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RESUMEN
Un sistema fermentativo en etapa de desarrollo tecnológico va dirigido a la producción del 
ingrediente farmacéuticamente activo (IFA) de una vacuna contra la Peste Porcina Clásica 
empleando la línea celular HEK293. El objetivo fue proponer una estrategia de optimización 
aplicada al diseño del sistema de cultivo celular empleando la heurística sobre la base de la 
analogía entre el sistema experimental real y la simulación computacional. Para realizar las 
simulaciones del proceso se seleccionó el modelo cinético (Kontoravdi et al., 2007). Se mostró 
que los sistemas de fermentación reales han sido operados en condiciones muy alejadas de 
las óptimas y que el comportamiento de estos responde al errado régimen de alimentación al 
biorreactor que provoca la acumulación de productos tóxicos del metabolismo y el apagado 
del biorreactor. A partir de estos resultados se propone una estrategia de optimización que 
tiene en cuenta las características específicas del sistema de cultivo celular, la complejidad 
del modelo cinético seleccionado y que aprovecha las prestaciones del software MATLAB.
Palabras clave: estrategia heurística, analogía, simulación computacional, modelo cinético, 
cultivo celular

ABSTRACT
A fermentative system in the technological development stage is aimed at the production 
of the pharmaceutically active ingredient (API) of a vaccine against Classical Swine Fever 
using the HEK293 cell line. The objective was to propose an optimization strategy applied 
to the design of the cell culture system using heuristics based on the analogy between the 
real experimental system and the computational simulation. To carry out the simulations 
of the process, the kinetic model was selected (Kontoravdi et al., 2007). It was shown that 
the real fermentation systems have been operated in far from optimal conditions and that 
their behavior responds to the wrong feeding regimen to the bioreactor that causes the 
accumulation of toxic metabolism products and the shutdown of the bioreactor. Based on 
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these results, an optimization strategy is proposed that considers the specific characteristics 
of the cell culture system, the complexity of the selected kinetic model and that takes 
advantage of the MATLAB software features.
Key words: heuristic strategy, analogy, computer simulation, kinetic model, cell culture

INTRODUCCIÓN
La carne de cerdo es una de las fuentes de proteínas 
con mayor demanda y crecimiento a nivel mundial, 
solamente superada por la carne de aves de corral 
(OECD/FAO, 2021). Esta ha sido durante muchos 
años la fuente de proteínas fundamental en Cuba, 
país que ha dedicado enormes esfuerzos para el 
desarrollo de la ganadería porcina.

La cría del ganado porcino tiene como uno de sus 
problemas principales la incidencia de la Peste 
Porcina Clásica (PPC) o Cólera Porcino, que es una 
de las enfermedades virales que afecta esta especie, 
tanto en condiciones domésticas como salvajes. Se 
caracteriza por lesiones de carácter hemorrágico y 
de curso generalmente fatal en las formas agudas 
(Dunn & Burghes, 1983). 

La PPC es capaz de expresar todo su potencial 
negativo para la economía de la producción porcina 
y tener un impacto social y hasta político de gran 
envergadura (Gómez et al., 2006).

La estrategia para la obtención de nuevas vacunas 
para combatir el virus de la PPC se basa en la 
identificación de la proteína o proteínas del 
agente infeccioso que sean capaces de inducir una 
respuesta inmune protectora de forma semejante a 
la que induciría el agente infeccioso completo (Frías 
& Percedo, 2003). En este sentido se ha identificado 
que las glicoproteínas E1 y E2, que forman parte de 
la envoltura del virus y están relacionadas con la 
adhesión y penetración de éste en las células del 
hospedero (Li et al., 2011), tienen esa capacidad 
de respuesta inmune. Varios autores coinciden en 
que la glicoproteína E2 es el antígeno de mayor 
capacidad para inducir la formación de anticuerpos 

neutralizantes y conferir protección a los cerdos 
(Chen & Tong, 2010).

Aunque históricamente se han empleado varios 
sistemas de expresión para la síntesis de esta 
proteína, actualmente se prefiere su obtención a 
partir del cultivo de células de mamíferos (CCM), 
ampliamente usado en el mundo para la producción 
de proteínas complejas y anticuerpos monoclonales 
(García, 2002). El empleo de sistemas de CCM en 
suspensión en biorreactores de tanque agitado ha 
permitido la producción de proteínas de alto valor 
a gran escala, con una disminución significativa de 
los costos con respecto a otras tecnologías (Scott, 
2004).

Aunque existen diversas formas de emplear los 
biorreactores de tanque agitado, los sistemas más 
comunes son los de operación semicontinua y los 
continuos con reciclaje celular (perfusión), siendo 
esta última con la que se puede alcanzar la mayor 
densidad celular y productividad (Fenge & Lüllau, 
2006; Komolpis, Udomchokmongkol, Phutong, & 
Palaga, 2010; Sbarciog, Coutinho, & Vande Wouwer, 
2014). A pesar de las ventajas del sistema continuo 
con perfusión, se reconoce que su operación aún 
no está lo suficientemente estudiada y que resulta 
ser compleja. Se requiere un control riguroso para 
evitar la limitación de nutrientes, la acumulación de 
metabolitos inhibidores, el retraso en el crecimiento 
celular y el lavado del biorreactor, razones que 
dificultan la estabilidad del sistema fermentativo 
(Lohmeier et al., 2013; Sbarciog et al., 2014).

Para sortear las reconocidas complejidades durante 
el diseño de los sistemas de CCM se utilizan cada 
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vez más las estrategias de investigación basadas 
en la modelación matemática y la simulación 
de procesos (Baughman et al., 2011; Gernaey & 
Gani, 2010; Weber et al., 2006). Estas estrategias 
basadas en modelos ofrecen importantes ventajas 
respecto a las estrategias empíricas y brindan la 
posibilidad de una mejor comprensión del proceso, 
complementando el conocimiento ya disponible 
con nuevos datos y reduciendo el tiempo y el costo 
del desarrollo tecnológico.

La estrategia de modelación matemática de 
procesos permite resolver problemas de diseño 
acudiendo a los métodos de optimización con 
auxilio de la simulación computacional (Nfor et al.,  
2009; Zadeh, 2011), pero la naturaleza compleja 
de este tipo de sistema de cultivo y la carencia de 
modelos matemáticos robustos y ajustados atentan 
contra la calidad y efectividad del diseño.

Aunque no es común el empleo de la heurística 
en el diseño de sistemas de cultivo, esta estrategia 
suele usarse como herramienta para enfrentar 
problemas complicados que no cuentan con un 
procedimiento algorítmico de solución (Cocinero, 
2015). La heurística es usada en la ingeniería como 
un método basado en la experiencia, que puede 
utilizarse para resolver problemas de diseño, desde 
calcular los recursos necesarios de un proceso 
hasta determinar las condiciones de operación de 
los sistemas.

Esta investigación se ha desarrollado tomando 
como objeto de estudio el proceso productivo de 
la glicoproteína E2, fusionada a un determinante 
antigénico que mejora la respuesta inmunológica 
celular. Para la obtención del IFA de la vacuna en 
este proceso se emplea la línea celular HEK293 
(células embrionarias de riñón humano). 

El proceso fermentativo bajo estudio se realiza en 
un biorreactor de tanque agitado en operación 
continua con perfusión (BCTAP). En el momento 

del estudio, este sistema productivo se encontraba 
en una etapa inicial de desarrollo tecnológico y se 
alcanzaban bajos rendimientos productivos con alta 
inestabilidad operacional. Atendiendo a la situación 
descrita, en este trabajo se persigue el objetivo de 
proponer una estrategia de optimización aplicada al 
diseño del sistema de cultivo celular empleando la 
heurística y la simulación computacional.

MATERIALES Y MÉTODOS
En el desarrollo del proceso fermentativo tienen 
lugar dos etapas fundamentales. En una primera 
etapa se desarrollan de manera consecutiva, 
la descongelación del vial del banco celular, la 
expansión celular y la preparación del inóculo. En 
una segunda etapa se desarrolla la fermentación en 
el biorreactor.

La descongelación del vial se realiza rápidamente a 
37 °C, juntamente con la eliminación de los restos 
de crioconservante (dimetilsulfóxido). Las células 
se suspenden añadiendo medio fresco y se cultivan 
consecutivamente en frascos de 25, 50, 75 y 175 
mL hasta alcanzar una densidad de 3x105 células/
mL. La incubación en los frascos se realiza también 
a una temperatura de 37 °C en estado estático.

La expansión celular continúa con el trasvasado 
de los frascos de 175 mL a frascos de tipo roller 
de 2 L de capacidad con 500 mL de cultivo, a los 
que se le añade medio fresco y se incrementa el 
volumen de cultivo hasta lograr seis frascos rollers 
a una concentración de 1,2x106 células/mL. Cada 
frasco o roller es muestreado para control cada 
dos días y en el momento de preparar el inóculo. 
En el control se le realizan conteos de células 
en una cámara de Neubawer, determinando su 
concentración y viabilidad. También se verifica la 
ausencia de contaminantes, y en el momento de 
preparar el inóculo, se seleccionan los frascos que 
se emplearán para dicho fin, que deben sumar una 
cantidad de cuatro frascos.
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El contenido de los cuatro frascos roller 
seleccionados, cuyo volumen es de 2 L, se mezcla 
en un sifón en una cabina de flujo laminar para 
garantizar la esterilidad del inóculo. El sifón 
preparado se traslada hacia el local de fermentación 
para proceder a la inoculación del biorreactor.

Previa a la etapa de fermentación tiene lugar la 
preparación del medio de cultivo y su esterilización. 
Esta última se realiza por filtración con una micro 
membrana cuyo tamaño de poro oscila entre 0,45 
y 0,1 μm. El filtrado se almacena en una bolsa 
estéril hasta su liberación para ser usada en la 
fermentación. 

Para cumplir el objetivo propuesto en esta 
investigación se aplicó una estrategia heurística. 
Este tipo de estrategia, aunque es comúnmente 
usada en los procesos de investigación y desarrollo 
(Figueiredo & Loiola, 2017; González, 1991), no se 
cuenta con abundante bibliografía sobre su uso en 
el diseño de cultivos celulares.

Una de las técnicas empleadas dentro de las 
estrategias heurísticas incluye el uso de problemas 
análogos que ya hayan sido resueltos. Para su 
aplicación se procesaron los datos obtenidos de 
dos fermentaciones realizadas en la instalación 
objeto de estudio y se realizó una caracterización 
de la operación y de los resultados alcanzados en 
dichas fermentaciones. Posteriormente se estudió 
un grupo de los modelos más representativos de 
este tipo de sistemas reportados en la literatura 
especializada y se seleccionó uno de ellos, para 
realizar simulaciones exploratorias en condiciones 
análogas a las del sistema real.

Las analogías identificadas entre el proceso estudiado 
y los procesos que representan las simulaciones 
realizadas permitieron establecer criterios de 
comparación y manejar posibles correcciones de 
las variables fundamentales del proceso. En este 
sentido, la simulación computacional y el empleo 

de la analogía estuvieron dirigidas a comprobar si 
las condiciones de velocidad de dilución, así como 
las concentraciones de glucosa y de glutamina en 
la corriente de alimentación al biorreactor, que 
se usan en el proceso estudiado, están alejadas o 
no de las condiciones de máxima productividad. 
Este análisis permitió trazar una estrategia para la 
optimización computacional.

Los modelos no estructurados-no segregados, tales 
como el de Monod y el de Andrews, entre otros, 
han tenido gran utilidad práctica y aún se continúan 
utilizando en CCM; pues la mayoría de los productos 
de tercera generación y de las tecnologías de 
fermentación continua han sido desarrollados 
con este tipo de modelos (Jang & Barford, 2000; 
Ozturk, 2006; Papathanasiou et al., 2016); sin 
embargo, presentan serias limitaciones, ya que no 
son capaces de describir las dinámicas inducidas 
por cambios metabólicos como consecuencia de 
las regulaciones intracelulares que tienen lugar en 
una célula de mamífero (Teixeira et al., 2005), y por 
lo tanto, no son capaces de explicar la dinámica de 
este tipo de sistema.

Debido a las referidas limitaciones de los modelos 
no estructurados, se han tenido que desarrollar 
modelos estructurados más complejos, que tienen 
en cuenta la estructura celular y que permiten 
describir las dinámicas de los CCM. Estos modelos 
cinéticos son cada vez más empleados para 
describir el comportamiento del metabolismo 
celular y pueden ser usados como herramienta 
para la optimización de bioprocesos (Almquist et 
al., 2014; Ghorbaniaghdam, 2013; Kiparissides et 
al., 2011; Robitaille et al., 2015; Wang et al., 2009).

Selección del modelo cinético y simulación
Uno de los modelos más utilizados actualmente, 
es un modelo híbrido desarrollado por un grupo 
de especialistas del departamento de ingeniería 
química del Colegio Imperial de Londres (Kontoravdi, 
2006; Kontoravdi et al., 2007), que se nutre de 
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otros modelos para describir diferentes procesos 
cinéticos. 

Para el crecimiento y la muerte celular; así como, 
para el metabolismo, se basa en el modelo no 
estructurado de Jang & Barford, (2000). Para la 
síntesis y la secreción de la proteína se basa en el 
modelo estructurado de Bibila & Flickinge, (1992) 
y para el proceso de glicosilación en el de Umaña 
& Bailey, (1997). Este modelo ha sido utilizado 
exitosamente en diferentes sistemas de expresión 
(Ho et al., 2012; Kiparissides et al., 2011; Kontoravdi 
et al., 2010).

En la Tabla 1 se muestran las ecuaciones del 
modelo cinético de Kontoravdi seleccionado para 
las simulaciones exploratorias. Estas ecuaciones 
representan las velocidades de cada uno de los 
procesos celulares relacionados con el crecimiento 
y el metabolismo celular, así como con la síntesis de 
la proteína de interés. Las ecuaciones del modelo 
cinético son empleadas en los balances de masa en 
el biorreactor que opera en modo perfusión. 

En la Tabla 2 se presentan las ecuaciones de los 
balances de masa por componentes en el BCTAP, 
que incluyen la cinética en términos de formación 
y consumo de dichos componentes, constituidos 
estos por células (viables, muertas y totales), 
glucosa, glutamina, lactato, amonio y la proteína de 
interés, mientras que en la Tabla 3 se muestran los 
balances de masa de los principales componentes 
intracelulares según el modelo de Kontoravdi. 

Estos balances de masa por componentes 
constituyen el modelo matemático del biorreactor, 
que será utilizado en las simulaciones exploratorias 
y en el análisis comparativo por analogía, para 
el posterior establecimiento de la estrategia de 
optimización aplicada al diseño del sistema de 
cultivo. El modelo está constituido por un sistema 
de 16 ecuaciones diferenciales ordinarias que 
tienen como variables respuestas los componentes 

intracelulares y extracelulares del sistema de 
cultivo. Este sistema de ecuaciones diferenciales fue 
resuelto empleando una combinación del método 
de Runge-Kutta con un método trapezoidal, implícito 
en la función ode23tb del software MATLAB (The 
MathWorks Inc., 2020). Las simulaciones también 
fueron realizadas empleando la herramienta 

SimBiology del propio software MATLAB.
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TABLA 1  

Modelo cinético de Kontoravdi (2007) 

Ecuaciones asociadas al crecimiento celular 

Velocidad neta de crecimiento de células 
viables 

𝑟𝑋 = 𝑟𝑋𝑣
− 𝑟𝑋𝑑

 

Velocidad de crecimiento de células 
viables 

𝑟𝑋𝑣
= 𝜇𝑋𝑣 

Velocidad específica de crecimiento 
celular  

𝜇 = 𝜇𝑚𝑎𝑥 (
𝐺𝑙𝑐

𝐾𝐺𝑙𝑐 + 𝐺𝑙𝑐
) (

𝐺𝑙𝑛

𝐾𝐺𝑙𝑛 + 𝐺𝑙𝑛
) (

𝐾𝐼𝐴𝑚𝑛

𝐾𝐼𝐴𝑚𝑚 + 𝐴𝑚𝑚
) (

𝐾𝐼𝐿𝑎𝑐

𝐾𝐼𝐿𝑎𝑐 + 𝐿𝑎𝑐
) 

Velocidad de muerte celular 𝑟𝑋𝑑
= 𝜇𝑑𝑋𝑣 − 𝐾𝐿𝑦𝑠𝑋𝑑 

Velocidad específica de muerte celular 
𝜇𝑑 =

𝜇𝑑𝑚𝑎𝑥

(1 + (
𝐾𝑑𝐴𝑚𝑛

𝐴𝑚𝑛 )
𝑛

)

 

Velocidad de crecimiento de células 
totales 

𝑟𝑋𝑡
= 𝑟𝑋𝑣

− 𝐾𝐿𝑦𝑠(𝑋𝑡−𝑋𝑣) 

Ecuaciones asociadas al metabolismo celular 

Velocidad total de consumo de glucosa  𝑟𝐺𝑙𝑐 = 𝑟𝐺𝑙𝑐/𝑋
+ 𝑟𝐺𝑙𝑐/𝑀

 

Velocidad total de consumo de glutamina 𝑟𝐺𝑙𝑛 = 𝑟𝐺𝑙𝑛/𝑋
+ 𝑟𝐺𝑙𝑛/𝑀

+ 𝑟𝐺𝑙𝑛/𝐷
 

Velocidad de consumo de glucosa para la 
síntesis de biomasa 

𝑟𝐺𝑙𝑐/𝑋
=

1

𝑌𝑋/𝐺𝑙𝑐
𝑟𝑋𝑣

 

Velocidad de consumo de glutamina para 
la síntesis de biomasa 

𝑟𝐺𝑙𝑛/𝑋
=

1

𝑌𝑋/𝐺𝑙𝑛
𝑟𝑋𝑣

 

Velocidad de consumo de glucosa para el 
mantenimiento celular 

𝑟𝐺𝑙𝑐/𝑀=𝑚𝐺𝑙𝑐 𝑋𝑣
 

Velocidad de consumo de glutamina para 
el mantenimiento celular 

𝑟𝐺𝑙𝑛/𝑀=𝑚𝐺𝑙𝑛 𝑋𝑣
 

Velocidad específica de consumo de 
glutamina para el mantenimiento celular 

𝑚𝐺𝑙𝑛 =
𝑎1𝐺𝑙𝑛

𝑎2 + 𝐺𝑙𝑛
 

Velocidad de producción de amonio 𝑟𝐴𝑚𝑛 = 𝑌𝐴𝑚𝑛/𝐺𝑙𝑛(𝑟𝐺𝑙𝑛/𝑋
+ 𝑟𝐺𝑙𝑛/𝑀

) + 𝑟𝐺𝑙𝑛/𝐷
 

Velocidad de producción de lactato 𝑟𝐿𝑎𝑐 = 𝑌𝐿𝑎𝑐/𝐺𝑙𝑐 𝑟𝐺𝑙𝑐 

Velocidad de degradación de la glutamina 𝑟𝐺𝑙𝑛/𝐷
= 𝑘𝑑𝐺𝑙𝑛  𝐺𝑙𝑛 

Ecuaciones asociadas a la síntesis de proteína 

Velocidad de producción intracelular de 
ARNm de cadena pesada 

𝑟𝑚𝐻 = 𝑁𝐻𝑆𝐻 + 𝐾𝑚𝐻 

Velocidad de producción intracelular de 
ARNm de cadena ligera 

𝑟𝑚𝐿 = 𝑁𝐿𝑆𝐿 + 𝐾𝑚𝐿 

Velocidad de producción de aminoácidos 
de cadena libre pesada en el retículo 
endoplasmático 

𝑟[𝐻] = 𝑇𝐻𝑚𝐻 − 𝑅𝐻 

Velocidad de producción de aminoácidos 
de cadena libre ligera en el retículo 
endoplasmático 

𝑟[𝐿] = 𝑇𝐿𝑚𝐿 − 𝑅𝐿 

25 
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Velocidad de consumo de cadena pesada 
en el ensamblaje 

𝑅𝐻 = 2𝐾𝐴[𝐻2][𝐿] + 𝐾𝐴[𝐻2𝐿][𝐿] 

Velocidad de consumo de cadena ligera 
en el ensamblaje 

𝑅𝐿 =
3   𝑅𝐻

2 𝐾𝐴[𝐻]2
 

Velocidad de ensamble de intermediarios 
en el retículo endoplasmático 𝑟[𝐻2] =

1

3
𝐾𝐴[𝐻]2 − 2𝐾𝐴[𝐻2][𝐿] 

Velocidad de ensamble de intermediarios 
en el retículo endoplasmático 

𝑟[𝐻2𝐿] = 2𝐾𝐴[𝐻2][𝐿 ] − 𝐾𝐴[𝐻2𝐿][𝐿] 

Velocidad de producción de proteína en 
el retículo endoplasmático 

𝑟[𝐻2𝐿2]𝐸𝑅 = 𝐾𝐴[𝐻2𝐿][𝐿] − 𝐾𝐸𝑅[𝐻2𝐿2]𝐸𝑅 

Velocidad de producción de proteína en 
el aparato de Golgi 

𝑟[𝐻2𝐿2]𝐺 = 𝜀1𝐾𝐸𝑅[𝐻2𝐿2]𝐸𝑅 − 𝐾𝐺[𝐻2𝐿2]𝐺  

Velocidad específica de síntesis de 
proteína 

𝑄𝑃𝑟𝑜𝑡 = 𝜀2𝜆𝐾𝐺[𝐻2𝐿2]𝐺  

Velocidad de síntesis de proteína 𝑟𝑃𝑟𝑜𝑡 = (𝛾1−𝛾2 𝜇) 𝑄𝑃𝑟𝑜𝑡𝑋𝑣 

 

 

TABLA 2 

 Ecuaciones del balance de masa por componentes en el biorreactor 

Componente o especie química Ecuación del balance de masa 

Células viables (Xv) 
𝑑(𝑋𝑉)

𝑑𝑡
= 𝑟𝑋𝑉

− 𝑟𝑋𝑑
− 𝐷 ∙ φ ∙ 𝑋𝑉 

Células muertas (Xd) 
𝑑(𝑋𝑑)

𝑑𝑡
= 𝑟𝑋𝑑

− 𝐷 ∙ 𝜑 ∙ 𝑋𝑑 

Células totales (Xt) 
𝑑(𝑋𝑡)

𝑑𝑡
= 𝑟𝑋𝑡

− 𝐷 ∙ 𝜑 ∙ 𝑋𝑡 

Glucosa (Glc) 
𝑑(𝐺𝑙𝑐)

𝑑𝑡
= −𝑟𝐺𝑙𝑐 + 𝐷(𝐺𝑙𝑐𝑓 − 𝐺𝑙𝑐) 

Glutamina (Gln) 
𝑑(𝐺𝑙𝑛)

𝑑𝑡
= −𝑟𝐺𝑙𝑛 + 𝐷(𝐺𝑙𝑛𝑓 − 𝐺𝑙𝑛) 

Amonio (Amm) 
𝑑(𝐴𝑚𝑛)

𝑑𝑡
= 𝑟𝐴𝑚𝑛 − 𝐷 ∙ 𝐴𝑚𝑛 

Lactato (Lac) 
𝑑(𝐿𝑎𝑐)

𝑑𝑡
= 𝑟𝐿𝑎𝑐 − 𝐷 ∙ 𝐿𝑎𝑐 

Proteína E2 (𝐶𝑃𝑟𝑜𝑡) 
𝑑(𝐶𝑃𝑟𝑜𝑡)

𝑑𝑡
= 𝑟𝑃𝑟𝑜𝑡 − 𝐷 ∙ 𝐶𝑃𝑟𝑜𝑡 
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TABLA 3 

 Balances intracelulares según el modelo de Kontoravdi  

Componente intracelular Ecuación 

ARNm de cadena pesada 
d(mH)

dt
= rmH 

ARNm de cadena ligera 
d(mL)

dt
= rmL 

Aminoácidos de cadena libre pesada en el retículo 
endoplasmático 

d(H)

dt
= rH 

Aminoácidos de cadena libre ligera en el retículo 
endoplasmático 

d(L)

dt
= rL 

Intermediarios ensamblados en el retículo endoplasmático 
d(H2)

dt
= rH2

 

Intermediarios ensamblados en el retículo endoplasmático 
d(H2L)

dt
= rH2L 

Proteína en el retículo endoplasmático 
d([H2L2]er)

dt
= r[H2L2]er 

Proteína en el aparato de Golgi 
d([H2L2]g)

dt
= r[H2L2]g 
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Aunque el medio de cultivo empleado en las 
fermentaciones contiene una gran cantidad 
de componentes entre aminoácidos, fuentes 
de carbono, sales minerales y otros, los únicos 
componentes del medio de cultivo que incluye el 
modelo cinético de Kontoravdi, (2007) son la glucosa 
y la glutamina. Estos son consumidos rápidamente 
por las células, y el metabolismo de ambos genera 
productos inhibidores del crecimiento y la síntesis 
de productos como el lactato y el amonio (Jang & 
Barford, 2000; Kwang & Lee, 2015; Ozturk, 2006). 

Por esta razón, ellos determinan la cinética del 
proceso fermentativo y las concentraciones de 
ambos sustratos en la corriente de alimentación al 
biorreactor, por esta razón estas concentraciones 
de alimentación son comúnmente seleccionadas 
como variables de diseño (Dewasme et al., 2017; 
Jang & Barford, 2000;  Kiparissides et al., 2011).

Se seleccionaron entonces como variables de 
diseño del sistema fermentativo la concentración 
de glucosa y de glutamina en el alimentado (Glcf y 
Glnf respectivamente). También se seleccionó como 
variable de diseño la velocidad de dilución (D), 
que relaciona el volumen del fermentador con el 
caudal volumétrico. Esta es una variable que debe 
ser manipulada cuidadosamente y determina el 
suministro adecuado de los nutrientes al sistema 
de cultivo. Un bajo valor de esta variable no 
garantizaría los nutrientes para el desarrollo del 
cultivo y un valor muy alto trae consigo el llamado 
Wash-out o lavado del biorreactor.

Fermentaciones experimentales
Las condiciones de operación del biorreactor para 
las dos fermentaciones experimentales fueron las 
siguientes: agitación, 150 rpm; temperatura, 36,5 
± 1 °C; pH, 7,3 ± 0,5; oxígeno disuelto 30 ± 10 %; 
aireación, 0,04 – 0,1 vvm. Este equipo es de marca 
Sartorius Biostat B Plus, con un vaso de vidrio de 
10 L de capacidad y un volumen efectivo de 8 L. Se 
estableció una eficiencia de reciclaje de células de 

97 %, lo que equivale a una fracción no reciclada 
(φ) de 0,03.

En ambas fermentaciones la velocidad de dilución 
fue incrementada progresivamente partiendo de 
un valor de 0,01 h-1 al inicio de la fermentación en 
modo perfusión y hasta un máximo de 0,048 h-1. 
Este incremento progresivo es realizado de manera 
manual por el operario del biorreactor y se justifica 
por la elevación de las demandas nutricionales del 
cultivo a medida que aumenta la concentración 
celular. La concentración de glucosa en la corriente 
de alimentación se fijó en 29, 5 mmol/L y la de 
glutamina en 4 mmol/L.

Durante en desarrollo de las dos fermentaciones 
experimentales se midieron a través del tiempo la 
concentración de células viables en el biorreactor 
(Xv), empleando el método de conteo celular en 
cámara de Neubawer, y la concentración de la 
proteína de interés (CProt), empleando la técnica de 
ELISA tipo sandwich.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Como resultado de las mediciones y las 
determinaciones realizadas durante el desarrollo de 
las fermentaciones experimentales, se presentan 
en la tabla 4 los valores de Xv y CProt a través del 
tiempo.
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Fermentación 1 Fermentación 2

Tiempo 
(h)

D 
(h-1)

Xv 
(x106 células/mL)

CProt 
(mg/L)

0 0,01 0,65 0
24 0,01 0,955 2,83
48 0,01 1,285 3,31
60 0,01 1,655 3,80
72 0,01 2,06 4,21
84 0,0127 2,485 6,21
96 0,0127 2,96 8,63

108 0,0127 4,02 9,63
120 0,0127 3,71 10,38
132 0,0123 3,06 11,18
144 0,0173 2,76 11,24
156 0,01 2,39 10,38
168 0,01 1,92 8,16
180 0,01 1,81 7,35
192 0,01 1,03 6,76

Tiempo 
(h)

D 
(h-1)

Xv 
(x106 células/mL)

CProt 
(mg/L)

0 0,01 0,51 0
19 0,01 0,805 6,75
43 0,01 0,975 7,98
67 0,01 1,255 11,25
91 0,01 1,545 13,62

115 0,01 1,54 17,95
139 0,0165 1,81 17,71
163 0,0165 2,415 19,6
187 0,0165 4,44 25,84
211 0,0247 7,36 29,35
235 0,0247 7,56 26,57
259 0,028 7,97 44,99
283 0,028 13,0 65,91
307 0,028 18,03 87,01
331 0,0380 36,28 111,75
355 0,0429 38,08 136,17
379 0,0479 46,48 186,34
403 0,0479 17,44 97,31
410 0,0479 26,64 105,23
427 0,0479 29,36 130,20

TABLA 4 
Comportamiento de D, Xv y CProt en las fermentaciones experimentales

Como se puede observar en la propia Tabla 4, 
la fermentación 2 ha sido más duradera que la 
fermentación 1, sobrepasando las 427 h, algo 
deseable en las fermentaciones continuas cuando 
se aspiran a altos niveles productivos. También 
han sido superiores la concentración celular 
y la concentración de proteínas alcanzadas, 
sobrepasando los 46 millones de células/mL de 
cultivo la primera y siendo superiores a 186 mg/L en 
el caso de la concentración de proteína. Se observa 
que en la primera fermentación este último valor 

no sobrepasa los 12 mg/L.

Ante la diferencia tan marcada entre las 
fermentaciones 1 y 2, se impone indagar sobre 
las causas que la provoca y sobre los cambios que 
pudieran evaluarse para lograr mejoras sustanciales 
en el proceso. Sobre la búsqueda de las causas de 
la diferencia de comportamiento, la formulación 
de hipótesis y la comprobación de dichas causas se 
sustenta la aplicación de la estrategia heurística de 
la analogía en este caso de estudio.
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FIGURA 1
Comportamiento de la concentración de células viables y de proteína E2 para ambas fermentaciones 
experimentales

En la Figura 2 se puede observar mejor la gran 
diferencia entre ambas fermentaciones en cuanto al 
crecimiento celular y concentración de la proteína 
de interés E2.

En la búsqueda de las diferencias entre las dos 
fermentaciones experimentales desde el punto de 
vista operacional, se observa que en la primera 
fermentación la velocidad de dilución (D) es 
manipulada desde un valor inicial de 0,01 h-1 hasta un 
máximo de solamente de 0,0173 h-1, reduciéndose 
posteriormente hasta el mismo valor inicial. Sin 
embargo, en la segunda fermentación el valor 
máximo de D es 2,76 veces superior que el valor 
máximo de D empelado en la primera fermentación. 
Bajo esta observación se llegó a la hipótesis de que 
en la primera fermentación los valores de D estaban 
muy alejado de los óptimos e incluso alejados 
también de valores aceptables para fermentaciones 
de rendimiento promedio. Para probar la referida 
hipótesis se recurrió a la estrategia heurística de la 
analogía a partir de simulaciones para un sistema 
análogo al experimental, en este caso, el empleado 
por Kontoravdi (2007).

Las simulaciones se realizaron empleando valores 
de D en un rango entre 0,01 y 0,4 h-1 para un BCTAP. 
Además, en esta figura 2 se presenta el resultado de 
dichas simulaciones. Se puede observar que para 
valores de D cercanos a 0,01 h-1 la concentración del 
producto sigue una trayectoria acampanada similar 
al comportamiento de la fermentación 1. 

Este comportamiento conlleva a la caída casi total 
de la concentración en 800 h y se debe a la carencia 
de suficientes nutrientes por el bajo caudal de 
alimentación y a la elevación de la concentración 
de productos tóxicos del metabolismo tales como 
el lactato y el amonio, algo típico de las operaciones 
discontinuas a la cual tiene una operación continua 
a bajos valores de D.
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FIGURA 2 
Comportamiento del sistema con las variaciones de la velocidad de dilución

La operación a valores de D cercanos a 0,4 h-1 trae 
consigo el apagado del reactor por lavado, con el 
arrastre de células y productos fuera de los límites 
del biorreactor. En este sistema de Kontoravdi, a 
valores de D entre 0,06 y 0,08 h-1 se puede alcanzar 
un estado estacionario, en el que la concentración 
de productos y la del resto de los componentes del 
sistema permanecen constantes con el tiempo a la 
salida del biorreactor.

Al observar la Tabla 4 y la Figura 2, se puede 
constatar que existe una correspondencia entre 
el comportamiento de la fermentación 1, que 
se opera a valores de D cercanos a 0,01 h-1 y el 
comportamiento obtenido por simulación al 
mismo valor de D. La analogía entre el sistema 
experimental real y el simulado permite comprobar 
la hipótesis planteada y afirmar que los valores 
de D empleados en la fermentación 1 están muy 
alejados de los óptimos y en un intervalo en el 
que irremediablemente ocurrirá el apagado del 
biorreactor por la reducción en la concentración 
celular, (Fig. 3).

Aunque el régimen de alimentación de la 
fermentación 2 también se considera alejado de las 
condiciones de D óptimas, el comportamiento de 
esta fermentación experimental es más favorable. 
El empleo de valores de D cercanos a 0,048 h-1 indica 
con evidencias que un incremento del valor de D en 
ese intervalo mejora la estabilidad y productividad 
del sistema de cultivo en el BCTAP.
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FIGURA 3 
Comportamiento de la concentración de células viables del sistema de Kontoravdi para una 
velocidad de dilución de 0,01 h-1

La disminución de la concentración celular (Fig. 3) 
provoca una reducción en la síntesis de proteína 
y de su concentración en el biorreactor, tal como 
se muestra en la Figura 2 para un valor de D de 
0,01 h-1. Aunque la baja velocidad de dilución 
que se emplea no garantiza los requerimientos 
nutricionales del sistema de cultivo en desarrollo, 
el comportamiento observado hasta el definitivo 
apagado del biorreactor es el resultado del 
incremento de la concentración de lactato y amonio 
en el biorreactor, reconocidos inhibidores del 
crecimiento celular que pueden llegar a ser letales 
a la células (Gagnon et al., 2011; Liu et al., 2008). En 
el caso del amonio esta letalidad se manifiesta por 
encima de los 5 mmol/L en CCM (Liu et al., 2008). 

En la Figura 4 se presenta la dinámica de lactato y 
amonio para el sistema de Kontoravdi a una D de 
0,02 h-1.

A pesar  de la  gran importancia de la selección 
correcta de D, la estabilidad y alta productividad 
del sistema fermentativo se logra con el efecto 
combinado de esta variable y otras de alta 
importancia como las concentraciones de 
alimentación de glucosa y glutamina, empleadas 
también como variables de diseño. 

En la Figura 5 se muestra el resultado de un análisis 
de sensibilidad por simulación efectuado sobre la 
concentración de proteína respecto a la Glcf. Se 
empleó un intervalo de Glcf desde la usada en el 
sistema experimental de 29, 5 mmol/L hasta el 
valor empleado por Kontoravdi de 500 mmol/L.
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FIGURA 4 
Dinámica de lactato y amonio en el sistema de Kontoravdi para D=0,02 h-1

FIGURA 5 
Resultados del análisis de sensibilidad respecto a Glcf
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Como se puede observar en la Figura 5, la 
concentración Glcf empleada por Kontoravdi ofrece 
mejores resultados en cuanto a la concentración 
de producto que los que se obtendrían para ese 
mismo sistema si se empleara la Glcf que se usó en 
el sistema experimental. Esto también es un indicio 
de que esa variable pudiera estar también muy 
alejada de las condiciones óptimas.

Debido a la interrelación de los factores que 
determinan la estabilidad y productividad del 
sistema de cultivo, la optimización de las variables 
de diseño (D, Glcf, Glnf) no se lograría con la 
formulación de un problema de optimización que 
no tenga en cuenta estas tres variables. Debe 
entonces concebirse una estrategia de optimización 
que se base en los resultados del análisis realizado 
en este trabajo.  

Estrategia de optimización
Después de las simulaciones realizadas con el 
modelo cinético seleccionado y bajo las condiciones 
de operación reales del proceso fermentativo en la 
producción del IFA de la vacuna contra la PPC, se 
tienen indicios de que el modelo cinético propuesto 
por Kontoravdi describe el comportamiento de 
la línea celular HEK293 bajo las condiciones del 
proceso actual. 

Esta afirmación debe ser confirmada con el ajuste 
del modelo a datos reales del sistema experimental. 
Este proceso de ajuste puede formar parte de 
una estrategia concebida para la optimización del 
proceso fermentativo, la cual se propone con la 
siguiente secuencia de pasos:

1. Diseñar un experimento dinámico en tres niveles 
de los factores D, Glcf y Glnf sobre un biorreactor 
continuo a pequeña escala. Se proponen como 
nivel mínimo y máximo los empleados en la 
fermentación 1 y los empleados por Kontoravdi 
respectivamente.

2. Ejecutar el experimento diseñado y medir al 
menos cada dos horas las variables respuestas 
Xv, Xv, Xv, Glc, Gln. Amn, Lac y .

3. Realizar un análisis de sensibilidad de los 
parámetros del modelo de Kontoravdi, 
empleando la herramienta SimBiology del 
software MATLAB. Con este análisis se podrán 
seleccionar los parámetros más significativos 
con el fin de simplificar el ajuste del modelo.

4. Estimar los parámetros significativos del modelo 
a partir de su ajuste a los datos experimentales.

5. Repetir la ejecución del diseño experimental 
y obtener nuevos datos a otros niveles de los 
factores y con estos validar el modelo.

6. Formular el problema de optimización 
definiendo la función objetivo y las 
restricciones. La variable respuesta de la 
función objetivo a optimizar se selecciona 
según los intereses o política de la empresa y 
puede ser, entre otras, la productividad, el costo 
o la ganancia. Las restricciones están definidas 
por los límites inferior y superior de las variables 
independientes (D, Glcf y Glnf).

7. Resolver el problema de optimización y con 
esto determinar el valor de las variables 
independientes para la mejor respuesta. Debido 
a que el modelo a resolver tiene carácter 
multimodal se debe emplear una estrategia 
de optimización global. Pudiera emplearse 
la función pattern search de MATLAB o las 
estrategias de optimización Global Search o 
MultiStart del propio software

CONCLUSIONES
El empleo de la estrategia heurística de la analogía, 
conjugado con la simulación computacional, ha 
permitido caracterizar el sistema de cultivo celular 
y determinar las causas de las manifestaciones 
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negativas que se presentan en las condiciones 
de operación, para las dos fermentaciones 
experimentales.

 Las simulaciones realizadas empleando el modelo 
ajustado al sistema análogo de Kontoravdi han 
mostrado que las velocidades de dilución empleadas 
en ambas fermentaciones están significativamente 
alejadas de las condiciones óptimas y han 
contribuido a la acumulación de productos tóxicos 
del metabolismo, como el lactato y el amonio, 
trayendo consigo el apagado del biorreactor. 

El desempeño operacional del biorreactor 
usado en la síntesis de la proteína E2 puede ser 
optimizado manipulando las variables D, Glcf y 
Glnf. La estrategia de optimización propuesta se 
ha concebido teniendo en cuenta los resultados 
de esta investigación, las características específicas 
del sistema de cultivo celular, la complejidad del 
modelo cinético seleccionado y aprovechando las 
prestaciones del software MATLAB. 

El rediseño del proceso a partir de los resultados 
de la optimización desarrollada con la estrategia 
propuesta permitirá mayor duración y estabilidad 
de los ciclos fermentativos, la elevación de la 
productividad y el incremento de los niveles 
productivos de la vacuna contra la PPC. 
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Nomenclatura 

Glc Concentración de glucosa  
𝑵𝑯 

Número de copias de genes por células 
de cadena pesada 

Gln Concentración de glutamina  
𝑁𝐿  

Número de copias de genes por células 
de cadena ligera 

Lac Concentración de lactato  
𝑆𝐻  

Velocidad específica de transcripción de 
genes de cadena pesada 

Amn Concentración de amonio  
𝑆𝐿  

Velocidad específica de transcripción de 
genes de cadena ligera 

𝐾𝐺𝑙𝑐 Constante de Monod para la glucosa  
K 

Velocidad de descomposición de ARNm 
de cadena ligera y pesada 

𝐾𝐺𝑙𝑛 Constante de Monod para la glutamina  
𝑚𝐻 

Concentración intracelular de ARNm de 
cadena pesada 

𝐾𝐼𝐴𝑚𝑛 Constante de inhibición para el amonio  
𝑚𝐿 

Concentración intracelular de ARNm de 
cadena ligera 

𝐾𝐼𝐿𝑎𝑐 Constante de inhibición para el lactato  
[𝐻] 

Concentraciones de cadenas libres 
pesadas en el retículo endoplasmático 

𝜇 Velocidad específica de crecimiento celular  
[𝐿] 

Concentraciones de cadenas libres 
ligeras en el retículo endoplasmático 

𝜇𝑚𝑎𝑥   
Velocidad específica máxima de crecimiento 
celular 

 
𝑇𝐻  

Velocidad especifica de traducción de 
aminoácidos de cadena pesada 

𝜇𝑑 Velocidad específica de muerte celular  
𝑇𝐿  

Velocidad especifica de traducción de 
aminoácidos de cadena ligera 

𝜇𝑑𝑚𝑎𝑥 
Velocidad específica máxima de muerte 
celular 

 
𝐾𝐴 Constante de la velocidad de ensamble 

𝐾𝑑𝐴𝑚𝑛 
Constante de células muertas para el 
amonio 

 
[𝐻2] 

Concentración de intermediarios 
ensamblados en el retículo 
endoplasmático 

n Constante de la ecuación de muerte celular 
 

[𝐻2𝐿] 
Concentración de intermediarios 
ensamblados en el retículo 
endoplasmático 

𝐾𝐿𝑦𝑠 Velocidad específica de lisis celular  
[𝐻2𝐿2]𝐸𝑅 

Concentración de proteína en el retículo 
endoplasmático 

𝑟𝐿𝑦𝑠 Velocidad de lisis celular  
[𝐻2𝐿2]𝐺  

Concentración de proteína en el aparato 
de Golgi 

𝑌𝑋/𝐺𝑙𝑐 Rendimiento biomasa -glucosa 
 

𝐾𝐸𝑅 
Constante de velocidad de transporte de 
la proteína entre el retículo 
endoplasmático y el aparato de Golgi 

𝑌𝑋/𝐺𝑙𝑛 Rendimiento biomasa -glutamina 
 

𝐾𝐺  
Constante de velocidad de transporte de 
proteína entre el aparato de Golgi y el 
medio extracelular 

𝑌𝐴𝑚𝑛
𝐺𝑙𝑛 ⁄  Rendimiento amonio -glutamina 

 
𝜆 Masa molecular de la proteína 

𝑌𝐿𝑎𝑐
𝐺𝑙𝑐⁄  Rendimiento lactato-glucosa 

 
𝜀1 

Factor de eficiencia de la glicosilación en 
el retículo endoplasmático 

𝑚𝐺𝑙𝑐 
Coeficiente de mantenimiento para la 
glucosa 

 
𝜀2 

Factor de eficiencia de la glicosilación en 
el aparato de Golgi 

𝑘𝑑𝐺𝑙𝑛 
Constante de descomposición espontanea 
de la glutamina 

 
𝛾1 

Constante de la ecuación de síntesis de 
proteína 

𝑎1 
Constante para el mantenimiento celular 
por glutamina 

 
𝛾2 

Constante de la ecuación de síntesis de 
proteína 

𝑎2 
Constante para el mantenimiento celular 
por glutamina 

 
ARNm Ácido ribonucleico mensajero 
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