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Introducdo

Com 0 BIOSTAT" A, Sartorius introduziu um
novo biorreator de nivel de entrada para
facilitar o controle de cultura celular e
fermentacdo microbiana. O novo projeto
compacto e interface de operacgdo intuitiva
permite até mesmo a usuarios inexperien-
tes alcancarem um rapido progresso. Todas
as linhas de gas sdo controladas automati-
camente e continuamente para um contro-
le estavel e preciso de pH e DO. Ajustes
manuais de medidores de fluxo de gas nédo
s30 mais necessarios para acompanhar a
demanda de DO. A selecdo de modos de
operacgao pré-configurados permite o

uso tanto do UniVessel® Glass quanto do
UniVessel® Single-Use. Utilizando modernos
dispositivos de controle movel e executan-
do varias unidades em paralelo garante-se
a maxima comodidade e a melhor utilizacdo
da area de trabalho. Essa nota de aplicacao
avalia um processo de cultivo de células de
mamiferos conduzido com um BIOSTAT® A
e confirma os parametros de desempenho
comparaveis a outros sistemas de bancada
como os BIOSTAT® B's.

Nesse artigo descrevemos um protocolo

de producao baseada em células CHO da
proteina modelo fosfatase alcalina secretada
(SEAP) utilizando um recipiente de vidro de
2 L. A proteina modelo SEAP ¢ produzida
por células CHO XM 111-10 em suspenséo
(Colecéo de Culturas da Suica) que crescem
e produzem em meios de cultura quimica-
mentes definidos.

Na Universidade de Ciéncias Aplicadas de
Zurique (ZHAW), o crescimento celular e

os experimentos de producdo de proteinas
com esse modelo de linha celular (original-
mente estabelecido pelo grupo do Prof. Dr.
Martin Fussenegger, ETHZ) sdo realizados
regularmente. Nesse contexto, muitos tipos
de biorreatores e escalas diferentes ja pro-
varam a sua adequacao para essa aplicacdo
de cultura celular. O procedimento sugerido
compreende um crescimento celular e fase
de producdo de proteinas com mudanca da
temperatura, o que também ¢ tipicamente
0 caso para processos de producdo industrial
de proteinas.

Foi nosso objetivo alcancar resultados
semelhantes aos obtidos anteriormente em
sistemas BIOSTAT B nas primeiras execucdes
(ndo-otimizada). Objetivamos uma densidade
celular viavel de > 6 x10° células e uma ati-
vidade proteica de > 8 unidades/mL. Além
disso queriamos demonstrar que valores

de k,a de 10/h poderiam ser alcancados a
velocidades periféricas do impulsor abaixo
de 1 m/s.

1. Equipamento e Material

- BIOSTAT" A
(Sartorius Stedim Biotech GmbH)

- UniVessel® 2 L, vidro, parede simples,
dois impulsores de segmento de
3-laminas (angulo = 30°) montados a
uma distancia de 70 mm e microaspersor
com porosidade de 20 pm
(Sartorius Stedim Biotech GmbH)

- Sensor de pH (Endress & Hauser)
- Sensor de OD (Endress & Hauser)

- Meio ChoMaster® HP-1/HP-5
(Cell Culture Technologies GmbH)

- Linha celular CHO XM 111-10
(Colecdo de Cultura da Suiga, No. 837)

- Cedex HiRes (Roche Diagnostics)

- Analisador Bioprofile100 plus
(Nova Biomedical)

- Frascos de agitacdo de 1000 mL (Corning)

- Incubadora com agitacio (Infors HT)



2. Cronograma e métodos

Normalmente, a manutencdo da cultura de células CHO XM 111-10
em suspensio é realizada em frascos T (75 cm?) utilizando meio
ChoMaster” FMX-8. O indculo para a producio em biorreator
agitado € preparado primeiro em frascos de agitagdo (single-use)
(1000mL) utilizando meio ChoMaster® HP-1, a fim de adaptar

as células a agitacéo.

2.1 Caracterizacdo da engenharia

Primeiramente a transferéncia de oxigénio e a mistura da produc¢ao
SEAP no BIOSTAT" A foram estudados. Valores de k,a foram
determinados utilizando um método de gassing-out baseado

nas orientacdes DECHEMA [1]. As medicdes foram efetuadas em
uma solugao de NaCl a 1% no volume maximo de trabalho de 2 L
e uma temperatura de 37°C. A taxa de aeracdo de 0,03 wm e uma
velocidade periférica entre 0,43 e 0,63 m/s foram investigadas.

A concentracdo de oxigénio dissolvido foi medida com um sensor
Endress e Hauser (Oxymax C0S22D) com um tempo de resposta
de 15,55 (63% do sinal de acordo com as orientagdes DECHEMA).
Todas as investigacdes de k,a foram repetidas cinco vezes para
cada conjunto de condicdes de operagao.

0 tempo de mistura foi determinado utilizando o método de
descoloracéo (conforme as orientacoes DECHEMA) com o volume
maximo de trabalho de 2 L e uma velocidade periférica entre
0,43 e 0,63 m/s [1]. Todas as investigactes de tempo de mistura
foram repetidas cinco vezes para cada conjunto de condicoes

de operacdo.

2.2 Cronograma

Dia 1: Estabelecimento de uma cultura de indculo (densidade
de semeadura de 0,5 x 108 células vidvies/mL) em frascos
de agitacdo (1000 mL) com células CHO XM 111-10 em
suspensdo caracterizadas por crescimento logaritmico
e tempos de duplicacdo < 24 horas.

Dia 2: Alimentacdo da cultura de indculo com meio de

crescimento ChoMaster” HP-1 (ver secéio 2.4)

Dia 3: Alimentacdo da cultura de in6culo com meio de

crescimento ChoMaster” HP-1 (ver segéo 2.4)

Preparacio do recipiente de cultura do UniVessel’:

- Calibragio do(s) sensor(es) de pH e OD

- Gas de entrada conectado e filtros de gas de
exaustdo de saida

- Esterilizagdo (121°C/30 minutos)

- Testes de esterilidade e sensores por adicdo de 1L
de meio ChoMaster” HP-1 e inicializacio de todos
os loops de controle

0 BIOSTAT® A 2L foi inoculado com 0,8 L de suspensdo
celular (0,5 x 10° células viavies/mL) usando meio de
crescimento ChoMaster HP-1.

Dia 4:

Dia 5 & 6: Amostragem (ver secdo 2.6), alimentacéo sucessiva do
meio de crescimento ChoMaster” (primeira alimentacio
com 400 mL de ChoMaster HP-1, alimentacao subse-
quente com 600 mL de meio de crescimento ChoMaster

HP-5) e aumento da velocidade de agitacéo.

Dia 7: Amostragem e subsequente troca de meio (substituicio
do meio de crescimento por meio de produgio).

Dia 8: Amostragem, subsequente diminuicdo da temperadura
para 31°C e aumento da velocidade de agitacéo.

Dia 9-x:  Amostragem e cessacdo da cultura apos a viablidade
celular cair abaixo de 30%.

2.3 Meios

Meio minimo ChoMaster” HP-1 quimicamente definido foi utilizado
para a producdo do inoculo e o inicio do cultivo no recipiente de
vidro UniVessel® conectado ao BIOSTAT® A. O meio ChoMaster”
HP-1 foi suplementado com 2,0 g/L de Pluronic F-68 e 2,5 mg/L de
tetraciclina. A alimentacdo foi realizada com meio de crescimento
ChoMaster® HP-5 (suplementado com Pluronic F-68 e tetraciclina).
Linhas celulares CHO XM 111-10 abrangem o sistema Tet-Off para
a expressao controlada de SEAP. A secrecdo de SEAP foi induzida
pela troca de meio para meio de producido ChoMaster® HP-5 livre
de tetraciclina.

2.4 Preparaciao do Indculo

Frascos de agitacdo single-use de 1000 mL foram utilizados

para a producdo do inoculo. A propagacdo celular nos frascos

de agitacéo inicia-se com uma densidade de células vidveis

de 0,5 x 10° células/mL em 100 mL de suspenséo (utilizando
ChoMaster” HP-1). As células sdo incubadas em uma incubadora
com agitagdo a 37°C com uma freqli€ncia de agitacio de 120 rpm,
amplitude de 25 mm, umidade relativa de 70% relH e um teor de
CO, de 7,5%. Apos 24 e 48 horas, 50 mL e 100 mL de ChoMaster”
HP-1 sdo adicionados a fim de proporcionar as células glicose e
diluir os metabolitos intoxicantes.

Trés horas antes da inoculacdo, todas as células do indculo foram
reunidas e a mesma quantidade de meio fresco ChoMaster” HP-1
foi adicionada, sem agitacéo, para permitir a sedimentacéo das
células. Ap6s 3 horas, o sobrenadante foi removido e as células
foram transferidas para o recipiente de vidro autoclavado.



2.5 Configuracéo para o cultivo
0 sensor de pH foi calibrado através de uma calibracdo de dois
pontos com tampao pH 4,01 e pH 7,00.

Antes da autoclavagem, o recipiente de vidro foi preenchido
com 1 L de PBS e os sensores de pH e DO (ambos Endress e Hauser,
Alemanha) foram inseridos. Apos a esterilizagdo do recipiente

a 121°C por 30 minutos, PBS foi substituido por 1000 mL

de meio ChoMaster” HP-1 sobre um gabinete de seguranca.

Os contéineres com meio de crescimento e producio ChoMaster”
HP-5 (FIexBoy®3 L, Sartorius Stedim Biotech) foram conectados
ao biorreator via LuerLock. Além disso, solucdo anti-espuma
(Antifoam 3000 ppm, Sigma Aldrich) foi conectada ao recipiente
de vidro através de um conector LuerLock. O recipiente de vidro
foi transferido para a unidade de controle onde temperatura,
agitacgdo e condicdes de pH foram iniciadas e monitoradas para
confirmacdo da retencéo estéril de 24hr e operacéo livre de
problemas dos sensores antes do inicio da cultura experimental.

2.6 Amostragem e analises

Diariamente uma amostra de 4 mL ¢ retirada conectando uma
seringa estéril de 10 mL através de um adaptador clave. O Controle
em Processo foi realizado pelo contador celular CedexHiRes
(densidade de células viaveis, viabilidade) e Analisador BioProfile
100Plus (concentracdo de metabolitos e substrato) uma vez ao

dia (4 mL). Além disso, o valor de pH foi determinado de maneira
offline por um medidor de pH (Mettler Toledo). A atividade de
SEAP expressada foi medida pela reacdo enzimatica para-nitrofenil
fosfato para para-nitrofenil causando uma mudanca de cor do
sobrenadante preparado [2].

2.7 Condicoes de cultura
Volume de cultura inicial 0,8 L

Volume de cultura final 1,8 L

Velocidade de agitagio ~ 100-220 rpm (aumento gradual)
oD 30 % controlado por ar e fluxo de O,
pH 7.2

37°C (crescimento)

31°C (producéo de proteina)

max. 0,02 vvm (oxigénio de aspersio)
0,5 x 10° células vidveis/mL

14 dias (3 dias de fase de crescimento e
11 dias de fase de producéo)

Temperatura

Taxa de aeragao
Densidade celular inicial
Tempo de cultivo

3. Resultados

3.1 Caracterizacdo da engenharia

A Figura 1 retrata o tempo de mistura obtido experimentalmente
(6,,) e o coeficiente de transferéncia de massa volumétrica (ka)
para o BIOSTAT" A 2 L, que sio representados como uma fungio
da velocidade periférica (Uyp). A turbuléncia aumenta a medida
que a velocidade periférica aumenta, por conseguinte, isso leva
diretamente a uma diminuicdo no tempo de mistura e aumenta

o coeficiente de transferéncia de massa volumétrica. Embora
aproximadamente 13 s sdo necessarios para atingir 95% de homo-
genizagdo na velocidade periférica mais baixa (0,43 m/s), apenas
8s, aproximadamente, sdo necessarios na velocidade periférica
maxima utilizada (0,63 m/s). Além disso, um k,a minimo de aproxi-
madamente 8,5 1/h (0,43 m/s) e maximo de 11 1/h (0,63 m/s)
foram determinados.
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Figura 1: Coeficientes de trasnferéncia de massa volumétrica determinados e
tempos de mistura no UniVessel © 2 L reutilizavel controlado com BIOSTAT” A.

3.2 Crescimento baseado em células CHO e producédo de SEAP
Um bom crescimento celular foi obtido durante a fase de cresci-
mento e no inicio da fase de produ¢ao. Comecando com uma den-
sidade celular inicial de 0,4 x 10° células/mL, a densidade celular
vidvel maxima de 7,09 x 10 células/mL foi obtida ~144 horas apos
a inoculacgdo. A taxa média de crescimento especifico durante a
fase de crescimento foi 0,037 + 0,013 correspondente ao tempo de
duplicacéo de 20,4 £ 6,1 horas.

A formacao de produto foi aumentada apos a inducéo da expressdo
de SEAP. Atividade final e maxima de SEAP foi 17,0 + 0,13 U/mL. Os
substratos (glicose e glutamina) diminuiram a medida que a densi-
dade de células viaveis aumentou. A glicose foi completamente
consumida apos ~168 horas de cultivo. Em contraste, a glutamina
foi esgotada dentro de 24 horas ap6s a inculagao, cada alimentagao
ou troca de meio.



Ambos os metabolitos, lactato e amonia, acumulados como
glicose e glutamina foram consumidos. A acumulacdo de amonia
aumentou depois da troca de meio e atingiu uma concentracédo
maxima de 4,74 mmol/L.

Regulacao negativa do pH baseada em CO, funcionou de forma
excelente (pardmetro PID padrio) e o pH nunca excedeu o valor
ajustado de pH de 7,2 por um longo tempo. Medi¢des de pH online
e offline corresponderam bem. Os ajustes na recalibracdo do pH s
ocorreram quando a diferenca entre as medicoes online e offline
foram maiores do que 0,1. Durante todo o processo, o sensor de pH
apenas precisou ser recalibrado trés vezes indicando uma medicdo
robusta e confiavel da sonda de pH padréo.

0 oxigénio dissolvido inicialmente caiu durante as primeiras

24 horas a 30% devido ao crescimento celular. Posteriormente, a
OD flutuou em torno do ponto de ajuste de 30% nas ~264 horas
restantes, indicando pardmetros PID ndo-otimizados. Em direcéo
ao fim do experimento, a DO aumentou - indicando viabilidade
celular e respiragdo celular diminuidas. A interrup¢do na DO apds
72 horas foi causada pela desacoplamento do recipiente da unidade
de controle e sedimentacéo sob fluxo laminar (troca de meio).
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Figura 2: Perfis de densidade celular vidvel e total, viabilidade e atividade
SEAP no UniVessel® 2 L reutilizavel controlado com BIOSTAT® A.
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Figura 3: Perfis de substratos e metabélitos em um UniVessel” 2L reutilizavel

controlado com BIOSTAT® A.
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mediciio de oxigénio dissolvido no BIOSTAT® A, * = recalibracdo necesséria.




4. Conclusdo

0 BIOSTAT® A é uma solugéo facil de usar, confidvel e autdnoma
para controle de cultivos de células de mamiferos. Foi mostrado
que a transferéncia de oxigénio sendo necessaria para atingir
altas densidades celulares (k,a > 10/h) ja foi atingida a 220 rpm
(velocidade periférica de 0,6 m/s). Devido a taxa de amostragem
de dados curtos de um segundo, a analise dos valores de OD para
determinacdo de k a pode ser feita perfeitamente.

Em um experimento de cultura de células usando células CHO

XM 111-10 em suspensdo, dados em termos de viabilildade e de
densidade celular viavel com 7,1 x 10° células/mL sdo totalmente
comparaveis com os de outros sistemas de cultivo. Além disso, a
atividade SEAP obtida de 17,0 U/mL excedeu os valores esperados
para recipientes de vidro agitados e confirma o excelente desem-
penho do BIOSTAT® A para processos de cultura celular de mamife-
ros. Esses resultados também puderam ser verificados em um
segundo ensaio. O controle estavel de temperatura, ph e OD ja foi
atingido com as configuragoes PID padrdo. Otimizar os parametros
de controle de PID, pH e OD levara a novas melhorias no processo.

O protocolo apresentado pode fornecer um modelo para o cultivo
e producdo de proteina utilizando outras linhas de células animais,
tais como HEK- ou células de inseto em suspenséo (Sf-9 ou High
Five) usando o BIOSTAT® A.
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