sespecifiguen a continuacio; donant una breu descripcio de les
caracteristiques tecniques de cadascun d’élls.
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8.3.1. Ordinador de gestio.

Lesfuncions de I’ ordinador son el control, monitoratge i supervisio del cultiu cel -lular.
Amb aguesta eina s ha desenvolupat e software de gestié dels diferents processos. Sota €l
sistema operatiu Windows95 s executen els programes utilitzats i aplicacions realitzades en
aquest treball.

Especificacions técniques.

» 64 Mb de memoriad accés deatori (RAM).
=  PC Pentium Il a266MHZ.

» 4 Gb de memoriaen unitat de disc dur.

» Lector de CD-ROM 40x i disquetera de 3%z

8.3.2. Targeta Advantech PCL-812-PG.

La targeta Advantech PCL-812-PG és una targeta d'adquisici6 de dades
multifuncional d’ata resolucid i velocitat que serveix per comunicar ordinadors compatibles
amb IBM PC/XT/AT i els diferents aparells. S ha utilitzat per a I’adquisicié de dades i €l
control del procés.

Especificacions técniques:

» Lavelocitat de mostreig maximadel conversor A/D és de 30 kHz.

= 16 entrades anal 6giques amb conversor A/D per aproximacions successives de 12 bits.
» 2 sortides anal 0giques amb conversor D/A de 12 bits.

= 16 entradesi 16 sortides digitals, compatibles TTL/DTL.

8.3.3. Caixa de comunicacions i cablatge.

La caixa de comunicacions S ha construit per suportar les connexions entre la targeta
d’Advantech PCL-812-PG i €els diferents aparells que s han de controlar i obtenir dades
(Figures 8.6.a i 8.6.b). Aquesta caixa s ha dissenyat per tenir connexions robustes, sense
riscos de curtcircuitaige o en cas d accident, trencament de soldadures dels cables. En
I"interior disposa d'una targeta de control de relés amb driver pard-lel (Figura 8.6.c) que
conté 8 entrades TTL i 8 relés (per commutar les electrovalvules) cadascun d’ells controlats
per una linia TTL de la targeta d’ Advantech PCL-812-PG (de fet només quatre) i esta
connectat alafont d' alimentacié Ffreak M10-330A-03 per donar |a poténcia necessaria (6 W
per a cada electrovalvula).
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Especificacions técniques.

= 4 connexions per asenyals d entrada anal ogics, p. ex. sensor d’ Aquasant (Figura 8.6.b).
= 2 connectors de 15-clavilles (pin) per a bombes de velocitat variable (Figura 8.6.b).

= 2 connectors de 15-clavilles per a bombes de velocitat fixa (Start/Stop) (Figura 8.6.b).

= 8 connexions de commutacio On/Off (Electrovalvules) amb els diodes (Figura 8.6.b).

= 2 connectors de 40-clavilles, un del senyal analogici I’ atre del digital (Figura8.6.a).

= 1 endoll per alafont d’alimentacio Ffreak M10-330A-03 (Figura 8.6.a).
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Figura 8.6. Detalls de |a caixa de comunicacions: a) Imatge superior esquerra: part posterior de la caixa,
b) Imatge inferior esquerra: part anterior de la caixa, ¢) Imatge dreta: vistainterior.

També s han construit 4 cables connectors de bombes (15-clavilles), 4 pels diferents
sensors (cable apantallat), 2 de connexié PCL812PG U Caixa (40-clavilles), 1 de connexi6
AC24AT U DCU (9-clavilles) i 9 per a les connexions amb electrovalvules i la font
d’ alimentacio.

8.3.4. Targeta Opto22 AC24AT.

Laplaca AC24AT és un targeta adaptadora RS-422/485 que es connecta a bus ISA de
dins del PC. Aquesta placa és vista per I’ordinador com un estandard dels ports COM i
subministra 4000 V AC d'aillament entre el bus ISA i I’element a comunicar (DCU). La
AC24AT també esta protegida enfront a transitoris, senyals de control de flux configurables
per RTSi CTS, i opera com full duplex amb velocitats de transmissio de fins 38000 bauds per
a distancies de fins a 1500 m, utilitzant dos parells de fils i un terra comu. Concretament, en
aguest treball la placa s ha configurat en el COM2 (2F8) a 9600 bauds.

A la Figura 8.7 es presenta |’ esquema de la connexio eléctrica entre I’ ordinador i la
DCU. Aquesta comunicacio es reditza mitjancant un cable apantallat de cinc fils per
minimitzar el soroll que generen els equips eléctrics situats al voltant. També es necessiten
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dues resistencies terminals de 120 W (entre els dos fils de recepcid i els dos de transmissio)
per evitar els problemes que provocarien possibles sobrecarregues en lalinia

DCU PC
(9 pins) (9 pins)
Comu | 2 |« p| 3 | Comu
. TXD() | 3 4 | TXD(+) :'
> RXD(-) | 4 |« 5 [ TXD() |8 &
ﬁﬁ TXD() | 8 = 8 | RXD(® [& =
RXD(+) | 9 9 !

RXD()

Figura 8.7. Esquema de connexio entre laDCU del Biostat MCD i I’ ordinador.

8.4. LLENGUATGES DE PROGRAMACIO.
8.4.1. Llenguatge ANSI C.

El llenguatge C € va inventar i implementar per primera vegada D. Ritchie sobre un
DEC PDP-11 utilitzant €l sistema operatiu UNIX. C és e resultat d'un procés de
desenvolupament que va comencar amb un llenguatge més antic anomenat PCPL,
desenvolupat per M. Richards. PCPL va servir de base a un llenguatge anomenat B, que va
inventar K. Thompson, i que va conduir al desenvolupament de C en els anys setanta.

Durant bastants anys, |’ estandard de C fou e que es descrivia a The C Programming
Language escrit per B. Kernighan i D. Ritchie (1978). A I'expandir-se la utilitzaci6 del
llenguatge C, al 1983 es va organitzar un comité per crear un estandard, el ANSI C (American
National Standards Institute). L’estandard ANSI C es va adoptar finalment a 1989, i les
primeres copies per a public en general varen estar disponibles en 1990. Avui en dia,
practicament tots els compiladors s adapten a I’ estandard, i la versié de C que s utilitza en
aquest treball en I’ entorn LabWindows/CV1 aixi ho fa.

Caracteristiques técnigues:

Les construccions fonamentals de control de flux en els programes de C son les
seguents:
» Formad’ agrupaci6 de les proposicions.
* Presadedecisions (if-else).
= Selecci6 d’un cas entre un conjunt (switch).
= |teracio amb condici6 d’ aturada al principi (while, for) o al final (do).
= Acabament prematur de cicles (break).
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Un dels avantatges principals de la programacié en C es troba en la possibilitat de
generar codis font de mida petita, basant-se en | es especificacions seguients.
» Poden fer-se Us extensiu de les crides a funcions, inclos a crides recursives, d’unafuncié a
S mateixa.
= El format per escriure codi font no és molt rigid.
= Estractad’ un llenguatge estructurat.
= Pot programar-se a baix nivell.
=  Téimplementat I’ Us de punters (direccionadors) per amemoria, funcionsi estructures.

El llenguatge C s ha convertit en un llenguatge molt utilitzat professionalment per
varies raons.
» Permet la utilitzacié de molts tipus de variables, inclos la definicio de nous tipus.
= Téconstruccions de baix nivell.
= Pot utilitzar activitats abaix nivell.
= Permet construir programes eficients.
= El codi programat pot ser compilat en molts tipus d’ ordinadors, genera codi portable.

El seu inconvenient més gran és que un error petit en la codificacio pot fer que €
programa no faci les coses que realment s esperava d’ell. EI compilador que transforma el
codi font a executable, només comprova la correccio de la sintaxi de les instruccions, no si la
seva execucio pot provocar problemes o inestabilitat al sistema. Aquesta és la forca i la
feblesa del llenguatge C: permet treballar a baix nivell, & que incrementa la seva capacitat,
pero al mateix temps €l torna vulnerable a's errors de programacio.

8.4.2. LabWindows/CVI.

El producte de National Instruments, LabWindows/CVI, és un entorn de
desenvolupament de software per a programadors en llenguatge C. La versio utilitzada en
aquest treball és LabWindows/CV1 3.0.1. Aquest es pot utilitzar per ales seglients tasques:
= Desenvolupament interactiu de programes.
= Accedir a potents biblioteques de funcions per crear aplicacions per a I’adquisicio de

dadesi pel control de lainstrumentacio.
» Presenta com avantatge un extens conjunt d’' eines de programari per al’adquisicid, analisi
i presentacio de dades.

A I’entorn de desenvolupament LabWindows/CVI es pot editar, compilar, executar i
depurar programes en llenguatge ANSI C. En aquest entorn, s utilitzen les funcions de les
biblioteques de funcions de LabWindows/CV | per escriure € programa desitjat. A més, cada
funci6 té una interficie anomenada function panel on es pot executar la funcié i generar codi
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per cridar-la. Els programes escrits en I’entorn interactiu de LabWindows/CVI han de ser
adherits a la especificacio ANSI C. A més a més, quan es desenvolupen programes no hi ha
problemes per utilitzar moduls objecte compilats en C, biblioteques d’ execucié dinamica
(DLLs), biblioteques de C, i programes de control de la instrumentacio (drivers)
conjuntament amb els fitxersfont de ANSI C.

La forca de LabWindows/CVI radica en les seves biblioteques (Figura 8.8). Les
biblioteques tenen funcions per desenvolupar totes les fases del sistema d’ adquisicio de dades
i control de lainstrumentacio.

» Adquisicié de Dades:

v Instrument Library * Presentacio de Dades:
v' GPIB/GPIB 488.2 Library v’ User Interface Library
v Data Acquisition Library = Aplicacionsa Xarxesi Comunicacions
v Easy /O for DAQ Interprocessals:
v' RS-232 Library v Dynamic Data Exchange (DDE)
v VISA Library Library
v" VXI Library v" Transmission Control
= Andis de Dades: Protocol(TCP) Library
v' Formatting and 1/O Library v ActiveX Automation Library
v’ Analysis Library v DataSocket Library

v Advanced Analysis Library

Harng

Cualeisobwansiscadaibio Db Ibh SaEm *
£ iR anslee s datbio_lERio_ ke § inis i g am.
CEiapaoiwanisradatnm_ibkam _lib.h k Bam
cumvied=oboansl=cadsibom_iblbom _lib.c Fam

L gawipi sty ansls s Fbbdoy_libh B a.m
ruaiefsobvarsdscadadog_ibidou libc 1 am

E R D ansl stk _Ehaly_ik.h 3 A,
CEviafsoiwansscadaak_ IbEly b sam

vl =obnanel=cads'pel_litpcl_lbh Sam
cieasisilantwansiscadsel_liope] e Oam
ruaaviefsobyareiscadabom_Ibbom_cir.uir O=m

L BRI ansl st Ak o iDEOmn _cin.n = 2101099, 1931 &m.
CEviansotwanssadatnm_Ibom _cin.¢ = 010489, 12:34 am

mavier oA relme acksideu_Ebdou_cin.vir = 240409 1748 am

el entwanslscadadeu_Bdcy_cli.h = FLINAYE AT00am -

Figura8.8. Aplicacié Sequen en |’ entorn LabWindows/CVI amb obertura del menu biblioteca.

A més a més, dins de I'entorn de desenvolupament de LabWindows/CVI es pot
accedir auna completa biblioteca d’ estandard ANSI C.
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8.5. LINIA CEL-LULAR.

Laliniacel-lular emprada en aguest treball ha estat I” hibridoma KB-26.5, que prové de
la fusio de cel-lules de mieloma murines NS1 i limfocits B murins Balb C. L™ hibridoma KB-
26.5 produeix una immunoglobulina del tipus IgGs contra I’antigen A; d’eritrocits. Aquest
anticos monoclonal s utilitza en la determinacié del grup sanguini del sistema ABO huma.
Aquesta linia ce-lular va ser gentilment cedida pels laboratoris Knickerbocker SAE
(Barcelona).

8.6. MEDIS DE CULTIU.

8.6.1. Medi base.

El medi base que s utilitza pel cultiu d’ hibridomes és el DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium). Aquest medi comercial conté sals inorganiques, aminoacids i vitamines
imprescindibles pel creixement de I hibridoma. La seva composici6 es detalla a la Taula 8.1.
Per alapreparacio del medi base cal realitzar una solucié amb el's seglients components:

DMEM (Biological Industries, 11-055-1K) 13.83 g
L-Glutamina (Sigma, G-5763) 0.292¢
NaHCO; (Panreac) 379
Aigua ultrapura 1 litre

(Obtinguda en un aparell d' ultrafiltracié Milli-Q Plus, Millipore)

Per a la realitzacié d’ experiments en qué es modifica la concentracio inicial d’algun
dels components del medi s utilitza DMEM (Sigma D-5030). Aquest medi no conté glucosa,
glutamina ni roig de fenol, per aguest motiu, S es precisa preparar € medi base a partir del
DMEM corresponent a aquesta referencia cal utilitzar la seglient formulacio:

DMEM (Sigma, D-5030) 8.32¢9
Glucosa (Panreac) 4549
L-Glutamina (Sigma, G-5763) 0.877¢g
Roig de fenol (Sigma, P-5530) 0.015¢
NaHCOj3; (Panreac) 379
Aigua ultrapura 1 litre

Aquesta solucié també se I"anomena en aguest treball com a medi concentrat 1x. Els
medis s esterilitzen per filtracié mitjancant membranes de 0.22 mm de diametre de porus
(Millipore, Sterivex-GP per a volums inferiors a 2 litres i Steripak-GP10 per a volums
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superiors a 10 litres) al’interior d’una cambra de flux laminar vertical (Telstar, AV-100). Per
impulsar el medi s utilitza una bomba peristaltica (Masterflex, 7521-45) amb un capcal
Masterflex, Easy-Load 7518-00.

Components mg/I

Sals inorganiques

CaCl, 200
Fe(NOs)-9H,0 0.1
KCl 400
MgSO, 97.67
NaCl 6400
NaH,PQO,-H,0O 125
Aminoacids

L-Arginina:HCI 84
L-Cistina-2HCI 62.57
L-Glutamina 584
Glicina 30
L-Histidina-HCI-H,O 42
L-Isoleucina 105
L-Leucina 105
L-Lisina-HCI 146
L-Metionina 30
L-Fenilalanina 66
L-Serina 42
L-Treonina 95
L-Triptofan 16
L-Tirosina (sal disodica) 104.2
L-Vaina 94
Vitamines

D-Acid pantoténic (sal 4
calcica)

Colina, clorur 4
Acidfolic 4
i-Inositol 7.2
Nicotinamida 4
Piridoxal -HCI 4
Riboflavina 0.4
Tiamina:HCI 4
Altres components

Glucosa 4500
Roig de fenal 15

Taula8.1. Composici6 del medi DMEM (Biological Industries, 11-055-1K).
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Posteriorment, és necessari suplementar el medi esterilitzat amb els seglents
components (quantitats per litre de medi i concentracions entre parentesi):

Serum fetal de vedella (FCS, Fetal calf serum) 20 ml (2%(vIv))
b-mercaptoetanol (Solucio 0.1 M) 05ml  (0.05mM)
Insulina (Soluci6 4 Ul/ml) 0.5ml  (0.002 Ul/ml)

La preparacio de les solucions estoc de cadascun d’ aguests components es descriu a
I” apartat 8.6.4.

Lapresenciade NaHCO3 a medi permet mantenir €l pH d' aquest a un valor inicial de
7.1 que és I'optim requerit pel cultiu d’hibridomes. El control de pH es porta a terme
mitjancant el tamp6 CO, - NaHCO3 que requereix la presencia d’ una atmosfera de 5-10% de
CO, a cultiu (bé en un incubador de CO,, 0 bé en un bioreactor equipat amb
subministrament de CO,). Lesreaccions d equilibri que es donen al medi son les segiients:

CO, (fasegasosa) S CO, (dissolt dl liquid) S H,CO3 & HCO5 + H'

El valor del pH es manté proper a 7.1 sempre i quan no es produeixin quantitats
elevades de lactat durant el cultiu. El roig de fenol és I’indicador de pH present al medi. El
medi esdevé rosa quan €l pH és superior a7.6, vermell si el pH estrobaentre 7.6 i 7.0, taronja
guan variaentre 7.0 1 6.6, i groc quan es troba per sota de 6.6.

El medi es manté a 4 °C en absencia de [lum durant un periode no superior a dos
mesos. Aquest medi DMEM base, amb unes concentracions inicials de glucosa 25 mM i
glutamina 6 mM, és el que s ha utilitzat per mantenir la linia cel-lular, fer créixer inoculs i
realitzar experiments de cdl -lules en suspensio.

8.6.2. Medi d’alimentacio per al cultiu en fed-batch.

El medi d’'addici6é que s’ ha emprat pels cultius d’ hibridomes en fed-batch ha estat una
solucio realitzada a partir del medi basal BIOPRO sense sals ni aminoacids (BioWhittaker
Europe). Aquest medi comercial no conté sals inorganiques, glucosa, glutamina ni serum. Per
alapreparacio del medi d'addicio cal realitzar una solucié amb els seglients components:

Aminoacidsiguals a's presentsen el

medi DMEM (tots menys Cysi Gln) 50 mg/Aa
L-Cistina:2HCI (Sigma, C-2045) 0.22g
L-Glutamina (Sigma, G-5763) 2249
Glucosa (Panreac) 10.8¢g
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BIOPRO sense sals (BioWhittaker Europe) 139 ml

Aquesta solucié s esterilitza per filtraci6 mitjancant membranes de 0.22 nm de
diametre de porus (Millipore, Sterivex-GP) al’interior d’una cambra de flux laminar vertical
(Telstar, AV100). Posteriorment és necessari suplementar € medi esterilitzat amb els
seguients components fins arribar a una solucio de 200 ml de volum final:

Sérum fetal de vedella (FCS, Fetal calf serum) 40 ml (2%(v/v))
b-mercaptoetanol (Solucié 0.1 M) 0.25 ml (0.125 mM)
Insulina (Solucié 4 Ul/ml) 1 ml (0.02 Ul/ml)
Soluci6 de vitamines 100x (Sigma, M-6895) 20 ml

La solucio es manté a 4 °C en abséncia de llum durant el periode en que s alarga €l
cultiu.

8.6.3. Medis basals concentrats.

Per alarealitzacio dels cultius d’ hibridomes en aquest treball s han utilitzat fins atres
medis basals de composicions diferents. EI medi concentrat 1x s ha definit al’ apartat 8.6.1, al
qual seli afegeix per cadalitre 20 ml de solucié a 10% de F-68 Pluronic i 5 ml de soluci¢ a
1% d antiescumejant AF/C quan s utilitza per fer experiments a bioreactor. Els medis
concentrats 2x i 1.5x tenen en comu les quantitats dels compostos seglents:

DMEM (Sigma, D-5030) 8.32¢g
Roig de fenol (Sigma, P-5530) 0.015¢
NaHCO; (Panreac) 379
Aigua ultrapura 1 litre

I difereixen en les quantitats d’aminoacids, vitamines i glucosa que cal afegir com es recull a
la Taula 8.2. Posteriorment, les solucions ja esterilitzades per filtracio, e medi 2x i 1.5x se
suplementen amb |es segiients solucions:

Medi concentrat 2Xx ‘ 1.5x

F-68 Pluronic (Solucio 10%(p/v)) 40 ml (0.4%(v/v)) 30 ml (0.4%(v/v))
Antiescumejant AF/C (Solucié 1%(p/v)) 5 ml (50 ppm) 5 ml (50 ppm)
Sérum fetal de vedella (FCS, Fetal calf serum) 40 ml (2%(v/v)) 30 ml (2%(v/v))
b-mercaptoetanol (Soluci6 0.1 M) 1ml (0.1mM) | 0.75ml (0.075 mM)
Insulina (Solucié 4 Ul/ml) 1 ml (0.004 Ul/ml) | 0.75 ml (0.003 Ul/ml)
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Components mg
Aminoacids 2X 1.5x
L-Arginina-HCI 84 42
L-Cistina:2HCI 62.57 31.29
L-Glutamina 1169 730.5
Glicina 30 15
L-HistidinaHCI-H,0 42 21
L-Isoleucina 105 525
L-Leucina 105 52.5
L-Lisina-HCI 146 73
L-Metionina 30 15
L-Fenilalanina 66 33
L-Serina 42 21
L-Treonina 95 425
L-Triptofan 16 8
L-Tirosina (sal disodica) 104.2 52.1
L-Valina 94 47
Vitamines 2X 1.5x
D-Acid pantoténic  (sal 4 2
cacica)

Colina, clorur 4 2
Acid folic 4 2
i-Inositol 7.2 3.6
Nicotinamida 4 2
Piridoxal -HCI 4 2
Riboflavina 0.4 0.2
Tiamina:HCI 4 2
Sucres 2X 1.5x
Glucosa 4500 2250

Taula 8.2. Composicié d aminoacids, vitamines i glucosa que ca afegir a medi base DMEM per
preparar els medis concentrats 2x i 1.5x.

8.6.4. Preparacio d’estocs dels components per suplementar els medis.

Com s ha especificat anteriorment, els medis de cultiu emprats se suplementen amb
unes solucions estoc estérils de serum (FCS), b-mercaptoetanol, insulina i en determinats
casos, antiescumegant (AF/C) i F-68 Pluronic, en diferents proporcions segons e medi a
formular, a partir d’ unes solucions estoc preparades com es descriuen a continuacio:

Sérum fetal de vedella (FCS)

El serum emprat als experiments és subministrat per Biological Industries (ref. 04-001,
lot 651493). Les caracteristiques d’aguest lot de sérum es recullen a la Taula 8.3. Aquest
serum ve subministrat en ampolles de 500 ml i S emmagatzema a—30 °C.
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Previament a la seva utilitzacié cal procedir a la inactivacié del complement que hi
pugui haver en € serum. El complement és un conjunt de proteines presents a la fraccié
globulinica del serum que actuen com a elements inespecifics del sistema immunitari i que
poden provocar lisi cel-lular. Les proteines del complement, a diferéncia de les
immunoglobulines, son termosensibles, per aguest motiu cal inactivar-les incubant € serum a
56 °C durant 30 minuts. Una vegada s ha inactivat el serum es preparen aliquotes estérils de
10,20i 50 ml, i esguarden a—30°C.

CARACTERISTIQUES FISIQUES

pH 7.61
Osmolaritat 303 mOsm/kg
CARACTERISTIQUES QUIMIQUES
Proteina total 46 mg/ml
Albimina 19 mg/mi
Globulinatotal 27 mg/ml
19G 49 ng/ml
Hemoglobina 201.8 ng/ml

Taula 8.3. Caracteristiques fisiquesi quimiques del lot de serum fetal de vedella (FCS) emprat.

b-mercaptoetanol

Es prepara una solucio de 70 m de b-mercaptoetanol (Sigma, M-6250) en 10 ml de
medi DMEM base per obtenir una concentracio final de 0.1 M. Aquesta solucio s esterilitza
per filtracio i es preparen aliquotes de 0.6 ml en tubs Eppendorf esterils que es guarden a—30
°C. La proporci6 d aquesta solucié que s afegeix a medi de cultiu és de 0.5 ml per litre de
medi.

F-68 Pluronic

Es prepara una solucio de 25 g de F-68 Pluronic (Sigma, P-1300) en 250 ml d'aigua
ultrapura per obtenir una concentracié final de 100 g/l (10% (p/v)). Aquesta solucid
S autoclava a 121°C durant 30 minuts i posteriorment es guarda a 4°C per a seu Us posterior.
Habitualment, la proporcié d aquesta solucio que s afegeix a medi de cultiu és de 20 ml per
litre de medi (0.2% (p/v)).

Antiescumejant

Es prepara una solucioé de 3 ml d’antiescumejant Antifoam C 30% (p/v) (Sigma, A-
8011) en 90 ml d’'aigua ultrapura per obtenir una concentracié final de 10 g/l (1% (p/v)).
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Aquesta soluci6 s autoclava a 121 °C durant 30 minuts i posteriorment es guarda a 4 °C per a
seu Us posterior. La proporcié d’ aquesta solucié que s afegeix al medi de cultiu ésde 5 ml per
litre de medi (50 ppm).

Insulina

Es prepara una solucié de 0.5 ml d'insulina (Actrapid HM Novo, Insulina Humana
Monocomponent, 40 Ul/ml) esteril en 4.5 ml de medi base DMEM esteril per obtenir una
concentraci6 final de 4 Ul/ml (0.16 mg/ml). Per mantenir les condicions d’ esterilitat s utilitza
una xeringa de 1 ml estéril per agafar el volum d'insulina anteriorment indicat. La solucio es
guarda en una ampolla esteril a4 °C. La proporcio d’ aquesta solucié que s afegeix a medi de
cultiu ésde 0.5 ml per litre de medi.

8.7. MANTENIMENT DE LA LINIA CEL-LULAR.

Lalinia cel-lular emprada en €l treball es conserva en criotubs congelats en nitrogen
liquid a una temperatura de —196 °C. En e moment en qué cal iniciar els experiments es
descongela un dels criotubs i S'inicia un cultiu en suspensio de I hibridoma. Aquest cultiu es
pot anar ressembrant durant un periode no superior a tres mesos. EI manteniment de
I’esterilitat en tots aquests processos és d'extrema importancia, per aguest motiu cal
comprovar regularment |’ absencia de contaminacions.

8.7.1. Congelacié d’hibridomes.

Per la preparacio d’ un estoc de 10 criotubs (Nunc, 377267) de cel -lules congel ades cal
seguir el segient protocol:

Esfacréixer 160 ml (4 flascons amb 40 ml) d’ un cultiu de cel-lules fins que estrobin a
la meitat de la fase exponencial (aproximadament a les 48 hores de cultiu). Es de vital
importancia que les cél-lules es trobin en aquest punt del seu creixement, ja que la seva
viabilitat ha de ser alta (> 90%).

Es preparen els medis de congelaci6:

= MEDI A: Medi DMEM base amb 10% (v/v) de FCS (5 ml de FCS + 45 ml de DMEM).
Es manté a temperatura ambient.
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= MEDI B: Medi DMEM base amb 10% de FCS (v/v) i 20% (v/v) de dimetilsulfoxid
(DMSO) (Sigma, D-2650) (1 ml de FCS + 2 ml de DMSO + 7 ml de DMEM). Es manté a
4°C,

Es transfereixen els cultius a congelar (160 ml) a tubs de centrifuga de 50 ml (Nunc,
339497) i se centrifuguen a 500 g durant 5 minuts. Es descarta €l sobrenedant i es resuspenen
les cel -lules (sediment) amb un total de 40 ml de medi A. S agafa una petita aliquota de 75 mi
per tal de determinar la concentracid i viabilitat cel-lular. A partir de la concentracié de
cél-lules viables es calcula el volum de medi amb qué caldra resuspendre el cultiu després de
|a propera centrifugacio per tal d’ obtenir una concentraci6 final de 8x10° cél-lules viables/ml.

Es centrifuguen els 40 ml a 500 g durant 5 minuts. ES descarta el sobrenedant i es
resuspen e sediment amb la meitat del volum calculat anteriorment de medi A. Les cél-lules
es mantenen 10 minuts a4 °C.

S afegeix I'atra meitat del volum, en aquest cas de medi B (amb DM SO). EIl DMSO
€s un crioprotector que pot penetrar a I’interior de la cél-lula, perd que és altament toxic per
aguesta. Per aquest motiu, és important que en el moment d’ afegir €l medi B la céllula estigui
a4°C,iquel’addicié esfaci lentament per tal d evitar un xoc.

Es transfereix la suspensié de cel-lules als criotubs, previament preparats en una
gradeta amb gel. A cada criotub es posa 1 ml de la suspensio cel-lular. La solucio final en qué
les cel -lules es mantindran congelades té un 10% de FCS i DM SO (0.5 ml demedi A i 0.5 ml
de medi B).

Els criotubs es porten rapidament al congelador de —80 °C (Nuaire, UN-6512E). A les
24 hores es transfereixen els criotubs a contenidor de nitrogen liquid (Forma Scientific, CMR
8031, Cryomed).

8.7.2. Descongelacio d’hibridomes.

A continuacio es descriuen els passos del procés de descongelacio. Es preparen els
medis de descongel aci o:

= MEDI C: Medi DMEM base amb 20% (v/v) de FCS (4 ml de FCS + 16 ml de DMEM).
Es reparteixen 10 ml del medi C en 2 tubs de centrifuga estérils (Nunc, 339497) i es posen a
37°C.

= MEDI D: Medi DMEM base a 2% (v/v) de FCS. Es manté a 37 °C.
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S'agafa un criotub del congelador de nitrogen liquid i es posa a l’incubador de CO; a
37 °C. Es important que la suspensio cel-lular no es deixi més temps del necessari per
descongelar-se, jaque el medi de congelacié porta DM SO gue és toxic per ales céllules.

Quan el contingut del criotub s ha descongelat s afegeixen unes gotes dels 10 ml de
medi C escalfat a 37 °C, s'homogeneitza la suspensio cel -lular amb una pipeta Pasteur estéril i
es passa tota la suspensio al tub de centrifuga que conté larestadels 10 ml de medi C.

Es centrifuga a 500 g durant 5 minuts. Per tal d' eliminar e DM SO que porta e medi
de congelacio s elimina e sobrenedant i es realitza un segon rentat resuspenent el sediment
amb els 10 ml de medi C restants. S extreu una mostra de 75 m i es recompten les cdl-lules
viables i mortes. Amb aquestes dades es pot calcular €l volum de medi D que caldra afegir per
tenir una concentracid cel-lular de 5x10° cél-lules viables/ml i el percentatge de viabilitat que
tindrainicialment el cultiu.

Es centrifuga a 500 g durant 5 minuts. S'elimina el sobrenedant i es resuspen €l
sediment amb & volum de medi D calculat anteriorment. Es transfereix a un flasco de cultiu i
s'incubaa 37 °C al’incubador de CO..

Alguna vegada els dos primers dies s observa una davallada considerable de la
viabilitat, per aguest motiu es canvia diariament el medi de cultiu durant aquests dos primers
dies. Cal procurar no utilitzar un inocul inferior a 2x10° cél-lules viables/ml.

8.7.3. Manteniment de la linia cel-lular en un cultiu en suspensio.

Una vegada es disposa de la linia cel-lular descongelada, les cél-lules es cultiven en
suspensié en flascons de 25 cm? durant un periode d’uns tres mesos. L’indcul utilitzat és de
2x10° cdl-lules viables/ml, els cultius es ressembren cada 2-3 dies, quan les cdl-lules es troben
en plena fase exponencial, en 10 ml de medi DMEM base fresc. D’aguesta manera es
proporciona de nou a les cél-lules tots aquells nutrients que s estaven exhaurint (glucosa,
glutamina, altres aminoacids, vitamines o components del sérum) i s eliminen tots aquells
subproductes cel-lulars que poden tenir un efecte toxic per a la cél-lula (amoni i lactat que
acidifiquen el medi).

Aquests cultius permeten disposar sempre d'un estoc de cél-lules a partir del qual es
poden fer créixer elsinoculs per portar aterme els diferents experiments.

El procediment a seguir per fer e subcultiu o ressembra de la linia cel lular és €l
seguent:

192



Materials i Métodes

Es treu una mostra del flascd de cultiu amb una pipeta Pasteur i es reditza un
recompte de les cél-lules viables mitjancant un microscopi invertit de contrast de fases
(Nikon, TMS-F). Es calcula del volum del cultiu vell que cal centrifugar per obtenir I’inocul
desitjat en el cultiu nou. Aixo0 es porta aterme aplicant la seglient expressio (Eg. 8.1):

_C2" V2
C1

Vi

(Eq. 8.1)

on V; és el volum de cultiu vell en ml que cal centrifugar en ml, V, € volum de medi fresc del
cultiu nou (en aquest cas 10 ml) en ml, C; la concentracié de cél-lules viables que s ha contat
préviament a cultiu vell (nx10° c&l-lules viables/ml) i C, I'indcul que es vol tenir en el cultiu
nou (en aguest cas 2x10° cé&l-lules viablesml). Aixi doncs, en el cas d aguesta ressembra,
I’ expressio es pot smplificar de la seglient manera (Eq. 8.2):

Vi=— (Eq. 8.2)
n

S afegeixen 10 ml de medi fresc en el nou flasco de cultiu i S'incuba a 37°C i a una
atmosfera del 5% de CO, per temperar i equilibrar el pH del medi. Se centrifuga el volum del
cultiu vell calculat previament (V1), a 500 g durant 5 minuts. S’ elimina el sobrenedant i es
resuspen el sediment amb els 10 ml de medi fresc que estaven a 37°C. El nou cultiu S'incuba a
37 °C en una atmosfera a 90% d’humitat i 5% de CO,. Aquesta operacié es va repetint cada
2-3 dies en els seglients tres mesos.

8.7.4. Control de I’esterilitat dels cultius

Les caracteristiques intrinseques dels cultius de cél-lules animals, velocitats de
creixement cel-lular lentes i medis molt rics en nutrients, fan que aquests cultius siguin molt
susceptibles a possibles contaminacions. Per aguest motiu, una extremada cura en tots els
processos de manipulacié i un control regular de I’ esterilitat dels cultius son els dos factors
basics per evitar |’ aparicié de qualsevol contaminacié en laliniacel-lular.

La contaminaci6 per bacteris, fongs o llevats es comprova regularment observant els
cultius directament al microscopi optic invertit de contrast de fase. En determinades ocasions
es pot deduir gue hi ha contaminacié quan s observen canvis en el color i terbolesa del medi
de cultiu.

També és important realitzar un control regular de I’ esterilitat dels medis de cultiu i
dels diferents estocs de les solucions emprades per suplementar els medis. Per a redlitzar
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aguest control es posa 5 ml del medi o solucié que es desitja comprovar en un flasco i
s'incuba a 37 °C durant un o dos dies. Després s observa directament al microscopi optic
invertit de contrast de fase. Es també convenient realitzar aquesta operacio sempre que es
cregui que hi hagi hagut un procés de manipulacié dubtés de qualsevol de les solucions
suposadament estérils utilitzades.

La contaminacié per micoplasmes pot no ser obvia en una observacié a microscopi
optic, ja que els micoplasmes no sempre produeixen canvis apreciables en les caracteristiques
del medi o en la morfologia cel -lular. Molts micoplasmes creixen lentament i no destrueixen
I”hibridoma, no obstant, poden produir anomalies en e metabolisme de la céllula o
ateracions en e seu creixement o viabilitat (Freshney, 1994) sense que sigui possible
visualitzar la seva preséncia amb el microscopi optic. Per aquest motiu es precisa d altres
metodes que detecten la presencia d’ activitat enzimatica propia d’ aguests microorganismes, o
bé permeten readlitzar una tincié del seu DNA que posteriorment es pot observar en un
microscopi de fluorescéncia. EI dos metodes que s han emprat per comprovar els estocs de la
linia cel-lular congelada son: Kit Mycotec (GIBCO, 189-572) i latinci6 de DNA (Hoeschst
Stain Kit, ICN, 33258); e fonament i el protocol d aplicacié d’ambdds méetodes s ha descrit
en un treball anterior (Sanfeliu, 1995).

8.8. CONFIGURACIONS | PROCEDIMENTS OPERACIONALS EN EL BIOSTAT
MCD.

En aguest apartat es descriuen les diferents configuracions experimentals del Biostat
MCD en cadascuna de les operacions emprades a |larg d’ aquest treball (discontinu, fed-batch
i continu en perfusi). També s explica e procediment operacional que es porta aterme per a
la preparacio de cadascuna de les configuracions provades.

8.8.1. Operaci6 en discontinu.
8.8.1.1. Configuracio.

Latapa d acer inoxidable del Biostat MCD disposa de set ports de 19 mm i deu ports
de 6 mm. En |’ operacié en discontinu es destinen als seglients elements:.

Ports de 6 mm.

= Connexio per alasonda de temperatura.

= Canulad entradad inocul i sortida de la presa de mostra.
= Injector d’ entrada de la purga de nitrogen.
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Injector d’ entrada de la mescla de gasos.

Injector de sortida de la mescla de gasos.

Canula de rentat de la sonda turbidimétrica.

Suport del cistell de la membranatubular de silicona.

Ports de 19 mm.

Connexi6 per alasonda de pH.

Connexi6 per ala sonda de pOs..

Connexio per ala sonda turbidimeétrica.

Connexio del condensador de sortida de gasos per capcal.

Injector de 2 boques, per al’ entrada de NaOH i €l rentat de la sonda turbidimeétrica.

La configuracié del Biostat MCD per a I’operacid en discontinu es representa a la

Figura 8.9, i se'n poden destacar amb més detall alguns elements:

Circuit d’entrada de la mescla de gasos. Aquest circuit S'inicia a I’ estacié de mescla de
gasos de laDCU i s acaba a |’ entrada de la membrana tubular de silicona. Disposa en €l
seu recorregut d’un recipient humitejador de gasos i d’un filtre (Millipore, Millex FG-50)
per agasos de 0.22 nm de diametre de porus per tal d assegurar |’ esterilitat del bioreactor.

Circuit de sortida de la mescla de gasos: Aquest circuit Sinicia a la sortida de la
membrana tubular de silicona disposant en el seu recorregut d’ un tanc pulmé amb un filtre
per agasos de 0.22 mm i el seu tram final es connecta al manoreductor de la DCU per aixi
poder mantenir constant la pressio de la mescla de gasos ala membrana (pressio de treball
0.5 bars).

Circuit de la purga de nitrogen: Aquest circuit permet |’entrada d’un cabal constant de
nitrogen per la capcalera del bioreactor quan es requereix. D’aquesta forma, quan es
realitzen mesures del consum o de la desorcié de I’ oxigen en el bioreactor S aconsegueix
mantenir a zero la concentracié d aquest a la superficie del brou. Per garantir |’ entrada
controlada de nitrogen s utilitza una linia auxiliar de la DCU, amb rotametre i reductor de
pressio, i una electrovavula de 3-vies Sirai que es comanda remotament. Disposa en €l
seu recorregut d un recipient humitejador de gasos i d’un filtre per a gasos de 0.22 nm de
diametre de porus.

Circuit d'inoculacié: Es un recorregut de tub de silicona des de la cambra de flux laminar
vertical fins a Biostat MCD que uneix I'ampolla d'inocul de 2 litres i la canula de
mostratge. Quan I’indcul esta preparat, aquest circuit permet inocular € bioreactor amb les
maximes condicions d’ esterilitat.

195



Materials i Métodes

"Jouoo 1 ouseb ap JopeulpiO (ET ‘(ST°geInB1d) dLRWIPIGIN] JOSUSS PP 1L 8P 1INDIID (2T

‘28SV Jossiusuel; | 774y uesenby epuos (TT ‘[eddeo Jad sosef ap epiuos e|ap Jopesuspuod (0T ‘©d | Hd einesedwel 8p S9puos (6 ‘HOEN 8p gPIpPe p 1NdIID (8 ‘91oeNdoul p

1n241D (2 ‘enuew eJsow ap esald (9 ‘uabouiiu ap ebund e|ap 1N241D (G ‘soseb ap ejasaw | ap ep! Hos ap 1IN241D (17 ‘soseb ap ejosaw e|ap epeius p 1Hndl1D (g XIN-ses ¢odsoseb
ape|ossw ap 91%e1se | (NOA) EMBIP j0uco 3p TeluN (Z ‘dDIN Tessolg urelg Joidesiolg (T :NUNUCSSIP Ud gidesedo | e Jojeal pp [eluswiedxe sbelun|y 60'geinbiH

e 1

4
z

.

av

(]
d 848488

7

-E e

v3

<.-- - m——————-——

alnllw

p
\

awowanl| |H
Gu O On

poogoo

10006500

o

el

FI:FJE
A
:
2

o—
> | [ o]

s | (el

o]

N ally

V-¢c¢v-Sd

196



Materials i Métodes

Bomba de membrana dosificadora Braun FE-211

Bomba peristaltica Ismatec REGLO-Analogue

Bomba peristaltica MasterFlex L/S

Turbidimetre Aquasant AS82

e0ee DO
N

cococcee Caixa de comunicacions A/D

Electrovalvula de 3-vies Sirai

|+

Modul de microfiltracié Microgon CellFlo

Humitejador de gasos Alco

@ Ampolla de 2000, 1000 o 250 ml
de volum amb filtre de 0.22 nm

i Tanc de recepcio de mostra

0

T

Filtre Millipore per a gasos de 0.22 nm

X Pinca de tancament per a cultiu cel-lular
E— Linia de circuit de fluid (gas o liquid)
------ > Linia de circuit electric de comunicacions

@ Condensador de gasos per capcal

Figura 8.10. Llegenda de les icones utilitzades per als esquemes dels tres tipus d’ operacié: discontinu,
fed-batch i continu en perfusio (figures 8.9, 8.12, 8.13 respectivament).
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Presa de mostra manual: La mostra de medi del cultiu es pren a través del circuit
d’inoculacid. Una connexio en forma de T situada entre I’ampolla d’'inocul i la canula de
mostratge del Biostat MCD permet desviar €l medi extret a un tub de presa de mostra. La
guantitat de brou extret (de 5 a 10 ml) es controla a través d’ una xeringa unida a un filtre
per a gasos de 0.22 nm i connectada laterament al tub de presa de mostra. Al fer entrar
aire amb laxeringa, el medi restant del circuit esretornaal bioreactor esterilment.

Condensador de la sortida de gasos per capcal: La sortida dels gasos en excés o bé
d’ aquells que es produeixen en € cultiu surten através d’ un petit condensador al fina del
gual hi ha un tanc pulmé amb un filtre per a gasos de 0.22 nm de diametre de porus ala
sortida. Aquest condensador preveu la sortida de liquid (per arrossegament amb els gasos
0 per evaporacid) i aixi es pot mantenir € nivell del liquid de cultiu constant. La
refrigeracio del condensador es realitzafent circular aigua de xarxa.

Circuit d'addicié de NaOH: Un dels agents correctors del pH és la solucié de NaOH 0.2
M. L’ addicio de NaOH es realitza amb labomba d dcali del Biostat MCD i Unicament és
necessaria per compensar la presencia d elevades concentracions de lactat provinents del
metabolisme dels carbohidrats d’ altes poblacions cel -lulars en el bioreactor. En els primers
estadis del cultiu e control del pH del medi es realitza mitjangant I’ addicio de gasos. La
difusio d' aquests en € reactor arrossega €l CO, del tamp6 bicarbonat del medi i produeix
un augment del pH; aguest fenomen es controla amb la funci6 control de pH de la DCU
mitjancant |’ addicio de petits polsos de CO, que ajuden a mantenir el pH en valors propers
a7.02.

Circuit de rentat del sensor turbidimetric (Figura 8.11): L’ acumulaci6 de bombolles d'aire
sobre la superficie del sensor Aquasant AF44 CS/R provoca tal soroll en la lectura que el
deixainoperant en les condicions de cultiu normals. Per tant, es dissenya un dispositiu que
permet realitzar lectures turbidimetriques en continu. Dins del bioreactor, col-locada al
costat del sensor, hi ha una canulade 6 mm, i al final d’aguesta s hi connecta un colze de
90° i 6 mm de diametre. La sortida del colze es col-loca tangencialment i centrada a la
superficie del sensor. A |’exterior, la canula esta connectada a un tanc pulmo de 3-vies.
Una de les vies superiors es connecta a un conducte de silicona que mitjancant la bomba
d antiescumejant del Biostat MCD xucla el medi del cultiu, emplenant el tanc pulmé fins
al volum requerit. En cas d’accident (p. ex. la bomba no s atura) e medi es recircula dins
el bioreactor per I'injector de 2 boques. L’atra via es connecta a un circuit d'are
proporcionat pel compressor intern de la DCU. L’entrada del gas impulsor es controla
amb una linia auxiliar de la DCU, amb cabalimetre massic, rotametre i una electrovavula
de 3-vies Sirai comandada remotament. Disposa en el seu recorregut d’'un recipient
humitejador de gasos i d’'un filtre per a gasos de 0.22 mm de diametre de porus. La
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sequencia d’ operacié s executa remotament en cicles de 90 s dividint-se en dos etapes. A
Iinici del cicle el tanc semplena (69 segons de durada), mitjancant la bomba
d’ antiescumejant del Biostat MCD i € tub-capcal de silicona (Masterflex L/S16, 6424-
16), amb brou fins a I’acada necessaria, mentre que I’entrada del gas impulsor resta
tancada. Un cop s assoleix €l nivell s'atura la bomba i s obre |’ electrovalvula durant 3.2
segons, baixant tot e liquid en contracorrent i velocitat alta (450 mi/min). El liquid
arrossega les bombolles acumulades sota el sensor amb una minima entrada de gas del
circuit impulsor. Després d' un temps d’espera de 17.8 segons es torna a iniciar un nou
cicle de rentat.

FILTRE 0,2 nm —
BOMBA DCU
ELECTROVALVULA

]
O]
X

o

ROTAMETRE

o et

Figura8.11. Muntatge del circuit de rentat del sensor turbidimétric.
8.8.1.2. Preparacio del bioreactor.

Després de muntar els diferents components del bioreactor, es revisa i es collen les
diverses connexions existents. La mescla de gasos es redlitza a través de la DCU mitjancant
I’estacid de gasos i amb el controlador tipus pO, Gas-Mix. La sonda de pH i la bomba
d’ addicié de NaOH (9.3 ml/min) es calibren previament al’ esterilitzacié del reactor.

Abans de I'esterilitzacié, € reactor somple amb tampé PBS 0.1 M (pH 7.4),
(definicio de la composicié del tampo PBS a |’ apartat 8.9.2.3). També s omple amb aigua la
camisa termostatitzada per tal de garantir una bona transferencia de calor durant
I” esterilitzacio.
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Es rosquen alatapa del bioreactor les sondes de temperatura, pH, pO i turbidimeétrica.
També es preparen tots els filtres i les connexions eléctriques dels cables de les sondes per
evitar que es mullin durant |’ esterilitzacié (cinta, gomes, cotd, paper d embolicar i/o0 paper
d’alumini). Es important roscar tots els taps menys un, obrir o tancar les pinces necessaries
per evitar la péerdua de liquid sense crear cap possible punt de sobrepressié durant
I’ autoclavat. Cal deixar sempre un tap obert per permetre que s equilibri la pressio.

Tot I’ equip muntat s autoclavaa 121°C durant 30 minuts.

Al finalitzar €l procés d’'autoclavat, es rosca €l tap obert, i es comprova que totes les
connexions, muntatgesii filtres estan en bon estat. Es connectal’ entradai sortida d’ aigua de la
camisai s acaba d’ omplir aquesta per evitar la presencia d’aire al circuit. ES connecta també
I’entrada i sortida d’aigua del condensador. S obren les entrades i sortides de gasos, es
connecten els diferents cables de les sondes als seus respectius connectors de la DCU i €
turbidimetre Aquasant AS82.

Es buida la solucié de PBS present a I'interior del reactor durant |’autoclavat pel
circuit d’inoculacio. Simultaniament, cal aturar € control de temperatura per tal d'evitar el
sobreescalfament de I’aigua de la camisa en absencia de liquid a reactor. Es fa el canvi
d’ampolla a la cambra de flux laminar vertical i pel mateix circuit s introdueix estérilment €l
medi DMEM definit per a cada cultiu.

Lapressi6 d entrada dels diferents gasos al sistema es consignen a 1 bar, se sintonitzen
els rotametres d’aire i N, a 1000 mi/min, i e de CO, a 100 mi/min. El manoreductor de
sobrepressié de la membrana tubular de silicona sgusta a 0.5 bars. Seguidament, es
procedeix a calibrar la sonda de pO; (la sonda de pO, s ha de deixar polaritzant un minim de
6 hores després de ser esterilitzada) consignant abans la temperatura a 37 °C i |’ agitacié a 60
rpm. S gjusta e zero en lalectura de la sonda d’ oxigen mitjancant I’ entrada del 100% de No.
Posteriorment es deixa entrar Unicament aire i S gjusta el 100% quan la lectura de la sonda
d’ oxigen assoleix un valor estable.

S'inicialitza |’ entrada en funcionament de la resta de parametres de control del cultiu
(pH: 7.02, pO2: 60%, Air Flow: 450 ml/min). Es col-loca i se ceba € circuit d’ addicio de
NaOH al capcal de bomba que li correspongui. ES deixa que les condicions de cultiu
S estabilitzin durant una hora per tal d executar € protocol de calcul de la Kges del medi
(minim 5 valors). Quan s estigui realitzant una de les caigudes de pO, entre el 65-30% esfara
el zero del sensor turbidimetric.
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L’inocul s'introdueix al’ampolla estérilment ala cambralaminar de flux vertical i per
desplacament amb gas es porta dins del bioreactor. Cal procurar no entrar un inocul inferior a
2x10° c&l lules viables/ml,

Entre 1-2 vegades al dia s agafen mostres estérils del cultiu es recompten les cél -lules.
Després se centrifuguen a 1700 g durant 5 minuts. Un cop s ha centrifugat 1a mostra, es recull
en un tub el sobrenedant i S emmagatzema a—20 °C per poder realitzar posteriorment I’ analisi
del producte, dels substratsi d altres metabolits cel-lulars.

Un cop ja estainoculat € bioreactor es posa en marxa la dinamica de cultiu: s agafen
mostres per processar-les fora de linia, I'aplicacio de mesura i control del procés Sequen
executa les ordres definides de I’arxiu de protocol carregat i I'aplicacié Supervis mostra
I’ evolucié dels parametres més rellevants del cultiu, informacié més detallada de com operen
aguestes aplicacions es mostra a capitol Desenvolupament del Programari de Control del
Procés.

8.8.2. Operacio en fed-batch.

8.8.2.1. Configuracio.

La configuracio en I’ operacio en fed-batch (Figura 8.12) és practicament identica a la
descrita a |’apartat 8.8.1.1. L’Unic canvi que es redlitza és la substitucio de I'injector de 2
boques d’ entrada de NaOH i rentat de la sonda turbidimétrica per un de 4 boques, per aixi
poder incorporar al muntatge unaterceralinia: el circuit d addicié de nutrients.

= Circuit d’addicio de nutrients: L’ addicio de la solucié, anomenada medi d’ alimentaci6 del
fed-batch i descrita a |’ apartat 8.6.2, es realitza amb la bomba Braun FE-211 i el capcal
FO.1 descrits a I'apartat 8.2.6. L’ampolla de medi d’'addicié provinent del bioreactor es
manté a l’interior d’un refrigerador (ZANUSSI, ZFC-70) proper al muntatge i s embolica
en paper d’alumini per protegir-lade lallum.

8.8.2.2. Preparaci6 del bioreactor.

La preparacio del Biostat MCD per a cultius en fed-batch és exactament igua a la
descrita a I’ apartat 8.8.1.2 d’ aguest capitol per a la preparacio del bioreactor en discontinu.
L’anic que s ha de tenir en comte és que abans de comencar I'addicioé de nutrients s'ha de
canviar I’ampolla de medi a la cambra laminar de flux vertical i, seguidament, encebar €l
circuit procurant que no hi quedin bombolles d’aire en la linia, i aixi tenir preparat €l circuit
d’addicié de nutrients per poder controlar les addicions amb € programa de control del
proces.
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8.8.3. Operacié en continu amb perfusio.

8.8.3.1. Configuracié.

La configuracio de I’ operaci6 en perfusio (Figura 8.13) inclou tots €l elements descrits

a I'apartat 8.8.1.1 per a I'operacié en discontinu, menys €l circuit de rentat del sensor
turbidimeétric que en aquesta configuracio es realitza amb el circuit de recirculacio del brou de
cultiu. Per a muntatge del cultiu en perfusié s efectua una nova disposicio dels elements.
Aquests nous el ements es descriuen s a continuacio.

Els nous elements a considerar alatapadel bioreactor son:

Ports de 6 mm.

Entrada de la mescla de gasos pel microdifusor.
Canula de sortida del medi recirculat.

Connexio del sensor de nivell #1 (NL,).
Connexio del sensor de nivell #2 (NL>).

També s han de considerar els elements que s'incorporen per ala configuracio final de

I’ operacio del cultiu en continu amb perfusio:

Circuit d'addici6 de nutrients. L’addicio de medi fresc per a |’ operacié en continu amb
perfusio, anomenat medi concentrat (1x, 1.5x i 2X) i descrit a |’ apartat 8.6.3, es redlitza
amb la bomba Braun FE-211 i el capcal FO.1 descrits a |’ apartat 8.2.6. L’ entrada del medi
al bioreactor s efectua per I'injector de 2 boques utilitzat en I’ operacio en discontinu i esta
comandada pel programa de control.

Circuit de recirculacio: El medi del bioreactor és recirculat mitjancant la bomba
peristaltica Masterflex L/S 7521-45 a través del modul de microfiltracié CellFlo muntat
verticalment, ambdos elements descrits al's apartats 8.2.2 i 8.2.6. Es treballa a un cabal de
recirculacio inicial de 250 ml/min (tub-capcal Masterflex L/S17, 6424-17) per evitar la
deposicié de material cellular sobre les fibres buides del modul CellFlo i aixi prevenir la
possible perdua d' eficiencia del cartutx. Una altra funcido d aquest circuit és € rentat
continu de la superficie del sensor turbidimetric de formasimilar acom esfaen I’ operacio
en discontinu. Al fina de la canula de 6 mm, per on es retorna € medi recirculat, es
connecta un colze de 90° i 6 mm de didmetre. La sortida del colze es col-loca a costat de
la superficie del sensor tangencialment i centrada. L’ alta velocitat de recirculacié fa que
les bombolles d’'aire no quedin atrapades sota la superficie, eliminant d’ aguesta forma el
soroll del senyal i disminuint la complexitat, respecte als muntatges anteriors, en aguest
punt del sistema.
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Circuit d’ eliminacio del medi exhaurit: La retirada del medi exhaurit del bioreactor es
realitza a través de la boca de sortida lateral del modul de microfiltracié CellFlo (la més
allunyada a I’entrada al modul del circuit de recirculacio del cultiu), i amb la bomba i
funcié del control d’escuma (FOAM) del Biostat MCD. Agquesta bomba treballa com
agent actuador en el control de nivell del bioreactor a un cabal de sortida de 5.7 ml/min
(tub-capcal Masterflex L/S14, 6402-14), mesurat abans de I'inici del cultiu, i actuant per
cicles temporals de 10 segons cada vegada que el sensor de nivell #1 (NL;) déna senyal
positiu. D’ aguesta manera s aconsegueix que el volum de treball del reactor sigui sempre
constant. En cas d'accident, per exemple que la velocitat d entrada d’ aliment sigui
superior a la de sortida del medi exhaurit degut a una obturacié gradual del modul de
microfiltracio (perdua d' eficiencia), s ha previst posar e sensor de nivell #2 (NL,) com a
alarma per aturar I’ alimentaci6 del cultiu, i aixi evitar el sobreeiximent del brou de cultiu.

Circuit de purga cel-lular: Es connecta un circuit de purga a circuit de recirculacio per a
I’ eliminaci6 de cél-lules mortes i material delalisi cel-lular acumulats al sistema. Aquesta
linia se situa a través d’una connexi6 en forma de T abans de laimpulsié del medi per la
bomba de recirculacié. Trebala a un caba de 0.28 ml/min (Ismatec, Silicone SC0309)
amb la bomba Ismatec REGL O-Analogue descritaal’ apartat 8.2.6.

Circuit de retronetejac Durant el cultiu en perfusio se subministren entrades periodiques
(cada 4 hores) de medi concentrat fresc en contracorrent al modul de microfiltracio
CellFlo, per aixi minimitzar qualsevol obturacié i perllongar la vida i eficacia del filtre.
Aquestes entrades de medi es realitzen amb una bomba Ismatec REGLO-Analogue
descrita al’ apartat 8.2.6. i I’atralinialateral del modul CellFlo. Cada cicle de retroneteja
s efectua a un cabal de 10 ml/min (Ismatec, |smaprene SC0317) durant dos minuts.

Circuit del microdifusor: Quan les condicions del cultiu ho requereixen (alta densitat
cel -lular) la mescla de gasos es fa entrar pel microdifusor i no per la membrana tubular de
silicona. Aquest circuit sinicia a I’estacié de mescla de gasos de la DCU i S acaba a
I’entrada del microdifusor de bombolles descrit a I'apartat 8.2.1. Disposa del mateix
recorregut que el del circuit d’ entrada de mescla de gasos ja descrit. Si es realitza aquest
canvi s’ han de variar els parametres del controlador, com s hadescrit al’ apartat 8.1.3.

8.8.3.2. Preparacié del modul CellFlo.

Els moduls CellFlo poden ser esterilitzats al’ autoclau, per radiacié o quimicament. En

aquest treball s han autoclavat juntament amb la resta del circuit de perfusié que els conté. El
procediment seguit és el segiient:
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= Cadibrar préeviament les bombes de retronetgja (10 mil/min), d eliminacié del medi
exhaurit (5.7 ml/min), de recirculacio (250 ml/min) i de purga (0.28 mi/min).

» Humitgar amb aigua neta el modul CellFlo.

=  Muntar completament €l circuit de perfusio incloent tots els tubs, connectors, ampollesi €l
modul CellFlo, és a dir, els circuits de recirculacio, retroneteja, eliminacio del medi
exhaurit i purga cel-lular. No collar gaire les connexions d’ entrades laterals perqué circuli
bé el vapor i s equilibrin pressions.

» Envoltar les parts finals del circuit de perfusio (paper d’embolicar i d’ aumini), estant
segurs de deixar oberts els connectors rapids (Keck, Quick Disconnect Adapters, H-
06841-50 i H-06841-54).

= Autoclavar € circuit complert de perfusio a 121 °C durant 30 minuts. No utilitzar mai un
cicle amb latemperatura superior a 124 °C.

» Refredar a temperatura ambient i collar molt bé totes les connexions per assegurar un
tancament adequat.

» Revisar que totes les connexions tubulars estan collades i tancar els connectors del final
del circuit de perfusio.

Seguidament es descriu la regeneracio i e tractament d’un modul CellFlo que ja ha
estat utilitzat almenys una vegada. Després de cada perfusio, el cartutx es recupera rentant-1o
amb abundant solucié aquosa de detergent sense fosfats 0.5% (p/v). A continuaci6, € modul
CellFlo es posa en remull tota la nit en una soluci6 aquosa que conté EDTA (Sigma, ED2P) al
1% (p/v) i tripsina (Sigma, T-7409) a 2% (p/v). El cartutx regenerat es renta amb grans
guantitats d’aigua Milli Q i, finalment, s'asseca amb nitrogen gas. Quan aquest modul es fa
servir en una altra operacié en perfusio, abans de tot es recobreix durant tota la nit amb una
soluci6 de polietilenglicol al 1.5% (p/v) (Sigma, P-2139) per reduir I’ obturacié dels porus, i
aixi perllongar el temps de perfusio.

8.8.3.3. Preparaci6 del bioreactor.

La preparacio del Biostat MCD per a cultius en perfusié segueix un protocol molt
semblant a descrit al’ apartat 8.8.1.2. per al’ operacio en discontinu, encara que per alanova
configuracio s han de tenir en compte el's nous elements descrits anteriorment.

Un vegada es disposa del circuit de perfusidé autoclavat es connecta amb la resta de
I’ equip experimental estéril al’interior de la cambra de flux laminar vertical amb connectors
rapids.

Al finalitzar el procés d autoclavat del bioreactor s obren les entrades i sortides de
gasos menys la del microdifusor, que no s obre fins que es fa necessari. S adapten els tub-

capcals d' entrades i sortides de medi a les bombes corresponents. S uneixen estérilment al
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muntatge les ampolles amb medi fresc. Totes les operacions de canvi de medi es realitzen
estérilment ala cambrade flux laminar vertical.

La mescla de gasos es redlitza ala DCU que té I’ estacio de gasos amb el controlador
tipus pO, Gas-Flow. A lafuncié de control Gas-Flow Ratio de la DCU es consigna el cabal
de lamesclade gasos d'aire i N2 a 1000 mi/min (TOTAL = 0.85 slpm i CONTR = ratio) i €
de CO, a 100 ml/min per ala membrana tubular de silicona. El manoreductor de sobrepressio
S gusta a 0.5 bars. Quan comencga la perfusié (encesa de tots els circuits descrits a |’ operacio
en continu amb perfusio) es desconnecta el bombolleig per membrana de siliconai s activa el
microdifusor, com a nou sistema d’ aeracio. A lafuncié de control Gas-Flow Ratio de laDCU
es consigna €l cabal de la mescla de gasos d’aire i N, a 200 mi/min (TOTAL = 0.20 lpm i
CONTR =ratio) i €l de CO, a33 mi/min.

8.9. METODES ANALITICS.
8.9.1. Recompte cel-lular.

Per tal de coneixer de manera directa el nombre de cel-lules viables, mortes, totalsi el
percentatge de viabilitat que presenta el cultiu, es porta a terme un recompte d’ aguest a 100
augments mitjancant un microscopi invertit de contrast de fases (Nikon, TMS) i un
hemacitometre (Improved Neubauer Chamber, Brand). L’ hemacitometre és un portaobjectes
amb quatre camps o cavitats quadrades on hi ha dibuixades unes xarxes de 4x4 quadrats
microscopics. A cada camp hi cap un volum de mostra conegut, i €ls setze quadres dibuixats
faciliten el recompte de les cél -lules presents a cada camp.

Per tal de poder diferenciar les cél-lules viables de les mortes s utilitza una tincié amb
tripablau (Sigma, T-8154). Aquest colorant només penetraal’interior de les cél -lules mortesi
els hi dona un color blavés a ser observades amb el microscopi invertit. Per contra, les
cel-lules viables es diferencien perfectament de les mortes pel seu color blanc brillant
(Freshney, 1994). La solucio comercial estrobainicialment a 0.4%, per aixo cal diluir-laala
meitat amb una solucio de NaCl 0.9%, i filtrar la soluci6 resultant amb un filtre de 0.22 mm de
diametre de porus.

Per realitzar I’ observacié, 75 m de lamostra del cultiu es dilueixen ala meitat amb 75
m de tripa blau a 0.2% (v/v) en NaCl 0.9% (p/v). Una gota de la dilucié es diposita ala zona
de recompte de I’ hemacitometre i es cobreix amb un cobreobjectes. A continuacid, es reditza
el recompte de cél-lules viables i mortes en cadascun dels quatre camps. Els dos valors
superior i inferior obtinguts es rebutgen, mentre que els altres dos s amitjanen.
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Concentracio cel -lular

El calcul de la concentracié de cél -lules present al cultiu esrealitza mitjancant la
seguent expressio (Eq. 8.3):

ni +nN2

[Cél-lules/ml] = dL (Eq. 8.3)

camp

onny i ny son el nombre de cél -lules comptades en els dos camps seleccionats, m és el nombre
de camps comptatsi té un valor de 2, d ésladilucio amb tripa blau realitzadai val 0.5, i Veamp
és el volum de mostra present a cada camp i té un valor de 10* ml. D’aguesta manera
I’ expressi6 queda reduida al’ equacio 8.4:

[Cél-lules/ml] =(n, +n,)" 10* (Eq. 8.4)

Aquesta expressio és aplicable ales cél -lules viables i mortes.

Viabilitat cel-lular

Per obtenir el percentatge de viabilitat cal calcular préeviament e nombre total de
cél-lules (suma de les viables i les mortes) i, posteriorment, aplicar la seglient expressio (Eq.
8.5):

% Viabilitat = ConcentraC|f)lce!-IuIes viables , 100 (Eq. 8.5)
Concentracio cel-lules totals

8.9.2. Determinacio de la concentracié de substrats i productes cel-lulars.

Les mostres dels cultius de diferents experiments, després de fer € recompte cel -lular,
se centrifuguen a 1700 g durant 5 minuts. El sobrenedant es guarda congelat a—20 °C per ales
posteriors andlisis de substrats, metabolits cel lularsi anticos.

8.9.2.1. Andlisi de glucosai lactat.

Les concentracions de glucosa i lactat es mesuren amb un analitzador automatic de
glucosa i lactat YSI (Yellow Springs Instrument, 2700 Select). Aquest aparell disposa d’'un
eléctrode format per una fina membrana amb enzims immobilitzats que envolta un anode de
plati. Les molecules de glucosa o L-lactat presents a la mostra difonen a través de la
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membrana, i pateixen una transformacid enzimatica per accié de la glucosa oxidasa i la lactat
oxidasa, aguestes reaccions alliberen electrons que son finalment detectats per I’ eléctrode. La
intensitat dels senyals eléctrics produits és proporcional a la concentracié de cadascun dels
dos substrats. Aquesta mesura eléctrica no es veu afectada pel color, terbolesa, densitat o
temperatura de la mostra, i nomeés precisa que |’ aliquota presa per ala mesura sigui filtrada o
centrifugada amb anterioritat per tal d’eliminar les cél-lules o impureses que puguin obstruir
la membrana

L analitzador pren 50 m de cada mostra i proporciona els valors de concentracio de
glucosai lactat en (g/l), amb un error aproximat de £ 0.1 g/l. El rang de concentracions que
pot mesurar |’ aparell oscil-la de 0.05 a 20.0 g/l per alaglucosai 0.05 a 2.00 g/l per a lactat.
Quan les mostres estan excessivament concentrades és necessari diluir-les amb aigua
ultrapura fins que les mesures entren en el rang de mesura. L’ aparell requereix les segients
solucions pel seu funcionament:

Soluci6 patré Solucié Tamp6

K,H,EDTA 0.159¢g KoH,EDTA 0.572¢g
Acid benzoic 0.263 g Benzoat sodic 0.948¢g
Glucosa 0.45¢g NaH,PO,4-2H,0 2.028 ¢
L-Lactat 0.1125¢g NaCl 1lg
Aigua ultrapura 250 ml NaHPO,-12H,0 16.29g
Sulfat de gentamicina 0.0076 g
Aigua ultrapura 1 litre

Les dues solucions es filtren a buit amb una membrana d’ acetat de cel-lulosa de 0.45
nmm de diametre de porusi es renoven unavegada a la setmana.

8.9.2.2. Andlisi d aminoacidsi amoni.

L’analisi de la concentracio d’ aminoacids i amoni es realitza per cromatografia liquida
d’ata resoluciéo (HPLC), mitjancant una derivatitzacio previa dels aminoacids (Méetode de
AccQ-Tag, Waters), previa a la seva separacio. La mgjoria dels aminoacids son molecules
sense grups cromofors i amb uns radicals de diferent naturalesa. Cal afegir als aminoacids
alguna caracteristica que permeti detectar-los amb suficient sensibilitat. Aixo S aconsegueix
mitjancant una reaccio de derivatitzacio en que cadascun dels aminoacids S uneix a un reactiu
gue en permet la seva posterior deteccid. Seguidament, els aminoacids derivatitzats se separen
per cromatografia de fase reversa i son detectats, ja que absorbeixen llum en la zona
ultraviolada.
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El material i reactius que s utilitzen per al’analisi d’aminoacids i amoni son els segients:

= Cromatograf Waters LC Module | Plus.

» Columna de fase reversa per a I’'analisi d’aminoacids (Waters, AccQ-Tag 150x3.9 mm,
WAT052885).

» AccQ-Fluor Reagent Kit conté tres ampolles:
v' Waters AccQ-Fluor Borate Buffer .
v Waters AccQ-Fluor Reagent Powder.
v" Waters AccQ-Fluor Reagent Diluent.

= Una soluci6 patro de tots els aminoacids i amoni de 0.1 mM i 1 mM de concentracié, per
poder efectuar els corresponents calibrats. A més, es preparen dues solucions patrons
concentrades de GIn, Alai Amm amb concentracions en el primer patré de 10, 5i 10 mM
i enel segondeb, 2.5 5 mM respectivament.

Per separar elsaminoacidsi I’amoni es fan servir dos eluents diferents:

= ELUENT A: Acetat sodic/ Acid EtilenDiaminoTetraAcétic (EDTA)/ TriEtilAmina (TEA).
Es preparen 19.0512 g d’ acetat sodic + 1.107 mg de EDTA + 2.35 ml de TEA en 1000 ml
d’aigua ultrapura. Quan esta tot ben dissolt s gjusta el pH a 5.05 amb acid ortofosforic. A
continuacié es microfiltra la solucié amb un filtre d’ acetat de cel-lulosa de 0.45 mm de
diametre de porusi es desgasa.

= ELUENT B: Acetonitril 60% (v/v). Es preparen 600 ml d acetonitril + 400 ml d’aigua
ultrapura. A continuacio es microfiltra la solucio de la mateixa manera que I’eluent A i es
desgasa.

Les mostres es filtren amb filtres d’ acetat de cel -lulosa amb un diametre de porus de 0.45
mm.

Metode d’andlisi: La deteccid es realitza a 254 nm per a tots els aminoacids i I’amoni. La
temperatura del forn és de 37 °C. Aquest métode permet separar tots els aminoacids i amoni
en 45-50 minuts donant & seguient ordre d’ elucio:

Asp-Ser-Glu-Gly-GIn-HissAmm-Arg-Thr-Ala-Pro-Cys-Tyr-Val-Met-Lys-lle-Leu-Phe-Trp.

8.9.2.3. Determinaci6 de la concentraci6 de I’ anticos monoclonal .

La concentraci6 de I anticos monoclonal es determina mitjangant la tecnica d ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay), (Butler i col., 1978; Nellen, 1992). Concretament
S utilitza un ELISA indirecte; aquest métode consisteix en fixar a un suport solid un anticos
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(anti-1gG3) que reconegui |’ anticos problema (1gGs), i utilitzar un segon anticos que reconegui
també |'anticos problema, perd que porti lligat un enzim que catalitzi una reaccio
colorimetrica. Laintensitat de color detectada és directament proporcional (dins d un interval)
alaconcentraci6 de I’ anticos problema.

Elsreactiusi materials utilitzats son el's seglents:

»  Plagues de poliestiré de 96 pous de fons plaper al’ ELISA (NUNC, Maxisorp 442404).
» Pipetamulticanal (BRAND, Transferpette-12).

= Espectrofotometre automatic per a plaques de 96 pous (Whitakker, Anthos 2001).

= Anticossos:

v  Anti-lgG3 (The Binding Site, Sheep antimouse 1gG; affinity purified, AU276). Es
dilueix amb tampo de recobriment (1:200) fins a una concentracié de 5 ng/ml, esfan
aliguotes de 5 ml i es guarda congelat a—20 °C.

v Anti-lgGs-Enz (The Binding Site, Sheep antimouse 1gG; affinity purified peroxidase
conjugase, AP276). Ve subministrat a una concentracio de 1 mg/ml. Es conserva a 4

°C.

v 1gG3 patr6 (The Binding Site, Monoclonal antihuman 1gGs, MCOQ?7). Isotip 1gG; de

ratoli. Ve subministrat a una concentracié de 0.2 mg/ml i es conservaa4 °C.

Cal preparar també les segiients solucions:

Tampd PBS (Phosphate Buffered Saline) 0.1 M, pH 7.4

NaCl 849
KH2PO4 0.2 g
KCl 0.2g
Aigua ultrapura 1 litre

Tampd de recobriment:
NaQC03

NaHCO;

Timerosal (Serva, 11339)
Aigua ultrapura

Tampd de rentat:
Tween-20 (Serva, 37470)
Timerosal

PBS

1599
293¢
0.1 ml (0.01 %(v/v))
1 litre

0.5 ml (0.05 % (v/v))
0.1 ml (0.01 % (v/v))
1 litre
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Tampd de bloqueig:

Albumina (BSA) 309 (3% (p/v))
(Pentex, 82-045-1, fraccio V sense proteases)
Tampo de rentat 1litre

Tampo de diluci6:
Albumina (BSA) 109 (1 % (p/v))
Tampo de rentat 1 litre

Soluci6 del substrat (Pierce, Immunopure Microwell Peroxidase substrate kit, 34021):
Solucio I: tetrametilbenzidina (TMB) 0.4 g/l.
Solucié I1: H,0,0.02% en Acid citric.

HsPO, 1 M

Procediment:

Recobriment de les plagues. Es descongela I'anti-IgGs i es dilueix amb tampd de
recobriment fins a una concentracié de 1 ng/ml. S afegeixen 100 m per pou i es deixala
placatotalanit (16-18h) a4 °C.

Rentat: Es renta la placa tres vegades amb tamp0 de rentat per eliminar |’ anticos que no
S ha enganxat. Per redlitzar € rentat es buida el contingut dels pous invertint la placa i
S escorre bé aquesta picant sobre € paper de filtre. S 'omple un recipient amb solucié de
rentat i se submergeix la placa en la solucio per tal que s omplin tots els pous i es deixa
foradel recipient 1 minut. Es repeteix el procés tres vegades.

Blogueig: Per evitar la unié d altres anticossos, la paret del pou es bloqueja amb una
proteina inert com I’albumina. S afegeixen 100 m de tampo6 de bloqueig a cada pou i
s'incubalaplaca 1l horaa 30 °C dins d’ una cambra humida.

Rentat: Es repeteix el mateix procediment de rentat descrit anteriorment.

Preparacio de les dilucions dels patrons i les mostres:

v' Corba patr6: Es fa una dilucié 1:1000 del patré (IgGs) amb tampd de dilucié i a
continuacié es dilueix fins a 40 ng/ml. A partir d’aguesta dilucié es preparen les
concentracions: 15, 12.5, 10, 7.5, 6.25, 5, 2.5 1.25 ng/ml.
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v" Mostres: Per tal que les mostres entrin en el rang de concentracions de la recta patr6 es
dilueixen amb tampd de dilucié en proporcions diferents depenent del temps del cultiu
en que s hatret cadamostra, i per tant del nivell d anticos que en principi cal esperar.

Addicio dels patrons i de les mostres:

v' S afegeixen 100 mi de tampo de diluci6 atots els pous excepte els de les columnes 1 i
2,1 elsdelafilaAz-Aip i Ez-Ej. Les columnes 10 i 11 s utilitzen com a blanc (Figura
8.14).

v Patrons. S afegeixen 100 m de cada concentracié als pous de les columnes 1 i 2 tal
com s'indicaalaFigura8.14, d’ aquesta manera es fa un duplicat de cada concentracio.

v' Mostres: S afegeixen 200 ml de cada mostra ales files Az-Ao i Es-Ej tal com s'indica
ala Figura 8.14. Cada mostra es mesurara per duplicat. A continuacio es procedeix a
fer tres dilucions dobles de cada mostra. Primer es transfereixen 100 m dels 8 pous de
lafila A que contenen les mostres alafila B. El contingut de cada pou s homogeneitza
amb la micropipeta. Aquesta operacio es repeteix pels 8 pousdelafilaCi D. Els dltims
100 m de la fila D es descarten. Per a les mostres que estan a la fila E se segueix €
mateix procediment. D’aquesta manera de cada mostra hi haura 4 concentracions
diferentsi molt probablement alguna d’ aquestes concentracions es trobara dins del rang
de mesura.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Al 15ng/m | MOSTRA 1| MOSTRA 3| MOSTRA 5| MOSTRA 7| BLANC
B | 12.5ng/ml BLANC
C| 10ng/ml BLANC
D| 7.5ng/ml BLANC
E| 6.25ng/m | MOSTRA 2| MOSTRA 4| MOSTRA 6| MOSTRA 8| BLANC
F 5 ng/ml BLANC
G| 25ng/ml BLANC
H | 1.25ng/ml BLANC

Figura8.14. Distribucié de les mostresi patrons en les plagues de 96 pous de |’ assaig ELISA.
Rentat: Esrepeteix el mateix procediment de rentat descrit anteriorment.

Addicié de I’anticos conjugat a |I’enzim peroxidasa (anti-1gGs-Enz). Es dilueix I’ anti-
|gG3-Peroxidasa amb tamp6 de dilucioé fins una concentracié de 300 ng/ml. S afegeixen
100 m per pou i s'incubalaplaca 1 horaa 30 °C en una cambra humida.

213



Materials i Métodes

= Rentat: Esrepeteix el mateix procediment de rentat descrit anteriorment.

= Addicié del substrat: Es barregen volums iguals de solucié | (TMB) i solucié |1 (H205),
just en e moment abans de ser utilitzades. S afegeixen 100 ni a cada pou i S'incuba la
placa durant 30 minuts a temperatura ambient i protegida de la [lum amb paper
d’alumini. La peroxidasa conjugada a I’ anticos catalitza la transferencia d’ electrons del
TMB a peroxid d hidrogen; aquesta reaccio forma un producte amb color, la intensitat
del qual és proporciona alaconcentracio de I’ anticos present.

» Lectura: S'aturalareaccié afegint 100 ml d'acid fosforic 1 M a cada pou. Seguidament,
esllegeix € color groc resultant a 450 nm, en |’ espectrofotometre automatic. A partir de
la recta de calibratge obtinguda amb les solucions patr6 € programa de
I’ espectrof otometre determina automaticament la concentracié de les mostres problema.
Aquest metode té un error del 10%. ElI programa utilitzat en |’ espectrofotometre
automatic (Whitakker, Anthos 2001) per alalectura de plagques de 96 pous és el seguient:

v Measurement filter 450nm

Blankmode: Average of individual blank positions

Method: Quantitative evaluation, standard curve, concentration

Plate layout: Autoreplicates 2 wells per sample horizontal

Units of concentration: ng/ml

Curve-fit mode: linear/linear

Shaking: 1 sec, mode 1

AN N VNN

8.10. MESURA D’IMPEDANCIA ELECTRICA.

Les eines emprades per a desenvolupament i validacio de les mesures d’impedancia
es descriuen com una entitat diferent ja que en aguesta metodologia s utilitzen varies linies
cel-lulars, molt diferents a la descrita anteriorment, aixi com d'altres procediments
operacionalsi analitics.

8.10.1. Equipament per a la mesura d’impedancia eléctrica.

Per realitzar les mesures d' impedancia electrica en les diferents suspensions cel -lulars i
fermentacions s ha disposat d’ un analitzador d’impedancies comercial (HP4192A), una etapa
frontal remota, una configuracio que conté els eléctrodes i un ordinador portatil amb software
propi incorporat que adquireix i tracta les dades. A continuacié, es fa una descripcié dels
equips més importants del sistema de mesura.
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8.10.1.1. HP4192A.

El HP4192A (Hewlett Packard) és un analitzador d’ impedancies comercial de grans
prestacions que mesura un rang molt ampli de valors d’ impedancia (des de 0.1 mWfinsa 1.3
MW) en un ampli marge de fregiencies (de 5 Hz fins a 13 MHz). Pot fer les mesures, per
exemple en un escombrat de fregliencia, de forma automatica i, a més a més, connectar-se
amb un ordinador via bus i automatitzar les mesures des d’ aquest. Basicament, I’ instrument
injecta un corrent entre els dos el éctrodes exteriors i mesura la caiguda de tensio entre els dos
eléctrodes interiors. De larelacio entre les dues variables s obté el valor de laimpedancia

L’ analitzador d’impedancies disposa de tres pantalles per presentar |es mesures. una
per alafrequéncia aque estatreballant i les altres dues per presentar les mesures que esta fent
des dels seus quatre terminals UNKNOWN. En la primera de les pantalles dedicades a les
mesures pot presentar la impedancia, I’ admitancia, la conductancia o la capacitat, mentre que
en la segona pot presentar lafase o lareactancia.

8.10.1.2. Etapafrontal remota (front-end).

Els eléctrodes tenen una impedancia diferent de zero ja que actuen a l’interior de la
dissolucié com transductors entre la corrent ionicai €l flux d electrons que passen pel circuit
electric. En e sistema de mesura, la presencia d eléctrodes i cables d’extensié fa que les
mesures realitzades amb instruments comercials de mesura d’ impedancia (HP4192A) tinguin
notables errors (s incrementa |’ efecte de laimpedancia d eléctrode) ja que no tenen previstala
seva presencia. Per aixo, es fa necessaria la utilitzacio d una etapa frontal remota o front-end
amb una impedancia d’ entrada suficientment elevada per reduir I’ efecte de la presencia dels
eléctrodes (Gersing, 1991), i poder fer les mesures de forma correcta.

L’ etapa frontal remota enllaca el HP4192A amb la configuracio del sistema, és a dir,
amb els electrodes. Aquesta consisteix en un amplificador d'instrumentacié (Al) de gran
amplada de banda (250 MHZz) i un refas a mode comd (CMRR) molt elevat, de I’ ordre de 56
dB a 10 MHz, basat en dispositius que operen en mode corrent (MAX436). Es necessari
utilitzar cables coaxials entre I'etapa frontal i els eléctrodes per evitar les interferéncies
(crosstalk) entre lainjeccié de corrent i la deteccio de tensio (Bragési col., 1996).

8.10.1.3. Ordinador i programa de gestio.
El mesurador d' impedancies HP4192A esta connectat a un ordinador portatil Compaq

Contura 410C M350 (PC486, 75 MHZz) i es controla mitjancant el bus IEEE488. Aquest
ordinador incorpora un software desenvolupat a Departament d’ Enginyeria Electronica de la
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UPC per controlar les mesures realitzades amb |’ analitzador HP4192A. Aquest software és
una aplicacié sobre LabWindows/CVI 3.0.1, de National Instruments descrit al’ apartat 8.4.2.
L’ executable resultant corre sobre |’ entorn Windows 3.1. En aquesta aplicacio es poden dur a
terme les funcions usuals de configuracio, gestié de dades i visuaitzacio. A més a més,
permet realitzar:

*  mesures automatiques en intervals programables pel seguiment de mesures canviants en el
temps.

= amitjanat d’ un nombre programable d' escombrats de freqliéncia consecutius.

= calibratge en linia de les mesures amb un métode simple a unareferéncia.

= calibratge opcional a posteriori de les mesures.

= representacié grafica de totes les combinacions. cartesiana - polar, impedancia
—admitancia—resistivitat - permitivitat vers lafreqguiencia, o bé el diagrama d’ Argand (part
imaginaria vers part rea) de les magnituds anteriors.

8.10.1.4. Configuracio del sistema per al’ obtencié del senyal electric.

120mm

SECCIOAA

30mm

SECCIOAA

4.5mm

11.2mm
30mm

4.5mm

30mm

Figura 8.15. Esgquema amb les dimensions de la cubeta estatica.

La configuracio del sistema de mesura realitza la mesura d’'impedancia a quatre fils o
electrodes (cubeta estatica). Com ja s ha dit, la impedancia dels eléctrodes provoca un error
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en lamesura de laimpedancia de la solucié. Per tant, si es fala mesura a quatre fils (s utilitza
dos eléctrodes per injectar € corrent i dos per mesurar la tensié) la magnitud de |’ error sera
molt petita (Harrisi col., 1987; Rosdll i col., 1988; Kijlstrai col., 1994). En canvi, si esfesa
dos fils (la corrent Sinjecta pels mateixos eléctrodes en que es mesura la tensid) la
impedancia mesurada seria la suma de laimpedancia de la solucié a mesurar més dos vegades
laimpedancia de I’ eléctrode, pel que la magnitud de I’ error en aquest cas seria molt gran. La
cubeta estatica és la configuracid que s utilitza per realitzar mesures fora de linia. Consisteix
en un petit prisma de metacrilat de dimensions 30x30x120 mm (Figura 8.15). Els electrodes
sOn quatre barres d acer inoxidable de 2 mm de diametre i 30 mm de llargada situades al fons
de la cel-la de mesura. Els dos eléctrodes dels extrems son pels que s introdueix el corrent i
els dos eléctrodes central's son pels que es mesuralatensié.

8.10.2. Obtencié i tractament de les dades d’impedancia.
8.10.2.1. Obtencio.

Les mesures d’ impedancia es realitzen amb I’ analitzador d’impedancies HP4192A en
el marge de frequiéncies de la dispersio b. Concretament es fan escombrats de freqiiencia entre
10 kHz i 10 MHz. Aquests escombrats es realitzen amb 31 punts de frequencies espaiats
logaritmicament (10 punts per década). Cada 10 escombrats consecutius s amitjanen i la
mitjana es guarda en un fitxer amb un valor d'impedancia per a cada freqiéncia. Aquesta
mitjana es realitza per filtrar |’ efecte de les variacions temporals de la impedancia dins d’'un
escombrat.

8.10.2.2. Métode de calibratge en linia.

Per corregir la constant de cel-la i la resposta de I’'amplificador a cada frequéncia
s utilitza el métode de calibratge en linia de les mesures amb un métode simple, a una
referéncia. Aquest métode utilitza el valor d’impedancia a cada frequéncia (de 10 kHz fins a
10 MH2z) de la solucio referencia (p. ex. la soluci6 inicial, que no presenta relaxacié) per
corregir la resta de corbes de relaxaci6 mesurades. L’aplicaciéo sobre LabWindows/CVI
permet e calibratge automatic en linia de les mesures d impedancia. Aquest metode no
corregeix €ls errors sistematics dependents de la carrega, és a dir, aquells errors que varien
segons €l nivell d impedancia que s esta mesurant.

8.10.2.3. Métode de calibratge atres referéncies.

El métode de calibratge a tres referéncies s'ha utilitzat per corregir €els errors
dependents de la carrega. EIl métode sobté d'una formula general de caibratge de
transductors per a nimeros reals (Bolk, 1985) i la modificacié d’ aguesta per a nimeros
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complexes (Bragdés i col., 1994). Aquest métode utilitza e valor dimpedancia de tres
solucions salines per determinar els valors dels tres coeficients complexes a cada fregtiencia,
(Eg. 8.6). Els valors d'impedancia a baixa freqiiéncia (10 kHz) en que s efectuen aquestes tres
referencies son: un superior a valor més alt, un valor intermedi i un inferior al valor més baix
del total de mesures realitzades. L’ aplicacio sobre LabWindows CVI permet el calibratge a
posteriori de les mesures d' impedancia. Laformulade calibratge és:

Zc :CO((D)"' Cl(w)me(w)
1+Cy(w)*Z (o)

(Eq. 8.6)

on

Z.: impedancia corregida, W.

Zn - impedancia mesurada, W.

w : freqliénciaangular, Hz.

Co, C1 i C;, : coeficients obtinguts a cada frequiéncia mitjancant lamesura de tres solucions salines
dereferencia

Donat que I’adquisicié de referencies pot ser feta en la cel-la de mesura, els factors
geometrics i els efectes d’electrode poden ser corregits. El sistema de mesura junt amb €l
metode de calibratge permet la mesura de relaxacions de fins a 0.1% en tota I’amplada de la
banda freqlencial.

8.10.3. Procediment experimental per a la mesura d’impedancia.

Per validar e métode de mesura s utilitzen diferents linies cel -lulars. A continuaci6 es
detalla el procediment experimental seguit per cadascuna d’ elles en aquest treball.

8.10.3.1. Linies cdl-lulars i manteniment.

En aquesta part del treball s utilitzen per realitzar les mesures d’ impedancia els llevats
Candida rugosa i Saccharomyces cerevisiae, i €els bacteris Rhodobacter capsulata i
Escherichia coli, aixi com les cél -lules d’ hibridoma KB-26.5.

Lescél-lules d'hibridomaes manteneni es ressembren segons el que s ha descrit a
I" apartat 8.7.3. Els microorganismes es mantenen en plagues de Petri que contenen 20 ml de
medi solidificat de composicié: 15 g/l d' agar-agar, 10 g/l d’ extracte de llevat i 20 g/l de
peptona bacteriologica. Després de 24 hores d'incubacié a 37 °C, es conserven a 4 °C. La
ressembra s efectua cada mes. A més a meés, de cada soca es guarden cultius estoc glicerinats
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en medi de cultiu en que s afegeixen 20% de glicerol pels llevatsi 15% pels bacteris en vials
de 5 ml i es conserven congelats a—20 °C.

8.10.3.2. Medis de cultiu.

Totes les linies cel-lulars es cultiven en medis rics. Per a llevat C.rugosa i per a
bacteri R.capsulata s utilitza e mateix medi: 290A. El llevat S.cerevisiae es fa créixer en
medi YPEG2%, i €l bacteri E.coli en medi LB modificat. L”hibridoma KB-26.5 es cultiva en
el medi base DMEM, descritala seva preparacio al’ apartat 8.6.1.

Medi 290A Medi YPEG2%

= 10 g/l Peptona bacteriologica. = 10 g/l Extractedellevat.

= 5g/l Extracte de llevat. = 20 g/l Peptona bacteriol ogica.
= 109/l NaCl. = 209/l Glucosa.

= 0.375 g/l CaCl,-3H,0.

= 15 g/l Glucosa Medi LB modificat.

= 59/l Extracte dellevat.

= 10 g/l Peptona bacteriologica.
= 159/l Glucosa.

= 5¢g/l NaCl.

Els components dels medis per a llevats i bacteris es dissolen en aigua destil-l1ada,
S gusten entre 6.51 7.0 unitats de pH i s esterilitzen durant 20 minutsa 121 °Ci 1.2 atm en un
autoclaul.

8.10.3.3. Preparacio dels cultius.

En € cas de les cél-lules animals aquesta preparacié ja ha estat descrita a |’ apartat
8.7.3. Els cultius de microorganismes es fan créixer amb 100 ml de medi en un matras
d’ Erlenmeyer de 500 ml de volum amb deflectors. S'inoculen a partir de les plagues on es
mantenen els diferents cultius de microorganismes i es fan créixer 18 hores a 37 °C en un
agitador orbital a 300 rpm.

8.10.3.4. Procediment amb |la cubeta estatica.
En I'’estudi basic fet a la cubeta estética s utilitza per fer les mesures electriques les
cinc linies cellulars: E.coli, R.capsulata, C.rugosa, S.cerevisiae i |’hibridoma KB-26.5. Els

brous de cultiu de les fermentacions o dels inoculs se centrifuguen a 6000 g durant 10 minuts
a4 °C en la centrifuga Beckman per a les 4 primeres soques, en canvi per | hibridoma KB-
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26.5 se centrifuguen a 1000 g durant 10 minuts a 4 °C en la mateixa centrifuga. Es retira el
liquid sobrenedant i €l sediment es torna a resuspendre amb solucié salina de NaCl (0.9%)
fins a aconseguir la concentracio cel -lular desitjada.

®

HPE3631A

m— HP4192A
==

Figura 8.16. Esquema del muntatge experimental amb la cubeta estatica: (1) Ordinador portatil, (2)
Analitzador d’'impedancies HP4192A, (3) Font d’ alimentacié HPE3631A, (4) front-end i (5) Cubeta estatica.

Inicialment s'agafa 40 ml de mostrai s'introdueix en la cel-la del sistema de mesura
(Figura 8.16). La suspensié s homogeneitza i es manté a 26 °C de temperatura per realitzar els
escombrats de fregiiencies en condicions estables. Un cop finalitzala mesura d’ impedancia de
la mostra inicial es retira amb pipeta de 20 ml de mostra de dins la cel-lai s afegeix amb
pipeta de 20 ml de solucio salina de NaCl (0.9%), s homogeneitza, es manté la temperatura
constant a 26 °C, i es torna a realitzar la mesura d’ aguesta dilucié. Aixi successivament fins
gue la darrera dilucio presenta una corba de relaxacio inferior a 0.1% en I'amplada de la
banda fregliencial. De cada porcié de 20 ml que s extreu de la cel -la S agafa una aliquota de
10 ml per fer el pes sec o, en € cas de les cél -lules animals, per realitzar el recompte cdl-lular
a microscopi de la mostra mesurada electricament. Un cop realitzada la seqiencia de
dilucions, s observa €els valors d'impedancia a 10 kHz de tots els fitxers obtinguts i es
determina en quins valors a baixa frequiéncia s ha de passar les tres referencies salines per
obtenir les corbes de relaxacio corregides.

8.10.4. Determinaci6 del pes sec.

Aquest métode andlitic, utilitzat pels bacteris i pels llevats, consisteix en centrifugar
(6000 g, durant 10 min) un volum determinat de mostra de cultiu o suspensié cel -lular (10ml)
I després tornar a suspendre el sediment format amb una solucié salina de NaCl (0.9%), tot
seguit filtrar la suspensio a buit a través d’ una membrana de fibra de vidre (Whattman GF/F)
de 0.45 mm de mida de porus. Seguidament, esbandir €l filtre amb aigua destil-lada i col-locar
en una estufa a 105 °C fins a pes constant (entre 18 i 24 hores).
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