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DESCRIPCION
Métodos para replicar un cultivo celular de produccion de eculizumab a gran escala
Antecedentes

Eculizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado que se une especificamente al componente 5 de complemento
(C5) humano. Eculizumab ha sido aprobado por la FDA para tratar la hemoglobinuria paroxistica nocturna y el
sindrome hemolitico urémico atipico. Eculizumab se produce normalmente usando un cultivo de células de mamifero
discontinuo-alimentado a gran escala (10.000 I).

Los modelos de cultivo celular de produccién a pequefia escala proporcionan un medio para probar los medios de
cultivo o los componentes del medio y/o las lineas celulares de mamifero antes de su uso en un cultivo celular de
produccién a gran escala. Los modelos de cultivo celular de produccién a pequefia escala también proporcionan un
medio para evaluar la contaminacién de los medios de cultivo o los componentes del medio y/o las lineas celulares de
mamifero antes de su uso en cultivos de produccion a gran escala. Existe la necesidad de un modelo a pequefia
escala del proceso de produccién de eculizumab.

Sumario

La presente invencién se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de un conjunto de parametros de cultivo que
permite la replicacion precisa de un cultivo celular de produccién a gran escala de eculizumab usando un cultivo celular
discontinuo alimentado a pequefa escala. Por lo tanto, la presente memoria descriptiva incluye métodos para replicar
un cultivo celular de produccion de eculizumab a gran escala usando un cultivo celular discontinuo alimentado a
pequefia escala.

En el presente documento se proporcionan métodos para replicar un cultivo celular de produccién de eculizumab a
gran escala en un cultivo a pequefia escala que incluye: proporcionar un biorreactor de 4 1 a 10 | (tal como un biorreactor
discontinuo alimentado) que contiene un primer medio de cultivo que ocupa entre aproximadamente un 70 % y
aproximadamente un 90 % de la capacidad del biorreactor y tiene una densidad celular inicial de entre
aproximadamente 2,5 x 10° y aproximadamente 7,5 x 10° células NSO/ml, conteniendo las células un acido nucleico
recombinante que codifica eculizumab; cultivar (tal como cultivar de manera discontinua alimentada) las células en el
biorreactor durante al menos 8 dias a de aproximadamente 34 °C a aproximadamente 39 °C, a un nivel de dO2 de
entre aproximadamente el 14 % a aproximadamente el 16 % y una agitacion rotatoria de entre aproximadamente 50
RPM y aproximadamente 70 RPM; mantener (por ejemplo, continuar) el cultivo discontinuo alimentado hasta que se
alcanza una densidad celular de aproximadamente 13 x 10° a aproximadamente 20 x 10° células/ml, después; (1)
afadir de manera continua una alimentacion de medio de cultivo al primer medio de cultivo durante un periodo de
aproximadamente 120 horas a aproximadamente 150 horas y de aproximadamente 40 a 60 horas después del inicio
de la adicidn continua de la alimentacion de medio de cultivo y (2) afiadir de manera continua una solucién de base
alcalina al primer medio de cultivo durante un periodo de entre aproximadamente 90 horas a aproximadamente 105
horas.

En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, uno o los dos del primer
medio de cultivo y el medio de cultivo de alimentacién incluyen una seroalbimina bovina (BSA) procesada. En algunas
realizaciones de cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, la BSA procesada es BSA de Nueva
Zelanda. En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, la densidad
celular inicial es de entre aproximadamente 4,0 x 10° células/ml y aproximadamente 6,0 x 106 células/ml. En algunas
realizaciones de cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, el biorreactor tiene una capacidad de
entre aproximadamente 4 | a aproximadamente 6 .

En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, el primer medio de cultivo
ocupa entre aproximadamente un 80 % a aproximadamente un 88 % de la capacidad del biorreactor. En algunas
realizaciones de cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, el cultivo discontinuo alimentado se
lleva a cabo a una temperatura de aproximadamente 36 °C a aproximadamente 37 °C. En algunas realizaciones de
cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, la agitacién rotatoria es de entre aproximadamente 55
RPM y aproximadamente 65 RPM. En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos descritos en el presente
documento, la densidad celular diana es de entre aproximadamente 17 x 10° células/ml y aproximadamente 19 x 105
células/ml.

En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, la solucién de base
alcalina se aflade de manera continua al primer medio de cultivo durante un periodo de entre aproximadamente 92
horas a aproximadamente 100 horas. En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos descritos en el presente
documento, el biorreactor contiene 4,2 | del primer medio de cultivo y la solucion de base alcalina se afiade de manera
continua al primer medio de cultivo a una velocidad de entre aproximadamente 1,65 ml/hora a aproximadamente
1,85 ml/hora. En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, la solucién
de base alcalina incluye entre aproximadamente 0,65 M y aproximadamente 0,85 M de carbonato de sodio y entre
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aproximadamente 0,4 y aproximadamente 0,6 de bicarbonato de sodio.

En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, se afiade de manera
continua un solo medio de cultivo de alimentacién al primer medio de cultivo. En algunas realizaciones de cualquiera
de los métodos descritos en el presente documento, se afiaden de manera continua dos medios de cultivo de
alimentacion al primer medio de cultivo. En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos descritos en el
presente documento, se afiaden de manera continua cada uno de los dos medios de cultivo de alimentacion al primer
medio de cultivo a una velocidad de entre aproximadamente 15 pl/minuto a aproximadamente 35 pl/minuto. En algunas
realizaciones de cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, se afiaden de manera continua cada
uno de los dos medios de cultivo de alimentacion al primer medio de cultivo a una velocidad de entre aproximadamente
20 ul/minuto a aproximadamente 25 pl/minuto. En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos descritos en el
presente documento, el medio de cultivo de alimentacion se afiade de manera continua al primer medio de cultivo
durante un periodo de entre aproximadamente 130 horas a aproximadamente 135 horas.

Algunas realizaciones de cualquiera de los métodos descritos en el presente documento incluyen ademas afiadir un
bolo de una solucién de lipido que incluye acido linoleico, acido oleico y colesterol al primer medio de cultivo en un
punto de tiempo cuando las células alcanzan una densidad de aproximadamente 13 x 10° células/ml a
aproximadamente 20 x 10° células/ml. En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos descritos en el presente
documento, se afiade la solucién de lipido a una dosis de aproximadamente 1 ml por 1 | del primer medio de cultivo.

Algunas realizaciones de cualquiera de los métodos descritos en el presente documento incluyen ademas afadir
antiespumante al primer medio de cultivo durante el cultivo. Algunas realizaciones de cualquiera de los métodos
descritos en el presente documento incluyen recoger el eculizumab recombinante producido en la etapa de cultivo. En
algunas realizaciones de cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, la recoleccion incluye lisar
las células. En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, el eculizumab
recombinante se recoge de uno o ambos del primer medio de cultivo y el medio de cultivo de alimentacion.

En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, eculizumab incluye una
cadena pesada que incluye o consiste en la SEQ ID NO: 1 y una cadena ligera que incluye o consiste en la SEQ ID
NO: 2.

Algunas realizaciones de cualquiera de los métodos descritos en el presente documento incluyen ademas evaluar uno
0 mas parametros del cultivo celular seleccionados entre el grupo que consiste en: crecimiento celular, porcentaje de
viabilidad celular, densidad de células viables, el consumo de glucosa aerobico, titulo de eculizumab, tasa de
productividad especifica, tasa de productividad volumétrica, produccion de lactato y calidad de eculizumab. Algunas
realizaciones de cualquiera de los métodos descritos en el presente documento incluyen ademas comparar los uno o
mas parametros de cultivo celular determinados con los mismos uno o0 mas parametros de cultivo celular en un cultivo
celular de produccion de eculizumab a gran escala. En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos descritos
en el presente documento, el cultivo celular de produccion de eculizumab a gran escala es un cultivo celular de
produccién de eculizumab de 10.000 I.

Como se usa en el presente documento, el término "un”, "una", "uno" o "pluralidad” antes de un nombre representa
uno o mas del nombre particular. Por ejemplo, la frase "una célula de mamifero" representa "una o mas células de
mamifero".

La expresion "BSA procesada” o "seroalbimina bovina procesada” se refiere a una seroalbimina bovina que se ha
producido mediante un método descrito en el presente documento. Por ejemplo, un método usado para producir una
BSA procesada no incluye calentar una solucién que incluye la seroalbimina, afiadir un estabilizante a una solucién
gue incluye la seroalbumina y eliminar por precipitacion las impurezas de una solucién que incluye una seroalbimina
liofilizada reconstituida. En algunos ejemplos, el método usado para producir BSA procesada comienza
proporcionando plasma de un bévido. Los métodos no limitantes que pueden usarse para producir una BSA procesada
se describen en el presente documento.

La expresion "BSA NZ procesada” o "BSA de Nueva Zelanda procesada” se refiere a BSA procesada como se define
en el presente documento que incluye una seroalbimina de una especie de bévido y criada en Nueva Zelanda. Un
ejemplo no limitante de una BSA NZ procesada es la BSA NZ de MP Biomedicals.

La expresion "cultivo celular de produccién de eculizumab” se refiere a un cultivo a gran escala usado para producir
eculizumab recombinante principalmente para su uso en la fabricaciéon de una composicién farmacéutica. Un cultivo
celular de produccion puede tener un volumen de al menos 500 |, por ejemplo, aproximadamente o al menos 1.000 |,
aproximadamente o al menos 2.000 |, aproximadamente o al menos 3.000 I, aproximadamente o al menos 4.000 |,
aproximadamente o al menos 5.000 |, aproximadamente o al menos 6.000 I, aproximadamente o al menos 7.000 |,
aproximadamente o al menos 8.000 I, aproximadamente o al menos 9.000 | o aproximadamente o al menos 10.000 .

La expresion "biorreactor de produccion”, como se usa en el presente documento, se refiere a un vaso adecuado para
incubar un cultivo celular de mamifero en condiciones suficientes para el cultivo de las células de mamifero en el
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cultivo y la produccién de un producto de proteina recombinante por las células de mamifero en el cultivo. Se conocen
en la técnica ejemplos de biorreactores de produccion.

La expresion "célula de mamifero" se refiere a cualquier célula de o procedente de cualquier mamifero que incluye,
por ejemplo, un ser humano, un hamster, un ratén, un mono verde, una rata, un cerdo, una vaca, un hamster o un
conejo. En algunas realizaciones, la célula de mamifero puede ser una célula inmortalizada, una célula diferenciada o
una célula no diferenciada.

La expresién "sustancialmente libre", como se usa en el presente documento, se refiere a una composicion (por
ejemplo, una composicion farmacéutica) que se encuentra al menos aproximadamente un 90 % libre o
aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o al menos aproximadamente un 99 % o aproximadamente un 100 %
libre de una sustancia especifica (por ejemplo, proteinas contaminantes de un medio de cultivo liquido o del lisado de
una célula de mamifero).

La expresion "cultivo" o "cultivo celular", como se usa en el presente documento, se refiere al mantenimiento o
crecimiento de una célula de mamifero en un medio de cultivo liquido en un conjunto de condiciones fisicas controlado.

La expresién "medio de cultivo liquido" o "medio de cultivo" se refiere a un fluido que contiene nutrientes suficientes
para permitir que una célula de mamifero crezca en el medio in vitro. Por ejemplo, un medio de cultivo liquido puede
incluir uno o mas de: aminoécidos (por ejemplo, 20 aminoéacidos), una purina (por ejemplo, hipoxantina), una pirimidina
(por ejemplo, timidina), colina, inositol, tiamina, acido folico, biotina, calcio, niacinamida, piridoxina, riboflavina, timidina,
cianocobalamina, piruvato, acido lipoico, magnesio, glucosa, sodio, potasio, hierro, cobre, cinc, selenio y otros
oligoelementos metélicos necesarios y bicarbonato de sodio. Un medio de cultivo liquido puede incluir suero de un
mamifero. En algunos casos, un medio de cultivo liquido no contiene suero u otro extracto de un mamifero (un medio
de cultivo liquido quimicamente definido). Un medio de cultivo liquido puede contener oligoelementos metalicos, una
hormona de crecimiento de mamifero y/o un factor de crecimiento de mamifero. En el presente documento se
describen ejemplos no limitantes de medios de cultivo liquidos y se conocen en la técnica ejemplos adicionales y se
encuentran disponibles comercialmente.

La expresion "medio de cultivo liquido libre de componentes de origen animal” significa un medio de cultivo liquido que
no contiene ningln componente (por ejemplo, proteinas o suero) procedentes de un animal.

La expresion "medio de cultivo liquido asérico" se refiere a un medio de cultivo liquido que no contiene suero animal.

La expresion "medio de cultivo liquido con suero afiadido” se refiere a un medio de cultivo liquido que incluye suero
animal.

La expresion "medio de cultivo liquido quimicamente definido" se refiere a un medio de cultivo liquido en el que se
conocen sustancialmente todos los componentes quimicos. Por ejemplo, un medio de cultivo liquido quimicamente
definido no contiene suero fetal bovino, seroalbimina bovina o seroalbumina humana, ya que estas preparaciones
contienen normalmente una mezcla compleja de albiminas y lipidos.

La expresion "medio de cultivo liquido libre de proteinas” significa un medio de cultivo liquido que no contiene proteinas
(por ejemplo, cualquier proteina detectable).

"Agitacion rotatoria" es un término bien conocido en la técnica y se refiere a la agitacion de un cultivo en un biorreactor
(por ejemplo, un biorreactor de produccién) de un modo generalmente circular, por ejemplo, en sentido horario o
antihorario, con objeto, por ejemplo, de aumentar la concentracion de Oz disuelto en el biorreactor. La agitacion puede
llevarse a cabo usando cualquier método conocido en la técnica, por ejemplo, un instrumento que mueve el cultivo
con un movimiento circular o elipsoidal, tal como un rotor. Se conocen en la técnica dispositivos ejemplares que pueden
usarse para llevar a cabo la agitacion rotatoria y se encuentran disponibles comercialmente.

El término "purificar" o "purificacion", en ciertos contextos, significa aislar al menos parcialmente una proteina
recombinante de uno o mas componentes (por ejemplo, ADN, ARN u otras proteinas) presentes en el medio de cultivo
liquido o el lisado de cultivo celular. Puede especificarse el alcance de la purificacion, tal como al menos o
aproximadamente un 5 %, por ejemplo, al menos o aproximadamente un 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 40 %, 45 %,
50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 % o al menos o aproximadamente un 95 % a 99,9 % de pureza
en peso. Se describen en el presente documento métodos no limitantes para purificar una proteina de un medio de
cultivo liquido o de un lisado de células de mamifero y se conocen otros en la técnica.

La expresion "cultivo celular discontinuo alimentado” o "cultivo discontinuo alimentado” significa la adicion incremental
o continua de un medio de cultivo de alimentacion (por ejemplo, medio de cultivo liquido o soluble) a un cultivo celular
inicial sin una retirada sustancial o significativa de medio de cultivo liquido del cultivo celular. En algunos casos, el
medio de cultivo de alimentacion es el mismo que el primer medio de cultivo liquido presente al comienzo del periodo
de cultivo. En otros casos, el medio de cultivo de alimentacion es una forma concentrada del primer medio de cultivo
liquido y/o se afiade en forma de un polvo seco. En algunos ejemplos del cultivo discontinuo alimentado, se afiaden
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dos medios de cultivo de alimentacién diferentes al cultivo celular inicial.

La "tasa de productividad especifica" o "SPR", como se usa en el presente documento, se refiere a la masa o a la
actividad enzimatica de una proteina recombinante producida por célula de mamifero por dia. La SPR para un
anticuerpo recombinante se mide normalmente como masa/célula/dia. La SPR para una enzima recombinante
normalmente se mide como unidades/célula/dia o (unidades/masa)/célula/dia.

"Tasa de productividad por volumen" o "VPR", como se usa en el presente documento, se refiere a la masa o a la
actividad enzimatica de proteina recombinante producida por volumen de cultivo (por ejemplo, por litro de volumen de
biorreactor, vaso o tubo) por dia. La VPR para un anticuerpo recombinante se mide normalmente como masa/l/dia. La
VPR para una enzima recombinante normalmente se mide como unidades/l/dia o como masa/l/dia.

Salvo que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento tienen
el mismo significado que el que entiende cominmente una persona normalmente versada en la materia a la cual
pertenece la presente invencion. En el presente documento se describen métodos y materiales para su uso en la
presente invencion; también pueden usarse otros métodos y materiales adecuados conocidos en la técnica. Los
materiales, métodos y ejemplos son solamente ilustrativos y no pretenden ser limitantes. Todas las publicaciones,
solicitudes de patente, patentes, secuencias, entradas en bases de datos y otras referencias mencionadas en el
presente documento se incorporan por referencia en su totalidad. En caso de conflicto, prevalecera la presente
memoria descriptiva, incluyendo las definiciones.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencién seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada y a partir
de las figuras y de las reivindicaciones.

Descripcion de los dibujos

La figura 1 es una gréfica que muestra la concentracion media (lineas continuas) de lactato con el paso del tiempo
en cultivos celulares de produccion de eculizumab de 10.000 | (lineas negras continuas finas) y cultivos a pequefia
escala de eculizumab de 5 | anteriores (lineas negras continuas gruesas). Las lineas discontinuas representan + 1
desviacion tipica de los datos.

La figura 2 es una grafica que muestra la concentracion media (lineas continuas) de sodio con el paso del tiempo
en cultivos celulares de produccién de eculizumab de 10.000 | (lineas negras continuas finas) y cultivos a pequefia
escala de eculizumab de 5 | anteriores (lineas negras continuas gruesas). Las lineas discontinuas representan + 1
desviacion tipica de los datos.

La figura 3 es una grafica que muestra el pH medio fuera de linea con el paso del tiempo en cultivos celulares de
produccién de eculizumab de 10.000 | (lineas negras continuas finas) y cultivos a pequefia escala de eculizumab
de 5 | anteriores (lineas negras continuas gruesas). Las lineas discontinuas representan + 1 desviacion tipica de
los datos.

La figura 4 es una grafica que muestra la densidad media de células viables con el paso del tiempo en cultivos
celulares de produccion de eculizumab de 10.000 | (lineas negras continuas gruesas) y cultivos a pequefia escala
de eculizumab de 5 | anteriores (lineas negras continuas finas). Las lineas discontinuas representan + 1 desviacion
tipica de los datos.

La figura 5 es una grafica que muestra la densidad media de células viables con el paso del tiempo en cultivos
celulares de produccion de eculizumab de 10.000 | (lineas negras continuas gruesas) y cultivos a pequefia escala
de eculizumab de 5 I cultivados usando los métodos descritos en el presente documento (lineas negras continuas
finas) (n = 40). Las lineas discontinuas representan + 1 desviacion tipica de los datos.

La figura 6 es una grafica que muestra el porcentaje medio de viabilidad celular con el paso del tiempo en cultivos
celulares de produccion de eculizumab de 10.000 | (lineas negras continuas gruesas) y cultivos a pequefia escala
de eculizumab de 5 | anteriores (lineas negras continuas finas). Las lineas discontinuas representan + 1 desviacion
tipica de los datos.

La figura 7 es una gréafica que muestra el porcentaje medio de viabilidad celular con el paso del tiempo en cultivos
celulares de produccion de eculizumab de 10.000 | (lineas negras continuas gruesas) y cultivos a pequefia escala
de eculizumab de 5 | cultivados usando los métodos descritos en el presente documento (lineas negras continuas
finas) (n = 40). Las lineas discontinuas representan + 1 desviacion tipica de los datos.

La figura 8 es una grafica que muestra el titulo de eculizumab con el paso del tiempo en cultivos celulares de
produccién de eculizumab de 10.000 | (lineas negras continuas gruesas) y cultivos a pequefia escala de eculizumab
de 5 | anteriores (lineas negras continuas finas). Las lineas discontinuas representan + 1 desviacion tipica de los
datos.

La figura 9 es una grafica que muestra el titulo de eculizumab con el paso del tiempo en cultivos celulares de
produccioén de eculizumab de 10.000 | (lineas negras continuas gruesas) y cultivos a pequefia escala de eculizumab
de 5 | cultivados usando los métodos descritos en el presente documento (lineas negras continuas finas) (n = 40).
Las lineas discontinuas representan = 1 desviacion tipica de los datos.

La figura 10 es una gréafica que muestra la concentracion de glucosa con el paso del tiempo en cultivos celulares
de produccion de eculizumab de 10.000 | (lineas negras continuas gruesas) y cultivos a pequefia escala de
eculizumab de 5 | anteriores (lineas negras continuas finas). Las lineas discontinuas representan + 1 desviacion
tipica de los datos.
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La figura 11 es una grafica que muestra la concentracién de glucosa con el paso del tiempo en cultivos celulares
de produccion de eculizumab de 10.000 | (lineas negras continuas gruesas) y cultivos a pequefia escala de
eculizumab de 5 | cultivados usando los métodos descritos en el presente documento (lineas negras continuas
finas) (n = 40). Las lineas discontinuas representan + 1 desviacion tipica de los datos.

Descripcion detallada

En el presente documento se proporcionan métodos para replicar un cultivo celular de produccion de eculizumab a
gran escala en un cultivo celular a pequefia escala. Estos métodos incluyen: proporcionar un biorreactor de 2 | a 25 |
(tal como un biorreactor discontinuo alimentado) que contiene un primer medio de cultivo que ocupa entre
aproximadamente un 60 % y aproximadamente un 90 % de la capacidad del biorreactor y tiene una densidad celular
inicial de entre aproximadamente 2,0 x 10° y aproximadamente 7,5 x 10° células NS0/ml, conteniendo las células un
acido nucleico recombinante que codifica eculizumab; cultivar (tal como cultivar de manera discontinua alimentada)
las células en el biorreactor durante al menos 8 dias a de aproximadamente 34 °C a aproximadamente 39 °C, a un
nivel de dO? de entre aproximadamente el 10 % a aproximadamente el 20 % y una agitacion rotatoria de entre
aproximadamente 40 RPM y aproximadamente 80 RPM; mantener (por ejemplo, continuar) el cultivo discontinuo
alimentado hasta que se alcanza una densidad celular de aproximadamente 10 x 10° a aproximadamente 25 x 10°
células/ml, después; (1) afiadir de manera continua una alimentacién de medio de cultivo al primer medio de cultivo
durante un periodo de aproximadamente 100 horas a aproximadamente 170 horas y de aproximadamente 5 a 80 horas
después del inicio de la adicién continua de la alimentacion de medio de cultivo y (2) afiadir de manera continua una
solucion de base alcalina al primer medio de cultivo durante un periodo de entre aproximadamente 70 horas a
aproximadamente 105 horas.

Se describen a continuacidn aspectos no limitantes de los métodos para replicar un cultivo celular de produccién de
eculizumab a gran escala. Puede usarse cualquiera de los aspectos descritos mas adelante en cualquier combinacién
0 con cualquier otro elemento conocido en la técnica.

Biorreactores

Un biorreactor usado para cultivar el cultivo discontinuo alimentado en cualquiera de los métodos descritos en el
presente documento puede tener una capacidad de entre aproximadamente 2 | y aproximadamente 25 | (por ejemplo,
entre aproximadamente 2| y aproximadamente 24 1|, entre aproximadamente 2| y aproximadamente 221, entre
aproximadamente 21 y aproximadamente 201, entre aproximadamente 2| y aproximadamente 181, entre
aproximadamente 21 y aproximadamente 181, entre aproximadamente 2| y aproximadamente 161, entre
aproximadamente 21| y aproximadamente 141, entre aproximadamente 2| y aproximadamente 121, entre
aproximadamente 21| y aproximadamente 101, entre aproximadamente 2| y aproximadamente 91, entre
aproximadamente 21 y aproximadamente 81, entre aproximadamente 2| y aproximadamente 71, entre
aproximadamente 21 y aproximadamente 61, entre aproximadamente 2| y aproximadamente 51, entre
aproximadamente 21 y aproximadamente 41, entre aproximadamente 2| y aproximadamente 31, entre
aproximadamente 31| y aproximadamente 251, entre aproximadamente 31 y aproximadamente 241, entre
aproximadamente 31| y aproximadamente 221, entre aproximadamente 3| y aproximadamente 201, entre
aproximadamente 31| y aproximadamente 181, entre aproximadamente 3| y aproximadamente 161, entre
aproximadamente 31| y aproximadamente 141, entre aproximadamente 3| y aproximadamente 121, entre
aproximadamente 31| y aproximadamente 101, entre aproximadamente 3| y aproximadamente 91, entre
aproximadamente 31 y aproximadamente 81, entre aproximadamente 31| y aproximadamente 71, entre
aproximadamente 31 y aproximadamente 61, entre aproximadamente 31| y aproximadamente 51, entre
aproximadamente 31 y aproximadamente 41, entre aproximadamente 41| y aproximadamente 251, entre
aproximadamente 41 y aproximadamente 241, entre aproximadamente 41 y aproximadamente 221, entre
aproximadamente 41 y aproximadamente 201, entre aproximadamente 41 y aproximadamente 181, entre
aproximadamente 41 y aproximadamente 161, entre aproximadamente 41 y aproximadamente 141, entre
aproximadamente 41 y aproximadamente 121, entre aproximadamente 41 y aproximadamente 101, entre
aproximadamente 41 y aproximadamente 91, entre aproximadamente 41| y aproximadamente 81, entre
aproximadamente 41 y aproximadamente 71, entre aproximadamente 41| y aproximadamente 61, entre
aproximadamente 41 y aproximadamente 51, entre aproximadamente 5| y aproximadamente 251, entre
aproximadamente 51 y aproximadamente 241, entre aproximadamente 5| y aproximadamente 221, entre
aproximadamente 51 y aproximadamente 201, entre aproximadamente 51 y aproximadamente 181, entre
aproximadamente 51 y aproximadamente 161, entre aproximadamente 51 y aproximadamente 141, entre
aproximadamente 51 y aproximadamente 121, entre aproximadamente 5| y aproximadamente 101, entre
aproximadamente 51 y aproximadamente 91, entre aproximadamente 5| y aproximadamente 81, entre
aproximadamente 51 y aproximadamente 71, entre aproximadamente 5| y aproximadamente 61, entre
aproximadamente 61 y aproximadamente 251, entre aproximadamente 61 y aproximadamente 241, entre
aproximadamente 61 y aproximadamente 221, entre aproximadamente 61 y aproximadamente 201, entre
aproximadamente 61 y aproximadamente 181, entre aproximadamente 61 y aproximadamente 161, entre
aproximadamente 61 y aproximadamente 141, entre aproximadamente 61 y aproximadamente 121, entre
aproximadamente 61 y aproximadamente 101, entre aproximadamente 61 y aproximadamente 91, entre
aproximadamente 61 y aproximadamente 81, entre aproximadamente 61 y aproximadamente 71, entre
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aproximadamente 8|
aproximadamente 8|
aproximadamente 8|
aproximadamente 8|
aproximadamente 8|1
aproximadamente 9 |
aproximadamente 9 |
aproximadamente 9 |
aproximadamente 9 |
aproximadamente 9 |
aproximadamente 10 |
aproximadamente 10 |
aproximadamente 10 |
aproximadamente 10 |
aproximadamente 12 |
aproximadamente 12 |
aproximadamente 12 |
aproximadamente 14 |
aproximadamente 14 |
aproximadamente 14 |
aproximadamente 16 |
aproximadamente 16 |

aproximadamente 251, entre aproximadamente 81 y aproximadamente 241, entre
aproximadamente 221, entre aproximadamente 81| y aproximadamente 201, entre
aproximadamente 181, entre aproximadamente 81| y aproximadamente 161, entre
aproximadamente 141, entre aproximadamente 81| y aproximadamente 121, entre
aproximadamente 101, entre aproximadamente 8| y aproximadamente 91, entre
aproximadamente 251, entre aproximadamente 91| y aproximadamente 241, entre
aproximadamente 221, entre aproximadamente 91| y aproximadamente 201, entre
aproximadamente 181, entre aproximadamente 91 y aproximadamente 161, entre
aproximadamente 141, entre aproximadamente 91 y aproximadamente 121, entre
aproximadamente 101, entre aproximadamente 10| aproximadamente 251, entre
aproximadamente 241, entre aproximadamente 10| aproximadamente 221, entre
aproximadamente 201, entre aproximadamente 10| aproximadamente 181, entre
aproximadamente 161, entre aproximadamente 10| aproximadamente 141, entre
aproximadamente 121, entre aproximadamente 12| aproximadamente 251, entre
aproximadamente 241, entre aproximadamente 12| aproximadamente 221, entre
aproximadamente 201, entre aproximadamente 12| aproximadamente 181, entre
aproximadamente 161, entre aproximadamente 121 aproximadamente 141, entre
aproximadamente 251, entre aproximadamente 141 aproximadamente 241, entre
aproximadamente 221, entre aproximadamente 14| aproximadamente 201, entre
aproximadamente 181, entre aproximadamente 14| aproximadamente 161, entre
aproximadamente 251, entre aproximadamente 16 | aproximadamente 241, entre
aproximadamente 221, entre aproximadamente 16 | aproximadamente 201, entre
aproximadamente 16 | aproximadamente 181, entre aproximadamente 18| aproximadamente 251, entre
aproximadamente 18 | aproximadamente 241, entre aproximadamente 181 aproximadamente 221, entre
aproximadamente 18 | aproximadamente 201, entre aproximadamente 20| aproximadamente 251, entre
aproximadamente 20| y aproximadamente 241, entre aproximadamente 20| y aproximadamente 22| o entre
aproximadamente 22 | y aproximadamente 25 I).

LT

KKK <

Primer medio de cultivo

Los métodos proporcionados en el presente documento incluyen una etapa de proporcionar un biorreactor que
contiene un primer medio de cultivo (por ejemplo, cualquiera de los tipos ejemplares de medio de cultivo descritos en
el presente documento o conocidos en la técnica). El volumen del primer medio de cultivo presente en el biorreactor
puede ser de entre aproximadamente un 60 % y aproximadamente un 90 % (por ejemplo, entre aproximadamente un
60 % y aproximadamente un 88 %, entre aproximadamente un 60 % y aproximadamente un 86 %, entre
aproximadamente un 60 % y aproximadamente un 86 %, entre aproximadamente un 60 % y aproximadamente un
84 %, entre aproximadamente un 60 % y aproximadamente un 82 %, entre aproximadamente un 60 % vy
aproximadamente un 80 %, entre aproximadamente un 60 % y aproximadamente un 78 %, entre aproximadamente
un 60 % y aproximadamente un 76 %, entre aproximadamente un 60 % y aproximadamente un 74 %, entre
aproximadamente un 60 % y aproximadamente un 72 %, entre aproximadamente un 60 % y aproximadamente un
70 %, entre aproximadamente un 60 % y aproximadamente un 68 %, entre aproximadamente un 60 % vy
aproximadamente un 66 %, entre aproximadamente un 60 % y aproximadamente un 64 %, entre aproximadamente
un 62 % y aproximadamente un 90 %, entre aproximadamente un 62 % y aproximadamente un 88 %, entre
aproximadamente un 62 % y aproximadamente un 86 %, entre aproximadamente un 62 % y aproximadamente un
84 %, entre aproximadamente un 62 % y aproximadamente un 82 %, entre aproximadamente un 62 % vy
aproximadamente un 80 %, entre aproximadamente un 62 % y aproximadamente un 78 %, entre aproximadamente
un 62 % y aproximadamente un 76 %, entre aproximadamente un 62 % y aproximadamente un 74 %, entre
aproximadamente un 62 % y aproximadamente un 72 %, entre aproximadamente un 62 % y aproximadamente un
74 %, entre aproximadamente un 62 % y aproximadamente un 72 %, entre aproximadamente un 62 % y
aproximadamente un 70 %, entre aproximadamente un 62 % y aproximadamente un 68 %, entre aproximadamente
un 62 % y aproximadamente un 66 %, entre aproximadamente un 64 % y aproximadamente un 90 %, entre
aproximadamente un 64 % y aproximadamente un 88 %, entre aproximadamente un 64 % y aproximadamente un
86 %, entre aproximadamente un 64 % y aproximadamente un 84 %, entre aproximadamente un 64 % vy
aproximadamente un 82 %, entre aproximadamente un 64 % y aproximadamente un 80 %, entre aproximadamente
un 64 % y aproximadamente un 78 %, entre aproximadamente un 64 % y aproximadamente un 76 %, entre
aproximadamente un 64 % y aproximadamente un 74 %, entre aproximadamente un 64 % y aproximadamente un
72 %, entre aproximadamente un 64 % y aproximadamente un 70 %, entre aproximadamente un 64 % vy
aproximadamente un 68 %, entre aproximadamente un 68 % y aproximadamente un 90 %, entre aproximadamente
un 68 % y aproximadamente un 88 %, entre aproximadamente un 68 % y aproximadamente un 86 %, entre
aproximadamente un 68 % y aproximadamente un 84 %, entre aproximadamente un 68 % y aproximadamente un
82 %, entre aproximadamente un 68 % y aproximadamente un 80 %, entre aproximadamente un 68 % vy
aproximadamente un 78 %, entre aproximadamente un 68 % y aproximadamente un 76 %, entre aproximadamente
un 68 % y aproximadamente un 74 %, entre aproximadamente un 68 % y aproximadamente un 72 %, entre
aproximadamente un 70 % y aproximadamente un 90 %, entre aproximadamente un 70 % y aproximadamente un
88 %, entre aproximadamente un 70 % y aproximadamente un 86 %, entre aproximadamente un 70% vy
aproximadamente un 84 %, entre aproximadamente un 70 % y aproximadamente un 82 %, entre aproximadamente
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un 70 % y aproximadamente un 80 %, entre aproximadamente un 70 % y aproximadamente un 78 %, entre
aproximadamente un 70 % y aproximadamente un 76 %, entre aproximadamente un 70 % y aproximadamente un
74 %, entre aproximadamente un 72 % y aproximadamente un 90 %, entre aproximadamente un 72% vy
aproximadamente un 88 %, entre aproximadamente un 72 % y aproximadamente un 86 %, entre aproximadamente
un 72 % y aproximadamente un 84 %, entre aproximadamente un 72 % y aproximadamente un 82 %, entre
aproximadamente un 72 % y aproximadamente un 80 %, entre aproximadamente un 72 % y aproximadamente un
78 %, entre aproximadamente un 72 % y aproximadamente un 76 %, entre aproximadamente un 74 % vy
aproximadamente un 90 %, entre aproximadamente un 74 % y aproximadamente un 88 %, entre aproximadamente
un 74 % y aproximadamente un 86 %, entre aproximadamente un 74 % y aproximadamente un 82 %, entre
aproximadamente un 74 % y aproximadamente un 80 %, entre aproximadamente un 74 % y aproximadamente un
78 %, entre aproximadamente un 76 % y aproximadamente un 90 %, entre aproximadamente un 78 % vy
aproximadamente un 90 %, entre aproximadamente un 78 % y aproximadamente un 88 %, entre aproximadamente
un 78 % y aproximadamente un 86 %, entre aproximadamente un 78 % y aproximadamente un 84 %, entre
aproximadamente un 78 % y aproximadamente un 82 %, entre aproximadamente un 80 % y aproximadamente un
90 %, entre aproximadamente un 80 % y aproximadamente un 88 %, entre aproximadamente un 80 % vy
aproximadamente un 86 %, entre aproximadamente un 80 % y aproximadamente un 84 %, entre aproximadamente
un 82 % y aproximadamente un 90 %, entre aproximadamente un 82 % y aproximadamente un 88 %, entre
aproximadamente un 82 % y aproximadamente un 86 %, entre aproximadamente un 84 % y aproximadamente un
90 %, entre aproximadamente un 84 % y aproximadamente un 88 % o entre aproximadamente un 86 % vy
aproximadamente un 90 %) de la capacidad del biorreactor.

El volumen del primer medio de cultivo presente en el biorreactor puede ser de entre aproximadamente 1,21y
aproximadamente 221 (por ejemplo, de entre aproximadamente 1,21 y aproximadamente 201, de entre
aproximadamente 1,2 | y aproximadamente 18 |, de entre aproximadamente 1,2 | y aproximadamente 16 I, de entre
aproximadamente 1,2 y aproximadamente 14 |, de entre aproximadamente 1,2 y aproximadamente 12|, de entre
aproximadamente 1,2 | y aproximadamente 10 |, de entre aproximadamente 1,2 | y aproximadamente 9 |, de entre
aproximadamente 1,2 | y aproximadamente 81, de entre aproximadamente 1,2 | y aproximadamente 7 I, de entre
aproximadamente 1,2 | y aproximadamente 6 |, de entre aproximadamente 1,2 | y aproximadamente 51, de entre
aproximadamente 1,2 | y aproximadamente 4|, de entre aproximadamente 1,2 | y aproximadamente 31, de entre
aproximadamente 1,2 | y aproximadamente 2 I, de entre aproximadamente 2,0 | y aproximadamente 22 |, de entre
aproximadamente 2,0 | y aproximadamente 20 |, de entre aproximadamente 2 | y aproximadamente 18 |, de entre
aproximadamente 2| y aproximadamente 16 |, de entre aproximadamente 2| y aproximadamente 141, de entre
aproximadamente 2| y aproximadamente 12 |, de entre aproximadamente 2| y aproximadamente 101, de entre
aproximadamente 2| y aproximadamente 91, de entre aproximadamente 2| y aproximadamente 81, de entre
aproximadamente 2| y aproximadamente 7|, de entre aproximadamente 2| y aproximadamente 61, de entre
aproximadamente 2| y aproximadamente 51, de entre aproximadamente 2| y aproximadamente 41, de entre
aproximadamente 2| y aproximadamente 31, de entre aproximadamente 31| y aproximadamente 221, de entre
aproximadamente 3| y aproximadamente 201, de entre aproximadamente 31| y aproximadamente 181, de entre
aproximadamente 31| y aproximadamente 16 |, de entre aproximadamente 3| y aproximadamente 141, de entre
aproximadamente 31| y aproximadamente 12 I, de entre aproximadamente 3| y aproximadamente 101, de entre
aproximadamente 3| y aproximadamente 91, de entre aproximadamente 3| y aproximadamente 81, de entre
aproximadamente 3| y aproximadamente 71, de entre aproximadamente 3| y aproximadamente 61, de entre
aproximadamente 3| y aproximadamente 51, de entre aproximadamente 3| y aproximadamente 41, de entre
aproximadamente 4| y aproximadamente 22 I, de entre aproximadamente 41 y aproximadamente 20|, de entre
aproximadamente 4| y aproximadamente 18I, de entre aproximadamente 4| y aproximadamente 161, de entre
aproximadamente 4| y aproximadamente 14 |, de entre aproximadamente 4| y aproximadamente 121, de entre
aproximadamente 41 y aproximadamente 101, de entre aproximadamente 41 y aproximadamente 91, de entre
aproximadamente 41| y aproximadamente 81, de entre aproximadamente 4| y aproximadamente 71, de entre
aproximadamente 41| y aproximadamente 61, de entre aproximadamente 4| y aproximadamente 51, de entre
aproximadamente 51 y aproximadamente 22 I, de entre aproximadamente 51 y aproximadamente 201, de entre
aproximadamente 51 y aproximadamente 181, de entre aproximadamente 51 y aproximadamente 161, de entre
aproximadamente 51 y aproximadamente 14|, de entre aproximadamente 51 y aproximadamente 121, de entre
aproximadamente 51 y aproximadamente 10|, de entre aproximadamente 5| y aproximadamente 91, de entre
aproximadamente 51 y aproximadamente 81, de entre aproximadamente 5| y aproximadamente 71, de entre
aproximadamente 51 y aproximadamente 61, de entre aproximadamente 61 y aproximadamente 221, de entre
aproximadamente 6 | y aproximadamente 20, de entre aproximadamente 6| y aproximadamente 181, de entre
aproximadamente 6| y aproximadamente 16 |, de entre aproximadamente 6| y aproximadamente 141, de entre
aproximadamente 6 | y aproximadamente 12 |, de entre aproximadamente 6| y aproximadamente 101, de entre
aproximadamente 6| y aproximadamente 91, de entre aproximadamente 6| y aproximadamente 81, de entre
aproximadamente 61 y aproximadamente 7|, de entre aproximadamente 7| y aproximadamente 221, de entre
aproximadamente 7| y aproximadamente 20|, de entre aproximadamente 7| y aproximadamente 181, de entre
aproximadamente 7| y aproximadamente 16 |, de entre aproximadamente 7 | y aproximadamente 141, de entre
aproximadamente 7| y aproximadamente 12 I, de entre aproximadamente 7 | y aproximadamente 101, de entre
aproximadamente 7| y aproximadamente 91, de entre aproximadamente 7| y aproximadamente 81, de entre
aproximadamente 81 y aproximadamente 22 I, de entre aproximadamente 81 y aproximadamente 201, de entre
aproximadamente 81| y aproximadamente 181, de entre aproximadamente 81| y aproximadamente 161, de entre
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aproximadamente 81 y aproximadamente 14 |, de entre aproximadamente 81 y aproximadamente 121, de entre
aproximadamente 81 y aproximadamente 101, de entre aproximadamente 81 y aproximadamente 91, de entre
aproximadamente 9| y aproximadamente 22 I, de entre aproximadamente 91 y aproximadamente 20|, de entre
aproximadamente 91| y aproximadamente 18I, de entre aproximadamente 91 y aproximadamente 161, de entre
aproximadamente 91| y aproximadamente 14 |, de entre aproximadamente 91 y aproximadamente 121, de entre
aproximadamente 9| y aproximadamente 10 |, de entre aproximadamente 10| y aproximadamente 22|, de entre
aproximadamente 10 | y aproximadamente 20 |, de entre aproximadamente 10 | y aproximadamente 18 |, de entre
aproximadamente 10 | y aproximadamente 16 |, de entre aproximadamente 10 | y aproximadamente 14 |, de entre
aproximadamente 10 | y aproximadamente 12 |, de entre aproximadamente 12 | y aproximadamente 22 |, de entre
aproximadamente 12 | y aproximadamente 20 |, de entre aproximadamente 12 | y aproximadamente 18 |, de entre
aproximadamente 12 | y aproximadamente 16 |, de entre aproximadamente 12 | y aproximadamente 14 |, de entre
aproximadamente 14 | y aproximadamente 22 |, de entre aproximadamente 14 | y aproximadamente 20 |, de entre
aproximadamente 14 | y aproximadamente 18 |, de entre aproximadamente 14 | y aproximadamente 16 I, de entre
aproximadamente 16 | y aproximadamente 22 |, de entre aproximadamente 16 | y aproximadamente 20 |, de entre
aproximadamente 16 | y aproximadamente 18 1, de entre aproximadamente 18 | y aproximadamente 22 |, de entre
aproximadamente 18 | y aproximadamente 20 | o de entre aproximadamente 20 | y aproximadamente 22 |).

Células NSO y densidad celular inicial

Las células NSO usadas en los métodos descritos en el presente documento pueden contener un &cido nucleico
recombinante que estad integrado de manera estable en el genoma de las células NSO y codifica eculizumab
recombinante. En algunas realizaciones, el eculizumab recombinante se secreta por la célula de mamifero en el medio
de cultivo liquido. En algunos casos, las células de mamifero cultivadas proceden de un cultivo de siembra. Mas
particularmente, el cultivo celular inicial es el resultado de un proceso de tren de siembra o un cultivo de otro
biorreactor.

En ejemplos no limitantes de cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, la densidad celular de
las células de mamifero presentes en el biorreactor al inicio del periodo de cultivo discontinuo alimentado (densidad
celular inicial, tal como densidad de células viables inicial) es de aproximadamente 1,0 x 10° células/ml a
aproximadamente 7,5 x 10° células/ml, de aproximadamente 2,0 x 10° células/ml a aproximadamente 7,5 x 10°
células/ml, de aproximadamente 3,0 x 10° células/ml a aproximadamente 7,5 x 10° células/ml, entre aproximadamente
4,0 x 10° células/ml a aproximadamente 7,5 x 105 células/ml, entre aproximadamente 5,0 x 10% células/ml a
aproximadamente 7,5 x 10° células/ml, entre aproximadamente 6,0 x 10° células/ml a aproximadamente 7,5 x 10°
células/ml, entre aproximadamente 7,0 x 10° células/ml a aproximadamente 7,5 x 108 células/ml, entre
aproximadamente 1,0 x 10° células/ml a aproximadamente 7,0 x 10° células/ml, entre aproximadamente 2,0 x 10°
células/ml a aproximadamente 7,0 x 10° células/ml, entre aproximadamente 3,0 x 10° células/ml a aproximadamente
7,0 x 10° células/ml, entre aproximadamente 4,0 x 10° células/ml a aproximadamente 7,0 x 10° células/ml, entre
aproximadamente 5,0 x 10° células/ml a aproximadamente 7,0 x 10° células/ml, entre aproximadamente 6,0 x 10°
células/ml a aproximadamente 7,0 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,0 x 10° células/ml a aproximadamente
6,0 x 10° células/ml, entre aproximadamente 2,0 x 10° células/ml a aproximadamente 6,0 x 10% células/ml, entre
aproximadamente 3,0 x 10° a aproximadamente 6,0 x 10° células/ml, entre aproximadamente 4,0 x 10° células/ml a
aproximadamente 6,0 x 10° células/ml, entre aproximadamente 5,0 x 10° células/ml a aproximadamente 6,0 x 10°
células/ml, entre aproximadamente 1,0 x 10° células/ml a aproximadamente 5,0 x 10% células/ml, entre
aproximadamente 2,0 x 10° células/ml a aproximadamente 5,0 x 10° células/ml, entre aproximadamente 3,0 x 10°
células/ml a aproximadamente 5,0 x 10° células/ml, entre aproximadamente 4,0 x 10° células/ml a aproximadamente
5,0 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,0 x 10° células/ml a aproximadamente 4,0 x 10% células/ml, entre
aproximadamente 2,0 x 10° células/ml a aproximadamente 4,0 x 10° células/ml, entre aproximadamente 3,0 x 10°
células/ml a aproximadamente 4,0 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,0 x 10° células/ml a aproximadamente
3,0 x 10° células/ml, entre aproximadamente 2,0 x 10° células/ml a aproximadamente 3,0 x 10° células/ml o entre
aproximadamente 1,0 x 10° células/ml a aproximadamente 2,0 x 10° células/ml.

Cultivo discontinuo alimentado

Tal como se conoce en la técnica, el cultivo discontinuo alimentado incluye la adicion incremental (periédica) o continua
de un medio de cultivo de alimentacion a un cultivo celular inicial sin la retirada sustancial o significativa del primer
medio de cultivo del cultivo celular. El cultivo celular en el cultivo discontinuo alimentado puede estar dispuesto en un
biorreactor (por ejemplo, cualquiera de los biorreactores ilustrativos descritos en el presente documento). En algunos
casos, el medio de cultivo de alimentaciéon es el mismo que el primer medio de cultivo. El medio de cultivo de
alimentacion puede estar o bien en forma de un liquido o en forma de un polvo seco. En algunos ejemplos, el medio
de cultivo de alimentacién es una forma concentrada del primer medio de cultivo.

Por ejemplo, la adicién del medio de cultivo de alimentacion (de manera continua o periédica) puede producirse en un
punto de tiempo que es de entre 6 horas y 7 dias, entre aproximadamente 6 horas y aproximadamente 6 dias, entre
aproximadamente 6 horas y aproximadamente 5 dias, entre aproximadamente 6 horas y aproximadamente 4 dias,
entre aproximadamente 6 horas y aproximadamente 3 dias, entre aproximadamente 6 horas y aproximadamente 2
dias, entre aproximadamente 6 horas y aproximadamente 1 dia, entre aproximadamente 12 horas y aproximadamente
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7 dias, entre aproximadamente 12 horas y aproximadamente 6 dias, entre aproximadamente 12 horas y
aproximadamente 5 dias, entre aproximadamente 12 horas y aproximadamente 4 dias, entre aproximadamente 12
horas y aproximadamente 3 dias, entre aproximadamente 12 horas y aproximadamente 2 dias, entre
aproximadamente 1 dia y aproximadamente 7 dias, entre aproximadamente 1 dia y aproximadamente 6 dias, entre
aproximadamente 1 dia y aproximadamente 5 dias, entre aproximadamente 1 dia y aproximadamente 4 dias, entre
aproximadamente 1 dia y aproximadamente 3 dias, entre aproximadamente 1 dia y aproximadamente 2 dias, entre
aproximadamente 2 dias y aproximadamente 7 dias, entre aproximadamente 2 dias y aproximadamente 6 dias, entre
aproximadamente 2 dias y aproximadamente 5 dias, entre aproximadamente 2 dias y aproximadamente 4 dias, entre
aproximadamente 2 dias y aproximadamente 3 dias, entre aproximadamente 3 dias y aproximadamente 7 dias, entre
aproximadamente 3 dias y aproximadamente 6 dias, entre aproximadamente 3 dias y aproximadamente 5 dias, entre
aproximadamente 3 dias y aproximadamente 4 dias, entre aproximadamente 4 dias y aproximadamente 7 dias, entre
aproximadamente 4 dias y aproximadamente 6 dias, entre aproximadamente 4 dias y aproximadamente 5 dias, entre
aproximadamente 5 dias y aproximadamente 7 dias o entre aproximadamente 5 dias y aproximadamente 6 dias, tras
iniciarse el periodo de cultivo.

En algunos ejemplos, se afiaden (de manera continua o incremental) dos medios de cultivo de alimentacion diferentes
(por ejemplo, cualquiera de los medios de cultivo liquidos ejemplares descritos en el presente documento) durante el
cultivo discontinuo alimentado. La cantidad o el volumen del primer medio de cultivo de alimentacién y el segundo
medio de cultivo de alimentacion puede ser sustancialmente la misma o puede diferir. El primer medio de cultivo de
alimentacion puede estar en forma de un liquido y el segundo medio de cultivo de alimentacion puede estar en forma
de un solido. En algunos ejemplos, los medios de cultivo de alimentacion primero y segundo son medios de cultivo
liquidos.

El cultivo discontinuo alimentado puede llevarse a cabo durante al menos 8 dias (por ejemplo, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 o 25 dias). Por ejemplo, el cultivo discontinuo alimentado puede llevarse a cabo
durante al menos 9 dias, al menos 10 dias, al menos 11 dias, al menos 12 dias, al menos 13 dias, al menos 14 dias,
al menos 15 dias, al menos 16 dias, al menos 17 dias, al menos 18 dias, al menos 19 dias o al menos 20 dias. El
medio de cultivo de alimentacion (o el primer y el segundo medio de cultivo de alimentacion) puede afiadirse de manera
continua o periddica.

Adicién continua de un medio de cultivo de alimentacion

Cuando el medio de cultivo de alimentacién se afiade de manera continua, la velocidad de adicién del medio de cultivo
de alimentacion puede mantenerse constante o puede aumentarse (por ejemplo, aumentarse de manera uniforme) a
lo largo del periodo de cultivo. Una adicion continua del medio de cultivo de alimentacion puede comenzar en un punto
de tiempo especifico durante el periodo de cultivo (por ejemplo, cuando las células alcanzan una densidad celular
diana, por ejemplo, cualquiera de las densidades celulares diana ejemplares descritas en el presente documento). En
algunas realizaciones, la adicién continua de medio de cultivo de alimentacién puede iniciarse en el dia 2, el dia 3, el
dia4, eldia5, el dia 6 o el dia 7 del periodo de cultivo. En el presente documento se describen volimenes y velocidades
de adicién ejemplares de un medio de cultivo de alimentacién (por ejemplo, un primer y un segundo medio de cultivo
de alimentacion liquido).

En algunas realizaciones, se afiade de manera continua al cultivo celular un solo medio de cultivo de alimentacion
liquido o se afiaden un primero y un segundo medio de cultivo de alimentacion liquido. La velocidad de adicion del
medio de cultivo de alimentacion liquido individual o la velocidad de adicion de cada uno del primero y el segundo
medio de cultivo de alimentacién liquido puede ser de entre aproximadamente 10 pl/minuto y aproximadamente
160 pl/minuto (por ejemplo, entre aproximadamente 10 pl/minuto y aproximadamente 150 pl/minuto, entre
aproximadamente 10 pl/minuto y aproximadamente 140 pl/minuto, entre aproximadamente 10 pl/minuto y
aproximadamente 130 pl/minuto, entre aproximadamente 10 pl/minuto y aproximadamente 120 pl/minuto, entre
aproximadamente 10 pl/minuto y aproximadamente 110 pl/minuto, entre aproximadamente 10 pl/minuto y
aproximadamente 100 upl/minuto, entre aproximadamente 10 pl/minuto y aproximadamente 90 pl/minuto, entre
aproximadamente 10 pl/minuto y aproximadamente 80 pl/minuto, entre aproximadamente 10 pl/minuto vy
aproximadamente 75 pl/minuto, entre aproximadamente 10 pl/minuto y aproximadamente 70 pl/minuto, entre
aproximadamente 10 pl/minuto y aproximadamente 65 pl/minuto, entre aproximadamente 10 pl/minuto vy
aproximadamente 60 pl/minuto, entre aproximadamente 10 pl/minuto y aproximadamente 55 pl/minuto, entre
aproximadamente 10 pl/minuto y aproximadamente 50 pl/minuto, entre aproximadamente 10 pl/minuto vy
aproximadamente 45 pl/minuto, entre aproximadamente 10 pl/minuto y aproximadamente 40 pl/minuto, entre
aproximadamente 10 pl/minuto y aproximadamente 35 pl/minuto, entre aproximadamente 10 pl/minuto vy
aproximadamente 30 pl/minuto, entre aproximadamente 10 upl/minuto y aproximadamente 25 pl/minuto, entre
aproximadamente 10 pl/minuto y aproximadamente 20 pl/minuto, entre aproximadamente 10 pl/minuto vy
aproximadamente 15 pl/minuto, entre aproximadamente 15 pl/minuto y aproximadamente 160 pl/minuto, 15 pl/minuto
y aproximadamente 150 pl/minuto, entre aproximadamente 15 pl/minuto y aproximadamente 140 pl/minuto, entre
aproximadamente 15 pl/minuto y aproximadamente 130 pl/minuto, entre aproximadamente 15 pl/minuto y
aproximadamente 120 pl/minuto, entre aproximadamente 15 pl/minuto y aproximadamente 110 pl/minuto, entre
aproximadamente 15 pl/minuto y aproximadamente 100 pl/minuto, entre aproximadamente 15 pl/minuto y
aproximadamente 90 yl/minuto, entre aproximadamente 15 pl/minuto y aproximadamente 80 pl/minuto, entre
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y aproximadamente 75 pl/minuto, entre aproximadamente 15 pl/minuto y
entre aproximadamente 15 pl/minuto y aproximadamente 65 pl/minuto, entre
y aproximadamente 60 pl/minuto, entre aproximadamente 15 pl/minuto y
entre aproximadamente 15 pl/minuto y aproximadamente 50 pl/minuto, entre
y aproximadamente 45 pl/minuto, entre aproximadamente 15 pl/minuto y
entre aproximadamente 15 pl/minuto y aproximadamente 35 pl/minuto, entre
y aproximadamente 30 pl/minuto, entre aproximadamente 15 pl/minuto y
entre aproximadamente 15 pl/minuto y aproximadamente 20 pl/minuto, entre
y aproximadamente 160 pl/minuto, entre aproximadamente 20 pl/minuto y
entre aproximadamente 20 pl/minuto y aproximadamente 140 pl/minuto, entre
y aproximadamente 130 pl/minuto, entre aproximadamente 20 pl/minuto vy
entre aproximadamente 20 pl/minuto y aproximadamente 110 pl/minuto, entre
y aproximadamente 100 pl/minuto, entre aproximadamente 20 pl/minuto y
entre aproximadamente 20 pl/minuto y aproximadamente 80 pl/minuto, entre
y aproximadamente 75 pl/minuto, entre aproximadamente 20 pl/minuto y
entre aproximadamente 20 pl/minuto y aproximadamente 65 pl/minuto, entre
y aproximadamente 60 pl/minuto, entre aproximadamente 20 pl/minuto y
entre aproximadamente 20 pl/minuto y aproximadamente 50 pl/minuto, entre
y aproximadamente 45 pl/minuto, entre aproximadamente 20 pl/minuto y
entre aproximadamente 20 pl/minuto y aproximadamente 35 pl/minuto, entre
y aproximadamente 30 pl/minuto, entre aproximadamente 20 pl/minuto y

aproximadamente 25 pl/minuto, entre aproximadamente 30 pl/minuto y aproximadamente 160 pl/minuto, 30 pl/minuto
y aproximadamente 150 pl/minuto, entre aproximadamente 30 pl/minuto y aproximadamente 140 pl/minuto, entre
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30 pl/minuto
120 pl/minuto,
30 pl/minuto
90 pl/minuto,
30 pl/minuto
60 pl/minuto,
30 pl/minuto
160 pl/minuto,
40 pl/minuto
130 pl/minuto,
40 pl/minuto
100 pl/minuto,
40 pl/minuto
70 pl/minuto,
40 pl/minuto
160 pl/minuto,
50 pl/minuto
130 pl/minuto,
50 pl/minuto
100 pl/minuto,
50 pl/minuto
70 pl/minuto,
60 pl/minuto
150 pl/minuto,
60 pl/minuto
120 pl/minuto,
60 pl/minuto
90 pl/minuto,
60 pl/minuto
160 pl/minuto,
70 pl/minuto
130 pl/minuto,
70 pl/minuto
100 pl/minuto,
70 pl/minuto
160 pl/minuto,
80 pl/minuto
130 pl/minuto,
80 pl/minuto
100 pl/minuto,
90 pl/minuto
150 pl/minuto,
90 pl/minuto

y aproximadamente 130 pl/minuto, entre aproximadamente 30 pl/minuto y
entre aproximadamente 30 pl/minuto y aproximadamente 110 pl/minuto, entre
y aproximadamente 100 pl/minuto, entre aproximadamente 30 pl/minuto y
entre aproximadamente 30 pl/minuto y aproximadamente 80 pl/minuto, entre
y aproximadamente 70 pl/minuto, entre aproximadamente 30 pl/minuto y
entre aproximadamente 30 pl/minuto y aproximadamente 50 pl/minuto, entre
y aproximadamente 40 pl/minuto, entre aproximadamente 40 pl/minuto y
entre aproximadamente 40 pl/minuto y aproximadamente 150 pl/minuto, entre
y aproximadamente 140 pl/minuto, entre aproximadamente 40 pl/minuto y
entre aproximadamente 40 pl/minuto y aproximadamente 120 pl/minuto, entre
y aproximadamente 110 pl/minuto, entre aproximadamente 40 pl/minuto y
entre aproximadamente 40 pl/minuto y aproximadamente 90 pl/minuto, entre
y aproximadamente 80 pl/minuto, entre aproximadamente 40 pl/minuto y
entre aproximadamente 40 pl/minuto y aproximadamente 60 pl/minuto, entre
y aproximadamente 50 pl/minuto, entre aproximadamente 50 pl/minuto y
entre aproximadamente 50 pl/minuto y aproximadamente 150 pl/minuto, entre
y aproximadamente 140 pl/minuto, entre aproximadamente 50 pl/minuto y
entre aproximadamente 50 pl/minuto y aproximadamente 120 pl/minuto, entre
y aproximadamente 110 pl/minuto, entre aproximadamente 50 pl/minuto y
entre aproximadamente 50 pl/minuto y aproximadamente 90 pl/minuto, entre
y aproximadamente 80 pl/minuto, entre aproximadamente 50 pl/minuto y
entre aproximadamente 50 pl/minuto y aproximadamente 60 pl/minuto, entre
y aproximadamente 160 pl/minuto, entre aproximadamente 60 pl/minuto vy
entre aproximadamente 60 pl/minuto y aproximadamente 140 pl/minuto, entre
y aproximadamente 130 pl/minuto, entre aproximadamente 60 pl/minuto y
entre aproximadamente 60 pl/minuto y aproximadamente 110 pl/minuto, entre
y aproximadamente 100 pl/minuto, entre aproximadamente 60 pl/minuto y
entre aproximadamente 60 pl/minuto y aproximadamente 80 pl/minuto, entre
y aproximadamente 70 pl/minuto, entre aproximadamente 70 pl/minuto y
entre aproximadamente 70 pl/minuto y aproximadamente 150 pl/minuto, entre
y aproximadamente 140 pl/minuto, entre aproximadamente 70 pl/minuto y
entre aproximadamente 70 pl/minuto y aproximadamente 120 pl/minuto, entre
y aproximadamente 110 pl/minuto, entre aproximadamente 70 pl/minuto y
entre aproximadamente 70 pl/minuto y aproximadamente 90 pl/minuto, entre
y aproximadamente 80 pl/minuto, entre aproximadamente 80 pl/minuto y
entre aproximadamente 80 pl/minuto y aproximadamente 150 pl/minuto, entre
y aproximadamente 140 pl/minuto, entre aproximadamente 80 pl/minuto vy
entre aproximadamente 80 pl/minuto y aproximadamente 120 pl/minuto, entre
y aproximadamente 110 pl/minuto, entre aproximadamente 80 pl/minuto vy
entre aproximadamente 80 pl/minuto y aproximadamente 90 pl/minuto, entre
y aproximadamente 160 pl/minuto, entre aproximadamente 90 pl/minuto y
entre aproximadamente 90 pl/minuto y aproximadamente 140 pl/minuto, entre
y aproximadamente 130 pl/minuto, entre aproximadamente 90 pl/minuto y
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aproximadamente 120 pl/minuto, entre aproximadamente 90 pl/minuto y aproximadamente 110 upl/minuto, entre
aproximadamente 90 pl/minuto y aproximadamente 100 pl/minuto, entre aproximadamente 100 pl/minuto y
aproximadamente 160 pl/minuto, entre aproximadamente 100 pl/minuto y aproximadamente 140 pl/minuto, entre
aproximadamente 100 pl/minuto y aproximadamente 120 pl/minuto, entre aproximadamente 120 pl/minuto y
aproximadamente 160 pl/minuto, entre aproximadamente 120 pl/minuto y aproximadamente 140 pl/minuto o entre
aproximadamente 140 pl/minuto y aproximadamente 160 pl/minuto.

El volumen total del medio de cultivo de alimentacion o el volumen total del primero y el segundo medio de cultivo de
alimentacion liquido afadido al cultivo a lo largo del periodo de cultivo completo puede ser de entre aproximadamente
50 ml y aproximadamente 2200 ml (por ejemplo, entre aproximadamente 50 ml y aproximadamente 2100 ml, entre
aproximadamente 50 ml y aproximadamente 2000 ml, entre aproximadamente 50 ml y aproximadamente 1900 ml,
entre aproximadamente 50 ml y aproximadamente 1800 ml, entre aproximadamente 50 ml y aproximadamente
1600 ml, entre aproximadamente 50 ml y aproximadamente 1400 ml, entre aproximadamente 50ml vy
aproximadamente 1200 ml, entre aproximadamente 50 ml y aproximadamente 1000 ml, entre aproximadamente 50 ml
y aproximadamente 800 ml, entre aproximadamente 50 ml y aproximadamente 600 ml, entre aproximadamente 50 ml
y aproximadamente 400 ml, entre aproximadamente 50 ml y aproximadamente 200 ml, entre aproximadamente 50 ml
y aproximadamente 190 ml, entre aproximadamente 50 ml y aproximadamente 180 ml, entre aproximadamente 50 ml
y aproximadamente 170 ml, entre aproximadamente 50 ml y aproximadamente 180 ml, entre aproximadamente 50 ml
y aproximadamente 170 ml, entre aproximadamente 50 ml y aproximadamente 160 ml, entre aproximadamente 50 ml
y aproximadamente 150 ml, entre aproximadamente 50 ml y aproximadamente 140 ml, entre aproximadamente 50 ml
y aproximadamente 130 ml, entre aproximadamente 50 ml y aproximadamente 120 ml, entre aproximadamente 50 ml
y aproximadamente 110 ml, entre aproximadamente 50 ml y aproximadamente 100 ml, entre aproximadamente 50 ml
y aproximadamente 90 ml, entre 50 ml y aproximadamente 80 ml, entre aproximadamente 50 ml y aproximadamente
70 ml, entre aproximadamente 50 ml y aproximadamente 60 ml, entre aproximadamente 60 ml a aproximadamente
2200 ml, entre aproximadamente 60 ml y aproximadamente 2000 ml, entre aproximadamente 60 ml vy
aproximadamente 1800 ml, entre aproximadamente 60 ml y aproximadamente 1600 ml, entre aproximadamente 60 ml
y aproximadamente 1400 ml, entre aproximadamente 60 ml y aproximadamente 1200 ml, entre aproximadamente
60 mly aproximadamente 1000 ml, entre aproximadamente 60 ml y aproximadamente 800 ml, entre aproximadamente
60 ml y aproximadamente 600 ml, entre aproximadamente 60 ml y aproximadamente 400 ml, entre aproximadamente
60 ml y aproximadamente 300 ml, entre aproximadamente 60 ml y aproximadamente 200 ml, entre aproximadamente
60 ml y aproximadamente 190 ml, entre aproximadamente 60 mly aproximadamente 180 ml, entre aproximadamente
60 ml y aproximadamente 170 ml, entre aproximadamente 60 mly aproximadamente 160 ml, entre aproximadamente
60 ml y aproximadamente 150 ml, entre aproximadamente 60 ml y aproximadamente 140 ml, entre aproximadamente
60 ml y aproximadamente 130 ml, entre aproximadamente 60 ml y aproximadamente 120 ml, entre aproximadamente
60 ml y aproximadamente 110 ml, entre aproximadamente 60 ml y aproximadamente 100 ml, entre aproximadamente
60 ml y aproximadamente 90 ml, entre aproximadamente 60 ml y aproximadamente 80 ml, entre aproximadamente
60 ml y aproximadamente 70 ml, entre aproximadamente 80 ml y aproximadamente 2200 ml, entre aproximadamente
80 ml y aproximadamente 2000 ml, entre aproximadamente 80 ml y aproximadamente 1800 ml, entre
aproximadamente 80 ml y aproximadamente 1600 ml, entre aproximadamente 80 ml y aproximadamente 1400 ml,
entre aproximadamente 80 ml y aproximadamente 1200 ml, entre aproximadamente 80 ml y aproximadamente
1000 ml, entre aproximadamente 80 ml y aproximadamente 800 ml, entre aproximadamente 80 ml y aproximadamente
600 ml, entre aproximadamente 80 ml y aproximadamente 400 ml, entre aproximadamente 80 ml y aproximadamente
300 ml, entre aproximadamente 80 ml y aproximadamente 200 ml, entre aproximadamente 80 ml y aproximadamente
190 ml, entre aproximadamente 80 ml y aproximadamente 180 ml, entre aproximadamente 80 ml y aproximadamente
170 ml, entre aproximadamente 80 ml y aproximadamente 160 ml, entre aproximadamente 80 ml y aproximadamente
150 ml, entre aproximadamente 80 ml y aproximadamente 140 ml, entre aproximadamente 80 ml y aproximadamente
130 ml, entre aproximadamente 80 ml y aproximadamente 120 ml, entre aproximadamente 80 ml y aproximadamente
110 ml, entre aproximadamente 80 ml y aproximadamente 100 ml, entre aproximadamente 80 ml y aproximadamente
90 ml, entre aproximadamente 100 ml y aproximadamente 2200 ml, entre aproximadamente 100 ml vy
aproximadamente 2000 ml, entre aproximadamente 100 ml y aproximadamente 1800 ml, entre aproximadamente
100 ml y aproximadamente 1600 ml, entre aproximadamente 100 ml y aproximadamente 1400 ml, entre
aproximadamente 100 ml y aproximadamente 1200 ml, entre aproximadamente 100 ml y aproximadamente 1000 ml,
entre aproximadamente 100 ml y aproximadamente 800 ml, entre aproximadamente 100 ml y aproximadamente
600 ml, entre aproximadamente 100 ml y aproximadamente 400 ml, entre aproximadamente 100 ml vy
aproximadamente 300 ml, entre aproximadamente 100 ml y aproximadamente 200 ml, entre aproximadamente 100 ml
y aproximadamente 190 ml, entre aproximadamente 100 ml y aproximadamente 180 ml, entre aproximadamente
100 ml y aproximadamente 170 ml, entre aproximadamente 100ml y aproximadamente 160 ml, entre
aproximadamente 100 ml y aproximadamente 150 ml, entre aproximadamente 100 ml y aproximadamente 140 ml,
entre aproximadamente 100 ml y aproximadamente 130 ml, entre aproximadamente 100 ml y aproximadamente
120 ml, entre aproximadamente 100ml y aproximadamente 110 ml, entre aproximadamente 120ml vy
aproximadamente 2200 ml, entre aproximadamente 120 ml y aproximadamente 2000 ml, entre aproximadamente
120 ml y aproximadamente 1800 ml, entre aproximadamente 120 ml y aproximadamente 1600 ml, entre
aproximadamente 120 ml y aproximadamente 1400 ml, entre aproximadamente 120 ml y aproximadamente 1200 ml,
entre aproximadamente 120 ml y aproximadamente 1000 ml, entre aproximadamente 120 ml y aproximadamente
800 ml, entre aproximadamente 120ml y aproximadamente 600 ml, entre aproximadamente 120ml vy
aproximadamente 400 ml, entre aproximadamente 120 ml y aproximadamente 300 ml, entre aproximadamente 120 ml
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y aproximadamente 200 ml, entre aproximadamente 120 ml y aproximadamente 190 ml, entre aproximadamente
120 ml y aproximadamente 180 ml, entre aproximadamente 120 ml y aproximadamente 170 ml, entre
aproximadamente 120 ml y aproximadamente 160 ml, entre aproximadamente 120 ml and 150 ml, entre
aproximadamente 120 ml y aproximadamente 140 ml, entre aproximadamente 120 ml y aproximadamente 130 ml,
entre aproximadamente 140 ml y aproximadamente 2200 ml, entre aproximadamente 140 ml y aproximadamente
2000 ml, entre aproximadamente 140 ml y aproximadamente 1800 ml, entre aproximadamente 140 ml vy
aproximadamente 1600 ml, entre aproximadamente 140 ml y aproximadamente 1400 ml, entre aproximadamente
140 ml y aproximadamente 1200 ml, entre aproximadamente 140 ml y aproximadamente 1000 ml, entre
aproximadamente 140 ml y aproximadamente 800 ml, entre aproximadamente 140 ml y aproximadamente 600 ml,
entre aproximadamente 140 ml y aproximadamente 400 ml, entre aproximadamente 140 ml y aproximadamente
300 ml, entre aproximadamente 140 ml y aproximadamente 200 ml, entre aproximadamente 140ml vy
aproximadamente 190 ml, entre aproximadamente 140 ml y aproximadamente 180 ml, entre aproximadamente 140 ml
y aproximadamente 170 ml, entre aproximadamente 140 ml y aproximadamente 160 ml, entre aproximadamente
140 ml y aproximadamente 150 ml, entre aproximadamente 160 ml y aproximadamente 2200 ml, entre
aproximadamente 160 ml y aproximadamente 2000 ml, entre aproximadamente 160 ml y aproximadamente 1800 ml,
entre aproximadamente 160 ml y aproximadamente 1600 ml, entre aproximadamente 160 ml y aproximadamente
1400 ml, entre aproximadamente 160 ml y aproximadamente 1200 ml, entre aproximadamente 160 ml y
aproximadamente 1000 ml, entre aproximadamente 160 ml y aproximadamente 800 ml, entre aproximadamente
160 ml y aproximadamente 600 ml, entre aproximadamente 160 ml y aproximadamente 500 ml, entre
aproximadamente 160 ml y aproximadamente 400 ml, entre aproximadamente 160 ml y aproximadamente 300 ml,
entre aproximadamente 160 ml y aproximadamente 200 ml, entre aproximadamente 160 ml y aproximadamente
190 ml, entre aproximadamente 160 ml y aproximadamente 180 ml, entre aproximadamente 160 ml vy
aproximadamente 170 ml, entre aproximadamente 180 ml y aproximadamente 2200 ml, entre aproximadamente
180 ml y aproximadamente 2000 ml, entre aproximadamente 180 ml y aproximadamente 1800 ml, entre
aproximadamente 180 ml y aproximadamente 1600 ml, entre aproximadamente 180 ml y aproximadamente 1400 ml,
entre aproximadamente 180 ml y aproximadamente 1400 ml, entre aproximadamente 180 ml y aproximadamente
1200 ml, entre aproximadamente 180 ml y aproximadamente 1000 ml, entre aproximadamente 180 ml y
aproximadamente 800 ml, entre aproximadamente 180 ml y aproximadamente 600 ml, entre aproximadamente 180 ml
y aproximadamente 400 ml, entre aproximadamente 180 ml y aproximadamente 300 ml, entre aproximadamente
180 ml y aproximadamente 200 ml, entre aproximadamente 180 ml y aproximadamente 190 ml, entre
aproximadamente 200 ml y aproximadamente 2200 ml, entre aproximadamente 200 ml y aproximadamente 2000 ml,
entre aproximadamente 200 ml y aproximadamente 1800 ml, entre aproximadamente 200 ml y aproximadamente
1600 ml, entre aproximadamente 200 ml y aproximadamente 1400 ml, entre aproximadamente 200 ml y
aproximadamente 1200 ml, entre aproximadamente 200 ml y aproximadamente 1000 ml, entre aproximadamente
200 ml y aproximadamente 800 ml, entre aproximadamente 200 ml y aproximadamente 600 ml, entre
aproximadamente 200 ml y aproximadamente 400 ml, entre aproximadamente 400 ml y aproximadamente 2200 ml,
entre aproximadamente 400 ml y aproximadamente 2000 ml, entre aproximadamente 400 ml y aproximadamente
1800 ml, entre aproximadamente 400 ml y aproximadamente 1600 ml, entre aproximadamente 400 ml y
aproximadamente 1400 ml, entre aproximadamente 400 ml y aproximadamente 1200 ml, 400 ml y aproximadamente
1000 ml, entre aproximadamente 400 ml y aproximadamente 800 ml, entre aproximadamente 400 ml vy
aproximadamente 600 ml, entre aproximadamente 600 ml y aproximadamente 2200 ml, entre aproximadamente
600 ml y aproximadamente 2000 ml, entre aproximadamente 600 ml y aproximadamente 1800 ml, entre
aproximadamente 600 ml y aproximadamente 1600 ml, entre aproximadamente 600 ml y aproximadamente 1400 ml,
entre aproximadamente 600 ml y aproximadamente 1200 ml, entre aproximadamente 600 ml y aproximadamente
1000 ml, entre aproximadamente 600 ml y aproximadamente 800 ml, entre aproximadamente 800 ml vy
aproximadamente 2200 ml, entre aproximadamente 800 ml y aproximadamente 2000 ml, entre aproximadamente
800 ml y aproximadamente 1800 ml, entre aproximadamente 800 ml y aproximadamente 1600 ml, entre
aproximadamente 800 ml y aproximadamente 1400 ml, entre aproximadamente 800 ml y aproximadamente 1200 ml,
entre aproximadamente 800 ml y aproximadamente 1000 ml, entre aproximadamente 1000 ml y aproximadamente
2200 ml, entre aproximadamente 1000 ml y aproximadamente 2000 ml, entre aproximadamente 1000 ml y
aproximadamente 1800 ml, entre aproximadamente 1000 ml y aproximadamente 1600 ml, entre aproximadamente
1000 ml y aproximadamente 1400 ml, entre aproximadamente 1000 ml y aproximadamente 1200 ml, entre
aproximadamente 1200 ml y aproximadamente 2200 ml, entre aproximadamente 1200 ml y aproximadamente
2000 ml, entre aproximadamente 1200 ml y aproximadamente 1800 ml, entre aproximadamente 1200 ml y
aproximadamente 1600 ml, entre aproximadamente 1200 ml y aproximadamente 1400 ml, entre aproximadamente
1400 ml y aproximadamente 2200 ml, entre aproximadamente 1400 ml y aproximadamente 2000 ml, entre
aproximadamente 1400 ml y aproximadamente 1800 ml, entre aproximadamente 1400 ml y aproximadamente
1600 ml, entre aproximadamente 1600 ml y aproximadamente 2200 ml, entre aproximadamente 1600 ml y
aproximadamente 2000 ml, entre aproximadamente 1600 ml y aproximadamente 1800 ml, entre aproximadamente
1800 ml y aproximadamente 2200 ml, entre aproximadamente 1800 ml y aproximadamente 2000 ml o entre
aproximadamente 2000 ml y aproximadamente 2200 ml.

El volumen total del medio de cultivo de alimentacion o el volumen total de cada uno del primero y el segundo medio
de cultivo de alimentacion liquido afadido al cultivo a lo largo del periodo de cultivo completo puede ser de entre
aproximadamente un 1% y aproximadamente un 15% (por ejemplo, entre aproximadamente un 1% vy
aproximadamente un 14 %, entre aproximadamente un 1 % y aproximadamente un 13 %, entre aproximadamente un
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1% vy aproximadamente un 12 %, entre aproximadamente un 1% y aproximadamente un 11 %, entre
aproximadamente un 1 % y aproximadamente un 10 %, entre aproximadamente un 1 % y aproximadamente un 9 %,
entre aproximadamente un 1 % y aproximadamente un 8 %, entre aproximadamente un 1 % y aproximadamente un
7 %, entre aproximadamente un 1 % y aproximadamente un 6 %, entre aproximadamente un 1 % y aproximadamente
un 5%, entre aproximadamente un 1% y aproximadamente un 4%, entre aproximadamente un 1% vy
aproximadamente un 3 %, entre aproximadamente un 1 % y aproximadamente un 2 %, entre aproximadamente un
2% vy aproximadamente un 15 %, entre aproximadamente un 2% y aproximadamente un 13 %, entre
aproximadamente un 2 % y aproximadamente un 12 %, entre aproximadamente un 2 % y aproximadamente un 11 %,
entre aproximadamente un 2 % y aproximadamente un 10 %, entre aproximadamente un 2 % y aproximadamente un
9 %, entre aproximadamente un 2 % y aproximadamente un 8 %, entre aproximadamente un 2 % y aproximadamente
un 7 %, entre aproximadamente un 2% y aproximadamente un 6 %, entre aproximadamente un 2% vy
aproximadamente un 5 %, entre aproximadamente un 2 % y aproximadamente un 4 %, entre aproximadamente un
2 % y aproximadamente un 3 %, entre aproximadamente un 3 % y aproximadamente un 15 %, entre aproximadamente
un 3% y aproximadamente un 14 %, entre aproximadamente un 3 % y aproximadamente un 13 %, entre
aproximadamente un 3 % y aproximadamente un 12 %, entre aproximadamente un 3 % y aproximadamente un 11 %,
entre aproximadamente un 3 % y aproximadamente un 10 %, entre aproximadamente un 3 % y aproximadamente un
9 %, entre aproximadamente un 3 % y aproximadamente un 8 %, entre aproximadamente un 3 % y aproximadamente
un 7 %, entre aproximadamente un 3% y aproximadamente un 6 %, entre aproximadamente un 3% vy
aproximadamente un 5 %, entre aproximadamente un 3 % y aproximadamente un 4 %, entre aproximadamente un
4% vy aproximadamente un 15 %, entre aproximadamente un 4% Yy aproximadamente un 14 %, entre
aproximadamente un 4 % y aproximadamente un 13 %, entre aproximadamente un 4 % y aproximadamente un 12 %,
entre aproximadamente un 4 % y aproximadamente un 11 %, entre aproximadamente un 4 % y aproximadamente un
10 %, entre aproximadamente un 4 % y aproximadamente un 9 %, entre aproximadamente un 4 % y aproximadamente
un 8%, entre aproximadamente un 4 % y aproximadamente un 7 %, entre aproximadamente un 4% vy
aproximadamente un 6 %, entre aproximadamente un 4 % y aproximadamente un 5 %, entre aproximadamente un
5% vy aproximadamente un 15 %, entre aproximadamente un 5% y aproximadamente un 14 %, entre
aproximadamente un 5 % y aproximadamente un 13 %, entre aproximadamente un 5 % y aproximadamente un 12 %,
entre aproximadamente un 5 % y aproximadamente un 11 %, entre aproximadamente un 5 % y aproximadamente un
10 %, entre aproximadamente un 5 % y aproximadamente un 9 %, entre aproximadamente un 5 % y aproximadamente
un 8%, entre aproximadamente un 5% y aproximadamente un 7 %, entre aproximadamente un 5% vy
aproximadamente un 6 %, entre aproximadamente un 6 % y aproximadamente un 15 %, entre aproximadamente un
6 % y aproximadamente un 14 %, entre aproximadamente un 6% y aproximadamente un 13 %, entre
aproximadamente un 6 % y aproximadamente un 12 %, entre aproximadamente un 6 % y aproximadamente un 11 %,
entre aproximadamente un 6 % y aproximadamente un 10 %, entre aproximadamente un 6 % y aproximadamente un
9 %, entre aproximadamente un 6 % y aproximadamente un 8 %, entre aproximadamente un 6 % y aproximadamente
un 7 %, entre aproximadamente un 7 % y aproximadamente un 15 %, entre aproximadamente un 7% vy
aproximadamente un 14 %, entre aproximadamente un 7 % y aproximadamente un 13 %, entre aproximadamente un
7% vy aproximadamente un 12 %, entre aproximadamente un 7 % Yy aproximadamente un 11 %, entre
aproximadamente un 7 % y aproximadamente un 10 %, entre aproximadamente un 7 % y aproximadamente un 9 %,
entre aproximadamente un 7 % y aproximadamente un 8 %, entre aproximadamente un 8 % y aproximadamente un
15 %, entre aproximadamente un 8 % Yy aproximadamente un 14 9%, entre aproximadamente un 8% vy
aproximadamente un 13 %, entre aproximadamente un 8 % y aproximadamente un 12 %, entre aproximadamente un
8% vy aproximadamente un 11 %, entre aproximadamente un 8% vy aproximadamente un 10 %, entre
aproximadamente un 8 % y aproximadamente un 9 %, entre aproximadamente un 9 % y aproximadamente un 15 %,
entre aproximadamente un 9 % y aproximadamente un 14 %, entre aproximadamente un 9 % y aproximadamente un
13 %, entre aproximadamente un 9 % vy aproximadamente un 12 %, entre aproximadamente un 9% vy
aproximadamente un 11 %, entre aproximadamente un 9 % y aproximadamente un 10 %, entre aproximadamente un
10 % y aproximadamente un 15 %, entre aproximadamente un 10 % y aproximadamente un 14 %, entre
aproximadamente un 10 % y aproximadamente un 13 %, entre aproximadamente un 10 % y aproximadamente un
12 %, entre aproximadamente un 10 % y aproximadamente un 11 %, entre aproximadamente un 11% vy
aproximadamente un 15 %, entre aproximadamente un 11 % y aproximadamente un 14 %, entre aproximadamente
un 11 % y aproximadamente un 13 %, entre aproximadamente un 11 % y aproximadamente un 12 %, entre
aproximadamente un 12 % y aproximadamente un 15 %, entre aproximadamente un 12 % y aproximadamente un
14 %, entre aproximadamente un 12 % y aproximadamente un 13 %, entre aproximadamente un 13 % vy
aproximadamente un 15 %, entre aproximadamente un 13 % y aproximadamente un 14 % o entre aproximadamente
un 14 % y aproximadamente un 15 %) del volumen del primer medio de cultivo o el volumen del cultivo después de la
inoculacion, pero antes de la adicién del medio de cultivo de alimentacion.

La adicion continua del medio de cultivo de alimentacién o la adicién continua del primero y el segundo medio de
alimentacion puede producirse a lo largo de un periodo de entre aproximadamente 20 horas a aproximadamente 200
horas (por ejemplo, entre aproximadamente 20 horas a aproximadamente 190 horas, entre aproximadamente 20 horas
a aproximadamente 180 horas, entre aproximadamente 20 horas a aproximadamente 170 horas, entre
aproximadamente 20 horas a aproximadamente 160 horas, entre aproximadamente 20 horas a aproximadamente 150
horas, entre aproximadamente 20 horas a aproximadamente 140 horas, entre aproximadamente 20 horas a
aproximadamente 130 horas, entre aproximadamente 20 horas a aproximadamente 120 horas, entre
aproximadamente 20 horas a aproximadamente 110 horas, entre aproximadamente 20 horas a aproximadamente 100
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horas, entre aproximadamente 20 horas a aproximadamente 90 horas, entre aproximadamente 20 horas a
aproximadamente 80 horas, entre aproximadamente 20 horas a aproximadamente 70 horas, entre aproximadamente
20 horas a aproximadamente 60 horas, entre aproximadamente 20 horas a aproximadamente 50 horas, entre
aproximadamente 20 horas a aproximadamente 40 horas, entre aproximadamente 20 horas a aproximadamente 30
horas, entre aproximadamente 30 horas a aproximadamente 200 horas, entre aproximadamente 30 horas a
aproximadamente 190 horas, entre aproximadamente 30 horas a 180 horas, entre aproximadamente 30 horas a
aproximadamente 170 horas, entre aproximadamente 30 horas a aproximadamente 160 horas, entre
aproximadamente 30 horas a aproximadamente 150 horas, entre aproximadamente 30 horas a aproximadamente 140
horas, entre aproximadamente 30 horas a aproximadamente 130 horas, entre aproximadamente 30 horas a
aproximadamente 120 horas, entre aproximadamente 30 horas a aproximadamente 110 horas, entre
aproximadamente 30 horas a aproximadamente 100 horas, entre aproximadamente 30 horas a aproximadamente 90
horas, entre aproximadamente 30 horas a aproximadamente 80 horas, entre aproximadamente 30 horas a
aproximadamente 70 horas, entre aproximadamente 30 horas a aproximadamente 60 horas, entre aproximadamente
30 horas a aproximadamente 50 horas, entre aproximadamente 30 horas a aproximadamente 40 horas, entre
aproximadamente 40 horas a aproximadamente 200 horas, entre aproximadamente 40 horas a aproximadamente 190
horas, entre aproximadamente 40 horas a aproximadamente 180 horas, entre 40 horas a aproximadamente 170 horas,
entre aproximadamente 40 horas a aproximadamente 160 horas, entre aproximadamente 40 horas a
aproximadamente 150 horas, entre aproximadamente 40 horas a aproximadamente 140 horas, entre
aproximadamente 40 horas a aproximadamente 130 horas, entre aproximadamente 40 horas a aproximadamente 120
horas, entre aproximadamente 40 horas a aproximadamente 110 horas, entre 40 horas a aproximadamente 100 horas,
entre 40 horas a aproximadamente 90 horas, entre 40 horas a aproximadamente 80 horas, entre aproximadamente
40 horas a aproximadamente 70 horas, entre aproximadamente 40 horas a aproximadamente 60 horas, entre
aproximadamente 40 horas a aproximadamente 50 horas, entre aproximadamente 50 horas a aproximadamente 200
horas, entre aproximadamente 50 horas a aproximadamente 190 horas, entre aproximadamente 50 horas a
aproximadamente 180 horas, entre aproximadamente 50 horas a aproximadamente 170 horas, entre
aproximadamente 50 horas a aproximadamente 160 horas, entre aproximadamente 50 horas a aproximadamente 150
horas, entre aproximadamente 50 horas a aproximadamente 140 horas, entre aproximadamente 50 horas a
aproximadamente 130 horas, entre aproximadamente 50 horas a aproximadamente 120 horas, entre
aproximadamente 50 horas a aproximadamente 110 horas, entre aproximadamente 50 horas a aproximadamente 100
horas, entre aproximadamente 50 horas a aproximadamente 90 horas, entre aproximadamente 50 horas a
aproximadamente 80 horas, entre aproximadamente 50 horas a aproximadamente 70 horas, entre aproximadamente
50 horas a aproximadamente 60 horas, entre aproximadamente 60 horas a aproximadamente 200 horas, entre
aproximadamente 60 horas a aproximadamente 190 horas, entre aproximadamente 60 horas a aproximadamente 180
horas, entre aproximadamente 60 horas a aproximadamente 170 horas, entre aproximadamente 60 horas a
aproximadamente 160 horas, entre aproximadamente 60 horas a aproximadamente 150 horas, entre
aproximadamente 60 horas a aproximadamente 140 horas, entre aproximadamente 60 horas a aproximadamente 130
horas, entre aproximadamente 60 horas a aproximadamente 120 horas, entre aproximadamente 60 horas a
aproximadamente 110 horas, entre aproximadamente 60 horas a aproximadamente 100 horas, entre
aproximadamente 60 horas a aproximadamente 90 horas, entre aproximadamente 60 horas a aproximadamente 80
horas, entre aproximadamente 60 horas a aproximadamente 70 horas, entre aproximadamente 70 horas a
aproximadamente 200 horas, entre aproximadamente 70 horas a aproximadamente 190 horas, entre
aproximadamente 70 horas a aproximadamente 180 horas, entre aproximadamente 70 horas a aproximadamente 170
horas, entre aproximadamente 70 horas a aproximadamente 160 horas, entre aproximadamente 70 horas a
aproximadamente 150 horas, entre aproximadamente 70 horas a aproximadamente 140 horas, entre
aproximadamente 70 horas a aproximadamente 130 horas, entre aproximadamente 70 horas a aproximadamente 120
horas, entre aproximadamente 70 horas a aproximadamente 110 horas, entre aproximadamente 70 horas a
aproximadamente 100 horas, entre aproximadamente 70 horas a aproximadamente 90 horas, entre aproximadamente
70 horas a aproximadamente 80 horas, entre aproximadamente 80 horas a aproximadamente 200 horas, entre
aproximadamente 80 horas a aproximadamente 190 horas, entre aproximadamente 80 horas a aproximadamente 180
horas, entre aproximadamente 80 horas a aproximadamente 170 horas, entre aproximadamente 80 horas a
aproximadamente 160 horas, entre aproximadamente 80 horas a aproximadamente 150 horas, entre
aproximadamente 80 horas a aproximadamente 140 horas, entre aproximadamente 80 horas a aproximadamente 130
horas, entre aproximadamente 80 horas a aproximadamente 120 horas, entre aproximadamente 80 horas a
aproximadamente 110 horas, entre aproximadamente 80 horas a aproximadamente 100 horas, entre
aproximadamente 80 horas a aproximadamente 90 horas, entre aproximadamente 90 horas a aproximadamente 200
horas, entre aproximadamente 90 horas a aproximadamente 190 horas, entre 90 horas a aproximadamente 180 horas,
entre aproximadamente 90 horas a aproximadamente 180 horas, entre aproximadamente 90 horas a
aproximadamente 170 horas, entre aproximadamente 90 horas a aproximadamente 160 horas, entre
aproximadamente 90 horas a aproximadamente 150 horas, entre aproximadamente 90 horas a aproximadamente 140
horas, entre aproximadamente 90 horas a aproximadamente 130 horas, entre aproximadamente 90 horas a
aproximadamente 120 horas, entre aproximadamente 90 horas a aproximadamente 110 horas, entre
aproximadamente 90 horas a aproximadamente 100 horas, entre aproximadamente 100 horas a aproximadamente
200 horas, entre aproximadamente 100 horas a aproximadamente 190 horas, entre aproximadamente 100 horas a
aproximadamente 180 horas, entre aproximadamente 100 horas a aproximadamente 170 horas, entre
aproximadamente 100 horas a aproximadamente 160 horas, entre aproximadamente 100 horas a aproximadamente
150 horas, entre aproximadamente 100 horas a aproximadamente 140 horas, entre aproximadamente 100 horas a
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aproximadamente 130 horas, entre aproximadamente 100 horas a aproximadamente 120 horas, entre
aproximadamente 100 horas a aproximadamente 110 horas, entre aproximadamente 110 horas a aproximadamente
200 horas, entre aproximadamente 110 horas a aproximadamente 190 horas, entre aproximadamente 110 horas a
aproximadamente 180 horas, entre aproximadamente 110 horas a aproximadamente 170 horas, entre
aproximadamente 110 horas a aproximadamente 160 horas, entre aproximadamente 110 horas a aproximadamente
150 horas, entre aproximadamente 110 horas a aproximadamente 140 horas, entre aproximadamente 110 horas a
aproximadamente 130 horas, entre aproximadamente 110 horas a aproximadamente 120 horas, entre
aproximadamente 120 horas a aproximadamente 200 horas, entre aproximadamente 120 horas a aproximadamente
190 horas, entre aproximadamente 120 horas a aproximadamente 180 horas, entre aproximadamente 120 horas a
aproximadamente 170 horas, entre aproximadamente 120 horas a aproximadamente 160 horas, entre
aproximadamente 120 horas a aproximadamente 150 horas, entre aproximadamente 120 horas a aproximadamente
140 horas, entre aproximadamente 120 horas a aproximadamente 130 horas, entre aproximadamente 130 horas a
aproximadamente 200 horas, entre aproximadamente 130 horas a aproximadamente 190 horas, entre
aproximadamente 130 horas a aproximadamente 180 horas, entre aproximadamente 130 horas a aproximadamente
170 horas, entre aproximadamente 130 horas a aproximadamente 160 horas, entre aproximadamente 130 horas a
aproximadamente 150 horas, entre aproximadamente 130 horas a aproximadamente 140 horas, entre
aproximadamente 130 horas a aproximadamente 135 horas, entre aproximadamente 140 horas a aproximadamente
200 horas, entre aproximadamente 140 horas a aproximadamente 190 horas, entre aproximadamente 140 horas a
aproximadamente 180 horas, entre aproximadamente 140 horas a aproximadamente 170 horas, entre
aproximadamente 140 horas a aproximadamente 160 horas, entre aproximadamente 140 horas a aproximadamente
150 horas, entre aproximadamente 150 horas a aproximadamente 200 horas, entre aproximadamente 150 horas a
aproximadamente 190 horas, entre aproximadamente 150 horas a aproximadamente 180 horas, entre
aproximadamente 150 horas a aproximadamente 170 horas, entre aproximadamente 150 horas a aproximadamente
160 horas, entre aproximadamente 160 horas a aproximadamente 200 horas, entre aproximadamente 160 horas a
aproximadamente 190 horas, entre aproximadamente 160 horas a aproximadamente 180 horas, entre
aproximadamente 160 horas a aproximadamente 170 horas, entre aproximadamente 170 horas a aproximadamente
200 horas, entre aproximadamente 170 horas a aproximadamente 190 horas, entre aproximadamente 170 horas a
aproximadamente 180 horas, entre aproximadamente 180 horas a aproximadamente 200 horas, entre
aproximadamente 180 horas a aproximadamente 190 horas o entre aproximadamente 190 horas a aproximadamente
200 horas.

La adicién continua del medio de cultivo de alimentacion o la adicion continua tanto del primero como del segundo
medio de cultivo de alimentacion puede iniciarse, por ejemplo, en el dia 1, el dia 2, el dia 3, el dia 4, el dia 5, el dia 6,
el dia 7 o el dia 8 del cultivo discontinuo alimentado. La adicién continua del medio de cultivo de alimentacion o la
adicion continua tanto del primero como del segundo medio de cultivo de alimentacion se inicia cuando el cultivo
alcanza una densidad celular diana de, por ejemplo, aproximadamente 1,0 x 108 células/ml, aproximadamente 1,1 x
108 células/ml, aproximadamente 1,2 x 106 células/ml, aproximadamente 1,3 x 108 células/ml, aproximadamente 1,4 x
10° células/ml, aproximadamente 1,5 x 106 células/ml, aproximadamente 1,6 x 108 células/ml, aproximadamente 1,7 x
10° células/ml, aproximadamente 1,8 x 106 células/ml, aproximadamente 1,9 x 108 células/ml, aproximadamente 2,0 x
10 células/ml, aproximadamente 2,1 x 10° células/ml, aproximadamente 2,2 x 106 células/ml, aproximadamente 2,3 x
108 células/ml, aproximadamente 2,4 x 10° células/ml, aproximadamente 2,5 x 108 células/ml, entre aproximadamente
1,0 x 108 células/ml y aproximadamente 2,5 x 10® células/ml, entre aproximadamente 1,0 x 108 células/ml y
aproximadamente 2,4 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,0 x 108 células/ml y aproximadamente 2,3 x 108
células/ml, entre aproximadamente 1,0 x 10°% células/ml y aproximadamente 2,2 x 10° células/ml, entre
aproximadamente 1,0 x 108 células/ml y aproximadamente 2,1 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,0 x 108
células/ml y aproximadamente 2,0 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,0 x 108 células/ml y aproximadamente
1,9 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,0 x 10° células/ml y aproximadamente 1,8 x 10° células/ml, entre
aproximadamente 1,0 x 108 células/ml y aproximadamente 1,7 x 106 células/ml, entre aproximadamente 1,0 x 108
células/ml y aproximadamente 1,6 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,0 x 108 células/ml y aproximadamente
1,5 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,0 x 108 células/ml y aproximadamente 1,4 x 108 células/ml, entre
aproximadamente 1,0 x 108 células/ml y aproximadamente 1,3 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,0 x 108
células/ml y aproximadamente 1,2 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,1 x 108 células/ml y aproximadamente
2,5 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,1 x 108 células/ml y aproximadamente 2,4 x 10% células/ml, entre
aproximadamente 1,1 x 10° células/ml y aproximadamente 2,3 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,1 x 108
células/ml y aproximadamente 2,2 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,1 x 108 células/ml y aproximadamente
2,1 x 10% células/ml, entre aproximadamente 1,1 x 10® células/ml y aproximadamente 2,0 x 10® células/ml, entre
aproximadamente 1,1 x 108 células/ml y aproximadamente 1,9 x 106 células/ml, entre aproximadamente 1,1 x 108
células/ml y aproximadamente 1,8 x 106 células/ml, entre aproximadamente 1,1 x 108 células/ml y aproximadamente
1,7 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,1 x 10° células/ml y aproximadamente 1,6 x 108 células/ml, entre
aproximadamente 1,1 x 108 células/ml y aproximadamente 1,5 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,1 x 108
células/ml y aproximadamente 1,4 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,1 x 108 células/ml y aproximadamente
1,3 x 10% células/ml, entre aproximadamente 1,2 x 10° células/ml y aproximadamente 2,5 x 10° células/ml, entre
aproximadamente 1,2 x 108 células/ml y aproximadamente 2,4 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,2 x 108
células/ml y aproximadamente 2,3 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,2 x 108 células/ml y aproximadamente
2,2 x 10% células/ml, entre aproximadamente 1,2 x 10® células/ml y aproximadamente 2,1 x 10® células/ml, entre
aproximadamente 1,2 x 108 células/ml y aproximadamente 2,0 x 10°® células/ml, entre aproximadamente 1,2 x 108
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células/ml y aproximadamente 1,9 x 106 células/ml, entre aproximadamente 1,2 x 108 células/ml y aproximadamente
1,8 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,2 x 10° células/ml y aproximadamente 1,7 x 10° células/ml, entre
aproximadamente 1,2 x 10° células/ml y aproximadamente 1,6 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,2 x 108
células/ml y aproximadamente 1,5 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,2 x 108 células/ml y aproximadamente
1,4 x 10% células/ml, entre aproximadamente 1,3 x 10° células/ml y aproximadamente 2,5 x 10° células/ml, entre
aproximadamente 1,3 x 108 células/ml y aproximadamente 2,4 x 106 células/ml, entre aproximadamente 1,3 x 106
células/ml y aproximadamente 2,3 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,3 x 108 células/ml y aproximadamente
2,2 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,3 x 108 células/ml y aproximadamente 2,1 x 10° células/ml, entre
aproximadamente 1,3 x 108 células/ml y aproximadamente 2,0 x 10°® células/ml, entre aproximadamente 1,3 x 108
células/ml y aproximadamente 1,9 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,3 x 10° células/ml y aproximadamente
1,8 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,3 x 10° células/ml y aproximadamente 1,7 x 10° células/ml, entre
aproximadamente 1,3 x 108 células/ml y aproximadamente 1,6 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,3 x 108
células/ml y aproximadamente 1,5 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,4 x 108 células/ml y aproximadamente
2,5 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,4 x 108 células/ml y aproximadamente 2,4 x 10% células/ml, entre
aproximadamente 1,4 x 108 células/ml y aproximadamente 2,3 x 106 células/ml, entre aproximadamente 1,4 x 108
células/ml y aproximadamente 2,2 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,4 x 108 células/ml y aproximadamente
2,1 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,4 x 10° células/ml y aproximadamente 2,0 x 10° células/ml, entre
aproximadamente 1,4 x 108 células/ml y aproximadamente 1,9 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,4 x 108
células/ml y aproximadamente 1,8 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,4 x 108 células/ml y aproximadamente
1,7 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,4 x 108 células/ml y aproximadamente 1,6 x 10° células/ml, entre
aproximadamente 1,5 x 108 células/ml y aproximadamente 2,5 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,5 x 106
células/ml y aproximadamente 2,4 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,5 x 108 células/ml y aproximadamente
2,3 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,5 x 106 células/ml y aproximadamente 2,2 x 10® células/ml, entre
aproximadamente 1,5 x 108 células/ml y aproximadamente 2,1 x 106 células/ml, entre aproximadamente 1,5 x 106
células/ml y aproximadamente 2,0 x 106 células/ml, entre aproximadamente 1,5 x 108 células/ml y aproximadamente
1,9 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,5 x 10° células/ml y aproximadamente 1,8 x 108 células/ml, entre
aproximadamente 1,5 x 108 células/ml y aproximadamente 1,7 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,6 x 108
células/ml y aproximadamente 2,5 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,6 x 108 células/ml y aproximadamente
2,4 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,6 x 108 células/ml y aproximadamente 2,3 x 10® células/ml, entre
aproximadamente 1,6 x 108 células/ml y aproximadamente 2,2 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,6 x 108
células/ml y aproximadamente 2,1 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,6 x 108 células/ml y aproximadamente
2,0 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,6 x 10® células/ml y aproximadamente 1,9 x 10® células/ml, entre
aproximadamente 1,6 x 108 células/ml y aproximadamente 1,8 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,7 x 108
células/ml y aproximadamente 2,5 x 106 células/ml, entre aproximadamente 1,7 x 108 células/ml y aproximadamente
2,4 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,7 x 108 células/ml y aproximadamente 2,3 x 10° células/ml, entre
aproximadamente 1,7 x 108 células/ml y aproximadamente 2,2 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,7 x 108
células/ml y aproximadamente 2,1 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,7 x 108 células/ml y aproximadamente
2,0 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,7 x 108 células/ml y aproximadamente 1,9 x 10® células/ml, entre
aproximadamente 1,8 x 108 células/ml y aproximadamente 2,5 x 106 células/ml, entre aproximadamente 1,8 x 108
células/ml y aproximadamente 2,4 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,8 x 108 células/ml y aproximadamente
2,3 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,8 x 108 células/ml y aproximadamente 2,2 x 10° células/ml, entre
aproximadamente 1,8 x 108 células/ml y aproximadamente 2,1 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,8 x 108
células/ml y aproximadamente 2,0 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,9 x 10° células/ml y aproximadamente
2,5 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,9 x 108 células/ml y aproximadamente 2,4 x 10® células/ml, entre
aproximadamente 1,9 x 108 células/ml y aproximadamente 2,3 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,9 x 108
células/ml y aproximadamente 2,2 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,9 x 108 células/ml y aproximadamente
2,1 x 10° células/ml, entre aproximadamente 2,0 x 108 células/ml y aproximadamente 2,5 x 10® células/ml, entre
aproximadamente 2,0 x 108 células/ml y aproximadamente 2,4 x 106 células/ml, entre aproximadamente 2,0 x 106
células/ml y aproximadamente 2,3 x 108 células/ml, entre aproximadamente 2,0 x 108 células/ml y aproximadamente
2,2 x 10% células/ml, entre aproximadamente 2,1 x 108 células/ml y aproximadamente 2,5 x 10° células/ml, entre
aproximadamente 2,1 x 108 células/ml y aproximadamente 2,4 x 10° células/ml, entre aproximadamente 2,1 x 108
células/ml y aproximadamente 2,3 x 108 células/ml, entre aproximadamente 2,2 x 108 células/ml y aproximadamente
2,5 x 106 células/ml, entre aproximadamente 2,2 x 10° células/ml y aproximadamente 2,4 x 108 células/ml o entre
aproximadamente 2,3 x 10° células/ml y aproximadamente 2,5 x 10° células/ml.

En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, la adiciéon continua del
primero y el segundo medio de cultivo de alimentacion liquido comienza a la vez y el caudal, el volumen total afiadido
a lo largo del periodo de cultivo y la duracién de tiempo de la adicion para cada uno del primero y el segundo medio
de cultivo de alimentacion liquido son iguales o sustancialmente iguales.

Adicién periédica de medio de cultivo de alimentacion

En algunas realizaciones, puede iniciarse una adicion incremental (periédica) del medio de cultivo de alimentacion
cuando las células de mamifero alcanzan una densidad celular diana (por ejemplo, cualquiera de las densidades
celulares diana ejemplares descritas en el presente documento). La adicién incremental del medio de cultivo de
alimentacion puede producirse a intervalos regulares (por ejemplo, cada dia, cada dos dias o cada tres dias) o puede
producirse cuando las células alcanzan densidades celulares diana especificas (por ejemplo, densidades celulares

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 719 876 T3

diana que aumentan a lo largo del periodo de cultivo). En algunas realizaciones, la cantidad de medio de cultivo de
alimentacion afiadida puede aumentar progresivamente entre la primera adicion incremental de medio de cultivo de
alimentacion y las adiciones posteriores de medio de cultivo de alimentacion. El volumen total de medio de cultivo de
alimentacion afiadido al cultivo a lo largo del periodo de cultivo puede ser cualquiera de los volimenes totales
ejemplares de medio de cultivo de alimentacion descritos en el presente documento.

Medio de cultivo

Se conocen en la técnica medios de cultivo liquidos que pueden usarse en la etapa de cultivo. EI medio de cultivo
liquido (por ejemplo, el primer medio de cultivo y/o el medio de cultivo de alimentacién y uno o mas del primer medio
de cultivo, el primer medio de cultivo de alimentacion y el segundo medio de cultivo de alimentacion) puede
complementarse con un suero de mamifero (por ejemplo, suero fetal de ternero o suero bovino, por ejemplo, suero
bovino de Nueva Zelanda) y/o una hormona del crecimiento o factor de crecimiento (por ejemplo, insulina, transferrina
o factor de crecimiento epidérmico). Como alternativa o ademas, el medio de cultivo liquido (por ejemplo, el primer
medio de cultivo y/o el medio de cultivo de alimentacién y uno o mas del primer medio de cultivo, el primer medio de
cultivo de alimentacion y el segundo medio de cultivo de alimentacion) puede ser un medio de cultivo liquido
guimicamente definido, un medio de cultivo liquido libre de componentes de origen animal, un medio de cultivo liquido
asérico o un medio de cultivo liquido que contiene suero. El medio de cultivo liquido (por ejemplo, el primer medio de
cultivo y/o el medio de cultivo de alimentacion y uno o mas del primer medio de cultivo, el primer medio de cultivo y el
segundo medio de cultivo) puede incluir, por ejemplo, una seroalbimina bovina procesada. Los ejemplos no limitantes
de medios de cultivo liquidos quimicamente definidos, medios de cultivo liquidos libres de componentes de origen
animal, medios de cultivo liquidos aséricos y medios de cultivo liquidos que contienen suero se encuentran disponibles
comercialmente.

Un medio de cultivo liquido contiene normalmente una fuente de energia (por ejemplo, un hidrato de carbono, tal como
glucosa), aminoacidos esenciales (por ejemplo, el conjunto basico de veinte aminoacidos mas cisteina), vitaminas y/u
otros compuestos organicos necesarios a bajas concentraciones, acidos grasos libres y/u oligoelementos. Si se desea,
el medio de cultivo liquido puede complementarse con, por ejemplo, una hormona o factor de crecimiento de mamifero
(por ejemplo, insulina, transferrina o factor de crecimiento epidérmico), sales y tampones (por ejemplo, sales de calcio,
magnesio y fosfato), nucledsidos y bases (por ejemplo, adenosina, timidina e hipoxantina), hidrolizados de proteinas
y tejidos y/o cualquier combinacién de estos u otros aditivos.

Los ejemplos no limitantes de medios de cultivo que pueden ser (tiles en los métodos descritos en el presente
documento incluyen, por ejemplo, CD CHO, Opti CHO y Forti CHO (todos disponibles de Life Technologies; Grand
Island, NY), medio Hycell CHO (Thermo Fisher Scientific, Inc.; Waltham, MA), medio Ex-cell CD CHO Fusion (Sigma-
Aldrich Co.; St. Louis, MO) y medio PowerCHO (Lonza Group, Ltd.; Basilea, Suiza). Los componentes del medio que
también pueden ser Utiles en los presentes métodos incluyen, pero sin limitacion, hidrolizados quimicamente definidos
(CD), por ejemplo, peptona CD, polipéptidos CD (dos o mas aminoacidos) y factores de crecimiento CD. Se conocen
en la técnica ejemplos adicionales de medios de cultivo liquidos y de componentes del medio.

Los medios de cultivo usados en el cultivo de las células de mamifero pueden tener un pH de entre aproximadamente
6,5 y aproximadamente 7,5 (por ejemplo, entre aproximadamente 6,5 y aproximadamente 7,4, entre aproximadamente
6,5 y aproximadamente 7,3, entre aproximadamente 6,5 y aproximadamente 7,2, entre aproximadamente 6,5 y
aproximadamente 7,1, entre aproximadamente 6,5 aproximadamente 7,0, entre aproximadamente 6,5
aproximadamente 6,9, entre aproximadamente 6,5 aproximadamente 6,8, entre aproximadamente 6,5
aproximadamente 6,7, entre aproximadamente 6,6 aproximadamente 7,5, entre aproximadamente 6,6
aproximadamente 7,4, entre aproximadamente 6,6 aproximadamente 7,3, entre aproximadamente 6,6
aproximadamente 7,2, entre aproximadamente 6,6 aproximadamente 7,1, entre aproximadamente 6,6
aproximadamente 7,0, entre aproximadamente 6,6 aproximadamente 6,9, entre aproximadamente 6,6
aproximadamente 6,8, entre aproximadamente 6,7 aproximadamente 7,5, entre aproximadamente 6,7
aproximadamente 7,4, entre aproximadamente 6,7 aproximadamente 7,3, entre aproximadamente 6,7
aproximadamente 7,2, entre aproximadamente 6,7 aproximadamente 7,1, entre aproximadamente 6,7
aproximadamente 7,0, entre aproximadamente 6,7 aproximadamente 6,9, entre aproximadamente 6,8
aproximadamente 7,5, entre aproximadamente 6,8 aproximadamente 7,4, entre aproximadamente 6,8
aproximadamente 7,3, entre aproximadamente 6,8 aproximadamente 7,2, entre aproximadamente 6,8
aproximadamente 7,1, entre aproximadamente 6,8 aproximadamente 7,0, entre aproximadamente 6,9
aproximadamente 7,5, entre aproximadamente 6,9 aproximadamente 7,4, entre aproximadamente 6,9
aproximadamente 7,3, entre aproximadamente 6,9 aproximadamente 7,2, entre aproximadamente 6,9
aproximadamente 7,1, entre aproximadamente 7,0 aproximadamente 7,5, entre aproximadamente 7,0
aproximadamente 7,4, entre aproximadamente 7,0 aproximadamente 7,3, entre aproximadamente 7,0
aproximadamente 7,2, entre aproximadamente 7,1 aproximadamente 7,5, entre aproximadamente 7,1
aproximadamente 7,4, entre aproximadamente 7,1 aproximadamente 7,3, entre aproximadamente 7,2
aproximadamente 7,5, entre aproximadamente 7,2 y aproximadamente 7,4 o entre aproximadamente 7,3
aproximadamente 7,5).

A A I A A A B B I
KKK KKK KKK

Los expertos en la materia apreciaran que el medio de cultivo liquido usado en el cultivo puede ser igual o puede
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cambiar durante el periodo de cultivo (por ejemplo, el primer medio de cultivo y el medio de cultivo de alimentacién o
el primer medio de cultivo y el primero y/o segundo medio de cultivo de alimentacion pueden ser del mismo tipo de
medio o de diferentes tipos de medio).

En algunas realizaciones, el medio de cultivo afiadido a un cultivo discontinuo alimentado puede ser una composicion
sélida. Se conocen en la técnica ejemplos de medios de cultivo sélidos que pueden afiadirse a un cultivo discontinuo
alimentado.

Cualquiera de los medios de cultivo en los métodos descritos en el presente documento puede incluir una BSA
procesada. Una BSA procesada es una seroalbimina bovina que se ha producido mediante un método descrito en el
presente documento. Por ejemplo, un método para producir una BSA procesada no incluye calentar una solucion que
incluye la seroalblmina, afadir un estabilizante a una solucion que incluye la seroalbimina y eliminar por precipitacion
las impurezas de una solucion que incluye una seroalblimina liofilizada reconstituida. Un método para producir una
BSA procesada puede comenzar con una etapa de proporcionar plasma bovino. Una BSA procesada puede ser una
BSA producida mediante un método que incluye, por ejemplo, las etapas de proporcionar plasma bovino, desalar el
plasma, filtrar el plasma usando ultrafiltracion, precipitar las euglobulinas del plasma, filtrar el plasma para retirar las
euglobulinas precipitadas, llevar a cabo una cromatografia de intercambio i6nico con el plasma para proporcionar un
eluato que comprende seroalbimina e inmunoglobulinas, precipitar las inmunoglobulinas del eluato usando
precipitacion con sulfato de amonio, retirar las inmunoglobulinas precipitadas del eluato, concentrar y criodesecar el
eluato para producir un material liofilizado que comprende seroalbimina y opcionalmente, reconstituir el material
liofilizado en una solucion. Un ejemplo no limitante de una BSA procesada es la BSA NZ de MP Biomedicals.

Cualquiera de los medios de cultivo usados en cualquiera de los métodos descritos en el presente documento puede
incluir 0,1 g/l o més (por ejemplo, al menos 0,2 g/l, al menos 0,3 g/l, al menos 0,4 g/l, al menos 0,5 g/l, al menos 0,6 g/l,
al menos 0,7 g/l, al menos 0,8 g/l, al menos 0,9 g/l, al menos 1,0 g/l, almenos 1,1 g/l, al menos 1,2 g/l, al menos 1,3 g/l,
al menos 1,4 g/l, almenos 1,5 g/l, al menos 1,6 g/l, al menos 1,7 g/l, al menos 1,8 g/l, al menos 1,9 g/l, al menos 2,0 g/l,
al menos 2,1 g/l, al menos 2,2 g/l, al menos 2,3 g/l, al menos 2,4 g/l, al menos 2,5 g/l, al menos 2,6 g/l, al menos 2,7 g/l,
al menos 2,8 g/l, al menos 2,9 g/l o al menos 3,0 g/l) de BSA procesada (tal como BSA NZ procesada). En algunas
realizaciones de cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, el medio de cultivo que contiene BSA
procesada puede contener entre aproximadamente 0,1 g/l a aproximadamente 3,0 g/l (por ejemplo, entre
aproximadamente 0,1 g/l y aproximadamente 2,9 g/l, entre aproximadamente 0,1 g/l y aproximadamente 2,8 g/l, entre
aproximadamente 0,1 g/l y aproximadamente 2,7 g/l, entre aproximadamente 0,1 g/l y aproximadamente 2,6 g/l, entre
aproximadamente 0,1 g/l y aproximadamente 2,5 g/l, entre aproximadamente 0,1 g/l y aproximadamente 2,4 g/l, entre
aproximadamente 0,1 g/l y aproximadamente 2,3 g/l, entre aproximadamente 0,1 g/l y aproximadamente 2,2 g/l, entre
aproximadamente 0,1 g/l y aproximadamente 2,1 g/l, entre aproximadamente 0,1 g/l y aproximadamente 2,0 g/l, entre
aproximadamente 0,1 g/l y aproximadamente 1,9 g/l, entre aproximadamente 0,1 g/l y aproximadamente 1,8 g/l, entre
aproximadamente 0,1 g/l y aproximadamente 1,7 g/l, entre aproximadamente 0,1 g/l y aproximadamente 1,6 g/l, entre
aproximadamente 0,1 g/l y aproximadamente 1,5 g/l, entre aproximadamente 0,1 g/l y aproximadamente 1,4 g/l, entre
aproximadamente 0,1 g/l y aproximadamente 1,3 g/l, entre aproximadamente 0,1 g/l y aproximadamente 1,2 g/l, entre
aproximadamente 0,1 g/l y aproximadamente 1,1 g/l, entre aproximadamente 0,1 g/l y aproximadamente 1,0 g/l, entre
aproximadamente 0,1 g/l y aproximadamente 0,9 g/l, entre aproximadamente 0,1 g/l y aproximadamente 0,8 g/l, entre
aproximadamente 0,1 g/l y aproximadamente 0,7 g/l, entre aproximadamente 0,1 g/l y aproximadamente 0,6 g/l, entre
aproximadamente 0,1 g/l y aproximadamente 0,5 g/l, entre aproximadamente 0,1 g/l y aproximadamente 0,4 g/l, entre
aproximadamente 0,1 g/l y aproximadamente 0,3 g/l, entre aproximadamente 0,5 g/l y aproximadamente 3,0 g/l, entre
aproximadamente 0,5 g/l y aproximadamente 2,9 g/l, entre aproximadamente 0,5 g/l y aproximadamente 2,8 g/l, entre
aproximadamente 0,5 g/l y aproximadamente 2,7 g/l, entre aproximadamente 0,5 g/l y aproximadamente 2,6 g/l, entre
aproximadamente 0,5 g/l y aproximadamente 2,5 g/l, entre aproximadamente 0,5 g/l y aproximadamente 2,4 g/l, entre
aproximadamente 0,5 g/l y aproximadamente 2,3 g/l, entre aproximadamente 0,5 g/l y aproximadamente 2,2 g/l, entre
aproximadamente 0,5 g/l y aproximadamente 2,1 g/l, entre aproximadamente 0,5 g/l y aproximadamente 2,0 g/l, entre
aproximadamente 0,5 g/l y aproximadamente 1,9 g/l, entre aproximadamente 0,5 g/l y aproximadamente 1,8 g/l, entre
aproximadamente 0,5 g/l y aproximadamente 1,7 g/l, entre aproximadamente 0,5 g/l y aproximadamente 1,6 g/l, entre
aproximadamente 0,5 g/l y aproximadamente 1,5 g/l, entre aproximadamente 0,5 g/l y aproximadamente 1,4 g/l, entre
aproximadamente 0,5 g/l y aproximadamente 1,3 g/l, entre aproximadamente 0,5 g/l y aproximadamente 1,2 g/l, entre
aproximadamente 0,5 g/l y aproximadamente 1,1 g/l, entre aproximadamente 0,5 g/l y aproximadamente 1,0 g/l, entre
aproximadamente 0,5 g/l y aproximadamente 0,9 g/l, entre aproximadamente 0,5 g/l y aproximadamente 0,8 g/l, entre
aproximadamente 0,5 g/l y aproximadamente 0,7 g/l, entre aproximadamente 1,0 g/l y aproximadamente 3,0 g/l, entre
aproximadamente 1,0 g/l y aproximadamente 2,9 g/l, entre aproximadamente 1,0 g/l y aproximadamente 2,8 g/l, entre
aproximadamente 1,0 g/l y aproximadamente 2,7 g/l, entre aproximadamente 1,0 g/l y aproximadamente 2,6 g/l, entre
aproximadamente 1,0 g/l y aproximadamente 2,5 g/l, entre aproximadamente 1,0 g/l y aproximadamente 2,4 g/l, entre
aproximadamente 1,0 g/l y aproximadamente 2,3 g/l, entre aproximadamente 1,0 g/l y aproximadamente 2,2 g/l, entre
aproximadamente 1,0 g/l y aproximadamente 2,1 g/l, entre aproximadamente 1,0 g/l y aproximadamente 2,0 g/l, entre
aproximadamente 1,0 g/l y aproximadamente 1,9 g/l, entre aproximadamente 1,0 g/l y aproximadamente 1,8 g/l, entre
aproximadamente 1,0 g/l y aproximadamente 1,7 g/l, entre aproximadamente 1,0 g/l y aproximadamente 1,6 g/l, entre
aproximadamente 1,0 g/l y aproximadamente 1,5 g/l, entre aproximadamente 1,0 g/l y aproximadamente 1,4 g/l, entre
aproximadamente 1,0 g/l y aproximadamente 1,3 g/l, entre aproximadamente 1,0 g/l y aproximadamente 1,2 g/l, entre
aproximadamente 1,5 g/l y aproximadamente 3,0 g/l, entre aproximadamente 1,5 g/l y aproximadamente 2,9 g/l, entre
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aproximadamente 1,5 g/l y aproximadamente 2,8 g/l, entre aproximadamente 1,5 g/l y aproximadamente 2,7 g/l, entre
aproximadamente 1,5 g/l y aproximadamente 2,6 g/l, entre aproximadamente 1,5 g/l y aproximadamente 2,5 g/l, entre
aproximadamente 1,5 g/l y aproximadamente 2,4 g/l, entre aproximadamente 1,5 g/l y aproximadamente 2,3 g/l, entre
aproximadamente 1,5 g/l y aproximadamente 2,2 g/l, entre aproximadamente 1,5 g/l y aproximadamente 2,1 g/l, entre
aproximadamente 1,5 g/l y aproximadamente 2,0 g/l, entre aproximadamente 1,5 g/l y aproximadamente 1,9 g/l, entre
aproximadamente 1,5 g/l y aproximadamente 1,8 g/l, entre aproximadamente 1,5 g/l y aproximadamente 1,7 g/l, entre
aproximadamente 2,0 g/l y aproximadamente 3,0 g/l, entre aproximadamente 2,0 g/l y aproximadamente 2,9 g/l, entre
aproximadamente 2,0 g/l y aproximadamente 2,8 g/l, entre aproximadamente 2,0 g/l y aproximadamente 2,7 g/l, entre
aproximadamente 2,0 g/l y aproximadamente 2,6 g/l, entre aproximadamente 2,0 g/l y aproximadamente 2,5 g/l, entre
aproximadamente 2,0 g/l y aproximadamente 2,4 g/l, entre aproximadamente 2,0 g/l y aproximadamente 2,3 g/l, entre
aproximadamente 2,0 g/l y aproximadamente 2,2 g/l, entre aproximadamente 2,5 g/l y aproximadamente 3,0 g/l, entre
aproximadamente 2,5 g/l y aproximadamente 2,9 g/l, entre aproximadamente 2,5 g/l y aproximadamente 2,8 g/l o entre
aproximadamente 2,5 g/l y aproximadamente 2,7 g/l) de BSA procesada.

El medio de cultivo que incluye 0,1 g/l o mas de BSA procesada puede ser el primer medio de cultivo, puede ser tanto
el primer medio de cultivo como el medio de cultivo de alimentacién o puede ser uno o méas del primer medio de cultivo,
el primer medio de cultivo de alimentacion y el segundo medio de cultivo de alimentacion. El cultivo discontinuo
alimentado en cualquiera de los métodos descritos en el presente documento puede incluir el uso de dos medios de
cultivo de alimentacion diferentes, incluyendo uno o ambos de los dos medios de cultivo de alimentacion diferentes
0,1 g/l o mas de BSA procesada.

Como es bien sabido en la técnica, puede producirse un medio de cultivo que contiene BSA procesada afiadiendo una
cantidad suficiente de BSA procesada (en forma sélida o como una solucion) a un medio de cultivo liquido para lograr
una concentracion final deseada de BSA procesada en el medio de cultivo liquido.

En algunas realizaciones, el primer medio de cultivo contiene una solucién de lipido (incluyendo acido oleico, acido
linoleico y colesterol) a una concentracion de aproximadamente 1 ml de la solucion de lipido por 1 | del primer medio
de cultivo.

En algunos métodos, la concentracion de BSA procesada presente en el cultivo puede permanecer sustancialmente
constante durante el periodo de cultivo. En otros métodos, la concentracion de BSA procesada presente en el cultivo
puede aumentar durante el periodo de cultivo. En algunas realizaciones, la BSA procesada puede estar presente en
el medio de cultivo liquido al comienzo del periodo de cultivo (el primer medio de cultivo). En otras realizaciones, puede
afiadirse la BSA procesada al primer medio de cultivo liquido tras comenzar el periodo de cultivo (por ejemplo,
mediante inyeccion de bolo o afiadiendo un medio de cultivo de alimentacion que contiene una BSA procesada).

Adicién de solucion de lipido

Los ejemplos descritos en el presente documento pueden incluir ademas afiadir un bolo de una solucién de lipido (por
ejemplo, una solucién de lipido que incluye acido oleico, &cido linoleico y colesterol) al cultivo cuando las células
alcanzan una densidad de, por ejemplo, aproximadamente 1,0 x 10° células/ml, aproximadamente 1,1 x 10° células/ml,
aproximadamente 1,2 x 108 células/ml, aproximadamente 1,3 x 108 células/ml, aproximadamente 1,4 x 108 células/ml,
aproximadamente 1,5 x 108 células/ml, aproximadamente 1,6 x 10°® células/ml, aproximadamente 1,7 x 108 células/ml,
aproximadamente 1,8 x 108 células/ml, aproximadamente 1,9 x 10° células/ml, aproximadamente 2,0 x 108 células/ml,
aproximadamente 2,1 x 108 células/ml, aproximadamente 2,2 x 10° células/ml, aproximadamente 2,3 x 108 células/ml,
aproximadamente 2,4 x 10° células/ml, aproximadamente 2,5 x 10°® células/ml, entre aproximadamente 1,0 x 10
células/ml y aproximadamente 2,5 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,0 x 108 células/ml y aproximadamente
2,4 x 10% células/ml, entre aproximadamente 1,0 x 10® células/ml y aproximadamente 2,3 x 10® células/ml, entre
aproximadamente 1,0 x 108 células/ml y aproximadamente 2,2 x 106 células/ml, entre aproximadamente 1,0 x 108
células/ml y aproximadamente 2,1 x 106 células/ml, entre aproximadamente 1,0 x 108 células/ml y aproximadamente
2,0 x 10% células/ml, entre aproximadamente 1,0 x 108 células/ml y aproximadamente 1,9 x 10° células/ml, entre
aproximadamente 1,0 x 108 células/ml y aproximadamente 1,8 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,0 x 108
células/ml y aproximadamente 1,7 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,0 x 108 células/ml y aproximadamente
1,6 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,0 x 10° células/ml y aproximadamente 1,5 x 10° células/ml, entre
aproximadamente 1,0 x 108 células/ml y aproximadamente 1,4 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,0 x 108
células/ml y aproximadamente 1,3 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,0 x 108 células/ml y aproximadamente
1,2 x 10% células/ml, entre aproximadamente 1,1 x 10° células/ml y aproximadamente 2,5 x 10° células/ml, entre
aproximadamente 1,1 x 108 células/ml y aproximadamente 2,4 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,1 x 108
células/ml y aproximadamente 2,3 x 106 células/ml, entre aproximadamente 1,1 x 108 células/ml y aproximadamente
2,2 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,1 x 108 células/ml y aproximadamente 2,1 x 10% células/ml, entre
aproximadamente 1,1 x 10° células/ml y aproximadamente 2,0 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,1 x 108
células/ml y aproximadamente 1,9 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,1 x 108 células/ml y aproximadamente
1,8 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,1 x 10° células/ml y aproximadamente 1,7 x 10° células/ml, entre
aproximadamente 1,1 x 108 células/ml y aproximadamente 1,6 x 106 células/ml, entre aproximadamente 1,1 x 108
células/ml y aproximadamente 1,5 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,1 x 108 células/ml y aproximadamente
1,4 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,1 x 108 células/ml y aproximadamente 1,3 x 108 células/ml, entre
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aproximadamente 1,2 x 108 células/ml y aproximadamente 2,5 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,2 x 108
células/ml y aproximadamente 2,4 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,2 x 108 células/ml y aproximadamente
2,3 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,2 x 108 células/ml y aproximadamente 2,2 x 10% células/ml, entre
aproximadamente 1,2 x 108 células/ml y aproximadamente 2,1 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,2 x 108
células/ml y aproximadamente 2,0 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,2 x 10® células/ml y aproximadamente
1,9 x 10°% células/ml, entre aproximadamente 1,2 x 10° células/ml y aproximadamente 1,8 x 10° células/ml, entre
aproximadamente 1,2 x 108 células/ml y aproximadamente 1,7 x 106 células/ml, entre aproximadamente 1,2 x 108
células/ml y aproximadamente 1,6 x 106 células/ml, entre aproximadamente 1,2 x 108 células/ml y aproximadamente
1,5 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,2 x 10° células/ml y aproximadamente 1,4 x 108 células/ml, entre
aproximadamente 1,3 x 108 células/ml y aproximadamente 2,5 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,3 x 108
células/ml y aproximadamente 2,4 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,3 x 108 células/ml y aproximadamente
2,3 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,3 x 108 células/ml y aproximadamente 2,2 x 10® células/ml, entre
aproximadamente 1,3 x 108 células/ml y aproximadamente 2,1 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,3 x 106
células/ml y aproximadamente 2,0 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,3 x 108 células/ml y aproximadamente
1,9 x 10% células/ml, entre aproximadamente 1,3 x 10° células/ml y aproximadamente 1,8 x 10° células/ml, entre
aproximadamente 1,3 x 108 células/ml y aproximadamente 1,7 x 106 células/ml, entre aproximadamente 1,3 x 106
células/ml y aproximadamente 1,6 x 106 células/ml, entre aproximadamente 1,3 x 108 células/ml y aproximadamente
1,5 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,4 x 108 células/ml y aproximadamente 2,5 x 108 células/ml, entre
aproximadamente 1,4 x 108 células/ml y aproximadamente 2,4 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,4 x 108
células/ml y aproximadamente 2,3 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,4 x 108 células/ml y aproximadamente
2,2 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,4 x 108 células/ml y aproximadamente 2,1 x 10° células/ml, entre
aproximadamente 1,4 x 108 células/ml y aproximadamente 2,0 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,4 x 108
células/ml y aproximadamente 1,9 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,4 x 108 células/ml y aproximadamente
1,8 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,4 x 10® células/ml y aproximadamente 1,7 x 10° células/ml, entre
aproximadamente 1,4 x 108 células/ml y aproximadamente 1,6 x 10® células/ml, entre aproximadamente 1,5 x 108
células/ml y aproximadamente 2,5 x 106 células/ml, entre aproximadamente 1,5 x 108 células/ml y aproximadamente
2,4 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,5 x 108 células/ml y aproximadamente 2,3 x 10® células/ml, entre
aproximadamente 1,5 x 108 células/ml y aproximadamente 2,2 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,5 x 108
células/ml y aproximadamente 2,1 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,5 x 108 células/ml y aproximadamente
2,0 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,5 x 108 células/ml y aproximadamente 1,9 x 10® células/ml, entre
aproximadamente 1,5 x 10° células/ml y aproximadamente 1,8 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,5 x 108
células/ml y aproximadamente 1,7 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,6 x 106 células/ml y aproximadamente
2,5 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,6 x 108 células/ml y aproximadamente 2,4 x 10° células/ml, entre
aproximadamente 1,6 x 108 células/ml y aproximadamente 2,3 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,6 x 108
células/ml y aproximadamente 2,2 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,6 x 108 células/ml y aproximadamente
2,1 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,6 x 108 células/ml y aproximadamente 2,0 x 10% células/ml, entre
aproximadamente 1,6 x 108 células/ml y aproximadamente 1,9 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,6 x 108
células/ml y aproximadamente 1,8 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,7 x 108 células/ml y aproximadamente
2,5 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,7 x 10° células/ml y aproximadamente 2,4 x 106 células/ml, entre
aproximadamente 1,7 x 108 células/ml y aproximadamente 2,3 x 106 células/ml, entre aproximadamente 1,7 x 106
células/ml y aproximadamente 2,2 x 106 células/ml, entre aproximadamente 1,7 x 108 células/ml y aproximadamente
2,1 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,7 x 108 células/ml y aproximadamente 2,0 x 10° células/ml, entre
aproximadamente 1,7 x 108 células/ml y aproximadamente 1,9 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,8 x 108
células/ml y aproximadamente 2,5 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,8 x 108 células/ml y aproximadamente
2,4 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,8 x 10° células/ml y aproximadamente 2,3 x 10° células/ml, entre
aproximadamente 1,8 x 108 células/ml y aproximadamente 2,2 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,8 x 106
células/ml y aproximadamente 2,1 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,8 x 108 células/ml y aproximadamente
2,0 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,9 x 10° células/ml y aproximadamente 2,5 x 10° células/ml, entre
aproximadamente 1,9 x 108 células/ml y aproximadamente 2,4 x 106 células/ml, entre aproximadamente 1,9 x 108
células/ml y aproximadamente 2,3 x 108 células/ml, entre aproximadamente 1,9 x 108 células/ml y aproximadamente
2,2 x 10° células/ml, entre aproximadamente 1,9 x 108 células/ml y aproximadamente 2,1 x 10° células/ml, entre
aproximadamente 2,0 x 108 células/ml y aproximadamente 2,5 x 108 células/ml, entre aproximadamente 2,0 x 108
células/ml y aproximadamente 2,4 x 108 células/ml, entre aproximadamente 2,0 x 108 células/ml y aproximadamente
2,3 x 10° células/ml, entre aproximadamente 2,0 x 108 células/ml y aproximadamente 2,2 x 10% células/ml, entre
aproximadamente 2,1 x 10° células/ml y aproximadamente 2,5 x 10° células/ml, entre aproximadamente 2,1 x 108
células/ml y aproximadamente 2,4 x 108 células/ml, entre aproximadamente 2,1 x 108 células/ml y aproximadamente
2,3 x 10° células/ml, entre aproximadamente 2,2 x 10® células/ml y aproximadamente 2,5 x 10® células/ml, entre
aproximadamente 2,2 x 10° células/ml y aproximadamente 2,4 x 108 células/ml o entre aproximadamente 2,3 x 108
células/ml y aproximadamente 2,5 x 108 células/ml.

En algunas realizaciones, se afiade 1 ml de solucion de lipido para, por ejemplo, cada aproximadamente 0,85 I, cada
aproximadamente 0,9 |, cada aproximadamente 0,95 |, cada aproximadamente 1,00 I, cada aproximadamente 1,05 |,
cada aproximadamente 1,1 | o cada aproximadamente 1,15 | de cultivo. Por ejemplo, normalmente se afiaden 4,2 ml
de solucién de lipido a aproximadamente 4,2 | de cultivo.

Adicion de una solucién de base
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Los métodos descritos en el presente documento incluyen afiadir una solucién de base (por ejemplo, una solucion de
base alcalina) al cultivo. Una solucion de base puede ser, por ejemplo, una solucién estéril tamponada que tiene un
pH de aproximadamente o mayor de 8,0 (por ejemplo, aproximadamente o mayor de 8,5, aproximadamente o mayor
de 9,0, aproximadamente o mayor de 9,5, aproximadamente o mayor de 10,0, aproximadamente o mayor de 10,5,
aproximadamente o mayor de 11,0, aproximadamente o mayor de 11,5 o aproximadamente o mayor de 12,0). Una
solucion de base puede ser, por ejemplo, una solucidn de base alcalina. Los ejemplos no limitantes de soluciones de
base alcalina contienen una concentracion de (i) entre aproximadamente 0,5 M y aproximadamente 1,0 M (por ejemplo,
entre aproximadamente 0,5 M y aproximadamente 0,95 M, entre aproximadamente 0,5 M y aproximadamente 0,9 M,
entre aproximadamente 0,5 M y aproximadamente 0,85 M, entre aproximadamente 0,5 M y aproximadamente 0,8 M,
entre aproximadamente 0,5 M y aproximadamente 0,75 M, entre aproximadamente 0,5 M y aproximadamente 0,70 M,
entre aproximadamente 0,5 M y aproximadamente 0,65 M, entre aproximadamente 0,5 M y aproximadamente 0,6 M,
entre aproximadamente 0,5 M y aproximadamente 0,55 M, entre aproximadamente 0,55 M y aproximadamente 1,0 M,
entre aproximadamente 0,55 M y aproximadamente 0,95 M, entre aproximadamente 0,55 M y aproximadamente 0,9
M, entre aproximadamente 0,55 M y aproximadamente 0,85 M, entre aproximadamente 0,55 M y aproximadamente
0,8 M, entre aproximadamente 0,55 M y aproximadamente 0,75 M, entre aproximadamente 0,55 M y aproximadamente
0,7 M, entre aproximadamente 0,55 M y aproximadamente 0,65 M, entre aproximadamente 0,55 M y aproximadamente
0,6 M, entre aproximadamente 0,6 M y aproximadamente 1,0 M, entre aproximadamente 0,6 M y aproximadamente
0,95 M, entre aproximadamente 0,6 M y aproximadamente 0,9 M, entre aproximadamente 0,6 M y aproximadamente
0,85 M, entre aproximadamente 0,6 M y aproximadamente 0,80 M, entre aproximadamente 0,6 M y aproximadamente
0,75 M, entre aproximadamente 0,6 M y aproximadamente 0,7 M, entre aproximadamente 0,6 M y aproximadamente
0,65 M, entre aproximadamente 0,65 M y aproximadamente 1,0 M, entre aproximadamente 0,65 M y aproximadamente
0,95 M, entre aproximadamente 0,65 M y aproximadamente 0,9 M, entre aproximadamente 0,65 M y aproximadamente
0,85 M, entre aproximadamente 0,65 M y aproximadamente 0,8 M, entre aproximadamente 0,65 M y aproximadamente
0,75 M, entre aproximadamente 0,65 M y aproximadamente 0,7 M, entre aproximadamente 0,7 M y aproximadamente
1,0 M, entre aproximadamente 0,7 M y aproximadamente 0,95 M, entre aproximadamente 0,7 M y aproximadamente
0,9 M, entre aproximadamente 0,7 M y aproximadamente 0,85 M, entre aproximadamente 0,7 M y aproximadamente
0,8 M, entre aproximadamente 0,7 M y aproximadamente 0,75 M, entre aproximadamente 0,75 M y aproximadamente
1,0 M, entre aproximadamente 0,75 M y aproximadamente 0,95 M, entre aproximadamente 0,75 M y aproximadamente
0,9 M, entre aproximadamente 0,75 M y aproximadamente 0,85 M, entre aproximadamente 0,75 M y aproximadamente
0,8 M, entre aproximadamente 0,8 M y aproximadamente 1,0 M, entre aproximadamente 0,8 M y aproximadamente
0,95 M, entre aproximadamente 0,8 M y aproximadamente 0,9 M, entre aproximadamente 0,8 M y aproximadamente
0,85 M, entre aproximadamente 0,85 M y aproximadamente 1,0 M, entre aproximadamente 0,85 M y aproximadamente
0,95 M, entre aproximadamente 0,85 M y aproximadamente 0,9 M, entre aproximadamente 0,9 M y aproximadamente
1,0 M, entre aproximadamente 0,9 M y aproximadamente 0,95 M o entre aproximadamente 0,95 M y aproximadamente
1,0 M) de carbonato de sodio y (ii) entre aproximadamente 0,25 M y aproximadamente 0,75 M (por ejemplo, entre
aproximadamente 0,25 M y aproximadamente 0,70 M, entre aproximadamente 0,25 M y aproximadamente 0,65 M,
entre aproximadamente 0,25 M y aproximadamente 0,60 M, entre aproximadamente 0,25 M y aproximadamente 0,55
M, entre aproximadamente 0,25 M y aproximadamente 0,50 M, entre aproximadamente 0,25 M y aproximadamente
0,45 M, entre aproximadamente 0,25 M y aproximadamente 0,40 M, entre aproximadamente 0,25 M y
aproximadamente 0,35 M, entre aproximadamente 0,25 M y aproximadamente 0,30 M, entre aproximadamente 0,30
M y aproximadamente 0,75 M, entre aproximadamente 0,30 M y aproximadamente 0,70 M, entre aproximadamente
0,30 M y aproximadamente 0,65 M, entre aproximadamente 0,30 M y aproximadamente 0,60 M, entre
aproximadamente 0,30 M y aproximadamente 0,55 M, entre aproximadamente 0,30 M y aproximadamente 0,50 M,
entre aproximadamente 0,30 M y aproximadamente 0,45 M, entre aproximadamente 0,30 M y aproximadamente 0,40
M, entre aproximadamente 0,30 y aproximadamente 0,35 M, entre aproximadamente 0,35 M y aproximadamente 0,75
M, entre aproximadamente 0,35 M y aproximadamente 0,70 M, entre aproximadamente 0,35 M y aproximadamente
0,65 M, entre aproximadamente 0,35 M y aproximadamente 0,60 M, entre aproximadamente 0,35 M vy
aproximadamente 0,55 M, entre aproximadamente 0,35 M y aproximadamente 0,50 M, entre aproximadamente 0,35
M y aproximadamente 0,45 M, entre aproximadamente 0,35 M y aproximadamente 0,40 M, entre aproximadamente
0,4 My aproximadamente 0,75 M, entre aproximadamente 0,40 M y aproximadamente 0,70 M, entre aproximadamente
0,40 M y aproximadamente 0,65 M, entre aproximadamente 0,40 M y aproximadamente 0,60 M, entre
aproximadamente 0,40 M y aproximadamente 0,55 M, entre aproximadamente 0,40 M y aproximadamente 0,50 M,
entre aproximadamente 0,40 M y aproximadamente 0,45 M, entre aproximadamente 0,45 M y aproximadamente 0,75
M, entre aproximadamente 0,45 M y aproximadamente 0,70 M, entre aproximadamente 0,45 M y aproximadamente
0,65 M, entre aproximadamente 0,45 M y aproximadamente 0,60 M, entre aproximadamente 0,45 M vy
aproximadamente 0,55 M, entre aproximadamente 0,45 M y aproximadamente 0,50 M, entre aproximadamente 0,50
M y aproximadamente 0,75 M, entre aproximadamente 0,50 M y aproximadamente 0,70 M, entre aproximadamente
0,50 M y aproximadamente 0,65 M, entre aproximadamente 0,50 M y aproximadamente 0,60 M, entre
aproximadamente 0,50 M y aproximadamente 0,55 M, entre aproximadamente 0,55 M y aproximadamente 0,75 M,
entre aproximadamente 0,55 y aproximadamente 0,70 M, entre aproximadamente 0,55 M y aproximadamente 0,65 M,
entre aproximadamente 0,55 M y aproximadamente 0,60 M, entre aproximadamente 0,60 M y aproximadamente 0,75
M, entre aproximadamente 0,60 M y aproximadamente 0,70 M, entre aproximadamente 0,60 M y aproximadamente
0,65 M, entre aproximadamente 0,65 M y aproximadamente 0,75 M, entre aproximadamente 0,65 M vy
aproximadamente 0,70 M o entre aproximadamente 0,70 M y aproximadamente 0,75 M) de bicarbonato de sodio. Los
ejemplos adicionales de solucion de base (por ejemplo, soluciones de base alcalina) que pueden afiadirse al cultivo
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se conocen bien en la técnica.

La solucién de base (por ejemplo, solucién de base alcalina) puede afadirse al cultivo de manera continua o periddica.
La adicion continua de la solucion de base alcalina al cultivo puede comenzar (iniciarse) en un punto de tiempo que
es de aproximadamente 5 horas a aproximadamente 80 horas (por ejemplo, de aproximadamente 5 horas a
aproximadamente 75 horas, de aproximadamente 5 horas a aproximadamente 70 horas, de aproximadamente 5 horas
a aproximadamente 65 horas, de aproximadamente 5 horas a aproximadamente 60 horas, de aproximadamente 5
horas a aproximadamente 55 horas, de aproximadamente 5 horas a aproximadamente 50 horas, de aproximadamente
5 horas a aproximadamente 45 horas, de aproximadamente 5 horas a aproximadamente 40 horas, de
aproximadamente 5 horas a aproximadamente 35 horas, de aproximadamente 5 horas a aproximadamente 30 horas,
de aproximadamente 5 horas a aproximadamente 25 horas, de aproximadamente 5 horas a aproximadamente 20
horas, de aproximadamente 5 horas a aproximadamente 15 horas, de aproximadamente 10 horas a aproximadamente
80 horas, de aproximadamente 10 horas a aproximadamente 75 horas, de aproximadamente 10 horas a
aproximadamente 70 horas, de aproximadamente 10 horas a aproximadamente 65 horas, de aproximadamente 10
horas a aproximadamente 60 horas, de aproximadamente 10 horas a aproximadamente 55 horas, de
aproximadamente 10 horas a aproximadamente 50 horas, de aproximadamente 10 horas a aproximadamente 45
horas, de aproximadamente 10 horas a aproximadamente 40 horas, de aproximadamente 10 horas a
aproximadamente 35 horas, de aproximadamente 10 horas a aproximadamente 30 horas, de aproximadamente 10
horas a aproximadamente 25 horas, de aproximadamente 10 horas a aproximadamente 20 horas, de
aproximadamente 10 horas a aproximadamente 15 horas, de aproximadamente 15 horas a aproximadamente 80
horas, de aproximadamente 15 horas a aproximadamente 75 horas, de aproximadamente 15 horas a
aproximadamente 70 horas, de aproximadamente 15 horas a aproximadamente 65 horas, de aproximadamente 15
horas a aproximadamente 60 horas, de aproximadamente 15 horas a aproximadamente 55 horas, de
aproximadamente 15 horas a aproximadamente 50 horas, de aproximadamente 15 horas a aproximadamente 45
horas, de aproximadamente 15 horas a aproximadamente 40 horas, de aproximadamente 15 horas a
aproximadamente 35 horas, de aproximadamente 15 horas a aproximadamente 30 horas, de aproximadamente 15
horas a aproximadamente 25 horas, de aproximadamente 20 horas a aproximadamente 80 horas, de
aproximadamente 20 horas a aproximadamente 75 horas, de aproximadamente 20 horas a aproximadamente 70
horas, de aproximadamente 20 horas a aproximadamente 65 horas, de aproximadamente 20 horas a
aproximadamente 60 horas, de aproximadamente 20 horas a aproximadamente 55 horas, de aproximadamente 20
horas a aproximadamente 50 horas, de aproximadamente 20 horas a aproximadamente 45 horas, de
aproximadamente 20 horas a aproximadamente 40 horas, de aproximadamente 20 horas a aproximadamente 35
horas, de aproximadamente 20 horas a aproximadamente 30 horas, de aproximadamente 20 horas a
aproximadamente 25 horas, de aproximadamente 25 horas a aproximadamente 80 horas, de aproximadamente 25
horas a aproximadamente 75 horas, de aproximadamente 25 horas a aproximadamente 70 horas, de
aproximadamente 25 horas a aproximadamente 65 horas, de aproximadamente 25 horas a aproximadamente 60
horas, de aproximadamente 25 horas a aproximadamente 55 horas, de aproximadamente 25 horas a
aproximadamente 50 horas, de aproximadamente 25 horas a aproximadamente 45 horas, de aproximadamente 25
horas a aproximadamente 40 horas, de aproximadamente 25 horas a aproximadamente 35 horas, de
aproximadamente 30 horas a aproximadamente 80 horas, de aproximadamente 30 horas a aproximadamente 75
horas, de aproximadamente 30 horas a aproximadamente 70 horas, de aproximadamente 30 horas a
aproximadamente 65 horas, de aproximadamente 30 horas a aproximadamente 60 horas, de aproximadamente 30
horas a aproximadamente 55 horas, de aproximadamente 30 horas a aproximadamente 50 horas, de
aproximadamente 30 horas a aproximadamente 45 horas, de aproximadamente 30 horas a aproximadamente 40
horas, de aproximadamente 35 horas a aproximadamente 80 horas, de aproximadamente 35 horas a
aproximadamente 75 horas, de aproximadamente 35 horas a aproximadamente 70 horas, de aproximadamente 35
horas a aproximadamente 65 horas, de aproximadamente 35 horas a aproximadamente 60 horas, de
aproximadamente 35 horas a aproximadamente 55 horas, de aproximadamente 35 horas a aproximadamente 50
horas, de aproximadamente 35 horas a aproximadamente 45 horas, de aproximadamente 40 horas a
aproximadamente 80 horas, de aproximadamente 40 horas a aproximadamente 75 horas, de aproximadamente 40
horas a aproximadamente 70 horas, de aproximadamente 40 horas a aproximadamente 65 horas, de
aproximadamente 40 horas a aproximadamente 60 horas, de aproximadamente 40 horas a aproximadamente 55
horas, de aproximadamente 40 horas a aproximadamente 50 horas, de aproximadamente 45 horas a
aproximadamente 80 horas, de aproximadamente 45 horas a aproximadamente 75 horas, de aproximadamente 45
horas a aproximadamente 70 horas, de aproximadamente 45 horas a aproximadamente 65 horas, de
aproximadamente 45 horas a aproximadamente 60 horas, de aproximadamente 45 horas a aproximadamente 55
horas, de aproximadamente 50 horas a aproximadamente 80 horas, de aproximadamente 50 horas a
aproximadamente 75 horas, de aproximadamente 50 horas a aproximadamente 70 horas, de aproximadamente 50
horas a aproximadamente 65 horas, de aproximadamente 50 horas a aproximadamente 60 horas, de
aproximadamente 55 horas a aproximadamente 80 horas, de aproximadamente 55 horas a aproximadamente 75
horas, de aproximadamente 55 horas a aproximadamente 70 horas, de aproximadamente 55 horas a
aproximadamente 65 horas, de aproximadamente 60 horas a aproximadamente 80 horas, de aproximadamente 60
horas a aproximadamente 75 horas, de aproximadamente 60 horas a aproximadamente 70 horas, de
aproximadamente 65 horas a aproximadamente 80 horas, de aproximadamente 65 horas a aproximadamente 75 horas
0 de aproximadamente 70 horas a aproximadamente 80 horas) tras el punto de tiempo inicial en el que se afiade el
medio de cultivo de alimentacion al cultivo (por ejemplo, cualquiera de los puntos de tiempo ejemplares para iniciar la
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adicion del medio de cultivo de alimentacion al cultivo descrito en el presente documento. En algunas realizaciones,
la adicion de la solucién de base (por ejemplo, solucion de base alcalina) se inicia en un punto de tiempo que es entre
aproximadamente 70 horas a aproximadamente 170 horas (por ejemplo, entre aproximadamente 70 horas a
aproximadamente 165 horas, entre aproximadamente 70 horas a aproximadamente 160 horas, entre
aproximadamente 70 horas a aproximadamente 155 horas, entre aproximadamente 70 horas y aproximadamente 150
horas, entre aproximadamente 70 horas a aproximadamente 145 horas, entre aproximadamente 70 horas a
aproximadamente 140 horas, entre aproximadamente 70 horas a aproximadamente 135 horas, entre
aproximadamente 70 horas a aproximadamente 130 horas, entre aproximadamente 70 horas a aproximadamente 125
horas, entre aproximadamente 70 horas a aproximadamente 120 horas, entre aproximadamente 70 horas a
aproximadamente 115 horas, entre aproximadamente 70 horas a aproximadamente 110 horas, entre
aproximadamente 70 horas a aproximadamente 105 horas, entre aproximadamente 70 horas a aproximadamente 100
horas, entre aproximadamente 70 horas a aproximadamente 95 horas, entre aproximadamente 70 horas a
aproximadamente 90 horas, entre aproximadamente 70 horas a aproximadamente 85 horas, entre aproximadamente
70 horas a aproximadamente 80 horas, entre aproximadamente 75 horas a aproximadamente 170 horas, entre
aproximadamente 75 horas a aproximadamente 165 horas, entre aproximadamente 75 horas a aproximadamente 160
horas, entre aproximadamente 75 horas a aproximadamente 155 horas, entre aproximadamente 75 horas y
aproximadamente 150 horas, entre aproximadamente 75 horas a aproximadamente 145 horas, entre
aproximadamente 75 horas a aproximadamente 140 horas, entre aproximadamente 75 horas a aproximadamente 135
horas, entre aproximadamente 75 horas a aproximadamente 130 horas, entre aproximadamente 75 horas a
aproximadamente 125 horas, entre aproximadamente 75 horas a aproximadamente 120 horas, entre
aproximadamente 75 horas a aproximadamente 115 horas, entre aproximadamente 75 horas a aproximadamente 110
horas, entre aproximadamente 75 horas a aproximadamente 105 horas, entre aproximadamente 75 horas a
aproximadamente 100 horas, entre aproximadamente 75 horas a aproximadamente 95 horas, entre aproximadamente
75 horas a aproximadamente 90 horas, entre aproximadamente 75 horas a aproximadamente 85 horas, entre
aproximadamente 80 horas a aproximadamente 170 horas, entre aproximadamente 80 horas a aproximadamente 165
horas, entre aproximadamente 80 horas a aproximadamente 160 horas, entre aproximadamente 80 horas a
aproximadamente 155 horas, entre aproximadamente 80 horas y aproximadamente 150 horas, entre
aproximadamente 80 horas a aproximadamente 145 horas, entre aproximadamente 80 horas a aproximadamente 140
horas, entre aproximadamente 80 horas a aproximadamente 135 horas, entre aproximadamente 80 horas a
aproximadamente 130 horas, entre aproximadamente 80 horas a aproximadamente 125 horas, entre
aproximadamente 80 horas a aproximadamente 120 horas, entre aproximadamente 80 horas a aproximadamente 115
horas, entre aproximadamente 80 horas a aproximadamente 110 horas, entre aproximadamente 80 horas a
aproximadamente 105 horas, entre aproximadamente 80 horas a aproximadamente 100 horas, entre
aproximadamente 80 horas a aproximadamente 95 horas, entre aproximadamente 80 horas a aproximadamente 90
horas, entre aproximadamente 85 horas a aproximadamente 170 horas, entre aproximadamente 85 horas a
aproximadamente 165 horas, entre aproximadamente 85 horas a aproximadamente 160 horas, entre
aproximadamente 85 horas a aproximadamente 155 horas, entre aproximadamente 85 horas y aproximadamente 150
horas, entre aproximadamente 85 horas a aproximadamente 145 horas, entre aproximadamente 85 horas a
aproximadamente 140 horas, entre aproximadamente 85 horas a aproximadamente 135 horas, entre
aproximadamente 85 horas a aproximadamente 130 horas, entre aproximadamente 85 horas a aproximadamente 125
horas, entre aproximadamente 85 horas a aproximadamente 120 horas, entre aproximadamente 85 horas a
aproximadamente 115 horas, entre aproximadamente 85 horas a aproximadamente 110 horas, entre
aproximadamente 85 horas a aproximadamente 105 horas, entre aproximadamente 85 horas a aproximadamente 100
horas, entre aproximadamente 85 horas a aproximadamente 95 horas, entre aproximadamente 90 horas a
aproximadamente 170 horas, entre aproximadamente 90 horas a aproximadamente 165 horas, entre
aproximadamente 90 horas a aproximadamente 160 horas, entre aproximadamente 90 horas a aproximadamente 155
horas, entre aproximadamente 90 horas y aproximadamente 150 horas, entre aproximadamente 90 horas a
aproximadamente 145 horas, entre aproximadamente 90 horas a aproximadamente 140 horas, entre
aproximadamente 90 horas a aproximadamente 135 horas, entre aproximadamente 90 horas a aproximadamente 130
horas, entre aproximadamente 90 horas a aproximadamente 125 horas, entre aproximadamente 90 horas a
aproximadamente 120 horas, entre aproximadamente 90 horas a aproximadamente 115 horas, entre
aproximadamente 90 horas a aproximadamente 110 horas, entre aproximadamente 90 horas a aproximadamente 105
horas, entre aproximadamente 90 horas a aproximadamente 100 horas, entre aproximadamente 95 horas a
aproximadamente 170 horas, entre aproximadamente 95 horas a aproximadamente 165 horas, entre
aproximadamente 95 horas a aproximadamente 160 horas, entre aproximadamente 95 horas a aproximadamente 155
horas, entre aproximadamente 95 horas y aproximadamente 150 horas, entre aproximadamente 95 horas a
aproximadamente 145 horas, entre aproximadamente 95 horas a aproximadamente 140 horas, entre
aproximadamente 95 horas a aproximadamente 135 horas, entre aproximadamente 95 horas a aproximadamente 130
horas, entre aproximadamente 95 horas a aproximadamente 125 horas, entre aproximadamente 95 horas a
aproximadamente 120 horas, entre aproximadamente 95 horas a aproximadamente 115 horas, entre
aproximadamente 95 horas a aproximadamente 110 horas, entre aproximadamente 95 horas a aproximadamente 105
horas, entre aproximadamente 100 horas a aproximadamente 170 horas, entre aproximadamente 100 horas a
aproximadamente 165 horas, entre aproximadamente 100 horas a aproximadamente 160 horas, entre
aproximadamente 100 horas a aproximadamente 155 horas, entre aproximadamente 100 horas y aproximadamente
150 horas, entre aproximadamente 100 horas a aproximadamente 145 horas, entre aproximadamente 100 horas a
aproximadamente 140 horas, entre aproximadamente 100 horas a aproximadamente 135 horas, entre
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aproximadamente 100 horas a aproximadamente 130 horas, entre aproximadamente 100 horas a aproximadamente
125 horas, entre aproximadamente 100 horas a aproximadamente 120 horas, entre aproximadamente 100 horas a
aproximadamente 115 horas, entre aproximadamente 100 horas a aproximadamente 110 horas, entre
aproximadamente 105 horas a aproximadamente 170 horas, entre aproximadamente 105 horas a aproximadamente
165 horas, entre aproximadamente 105 horas a aproximadamente 160 horas, entre aproximadamente 105 horas a
aproximadamente 155 horas, entre aproximadamente 105 horas y aproximadamente 150 horas, entre
aproximadamente 105 horas a aproximadamente 145 horas, entre aproximadamente 105 horas a aproximadamente
140 horas, entre aproximadamente 105 horas a aproximadamente 135 horas, entre aproximadamente 105 horas a
aproximadamente 130 horas, entre aproximadamente 105 horas a aproximadamente 125 horas, entre
aproximadamente 105 horas a aproximadamente 120 horas, entre aproximadamente 105 horas a aproximadamente
115 horas, entre aproximadamente 110 horas a aproximadamente 170 horas, entre aproximadamente 110 horas a
aproximadamente 165 horas, entre aproximadamente 110 horas a aproximadamente 160 horas, entre
aproximadamente 110 horas a aproximadamente 155 horas, entre aproximadamente 110 horas y aproximadamente
150 horas, entre aproximadamente 110 horas a aproximadamente 145 horas, entre aproximadamente 110 horas a
aproximadamente 140 horas, entre aproximadamente 110 horas a aproximadamente 135 horas, entre
aproximadamente 110 horas a aproximadamente 130 horas, entre aproximadamente 110 horas a aproximadamente
125 horas, entre aproximadamente 110 horas a aproximadamente 120 horas, entre aproximadamente 115 horas a
aproximadamente 170 horas, entre aproximadamente 115 horas a aproximadamente 165 horas, entre
aproximadamente 115 horas a aproximadamente 160 horas, entre aproximadamente 115 horas a aproximadamente
155 horas, entre aproximadamente 115 horas y aproximadamente 150 horas, entre aproximadamente 115 horas a
aproximadamente 145 horas, entre aproximadamente 115 horas a aproximadamente 140 horas, entre
aproximadamente 115 horas a aproximadamente 135 horas, entre aproximadamente 115 horas a aproximadamente
130 horas, entre aproximadamente 115 horas a aproximadamente 125 horas, entre aproximadamente 120 horas a
aproximadamente 170 horas, entre aproximadamente 120 horas a aproximadamente 165 horas, entre
aproximadamente 120 horas a aproximadamente 160 horas, entre aproximadamente 120 horas a aproximadamente
155 horas, entre aproximadamente 120 horas y aproximadamente 150 horas, entre aproximadamente 120 horas a
aproximadamente 145 horas, entre aproximadamente 120 horas a aproximadamente 140 horas, entre
aproximadamente 120 horas a aproximadamente 135 horas, entre aproximadamente 120 horas a aproximadamente
130 horas, entre aproximadamente 125 horas a aproximadamente 170 horas, entre aproximadamente 125 horas a
aproximadamente 165 horas, entre aproximadamente 125 horas a aproximadamente 160 horas, entre
aproximadamente 125 horas a aproximadamente 155 horas, entre aproximadamente 125 horas y aproximadamente
150 horas, entre aproximadamente 125 horas a aproximadamente 145 horas, entre aproximadamente 125 horas a
aproximadamente 140 horas, entre aproximadamente 125 horas a aproximadamente 135 horas, entre
aproximadamente 130 horas a aproximadamente 170 horas, entre aproximadamente 130 horas a aproximadamente
165 horas, entre aproximadamente 130 horas a aproximadamente 160 horas, entre aproximadamente 130 horas a
aproximadamente 155 horas, entre aproximadamente 130 horas y aproximadamente 150 horas, entre
aproximadamente 130 horas a aproximadamente 145 horas, entre aproximadamente 130 horas a aproximadamente
140 horas, entre aproximadamente 135 horas a aproximadamente 170 horas, entre aproximadamente 135 horas a
aproximadamente 165 horas, entre aproximadamente 135 horas a aproximadamente 160 horas, entre
aproximadamente 135 horas a aproximadamente 155 horas, entre aproximadamente 135 horas y aproximadamente
150 horas, entre aproximadamente 135 horas a aproximadamente 145 horas, entre aproximadamente 140 horas a
aproximadamente 170 horas, entre aproximadamente 140 horas a aproximadamente 165 horas, entre
aproximadamente 140 horas a aproximadamente 160 horas, entre aproximadamente 140 horas a aproximadamente
155 horas, entre aproximadamente 140 horas y aproximadamente 150 horas, entre aproximadamente 145 horas a
aproximadamente 170 horas, entre aproximadamente 145 horas a aproximadamente 165 horas, entre
aproximadamente 145 horas a aproximadamente 160 horas, entre aproximadamente 145 horas a aproximadamente
155 horas, entre aproximadamente 150 horas a aproximadamente 170 horas, entre aproximadamente 150 horas a
aproximadamente 165 horas, entre aproximadamente 150 horas a aproximadamente 160 horas, entre
aproximadamente 155 horas a aproximadamente 170 horas, entre aproximadamente 155 horas a aproximadamente
165 horas o entre aproximadamente 160 horas a aproximadamente 170 horas) tras el comienzo del periodo de cultivo.

La velocidad de adicion de la solucién de base (por ejemplo, solucién de base alcalina) al cultivo puede ser, por
ejemplo, entre aproximadamente 10 pl/minuto a aproximadamente 120 pl/minuto, entre aproximadamente
10 pl/minuto a aproximadamente 115 pl/minuto, entre aproximadamente 10 pl/minuto a aproximadamente
110 pl/minuto, entre aproximadamente 10 pl/minuto a aproximadamente 105 pl/minuto, entre aproximadamente
10 pi/minuto  a aproximadamente 100 pl/minuto, entre aproximadamente 10 pl/minuto a aproximadamente
95 pl/minuto, entre aproximadamente 10 pl/minuto a aproximadamente 90 pl/minuto, entre aproximadamente
10 pl/minuto a aproximadamente 85 pl/minuto, entre aproximadamente 10 pl/minuto a aproximadamente 80 pl/minuto,
10 pl/minuto a aproximadamente 75 pl/minuto, entre aproximadamente 10 pl/minuto a aproximadamente 70 pl/minuto,
entre aproximadamente 10 pl/minuto a aproximadamente 65 pl/minuto, entre aproximadamente 10 pl/minuto a
aproximadamente 60 pl/minuto, entre aproximadamente 10 pl/minuto a aproximadamente 55 pl/minuto, entre
aproximadamente 10 pl/minuto a aproximadamente 50 pl/minuto, entre aproximadamente 10 pl/minuto a
aproximadamente 45 pl/minuto, entre aproximadamente 10 pl/minuto a aproximadamente 40 pl/minuto, entre
aproximadamente 10 pl/minuto a aproximadamente 35 pl/minuto, entre aproximadamente 10 pl/minuto a
aproximadamente 30 pl/minuto, entre aproximadamente 10 pl/minuto a aproximadamente 25 pl/minuto, entre
aproximadamente 10 pl/minuto a aproximadamente 20 pl/minuto, entre aproximadamente 15 pl/minuto a

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

120 pl/minuto,
15 pl/minuto
105 pl/minuto,
15 pl/minuto
90 pl/minuto,

ES 2 719 876 T3

entre aproximadamente 15 pl/minuto a aproximadamente 115 pl/minuto, entre
a aproximadamente 110 pl/minuto, entre aproximadamente 15 pl/minuto a
entre aproximadamente 15 pl/minuto a aproximadamente 100 pl/minuto, entre
a aproximadamente 95 pl/minuto, entre aproximadamente 15 pl/minuto a
entre aproximadamente 15 pl/minuto a aproximadamente 85 pl/minuto, entre

aproximadamente 15 pl/minuto a aproximadamente 80 pl/minuto, 15 pl/minuto a aproximadamente 75 pl/minuto, entre

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

15 pl/minuto
65 pl/minuto,
15 pl/minuto
50 pl/minuto,
15 pl/minuto
35 pl/minuto,
15 pl/minuto
120 pl/minuto,
20 pl/minuto
105 pl/minuto,
20 pl/minuto
90 pl/minuto,

a aproximadamente 70 pl/minuto, entre aproximadamente 15 pl/minuto a
entre aproximadamente 15 pl/minuto a aproximadamente 60 pl/minuto, entre
a aproximadamente 55 pl/minuto, entre aproximadamente 15 pl/minuto a
entre aproximadamente 15 pl/minuto a aproximadamente 45 pl/minuto, entre
a aproximadamente 40 pl/minuto, entre aproximadamente 15 pl/minuto a
entre aproximadamente 15 pl/minuto a aproximadamente 30 pl/minuto, entre
a aproximadamente 25 pl/minuto, entre aproximadamente 20 pl/minuto a
entre aproximadamente 20 pl/minuto a aproximadamente 115 pl/minuto, entre
a aproximadamente 110 pl/minuto, entre aproximadamente 20 pl/minuto a
entre aproximadamente 20 pl/minuto a aproximadamente 100 pl/minuto, entre
a aproximadamente 95 pl/minuto, entre aproximadamente 20 pl/minuto a
entre aproximadamente 20 pl/minuto a aproximadamente 85 pl/minuto, entre

aproximadamente 20 pl/minuto a aproximadamente 80 pl/minuto, 20 pl/minuto a aproximadamente 75 pl/minuto, entre

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

20 pl/minuto
65 pl/minuto,
20 pl/minuto
50 pl/minuto,
20 pl/minuto
35 pl/minuto,
25 pl/minuto
115 pl/minuto,
25 pl/minuto

100 pl/minuto,

25 pl/minuto

a aproximadamente 70 pl/minuto, entre aproximadamente 20 pl/minuto a
entre aproximadamente 20 pl/minuto a aproximadamente 60 pl/minuto, entre
a aproximadamente 55 pl/minuto, entre aproximadamente 20 pl/minuto a
entre aproximadamente 20 pl/minuto a aproximadamente 45 pl/minuto, entre
a aproximadamente 40 pl/minuto, entre aproximadamente 20 pl/minuto a
entre aproximadamente 20 pl/minuto a aproximadamente 30 pl/minuto, entre
a aproximadamente 120 pl/minuto, entre aproximadamente 25 pl/minuto a
entre aproximadamente 25 pl/minuto a aproximadamente 110 pl/minuto, entre
a aproximadamente 105 pl/minuto, entre aproximadamente 25 pl/minuto a
entre aproximadamente 25 pl/minuto a aproximadamente 95 pl/minuto, entre
a aproximadamente 90 pl/minuto, entre aproximadamente 25 pl/minuto a

aproximadamente 85 pl/minuto, entre aproximadamente 25 pl/minuto a aproximadamente 80 pl/minuto, 25 pl/minuto
a aproximadamente 75 pl/minuto, entre aproximadamente 25 pl/minuto a aproximadamente 70 pl/minuto, entre

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

25 pl/minuto
60 pl/minuto,
25 pl/minuto
45 pl/minuto,
25 pl/minuto
120 pl/minuto,
30 pl/minuto
105 pl/minuto,
30 pl/minuto
90 pl/minuto,

a aproximadamente 65 pl/minuto, entre aproximadamente 25 pl/minuto a
entre aproximadamente 25 pl/minuto a aproximadamente 55 pl/minuto, entre
a aproximadamente 50 pl/minuto, entre aproximadamente 25 pl/minuto a
entre aproximadamente 25 pl/minuto a aproximadamente 40 pl/minuto, entre
a aproximadamente 35 pl/minuto, entre aproximadamente 30 pl/minuto a
entre aproximadamente 30 pl/minuto a aproximadamente 115 pl/minuto, entre
a aproximadamente 110 pl/minuto, entre aproximadamente 30 pl/minuto a
entre aproximadamente 30 pl/minuto a aproximadamente 100 pl/minuto, entre
a aproximadamente 95 pl/minuto, entre aproximadamente 30 pl/minuto a
entre aproximadamente 30 pl/minuto a aproximadamente 85 pl/minuto, entre

aproximadamente 30 pl/minuto a aproximadamente 80 pl/minuto, 30 pl/minuto a aproximadamente 75 pl/minuto, entre

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

30 pl/minuto
65 pl/minuto,
30 pl/minuto
50 pl/minuto,
30 pl/minuto
120 pl/minuto,
35 pl/minuto
105 pl/minuto,
35 pl/minuto
90 pl/minuto,

a aproximadamente 70 pl/minuto, entre aproximadamente 30 pl/minuto a
entre aproximadamente 30 pl/minuto a aproximadamente 60 pl/minuto, entre
a aproximadamente 55 pl/minuto, entre aproximadamente 30 pl/minuto a
entre aproximadamente 30 pl/minuto a aproximadamente 45 pl/minuto, entre
a aproximadamente 40 pl/minuto, entre aproximadamente 35 pl/minuto a
entre aproximadamente 35 pl/minuto a aproximadamente 115 pl/minuto, entre
a aproximadamente 110 pl/minuto, entre aproximadamente 35 pl/minuto a
entre aproximadamente 35 pl/minuto a aproximadamente 100 pl/minuto, entre
a aproximadamente 95 pl/minuto, entre aproximadamente 35 pl/minuto a
entre aproximadamente 35 pl/minuto a aproximadamente 85 pl/minuto, entre

aproximadamente 35 pl/minuto a aproximadamente 80 pl/minuto, 35 pl/minuto a aproximadamente 75 pl/minuto, entre

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

35 pl/minuto
65 pl/minuto,
35 pl/minuto
50 pl/minuto,
40 pl/minuto
115 pl/minuto,
40 pl/minuto

100 pl/minuto,

40 pl/minuto

a aproximadamente 70 pl/minuto, entre aproximadamente 35 pl/minuto a
entre aproximadamente 35 pl/minuto a aproximadamente 60 pl/minuto, entre
a aproximadamente 55 pl/minuto, entre aproximadamente 35 pl/minuto a
entre aproximadamente 35 pl/minuto a aproximadamente 45 pl/minuto, entre
a aproximadamente 120 pl/minuto, entre aproximadamente 40 pl/minuto a
entre aproximadamente 40 pl/minuto a aproximadamente 110 pl/minuto, entre
a aproximadamente 105 pl/minuto, entre aproximadamente 40 pl/minuto a
entre aproximadamente 40 pl/minuto a aproximadamente 95 pl/minuto, entre
a aproximadamente 90 pl/minuto, entre aproximadamente 40 pl/minuto a

aproximadamente 85 pl/minuto, entre aproximadamente 40 pl/minuto a aproximadamente 80 pl/minuto, 40 pl/minuto
a aproximadamente 75 pl/minuto, entre aproximadamente 40 pl/minuto a aproximadamente 70 pl/minuto, entre

aproximadamente 40 pl/minuto a aproximadamente 65 pl/minuto,

entre aproximadamente 40 pl/minuto a
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60 pl/minuto, entre aproximadamente 40 pl/minuto a aproximadamente 55 pl/minuto, entre
40 pl/minuto a aproximadamente 50 pl/minuto, entre aproximadamente 45 pl/minuto a
120 pl/minuto, entre aproximadamente 45 pl/minuto a aproximadamente 115 pl/minuto, entre
45 pl/minuto a aproximadamente 110 pl/minuto, entre aproximadamente 45 pl/minuto a
105 pl/minuto, entre aproximadamente 45 pl/minuto a aproximadamente 100 pl/minuto, entre
45 pl/minuto a aproximadamente 95 pl/minuto, entre aproximadamente 45 pl/minuto a
90 pl/minuto, entre aproximadamente 45 pl/minuto a aproximadamente 85 pl/minuto, entre

aproximadamente 45 pl/minuto a aproximadamente 80 ul/minuto, 45 pl/minuto a aproximadamente 75 pl/minuto, entre

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

45 pl/minuto a aproximadamente 70 pl/minuto, entre aproximadamente 45 pl/minuto a
65 pl/minuto, entre aproximadamente 45 pl/minuto a aproximadamente 60 pl/minuto, entre
45 pl/minuto a aproximadamente 55 pl/minuto, entre aproximadamente 50 pl/minuto a
120 pl/minuto, entre aproximadamente 50 pl/minuto a aproximadamente 115 pl/minuto, entre
50 pl/minuto a aproximadamente 110 pl/minuto, entre aproximadamente 50 pl/minuto a
105 pl/minuto, entre aproximadamente 50 pl/minuto a aproximadamente 100 pl/minuto, entre
50 pl/minuto a aproximadamente 95 ul/minuto, entre aproximadamente 50 pl/minuto a
90 pl/minuto, entre aproximadamente 50 pl/minuto a aproximadamente 85 pl/minuto, entre

aproximadamente 50 pl/minuto a aproximadamente 80 pl/minuto, 50 pl/minuto a aproximadamente 75 pl/minuto, entre

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

50 pl/minuto a aproximadamente 70 pl/minuto, entre aproximadamente 50 pl/minuto a
65 pl/minuto, entre aproximadamente 50 pl/minuto a aproximadamente 60 pl/minuto, entre
55 pl/minuto a aproximadamente 120 pl/minuto, entre aproximadamente 55 pl/minuto a
115 pl/minuto, entre aproximadamente 55 pl/minuto a aproximadamente 110 pl/minuto, entre
55 pl/minuto a aproximadamente 105 pl/minuto, entre aproximadamente 55 pl/minuto a
100 yl/minuto, entre aproximadamente 55 pl/minuto a aproximadamente 95 pl/minuto, entre
55 pl/minuto  a aproximadamente 90 upl/minuto, entre aproximadamente 55 pl/minuto a

aproximadamente 85 pl/minuto, entre aproximadamente 55 pl/minuto a aproximadamente 80 pl/minuto, 55 pl/minuto
a aproximadamente 75 pl/minuto, entre aproximadamente 55 pl/minuto a aproximadamente 70 pl/minuto, entre

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

55 pl/minuto a aproximadamente 65 pl/minuto, entre aproximadamente 60 pl/minuto a
120 pl/minuto, entre aproximadamente 60 pl/minuto a aproximadamente 115 pl/minuto, entre
60 pl/minuto a aproximadamente 110 pl/minuto, entre aproximadamente 60 pl/minuto a
105 pl/minuto, entre aproximadamente 60 pl/minuto a aproximadamente 100 pl/minuto, entre
60 pl/minuto a aproximadamente 95 ul/minuto, entre aproximadamente 60 pl/minuto a
90 pl/minuto, entre aproximadamente 60 pl/minuto a aproximadamente 85 pl/minuto, entre

aproximadamente 60 pl/minuto a aproximadamente 80 pl/minuto, 60 pl/minuto a aproximadamente 75 pl/minuto, entre

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

60 pl/minuto a aproximadamente 70 upl/minuto, entre aproximadamente 65 pl/minuto a
120 pl/minuto, entre aproximadamente 65 pl/minuto a aproximadamente 115 pl/minuto, entre
65 pl/minuto a aproximadamente 110 pl/minuto, entre aproximadamente 65 pl/minuto a
105 pl/minuto, entre aproximadamente 65 pl/minuto a aproximadamente 100 pl/minuto, entre
65 pl/minuto a aproximadamente 95 pl/minuto, entre aproximadamente 65 pl/minuto a
90 pl/minuto, entre aproximadamente 65 pl/minuto a aproximadamente 85 pl/minuto, entre

aproximadamente 65 pl/minuto a aproximadamente 80 pl/minuto, 65 pl/minuto a aproximadamente 75 pl/minuto, entre

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

70 ul/minuto a aproximadamente 120 pl/minuto, entre aproximadamente 70 pl/minuto a
115 pl/minuto, entre aproximadamente 70 pl/minuto a aproximadamente 110 pl/minuto, entre
70 pl/minuto a aproximadamente 105 pl/minuto, entre aproximadamente 70 pl/minuto a
100 pl/minuto, entre aproximadamente 70 pl/minuto a aproximadamente 95 pl/minuto, entre
70 pl/minuto a aproximadamente 90 pl/minuto, entre aproximadamente 70 pl/minuto a
85 pl/minuto, entre aproximadamente 70 pl/minuto a aproximadamente 80 pl/minuto, entre
75 yl/minuto a aproximadamente 120 pl/minuto, entre aproximadamente 75 pl/minuto a
115 pl/minuto, entre aproximadamente 75 pl/minuto a aproximadamente 110 pl/minuto, entre
75 ul/minuto  a aproximadamente 105 pl/minuto, entre aproximadamente 75 pl/minuto a
100 yl/minuto, entre aproximadamente 75 pl/minuto a aproximadamente 95 pl/minuto, entre
75 pl/minuto  a aproximadamente 90 upl/minuto, entre aproximadamente 75 pl/minuto a
85 pl/minuto, entre aproximadamente 80 pl/minuto a aproximadamente 120 pl/minuto, entre
80 pl/minuto a aproximadamente 115 pl/minuto, entre aproximadamente 80 pl/minuto a
110 pl/minuto, entre aproximadamente 80 pl/minuto a aproximadamente 105 pl/minuto, entre
80 pl/minuto a aproximadamente 100 pl/minuto, entre aproximadamente 80 pl/minuto a
95 pl/minuto, entre aproximadamente 80 pl/minuto a aproximadamente 90 pl/minuto, entre
85 pl/minuto a aproximadamente 120 pl/minuto, entre aproximadamente 85 pl/minuto a
115 pl/minuto, entre aproximadamente 85 pl/minuto a aproximadamente 110 pl/minuto, entre
85 pl/minuto a aproximadamente 105 pl/minuto, entre aproximadamente 85 pl/minuto a
100 pl/minuto, entre aproximadamente 85 pl/minuto a aproximadamente 95 pl/minuto, entre
90 pl/minuto a aproximadamente 120 pl/minuto, entre aproximadamente 90 pl/minuto a
115 pl/minuto, entre aproximadamente 90 pl/minuto a aproximadamente 110 pl/minuto, entre
90 pl/minuto a aproximadamente 105 pl/minuto, entre aproximadamente 90 pl/minuto a
100 pl/minuto, de aproximadamente 95 pl/minuto a aproximadamente 120 pl/minuto, entre
95 pl/minuto a aproximadamente 115 pl/minuto, entre aproximadamente 95 pl/minuto a
110 yl/minuto, entre aproximadamente 95 pl/minuto a aproximadamente 105 pl/minuto, de
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aproximadamente 100 pl/minuto a aproximadamente 120 pl/minuto, entre aproximadamente 100 pl/minuto a
aproximadamente 115 pl/minuto, entre aproximadamente 100 pl/minuto a aproximadamente 110 pl/minuto, de
aproximadamente 105 pl/minuto a aproximadamente 120 pl/minuto, entre aproximadamente 105 pl/minuto a
aproximadamente 115 pl/minuto o de aproximadamente 110 pl/minuto a aproximadamente 120 pl/minuto.

La velocidad de adicién de la solucién de base (por ejemplo, solucion de base alcalina) al cultivo puede ser, por
ejemplo, entre aproximadamente 0,3 ml/hora a aproximadamente 7 ml/hora, entre aproximadamente 0,3 ml/hora a
aproximadamente 6 ml/hora, entre aproximadamente 0,3 ml/hora a aproximadamente 5 ml/hora, entre
aproximadamente 0,3 ml/hora a aproximadamente 4 ml/hora, entre aproximadamente 0,3 ml/hora a aproximadamente
3 ml/hora, entre aproximadamente 0,3 ml/hora a aproximadamente 2 ml/hora, entre aproximadamente 0,3 ml/hora a
aproximadamente 1,95 ml/hora, entre aproximadamente 0,3 ml/hora a aproximadamente 1,90 ml/hora, entre
aproximadamente 0,3 ml/lhora a aproximadamente 1,85 ml/hora, entre aproximadamente 0,3 ml/hora a
aproximadamente 1,80 ml/hora, entre aproximadamente 0,3 ml/hora a aproximadamente 1,75 ml/hora, entre
aproximadamente 0,3 ml/lhora a aproximadamente 1,70 ml/hora, entre aproximadamente 0,3 ml/hora a
aproximadamente 1,65 ml/hora, entre aproximadamente 0,3 ml/hora a aproximadamente 1,60 ml/hora, entre
aproximadamente 0,3 ml/lhora a aproximadamente 1,55 ml/hora, entre aproximadamente 0,3 ml/hora a
aproximadamente 1,50 ml/hora, entre aproximadamente 0,3 ml/hora a aproximadamente 1,45 ml/hora, entre
aproximadamente 0,3 ml/lhora a aproximadamente 1,40 ml/hora, entre aproximadamente 0,3 ml/hora a
aproximadamente 1,35 ml/hora, entre aproximadamente 0,3 ml/hora a aproximadamente 1,30 ml/hora, entre
aproximadamente 0,3 ml/lhora a aproximadamente 1,25 ml/hora, entre aproximadamente 0,3 ml/hora a
aproximadamente 1,20 ml/hora, entre aproximadamente 0,3 ml/hora a aproximadamente 1,15 ml/hora, entre
aproximadamente 0,3 ml/lhora a aproximadamente 1,10 ml/hora, entre aproximadamente 0,3 ml/hora a
aproximadamente 1,05 ml/hora, entre aproximadamente 0,3 ml/hora a aproximadamente 1,00 ml/hora, entre
aproximadamente 0,3 ml/hora a aproximadamente 0,8 ml/hora, entre aproximadamente 0,3 ml/hora a
aproximadamente 0,6 ml/hora, entre aproximadamente 0,5 ml/hora a aproximadamente 7 ml/hora, entre
aproximadamente 0,5 ml/hora a aproximadamente 6 ml/hora, entre aproximadamente 0,5 ml/hora a aproximadamente
5 ml/hora, entre aproximadamente 0,5 ml/hora a aproximadamente 4 ml/hora, entre aproximadamente 0,5 ml/hora a
aproximadamente 3 ml/hora, entre aproximadamente 0,5ml/hora a aproximadamente 2 ml/hora, entre
aproximadamente 0,5 ml/lhora a aproximadamente 1,95 ml/hora, entre aproximadamente 0,5 ml/hora a
aproximadamente 1,90 ml/hora, entre aproximadamente 0,5 ml/hora a aproximadamente 1,85 ml/hora, entre
aproximadamente 0,5 ml/lhora a aproximadamente 1,80 ml/hora, entre aproximadamente 0,5 ml/hora a
aproximadamente 1,75 ml/hora, entre aproximadamente 0,5 ml/hora a aproximadamente 1,70 ml/hora, entre
aproximadamente 0,5 ml/lhora a aproximadamente 1,65 ml/hora, entre aproximadamente 0,5 ml/hora a
aproximadamente 1,60 ml/hora, entre aproximadamente 0,5 ml/hora a aproximadamente 1,55 ml/hora, entre
aproximadamente 0,5 ml/lhora a aproximadamente 1,50 ml/hora, entre aproximadamente 0,5 ml/hora a
aproximadamente 1,45 ml/hora, entre aproximadamente 0,5 ml/hora a aproximadamente 1,40 ml/hora, entre
aproximadamente 0,5 ml/lhora a aproximadamente 1,35 ml/hora, entre aproximadamente 0,5 ml/hora a
aproximadamente 1,30 ml/hora, entre aproximadamente 0,5 ml/hora a aproximadamente 1,25 ml/hora, entre
aproximadamente 0,5 ml/lhora a aproximadamente 1,20 ml/hora, entre aproximadamente 0,5 ml/hora a
aproximadamente 1,15 ml/hora, entre aproximadamente 0,5 ml/hora a aproximadamente 1,10 ml/hora, entre
aproximadamente 0,5 ml/lhora a aproximadamente 1,05 ml/hora, entre aproximadamente 0,5 ml/hora a
aproximadamente 1,00 ml/hora, entre aproximadamente 0,5 ml/hora a aproximadamente 0,8 ml/hora, entre
aproximadamente 1,0 ml/hora a aproximadamente 7 ml/hora, entre aproximadamente 1,0 ml/hora a aproximadamente
6 ml/hora, entre aproximadamente 1,0 ml/hora a aproximadamente 5 ml/hora, entre aproximadamente 1,0 ml/hora a
aproximadamente 4 ml/hora, entre aproximadamente 1,0 ml/hora a aproximadamente 3 ml/hora, entre
aproximadamente 1,0 ml/hora a aproximadamente 2 ml/hora, entre aproximadamente 1,0 ml/hora a aproximadamente
1,95 ml/hora, entre aproximadamente 1,0 ml/hora a aproximadamente 1,90 ml/hora, entre aproximadamente
1,0 ml/hora a aproximadamente 1,85 ml/hora, entre aproximadamente 1,0 mil/hora a aproximadamente 1,80 mi/hora,
entre aproximadamente 1,0 ml/hora a aproximadamente 1,75 ml/hora, entre aproximadamente 1,0 ml/hora a
aproximadamente 1,70 ml/hora, entre aproximadamente 1,0 ml/hora a aproximadamente 1,65 ml/hora, entre
aproximadamente 1,0 ml/lhora a aproximadamente 1,60 ml/hora, entre aproximadamente 1,0 ml/hora a
aproximadamente 1,55 ml/hora, entre aproximadamente 1,0 ml/hora a aproximadamente 1,50 ml/hora, entre
aproximadamente 1,0 ml/lhora a aproximadamente 1,45 ml/hora, entre aproximadamente 1,0 ml/hora a
aproximadamente 1,40 ml/hora, entre aproximadamente 1,0 ml/hora a aproximadamente 1,35 ml/hora, entre
aproximadamente 1,0 ml/lhora a aproximadamente 1,30 ml/hora, entre aproximadamente 1,0 ml/hora a
aproximadamente 1,25 ml/hora, entre aproximadamente 1,0 ml/hora a aproximadamente 1,20 ml/hora, entre
aproximadamente 1,0 ml/lhora a aproximadamente 1,15 ml/hora, entre aproximadamente 1,0 ml/hora a
aproximadamente 1,10 ml/hora, entre aproximadamente 1,2 ml/hora a aproximadamente 7 ml/hora, entre
aproximadamente 1,2 ml/hora a aproximadamente 6 ml/hora, entre aproximadamente 1,2 ml/hora a aproximadamente
5 ml/hora, entre aproximadamente 1,2 ml/hora a aproximadamente 4 ml/hora, entre aproximadamente 1,2 mil/hora a
aproximadamente 3 ml/hora, entre aproximadamente 1,2ml/hora a aproximadamente 2 ml/hora, entre
aproximadamente 1,2 ml/hora a aproximadamente 1,95 ml/hora, entre aproximadamente 1,2 ml/hora a
aproximadamente 1,90 ml/hora, entre aproximadamente 1,2 ml/hora a aproximadamente 1,85 ml/hora, entre
aproximadamente 1,2 ml/lhora a aproximadamente 1,80 ml/hora, entre aproximadamente 1,2 ml/hora a
aproximadamente 1,75 ml/hora, entre aproximadamente 1,2 ml/hora a aproximadamente 1,70 ml/hora, entre
aproximadamente 1,2 ml/lhora a aproximadamente 1,65 ml/hora, entre aproximadamente 1,2 ml/hora a

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 719 876 T3

aproximadamente 1,60 ml/hora, entre aproximadamente 1,2 ml/hora a aproximadamente 1,55 ml/hora, entre
aproximadamente 1,2 ml/lhora a aproximadamente 1,50 ml/hora, entre aproximadamente 1,2 ml/hora a
aproximadamente 1,45 ml/hora, entre aproximadamente 1,2 ml/hora a aproximadamente 1,40 ml/hora, entre
aproximadamente 1,2 ml/hora a aproximadamente 1,35 ml/hora, entre aproximadamente 1,2 ml/hora a
aproximadamente 1,30 ml/hora, entre aproximadamente 1,4 ml/hora a aproximadamente 7 ml/hora, entre
aproximadamente 1,4 ml/hora a aproximadamente 6 ml/hora, entre aproximadamente 1,4 ml/hora a aproximadamente
5 ml/hora, entre aproximadamente 1,4 ml/hora a aproximadamente 4 ml/hora, entre aproximadamente 1,4 ml/hora a
aproximadamente 3 ml/hora, entre aproximadamente 1,4 ml/hora a aproximadamente 2 ml/hora, entre
aproximadamente 1,4 ml/lhora a aproximadamente 1,95 ml/hora, entre aproximadamente 1,4 ml/hora a
aproximadamente 1,90 ml/hora, entre aproximadamente 1,4 ml/hora a aproximadamente 1,85 ml/hora, entre
aproximadamente 1,4 ml/lhora a aproximadamente 1,80 ml/hora, entre aproximadamente 1,4 ml/hora a
aproximadamente 1,75 ml/hora, entre aproximadamente 1,4 ml/hora a aproximadamente 1,70 ml/hora, entre
aproximadamente 1,4 ml/lhora a aproximadamente 1,65 ml/hora, entre aproximadamente 1,4 ml/hora a
aproximadamente 1,60 ml/hora, entre aproximadamente 1,4 ml/hora a aproximadamente 1,55 ml/hora, entre
aproximadamente 1,4 ml/lhora a aproximadamente 1,50 ml/hora, entre aproximadamente 1,6 ml/hora a
aproximadamente 7 ml/hora, entre aproximadamente 1,6 ml/hora a aproximadamente 6 ml/hora, entre
aproximadamente 1,6 ml/hora a aproximadamente 5 ml/hora, entre aproximadamente 1,6 ml/hora a aproximadamente
4 ml/hora, entre aproximadamente 1,6 ml/hora a aproximadamente 3 ml/hora, entre aproximadamente 1,6 ml/hora a
aproximadamente 2 ml/hora, entre aproximadamente 1,6 ml/hora a aproximadamente 1,95 ml/hora, entre
aproximadamente 1,6 ml/lhora a aproximadamente 1,90 ml/hora, entre aproximadamente 1,6 ml/hora a
aproximadamente 1,85 ml/hora, entre aproximadamente 1,6 ml/hora a aproximadamente 1,80 ml/hora, entre
aproximadamente 1,6 ml/lhora a aproximadamente 1,75 ml/hora, entre aproximadamente 1,6 ml/hora a
aproximadamente 1,70 ml/hora, entre aproximadamente 1,65 ml/hora a aproximadamente 7 ml/hora, entre
aproximadamente 1,65 ml/hora a aproximadamente 6 ml/hora, entre aproximadamente 1,65 ml/hora a
aproximadamente 5 ml/hora, entre aproximadamente 1,65 ml/hora a aproximadamente 4 ml/hora, entre
aproximadamente 1,65 ml/hora a aproximadamente 3 ml/hora, entre aproximadamente 1,65 ml/hora a
aproximadamente 2 ml/hora, entre aproximadamente 1,65 ml/hora a aproximadamente 1,95 ml/hora, entre
aproximadamente 1,65 ml/hora a aproximadamente 1,90 ml/hora, entre aproximadamente 1,65 ml/hora a
aproximadamente 1,85 ml/hora, entre aproximadamente 1,65 ml/hora a aproximadamente 1,80 ml/hora, entre
aproximadamente 1,65 ml/hora a aproximadamente 1,75 ml/hora, entre aproximadamente 1,70 ml/hora a
aproximadamente 7 ml/hora, entre aproximadamente 1,70 ml/hora a aproximadamente 6 ml/hora, entre
aproximadamente 1,70 ml/hora a aproximadamente 5 ml/hora, entre aproximadamente 1,70 ml/hora a
aproximadamente 4 ml/hora, entre aproximadamente 1,70 ml/hora a aproximadamente 3 ml/hora, entre
aproximadamente 1,70 ml/hora a aproximadamente 2 ml/hora, entre aproximadamente 1,70 ml/hora a
aproximadamente 1,95 ml/hora, entre aproximadamente 1,70 ml/hora a aproximadamente 1,90 ml/hora, entre
aproximadamente 1,70 ml/hora a aproximadamente 1,85 ml/hora, entre aproximadamente 1,70 ml/hora a
aproximadamente 1,80 ml/hora, entre aproximadamente 1,75 ml/hora a aproximadamente 7 ml/hora, entre
aproximadamente 1,75 ml/hora a aproximadamente 6 ml/hora, entre aproximadamente 1,75 ml/hora a
aproximadamente 5 ml/hora, entre aproximadamente 1,75 ml/hora a aproximadamente 4 ml/hora, entre
aproximadamente 1,75 ml/hora a aproximadamente 3 ml/hora, entre aproximadamente 1,75 ml/hora a
aproximadamente 2 ml/hora, entre aproximadamente 1,75 ml/hora a aproximadamente 1,95 ml/hora, entre
aproximadamente 1,75 ml/hora a aproximadamente 1,90 ml/hora, entre aproximadamente 1,75 ml/hora a
aproximadamente 1,85 ml/hora, entre aproximadamente 1,80 ml/hora a aproximadamente 7 ml/hora, entre
aproximadamente 1,80 ml/hora a aproximadamente 6 ml/hora, entre aproximadamente 1,80 ml/hora a
aproximadamente 5 ml/hora, entre aproximadamente 1,80 ml/hora a aproximadamente 4 ml/hora, entre
aproximadamente 1,80 ml/hora a aproximadamente 3 ml/hora, entre aproximadamente 1,80 ml/hora a
aproximadamente 2 ml/hora, entre aproximadamente 1,80 ml/hora a aproximadamente 1,95 ml/hora, entre
aproximadamente 1,80 ml/hora a aproximadamente 1,90 ml/hora, entre aproximadamente 1,85 ml/hora a
aproximadamente 7 ml/hora, entre aproximadamente 1,85 ml/hora a aproximadamente 6 ml/hora, entre
aproximadamente 1,85 ml/hora a aproximadamente 5 ml/hora, entre aproximadamente 1,85 ml/hora a
aproximadamente 4 ml/hora, entre aproximadamente 1,85 ml/hora a aproximadamente 3 ml/hora, entre
aproximadamente 1,85 ml/hora a aproximadamente 2 ml/hora, entre aproximadamente 1,85 ml/hora a
aproximadamente 1,95 ml/hora, entre aproximadamente 1,90 ml/hora a aproximadamente 7 ml/hora, entre
aproximadamente 1,90 ml/hora a aproximadamente 6 ml/hora, entre aproximadamente 1,90 ml/hora a
aproximadamente 5 ml/hora, entre aproximadamente 1,90 ml/hora a aproximadamente 4 ml/hora, entre
aproximadamente 1,90 ml/hora a aproximadamente 3 ml/hora, entre aproximadamente 1,90 ml/hora a
aproximadamente 2 ml/hora, entre aproximadamente 1,95 ml/hora a aproximadamente 7 ml/hora, entre
aproximadamente 1,95 ml/hora a aproximadamente 6 ml/hora, entre aproximadamente 1,95 ml/hora a
aproximadamente 5 ml/hora, entre aproximadamente 1,95 ml/hora a aproximadamente 4 ml/hora, entre
aproximadamente 1,95 ml/hora a aproximadamente 3 ml/hora, entre aproximadamente 1,95 ml/hora a
aproximadamente 2 ml/hora, entre aproximadamente 2,0 ml/hora a aproximadamente 7 ml/hora, entre
aproximadamente 2,0 ml/hora a aproximadamente 6 ml/hora, entre aproximadamente 2,0 ml/hora a aproximadamente
5 ml/hora, entre aproximadamente 2,0 ml/hora a aproximadamente 4 ml/hora, entre aproximadamente 2,0 ml/hora a
aproximadamente 3 ml/hora, entre aproximadamente 3,0 ml/hora a aproximadamente 7 ml/hora, entre
aproximadamente 3,0 ml/hora a aproximadamente 6 ml/hora, entre aproximadamente 3,0 ml/hora a aproximadamente
5 ml/hora, entre aproximadamente 3,0 ml/hora a aproximadamente 4 ml/hora, entre aproximadamente 4,0 mil/hora a
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aproximadamente 7 ml/hora, entre aproximadamente 4,0 ml/hora a aproximadamente 6 ml/hora, entre
aproximadamente 4,0 ml/hora a aproximadamente 5 ml/hora, entre aproximadamente 5,0 ml/hora a aproximadamente
7 ml/hora, entre aproximadamente 5,0 ml/hora a aproximadamente 6 ml/hora o entre aproximadamente 6,0 ml/hora a
aproximadamente 7 ml/hora.

El volumen total de la solucién de base (por ejemplo, solucidn de base alcalina) afiadido al cultivo a lo largo del periodo
de cultivo completo puede ser de entre aproximadamente 50 ml y aproximadamente 1100 ml (por ejemplo, entre
aproximadamente 50 ml y aproximadamente 1000 ml, entre aproximadamente 50 ml y aproximadamente 800 ml, entre
aproximadamente 50 ml y aproximadamente 600 ml, entre aproximadamente 50 ml y aproximadamente 400 ml, entre
aproximadamente 50 ml y aproximadamente 200 ml, entre aproximadamente 50 ml y aproximadamente 190 ml, entre
aproximadamente 50 ml y aproximadamente 180 ml, entre aproximadamente 50 ml y aproximadamente 170 ml, entre
aproximadamente 50 ml y aproximadamente 180 ml, entre aproximadamente 50 ml y aproximadamente 170 ml, entre
aproximadamente 50 ml y aproximadamente 160 ml, entre aproximadamente 50 ml y aproximadamente 150 ml, entre
aproximadamente 50 ml y aproximadamente 140 ml, entre aproximadamente 50 ml y aproximadamente 130 ml, entre
aproximadamente 50 ml y aproximadamente 120 ml, entre aproximadamente 50 ml y aproximadamente 110 ml, entre
aproximadamente 50 ml y aproximadamente 100 ml, entre aproximadamente 50 ml y aproximadamente 90 ml, entre
50 ml y aproximadamente 80 ml, entre aproximadamente 50 ml y aproximadamente 70 ml, entre aproximadamente
50 ml y aproximadamente 60 ml, entre aproximadamente 60 ml a aproximadamente 1100 ml, entre aproximadamente
60 mly aproximadamente 1000 ml, entre aproximadamente 60 ml y aproximadamente 800 ml, entre aproximadamente
60 ml y aproximadamente 600 ml, entre aproximadamente 60 ml y aproximadamente 400 ml, entre aproximadamente
60 ml y aproximadamente 300 ml, entre aproximadamente 60 ml y aproximadamente 200 ml, entre aproximadamente
60 ml y aproximadamente 190 ml, entre aproximadamente 60 ml y aproximadamente 180 ml, entre aproximadamente
60 ml y aproximadamente 170 ml, entre aproximadamente 60 mly aproximadamente 160 ml, entre aproximadamente
60 ml y aproximadamente 150 ml, entre aproximadamente 60 mly aproximadamente 140 ml, entre aproximadamente
60 ml y aproximadamente 130 ml, entre aproximadamente 60 ml y aproximadamente 120 ml, entre aproximadamente
60 ml y aproximadamente 110 ml, entre aproximadamente 60 ml y aproximadamente 100 ml, entre aproximadamente
60 ml y aproximadamente 90 ml, entre aproximadamente 60 ml y aproximadamente 80 ml, entre aproximadamente
60 ml y aproximadamente 70 ml, entre aproximadamente 80 ml y aproximadamente 1100 ml, entre aproximadamente
80 ml y aproximadamente 1000 ml, entre aproximadamente 80 ml y aproximadamente 800 ml, entre aproximadamente
80 ml y aproximadamente 600 ml, entre aproximadamente 80 ml y aproximadamente 400 ml, entre aproximadamente
80 ml y aproximadamente 300 ml, entre aproximadamente 80 mly aproximadamente 200 ml, entre aproximadamente
80 ml y aproximadamente 190 ml, entre aproximadamente 80 mly aproximadamente 180 ml, entre aproximadamente
80 ml y aproximadamente 170 ml, entre aproximadamente 80 ml y aproximadamente 160 ml, entre aproximadamente
80 ml y aproximadamente 150 ml, entre aproximadamente 80 ml y aproximadamente 140 ml, entre aproximadamente
80 ml y aproximadamente 130 ml, entre aproximadamente 80 ml y aproximadamente 120 ml, entre aproximadamente
80 ml y aproximadamente 110 ml, entre aproximadamente 80 ml y aproximadamente 100 ml, entre aproximadamente
80 mly aproximadamente 90 ml, entre aproximadamente 100 ml y aproximadamente 1100 ml, entre aproximadamente
100 ml y aproximadamente 1000 ml, entre aproximadamente 100 ml y aproximadamente 800 ml, entre
aproximadamente 100 ml y aproximadamente 600 ml, entre aproximadamente 100 ml y aproximadamente 400 ml,
entre aproximadamente 100 ml y aproximadamente 300 ml, entre aproximadamente 100 ml y aproximadamente
200 ml, entre aproximadamente 100 ml y aproximadamente 190 ml, entre aproximadamente 100 ml vy
aproximadamente 180 ml, entre aproximadamente 100 ml y aproximadamente 170 ml, entre aproximadamente 100 ml
y aproximadamente 160 ml, entre aproximadamente 100 ml y aproximadamente 150 ml, entre aproximadamente
100 ml y aproximadamente 140 ml, entre aproximadamente 100 ml y aproximadamente 130 ml, entre
aproximadamente 100 ml y aproximadamente 120 ml, entre aproximadamente 100 ml y aproximadamente 110 ml,
entre aproximadamente 120 ml y aproximadamente 1100 ml, entre aproximadamente 120 ml y aproximadamente
1000 ml, entre aproximadamente 120 ml y aproximadamente 800 ml, entre aproximadamente 120ml vy
aproximadamente 600 ml, entre aproximadamente 120 ml y aproximadamente 400 ml, entre aproximadamente 120 ml
y aproximadamente 300 ml, entre aproximadamente 120 ml y aproximadamente 200 ml, entre aproximadamente
120 ml y aproximadamente 190 ml, entre aproximadamente 120 ml y aproximadamente 180 ml, entre
aproximadamente 120 ml y aproximadamente 170 ml, entre aproximadamente 120 ml y aproximadamente 160 ml,
entre aproximadamente 120 ml and 150 ml, entre aproximadamente 120 ml y aproximadamente 140 ml, entre
aproximadamente 120 ml y aproximadamente 130 ml, entre aproximadamente 140 ml y aproximadamente 1100 ml,
entre aproximadamente 140 ml y aproximadamente 1000 ml, entre aproximadamente 140 ml y aproximadamente
800 ml, entre aproximadamente 140 ml y aproximadamente 600 ml, entre aproximadamente 140ml vy
aproximadamente 400 ml, entre aproximadamente 140 ml y aproximadamente 300 ml, entre aproximadamente 140 ml
y aproximadamente 200 ml, entre aproximadamente 140 ml y aproximadamente 190 ml, entre aproximadamente
140 ml y aproximadamente 180 ml, entre aproximadamente 140 ml y aproximadamente 170 ml, entre
aproximadamente 140 ml y aproximadamente 160 ml, entre aproximadamente 140 ml y aproximadamente 150 ml,
entre aproximadamente 160 ml y aproximadamente 1100 ml, entre aproximadamente 160 ml y aproximadamente
1000 ml, entre aproximadamente 160 ml y aproximadamente 800 ml, entre aproximadamente 160 ml vy
aproximadamente 600 ml, entre aproximadamente 160 ml y aproximadamente 500 ml, entre aproximadamente 160 ml
y aproximadamente 400 ml, entre aproximadamente 160 ml y aproximadamente 300 ml, entre aproximadamente
160 ml y aproximadamente 200 ml, entre aproximadamente 160 ml y aproximadamente 190 ml, entre
aproximadamente 160 ml y aproximadamente 180 ml, entre aproximadamente 160 ml y aproximadamente 170 ml,
entre aproximadamente 180 ml y aproximadamente 1100 ml, entre aproximadamente 180 ml y aproximadamente
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1000 ml, entre aproximadamente 180 ml y aproximadamente 800 ml, entre aproximadamente 180 ml vy
aproximadamente 600 ml, entre aproximadamente 180 ml y aproximadamente 400 ml, entre aproximadamente 180 ml
y aproximadamente 300 ml, entre aproximadamente 180 ml y aproximadamente 200 ml, entre aproximadamente
180 ml y aproximadamente 190 ml, entre aproximadamente 200 ml y aproximadamente 1100 ml, entre
aproximadamente 200 ml y aproximadamente 1000 ml, entre aproximadamente 200 ml y aproximadamente 800 ml,
entre aproximadamente 200 ml y aproximadamente 600 ml, entre aproximadamente 200 ml y aproximadamente
400 ml, entre aproximadamente 400 ml y aproximadamente 1100 ml, 400 ml y aproximadamente 1000 ml, entre
aproximadamente 400 ml y aproximadamente 800 ml, entre aproximadamente 400 ml y aproximadamente 600 ml,
entre aproximadamente 600 ml y aproximadamente 1100 ml, entre aproximadamente 600 ml y aproximadamente
1000 ml, entre aproximadamente 600 ml y aproximadamente 800 ml, entre aproximadamente 800 ml vy
aproximadamente 1100 ml, entre aproximadamente 800 ml y aproximadamente 1000 ml o entre aproximadamente
900 ml y aproximadamente 2100 ml.

El volumen total de la solucién de base (por ejemplo, solucién de base alcalina) afiadido al cultivo a lo largo del periodo
de cultivo completo puede ser de entre aproximadamente un 1 % y aproximadamente un 7 % (por ejemplo, entre
aproximadamente un 1 % y aproximadamente un 6 %, entre aproximadamente un 1 % y aproximadamente un 5 %,
entre aproximadamente un 1 % y aproximadamente un 4 %, entre aproximadamente un 1 % y aproximadamente un
3 %, entre aproximadamente un 1 % y aproximadamente un 2 %, entre aproximadamente un 2 % y aproximadamente
un 7 %, entre aproximadamente un 2% y aproximadamente un 6 %, entre aproximadamente un 2% vy
aproximadamente un 5 %, entre aproximadamente un 2 % y aproximadamente un 4 %, entre aproximadamente un
2 % y aproximadamente un 3 %, entre aproximadamente un 3 % y aproximadamente un 7 %, entre aproximadamente
un 3% vy aproximadamente un 6 %, entre aproximadamente un 3% Yy aproximadamente un 5 %, entre
aproximadamente un 3 % y aproximadamente un 4 %, entre aproximadamente un 4 % y aproximadamente un 7 %,
entre aproximadamente un 4 % y aproximadamente un 6 %, entre aproximadamente un 4 % y aproximadamente un
5 %, entre aproximadamente un 5 % y aproximadamente un 7 %, entre aproximadamente un 5 % y aproximadamente
un 6 % o entre aproximadamente un 6 % y aproximadamente un 7 %) del volumen del primer medio de cultivo o el
volumen del cultivo después de la inoculacion, pero antes de la adicion del medio de cultivo de alimentacion.

La adicion continua de la solucion de base (por ejemplo, solucién de base alcalina) puede producirse a lo largo de un
periodo de entre aproximadamente 70 horas a aproximadamente 125 horas (por ejemplo, entre aproximadamente 70
horas a aproximadamente 120 horas, entre aproximadamente 70 horas a aproximadamente 110 horas, entre
aproximadamente 70 horas a aproximadamente 100 horas, entre aproximadamente 70 horas a aproximadamente 90
horas, entre aproximadamente 70 horas a aproximadamente 80 horas, entre aproximadamente 80 horas a
aproximadamente 125 horas, entre aproximadamente 80 horas a aproximadamente 120 horas, entre
aproximadamente 80 horas a aproximadamente 110 horas, entre aproximadamente 80 horas a aproximadamente 100
horas, entre aproximadamente 80 horas a aproximadamente 90 horas, entre aproximadamente 90 horas a
aproximadamente 125 horas, entre aproximadamente 90 horas a aproximadamente 120 horas, entre
aproximadamente 90 horas a aproximadamente 110 horas, entre aproximadamente 90 horas a aproximadamente 100
horas, entre aproximadamente 92 horas a aproximadamente 100 horas, entre aproximadamente 100 horas a
aproximadamente 125 horas, entre aproximadamente 100 horas a aproximadamente 120 horas, entre
aproximadamente 100 horas a aproximadamente 110 horas, entre aproximadamente 110 horas a aproximadamente
125 horas, entre aproximadamente 110 horas a aproximadamente 120 horas o entre aproximadamente 120 horas a
aproximadamente 125 horas.

Adicién de antiespumante

Algunas realizaciones de cualquiera de los métodos descritos en el presente documento incluyen ademas afiadir
antiespumante al primer medio de cultivo durante el cultivo discontinuo alimentado. La cantidad de antiespumante que
se afiade a un cultivo discontinuo alimentado es bien conocida en la técnica. Por ejemplo, puede afiadirse
antiespumante al primer medio de cultivo en alicuotas de aproximadamente 1 ml, segln sea necesario, para controlar
la formacién de espuma.

Agitacién

El cultivo discontinuo alimentado de las células normalmente incluye alguna forma de agitacion para mezclar el cultivo.
Por ejemplo, la agitacion usada en el cultivo discontinuo alimentado puede ser agitacion rotatoria usando un impulsor.
La agitacion puede producirse a una frecuencia de aproximadamente 40 RPM a aproximadamente 80 RPM (por
ejemplo, de aproximadamente 40 RPM a aproximadamente 75 RPM, de aproximadamente 40 RPM a
aproximadamente 70 RPM, de 40 RPM a aproximadamente 65 RPM, de aproximadamente 40 RPM a
aproximadamente 60 RPM, de aproximadamente 40 RPM a aproximadamente 55 RPM, de aproximadamente 40 RPM
a aproximadamente 50 RPM, de aproximadamente 40 RPM a aproximadamente 45 RPM, de aproximadamente 45
RPM a aproximadamente 80 RPM, de aproximadamente 45 RPM a aproximadamente 75 RPM, de aproximadamente
45 RPM a aproximadamente 70 RPM, de aproximadamente 45 RPM a aproximadamente 65 RPM, de
aproximadamente 45 RPM a aproximadamente 60 RPM, de aproximadamente 45 RPM a aproximadamente 55 RPM,
de aproximadamente 45 RPM a aproximadamente 50 RPM, de aproximadamente 50 RPM a aproximadamente 80
RPM, de aproximadamente 50 RPM a aproximadamente 75 RPM, de aproximadamente 50 RPM a aproximadamente
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70 RPM, de aproximadamente 50 RPM a aproximadamente 65 RPM, de aproximadamente 50 RPM a
aproximadamente 60 RPM, de aproximadamente 50 RPM a aproximadamente 55 RPM, de aproximadamente 55 RPM
a aproximadamente 80 RPM, de aproximadamente 55 RPM a aproximadamente 75 RPM, de aproximadamente 55
RPM a aproximadamente 70 RPM, de aproximadamente 55 RPM a aproximadamente 65 RPM, de aproximadamente
55 RPM a aproximadamente 60 RPM, de aproximadamente 60 RPM a aproximadamente 80 RPM, de
aproximadamente 60 RPM a aproximadamente 75 RPM, de aproximadamente 60 RPM a aproximadamente 70 RPM,
de aproximadamente 60 RPM a aproximadamente 65 RPM, de aproximadamente 65 RPM a aproximadamente 80
RPM, de aproximadamente 65 RPM a aproximadamente 75 RPM, de aproximadamente 65 RPM a aproximadamente
70 RPM, de aproximadamente 70 RPM a aproximadamente 80 RPM, de aproximadamente 70 RPM a
aproximadamente 75 RPM o de aproximadamente 75 RPM a aproximadamente 80 RPM. La agitacién puede
efectuarse de manera continua o periédica.

Temperatura

La etapa de cultivo discontinuo alimentado descrita en el presente documento puede llevarse a cabo a una temperatura
de aproximadamente 32 °C a aproximadamente 39 °C (por ejemplo, de aproximadamente 32 °C a aproximadamente
38,5 °C, de aproximadamente 32 °C a aproximadamente 38 °C, de aproximadamente 32 °C a aproximadamente
37,5 °C, de aproximadamente 32 °C a aproximadamente 37 °C, de aproximadamente 32 °C a aproximadamente
36,5 °C, de aproximadamente 32 °C a aproximadamente 36 °C, de aproximadamente 32 °C a aproximadamente
35,5 °C, de aproximadamente 32 °C a aproximadamente 35 °C, de aproximadamente 32 °C a aproximadamente
34,5 °C, de aproximadamente 32 °C a aproximadamente 34 °C, de aproximadamente 32 °C a aproximadamente
33,5 °C, de aproximadamente 32 °C a aproximadamente 33 °C, de aproximadamente 32 °C a aproximadamente
32,5 °C, de aproximadamente 32,5 °C a aproximadamente 39 °C, de aproximadamente 32,5 °C a aproximadamente
38,5 °C, de aproximadamente 32,5 °C a aproximadamente 38 °C, de aproximadamente 32,5 °C a aproximadamente
37,5 °C, de aproximadamente 32,5 °C a aproximadamente 37 °C, de aproximadamente 32,5 °C a aproximadamente
36,5 °C, de aproximadamente 32,5 °C a aproximadamente 36 °C, de aproximadamente 32,5 °C a aproximadamente
35,5 °C, de aproximadamente 32,5 °C a aproximadamente 35 °C, de aproximadamente 32,5 °C a aproximadamente
34,5 °C, de aproximadamente 32,5 °C a aproximadamente 34 °C, de aproximadamente 32,5 °C a aproximadamente
33,5 °C, de aproximadamente 32,5 °C a aproximadamente 33 °C, de aproximadamente 33 °C a aproximadamente
39 °C, de aproximadamente 33 °C a aproximadamente 38,5 °C, de aproximadamente 33 °C a aproximadamente
38 °C, de aproximadamente 33 °C a aproximadamente 37,5 °C, de aproximadamente 33 °C a aproximadamente
37 °C, de aproximadamente 33 °C a aproximadamente 36,5 °C, de aproximadamente 33 °C a aproximadamente
36 °C, de aproximadamente 33 °C a aproximadamente 35,5 °C, de aproximadamente 33 °C a aproximadamente
35 °C, de aproximadamente 33 °C a aproximadamente 34,5 °C, de aproximadamente 33 °C a aproximadamente
34 °C, de aproximadamente 33 °C a aproximadamente 33,5 °C, de aproximadamente 33,5 °C a aproximadamente
39 °C, de aproximadamente 33,5 °C a aproximadamente 38,5 °C, de aproximadamente 33,5 °C a aproximadamente
38 °C, de aproximadamente 33,5 °C a aproximadamente 37,5 °C, entre aproximadamente 33,5 °C a aproximadamente
37 °C, de aproximadamente 33,5 °C a aproximadamente 36,5 °C, de aproximadamente 33,5 °C a aproximadamente
36 °C, de aproximadamente 33,5 °C a aproximadamente 35,5 °C, de aproximadamente 33,5 °C a aproximadamente
35 °C, de aproximadamente 33,5 °C a aproximadamente 34,5 °C, de aproximadamente 33,5 °C a aproximadamente
34 °C, de aproximadamente 34 °C a aproximadamente 39 °C, de aproximadamente 34 °C a aproximadamente
38,5 °C, de aproximadamente 34 °C a aproximadamente 38 °C, de aproximadamente 34 °C a aproximadamente
37,5 °C, de aproximadamente 34 °C a aproximadamente 37 °C, de aproximadamente 34 °C a aproximadamente
36,5 °C, de aproximadamente 34 °C a aproximadamente 36 °C, de aproximadamente 34 °C a aproximadamente
35,5 °C, de aproximadamente 34 °C a aproximadamente 35 °C, de aproximadamente 34 °C a aproximadamente
34,5 °C, de aproximadamente 34,5 °C a aproximadamente 39 °C, de aproximadamente 34,5 °C a aproximadamente
38,5 °C, de aproximadamente 34,5 °C a aproximadamente 38 °C, de aproximadamente 34,5 °C a aproximadamente
37,5 °C, de aproximadamente 34,5 °C a aproximadamente 37 °C, de aproximadamente 34,5 °C a aproximadamente
36,5 °C, de aproximadamente 34,5 °C a aproximadamente 36 °C, de aproximadamente 34,5 °C a aproximadamente
35,5 °C, de aproximadamente 34,5 °C a aproximadamente 35 °C, de aproximadamente 35 °C a aproximadamente
39 °C, de aproximadamente 35 °C a aproximadamente 38,5 °C, de aproximadamente 35 °C a aproximadamente
38 °C, de aproximadamente 35 °C a aproximadamente 37,5 °C, de aproximadamente 35 °C a aproximadamente
37 °C, de aproximadamente 35 °C a aproximadamente 36,5 °C, de aproximadamente 35 °C a aproximadamente
36 °C, de aproximadamente 35 °C a aproximadamente 35,5 °C, de aproximadamente 35,5 °C a aproximadamente
39 °C, de aproximadamente 35,5 °C a aproximadamente 38,5 °C, de aproximadamente 35,5 °C a aproximadamente
38 °C, de aproximadamente 35,5 °C a aproximadamente 37,5 °C, de aproximadamente 35,5 °C a aproximadamente
37 °C, de aproximadamente 35,5 °C a aproximadamente 36,5 °C, de aproximadamente 35,5 °C a aproximadamente
36 °C, de aproximadamente 36 °C a aproximadamente 39 °C, de aproximadamente 36 °C a aproximadamente
38,5 °C, de aproximadamente 36 °C a aproximadamente 38 °C, de aproximadamente 36 °C a aproximadamente
37,5 °C, de aproximadamente 36 °C a aproximadamente 37 °C, de aproximadamente 36 °C a aproximadamente
36,5 °C, de aproximadamente 36,5 °C a aproximadamente 39 °C, de aproximadamente 36,5 °C a aproximadamente
38,5 °C, de aproximadamente 36,5 °C a aproximadamente 38 °C, de aproximadamente 36,5 °C a aproximadamente
37,5 °C, de aproximadamente 36,5 °C a aproximadamente 37 °C, de aproximadamente 37 °C a aproximadamente
39 °C, de aproximadamente 37 °C a aproximadamente 38,5 °C, de aproximadamente 37 °C a aproximadamente
38 °C, de aproximadamente 37 °C a aproximadamente 37,5 °C, de aproximadamente 37,5 °C a aproximadamente
39 °C, de aproximadamente 37,5 °C a aproximadamente 38,5 °C, de aproximadamente 37,5 °C a aproximadamente
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38 °C, de aproximadamente 38 °C a aproximadamente 39 °C, de aproximadamente 38 °C a aproximadamente 38,5 °C
o de aproximadamente 38,5 °C a aproximadamente 39 °C). Por ejemplo, las NSO pueden incubarse a una temperatura
de aproximadamente 36,5 °C desde el comienzo hasta el final del periodo de cultivo. Los expertos en la materia
apreciaran que la temperatura puede cambiarse o puede variar ligeramente durante el periodo de cultivo, por ejemplo,
de manera horaria o diaria. Por ejemplo, la temperatura puede cambiarse o modificarse (por ejemplo, aumentarse o
reducirse) aproximadamente un dia, dos dias, tres dias, cuatro dias, cinco dias, seis dias, siete dias, ocho dias, nueve
dias, diez dias, once dias, doce dias, catorce dias o quince dias después de iniciarse el periodo de cultivo 0 en
cualquier punto de tiempo dentro del periodo de cultivo. Por ejemplo, la temperatura puede aumentarse en
aproximadamente 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0,
7,5, 8,0, 8,5, 9,0, 9,5 0 10,0 °C. En otro ejemplo, la temperatura puede reducirse en aproximadamente 0,1, 0,2, 0,3,
0,4,05,06,0,7,08,09,1,0,1,5,2,0,2,5,3,0,3,5,4,0,45,5,0,5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0, 8,5, 9,0, 9,50 10 °C.

CO2

La etapa de cultivo discontinuo alimentado puede llevarse a cabo usando una atmoésfera que contiene de
aproximadamente un 1 % a un 15 % de CO2, como méaximo o aproximadamente un 14 % de COz2, 13 % de CO2, 12 %
de CO2, 11 % de CO2, 10 % de CO2, 9 % de CO2, 8 % de CO2, 5 % de CO2, 6 % de CO2, 5 % de CO2, 4 % de CO2,
3 % de CO2, 2 % de CO2 0 como maximo o aproximadamente un 1 % de CO2. Se conocen bien en la técnica métodos
para burbujear CO2 en un biorreactor de produccion.

Cualquiera de los métodos descritos en el presente documento también puede incluir el cultivo discontinuo alimentado
de las células durante el primer periodo de tiempo en una atmoésfera humidificada que comprende al menos o
aproximadamente un 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 85 %, 80 %, 85 %, 90 % o al menos o aproximadamente
un 95 % de humedad o aproximadamente un 100 % de humedad.

do2

La etapa de cultivo discontinuo alimentado puede llevarse a cabo manteniendo un nivel de oxigeno disuelto (dO2) en
el cultivo celular de entre aproximadamente un 10 % y aproximadamente un 20 % (por ejemplo, entre
aproximadamente un 10 % y aproximadamente un 19 %, entre aproximadamente un 10 % y aproximadamente un
18 %, entre aproximadamente un 10 % y aproximadamente un 17 %, entre aproximadamente un 10% vy
aproximadamente un 16 %, entre aproximadamente un 10 % y aproximadamente un 15 %, entre aproximadamente
un 10 % y aproximadamente un 14 %, entre aproximadamente un 10 % y aproximadamente un 13 %, entre
aproximadamente un 10 % y aproximadamente un 12 %, entre aproximadamente un 10 % y aproximadamente un
11 %, entre aproximadamente un 11 % y aproximadamente un 20 %, entre aproximadamente un 11% vy
aproximadamente un 19 %, entre aproximadamente un 11 % y aproximadamente un 18 %, entre aproximadamente
un 11 % y aproximadamente un 17 %, entre aproximadamente un 11 % y aproximadamente un 16 %, entre
aproximadamente un 11 % y aproximadamente un 15 %, entre aproximadamente un 11 % y aproximadamente un
14 %, entre aproximadamente un 11 % y aproximadamente un 13 %, entre aproximadamente un 11% vy
aproximadamente un 12 %, entre aproximadamente un 12 % y aproximadamente un 20 %, entre aproximadamente
un 12 % y aproximadamente un 19 %, entre aproximadamente un 12 % y aproximadamente un 18 %, entre
aproximadamente un 12 % y aproximadamente un 17 %, entre aproximadamente un 12 % y aproximadamente un
16 %, entre aproximadamente un 12 % y aproximadamente un 15 %, entre aproximadamente un 12% vy
aproximadamente un 14 %, entre aproximadamente un 12 % y aproximadamente un 13 %, entre aproximadamente
un 13 % y aproximadamente un 20 %, entre aproximadamente un 13 % y aproximadamente un 19 %, entre
aproximadamente un 13 % y aproximadamente un 18 %, entre aproximadamente un 13 % y aproximadamente un
17 %, entre aproximadamente un 13 % y aproximadamente un 16 %, entre aproximadamente un 13 % vy
aproximadamente un 15 %, entre aproximadamente un 13 % y aproximadamente un 14 %, entre aproximadamente
un 14 % y aproximadamente un 20 %, entre aproximadamente un 14 % y aproximadamente un 19 %, entre
aproximadamente un 14 % y aproximadamente un 18 %, entre aproximadamente un 14 % y aproximadamente un
17 %, entre aproximadamente un 14 % y aproximadamente un 16 %, entre aproximadamente un 14 % vy
aproximadamente un 15 %, entre aproximadamente un 15 % y aproximadamente un 20 %, entre aproximadamente
un 15 % y aproximadamente un 19 %, entre aproximadamente un 15 % y aproximadamente un 18 %, entre
aproximadamente un 15 % y aproximadamente un 17 %, entre aproximadamente un 15 % y aproximadamente un
16 %, entre aproximadamente un 16 % y aproximadamente un 20 %, entre aproximadamente un 16 % y
aproximadamente un 19 %, entre aproximadamente un 16 % y aproximadamente un 18 %, entre aproximadamente
un 16 % y aproximadamente un 17 %, entre aproximadamente un 17 % y aproximadamente un 20 %, entre
aproximadamente un 17 % y aproximadamente un 19 %, entre aproximadamente un 17 % y aproximadamente un
18 %, entre aproximadamente un 18 % y aproximadamente un 20 %, entre aproximadamente un 18 % vy
aproximadamente un 19 % o entre aproximadamente un 19 % y aproximadamente un 20 %).

pH
Durante la etapa de cultivo discontinuo alimentado, puede mantenerse el pH del cultivo celular a un valor de pH

especifico mediante la adicion de una solucién de base, tal como una solucién de base alcalina (como se ha descrito
anteriormente). El pH de un cultivo celular puede mantenerse a un pH de entre aproximadamente 6,5 y
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aproximadamente 7,5 (por ejemplo, entre aproximadamente 6,5 y aproximadamente 7,4, entre aproximadamente 6,5
y aproximadamente 7,3, entre aproximadamente 6,5 y aproximadamente 7,2, entre aproximadamente 6,5
aproximadamente 7,1, entre aproximadamente 6,5 aproximadamente 7,0, entre aproximadamente 6,5
aproximadamente 6,9, entre aproximadamente 6,5 aproximadamente 6,8, entre aproximadamente 6,5
aproximadamente 6,7, entre aproximadamente 6,5 aproximadamente 6,6, entre aproximadamente 6,6
aproximadamente 7,5, entre aproximadamente 6,6 aproximadamente 7,4, entre aproximadamente 6,6
aproximadamente 7,3, entre aproximadamente 6,6 aproximadamente 7,2, entre aproximadamente 6,6
aproximadamente 7,1, entre aproximadamente 6,6 aproximadamente 7,0, entre aproximadamente 6,6
aproximadamente 6,9, entre aproximadamente 6,6 aproximadamente 6,8, entre aproximadamente 6,6
aproximadamente 6,7, entre aproximadamente 6,7 aproximadamente 7,5, entre aproximadamente 6,7
aproximadamente 7,4, entre aproximadamente 6,7 aproximadamente 7,3, entre aproximadamente 6,7
aproximadamente 7,2, entre aproximadamente 6,7 aproximadamente 7,1, entre aproximadamente 6,7
aproximadamente 7,0, entre aproximadamente 6,7 aproximadamente 6,9, entre aproximadamente 6,7
aproximadamente 6,8, entre aproximadamente 6,8 aproximadamente 7,5, entre aproximadamente 6,8
aproximadamente 7,4, entre aproximadamente 6,8 aproximadamente 7,3, entre aproximadamente 6,8
aproximadamente 7,2, entre aproximadamente 6,8 aproximadamente 7,1, entre aproximadamente 6,8
aproximadamente 7,0, entre aproximadamente 6,8 aproximadamente 6,9, entre aproximadamente 6,9
aproximadamente 7,5, entre aproximadamente 6,9 aproximadamente 7,4, entre aproximadamente 6,9
aproximadamente 7,3, entre aproximadamente 6,9 aproximadamente 7,2, entre aproximadamente 6,9
aproximadamente 7,1, entre aproximadamente 6,9 aproximadamente 7,0, entre aproximadamente 7,0
aproximadamente 7,5, entre aproximadamente 7,0 aproximadamente 7,4, entre aproximadamente 7,0
aproximadamente 7,3, entre aproximadamente 7,0 aproximadamente 7,2, entre aproximadamente 7,0
aproximadamente 7,1, entre aproximadamente 7,1 aproximadamente 7,5, entre aproximadamente 7,1
aproximadamente 7,4, entre aproximadamente 7,1 aproximadamente 7,3, entre aproximadamente 7,1
aproximadamente 7,2, entre aproximadamente 7,2 aproximadamente 7,5, entre aproximadamente 7,2
aproximadamente 7,4, entre aproximadamente 7,2 aproximadamente 7,3, entre aproximadamente 7,3
aproximadamente 7,5, entre aproximadamente 7,3 y aproximadamente 7,4 o entre aproximadamente 7,4
aproximadamente 7,5).

A A A A A O B B I I I I S A A N A
KKKk KK KKK KKK KKK

Eculizumab

La proteina recombinante producida por las células de mamifero cultivadas en cualquiera de los métodos descritos en
el presente documento puede ser eculizumab recombinante que incluye una cadena pesada que incluye la SEQ ID
NO: 1 y una cadena ligera que incluye la SEQ ID NO: 2. La proteina recombinante producida por las células de
mamifero cultivadas en cualquiera de los métodos descritos en el presente documento puede ser eculizumab
recombinante que incluye una cadena pesada de SEQ ID NO: 1 y una cadena ligera de SEQ ID NO: 2.

Se conocen en la técnica acidos nucleicos que codifican las cadenas pesadas y ligeras de eculizumab (véanse, por
ejemplo, las secuencias de acido nucleico en la Patente de los Estados Unidos n.° 6.355.245 y las secuencias de la
region Fc en An et al., mAbs 1:6, 572-579, 2009).

Evaluacion de uno o mas parametros del cultivo celular

Algunas realizaciones de cualquiera de los métodos descritos en el presente documento incluyen ademas evaluar uno
0 mas parametros del cultivo celular en el cultivo discontinuo alimentado. Los ejemplos no limitantes de parametros
del cultivo celular incluyen: crecimiento celular, porcentaje de viabilidad celular, densidad de células viables, el
consumo de glucosa aerobico, titulo de eculizumab, tasa de productividad especifica, tasa de productividad
volumétrica, niveles de lactato, calidad de eculizumab (por ejemplo, fragmentacion y afinidad de unién), produccién de
lactato, niveles de glucosa y pH.

Se conocen bien en la técnica métodos que pueden usarse para evaluar los uno 0 mas parametros del cultivo celular.
Por ejemplo, pueden determinarse el crecimiento celular y el porcentaje de viabilidad celular usando, por ejemplo, un
contador de células automatizado ViCell XR. La cantidad de eculizumab presente en el cultivo puede determinarse
usando la absorbancia espectrofotométrica o un ensayo de proteinas de Bradford. La cantidad de eculizumab presente
en el cultivo puede determinarse como un titulo mediante dilucién seriada. Los niveles de glucosa y los niveles de
lactato pueden determinarse usando métodos bien conocidos en la técnica, por ejemplo, el kit de ensayo de glucosa
y los kits de ensayo de L-lactato comercializados por Abcam. El pH en el cultivo discontinuo alimentado puede
determinarse, por ejemplo, colocando una sonda de pH en el cultivo.

Los uno o mas parametros del cultivo celular evaluados pueden compararse con los mismos uno 0 mas parametros
de cultivo celular determinados en un cultivo celular de produccion de eculizumab a gran escala.

Recogida de eculizumab
Algunas realizaciones de cualquiera de los métodos descritos en el presente documento incluyen ademas una etapa

de recoger el eculizumab recombinante producido en la etapa de cultivo discontinuo alimentado. En algunos ejemplos,
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la recogida incluye lisar las células de mamifero. En algunos ejemplos, el eculizumab recombinante se recoge del
medio de cultivo (por ejemplo, uno o ambos del primer medio de cultivo liquido y el medio de cultivo de alimentacion
0 uno, dos o tres del primer medio de cultivo liquido, el primer medio de cultivo de alimentacion liquido y el segundo
medio de cultivo de alimentacion liquido). Los métodos para lisar células de mamifero se conocen bien en la técnica.
Los métodos para recoger un anticuerpo recombinante (tal como eculizumab) del medio se conocen bien en la técnica
e incluyen, por ejemplo, cromatografia de afinidad y/o filtracion.

Purificacion del eculizumab recogido

Algunas realizaciones de cualquiera de los métodos descritos en el presente documento incluyen ademas una etapa
de purificar el eculizumab recombinante recogido. Tal como se conoce en la técnica, puede purificarse un anticuerpo
recombinante recogido (tal como eculizumab) usando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, pueden formarse
una o mas etapas de filtraciéon y cromatografia (por ejemplo, cromatografia de afinidad (por ejemplo, usando una resina
de proteina A), cromatografia de intercambio aniénico, cromatografia de intercambio catidnico, cromatografia de tamiz
molecular y cromatografia de interaccion hidr6foba) para purificar el anticuerpo recombinante recogido (por ejemplo,
eculizumab). Se conocen bien en la técnica métodos adicionales para purificar un anticuerpo recombinante recogido
(por ejemplo, eculizumab).

El eculizumab recombinante purificado puede estar sustancialmente libre (tal como al menos o aproximadamente un
90 % libre o aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o al menos o aproximadamente un 99 % libre) de proteinas
contaminantes procedentes de un medio de cultivo liquido y/o ADN, proteinas, lipidos y carbohidratos contaminantes
procedentes del lisado de una célula de mamifero.

Cambio del perfil isoeléctrico del eculizumab recogido o purificado

En algunos ejemplos, puede cambiarse el perfil isoeléctrico del eculizumab recombinante recogido o purificado
(cambiado a un perfil isoeléctrico mas acido) usando los métodos descritos en la Solicitud Provisional de Patente de
los Estados Unidos n.° 62/064.397, presentada el 15 de octubre de 2014, que se incorpora al presente documento por
referencia.

Formulacién del eculizumab

Algunas realizaciones de cualquiera de los métodos descritos en el presente documento incluyen ademas formular el
eculizumab recombinante recogido, el eculizumab recombinante purificado o el eculizumab recombinante cambiado
en una composicion farmacéutica. La formulacion del eculizumab recombinante recogido, el eculizumab recombinante
purificado o el eculizumab recombinante cambiado en una composicion farmacéutica puede incluir la etapa de mezclar
o afiadir el eculizumab recombinante purificado, el eculizumab recombinante recogido o el eculizumab recombinante
cambiado con un excipiente farmacéuticamente aceptable para generar una composicion farmacéutica. Se conocen
bien en la técnica ejemplos de excipientes farmacéuticamente aceptables (por ejemplo, excipientes farmacéuticamente
aceptables de origen no natural).

Ejemplos

La invencién se describe con mas detalle en los ejemplos siguientes, que no limitan el alcance de la invencién descrita
en las reivindicaciones.

Ejemplo 1. Intentos anteriores para replicar un cultivo celular de produccion de eculizumab

Eculizumab se produce normalmente usando un cultivo discontinuo alimentado de 10.000 | de células de mamifero.
Las células de mamifero en el cultivo celular de produccién secretan eculizumab recombinante en el medio de cultivo
durante el periodo de cultivo. Se han hecho intentos anteriores de replicar los parametros de cultivo observados en un
cultivo celular de producciéon de eculizumab de 10.000 I. Los intentos previos para replicar un cultivo celular de
produccién de eculizumab de 10.000 | no tuvieron éxito, ya que los cultivos a pequefia escala mostraron, por ejemplo,
un nivel reducido de lactato en el cultivo con el paso del tiempo, una reduccién del sodio en el cultivo con el paso del
tiempo y una tendencia de pH distinta en comparacién con el cultivo celular de produccién de eculizumab de 10.000 |
(véanse las figuras 1, 2 y 3, respectivamente). Ademas, los cultivos a pequefia escala anteriores mostraron un aumento
en la densidad de células viables con el paso del tiempo, un porcentaje de viabilidad celular aumentado en puntos de
tiempo posteriores durante el periodo de cultivo, titulos aumentados de eculizumab en puntos de tiempo posteriores
durante el periodo de cultivo y concentracion de glucosa aumentada en el cultivo en puntos de tiempo posteriores
durante el periodo de cultivo (véanse las figuras 4, 6, 8 y 10, respectivamente).

Ejemplo 2. Nuevos cultivos a pequefia escala para replicar con precision un cultivo celular de produccion de
eculizumab

Se desarrollé y prob6 un nuevo modelo a pequefa escala para determinar si el nuevo modelo de cultivo celular a
pequefia escala podria replicar con precision parametros del cultivo de un cultivo celular de produccion de eculizumab
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de 10.000 .

El recién desarrollado cultivo a pequefia escala se cultivd usando los siguientes métodos. Se us6 un vaso Applikon de
7 | para incubar el cultivo. El vaso Applikon de 7 | contiene un orificio de burbujeo perforado de tipo L y un puerto
superpuesto para la introduccion de gases en el vaso, cuatro puertos de 12 mm (para el sensor de pH, el sensor de
oxigeno disuelto, un septo y el condensador de salida), un puerto superior de triple adicion, un tubo de inmersién de
muestra/recogida y un eje impulsor accionado por un motor superior. Se acoplaron tubos a estos puertos a fin de
conectar el vaso a los sistemas de suministro de gases, a los controles externos y los dos medios de cultivo de
alimentacion liquidos diferentes, la solucién de base y la solucion de liquido se administraron al biorreactor durante el
periodo de cultivo.

El biorreactor se autoclavé usando 5-10 ml de agua desionizada para la generacion de vapor interno. Antes de la
inoculacion, se afiadieron 3,7 | de un primer medio de cultivo al biorreactor. Después, se mantuvo el medio a 36,5 °C,
con burbujeo de aire y diéxido de carbono y una agitacion inicial de 60 RPM. En las 6 horas antes de la inoculacién,
se afiadieron al biorreactor 3,7 ml de una primera soluciéon de lipido que contenia acido linoleico, acido oleico y
colesterol al biorreactor a través del septo de la placa superior. Se estandarizaron los sensores de pH y dO2 antes de
la inoculacion y se calibré el sensor de dO2 a una saturacion de aire al 100 % tras afiadirse la primera solucion de
lipido, pero antes de la inoculacién.

Se us6 un cultivo celular de tren de siembra de NSO para calcular el volumen exacto del cultivo celular de tren de
siembra de NSO que se iba a afiadir al biorreactor para generar (tras la inoculacion) una densidad de células viables
inicial de 5 x 10° células/ml y un volumen de cultivo inicial de 4,2 I. Después, se cultivd el cultivo celular usando una
velocidad de agitacion rotatoria de 60 RPM, una temperatura de 36,5 °C, un pH de 7,00 y un dO2 del 15 %. La
estrategia de gaseado usada fue usar aire SLPH de 0 a 30,0, con hasta 30,0 SLPH adicional de Oz acumulativo segun
se necesitase a demanda para mantener el punto fijo de dOz del 15 %. La capa de aire superpuesta fue de
225 ml/minuto de aire. Del dia 0 al dia 5 del periodo de cultivo, el punto fijo de pH se ajusté a pH 7,00 + 0,05. Del dia
5 al dia 9 del periodo de cultivo (0 48 horas después de iniciarse la alimentacion si se obtiene la densidad celular diana
en el dia 2 del cultivo), el punto fijo de pH se ajusté a pH 7,00 + 0,25. Del dia 10 hasta recoger el cultivo, el punto fijo
de pH se ajusté a pH 7,00 + 0,05.

Una vez que el cultivo logré una densidad de células diana igual o mayor de 18 x 10° células/ml se afiadié una adicién
de un bolo de 1 ml/l de una segunda solucién de lipido (que contiene acido oleico, &cido linoleico y colesterol) al
biorreactor (tipicamente 4,2 ml). Después de la adicién de la segunda solucién de lipido, se inici6 la adicién de dos
medios de cultivo de alimentacion liquidos diferentes (primero y segundo medio de cultivo de alimentacién liquido) al
cultivo. Se afadieron de manera continua al biorreactor ciento sesenta y ocho mililitros de cada uno del primero y el
segundo medio de cultivo de alimentacion liquido a lo largo de 5,5 dias (133,3 horas). El volumen neto del primer
medio de cultivo liquido de alimentacién afiadido a lo largo de los 5,5 dias fue del 4 % del volumen de cultivo inicial.
El volumen neto del segundo medio de cultivo liquido de alimentacion afiadido a lo largo de los 5,5 dias fue del 4 %
del volumen de cultivo inicial. La alimentacion tanto del primero como del segundo medio de cultivo de alimentacién
liguido se produce normalmente aproximadamente a las 72 horas después de iniciarse el periodo de cultivo hasta
aproximadamente 205,3 horas después del periodo de iniciacién. Tanto el primer medio de cultivo de alimentacién
liqguido como el segundo medio de cultivo de alimentacion liquido se afiadieron al cultivo en un conjunto de bomba de
jeringa a aproximadamente 21 pl por minuto.

Se afiadi6 FoamAway libre de componentes de origen animal (AOF) de Gibco seglin se necesitd en pequefias
adiciones de 1,0 ml a través del septo de la placa superior.

Se afiadieron de manera continua ciento sesenta y ocho ml de una solucién de base que contenia carbonato de sodio
0,75 M y bicarbonato de sodio 0,5 M a lo largo de 96 horas al cultivo, iniciAndose la adicion continua en el mismo
punto, que es aproximadamente 48 horas después de iniciarse la adicion continua del primer medio de cultivo de
alimentacion liquido y el segundo medio de cultivo de alimentacion liquido al cultivo. De manera habitual, la solucién
de base se afiadio de manera continua al cultivo entre 120 horas después de iniciarse el periodo de cultivo y 216 horas
después de iniciarse el periodo de cultivo. La solucion de base se afiadié justo por encima de la superficie de cultivo
liquido a través de la linea de tres puertos de la placa superior usando una bomba multijeringa a un caudal continuo
cada minuto.

La densidad de células viables, el porcentaje de viabilidad celular, el titulo de eculizumab y la concentracién de glucosa
en el cultivo a lo largo del periodo de cultivo en cada cultivo a pequefia escala se determinaron usando métodos bien
conocidos en la técnica.

Los datos resultantes demuestran que, a diferencia del cultivo celular de eculizumab a pequefia escala anterior, el
nuevo cultivo discontinuo alimentado de eculizumab a pequefa escala desarrollado es capaz de replicar de manera
precisa: la densidad de células viables con el paso del tiempo en un cultivo celular de produccion de eculizumab
(compéarese la figura 5 con la figura 4), el porcentaje de viabilidad celular con el paso del tiempo en un cultivo celular
de produccion de eculizumab (compérese la figura 7 con la figura 6), el titulo de eculizumab con el paso del tiempo en
un cultivo celular de produccién de eculizumab (comparese la figura 9 con la figura 8) y la concentracion de glucosa
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frente al tiempo en un cultivo celular de produccion de eculizumab (comparese la figura 11 con la figura 10).

En resumen, los datos demuestran que los métodos de cultivo a pequefia escala proporcionados en el presente
documento replican de manera precisa al menos cuatro de los parametros de cultivo celular de un cultivo celular de
produccién de eculizumab.

OTRAS REALIZACIONES

Debe entenderse que aunque la invencion se ha descrito junto con la descripcion detallada de la misma, se pretende
que la anterior descripcion ilustre, y no limite, el alcance de la invencién, que se define por el alcance de las
reivindicaciones adjuntas.

Apéndice de secuencias

SEQID NO: 1

PRT

Homo sapiens

Cadena pesada de eculizumab

OVOLVOSGAEVEKPGASVEVSCKASGY IF SNYWIQOWVROAPGOGLEWMGEILPGSGSTEY TENFEDRVIMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARYFEGS SPNWYFDVWGQGTLVIVSSASTEKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCL
VEKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSNEGTOQTYTCNVDHEPSNTRKVDKTVERKCC
VECPPCPAPPVAGPSVFLFPPEPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSOEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNST
YRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVY TLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEYP

SDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLY SRLTVDKSRWOEGNVE SCSVMHEALHNHY TOKSLSLSLGK

SEQ ID NO: 2

PRT

Homo sapiens

Cadena ligera de eculizumab

DIOMTOSPSSLSASVGDRVT ITCGASENIYGALNWYQOKPGEKAPKLLIYGATNLADGVPSRESGSGSGTDETLTT
SSLOPEDFATYYCONVLNIPLTFGOGTEKVEIKRTVAAP SVEFIFPPSDEQLEKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKY
DNALQSGNSOESVTEODSEDSTY SLSSTLTLSKADYEKHEVYACEVTHQGLSSPVTEKSENRGEC
LISTADO DE SECUENCIAS
<110> MALANSON, HUNTER F. JALURIA, PRATIK

<120> METODOS PARA REPLICAR UN CULTIVO CELULAR DE PRODUCCION DE ECULIZUMAB A GRAN
ESCALA

<130> AXJ-197

<140> Todavia sin asignar
<141> Concurrente con la presente

<150> 62/064.457
<151> 15/10/2014

<160> 2

<170> Patentln version 3,5
<210>1

<211> 448

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Descripcion de la secuencia artificial: Polipéptido sintético

<400> 1

Gln
i

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Met

Ala

Gly

Ser

Val

Val

Ile

Glu

50

Asp

Glu

Arg

Gln

Val
130

Gln

Lys

Gln

35

Ile

Arg

Leu

Tyr

Gly

115

Phe

Leu

Val
20

Trp

Leu

Val

Ser

Phe

100

Thr

Pro

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Phe

Leu

Leu

Gln

Cys

Arg

Met

70

Leu

Gly

Val

Ala

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Ser

Thr

Pro
135

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Ser

val

1290

Cys

Ala

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Pro

105

Ser

Ser

38

Glu

i¢

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Asn

Ser

Arg

Val

TYyr

Gln

Glu

Ser

75

Thr

Trp

Ala

Ser

Lys

Tle

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Ser

Thr
140

Lys

Phe

Leu

45

Thr

Ser

Val

Phe

Thr

125

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Asp

1190

Lys

Glu

Gly
15

Asn

Trp

Asn

Val

Tyr

95

Val

Gly

Ser

Ala

TYyr

Met

Phe

TYyr

80

Cys

Trp

Bro

Thr



Ala

145

Val

Ala

Val

His

Cys

225
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REIVINDICACIONES

1. Un método para replicar un cultivo celular de produccion de eculizumab a gran escala en un cultivo a pequefia
escala, comprendiendo el método:

proporcionar un biorreactor discontinuo alimentado de 4 | a 10 | que contiene un primer medio de cultivo que ocupa
entre aproximadamente un 70 % y aproximadamente un 90 % de la capacidad del biorreactor y tiene una densidad
celular inicial de entre aproximadamente 2,5 x 10° y aproximadamente 7,5 x 10° células NSO/ml, comprendiendo
las células un acido nucleico recombinante que codifica eculizumab;

cultivar las células en el biorreactor durante al menos 8 dias a de aproximadamente 34 °C a aproximadamente
39 °C, a un nivel de dO2 de entre aproximadamente el 14 % a aproximadamente el 16 % y una agitacion rotatoria
de entre aproximadamente 50 RPM y aproximadamente 70 RPM; mantener el cultivo discontinuo alimentado hasta
gue se alcanza una densidad celular de aproximadamente 13 x 10° a aproximadamente 20 x 10°% células/ml,
después;

(1) afadir de manera continua una alimentacién de medio de cultivo al primer medio de cultivo durante un periodo
de aproximadamente 120 horas a aproximadamente 150 horas y de aproximadamente 40 a 60 horas después del
inicio de la adicion continua de la alimentacién de medio de cultivo y

(2) afiadir de manera continua una solucion de base alcalina al primer medio de cultivo durante un periodo de entre
aproximadamente 90 horas a aproximadamente 105 horas.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde uno o ambos del primer medio de cultivo y el medio de cultivo de
alimentacion comprende una seroalbimina bovina procesada (BSA); opcionalmente en donde la BSA procesada es
BSA de Nueva Zelanda.

3. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en donde la densidad celular inicial es de entre
aproximadamente 4,0 x 10° células/ml y aproximadamente 6,0 x 108 células/ml.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el biorreactor tiene una capacidad de entre
aproximadamente 4 | a aproximadamente 6 |; y/o el primer medio de cultivo ocupa entre aproximadamente un 80 % a
aproximadamente un 88 % de la capacidad del biorreactor.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el cultivo discontinuo alimentado se lleva a cabo
a una temperatura de aproximadamente 36 °C a aproximadamente 37 °C.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde la agitacion rotatoria es de entre
aproximadamente 55 RPM y aproximadamente 65 RPM.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde la densidad celular diana es de entre
aproximadamente 17 x 10° células/ml y aproximadamente 19 x 10° células/ml.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde la solucién de base alcalina se afiade de manera
continua al primer medio de cultivo durante un periodo de entre aproximadamente 92 horas a aproximadamente 100
horas; opcionalmente en donde el biorreactor comprende 4,2 | del primer medio de cultivo y la solucién de base alcalina
se afiade de manera continua al primer medio de cultivo a una velocidad de entre aproximadamente 1,65 ml/hora a
aproximadamente 1,85 ml/hora.

9. El método de la reivindicacion 8, en donde la solucién de base alcalina comprende entre aproximadamente 0,65 M
y aproximadamente 0,85 M de carbonato de sodio y entre aproximadamente 0,4 y aproximadamente 0,6 de
bicarbonato de sodio.

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde:

(a) se afiade de manera continua un solo medio de cultivo de alimentacion al primer medio de cultivo; o
(b) el medio de cultivo de alimentacién se afiade de manera continua al primer medio de cultivo durante un periodo
de entre aproximadamente 130 horas a aproximadamente 135 horas.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en donde se afiaden de manera continua dos medios de
cultivo de alimentacion al primer medio de cultivo; opcionalmente en donde se afiaden de manera continua cada uno
de los dos medios de cultivo de alimentacion al primer medio de cultivo a una velocidad de entre aproximadamente
15 pl/minuto a aproximadamente 35 pl/minuto o a una velocidad de entre aproximadamente 20 pl/minuto a
aproximadamente 25 pl/minuto.

12. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, que comprende adicionalmente:
(a) afadir un bolo de una solucién de lipido que comprende &cido linoleico, acido oleico y colesterol al primer medio

de cultivo en un punto de tiempo cuando las células alcanzan una densidad de aproximadamente 13 x 10°
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células/ml a aproximadamente 20 x 10° células/ml; opcionalmente en donde se afiade la solucién de lipido a una
dosis de aproximadamente 1 ml por 1 | del primer medio de cultivo; y/o
(b) afiadir antiespumante al primer medio de cultivo durante el cultivo.

13. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12, que ademas comprende recoger el eculizumab
recombinante producido en la etapa de cultivo; opcionalmente en donde la recogida comprende listar las células o en
donde el eculizumab recombinante se recoge de uno o ambos del primer medio de cultivo y el medio de cultivo de
alimentacion.

14. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en donde el eculizumab comprende una cadena pesada
que comprende o consiste en la SEQ ID NO: 1 y una cadena ligera que comprende o consiste en la SEQ ID NO: 2.

15. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-14, que ademas comprende evaluar uno o mas parametros
del cultivo celular seleccionados entre el grupo que consiste en: crecimiento celular, porcentaje de viabilidad celular,
densidad de células viables, el consumo de glucosa aerdébico, titulo de eculizumab, tasa de productividad especifica,
tasa de productividad volumétrica, produccion de lactato y calidad de eculizumab; que ademas comprende
opcionalmente comparar los uno 0 mas parametros del cultivo celular determinados con Ios mismos uno o mas
parametros del cultivo celular en un cultivo celular de produccion de eculizumab a gran escala, en donde el cultivo
celular de produccién de eculizumab a gran escala es opcionalmente un cultivo celular de produccion de eculizumab
de 10.000 I.
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