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DESCRIPCIÓN 
 
Procedimiento para cultivar células para la producción de sustancias 
 
La invención se refiere a un procedimiento para cultivar células para producir sustancias de acuerdo con el preámbulo 5 
de la reivindicación 1. 
 
En la producción de sustancias, en particular proteínas, se usan cultivos celulares en procesos fermentativos. Es 
posible diferenciar entre procesos en los que los cultivos celulares no están modificados genéticamente y forman sus 
propios metabolitos y aquellos en los que los organismos están modificados genéticamente de modo que producen 10 
mayores cantidades de sus propias sustancias, por ejemplo proteínas, o producen sustancias exógenas, por ejemplo, 
proteínas. A los organismos que producen las sustancias se les suministra un medio nutritivo, que garantiza la 
supervivencia de los organismos y permite la producción del compuesto diana deseado. A tal efecto, se conoce una 
gran cantidad de medios de cultivo que permiten la fermentación. Uno de los componentes más importantes de los 
medios de cultivo es la glucosa. De acuerdo con la técnica anterior, en general se realizan esfuerzos para mantener 15 
una concentración mínima de glucosa en un lote de fermentación a fin de optimizar el rendimiento del compuesto 
diana. La solicitud de patente japonesa 001 101 882 A divulga un procedimiento de cultivo para células de mamífero en 
el que se mantiene una concentración mínima de 0,2 mmol/l de glucosa. El documento US 544 39 68 divulga un 
procedimiento de cultivo en el que la glucosa está limitada. Sin embargo, el procedimiento no da lugar a una tasa de 
producción específica más alta de las células en comparación con la alimentación no limitante. Cruz, H.J., et al. (J. 20 
Biotechnol. 80 (2000) 109-118) describen células BHK que se modifican metabólicamente y se optimizan para su uso 
en cultivos en régimen discontinuo con alimentación. Ljunggren, J., et al. (Biotechnol. Bioeng. 44 (1994) 808-818) 
describen el control del catabolismo de células de hibridoma por medio de cultivos discontinuos con limitación de 
glucosa y glutamina. 
 25 
El objetivo de la invención es crear un procedimiento para cultivar células mediante el cual se incremente la 
productividad de una sola célula en el producto y en el que se permitan altas densidades celulares. Se va a permitir un 
alto rendimiento espacio-tiempo del producto. 
 
El procedimiento se debe realizar de forma particularmente fácil, ha de estar asociado con una mínima complejidad de 30 
medición y regulación, y ser particularmente económico. 
 
Un procedimiento de acuerdo con la invención se describe en las reivindicaciones, en el que la reivindicación 1 tiene la 
siguiente redacción: un procedimiento para cultivar células CHO recombinantes productoras de anticuerpos o 
proteínas de fusión en un medio que contiene glucosa, 35 
 
 
en el que la línea celular se cultiva mientras se suministra un medio nutritivo de modo que la cantidad de glucosa 
complementada sea de un 50 % a un 35 % de lo que se puede consumir como máximo por la densidad de células 
vivas que se espera en el sistema en el caso de un proceso sin limitación de glucosa, 40 
 
en el que el procedimiento funciona como un procedimiento en régimen discontinuo con alimentación, 
 
en el que la productividad específica de la célula se incrementa en comparación con una gestión del proceso sin 
limitación de glucosa. 45 
 
A partir del preámbulo de la reivindicación 1, el objetivo se resuelve sorprendentemente cultivando una línea celular 
CHO recombinante productora de anticuerpos o proteínas de fusión mientras se suministra un medio nutritivo de tal 
manera que se alcance una limitación de glucosa en la solución de cultivo. El grado de limitación de glucosa se puede 
definir como la proporción de la tasa de consumo de glucosa específica observada con respecto a la tasa de consumo 50 
de glucosa específica máxima conocida para estas células. El grado de limitación de glucosa DGL = qGlc/qGlcmáx 
(qGlc = tasa de consumo de glucosa específica actualmente observada; qGlcmáx = tasa de consumo de glucosa 
específica máxima conocida para estas células). El DGL está dentro de los límites del DGLmantenimiento y 1, en el que 
DGLmantenimiento significa limitación de crecimiento completa, y 1 significa que no hay limitación ni exceso de glucosa 
completo. 55 
 
Una disminución continua en la concentración de la glucosa restante a una concentración estacionaria en la solución 
de cultivo se produce conjuntamente con la limitación de glucosa, siendo dicha concentración mayor que 0 mmol/l, 
pero menor que 1 mmol/l, preferentemente menor que 0,5 mmol/l. Cabe destacar que con la caída del DGL, la 
densidad de células vivas en el recipiente de cultivo se puede incrementar aún más. Al incrementar la limitación de 60 
glucosa, la densidad celular converge entonces hacia un valor máximo. Esto significa que el grado de limitación de 
glucosa converge hacia un valor mínimo, siendo el DGL, de acuerdo con la invención, mayor o igual que el DGL, lo que 
da lugar al mantenimiento de la célula (metabolismo de mantenimiento) 
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DGLmantenimiento = qGlcmantenimiento/qGlcmáx (qGlcmantenimiento = tasa de consumo de glucosa específica observada en el 
metabolismo de mantenimiento puro; qGlcmáx = tasa de consumo de glucosa específica máxima conocida para estas 
células), y menor que 0,5, preferentemente menor que 0,4. 
 
Sin embargo, es característico que, con una disminución de la concentración de glucosa, no haya disminución de la 5 
concentración celular en la solución. La productividad específica de una célula se incrementa al incrementar la 
limitación de glucosa, es decir, al disminuir el valor de DGL. Dado que la densidad de células vivas en el recipiente de 
cultivo no cae, esto da lugar a un incremento del rendimiento espacio-tiempo. Desde el punto de vista fenomenológico, 
una reducción en la tasa de formación específica de lactato se asocia con el inicio de la limitación de glucosa. La tasa 
de formación de lactato converge hacia un valor mínimo. Esto da lugar a que la concentración de lactato restante en el 10 
recipiente de cultivo disminuya y, como máximo, tienda a 0. Por tanto, con limitación de glucosa, se produce un 
reajuste en el metabolismo celular. Lo más importante a este respecto es que no hay más limitación por otros sustratos 
antes del inicio de la limitación de glucosa. Por lo tanto, el medio de cultivo debe ser tal que la glucosa se limite en 
primer lugar. 
 15 
Con el procedimiento de acuerdo con la invención, se incrementa el rendimiento espacio-tiempo a una densidad 
celular dada. Mediante el procedimiento de acuerdo con la invención, la cantidad de glucosa disponible por célula se 
reduce de modo que la glucosa pasa predominantemente al metabolismo de mantenimiento y, en relación con esto, al 
producto y menos al crecimiento celular. El procedimiento de acuerdo con la invención no requiere la regulación de la 
complementación con glucosa, por lo que el procedimiento es particularmente fácil ya que no es necesaria una 20 
regulación laboriosa de la glucosa. Debido al hecho de que se requiere una baja entrada del medio, se ahorran costes 
de glucosa ya que se requiere menos glucosa. Además, se logra una concentración de producto muy alta. Esto puede 
dar lugar a una reducción de los costes de procesamiento. El procedimiento de acuerdo con la invención permite, en 
particular, una producción mayor de proteínas sin tener que modificar genéticamente una línea celular para la 
implementación del procedimiento de acuerdo con la invención. Incrementar el título del producto permite la 25 
producción de una cantidad deseada de productos en un volumen de cultivo más pequeño, lo que da lugar a menores 
costes de inversión. 
 
El procedimiento de acuerdo con la invención se puede llevar a cabo con las siguientes etapas del procedimiento: 
 30 
Preferentemente, el sistema de cultivo debe permitir altas densidades celulares. Preferentemente, se lleva a cabo una 
retención celular de modo que la densidad celular no pueda caer cuando se produce una limitación de glucosa. Esto da 
lugar a una reducción adicional del DGL con el incremento de la densidad de células vivas y la complementación 
constante de glucosa. La alta densidad de células permite una caída del DGL a un valor inferior a 0,4. 
 35 
Para lograr una reducción del DGL, la estrategia de alimentación con glucosa se puede llevar a cabo, por tanto, como 
sigue: la cantidad de glucosa complementada no se incrementa al incrementar la densidad de células vivas para evitar 
la limitación de glucosa. Por el contrario, la cantidad de glucosa complementada se mantiene constante durante el 
proceso desde el principio. Al hacerlo, la cantidad de glucosa complementada se debe elegir de modo que el DGL 
caiga por debajo de los valores necesarios, específicamente el DGL ha de ser menor que ≤0,5, preferentemente ≤0,4. 40 
Como resultado, la cantidad de glucosa complementada es preferentemente no mayor que un 50 % y de no menos de 
un 35 % de lo que se espera que puede consumir como máximo el número de células vivas en el sistema para un 
proceso convencional sin limitación de glucosa. Después del reajuste del metabolismo celular (metabolismo del lactato 
y productividad), la cantidad de glucosa complementada se puede incrementar lentamente, pero no debe permitir un 
DGL de más de 0,5, preferentemente más de 0,4. Esto da lugar a otro incremento de la densidad de células vivas con 45 
una productividad constantemente alta y, por lo tanto, a un rendimiento en espacio/tiempo incrementado. La cantidad 
de glucosa suministrada puede verse influida, en un proceso continuo, por la velocidad de entrada del medio y la 
concentración de glucosa en el medio de alimentación. Es esencial que, durante el proceso, el flujo de masa de 
glucosa suministrada no se incremente o solo se incremente de manera que el DGL alcance o caiga por debajo de un 
valor inferior a 0,5, preferentemente inferior a 0,4, y que dicho valor deje de excederse a continuación. 50 
 
Otros desarrollos ventajosos de la invención se especifican reivindicaciones dependientes. 
 
La invención se ilustra en detalle a continuación. 
 55 
Las figuras muestran resultados experimentales ejemplares. 
 
Breve descripción de los dibujos: 
 
Fig. 1: Incremento del número de células vitales [ml-1] y representación del caudal del medio [h-1] en relación con el 60 
tiempo de proceso [h] para la producción de MUC1-IgG2a a partir de células CHO MUC1/IgG2a PH3744/25 en el 
reactor de perfusión. 
 
Fig. 2: Productividad específica de MUC1-IgG2a [µg/h*células E9)] y DGL contra el tiempo de proceso en el reactor 
de perfusión. 65 
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Fig. 3: Incremento del número de células vitales [ml-1] y glucosa residual en mM, representada en relación con el 
tiempo de proceso [h] para la producción de MUC1-IgG2a a partir de células CHO MUC1/IgG2a PH3744/25 en el 
reactor de perfusión. 
 
Fig. 4: Concentración de glucosa y lactato, así como concentración de glucosa en el suministro de medios [mmol/l], 5 
representada en relación con el tiempo de proceso [h] para la producción de MUC1-IgG2a a partir de células CHO 
MUC1/IgG2a PH3744/25 en el reactor de perfusión. 
 
Fig. 5: Incremento de la concentración de MUC1-IgG2a [µg/ml] y qMUC1-IgG2a [µg/h*células E9)] en relación con el 
tiempo [h] para la producción de MUC1-IgG2a a partir de células CHO MUC1/IgG2a PH3744/25 en el reactor de 10 
perfusión. 
 
Fig. 6: Incremento del número de células vitales [ml-1] y representación del caudal del medio [h-1] en relación con el 
tiempo de proceso [h] para la producción de MUC2-GFP-C-term a partir de células CHO MUC2-GFP-C-term en el 
reactor de perfusión. 15 
 
Fig. 7: Productividad específica de MUC2-GFP-C-term [nmol/h*células E9)] y DGL en relación con el tiempo de 
proceso en el reactor de perfusión. 
 
Fig. 8: Incremento del número de células vitales [ml-1] y glucosa residual [mM], representada en relación con el 20 
tiempo de proceso [h] para la producción de MUC2-GFP-C-term a partir de células CHO MUC2-GFP-C-term en el 
reactor de perfusión. 
 
Fig. 9: Concentración de glucosa y lactato, así como concentración de glucosa en el suministro de medios [mmol/l], 
representada en relación con el tiempo de proceso [h] para la producción de MUC2-GFP-C-term a partir de células 25 
CHO MUC2-GFP-C-term en el reactor de perfusión. 
 
Fig. 10: Incremento de la concentración de MUC2-GFP-C-term [nM] y qMUC2-GFP-C-term [nmol/h*células E9)] en 
relación con el tiempo [h] para la producción de MUC2-GFP-C-term a partir de células CHO MUC2-GFP-C-term en el 
reactor de perfusión. 30 
 
Además, la tabla 1 muestra los datos experimentales del uso del procedimiento de acuerdo con la invención con la 
célula CHO MUC1/IgG2a PH 3744/25. 
 
La tabla 2 muestra los datos experimentales del uso del procedimiento de acuerdo con la invención con la célula CHO 35 
MUC2-GFP-C-term. 
 
El procedimiento de acuerdo con la invención se puede llevar a cabo con diferentes líneas celulares de producción. 
Las líneas celulares se pueden usar como células recombinantes modificadas genéticamente. La modificación 
genética se puede llevar a cabo, por ejemplo, insertando genes adicionales del mismo organismo o de otro organismo 40 
en el ADN o en un vector, o potenciando la actividad o expresión de un gen mediante la introducción de un promotor 
más eficaz, por ejemplo, del CMV. Los genes pueden codificar diferentes proteínas, por ejemplo, proteínas de fusión o 
anticuerpos. 
 
Las siguientes líneas celulares se pueden citar como ejemplos: células de mamífero, como líneas celulares CHO, tal 45 
como CHO-K1, BHK, como BHK-21, hibridoma, NS/0, otras células de mieloma y células de insecto u otras células 
superiores. Se prefiere en particular el uso de células que no producen preferentemente de manera acoplada al 
crecimiento. 
 
Una línea celular CHO recombinante que tiene una productividad que se puede incrementar usando el procedimiento 50 
de acuerdo con la invención es la línea celular CHO MUC1/IgG2a, PH 3744/25, con la que se puede secretar la 
glucoproteína MUC1-IgG2a. Otra línea celular CHO, específicamente CHO MUC2-GFP-C-term, puede incrementar la 
secreción de una proteína de fusión, MUC2-GFP-C-term, si se somete al procedimiento de acuerdo con la invención. 
 
En general, cualquier medio que contenga glucosa que no sea limitante con respecto a otros componentes se puede 55 
usar como medio de cultivo. Un ejemplo es ProCHO4-CDM. También se pueden usar medios basados en recetas 
conocidas, tales como IMDM, DMEM o Ham's F12, que se optimizan para el procedimiento de acuerdo con la 
invención de modo que solo se produzca limitación de glucosa. Esto se puede lograr, por ejemplo, si otros 
componentes presentan una concentración más alta con respecto a la glucosa. En general, también es posible 
dispensar la glucosa por separado del medio. 60 
 
El intervalo de pH es preferentemente de 6,7–7,7, de forma particularmente preferente de 7–7,3. Sin embargo, otros 
intervalos de pH también son concebibles. 
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El intervalo de temperatura es preferentemente de 35 °C–38,5 °C, de forma particularmente preferente 37 °C para 
CHO MUC1-IgG2a. Sin embargo, también son concebibles otros intervalos de temperatura, como <35 °C, en los que 
no se produce la destrucción irreversible de los productos. 
 
Usando el procedimiento de cultivo de acuerdo con la invención, se pueden producir sustancias como glucoproteínas, 5 
proteínas de fusión, anticuerpos y proteínas en general, que incluyen, a modo de ejemplo, MUC1-IgG2a, 
MUC2-GFP-C-term, EPO, interferones, citocinas, factores de crecimiento, hormonas, PA, inmunoglobulinas o 
fragmentos de inmunoglobulinas. 
 
La figura 1 muestra curvas para la densidad de células vivas (cv) de células CHO/MUC1-IgG2a y el caudal del medio 10 
(D) en relación con el tiempo de proceso (h) en el reactor de perfusión. Esto incluye 
 
■ como el caudal del medio (1/h), y 
 
● como la densidad de células vivas (1/ml). 15 
 
La figura 2 muestra la productividad específica de MUC1-IgG2a (qMUC1-IgG2a) y DGL en relación con el tiempo de 
proceso en el reactor de perfusión. Esto incluye: 
 
- - - como la productividad específica (µg/células hE9), y 20 
 
--- como el DGL (grado de limitación de glucosa). 
 
La figura 3 muestra un gráfico en el que el número de células vitales [ml-1] se representa en el lado izquierdo y la 
concentración de glucosa residual [mM] se representa en el lado derecho en relación con el tiempo de proceso [h] para 25 
la producción de MUC1-IgG2 en CHO MUC/IgG2a PH3744/25. Esto incluye: 
 
□ como el número de células vitales, y 
 
◊ como glucosa. 30 
 
En la figura 4, la concentración de glucosa y lactato, así como la concentración de glucosa en el suministro de medios 
[mmol/l] se representa en relación con el tiempo de proceso [h]. Las curvas son como sigue: 
 
□ muestra la curva de concentración de lactato, y 35 
 
◊ muestra la curva de concentración de glucosa. 
 
× 23,9 mmol/l de concentración de glucosa en el suministro de medios (caudal de D = 0,035 h-1). 
 40 
En la figura 5, la concentración de MUC1-IgG2a [µg/ml] en el lado izquierdo, así como qMUC1-IgG2a [µg/(h*células 
E9)] en el lado derecho del gráfico se representa en relación con el tiempo [h]. Incluye: 
 
● como la productividad específica q de MUC1-IgG2a (µg/células hE9), y 
 45 
◊ como la concentración de MUC1-IgG2a (mg/l). 
 
La figura 6 muestra curvas para la densidad de células vivas (cv) de células CHO/MUC2-GFP y el caudal del medio (D) 
en relación con el tiempo de proceso (h) en el reactor de perfusión. Esto incluye: 
 50 
■ como el caudal del medio (1/h), y 
 
● como la densidad de células vivas (1/ml). 
 
La figura 7 muestra la productividad específica de MUC2-GFP-C-term (qMUC2-GFP-C-term) y DGL en relación con el 55 
tiempo de proceso en el reactor de perfusión. Esto incluye: 
 
- - - como la productividad específica (nmol/células hE9), y 
 
--- como el DGL (grado de limitación de glucosa). 60 
 
La figura 8 muestra un gráfico en el que el número de células vitales [ml-1] se representa en el lado izquierdo y la 
concentración de glucosa residual [mM] se representa en el lado derecho en relación con el tiempo de proceso [h] para 
la producción de MUC2-GFP-C-term en CHO MUC/IgG2a PH3744/25. Esto incluye: 
 65 
□ como el número de células vitales, y 
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◊ como glucosa. 
 
En la figura 9, la concentración de glucosa y lactato, así como la concentración de glucosa en el suministro de medios 
[mmol/l] se representa en relación con el tiempo de proceso [h]. Las curvas son como sigue: 5 
 
□ muestra la curva de concentración de lactato, 
 
◊ muestra la curva de concentración de glucosa y 
 10 
x  muestra la concentración de glucosa de 23,9 mmol/l en el suministro de medios (caudal de D = 0,035 h-1). 
 
En la figura 10, la concentración de MUC2-GFP-C-term [nM] se representa en el lado izquierdo y qMUC2-GFP-C-term 
[nmol/(h*células E9)] se representa en el lado derecho de la tabla en relación con el tiempo [h]. Incluye: 
 15 
● como la productividad específica q de MUC2-GFP-C-term (nmol/células hE9), y 
 
◊ como la concentración de MUC2-GFP-C-term (nM). 
 
La figura 1 muestra el procedimiento a modo de ejemplo con respecto a la complementación con glucosa. En un cultivo 20 
de perfusión continua, se complementa una cantidad constante de glucosa. En el ejemplo mostrado, esto se logra 
mediante un caudal constante del medio, en el que la concentración de glucosa en el suministro de medios es 
constante. El caudal del medio no se incrementa al incrementar la densidad de células vivas. El proceso se inició como 
discontinuo antes de que comenzara el procedimiento continuo. 
 25 
La figura 2 muestra que en este procedimiento el DGL cae en el transcurso del proceso y finalmente alcanza un valor 
por debajo de 0,4. Mientras esto sucede, se incrementa la productividad específica y finalmente alcanza un valor que 
es 4 veces mayor que el de antes de caer por debajo del valor de DGL de 0,4. 
 
La figura 3 muestra que, en el procedimiento de acuerdo con la invención, la densidad de células vivas tiende hacia un 30 
valor máximo, que entonces se puede mantener, mientras que la concentración de glucosa residual tiende hacia cero 
en el proceso. Esto se produce a pesar de que se suministra glucosa. Durante la caída de la concentración de glucosa 
residual, la tasa de absorción de glucosa específica de los organismos comienza a caer. Mientras tanto, todavía se 
puede incrementar el número de células vivas. Paralelamente a la reducción de la tasa de absorción de glucosa 
específica, también cae la tasa de formación específica de lactato, dando lugar en primer lugar a un incremento 35 
ralentizado, y luego a una caída de la concentración de lactato en el recipiente de cultivo. Finalmente, la concentración 
de lactato en el recipiente de cultivo tiende hacia cero, como se puede inferir de la figura 4. Por tanto, se produce un 
reajuste significativo en el metabolismo celular. Como se puede deducir de la figura 5, en relación con el reajuste del 
metabolismo celular, casi se cuadruplica la productividad específica con respecto al punto temporal anterior al reajuste 
del metabolismo celular. El incremento de la productividad específica en el caso de densidades celulares al menos 40 
constantes o incluso todavía crecientes durante la fase descrita da lugar finalmente a un incremento marcado del título 
del producto en el sobrenadante de cultivo, como se puede observar en la figura 5 y, por tanto, a un mayor rendimiento 
espacio-tiempo. 
 
La tabla 1 muestra datos sobre la fermentación de MUC1-IgG2a. 45 
 
De forma similar a las figuras 1 a 5, las figuras 6 a 10 describen los resultados de aplicar el procedimiento de acuerdo 
con la invención con células CHO MUC2-GFP-C-term. 
 
La tabla 2 muestra datos sobre la fermentación de MUC2-GFP-C-term. 50 
 
Además del procedimiento de perfusión, también se puede llevar a cabo el procedimiento de acuerdo con la invención, 
en términos de técnica de producción, como un procedimiento en régimen discontinuo de alimentación (procedimiento 
de complementación). 
 55 
En el modo en régimen discontinuo de alimentación, al cultivo de producción se le suministra una o varias veces, o en 
régimen discontinuo o continuamente, medio que contiene glucosa o una solución de glucosa separada de manera 
que el DGL caiga preferentemente por debajo de un valor de 0,5, de forma particularmente preferente 0,4. Aquí 
también es posible un procedimiento repetitivo en régimen discontinuo de alimentación. 
 60 
Tanto en el procedimiento perfusivo como en el procedimiento en régimen discontinuo de alimentación, el proceso se 
puede iniciar en todos los procedimientos conocidos en general. En consecuencia, antes de comenzar el 
procedimiento de acuerdo con la invención, el cultivo se puede manejar como un procedimiento en régimen 
discontinuo, un procedimiento en régimen discontinuo de alimentación o en un procedimiento continuo con o sin 
retención celular. 65 
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Tiempo de 
procesamiento 

cv D Suministro 
de glucosa 

Glucosa Lactato MUC1-IgG2a qMUC1-IgG2a DGL 

h 1/ml 1/h mmol/l mmol/l mmol/l µg/ml µg/(h*E9)  

0 2,23E+05 0 0 22,07 2,5 2,62   

16,63 2,83E+05 0 0 20,89 5,1 3,59 0,21 0,92 

40,52 6,48E+05 0 0 16,75 10,84 5,77 0,14 0,99 

68 1,78E+06 0 0 8,74 20,1 14,21 0,17 0,61 

94 2,14E+06 0,035 23,89 8,08 19,48 15,49 0,30 1,00 

120 3,70E+06 0,035 23,89 5,84 22,35 18,02 0,22 0,72 

136,5 4,68E+06 0,035 23,89 4,30 22,02 19,95 0,17 0,62 

163,5 7,02E+06 0,035 23,89 3,17 22,66 22,67 0,14 0,40 

187,5 6,96E+06 0,035 23,89 1,79 20,77 22,44 0,11 0,44 

215,5 8,85E+06 0,035 23,89 1,04 17,46 28,24 0,13 0,35 

264,75 1,30E+07 0,035 23,89 - 8,45 67,03 0,22 0,24 

287 1,54E+07 0,035 23,89 - 5,25 89,42 0,22 0,20 

310 1,64E+07 0,035 23,89 - 2,77 113,28 0,25 0,19 

331 2,27E+07 0,035 23,89 - 1,24 133,80 0,24 0,14 

352,4 1,45E+07 0,035 23,89 - 0,82 152,87 0,29 0,21 

376,3 1,42E+07 0,035 23,89 - 0,53 182,52 0,45 0,22 

404,4 1,58E+07 0,035 23,89 - 0,44 218,51 0,51 0,20 

428 1,78E+07 0,035 23,89 - 0,58 241,75 0,50 0,17 

448,4 2,08E+07 0,035 23,89 - 0,55 305,39 0,55 0,15 

473,63 1,35E+07 0,035 23,89 - 0,55 290,52 0,60 0,23 

496,8 9,30E+06 0,035 23,89 - 0,51 274,94 0,85 0,33 

521,82 1,53E+07 0,035 23,89 - 0,56 301,12 0,87 0,20 

 
Tabla 1: 
 
Datos sobre la fermentación de MUC1-IgG2a 
  

Tiempo de 
procesamiento 

Número de 
células vitales 

D Suministro 
de glucosa 

Glucosa Lactato MUC2-GFP-Cterm Producto q DGL 

h 1/ml 1/h mmol/l mmol/l mmol/l nM mmol/(h*E9)  

0,5 7,50E+04 0 0 21,37 3,12 0,00   

106 1,80E+06 0 0 4,25 21,1 1,66 0,01 0,44 

106,01  0,035 23,89   8,92   

130 2,20E+06 0,035 23,89 9,36  7,71 0,14 0,66 

154 2,90E+06 0,035 23,89 8,32 18,23 10,72 0,05 1,00 

182,38 6,83E+06 0,035 23,89 5,58 19,28 14,08 0,17 0,53 

212,9 1,19E+07 0,035 23,89 1,65 18,78 26,15 0,12 0,33 

237,2 1,44E+07 0,035 23,89 0,54 13,84 38,37 0,11 0,26 

254 1,48E+07 0,035 23,89 0,52 9,81 50,08 0,13 0,24 

278 1,20E+07 0,035 23,89 - 5,19 65,63 0,20 0,35 

302 1,40E+07 0,035 23,89 - 2,05 81,53 0,27 0,29 

326 1,20E+07 0,035 23,89 - 0,7 88,03 0,30 0,34 

349,9 2,16E+07 0,035 23,89 - 0,33 104,60 0,28 0,19 

374 1,20E+07 0,035 23,89 - 0,26 104,03 0,28 0,34 

  0,035 23,89 -  84,47   

  0,035 23,89 -  75,16   

446 1,10E+07 0,035 23,89 - 0,19 64,81  0,37 

470 1,10E+07 0,035 23,89 - 0,53 52,36  0,37 

494 1,40E+07 0,035 23,89 - 0,32 69,63 0,24 0,29 

518 1,30E+07 0,035 23,89 -  79,34 0,26 0,32 

  0,035 23,89 -  93,94   

  0,035 23,89 - 0,35 104,57   

595,8 1,01E+07 0,035 23,89 - 0,25 113,89   
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Tabla 2: 
 
Datos sobre la fermentación de MUC2-GFP-Cterm  
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un procedimiento para cultivar células CHO recombinantes productoras de anticuerpos o proteínas de fusión 
en un medio que contiene glucosa, 
 5 
en el que el cultivo de la línea celular se lleva a cabo con la adición un medio nutritivo de modo que la cantidad de 
glucosa complementada sea de un 50 % a un 35 % de lo que se puede consumir como máximo por la densidad de 
células vivas que se espera en el sistema en el caso de un proceso sin limitación de glucosa, 
 
en el que el procedimiento funciona como un procedimiento en régimen discontinuo con alimentación, 10 
 
en el que la productividad específica de la célula se incrementa en comparación con un proceso sin limitación de 
glucosa. 
 
2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 1, caracterizado por que el cultivo de las células se lleva a 15 
cabo con limitación de glucosa, en el que la proporción de la tasa de consumo de glucosa específica observada con 
respecto a la tasa de consumo de glucosa específica máxima conocida para estas células es menor que 0,5. 
 
3. El procedimiento de acuerdo la reivindicación 2, caracterizado por que la proporción es menor que 0,3. 
 20 
4. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 2 o la reivindicación 3, caracterizado por que la proporción 
disminuye durante el cultivo. 
 
5. El procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado por que la cantidad 
de glucosa complementada se mantiene constante desde el principio. 25 
 
6. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado por que 
la célula de mamífero es una célula CHO-K1. 
 
7. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado por que 30 
se produce un anticuerpo. 
 
8. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, caracterizado por que el cultivo 
se ha comenzado en régimen discontinuo. 
  35 
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