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Introduccién. La disponibilidad de herramientas de linealmente conforme se aumenta la MDI (41 y 22% con

monitoreo en linea es importante en todos los procesos. En
este sentido, la velocidad de consumo de oxigeno
proporciona importante informacion en cultivos de células
de insecto, como es la estimacion de la concentracidn celular
viable*? También se ha observado que la VCO disminuye
al agotarse los nutrientes (glucosa y glutamina)™? y aumenta
a momento de infeccién.

El objetivo de este trabgjo es determinar la relacion entre la
velocidad de consumo especifica (gop) Yy la fraccion de
céulas infectadas en el sistema de células de insecto-
baculovirus con e fin de utilizarla para monitorear €l
proceso y como auxiliar en la determinacion de titulos
virales.

Metodologia. Se utiliz6 la linea celular High Five™
cultivada en medio Sf-90011 y un poliedrovirus nuclear de
Autographa Californica recombinante que codifica para la
proteina alcalino fosfatasa de placenta humana secretada
(SEAP). La cuantificacion de glucosa, lactato y glutamina se
realizé en un YSI 2700. Se determiné la actividad de la
enzima recombinante al seguir la ruptura de paranitrofenol
fosfato con un espectrofotdmetro. Se utilizé un biorreactor
de 300 mL (volumen de trabajo 250 mL) a 27°C, agitado a
100 rpm y aireacion superficial. El oxigeno disuelto se
controlé a 20% por medio de la presion parcial de oxigeno
usando controladores de flujo masico de O, y N»,. LaVCO se
determind en linea por medio de un balance de oxigeno en la
fase liquida.*? Se realizaron cultivos no infectados (control)
e infectados a multiplicidades de infeccion(MDI) de 0.4, 1, 5
y 10ufp/cel por duplicado. Todos los cultivos se iniciaron
con una concentracion celular viable de 0.5x10° cel/mL y se
infectaron a 1x10° cel/mL.

Resultadosy discusion. En €l cultivo control se observé que
la VCO aumenta a la par del crecimiento exponencial, el
aumento cesa al agotarse la glutamina (fase estacionaria) y
disminuye proporcionamente a la viabilidad celular a
agotarse la glucosa. La velocidad especifica de crecimiento
(1) y lago, promedio en células no infectadas en crecimiento
exponencial fueron de 0.031h™ y de 6.87x10°mmol0,/cel h,
respectivamente. Se comprobd que la VCO aumenta al
momento de la infeccion. El porcentaje de aumento de la
VCO es mayor a bajas MDI (51%, 0.4ufp/cel) y disminuye
exponencialmente conforme se aumenta la MDI (36%,
10ufp/cel). Por otra parte, la expansion celular disminuye

MDI de 0.4 y 10 respectivamente). El porcentaje de aumento
de go, durante lainfeccidn incrementa de manera logaritmica
conforme aumenta la MDI, empezando con un aumento de
19% (0.4ufp/cel) y llegando a un méximo de 26% (10
ufp/cel) (Figura 1). También se observé que el tiempo en €l
gue se alcanza la go; méxima disminuye exponencialmente
conforme se aumenta la MDI. Este retraso se debe a que a
MDIs bajas (<5ufp/cel) solo una fraccion de las células se
infecta inicialmente, y el resto se infecta durante la
infeccion secundaria entre las 6 y 20 h. No se observo
incremento en las velocidades especificas de consumo de
glucosay glutamina después de la infeccion.
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Fig 1. Aumento maximo de go, a partir del tiempo de infeccién. Las
barras de error en y representan e rango obtenido de dos
experimentos (excepto MDI 5 ufp/cel) y en x € error del método
utilizado para la titulacion viral.

Conclusiones. Se comprobd que la determinacién en linea
de la velocidad de consumo de oxigeno es una herramienta
poderosa para estimar la eficiencia de la infeccion y para
estimar €l estado en € que se encuentra la infeccion en un
momento determinado.
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