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RESUMEN 

El reactivo Hemoclasificador anti-B es de uso obligatorio para la clasificación de los 

grupos sanguíneos por el Sistema ABO; actividad frecuente en la red nacional de 

Hospitales y Bancos de Sangre. La elevación de los estándares regulatorios de los 

reactivos hemoclasificadores, conllevó a LABEX a adquirir un nuevo Hibridoma anti-B 

para desarrollar un diagnosticador que pueda ser comercializado. En el presente trabajo 

se caracterizó el crecimiento y producción del Hibridoma anti-B a escala de laboratorio en 

medio de cultivo RPMI suplementado con Suero Fetal Bovino y medio PFHM, empleando 

frascos rotatorios y modo de operación por lote, donde se calcularon y compararon 

parámetros como: velocidad de crecimiento, concentración celular, tiempo de duplicación y 

potencia de aglutinación del sobrenadante de cultivo; obteniéndose los mejores resultados 

con medio RPMI. La adición de insulina y glutamina al medio PFHM, no mejoró la 

productividad de la línea celular. Se caracterizó el clon BMS-4 en procesos de 

fermentación in vivo (ratones BALB/c) e in vitro (frascos rotatorios y biorreactor de olas) 

y se elaboraron las propuestas de los procesos productivos para obtener un IFA con la calidad 

conforme a lo establecido regulatoriamente. En la evaluación económica de las variantes 

desarrolladas, la opción con frascos rotatorios y medio RPMI suplementado con suero fetal 

bovino resultó la más rentable, al representar un costo de producción de 290 422.99 UM/a y 

generar utilidades de 655 490.44 UM/a, con un tiempo de operación de 150 días al año que 

permitirá satisfacer la demanda nacional de 30 mil frascos anual.  

  



Propuesta de un Proceso Productivo para la Obtención de un Reactivo Hemoclasificador anti-B. 

Abstract. 

 

 

ABSTRACT 

The anti-B Hemoclassifier reagent is mandatory for the classification of blood groups by 

the ABO System. It is a frequent activity in the national network of Hospitals and Blood 

Banks. The elevation of the regulatory standards for hemoclassifiers reagents led to 

acquire by LABEX a new anti-B Hybridoma and to develop a new diagnostician that 

could be market. In the present work, the growth and production of the anti-B Hybridoma 

were characterize at laboratory scale in culture mediums: RPMI supplemented with 

Bovine Fetal Serum and PFHM medium, using both the rollers bottles and batch mode of 

operation. The parameters calculated and compared were growth rate, cell concentration, 

duplicate time and agglutination potency of the culture supernatant.  The best result was 

obtain with RPMI medium. Insulin and glutamine added in the PFHM medium did not 

improve the productivity of the cell line. BMS-4 clone culture was characterized in vivo 

and in vitro fermentation processes, using BALB/c mice and rollers bottles or wave 

bioreactor, respectively.  It was necessary to obtain a productive processes of API with 

the quality according to the established for Regulatory standard. Economical comparative 

analysis among these variants developed resulted that fermentation carried in rollers 

bottles, in RPMI medium supplemented with fetal bovine serum, was the most cost-

effective option. It has a production cost of 290 422.99 UM/a, generating profits of 655 

490.44 UM/a, with an operating time of 150 days a year, that will meet the national 

demand of 30 thousand vial per year.



Propuesta de un Proceso Productivo para la Obtención de un Reactivo Hemoclasificador anti-B. 

Abreviatura  de Términos 

 

 
 

ABREVIATURAS DE TÉRMINOS: 

Ac: Anticuerpo  

AcM: Anticuerpo monoclonal  

SFB: Suero Fetal Bovino 

cel: Células 

Ig: Inmunoglobulinas  

PNO: Procedimiento Normalizado de Operación 

BM: Banco Maestro 

Pot: Potencia 

máx: Máxima 

CECMED: Centro para el Control Estatal de Medicamentos, Equipos y Dispositivos 

Médicos. 

CENPALAB: Centro Nacional de Producciones de Animales de Laboratorios  

LABEX: Laboratorios de Anticuerpos y Biomodelos Experimentales  

INS: Insulina 

GLUT: Glutamina 

IFA: Ingrediente Farmacéutico Activo 

LAM: Líquido Ascítico Murino 

ESP: Especificación de Calidad 

CV: Coeficiente de Variación 

GE: General Electric 

AA: Aminoácidos 

HC: Cadena pesada  

LC: Cadena ligera  

VL: Región variable de la cadena ligera 

CL: Región constante de la cadena ligera 

CDR: Región Determinante de la Complementariedad 

VH: Región variable de la cadena pesada 

CH: Región constante de la cadena pesada 

col.: Colaboradores  

PBS: Buffer fosfato salino 

EDTA: Ácido Etilendiaminotetraacético 

SN: Sobrenadante  

SSF: Solución salina fisiológica 

SN conc.: Sobrenadante concentrado
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 INTRODUCCIÓN 

Karl Landsteiner en 1900 fue quien demostró el fenómeno de aglutinación entre 

eritrocitos y sueros humanos; de esta manera se dio origen al Sistema ABO, el más 

reconocido en el ser humano. (Cerdas-Quesada, 2015). El descubrimiento del Sistema 

ABO tuvo un gran impacto en la medicina clínica e indujo a muchos investigadores a 

trabajar y publicar en esta área. El estudio de los grupos sanguíneos ha contribuido 

fundamentalmente en el campo de la medicina transfusional y en el tratamiento de la 

enfermedad hemolítica del recién nacido, además de ser útil a otras ciencias tales como 

la medicina forense (León y col., 2004). 

Hasta principios de los años ochenta, se utilizaron sueros policlonales humanos como 

fuente de reactivos para la determinación de los grupos del Sistema ABO. La producción 

de estos sueros estaba asociada a tareas laboriosas y prolongadas, además, a un conjunto 

de problemas vinculados al manejo y administración de material biológico en humanos y 

el riesgo de infecciones. A comienzos de esta misma década, se generalizó la producción 

de Anticuerpos Monoclonales (AcM) con características adecuadas para ser buenos 

reactivos de identificación eritrocitaria (Cerdas-Quesada, 2015). 

El Laboratorio de Anticuerpos y Biomodelos Experimentales (LABEX) posee entre sus 

líneas productivas los reactivos hemoclasificadores del sistema ABO que son utilizados 

por la red de hospitales y bancos de sangre del país.  En este grupo de reactivos se 

encuentra el Hemoclasificador Anti-B, que se sirve para la determinación del grupo 

sanguíneo B y otros grupos portadores del antígeno B, según el sistema de clasificación 

ABO. Este reactivo reviste gran importancia debido al alto impacto que tiene en la 

medicina transfusional, al permitir la detección de compatibilidad sanguínea entre un 

receptor y un donante. El ingrediente farmacéutico activo (IFA) lo constituye el AcM 

anti-B. 

El AcM anti-B es producido a partir de una línea celular híbrida (Hibridoma anti-B), 

procedente de la fusión de un linfocito B productor del anticuerpo de interés, con una 

línea celular de mieloma. Su obtención puede ser por vía in vivo o in vitro. En el caso 

particular de LABEX, tradicionalmente se había empleado la vía in vivo, a partir de 

ratones, que son inmunizados con el propio hibridoma. De este procesamiento se obtiene 

el líquido ascítico murino (LAM), rico en AcM, el cual es extraído de los ratones para 

producir el reactivo hemoclasificador. 
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Para desarrollar un buen reactivo hemoclasificador, este debe ser específico para el 

antígeno que se desea detectar, suficientemente potente para dar una buena reacción 

macroscópica con variantes débiles de los grupos sanguíneos, además de mantenerse 

estable bajo las condiciones de uso cotidiano y un costo de producción razonable (Wittig 

y col., 2006). Estas características son reguladas en Cuba por el Centro para el Control 

Estatal de Medicamentos, Equipos y Dispositivos Médicos (CECMED) y se encuentran 

establecidas en la Regulación No.59-2011 Requisitos de los Diagnosticadores Utilizados 

en Inmunohematología (www.cecmed.cu). Esta propia institución en el año 2011 elevó 

los estándares regulatorios para la comercialización de estos reactivos, donde el proceso 

productivo de LAM existente hasta ese momento en LABEX no cumplía con los nuevos 

requisitos y por tanto, se comenzó a importar la materia prima para la producción del 

Hemoclasificador anti-B; lo que constituye un gasto de divisas y un riesgo a la estabilidad 

o soberanía del país para asegurar el sistema de Salud Pública, además de un riesgo ya 

que un fallo en el diagnóstico podría causar la muerte de una persona.  

Para solucionar este problema se adquirió un nuevo Hibridoma anti-B, el cual debe ser 

evaluado con vista a obtener un nuevo reactivo que cumpla con los parámetros de calidad 

y además permita desarrollar un proceso productivo que cubra las demandas del Sistema 

Nacional de Salud, que aumenta progresivamente cada año.  Lo antes expresado, da lugar 

al planteamiento del siguiente problema científico: 

PROBLEMA CIENTIFICO: 

La necesidad de desarrollar un proceso productivo in vivo o in vitro que permita obtener 

un ingrediente farmacéutico activo (IFA) con las características adecuadas para ser 

empleado en la producción de un reactivo Hemoclasificador anti-B. 

 

A continuación, se plantea la hipótesis y los objetivos para dar solución al problema 

científico. 

HIPÓTESIS: 

Si se caracteriza el cultivo del Hibridoma anti-B (clon BMS-4) en cultivos in vivo e in 

vitro, se podrán diseñar procesos productivos para la obtención de IFA anti-B, con fines 

de diagnóstico.  

 

http://www.cecmed.cu/
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OBJETIVO GENERAL: 

Proponer un proceso productivo para la obtención del Hemoclasificador anti-B que 

cumpla con los parámetros de potencia, avidez e intensidad establecidos por regulación, 

para la producción del reactivo Hemoclasificador anti-B. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

1. Caracterizar el crecimiento y la producción de AcM anti-B del clon BMS-4 

empleando los medios de cultivo PFHM II y RPMI-1640.  

2. Caracterizar el cultivo del Hibridoma anti-B a escala productiva in vivo e in vitro. 

3. Proponer el o los procesos productivos para la obtención del reactivo 

Hemoclasificador anti-B.  

4. Evaluar económicamente los procesos productivos propuestos.  

5. Seleccionar un proceso productivo para la obtención de IFA anti-B que cumpla 

con los parámetros de calidad para su uso diagnóstico. 
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 REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

II.1 ANTICUERPOS. GENERALIDADES. 

- Estructura y características básicas de los anticuerpos. 

La función del sistema inmune es defender al organismo de sustancias foráneas invasoras, 

tales como virus y bacterias. El mismo está compuesto por un grupo de células y órganos, 

donde los linfocitos B y T junto a los macrófagos realizan las funciones principales de 

defensa y protección (Ohlin y Zouali, 2003). Las células B, son capaces de producir 

anticuerpos y en conjunto con las células T tienen como función la destrucción de los 

antígenos; que no son más que sustancias extrañas al organismo, capaces de generar una 

respuesta inmune activando las células B para la producción de anticuerpos (McDonnell, 

2015).  

Los anticuerpos son capaces de generar numerosas respuestas tras su unión a los 

antígenos. Esas respuestas efectoras dependen del extremo carboxiterminal de cada 

isotipo, que determina el tipo de unión a determinados receptores de membrana de las 

células y la capacidad de fijar el complemento.  

Cada molécula de anticuerpo está formada por cuatro cadenas, dos ligeras y dos pesadas, 

cada una de ellas idénticas; unidas por puentes disulfuro que forman una estructura 

espacial similar a una Y. Estas tienen dos funciones fundamentales: el reconocimiento y 

la unión al antígeno, que llevan a cabo mediante los extremos amino terminales de las 

cadenas; y se incluye una tercera, la función efectora, realizada por el extremo 

carboxiterminal de las cadenas pesadas (figura 1) (García, 2011). 

Las cadenas ligeras tienen una porción variable, de la que depende la especificidad, y una 

región constante que difiere según se trate de cadenas ligeras κ o λ.  Las cadenas pesadas 

poseen, una región variable y una constante, la cual determinará las clases o isotipos 

principales de inmunoglobulina (Ig): γ, μ, α, δ y ε, que formarán, respectivamente, las 

IgG, IgM, IgA, IgD e IgE. Además, la IgA tiene 2 subclases, IgA1 e IgA2, y la IgG se 

divide en 4 subclases: IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4. Las propiedades de las Ig dependen de 

cada clase y subclase. Una vez secretadas, las Ig son monoméricas, con excepción de la 

IgA, que forma dímeros y de la IgM, que forma pentámeros. 
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Figura 1.  Esquema general de la estructura de una inmunoglobulina (García, 2011). 

Cadena pesada 

Cadena ligera 
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Dentro de la estructura de las cadenas de las Ig se denominan dominios a estructuras 

repetidas de 110 aminoácidos (AA) con un pliegue beta. Las cadenas ligeras tienen un 

dominio en la región variable (VL) y uno en la constante (CL). Las cadenas pesadas 

tienen, a su vez, un dominio en la región variable (VH) y tres o cuatro en la región 

constante (CH) según la clase de Ig. Entre los dominios CH1 y CH2 se encuentra un área 

denominada bisagra de la cadena constante que le da flexibilidad y permite un 

acoplamiento espacial adaptable.  

En las regiones variables de las cadenas ligeras y pesadas hay 3 segmentos hipervariables 

de 10 AA yuxtapuestos que forman el sitio de unión al antígeno, que por ser 

complementarios a su secuencia se denominan CDR 1, 2 y 3, de los cuales el más variable 

es CDR3. Estas estructuras forman bucles en la superficie de los anticuerpos mediante 

los que interactúan con los antígenos.  

- Inmunoglobulina M. 

La inmunoglobulina M es una clase de anticuerpo conocida por ser la primera defensa 

contra varios antígenos. Las IgM son producidas por el sistema inmunitario y tienen un 

papel importante en las respuestas de inmunidad humoral primaria y adaptativa (Vollmers 

y Brändlein, 2009). Esta clase de anticuerpos tiende a ser menos específico, por lo que 

reconoce una gran variedad de antígenos patógenos, es altamente activo en las reacciones 

citotóxicas y citolíticas, debido a que provocan una activación superior del sistema del 

complemento (Mader y col., 2013). 

En cuanto a los patógenos bacterianos o virales, las IgM son las primeras moléculas 

inmunes que se unen a los epítopos derivados de la membrana de estos organismos (Horn, 

y col., 2010). Además, la clase IgM puede ser útil como coadyuvante de vacuna, ya que 

actúa como receptores solubles a través de la formación de complejos con el antígeno 

(Ilag, 2011).  

Al igual que otras moléculas de anticuerpos, la clase de IgM consiste en estructuras de 

subunidades de la cadena pesada (HC) y ligera (LC) que se ensamblan en polímeros 

superiores (figura 2). En el suero humano la forma predominante es el pentámero de peso 

molecular aproximado de 950 kDa, que está compuesto por cinco monómeros conectados 

con un polipéptido denominado cadena de unión. Alternativamente, se encuentran 

hexámeros de 1100 kDa, con frecuencia bastante baja in vivo (Brewer y col., 1994). 
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Figura 2.  Estructura de la IgM: A) pentamérica y B) hexamérica (Tomado de Wolfram 

y col., 2016).  
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Los anticuerpos anti-ABO naturales se han considerado durante mucho tiempo como 

predominantemente del isotipo IgM, pero también se producen anticuerpos del isotipo 

IgG, especialmente durante la vida (Milland y Sandrin, 2006; Spalter y col., 1999). 

II.2 SISTEMA ABO.  

El sistema ABO fue el primer grupo sanguíneo descubierto por Landsteiner, su nombre 

proviene de los tres tipos de grupos que se identifican: los de antígeno A, B y O. 

Landsteiner demostró que los glóbulos rojos contenían por lo menos dos factores 

designados como aglutinógenos A y B, con los cuales se podía explicar los cuatro grupos 

que existían y así postuló que cada persona podía tener uno de ellos (A o B), ambos (AB) 

o ninguno (O) (Coppo y Baez, 2010). 

En el caso de los grupos sanguíneos ABO, los individuos con grupo sanguíneo A, 

desarrollan una respuesta inmune a los antígenos tipo B de microorganismos y antígenos 

ambientales como las plantas que contienen estos epítopos (Marcus, 1969; Milland y 

Sandrin, 2006). Los individuos del grupo sanguíneo B, desarrollan anticuerpos anti-A, 

los individuos del grupo sanguíneo O producen tanto anticuerpos anti-A como anti-B, 

mientras que los sujetos del grupo sanguíneo AB no tienen anti-A ni anti-B porque 

expresan ambos antígenos en sus glóbulos rojos (Wolfram y col., 2016).  

Los antígenos A y B son glicoproteínas, producidas por genes alélicos en un locus único, 

localizados del cromosoma 9. Los antígenos correspondientes se encuentran 

aparentemente adheridos a la membrana de los glóbulos rojos. La especificidad antigénica 

es conferida por el azúcar, terminal; ejemplo: azúcar N-acetilgalactosamina proporciona 

la especificidad antigénica A y el azúcar galactosa determina la actividad B (figura 3).  

Los antígenos ABO están presentes en todos los tejidos, excepto el sistema nervioso 

central, de donde se deduce la importancia de dicho sistema en transfusión de eritrocitos, 

leucocitos, plaquetas y trasplantes de tejidos y también se encuentran presentes en las 

secreciones como polisacáridos solubles. (Grispan, 1983). Estos antígenos pueden 

provocar una respuesta de anticuerpo en individuos que carecen de los mismos y algunos 

anticuerpos pueden ocasionar reacción hemolítica ante una transfusión o enfermedad 

hemolítica del feto/no nacido (Sapatnekar, 2015). 
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Figura 3. Estructura de las glicoproteínas que conforman los alelos O, A y B. (Tomado 

de Skirzewski, 2015).   

Leyenda: GAL - Galactosamina; FUC-Fucosa; NAc: N-acetilgalactosamina
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Las isoaglutininas, es decir, los anticuerpos contra epítopos de carbohidratos que forman 

los antígenos AB0 en glóbulos rojos, se consideran anticuerpos naturales prototípicos; y 

se ha demostrado que están comprometidos en pacientes con inmunodeficiencia 

(Patenaude y col., 2002; Fischer y col., 2015). Su aparición puede explicarse por una 

estimulación inaparente, particularmente de las bacterias intestinales, porque los 

antígenos reaccionan en forma cruzada con los polisacáridos del grupo sanguíneo y están 

ampliamente distribuidos en el medio ambiente (Milland y Sandrin, 2006; Yuki, 2005). 

Los anticuerpos naturales se producen aún en ausencia de una estimulación antigénica 

externa y se manifiestan temprano en la vida de todos los individuos sanos con un sistema 

inmunológico funcional, presumiblemente como un producto del ensamblaje del 

segmento génico de la línea germinal (Milland y Sandrin, 2006; Palomino, 2016; Spalter 

y col., 1999). Por lo tanto, muestran baja afinidad a muchos patógenos microbianos y 

cierta reactividad cruzada, incluso a algunos auto-antígenos (Wolfram y col., 2016). 

Los investigadores han identificado las bases moleculares de muchos antígenos de los 

grupos sanguíneos y mantienen activas al año, listas de bases de datos con más de 1.600 

alelos de 44 genes (Patnaik y col., 2012). Estos conocimientos genéticos de los grupos 

sanguíneos mejoran las prácticas de la medicina transfusional actualmente (Sapatnekar, 

2015). 

Los grupos sanguíneos del sistema ABO fueron identificados al inicio con ayuda de 

anticuerpos obtenidos de suero humano de conocida especificidad (Pandey, 2010). El uso 

de personas para la obtención de antisueros policlonales era una tarea ardua y laboriosa, 

además presentaba varios problemas, que incluían aspectos éticos, médico-legales y 

epidemiológicos (Soria, 2010). A partir de la introducción de la tecnología de hibridomas 

desarrollada por Köhler y Milstein, el suero humano fue remplazado por anticuerpos 

monoclonales con especificidad para los antígenos ABO, despertándose un elevado 

interés internacional por la producción de reactivos hemoclasificadores de nuevo tipo 

basados en anticuerpos monoclonales (Rivero, 2010). 

II.3 ANTICUERPOS MONOCLONALES.  

Los anticuerpos monoclonales (AcM) se descubrieron en la primera mitad de la década 

de los setenta, del pasado siglo, por Milstein y Köhler en el laboratorio de biología 

molecular de Cambridge (Reino Unido). Estos autores investigaban los mecanismos 

moleculares de la generación de diversidad de los anticuerpos y necesitaban producir una 
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célula B inmortal con especificidad conocida, para así poder analizar en detalle las 

mutaciones de los genes de las Ig. Para ello fusionaron una línea de células de mieloma 

murino, sensible a ciertos fármacos, con células de bazo de un animal inmunizado 

(Milstein y Köhler, 1975). Mediante este procedimiento consiguieron seleccionar 

solamente las células híbridas y los clones con especificidad conocida. Su trabajo fue 

publicado en Nature en 1975 y 9 años más tarde recibieron el premio Nobel por este 

descubrimiento (García, 2011).  

La utilidad de los AcM se debe a tres características: su especificidad de unión, su 

homogeneidad y su capacidad para producirse en cantidades ilimitadas. La producción de 

estas moléculas permitió la obtención de reactivos con una especificidad única y elegida, 

debido a que todos los anticuerpos producidos por descendientes de una célula de 

hibridoma son idénticos y pueden ser utilizados para probar la presencia de un epítopo 

deseado. Una ventaja única de esta tecnología es que pueden usarse antígenos impuros 

para producir anticuerpos específicos (Greenfield, 2014). 

La tecnología de hibridoma tuvo gran éxito en la generación de AcM con especificidad 

de reconocimiento a los antígenos presentes en las membranas de lo eritrocitos humanos, 

sustituyendo así al suero humano. Para la generación de estos hibridomas se han 

desarrollado protocolos que emplean ratones de laboratorio BALB/c y como material 

inmunogénico: eritrocitos grupo específicos, membranas celulares de amígdala humana, 

líneas celulares de cáncer de colon humano, fluido de quiste de ovario, saliva de 

individuos secretores, oligosacáridos sintéticos (Little y col., 2000; León y col., 2004; 

Wittig y col., 2006; Iyer y col., 2006; Abhyankar y col., 2012). 

A finales de los años setenta y principio de los ochenta, del siglo XX, tanto en Inglaterra 

como en Canadá se produjeron anticuerpos de tipo IgM contra el sistema ABO, con 

características adecuadas para ser utilizados en la hemoclasificación eritrocitario. 

Posteriormente estos reactivos fueron producidos a escala industrial con la consecuente 

disminución de los costos y con distribución universal (García, 2011).  

II.3.1 Producción de anticuerpos monoclonales. 

El rendimiento en cultivo de los hibridomas no es muy alto y por ello se ha desarrollado 

la técnica de producción in vivo de ascitis en ratones mediante la inyección intraperitoneal 

de los hibridomas, método no aceptado en todos los países por cuestiones éticas 

relacionadas con el tratamiento de animales como biomodelos experimentales 

(Maldonado, 2016).  
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Como alternativa se utilizan los procedimientos in vitro mediante la fermentación de 

cultivos de células de mamífero, utilizando biorreactores y sistemas de cultivo de 

perfusión continua (García, 2011).  

- Producción de AcMs in vivo. 

La tecnología in vivo se usa generalmente para la producción de pequeñas cantidades de 

AcM. Los productores de ascitis, pueden proporcionar cantidades de anticuerpos a 

diferentes escalas, desde unos pocos miligramos a kilogramos por año, para ellos se 

utilizan instalaciones que han sido diseñadas para cumplir con las Buenas Prácticas de 

Producción (Flickinger y Drew, 1999).  

En la producción in vivo de AcM, los ratones son los animales de preferencia y sobre todo 

los de la especie BALB/c. En un estudio realizado por Xie, donde se realizó una revisión 

de las publicaciones entre el 2008 y el 2011, los resultados mostraron que el ratón es el 

animal de laboratorio preferido; las cepas de ratón y rata más utilizadas son los ratones 

C57BL/6, los ratones BALB/c, las ratas Sprague-Dawley, y las ratas Wistar (Xie, 2012). 

La cavidad abdominal de los ratones ofrece condiciones de cultivo óptimas para las 

células, tales como una temperatura constante, un suministro óptimo de nutrientes y 

oxígeno, y una eliminación óptima de CO2 y residuos metabólicos, es utilizada para 

incubar las células de hibridoma, las cuales son inyectadas y luego crecen y secretan 

anticuerpos que se concentran en el líquido ascítico, el que es colectado mediante 

extracciones repetidas (Flickinger y Drew, 1999).  

Para cada hibridoma es necesario determinar la dosis de células a inocular, de manera que 

se obtenga el mayor porcentaje de animales prendidos, pero que también permita una 

mayor sobrevida del ratón. Se reporta una relación inversamente proporcional entre el 

número total de células tumorales y la vida del animal y directamente proporcional con 

el prendimiento del tumor en el animal (Esparraguera, 2006). En trabajos previos 

realizados con hibridomas, generalmente se recomienda concentraciones entre 0.5 y 5·106 

células por ratón en no más de 1 ml de suspensión. Algunos reportes indican que al 

inocular un número de células mayor el promedio de vida de los ratones es de 8 días, 

mientras que con un número de 106 este tiempo se alarga aproximadamente a 12 días. Un 

mayor inóculo conlleva a un tiempo de supervivencia menor e igualmente aumenta el 

dolor y la angustia inducida en el animal por la acumulación excesiva de líquido en el 

abdomen (González y col., 2015).  
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Para evitar la producción de tumores sólidos durante la producción de ascitis, se ha 

propuesto ajustar la concentración de células de hibridoma a inocular, para lograr un 

balance entre la no producción de grandes masas sólidas asociadas a la ascitis y el mayor 

prendimiento posible, teniendo en cuenta que cada hibridoma puede manifestar 

características específicas (Castillo y Gavilondo, 1989). La aparición de tumores sólidos 

en la cavidad peritoneal durante la producción de ascitis, tiene como desventaja la 

disminución del rendimiento del proceso, porque el Ac solo se encontrará en el suero del 

animal, trayendo como consecuencia que estos animales deberán ser desechados de la 

producción, provocando pérdidas económicas (Fuentes y col., 2003). 

La producción de ascitis murina tiene como como principales ventajas altas 

concentraciones de AcMs que a menudo no requieren de procedimientos adicionales de 

concentración que pueden desnaturalizar el anticuerpo y disminuir la efectividad. 

Requiere menor experticia del personal y servicios ingenieros de bajos requerimientos 

técnicos. Este método de producción requiere de condiciones ambientales controladas 

para los ratones inmunodeficientes, lo que puede resultar costoso, además demanda de 

grandes cantidades de animales que necesitan diariamente mantenimiento. Otra 

desventaja está dada porque la ascitis contiene varias proteínas de ratón y otros 

contaminantes, siendo frecuentemente necesarios varios procesos posteriores de 

purificación o uno de alta afinidad, con la relación de costes que estos presuponen. Por 

otra parte, se incurren en cuestionamientos bioéticos por el empleo de animales de 

laboratorio, a los cuales se les causa dolor durante los procedimientos (National Research 

Council, 1999; Miranda, 2011). 

- Producción de AcMs in vitro. 

A finales de la década 1970´ comenzaron a realizarse cultivos celulares in vitro para la 

producción a gran escala de una amplia gama de productos dirigidos a la salud humana. 

Desde entonces se han estudiado las condiciones ambientales necesarias para una eficaz 

proliferación celular in vitro, lo cual ha motivado el desarrollo de medios de cultivos para 

proveer un ambiente químico-físico adecuado y favorecer el proceso de crecimiento y 

producción celular. Como consecuencia, varios tipos de equipos para controlar las 

condiciones ambientales del cultivo han sido diseñados, dando lugar al sistema de 

biorreactores utilizados actualmente en la industria biofarmacéutica (Chico y col., 2008). 

Entre las principales características que debe cumplir un biorreactor se encuentran: 
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1. Control del equilibrio acido-base (pH) del medio de cultivo. 

2. Control de temperatura. 

3. Proveer un adecuado un intercambio de gases para suplir a las células de oxígeno 

y remover el exceso de dióxido de carbono. 

4. Entradas para la adición de nutrientes a través de adecuadas formulaciones de 

medio de cultivo. 

5. Superficie de adhesión para las células dependientes de anclaje. 

6. Mantener condiciones de asepsia. 

Al principio, para el cultivo celular se desarrollaron sistemas que no poseían controles, 

tales como frascos estacionarios (frascos-t), botellas rotatorias (rollers) y frascos agitados 

(spinners). Con el incremento de la escala productiva biorreactores de tanque agitados, 

sistemas basados en el uso de bolsas desechables (biorreactores de olas) y de agitación 

orbital (Shake flasks, TubeSpin) son comúnmente empleados para el crecimiento celular. 

Los procesos in vitro de producción de anticuerpos monoclonales comprenden dos etapas 

fundamentales: cultivo celular (fermentación) y purificación. Para asegurar la 

consistencia y reproducibilidad, es importante utilizar siempre materias primas con 

propiedades idénticas, resultando necesario en cada lote de productivo, emplear la misma 

línea celular. Para garantizar la disponibilidad de células y el mantenimiento de sus 

características, una cantidad suficiente son preservadas en bancos celulares crio-

conservados en nitrógeno líquido a -196 º C. 

El proceso de fermentación comienza con la descongelación de un criovial del banco de 

trabajo, luego se realiza la expansión de la población celular a través de una serie de 

siembras en diferentes frascos de cultivo. Después las células se transfieren al biorreactor 

de producción, donde continúan creciendo y se acumula el producto expresado en el caldo 

de fermentación.  

Las características del crudo cosechado del proceso de fermentación varían en función 

del medio de cultivo empleado, la productividad y características propias de la línea 

celular y de las condiciones de fermentación. El diseño de los procesos de purificación 

depende fundamentalmente de las características del crudo de fermentación y de la 

calidad requerida del producto final (Chico y col., 2008). 

Entre las principales desventajas del cultivo celular están dadas por los complejos 

requerimientos técnicos de los biorreactores para asegurar un adecuado crecimiento 

celular, lo cual viene aparejado por un costo de inversión elevado. Además, las células 
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necesitan para su desarrollo el medio de cultivo y suplementos como suero, plasmas y 

fluidos tisulares entre otros, que provocan el incremento de los gastos productivos 

(Cárdenas, 2013).  

El principal beneficio que ofrece la fermentación in vitro comparada con el proceso in 

vivo, es la facilidad de aumento de la escala productiva. En la década de 1980 las 

concentraciones de producto estaban típicamente en el intervalo de 1-100 mg·l-1 y luego 

de un desarrollo intenso en el trabajo con las líneas celulares, optimización del medio de 

cultivo y condiciones de operación, se han logrado obtener concentraciones de producto 

de 1-10 g·l-1 y productividades volumétricas de 500 mg·l-1·d-1, además de biorreactores de 

2000 l de capacidad máxima (Huang y col., 2010). 

II.3.2. Biorreactores.  

Un biorreactor, es un recipiente comúnmente cilíndrico que puede variar en tamaño, 

desde unos milímetros hasta metros cúbicos, donde se pretende mantener ciertas 

condiciones ambientales, como el pH, la temperatura, la concentración de oxígeno y otras, 

dentro de procesos químicos o biológicos (Frahm y col., 2002). 

Comercialmente los biorreactores que se utilizan para cultivar células eucariotas son 

modificaciones de reactores utilizados para la fermentación de células procariotas, sin 

embargo, las células eucariotas son más frágiles a los esfuerzos cortantes que las 

procariotas, ya que están rodeadas por una membrana frágil que puede dañarse por 

colisiones con las paredes del biorreactor o por los esfuerzos cortantes que se generan en 

el fluido. En dependencia del tipo de célula eucariota -si esta es dependiente de anclaje- 

se requiere una superficie sólida en donde se pueda reproducir, también es necesario 

abastecer continuamente de oxígeno y nutrientes, además de eliminar los desechos para 

satisfacer los requerimientos bioquímicos de las células, razones que han conducido al 

diseño de nuevos biorreactores, con la finalidad de proporcionar un ambiente adecuado 

para el cultivo celular (Morgan y col., 1995). 

Un factor clave para la elección del biorreactor in vitro apropiado es la capacidad de 

producción del sistema, que debe cumplir requisitos cuantitativos a un precio asequible. 

La concentración de los anticuerpos en el medio de cultivo es importante, permite reducir 

el volumen de líquido necesario en la producción, así como el tiempo necesario para un 

paso de purificación adicional, para la obtención de Ac con aplicaciones inmunológicas. 

También es importante considerar los requisitos para el espacio de laboratorio, el material 
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complementario y la experiencia técnica. Los sistemas que operan fuera de una 

incubadora ahorran un espacio valioso que puede ser asignado a actividades alternativas 

de cultivo celular (Dewar y col., 2005). 

- Frascos Rotatorios. 

Desde el inicio de la manufactura de productos de células animales, los frascos rotatorios 

han sido utilizados, brindando al cultivo celular altas velocidades de transferencia de 

oxígeno, pues solo se utiliza del 10 al 30% de su capacidad total, por lo que el resto del 

volumen del frasco está ocupado por aire y como resultado se obtiene una gran superficie 

de contacto entre la fase gaseosa y una fina película de medio líquido en la pared de la 

botella. Por otra parte, el mecanismo de homogenización (base exterior de agitación) 

controla la formación de espuma en el cultivo, lo cual ocasiona poco daño a la pared 

celular (Wurm, 2004; Berson y Friederichs, 2008; Coorning Incorporated, 2010). Este 

sistema resulta flexible, pues permite una rápida ampliación o reducción de la capacidad 

productiva, ya que pueden colocarse varias bases de agitación en una misma instalación, 

donde pueden acomodarse hasta miles de botellas para la producción (Anexo 1) (Simón, 

2015; Fahey, 2002). 

- Biorreactores de olas. 

Los biorreactores desechables o de un solo uso, fueron introducidos a finales de la década 

del '90 del pasado siglo, constituyen un sistema de cultivo que satisface los requerimientos 

planteados anteriormente. Inicialmente, solo eran empleados a escala de laboratorio 

frascos, frascos rotatorios o biorreactores de fibra hueca, que eran ofertados para un solo 

uso y de material plástico. Como estos dispositivos no pueden ser esterilizados por calor 

o vapor, son sometidos a un tratamiento de pre esterilización por radiación o con óxido 

de etileno y desechados después de su uso (Shukla y Gottschalk, 2013).  

El desarrollo de biorreactores desechables o de un solo uso, como alternativa a los 

sistemas comunes de cultivo, en su mayoría reutilizables, abrió un nuevo campo para esta 

técnica. La idea era abordar los problemas relacionados con el desarrollo temprano de los 

procesos, tales como la flexibilidad, rentabilidad, tiempo de comercialización, así como 

la calidad y las cuestiones reglamentarias (Portner, 2015). El primer biorreactor 

desechable introducido al mercado tenía un volumen de trabajo de 20 l, en la actualidad 

se pueden encontrar volúmenes disponibles de hasta 2000 l (Ecker y Ransohoff, 2014; 

Hernández, 2015). 
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Un diseño que ha tenido gran aceptación desde su surgimiento es el biorreactor de ola; 

consiste en una bolsa desechable que se encuentran en una plataforma de oscilación 

(Anexo 2). El movimiento de balanceo permite que los medios se mezclen y se 

proporcione una entrega mejorada de los componentes a las células. También proporciona 

una mejor transferencia de gases y evita que las células se asienten en el fondo de la bolsa, 

por lo que están realmente en un estado de suspensión. Tiene la flexibilidad adicional de 

poder funcionar como un cultivo tradicional o como un sistema de perfusión (Sargent, 

2012). 

El cultivo células de hibridoma para la producción de anticuerpos es una aplicación muy 

utilizada para el sistema de biorreactores de ola (Eibl y col., 2010). Las células son fáciles 

de cultivar y puede aumentarse el volumen fácilmente, inclusive a un factor de escala de 

10, reduciendo los requerimientos de inóculo y la necesidad de pases. Por ejemplo, puede 

iniciarse una bolsa de 200 l con tan solo 10 l de cultivo y se puede añadir medio fresco 

coincidiendo con el crecimiento celular y llevar el volumen final del lote a 100 l. Debido 

a la variedad de patrones de crecimiento de las líneas celulares parentales de los 

hibridomas, es importante caracterizar antes de escalar (GE Company, 2008). 

Por otro lado, los biorreactores desechables han incrementado su uso en el sector 

biotecnológico, debido a las facilidades de flexibilidad que brindan a los procesos de 

cultivo, acortando los tiempos de espera entre corridas productivas por la eliminación de 

los requerimientos de limpieza y esterilización, que son característicos de los procesos 

tradicionales con biorreactores de acero inoxidable (Anexo 3) (GE Healthcare, 2012). 

Otra ventaja es la disminución del capital de inversión y de los costos de operación, 

debido a que se reduce los consumos de agua purificada, gases y energía eléctrica, 

también requiere de un sistema automático menos complejo para su manipulación 

(Boedeker, 2014).  Numerosas líneas de células animales tales como CHO, HEK, NSO y 

otras, han sido cultivadas satisfactoriamente en sistemas de biorreactores de ola, 

demostrándose la flexibilidad de este dispositivo (Hernández, 2015). 

II.3.3. Modos de operación de los biorreactores. 

Los biorreactores en fermentación son manipulados bajo diferentes formas o modos de 

operación, lo que les confiere flexibilidad en función de los objetivos y el contexto en que 

se desarrolla la producción. Estos modos de operación son: cultivo por lote, cultivo por 

lote alimentado, cultivo continuo y cultivo continuo con retención de biomasa o 
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perfusión. En el argot industrial se utiliza frecuentemente estos términos en idioma inglés, 

siendo los mismos batch, fed-batch, continuo y perfusion respectivamente (Puisseaux, 

2016). 

Al operar en modo de operación cultivo por lote o batch primeramente las células son 

inoculadas dentro del biorreactor. Estas se dividen hasta alcanzar la concentración 

deseada de biomasa y/o productos y luego se cosecha. Las células crecen a partir de una 

siembra inicial hasta alcanzar una concentración celular final de 1 - 3 x 106 cel·ml -1 en un 

tiempo aproximado de 4 a 7 días (Arathoon y Birch, 1985). En este tipo de cultivo no hay 

flujos de entrada ni de salida (Aiba y col., 1970), solo el oxígeno es suministrado de forma 

continua, por lo que es considerado un sistema cerrado. 

La productividad del cultivo por lote generalmente está limitada por la baja concentración 

celular y por consiguiente, la concentración del producto es baja. Esto se relaciona al 

hecho de que las concentraciones iniciales de los sustratos deben ser relativamente bajos 

para evitar la muerte celular debido a los efectos osmóticos, así como al hecho de que las 

células son sometidas a condiciones medio ambientales que cambian durante el proceso 

entero (Morbach y Krämer, 2003). 

La baja productividad puede mejorarse ligeramente llevando a cabo el proceso por los 

lotes repetidos o también conocido como semicontinuo, el mismo consiste en crecer las 

células de forma exponencial hasta el máximo valor permitido por el sistema y hacer 

cosechas continuas, dejando en el biorreactor suficiente células para continuar el cultivo 

(Vitón, 1998). El suministro de medio de cultivo fresco y la extracción del cultivo de 

forma intermitente, permite que las variaciones en las concentraciones de las diferentes 

sustancias presentes en el fermentador no sufran cambios importantes (Victores y col., 

2008). 

Otro modo muy empleado es el cultivo por lote incrementado, el que consiste en añadir 

escalonadamente los sustratos a medida que progresa la fermentación. Esto permite 

obtener altas densidades celulares; por lo que se necesita una concentración de sustrato 

inicial baja en el medio de cultivo e ir añadiendo el resto al medio lentamente para que 

no exista inhibición (Hernández, 2014). La principal ventaja es que impide la 

sobrealimentación de sustrato y de esta manera permite evitar la inhibición de la velocidad 

de crecimiento (μ). Además, con una tasa de alimentación adecuada, es posible regular μ 

en valores menores a la velocidad de crecimiento máxima (μmax). De este modo se 

alcanzan condiciones óptimas para la generación de un determinado producto, se evitan 
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los problemas asociados a la limitación por oxígeno, mejorar la reproducibilidad del 

proceso, maximizar el crecimiento celular, obtener altas concentraciones de biomasa al 

evitarse el efecto tóxico de los nutrientes. Por estas razones, este modo de cultivo es a 

menudo preferido por sobre los otros modos de operación (Erm y col., 2014). 

En el modo de operación continuo se tiene tanto flujo de entrada como de salida. En este 

tipo de cultivo la velocidad de dilución puede variarse en un intervalo que va desde una 

velocidad mínima cero (lo que conllevaría a la realización de un cultivo por lote), hasta 

la μmax. Si se intenta operar a diluciones mayores a un valor de dilución crítico se produce 

el lavado del biorreactor. Cuando parte de la biomasa que fluye fuera del biorreactor es 

reciclada, utilizando por ejemplo un tanque sedimentador, a este nuevo modo de 

operación se le nombra cultivo continuo con perfusión (Nuñez, 2014). 

En cuanto a las concentraciones celulares alcanzadas y la extensión de las corridas de 

fermentación, se encuentran en extremos opuestos el modo “batch” y el modo perfusión. 

El cultivo por lote y el cultivo continuo son los utilizados con mayor periodicidad en los 

estudios de investigación y desarrollo de procesos. El primero es el más simple de aplicar 

y permite obtener resultados experimentales con gran actividad y eficiencia debido a su 

corta duración y bajo costo. El segundo resulta muy útil para la caracterización celular 

pues permite crear un ambiente constante en la mayor parte de los parámetros relevantes 

del proceso, que garantizan el establecimiento de estados fisiológicos definidos 

(Arathoon y Birch, 1985).   

II.4 CINÉTICA DEL CRECIMIENTO CELULAR. 

Cuando se estudia el comportamiento cinético de un sistema es necesario entender como 

las concentraciones de los componentes representativos del mismo (substratos celulares, 

productos y subproductos) varían con el tiempo. La cinética se obtiene determinando 

experimentalmente la concentración de cada componente deseado en diferentes tiempos 

del proceso de fermentación (Nuñez, 2014). En un experimento cinético existen hasta 

cinco fases claramente identificables (figura 4): (1) fase de latencia (o adaptación), (2) 

fase exponencial, (3) fase de desaceleración, (4) fase estacionaria y (5) fase de 

decrecimiento (o de muerte).  

La fase de latencia ocurre debido a la adaptación del microorganismo a las nuevas 

condiciones ambientales a las que se encuentra sometido. Esto incluye la síntesis de las 

enzimas necesarias para la actividad metabólica que deben realizar en el nuevo entorno. 
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Figura 4. Curva característica del crecimiento celular (Tomado de Núñez, 2014). 

 Leyenda: 1) fase de latencia o adaptación, (2) fase exponencial, (3) fase de desaceleración, (4) 

fase estacionaria y (5) fase de muerte.  
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La duración de esta etapa, depende del microorganismo y de las condiciones del 

biorreactor, puede acortarse si la biomasa es transferida desde un medio de cultivo similar. 

Una vez adaptado a las nuevas condiciones, el microorganismo comienza a crecer.  

En la etapa de crecimiento exponencial, el sustrato principal se encuentra en exceso. Si la 

tasa de crecimiento depende de un sustrato limitante y los factores ambientales son 

adecuados, entonces se alcanza la velocidad máxima de crecimiento. Luego, al reducirse 

las concentraciones de los sustratos, la tasa de crecimiento disminuye hasta que, 

eventualmente, la etapa de crecimiento culmina. Usualmente, el medio de cultivo se 

prepara de manera tal de que el sustrato limitante sea la fuente de carbono. No obstante, 

el crecimiento también puede detenerse debido a inhibición generada por sustancias 

acumuladas durante la fase de crecimiento exponencial. 

En la fase estacionaria la tasa de crecimiento neta es nula. Finalmente, la concentración 

de biomasa puede reducirse debido a muerte de las células o al metabolismo endógeno; 

esto último se refiere a reacciones en las células que consumen sustancia de las células 

mismas. 

II.5 MEDIOS DE CULTIVO PARA LA PRODUCCIÓN DE ANTICUERPOS 

MONOCLONALES. 

El principio que rige el diseño de un medio de cultivo es determinar la composición de 

elementos que, mezclados, en una adecuada proporción, creen un ambiente físico-

químico apropiado para favorecer el crecimiento de una determinada línea celular. Suele 

contener una mezcla compleja de componentes orgánicos, tales como aminoácidos, 

vitaminas, ácidos orgánicos junto a sales inorgánicas tamponantes (Hesse y Wagner, 

2000). 

Algunos medios contienen suero sanguíneo o suero bovino (5 a 20%) para el aporte de 

factores de crecimiento, elementos trazas, proteínas inhibidoras de proteasas, y otros 

factores desconocidos. El suero fetal bovino tiene un alto contenido en proteínas, lo que 

puede ser problemático cuando se cultivan células de hibridoma para la producción de 

AcMs y, a menudo, se requieren etapas adicionales de procesamiento para la purificación 

de estos anticuerpos a partir de sobrenadantes que contienen suero (Even y col., 2006). 

Otras desventajas que tiene su empleo es que provoca variabilidad del contenido de 

nutrientes entre lotes, irregularidad de los suplementos, y posibilidades de contaminación 



Propuesta de un Proceso Productivo para la Obtención de un Reactivo Hemoclasificador anti-B. 

Revisión Bibliográfica 

 

18 

 

con partículas virales o priones, además de tener un precio elevado (Pandey, 2010; Doran 

y García, 1998). 

Debido a estas desventajas se han desarrollado medios libres de proteínas, basados en el 

reemplazo de los suplementos de origen proteico por suplementos no proteicos. Estas 

formulaciones son diseñadas para líneas específicas y tienen como desventaja con 

respecto a los medios suplementados con sueros, la disminución de la protección ante los 

esfuerzos cortantes en los cultivos agitados, siendo necesario adicionar sustancias 

protectoras como el Pluronic F68, por otro lado, las acciones de las proteasas en el caldo 

de cultivo no se neutralizan (Zhang y Robinson, 2005; Tharmalingam y col., 2008). Sin 

embargo, habitualmente no se publican la composición de los medios los que son 

considerados “know how”, lo cual dificulta en algunos casos el desarrollo de los procesos 

posteriores de purificación, sobre todo porque en la composición de dichas formulaciones 

se incorporan hidrolizados de proteínas de plantas y oligopéptidos sintéticos (Franěk y 

col., 2000).  

Existen también medios clasificados de químicamente definidos, siendo aquellos que se 

conocen con exactitud la composición desde el punto de vista cualitativo y cuantitativo. 

Sus limitantes están en no siempre proveer de todos los macro/micronutrientes requeridos 

o encarecer su formulación, para fines productivos. No obstante, la evolución de las 

formulaciones en los medios de cultivo, ha conducido al abaratamiento de los costos de 

producción, debido a la simplificación de los procesos de purificación al disminuir el 

perfil de impurezas presentes en el sobrenadante de cultivo; también se logra una mayor 

reproducibilidad entre lotes de producción y se reducen los riesgos de transmisión de 

agentes infecciosos, logrando estimular la proliferación celular con resultados 

comparables a los obtenidos en medios suplementados con suero (Invitrogen 

Corporations, 2001; LifeTechnologies, 2014). 

II.5.1. Optimización de medios de cultivos. 

Históricamente se han realizado numerosos esfuerzos para reducir o eliminar el suero del 

medio de cultivo, han surgido formulaciones basales enriquecidas con nutrientes 

proteicos de origen animal como la insulina, transferrina y otros péptidos o aminoácidos 

(Aj y col., 1990; Yee y col., 1989).  

La insulina es un pequeño polipéptido de 5,7 kDa que es conocido por tener múltiples 

efectos en la fisiología celular, actúa como factor de crecimiento y mantenimiento en las 
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células, incluyendo el transporte por la membrana, metabolismo de la glucosa y 

biosíntesis de ácidos nucleicos y ácidos grasos.  Se presenta normalmente en el suero 

animal y suele añadirse como suplemento a los medios libre de suero a concentraciones 

que oscilan alrededor de 5-10 mg·ml-1 (Butler, 2015).  

Los aminoácidos constituyen después de los carbohidratos, las fuentes de carbono 

disponibles más abundantes en los medios de cultivo para las células de mamíferos e 

hibridomas. Por regla general, la glutamina es el aminoácido de mayor concentración en 

los medios de cultivo. En estudios efectuados para diversas líneas celulares e hibridomas, 

ha sido correlacionada muy bien la velocidad específica de consumo de la glutamina con 

la de la glucosa y con la de producción de amonio, metabolito resultante de la degradación 

de este aminoácido (Galván, 2013). 

El amonio, al igual que el lactato, se refiere como un inhibidor de la proliferación celular 

a partir de ciertas concentraciones, las cuales varían de una línea celular a otra. La 

degradación espontánea de la glutamina en el medio de cultivo hace que sólo el 75 % de 

esta sea aprovechada por la célula y que en ciertos casos se registren concentraciones de 

amonio diferentes de cero para el tiempo inicial de la fermentación. Este proceso es 

altamente dependiente de la temperatura por lo que las condiciones de almacenamientos 

de los medios de cultivo se consideran muy importantes en los procesos productivos 

(Galván, 2013).  

La operación en modo de operación semicontinuo en los biorreactores de olas no permite 

que se alcancen altas concentraciones de lactato o amonio en el caldo de cultivo, 

disminuyendo este problema para el proceso productivo (Tang y col., 2007).  

II.6 ÁMBITO REGULATORIO PARA REACTIVOS HEMOCLASIFICADORES. 

Los reactivos hemoclasificadores son diagnosticadores que tienen asociados un alto 

riesgo para la salud del paciente, un fallo en su funcionamiento puede provocar un daño 

importante e incluso la muerte en el paciente, por estas razones están clasificados en la 

“Categoría III” de máximo riesgo, por la entidad que regula su uso y comercialización en 

Cuba: el Centro para el Control Estatal de Medicamentos, Equipos y Dispositivos 

Médicos (CECMED, 2011). 

Para la determinación de los parámetros de calidad, son utilizadas técnicas de 

hemaglutinación, las cuales se basan en el enfrentamiento del anticuerpo con su antígeno 

específico en los eritrocitos, donde el azúcar terminal del antígeno se combina con el 
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anticuerpo (Grispan, 1983). Esta interacción es macroscópica, de ahí su utilidad en el 

laboratorio.  

El CECMED establece en la Regulación No.59-2011 los requisitos que deben cumplir los 

hemoclasificadores del sistema ABO. Entre los parámetros de calidad se encuentran: 

potencia, avidez y especificidad. 

-Potencia: Es el recíproco de la mayor dilución del reactivo donde se observa una reacción 

de aglutinación. La mínima potencia es de 512.   

-Avidez: Es el tiempo que media entre la mezcla del reactivo con los eritrocitos y la 

aparición de la aglutinación. Debe ser menor o igual a 30 s. 

-Especificidad: La capacidad del producto para identificar correctamente las muestras 

carentes del antígeno en cuestión. Se establece mayor o igual a 2+. 

El sistema de calidad de LABEX tiene establecidas especificaciones para cumplir con los 

requisitos de la Regulación No.59-201. Para ello existen controles durante todo el 

proceso, para chequear el cumplimiento durante el desarrollo de todas las etapas 

productivas hasta la obtención del producto final. 

La Organización Mundial de la Salud ha establecido estándares o patrones para regular 

el uso de los reactivos para la tipificación de los grupos sanguíneos que son 

internacionalmente comercializados. En un estudio publicado en el 2006, se propuso 

establecer como potencia de aglutinación mínima 256 para los hemoclasificadores anti-

A y anti-B, a partir de los resultados de un ensayo ejecutado por 14 centros evaluadores 

de referencia mundial, con diferentes reactivos comerciales (Expert Committee on 

Biological Standardization, 2006).  

No obstante, para cumplir la regulación existente en el país, el Hemoclasificador anti-B 

que se produce en LABEX deber ser liberado para uso con una potencia mínima de 512 

y se ensaya con muestras de sangre B y AB (LABEX, 2009).  

Para el desarrollo de un nuevo proceso productivo del Hemoclasificador anti-B podría 

evaluarse tecnologías in vivo, la que permite obtener productos concentrados pero brinda 

pequeños volúmenes de producto, o se podría utilizar tecnologías in vitro que permitiría 

aumentar los niveles de producción. Para ello se debe seleccionar un medio de cultivo 

que proporcione al hibridoma seleccionado o disponible, los nutrientes y características 

fisicoquímicas adecuadas para un buen crecimiento y productividad, monitoreando los 

indicadores de calidad aprobados por la regulación existente en el país o 

internacionalmente.  
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 MATERIALES Y MÉTODOS. 

III.1. LÍNEA CELULAR. 

La línea celular utilizada es el Hibridoma anti-B, (clon BMS-4), secretor de una 

inmunoglobulina murina del tipo IgM (AcM anti-B), la cual reconoce específicamente 

al antígeno B sanguíneo en la superficie celular de los eritrocitos humanos. Las células 

se encuentran en el banco celular del LABEX, conservadas en crioviales con medio 

RPMI a -196°C y atmósfera de nitrógeno (LABEX, 2015).  

III.2. MEDIO DE CULTIVO. 

- RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 

El hibridoma fue cultivado en medio RPMI-1640 (SIGMATM) suplementado con Suero 

Fetal Bovino al 8 %. La formulación basal RPMI 1640 fue desarrollada por Moore y 

sus colaboradores del Roswell Park Memorial Institute para mantener células humanas 

en cultivo (www.laboratoriomicrovet.com.).  El medio se preparó del siguiente modo: 

RPMI 1640 en polvo (10.34 g·l-1), Bicarbonato de Sodio (2.00 g·l-1), Piruvato de Sodio 

(0.11 g·l-1), L-Glutamina (0.30 g·l-1), 2-Mercaptoetanol (0.01 ml·l-1), HEPES (4.30 g·l-

1) y Suero Fetal Bovino (80 ml·l-1). 

- PFHM (Protein-free Hybridoma Medium). 

Para el cultivo celular se preparó medio de cultivo PFHM-II, reactivo que es 

comercializado por la firma Gibco®, de Invitrogen Life TechnologiesTM. Es un producto 

libre de suero animal y de proteínas, optimizado para el crecimiento de hibridomas y la 

producción de anticuerpos monoclonales (www.fishersci.com).  

Fueron estudiadas tres formulaciones o variantes de medio de cultivo PFHM-II, para 

potenciar el crecimiento celular. Las cuales se describen a continuación: 

A - Formulación del medio PFHM 

- Medio en polvo PFHM-II: 15.01 g·l-1  - Bicarbonato de sodio: 2.00 g·l-1 

- L-Glutamina: 0.30 g·l-1    - Pluronic F-68: 1 g·l-1 

B - Formulación PFHM + Glutamina  

A esta formulación de PFHM se le adicionaron 0.485 g·l-1 de L-Glutamina para 

incrementar la concentración de glutamina del medio (A) de 4 mmol·l-1 a 8 mmol·l-1. 
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C - PFHM + Insulina 

En este caso se le adicionó al medio basal (formulación A), 10 mg·l-1 de Insulina.  

Para la preparación se disolvieron todas las sales en agua purificada. Luego se ajustó el 

pH en el rango 6.9-7.1, mediante la adición de ácido clorhídrico concentrado. Se realizó 

la filtración esterilizante por filtros de 0.2 μm (Sartorius®) y todos los medios fueron 

envasados en frascos estériles de 1l de vidrio (Duran®) o en bolsa de polietileno de 200 

l (Sartorius®) en el caso del medio para la escala productiva. Los frascos fueron 

mantenidos durante 72 horas en cuarentena para la comprobación de la esterilidad. 

III.3. CULTIVO CELULAR. 

III.3.1. Adaptación a medio de cultivo PFHM. 

La adaptación del Hibridoma anti-B a medio libre de proteínas se realizó mediante una 

modificación del método de adaptación secuencial descrita en protocolo de 

ThermoFisher ScientificTM, que consistió en la sustitución del medio RPMI por el medio 

de cultivo PFHM (ThermoFisher Scientific, 2002).  

Inicialmente se sembraron las células procedentes del medio RPMI + 8% SFB a medio 

PFHM suplementado con 8 % SFB. Una vez que las células alcanzaron alta confluencia 

y una típica morfología celular, se realizó la disminución del contenido de suero en un 

50%, y así consecutivamente hasta lograr eliminar completamente este suplemento. Esta 

primera fase se ejecutó en frascos de cultivo estacionarios (Greiner Bio-OneTM) hasta 

que fue eliminado totalmente el SFB. La etapa final de la adaptación se desarrolló en 

cultivo agitado empleando frascos rotatorios (Greiner Bio-OneTM). Cuando las células 

estuvieron adaptadas al medio sin suero se realizó la congelación del cultivo. 

Los parámetros del cultivo que se fijaron para determinar que el hibridoma estaba 

adaptado fueron: 

 Viabilidad celular del cultivo superior al 85 %. 

 Concentración celular superior a 1·106 cel·ml-1. 

Durante las diferentes etapas fueron tomadas muestras del cultivo y se determinó la 

actividad biológica.  
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III.3.2. Obtención del inóculo. 

Para iniciar los cultivos celulares, se realizó la descongelación de un criovial del banco 

celular de anti-B. Luego se realizó la expansión celular, donde se utilizaron frascos de 

cultivo estándar de 25, 75, 175 cm2 (Greiner Bio-OneTM) secuencialmente, hasta 

alcanzar la cantidad de células necesarias para iniciar los estudios a escala de laboratorio 

en frascos rotatorios. 

En la obtención del inóculo para la fermentación a escala productiva, el cultivo celular 

de los frascos de 175 cm2 fue transferido a 6 frascos rotatorios de 850 cm2 (Greiner Bio-

OneTM) con un volumen de 500 ml de medio de cultivo PFHM.  Fueron empleadas 

pipetas desechables de 5, 10, 25 y 50 ml (Greiner Bio-OneTM) para la extracción y 

adición de medio a los frascos.  

El inóculo para el proceso de obtención de LAM anti-B se obtuvo en frascos agitados 

(Integra BiosciencesTM) con 500 ml de medio RPMI + 8% SFB. 

III.3.3. Caracterización cinética del Hibridoma anti-B. 

Los estudios cinéticos a escala de laboratorio se realizaron por triplicado con cada 

formulación de medio de cultivo PFHM y con el medio RPMI (descritas en el acápite 

III.2), en frascos rotatorios de 850 cm2 (Greiner Bio-OneTM), a una temperatura de 37ºC 

y a una velocidad de agitación de 3 rpm en una Base de agitación CELLROLL 

(CELLspin®). La concentración inicial fue de aproximadamente 0.25·106 cel·ml-1 en un 

volumen total de 500 ml.  

Fueron tomadas muestras de 1 ml de cultivo con una frecuencia diaria para el conteo 

celular y para la determinación de los parámetros cinéticos. Para ello se centrifugó la 

muestra del cultivo a 1000 rpm durante 5 min, para eliminar las células y determinar 

posteriormente la actividad biológica al sobrenadante de cultivo. 

III.4. PRODUCCIÓN IN VIVO 

 Biomodelo. 

Se emplearon ratones BALB/c de aproximadamente 10 semanas de edad procedentes del 

Centro Nacional para la Producción de Animales de Laboratorio (CENPALAB), con 

calidad sanitaria y genética certificadas. Los animales se mantuvieron en locales 

protegidos con un ciclo de iluminación de 10 horas luz - 14 horas oscuridad, la 

temperatura osciló entre los 20 ± 2 °C y la humedad relativa se mantuvo entre los 60 - 
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65 %, con inyección y extracción de aire a pleno. Se utilizaron cajas T2, como recinto 

primario con tapas metálicas de acero inoxidable y biberones plásticos. Como encamado 

se utilizó bagazo desecado y desmeollado estéril. Se suministró dieta peletizada 

(ALYco®, CENPALAB). El agua administrada fue filtrada por membrana de acetato de 

celulosa de 0.2 µm y acidulada a pH 2,4-2,8.  

Se conformaron 3 grupos de 100 animales cada uno, para un total de 300 ratones. Los 

animales se preinocularon con 0,2 ml de petrolato ligero por vía intraperitoneal, como 

parte del proceso de preparación previa de la cavidad abdominal. Transcurridos los 7 

días se inocularon con el Hibridoma anti B, a la concentración de 1·106 células/ratón. 

 Inoculación y Recolección del LAM 

El hibridoma fue inoculado utilizando como vehículo Tampón Fosfato Salino (PBS). A 

partir de los 10 días del proceso de inoculación comenzó la extracción del LAM por el 

método de punción en días alternos. Fueron realizadas seis extracciones en total. El 

líquido fue recolectado en tubos de centrífuga de 50 ml (Corning®) con EDTA disódico 

al 2 %. 

Se realizó la clarificación de ascitis por centrifugación a 2500 rpm durante 20 min, en 

centrífuga refrigerada y se midió el volumen de líquido clarificado, que se almacenó a - 

20°C. Se conformó el lote mediante la unión de los volúmenes extraídos y luego se filtró 

mediante membrana de acetato de celulosa de 0.2 µm. 

Se evaluó en el proceso el rendimiento de ascitis por ratón y se calculó el porcentaje (%) 

de pérdidas de LAM, así como la potencia, avidez e intensidad.   

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜𝐴𝑠𝑐𝑖𝑡𝑖𝑠/𝑅𝑎𝑡ó𝑛 =
𝑉𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝐿𝐴𝑀

𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙𝑅𝑎𝑡.𝑃𝑟𝑒𝑛𝑑.
                                … (Ec.1 ) 

 

Donde: 

𝑉𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝐿𝐴𝑀: Volumen total de Líquido Ascítico Murino (l). 

𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙𝑅𝑎𝑡.𝑃𝑟𝑒𝑛𝑑.: Total de ratones prendidos 
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III.5. PRODUCCIÓN IN VITRO. 

- Fermentación en Frascos rotatorios. 

Para la producción de sobrenadante anti-B en frascos rotatorios de 850 cm2 (Greiner 

Bio-OneTM) se empleó medio de cultivo RPMI + 8% SFB y las condiciones de operación 

descritas en el acápite III.3.3. El modo de operación que se utilizó fue el semicontinuo, 

donde luego de cada cosecha se adicionó medio de cultivo fresco para el ajuste de la 

concentración a (0.30 ± 0.05) 106 cel·ml-1.  

- Fermentación en Biorreactor de olas. 

La fermentación a escala productiva se realizó en un Biorreactor de olas (Wave 

Bioreactor® de ApplikonTM), el cual tiene una capacidad de 50 l y un volumen de trabajo 

máximo de 25 l. Este sistema está formado por diferentes dispositivos interconectados 

y requiere de equipamientos y accesorios (Anexo 4). El conjunto completo que se 

empleó en los experimentos de este trabajo incluye: 

- El controlador automático (ez-Control) 

- El recipiente del reactor (bolsa plástica desechable). 

- El dispositivo de agitación (Rocker). 

- Las sondas de pH/O2 y temperatura. 

- Bomba para la toma de muestra, adición y extracción de medio de cultivo.  

- Una cabina de seguridad biológica con flujo laminar de aire estéril, para la 

manipulación. 

- Bolsa plástica de 200 l para el almacenamiento de las cosechas del cultivo. 

El modo de operación empleado fue el semicontinuo, que consistió en la extracción 

periódica de suspensión celular (o caldo de cultivo) del biorreactor y la adición de medio 

de cultivo fresco, para el ajuste de la concentración celular a (0.4 - 0.6) ·106 cel·ml-1.  

Para mantener adecuadas condiciones medio ambientales durante el cultivo del 

Hibridoma anti-B en el biorreactor, se manejaron variables operativas del ez-Control y 

del Rocker (tabla 1). La agitación del biorreactor se controló a través del ángulo de 

oscilación y la velocidad de agitación en el Rocker. Para mantener los niveles de oxígeno 

disuelto en el cultivo, fue necesario administrar aire y oxígeno, estos flujos fueron 

controlados automáticamente por el ez-Control así como para el control del pH se 

adicionó CO2 y aire. La temperatura se fijó a 37ºC con un margen de variación de 0.5ºC. 
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Tabla 1. Parámetros operativos del Biorreactor de Olas. 

Parámetros de operación Variables 

Agitación 

Ángulo de inclinación de las 

oscilaciones del fermentador 

13 º para Vtrab <15 L 

17º para Vtrab >15 L 

Oscilaciones por minuto 10 rpm 

O2 (20 - 40 %) 

pH (7,0 ± 0,1) 

Flujo de Oxígeno 0,075 ± 0,01 L / min 

Flujo de Aire 1,000 ± 0,10 L / min 

Flujo de CO2 0,350 ± 0,05 L / min 

A las muestras de la corrida se le realizó el conteo celular y se le determinó actividad 

biológica por técnicas de hemaglutinación. Las cosechas fueron acumuladas en una 

bolsa de 200 l hasta el término de la fermentación y se le midió a actividad biológica. 

III.6. ETAPA DE CLARIFICACIÓN Y CONCENTRACIÓN DEL 

SOBRENADANTE DE CULTIVO. 

III.6.1. Clarificación de los sobrenadantes a escala productiva. 

Para eliminar las células de las cosechas de la fermentación del Hibridoma anti-B fue 

empleado un sistema en cascada compuesto por tres filtros SARTOPURE PP2 

(Sartorius®), con tamaño de poro de 8 a 0.2 µm y una Bomba peristáltica WM 520U 

(Watson Marlow®). La cosecha filtrada se almacenó en bolsas plásticas de 50 l y fueron 

tomadas muestras para la determinación de la actividad biológica. 

El sobrenadante cosechado durante la producción en frascos rotatorios se centrifugó a 

1000 rpm durante 10 min para eliminar las células. 

III.6.2.  Concentración del sobrenadante filtrado. 

El sobrenadante filtrado fue concentrado 5 veces empleando un cartucho de fibras 

huecas (Fresenius®) F4HPS de 0.8 m2 de área de filtración con una porosidad de 30 kDa. 

Fueron utilizadas dos bombas peristálticas WM 520U, para fijar los flujos de circulación 

intra- y extra- capilar, los cuales fueron de 100 ml·min-1 y 200 ml·min-1.  

A este concentrado se le determinó actividad biológica mediante la técnica de 

hemoaglutinación y se guardó en frascos de vidrio de 5 l (Duran®) a una temperatura de 

4-8ºC. 
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III.7. DETERMINACIONES ANALÍTICAS Y CÁLCULO DE VARIABLES.  

III.7.1. Determinación de la concentración de células viables y totales. 

La concentración y la viabilidad celular en procesos de cultivos, son usualmente 

determinados mediante técnicas de exclusión por colorante, las que tienen como 

principio básico que ciertos colorantes no son capaces de penetrar las membranas 

celulares intactas, pero sí aquéllas que han aumentado su permeabilidad, efecto que se 

asocia con la muerte celular. Este principio fue el utilizado para las determinaciones de 

estos parámetros, mediante la aplicación del método de exclusión con el colorante 

Tripán azul al 0.4% (Griffiths, 1986).  

Para ello se mezclaron 100 μl de suspensión celular con 100 μl de Tripán azul al 0.4% 

(para una dilución 1/2) y la mezcla se depositó en la cámara de Neubauer. La cámara 

montada se observó al microscopio óptico y se realizó el recuento de los cuatro 

cuadrantes de la cámara, del número de células viables (brillantes) y no viables (azules) 

en el microscopio óptico (Olympus®). 

La concentración de células vivas muertas y totales se determinó a partir de la siguiente 

ecuación:  

                              𝑋𝑣,𝑑,𝑡 =
𝑆𝑣,𝑑,𝑡

𝑛
× 𝐹𝑑 × 𝐹𝑐              ….  (Ec.2) 

Donde: 

Xv,d,t: concentración celular de las células vivas, muertas o totales según el caso a 

determinar (cel·ml-1). 

Sv,d,t: suma de la cantidad de las células vivas, muertas o totales según el caso a 

determinar (cel·ml-1). 

n: número de cuadrantes de la Cámara de Neubauer: 4 cuadrantes. 

Fd: factor de dilución de la muestra en Tripán azul al 0,4 %. Es el inverso de la dilución, 

por tanto es 2. 

Fc: factor constante de la cámara, derivado del volumen que encierra un cuadrante de 

la cámara: 104. 

La viabilidad del cultivo (Vb), representada por el porcentaje de las células vivas (Sv) 

con respecto a las células totales (St), en una suspensión celular se determinó por la 

siguiente ecuación: 
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                                 𝑉𝑏 (%) =
𝑆𝑣

𝑆𝑡
× 100                                               ….     (Ec. 3) 

 

III.7.2. Determinación de velocidad específica de crecimiento máxima. 

La velocidad específica de crecimiento se determinó en función de la variación de la 

concentración celular en el tiempo. El valor máximo de la velocidad específica de 

crecimiento se calculó a partir de un ajuste lineal de la curva de crecimiento en la fase 

exponencial utilizando la fórmula:  

                     µ𝑚𝑎𝑥 =
𝑙𝑛𝑋𝑣𝑓−𝑙𝑛𝑋𝑣𝑖

𝑡𝑓−𝑡𝑖
                                   ….   (Ec. 4) 

Donde: 

µmax: velocidad específica de crecimiento máxima (h-1). 

Xvf: concentración celular (de células vivas o totales según el caso) en el último punto 

de la curva en la fase de crecimiento exponencial (cel·ml-1). 

Xvi: concentración celular (de células vivas o totales según el caso) en el primer punto 

de la curva en la fase de crecimiento exponencial (cel·ml-1). 

tf: tiempo transcurrido en el último punto de la curva en la fase de crecimiento 

exponencial (h). 

ti: tiempo transcurrido en el primer punto de la curva en la fase de crecimiento 

exponencial (h). 

III.7.3. Determinación del tiempo de duplicación. 

El tiempo de duplicación se fundamenta en el tiempo en que la concentración de células 

se duplica, teniendo su menor valor cuando el cultivo se encuentra en la fase de 

crecimiento exponencial (Henry y col., 2008). Este parámetro se calculó por la siguiente 

fórmula: 

                               𝑡𝑑 =
𝑙𝑛2

µ𝑚𝑎𝑥
                                                      ….   (Ec. 5) 

Donde: 

td: tiempo de duplicación de las células en cultivo en fase de crecimiento 

exponencial (h). 
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III.7.4.Determinación de la concentración final de células en el 

Biorreactor. 

En el modo de operación semicontinuo se adiciona medio al fermentador después de 

haberse realizado la cosecha de fermentación, para suministrar los nutrientes necesarios 

a las células para su crecimiento, para la determinación de la concentración final de 

células se utilizó la siguiente ecuación: 

               𝑋𝑣𝑓 =
𝑋𝑣𝑖×𝑉𝑖   −𝑋𝑣𝑖×𝑉𝑐𝑜𝑠

𝑉𝑓
                                 ….   (Ec.6) 

Donde:  

Vi,: volumen del fermentador inicial (l) . 

Vf: volumen del fermentador final (l). 

Vcos: volumen extraído del fermentador (l). 

 

III.7.5. Determinación de la Actividad Biológica.  

- Potencia de aglutinación. 

Para determinar la actividad biológica de los sobrenadantes y el LAM anti-B, se 

determinó la potencia, intensidad y avidez mediante las técnicas de hemaglutinación. 

Donde el procedimiento plantea los siguientes pasos para la realización de las mismas. 

1. Tomar 3 muestras de hematíes de fenotipo B y AB. 

2. Lavar tres veces con solución salina fisiológica (SSF) a 1500 rpm por 10 min y 

preparar una suspensión al 2 % de hematíes en SSF con albúmina al 2 %. 

3. Realizar diluciones dobles progresivas del sobrenadante anti-B a analizar en 

SSF con albúmina al 2 %. 

4. Mezclar 100 µl de la suspensión al 2 % de hematíes en SSF con albúmina al 2 

% con 100 µl de las diluciones de las muestras a analizar. 

5. Incubar 5 min a 37 ºC. 

6. Centrifugar 1 min a 1000 rpm. 

Realizar la lectura de los aglutinados por inspección visual en la escala de 1+ a 4+. Los 

valores numéricos que se le asignan a la intensidad de aglutinación y la forma en que se 

expresan se encuentran en el Anexo 5. 
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- Avidez e Intensidad. 

En láminas portaobjetos se mezclaron 50 μl de sobrenadante de cultivo o LAM anti-B, 

con 50 μL de una suspensión al 40 % de hematíes de fenotipo B y AB en Solución Salina 

Fisiológica. La avidez se determinó midiendo el tiempo transcurrido desde el mezclado 

hasta la aparición de la aglutinación. La intensidad se determinó por la lectura directa 

según el grado de reacción de la aglutinación establecida (Anexo 5).  

III.8. PROCESAMIENTO DE LOS DATOS. DISEÑO EXPERIMENTAL Y 

TRATAMIENTO ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS DEL ESTUDIO 

CINÉTICO. 

Los datos procedentes de las mediciones de viabilidad celular, concentración celular, 

velocidad específica máxima de crecimiento y actividad biológica fueron registrados y 

procesados mediante el programa Microsoft Excel 2016 del paquete informático 

Microsoft Office 2016.  

Se utilizó un diseño al azar para comparar los tratamientos con las formulaciones de 

Medio de Cultivo y las variables de respuesta fueron: concentración de células vivas, 

velocidad específica de crecimiento y tiempo de duplicación. Previamente al análisis de 

las varianzas, se comprobó la Normalidad de la distribución de los datos de las 

“respuestas”, mediante el test de Kolmogorov-Smirnov. La comparación de las 

varianzas obtenidas en cada tratamiento se realizó mediante ANOVA tipo I y 

posteriormente las medias se compararon por el método de mínimas distancias (LS) con 

un nivel de aceptación de 95% (α= 0,05).  El programa estadístico que se utilizó fue el 

Statgraphics Centurion V para Windows 7. 

III.9. DISEÑO, DESARROLLO Y PRODUCCIÓN DE LOTES A ESCALA 

PRODUCTIVA.  

Para el diseño de los procesos productivos, a partir de las opciones seleccionadas en el 

estudio, se estableció un algoritmo lógico para determinar escalonadamente los 

volúmenes de producción necesarios para cubrir una demanda nacional predeterminada 

de 30 000 frascos de Hemoclasificador anti-B y a partir de estos volúmenes, proyectar 

el proceso productivo. Los pasos se muestran a continuación: 

1. Determinación del Volumen de Formulado necesario para cubrir demanda: 

(Cantidad de frascos x 5,5 ml) 
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2. Determinación del volumen de IFA sobrenadante necesario para cubrir volumen 

de Formulado. 

(VFormulado ÷ Fd) 

Fd = recíproco de la dilución de trabajo para obtener una potencia 

de aglutinación de 512. 

 

3. Desarrollo de proceso para la obtención de lotes. 

(Definición de tamaño y cantidad de lotes anuales a producir según 

sistema productivo seleccionado). 

 

III.10. ANÁLISIS ECONÓMICO. 

El análisis de económico se realizó a partir de la determinación del costo de producción 

del IFA. Para determinar el costo de producción se elaboraron fichas técnicas para cada 

etapa del proceso productivo en las cuales se estableció: salida de la etapa (producto 

intermedio), tamaño de lote, materias primas y materiales gastados en el proceso y la 

cantidad empleada según unidad de medida, recursos humanos con salarios y horas 

empleadas en cada etapa. 

A partir de las fichas técnicas se conformaron las fichas de costos en las que se aplicaron 

precios e importes a los recursos empleados en cada etapa del proceso, así como costos 

indirectos. 
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  RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

IV.1 - CARACTERIZACIÓN DEL HIBRIDOMA ANTI-B A ESCALA DE 

LABORATORIO. 

Para implementar un proceso productivo de forma robusta es necesario conocer una 

serie de variables tales como, productividad de la línea celular, formulación del medio 

de cultivo, características del biorreactor y caracterización del comportamiento de la 

línea celular a diferentes escalas productivas (Li y col., 2010). En este trabajo, para 

cumplir con estas reglas se realizó la caracterización del Hibridoma anti-B (clon BMS-

4), en diferentes medios de cultivo y sistemas de fermentación, lo cual permitió 

seleccionar la mejor variante productiva para la obtención del AcM anti-B en LABEX.  

La concentración y la viabilidad celular son variables críticas para el desarrollo de 

procesos de cultivo, resultando muy útiles para la determinación de la fisiología del 

cultivo celular como respuesta a las condiciones de operación, para el cálculo de 

velocidades de crecimiento y la productividad (Li y col. 2010). 

La potencia de aglutinación, la cual se entiende como el recíproco de la mayor dilución 

de la muestra en que se puede observar aglutinación de hematíes, será el criterio de 

calidad para la selección de mayor importancia, porque su valor mantiene una relación 

proporcional a la concentración de anticuerpos presentes en el sobrenadante de cultivo 

y es una medida de la productividad del hibridoma en cada medio y sistema de 

fermentación estudiado.  

Otro criterio a tener en cuenta es el Costo de Producción, el que permite visualizar la 

alternativa más atractiva desde el punto de vista económico, el que permite evaluar la 

eficiencia de procesos productivos. 

IV.1.1. Adaptación del Hibridoma anti-B a medio de cultivo PFHM-II. 

En LABEX el proceso in vitro para la producción de AcM hemoclasificadores está 

establecido con el medio de cultivo RPMI, suplementado con 8% de suero, debido a las 

altas productividades que se obtienen. (Arora, 2013). Con el mismo son producidos 

actualmente los anticuerpos anti-D y anti-D débil (Du), en frascos rotatorios como 

sistema de fermentación, con muy buenos resultados y además se conserva la línea 

celular del Hibridoma anti-B (Abijana, 2011; Ávila, 2015).  
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A pesar de que el SFB contiene varios factores promotores del crecimiento celular, en 

estudios de diversos autores se ha reflejado que este componente presenta varias 

desventajas para el establecimiento de procesos productivos (Brunner y col., 2010; 

Jochems y col., 2002). Su uso resulta una fuente potencial de contaminantes, incluyendo 

priones, virus y micoplasmas. Un reporte realizado por Wessman y Levings indica que 

entre el 20 y 50% de los SFB comerciales resultan positivos a las pruebas de detección 

de virus (Even y col., 2006; Wessman y Levings, 1999; Butler, 2005). Otro factor 

relevante es el precio en el mercado, pues un litro del reactivo en el 2005 se cotizaba 

como promedio entre 115 y 135 USD y actualmente, alcanza valores superiores a los 

400 USD; constituyendo cerca del 70% del costo total de la formulación del medio de 

cultivo (www.fishersci.es).   

Por estas razones, la tendencia actual en la industria biotecnológica es a la eliminación 

de este componente a través de la adaptación de líneas celulares a medios de cultivos 

libres de suero, reduciéndose en un 80% los costos de los mismos (Hernández, 2015; 

Arora, 2013; Even, 2006).  

Para eliminar las desventajas que introduce el uso del SFB en el desarrollo del proceso 

productivo de obtención del AcM anti-B, se realizó la adaptación del hibridoma a medio 

PFHM. Se escogió este medio de cultivo porque es una formulación libre de sueros y 

proteínas, diseñada específicamente para el cultivo de este tipo de células, además su 

precio resulta tres veces inferior con respecto a la formulación de RPMI + 8% SFB 

(Galván, 2013; Victores y col., 2008). Para la adaptación se empleó el protocolo descrito 

en el acápite III.3 de Materiales y Métodos, mostrándose en la figura 5 el 

comportamiento de la línea celular durante cada etapa.  

Como se puede apreciar en el esquema (figura 5), la primera fase de la adaptación 

consistió en el cultivo en medio PFHM suplementado con 8% de SFB. Durante esta 

etapa, en los primeros 10 pases del cultivo, hubo una disminución de la viabilidad celular 

por debajo de un 70%, el tiempo de duplicación fue de más de 40 h y se mantuvo baja 

la concentración celular. Según LeFloch y Hashmi, en esta etapa inicial ocurre la mayor 

transformación en la maquinaria metabólica intracelular, al modificarse la composición 

del medioambiente extracelular, lo que incluye las concentraciones de amonio, glucosa 

y otras sales, obteniéndose como resultado que la mayor parte de la población celular se 

encuentre en la fase de adaptación debido principalmente al cambio brusco de 

formulación del medio de crecimiento (LeFloch y col., 2006; Hashmi y col., 2014).  
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Figura 5.  Resumen de la etapa de Adaptación del Hibridoma anti-B a medio de cultivo 

PFHM-II. 

 edio PF  -II   %  FB  

Cultivo estacionario,    cu ltivo    5 d   o. Pases    0 

 v =     0.    b=  0 -   %     

Potencia  B -5       B -5   

 edio PF  -II   %  FB  

Cultivo estacionario,    cu ltivo      d   o. Pases   5  

 v =  .     0.    b=   –         

Potencia  B- 5     B - 5  

 edio PF  -II   %  FB  

Cultivo estacionario,    cu ltivo      d   o. Pases     

 v =  .    0.    b=    –         

Potencia  B- 5     B - 5  

 edio PF  -II    %  FB  

Cultivo estacionario,    cu ltivo      d   o. Pases   5  

 v =  .      0.    b=    –        

 Potencia  B-       B-    

 edio PF  -II 

Cultivo estacionario,    cu ltivo     d   o. Pases     

 v =  . 5    0.    b=   –       

  Potencia  B-      B -   

 edio PF  -II 

Cultivo agitado,    cultivo    0 d   o. Pases   5 

 v =  .    0.    b=   –         

Potencia  B-       B -    

Congelación 
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Una vez que el hibridoma estuvo adaptado al medio PFHM + 8% SFB, evidenciado en 

el aumento de la concentración de células vivas a 1·106 cel·ml-1 y la viabilidad celular a 

un 88%, se ejecutaron el resto de las etapas; comprobándose siempre la expresión del 

anticuerpo anti-B en el sobrenadante de cultivo, mediante la determinación de la 

potencia de aglutinación con fenotipos B y AB. El proceso completo de adaptación 

demoró aproximadamente cuatro meses. 

Chang y colaboradores, fueron los primeros en reportar exitosamente la adaptación a 

medio libre de suero de cinco líneas diferentes de hibridomas, las cuales mantuvieron 

los niveles adecuados de expresión de anticuerpos durante tres meses en cultivo (Chang, 

1980). En otro estudio, Kreutz logró la adaptación en solo tres pases del cultivo, de un 

hibridoma productor de un anticuerpo IgG (Kreutz, 1997). Estos autores lograron el 

proceso de adaptación en menor tiempo y número de pases que los realizados con el 

Hibridoma anti-B, en este trabajo. 

La reducción paulatina del contenido de SFB provocó la disminución significativa de la 

productividad del Hibridoma anti-B, desde una potencia de 512 hasta 128 durante el 

cultivo en modo estacionario. Similares comportamientos obtuvieron los autores Faife 

y Ozturk en la adaptación de otras líneas de hibridomas y refirieron que la eliminación 

del SFB en el medio de cultivo influyó negativamente sobre la capacidad de producción 

de la línea celular, al eliminarse los factores que protegen a las células de la pérdida de 

productividad (Faife y col., 2008; Ozturk y Palsson, 1990a). Keen y Hashmi, obtuvieron 

un comportamiento diferente en la adaptación de líneas de hibridomas a medios 

químicamente definidos, pues el conocimiento de la composición del medio le permitió 

optimizar los componentes de los mismos y como consecuencia, mejoraron el 

crecimiento y productividad de las líneas celulares (Keen, 1995; Hashmi y col., 2014).  

Por otra parte, en la adaptación realizada por Miranda en LABEX del Hibridoma t4 anti-

CD4 a medio PFHM, a partir de medio RPMI+ 8% de SFB, se reportaron valores de 

productividad superiores 8,7 veces en el medio sin suero; sugiriendo que al retirar el 

SFB de la formulación del medio de cultivo, se eliminaron proteínas séricas que 

afectaban la producción celular o fueron incorporados nuevos elementos que 

aumentaron la formación de anticuerpos, para esta línea celular en particular,  

comportamiento que no coincide con los resultados de este trabajo (Miranda, 2011). 

El Hibridoma anti-B, al expresar una molécula de tipo IgM, podría demandar mayor 

cantidad de energía para su metabolismo celular que el Hibridoma t4 anti-CD4 
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(productor de un anticuerpo IgG), diferenciándose en sus comportamientos e indicando 

que en el medio PFHM las concentraciones de nutrientes existentes son inferiores al 

medio suplementado con SFB. Leno y colaboradores, llegaron a la conclusión de que 

los hibridomas de rápido crecimiento celular, deben dirigir la energía celular a la síntesis 

de componentes intracelulares necesarios para su supervivencia y como consecuencia 

se reduce la secreción de anticuerpos monoclonales (Leno y col., 1992).  

Lee y colaboradores presentaron la hipótesis sobre el mecanismo de producción de 

anticuerpos en el hibridoma pudiendo ser considerado como un parásito en las células 

de mieloma, compitiendo con la célula hospedera por el sustrato limitante (Lee y col., 

1997). Por su parte, Arora refiere que cada hibridoma sufre cambios concretos durante 

el proceso de adaptación a determinado medio de cultivo, pues cada línea celular tiene 

requerimientos de crecimiento altamente específicos; por ende, el medio más adecuado 

debe ser determinado experimentalmente (Arora, 2013). 

A partir del cultivo del Hibridoma anti-B adaptado a medio PFHM, fue realizada la 

congelación del banco celular maestro 47BM1402 según el procedimiento O1 PNO.005 

“Congelación de células” (LABEX, 2012), con una concentración de 1 millón de células 

por ámpula y una viabilidad de 94%.  

IV.1.2. Caracterización del Hibridoma anti-B en medio de cultivo RPMI y en 

PFHM. 

La caracterización del crecimiento y productividad del Hibridoma anti-B se realizó en 

una fermentación en frascos rotatorios con los medios de cultivo RPMI+8 % de SFB y 

PFHM. El perfil de crecimiento se muestra en la figura 6, donde se observó un 

comportamiento típico de un sistema por lote, similar al reportado por Miranda en el 

estudio del Hibridoma t4 anti-CD4 con estos medios de cultivo (Miranda, 2011).  

Durante las primeras 24 h se distingue la etapa que corresponde a la descripción de la 

clásica fase de adaptación, donde la velocidad de crecimiento es prácticamente nula 

(Hashmi y otros, 2014). Luego continuó la fase exponencial y después de las 72 h la 

fase estacionaria, donde se alcanzó la máxima concentración celular en ambos medios 

de cultivo.  A partir de las 96 h el cultivo se adentró en la fase de muerte celular, la cual 

se caracterizó por la caída brusca de la viabilidad celular por debajo de un 70% y la 

disminución de la concentración de las células vivas. 
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Figura 6. Curva de crecimiento celular del Hibridoma anti-B en los medios de cultivo 

PFHM y RPMI. 

 

 

 

Tabla 2. Resumen de los parámetros cinéticos del Hibridoma anti-B en medio RPMI y 

en medio PFHM, en modo de fermentación por lote en frascos rotatorios. 

 

MEDIO 

DE 

CULTIVO 

Xvmáx 
(106 cel·ml-1) 

µmáx 
(h-1) 

td 

(h) 

Pot. máx 

Fenotipo  

B AB 

RPMI 1.18 ± 0.02 0.033 ± 0.001 21.1 ± 1.3 4096* 2048* 

PFHM 2.51 ± 0.08* 0.031 ± 0.001 21.7 ± 0.4 256 128 

 * Resalta diferencias significativas en los valores para una misma columna. 
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Como se puede apreciar en la figura 5, durante todo el estudio estos parámetros cinéticos 

fueron superiores en el medio PFHM. 

Un resumen de los parámetros cinéticos calculados para el Hibridoma anti-B en ambos 

cultivos, se presenta en la tabla 2. Los resultados muestran que existen diferencias 

significativas entre los valores de Xv, no así con µ máxima y el td, determinados o 

calculados del comportamiento cinético frente a cada medio (Anexo 6).  

El comportamiento de Xv en el medio de cultivo PFHM fue superior al obtenido en el 

medio RPMI, infiriéndose que la adaptación del Hibridoma anti-B al medio libre de 

proteínas influyó en la mejora de la concentración máxima de células vivas, con un 

promedio de 2.51·106 cel·ml-1, valor dos veces superior al obtenido en la cinética con 

suero de 1.18·106 cel·ml-1.  Se obtuvieron valores de velocidad de crecimiento máxima 

alrededor de 0.03 h-1 en ambos medios.  La comparación de los valores del tiempo de 

duplicación, los cuales están relacionado directamente con µ según la ec.5, muestra que 

en ambos cultivos fueron muy similares cercanos a 21.4 h.  

En el estudio realizado por Ávila para el hibridoma anti-D, empleando el mismo 

biorreactor e igual formulación de medio de cultivo RPMI, se obtuvo resultados 

superiores de concentración celular de 1.52 cel·ml-1, aunque la velocidad de crecimiento 

fue inferior (µmax= 0.019 h-1) (Ávila, 2015). Según Hayter, durante la fase exponencial, 

el metabolismo del hibridoma tiene una tendencia a aprovechar la mayor parte de la 

energía que obtienen de los nutrientes en la producción de anticuerpos teniendo como 

consecuencia la disminución de la velocidad de crecimiento (Hayter, Kirkby y Spier, 

1992).  

En la propia tabla 2 (ver Anexo 7), se observa el comportamiento de la productividad 

mediante la variación de la potencia de aglutinación del sobrenadante anti-B frente a los 

fenotipos B y AB. En el medio RPMI + 8% SFB se obtuvieron resultados de potencia 

superiores con respecto al medio PFHM, alcanzándose un máximo de 4096 y 2048, para 

el fenotipo B y AB respectivamente, al final del cultivo en lote, aun cuando la viabilidad 

había descendido a 31%.  

Este comportamiento de aumento de la productividad en la fase de muerte celular, 

corresponde al modelo de producción asociado parcialmente al crecimiento celular, 

descrito por Dutton y Vicente para las líneas de hibridomas (Dutton y col., 1998; 

Vicente, 2015). Didier refiere que la acumulación de las diferentes enzimas y 

metabolitos celulares, así como la variación del pH por la presencia de apoptosis celular, 
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puede provocar la degradación de los anticuerpos en el cultivo, lo que se demuestra en 

la caída de potencia hasta 1024 en el punto final de la fermentación (Didier, 2008). 

Por otro lado, en el medio PFHM los valores máximos de potencia fueron sólo de 256 

para fenotipo B y 128 para fenotipo AB en la fase final de crecimiento. Estos resultados 

eran de esperarse, pues durante la adaptación del Hibridoma anti-B, la eliminación del 

SFB del medio de cultivo provocó efectos negativos sobre la productividad, como ya se 

había hecho referencia. 

En el estudio cinético realizado por Justiz del clon C6G4 (perteneciente a los bancos 

celulares de LABEX), productor de una molécula anti-B de tipo IgG, a diferencias de 

este trabajo se obtuvieron productividades dos veces superiores en medio PFHM con 

respecto al medio RPMI + 8% SFB, con igual mejora de los parámetros cinéticos 

después de la adaptación. Sin embargo, la potencia de aglutinación máxima fue solo de 

16 con ambos fenotipos (Anexo 8), sugiriendo que el clon BMS-4 es mayor productor 

que el clon C6G4 y que requiere una movilización de energías metabólicas para 

crecimiento celular, más que para la producción del AcM (Justiz, 2013).  

También se debe tener en cuenta la diferencia que existe entre una molécula IgM y otra 

IgG, pues la primera presenta mayor cantidad de sitios de unión al antígeno, por tanto 

la capacidad de aglutinación frente a los eritrocitos B es superior (Coppo y Baez, 2010; 

Marks, 2014). 

Los resultados obtenidos de actividad biológica y velocidad de crecimiento en la 

caracterización del Hibridoma anti-B en el medio RPMI suplementado con SFB y en el 

medio PFHM permitirán desarrollar y elegir las mejores condiciones operativas para 

establecer el proceso de obtención del anticuerpo anti-B, con el fin de cubrir la demanda 

nacional del reactivo hemoclasificador. 

IV.1.3. Caracterización del Hibridoma anti-B en variantes de formulación 

de medio de cultivo PFHM. 

La adaptación del Hibridoma anti-B a medio PFHM, a pesar de mejorar la concentración 

celular, disminuyó significativamente la productividad, factor negativo para el 

establecimiento del proceso productivo de obtención de sobrenadante anti-B con este 

medio. La baja potencia obtenida con los grupos sanguíneos B y AB, las cuales están 

por debajo del límite de 512 que establece el organismo regulador CECMED en la 

Regulación 59-2011 para este tipo de producto, conduce a la búsqueda de variantes de 

formulación de este medio de cultivo que puedan mejorar estos parámetros (CECMED, 
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2011). Igualmente, la eliminación del SFB de la formulación del medio de crecimiento, 

elimina el aspecto ético que implica el uso de este componente que a su vez eleva 

presenta un precio elevado en el mercado. Además, como se explicó anteriormente, el 

suero puede ser la causa contaminación en los cultivos celulares (Brunner y col., 2010; 

Wessman y Levings, 1999). 

La mejora del medio de cultivo constituye una herramienta para reducir el decline en la 

viabilidad celular y mejorar la producción de anticuerpos monoclonales (Arora, 2013). 

Con este fin, la primera variante estudiada fue el medio PFHM suplementado con 10 

mg·l-1 de Insulina. La selección de este complemento se basó en la función de esta 

hormona como factor de promoción del crecimiento celular cuando es empleado en el 

medio de cultivo a concentraciones mayores que la fisiológica, de 2 - 10 mg·l-1 (Drapeau 

y col., 1994; Goswami y col., 1999).  

La segunda variante utilizó 8 mmol·l-1 de glutamina, porque las células emplean junto a 

la glucosa, este nutriente como fuente de energía para realizar su metabolismo y producir 

anticuerpos (Ozturk y Palsson, 1990b). Ljunggren y Haggstrom demostraron que el 

aumento de la concentración de glutamina en el medio provoca en las células de 

mieloma un uso más eficiente de la energía metabólica (Ljunggren y Haggstrom, 1994). 

En la figura 7 se observa la variación de la concentración de células vivas, así como la 

viabilidad durante la fermentación por lote de estas variantes de formulación, las cuales 

se compararon con la formulación de medio PFHM.  

En el medio con insulina la fase de adaptación celular prácticamente no se aprecia, al 

aumentar durante las primeras 24 h la concentración celular a 0,6·106 cel·ml-1, mientras 

que en el resto de las variantes el crecimiento fue mucho menor. Hasta las 96 h 

transcurre la fase exponencial en todos los medios, con un mayor crecimiento en el 

medio PFHM+INS donde se alcanzó una Xv de 3.31·106 cel·ml-1. En el estudio realizado 

por Chung y colaboradores, con el Hibridoma CRL-1606 la adición de insulina al medio 

libre de suero, también provocó un aumento de la concentración de células viables 

alargando la etapa de crecimiento exponencial (Chung y col., 1998).  

Diferentes estudios han demostrado que las células de hibridomas suelen ser altamente 

dependientes de la glutamina como sustrato (Chung y col., 1998; Zielke y col., 1984; 

Christie y Butler, 1994).Sin embargo, las medias de los parámetros cinéticos evaluados 

en el estudio resultaron homogéneas en su tratamiento estadístico, para las variantes que 
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emplean sólo PFHM vs PFHM+GLUT (Anexo 9); por lo que se puede afirmar que la 

adición de glutamina al medio de cultivo no influyó sobre los parámetros cinéticos del 

Hibridoma anti-B y que este compuesto no es el sustrato limitante del crecimiento 

celular.  

Por otro lado, el análisis estadístico (Anexo 9) demostró que la adición de insulina al 

medio de cultivo tuvo influencia significativa, principalmente respecto al aumento de la 

concentración celular máxima, como consecuencia probablemente al incremento de la 

velocidad de crecimiento (0.037 h-1) para un tiempo de duplicación de 18 h; valores 

superiores incluso a los obtenidos en el medio RPMI + 8% SFB. Según Vicente y Zhou, 

la adición de insulina al medio de cultivo tiene efectos positivos sobre el crecimiento 

celular, debido a que esta hormona posee efectos pleiotrópicos reguladores del estado 

proliferativo de las células (Vicente, 2015; Zhou y Hu, 1995). 

En las figuras del Anexo 10 se observa la potencia alcanzada en la caracterización del 

sobrenadante de cultivo de todas las variantes de formulación de medio PFHM, la cual 

aumenta con el progreso de la fermentación. Sin embargo, es alrededor de las 24 h que 

se muestra una diferencia favorable al incremento de las potencias del medio PFHM con 

insulina, coincidiendo con el crecimiento exponencial y donde se calculan los 

parámetros cinéticos favorecidos en este medio de cultivo.  Los máximos valores de 

actividad biológica se corresponden a 256 y 128 para fenotipo B y AB respectivamente, 

en todos los casos, sin mostrar diferencias significativas entre cada una de las variantes, 

a partir de las 48 horas (tabla 3). Por lo que se puede concluir que de manera general 

los nutrientes añadidos al medio no aumentaron la productividad de la línea celular. 

Vicente reporta la obtención de clones del hibridoma productor del anticuerpo 

monoclonal Racotumomab, donde la insulina por sí sola, no tuvo influencias 

significativas sobre la productividad del anticuerpo, comparada con otros suplementos 

como el suero y la glucosa que fueron adicionados a la mezcla de los medios 

PFHM+DMEM/F12 (Vicente, 2015).  Por otro lado, en el trabajo realizado por Vitón y 

colaboradores, en la caracterización del Hibridoma L3 anti-CD45 en medio PFHM, la 

adición de insulina en concentraciones de 2, 5 y 10 mg·l-1 aumentó considerablemente 

la producción del anticuerpo de interés, obteniéndose los mejores valores para 10 mg·l-

1 de insulina, donde al parecer el uso de la insulina favoreció el metabolismo de la 

glucosa, direccionando la energía disponible hacia la síntesis de proteínas (Vitón y col., 

2015).
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Figura 7. Curva de crecimiento celular del Hibridoma anti-B en las variantes de 

formulación de medio de cultivo PFHM.  

 

 

 

Tabla 3. Resumen de los parámetros cinéticos del Hibridoma anti-B en medio PFHM-

II en modo de fermentación por lote, en frascos rotatorios.  

 

Frasco Xvmáx 
(106 cel·ml-1) 

µmáx 
(h-1) 

td 

(h) 

Pot. máx 

Fenotipo  

B AB 

PFHM 2.51 ± 0.08 b 0.031 ± 0.001b 21.7 ± 0.4 a 256 128 

PFHM+INS 3.38 ± 0.06 a 0.037 ± 0.001a 18.6 ± 0.5 b 256 128 

PFHM+GLUT 2.49 ± 0.06 b 0.032 ± 0.001 b 22.0± 0.4 a 256 128 
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Los resultados obtenidos durante la caracterización del Hibridoma anti-B en variantes 

de formulación de medio PFHM-II mostraron que el Hibridoma en este medio es bajo 

productor y que la adición de insulina, influyó principalmente sobre el crecimiento 

celular pero no aumentó el porcentaje de células productoras de anticuerpos; por tanto 

será necesario realizar un proceso de concentración del sobrenadante para mejorar los 

valores de potencia de aglutinación y poder establecer un futuro proceso productivo. 

IV.2 - PROPUESTA DE LOS PROCESOS PRODUCTIVOS PARA LA 

OBTENCIÓN DEL ACM ANTI-B. 

La etapa de caracterización del Hibridoma anti-B a escala de laboratorio permitió 

determinar las variables cinéticas de la línea celular con cada formulación de medio de 

cultivo. En el medio RPMI suplementado con SFB se obtuvieron valores de potencia de 

4096 y 2048 frente a fenotipos B y AB respectivamente, mientras que en el medio de 

PFHM fueron inferiores, a pesar de que en este último los parámetros cinéticos de 

concentración celular y velocidad de crecimiento fueron superiores. A partir de estos 

resultados se decidió emplear los sistemas de fermentación existentes en LABEX para 

la obtención del AcM anti-B a escala productiva. 

El reactivo Hemoclasificador anti-B se comercializa en frascos de 5 ml, puede contener 

como IFA sobrenadante o LAM anti-B, según el proceso de obtención realizado (in vitro 

o in vivo), a los cuales se le añaden sales y sustancias estabilizantes para la formulación 

y luego se realiza el proceso de filtración. Por cada frasco a envasar se formulan 5,5 ml.  

Por otro lado, cada año en nuestro país se incrementa la demanda nacional de los 

reactivos hemoclasificadores, porque es obligatorio su empleo para la tipificación de los 

grupos sanguíneos cuando se realizan donaciones de sangre, trasplantes de órganos, 

operaciones quirúrgicas, etc. (LABEX, 2017). Las propuestas de los procesos 

productivos se hicieron en base a 30 mil frascos, demanda anual promedio actual, para 

los cuales se requerirán 165 l de formulado anti-B. 

La primera experimentación estuvo dirigida a la evaluación del sistema de producción 

in vivo, obteniéndose Líquido Ascítico Murino a partir de la línea de ratones BALB/c. 

Esta tecnología tiene como característica la obtención de concentraciones de anticuerpos 

que pueden ser hasta mil veces superiores a las que se producen en sobrenadantes de 

cultivo, pero implica preocupaciones bioéticas y además puede tener un costo elevado 

(Castillo y Veloso, 1990). 
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También fueron evaluadas dos plataformas de fermentación in vitro: frascos rotatorios 

y biorreactor de olas, ambos pertenecientes a la tecnología desechable, la que resulta 

compatible con la infraestructura de las instalaciones productivas de LABEX existente. 

Las principales ventajas de los biorreactores desechables son su alta flexibilidad, fácil 

operación, baja probabilidad de contaminaciones cruzadas, ahorro de tiempo y 

reducción de los gastos (Behme, 2009; Mauter, 2009). Los problemas más críticos que 

actualmente restringen su uso surgen de la limitada experiencia en la industria e 

insuficiente resistencia del material plástico a las condiciones de operación, además la 

renovación del contenedor desechable en cada fermentación conduce a un aumento del 

consumo de materiales y de los residuales sólidos (Rao y Brorson, 2009; Eibl y Eibl, 

2008).  

IV.2.1. Producción de anti-B “in vivo”.  

El método de producción en ascitis brinda como principal ventaja una alta concentración 

de AcMs y es ampliamente utilizado en la industria biotecnológica con fines 

investigativos y de diagnóstico, que por lo general requieren de pequeñas cantidades de 

anticuerpos (Flickinger y Drew, 1999). Por el contrario, la obtención de reactivos 

hemoclasificadores demanda de grandes cantidades (Marks, 2014).  

Uno de los biomodelos más utilizados para estos propósitos son los ratones de la línea 

BALB/c, por su capacidad de generar plasmocitomas tras la inoculación de varias 

sustancias irritantes, como el adyuvante de Freud y el aceite mineral, lo que los hace 

particularmente importantes para la producción de AcMs. En este campo LABEX 

destaca por su amplia experiencia productiva (Esparraguera, 2006; Soria, 2010).  

El primer paso para la producción in vivo del AcM anti-B consistió en la descongelación 

y expansión del clon BMS-4 del Hibridoma anti-B. Esta etapa es muy importante porque 

garantiza la calidad y cantidad de las células que serán trasplantadas en la cavidad 

abdominal del biomodelo, porque el número de células inoculadas es un factor vital que 

puede afectar el tiempo de vida de los animales (González y col., 2015). En el trabajo 

realizado por Soria, empleando el clon C6 G4 del Hibridoma anti-B y ratones BALB/c se 

estudiaron tres concentraciones celulares para el inóculo, donde los mejores resultados 

de productividad fueron obtenidos a una concentración de 1 millón de células por ratón 

(Soria, 2010). Igual concentración celular fue empleada en este estudio para la 

conformación de tres inóculos celulares, a partir de los cuales se produjeron tres lotes 

de LAM anti-B, cuyas características son mostradas en las tablas 4A y 4B.
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Tabla 4 A. Características de la producción de lotes de LAM anti-B en ratones BALB/c. 

 

 

 Lote LAM 

Rendimiento  

ml Ascitis/Ratón 

Vol. Total 

 LAM 

Vol.  Final 

LAM 

% Pérdidas 

1 8.42 825.5 598.0 27.5 

2 4.44 427.0 313.0 26.7 

3 4.31 409.5 314.0 23.3 

Promedio 5.72 ± 2.34 554 ± 235.3 408 ± 164.3 25.8 ± 2.2 

CV (%) 40.82  

CV: Coeficiente de variación. 

 

 

 

 

Tabla 4 B. Características de la Actividad Biológica de LAM anti-B producido en 

ratones BALB/c. 

 

Lote LAM 

Potencia Avidez Intensidad 

Fenotipo 

B AB B AB B AB 

1 2048 1024 4 s 5 s 4+ 3+ 

2 8192 4096 4 s 5 s 4+ 4+ 

3 8192 4096 4 s 5 s 4+ 4+ 

Promedio 4096 2048 4 s 5 s 4+ 4+ 
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Una marcada diferencia se aprecia entre el lote 1 con respecto a los lotes 2 y 3, tanto en 

el volumen de producto como en el título frente al panel eritrocitario. Este resultado 

demuestra la alta variabilidad que puede existir entre lotes productivos en este tipo de 

proceso, tal y como se ha explicado anteriormente. Similar variabilidad se ha descrito 

para otros LAM en la obtención de anticuerpos (Jackson y col., 1999; Soria, 2010). 

Según Marx la posibilidad de formación de un fluido ascítico es una respuesta al 

crecimiento tumoral, y después de 7 a 14 días del inóculo el volumen de ascitis puede 

fluctuar entre 2 y 10 ml por ratón, encontrándose los rendimientos obtenidos en rango 

con un promedio de 5.7 ml (tabla 3A) (Marx, 2000). El promedio de 25.8 % de pérdidas 

de volumen de LAM se debe fundamentalmente a la etapa posterior de clarificación, 

que se realiza para eliminar las células, hematíes y lípidos presentes en el LAM.  

Las pruebas realizadas para determinar la calidad del LAM, una vez concluido el 

proceso productivo, fueron avidez e intensidad las cuales se determinaron mediante la 

técnica de hemaglutinación en láminas y la potencia de aglutinación. Para esta última se 

obtuvieron valores entre 2048 y 8192 frente al grupo sanguíneo B y 1024 hasta 4096 

frente a A2B (tabla 4B).  En todos los casos la actividad biológica cumplió con la 

especificación ESP-47.5002 del sistema de calidad de LABEX que establece como 

límite 1024 (LABEX, 2016) .  

Si se comparan estos resultados de potencia con los obtenidos por Soria, los cuales 

tuvieron una potencia de aglutinación entre 2048 y 64 para fenotipo B y 1024 y 32 para 

fenotipo AB, el Hibridoma BMS-4 de este estudió mostró una mayor inmunogenicidad 

en los animales al obtenerse un líquido ascítico de mayor calidad (Soria, 2010). Por otra 

parte, en el estudio reportado por León y colaboradores con el mismo clon (BMS-4) en 

igual línea animal, se reportaron resultados de potencia superiores en el LAM, con 

títulos de 16384 con eritrocitos B y de 4096 con eritrocitos AB (León y col., 2004).  

La autora Esparraguera refirió que el rendimiento depende en gran medida de la línea 

genética de ratón utilizada y de las características individuales, ya que cada animal 

puede comportarse de manera diferente ante el mismo hibridoma y concentración 

celular, considerándose este comportamiento como normal e impredecible, por tal 

motivo se trata de mantener las mejores condiciones ambientales posibles para los 

biomodelos que se utilizan, y de esa manera favorecer las producciones (Esparraguera, 

2006). 
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- Propuesta del proceso productivo de LAM anti-B. 

Las instalaciones de producción de LABEX tienen una capacidad productiva de 3500 

ratones. Teniendo en cuenta este dato se propuso el proceso de obtención de LAM anti-

B a partir de ratones BALB/c para la alternativa in vivo y se representó en el esquema de 

la figura 8. Inicialmente deben comprarse los animales en el (CENPALAB) que se 

encuentra ubicado en La Habana y luego se trasladan en avión hacia LABEX. 

Una vez en el centro son sometidos a una primera etapa de cuarentena, la cual puede 

demorar de 7 – 10 días para que los animales sean liberados, después se realiza la pre-

inoculación y luego de un tiempo mínimo de espera de 7 días se inoculan los animales. 

La etapa de extracción comienza aproximadamente después de 15 días, realizándose en 

días alternos las extracciones de LAM y se puede extender hasta 15 días o hasta que 

dejen de producir los animales. Se ha establecido que para la obtención de un 1 l de 

LAM son necesarios 500 ratones, los cuales constituirán un lote productivo.  

Para poder cubrir la demanda de 30 mil frascos del reactivo anti-B, es necesario producir 

165 l del Hemoclasificador anti-B y tomando como referencia el resultado promedio de 

potencia de los lotes de LAM anti-B (tabla 4B) de este estudio, se planteó una dilución 

de trabajo de 1:4 en la formulación, para un volumen total de LAM de 41.2 l, pero se 

debe tomar en cuenta las pérdidas de LAM en el proceso de clarificación, las que fueron 

de un 27%. Por tanto, tomando como referencia los resultados de este estudio y la 

propuesta presentada, se deberán producir 52 l de LAM anti-B para lo que se necesitarán 

9158 ratones BALB/c, para un total de 19 lotes de 500 ratones cada uno, los que se 

dividirán en 3 campañas productivas al año, debido a la capacidad del Bioterio de 

LABEX y un tiempo de trabajo de 150 días aproximadamente. Las características 

principales del proceso se resumen en la tabla 5.   

 

IV.2.2. Producción de anti-B in vitro en frascos rotatorios.  

La tecnología de fermentación in vitro ofrece la ventaja de una producción a gran escala 

en poco tiempo y de forma rentable. Entre las técnicas de cultivo celular se encuentran 

el cultivo de células adherentes y en suspensión. En esta última, el crecimiento es 

independiente de la superficie del biorreactor, presentando como desventajas bajas 

densidades celulares y concentración de producto (Rodrígues y col., 2010). Los frascos 

rotatorios son utilizados para ambos tipos de cultivo, indistintamente. 
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Figura 8. Esquema del Proceso de Producción de LAM anti-B en ratones BALB/c.  
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Tabla 5. Propuesta del Proceso productivo en ratones BALB/c para obtener 30 000 

frascos de Hemoclasificador anti-B.    

 

Volumen de formulado (l) - IFA 165  

Dilución en la formulación 1:4 

Volumen de LAM anti-B para formulación  (l) 41 

Volumen de LAM anti-B a producir (l) * 52 

Cantidad de ratones   9158 

Rendimiento Ascitis/Ratón (l) 0.0057 

Cantidad de ratones x lote 500 

Volumen de LAM/lote (l) 2.85 

Lotes x año 19 

Corridas x año  3 

Tiempo x corrida (d) 50 

Tiempo x año (d) 150 

 

* Se determina a partir de un 26% de pérdidas en el proceso de clarificación.
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En el LABEX, el proceso de fermentación para producción del Hemoclasificador anti-

D, se estableció en frascos rotatorios y emplea el modo de operación semicontinuo con 

medio de cultivo RPMI suplementado con SFB. Se realizan cosechas repetidas de 

sobrenadante de cultivo cada 96 h a partir de la siembra, lo cual permite la producción 

de lotes de sobrenadante de forma continua, sin tener que repetir las etapas previas 

(descongelación y expansión celular). Este proceso se caracteriza por la baja 

complejidad mecánica y por ser consistente, además tiene un costo unitario de solo 3.18 

UM por frasco de hemoclasificador (Ávila, 2015). Presenta como desventaja que las 

operaciones resultan intensas y laboriosas, además de la ausencia de controles de pH y 

Oxígeno tan importantes para el manejo del proceso productivo.   

Para la evaluación de este sistema de fermentación con el Hibridoma anti-B se realizó 

la producción de tres lotes de sobrenadante utilizando medio de cultivo RPMI + 8% 

SFB y el modo de operación semicontinuo. Inicialmente fueron sembrados tres frascos 

rotatorios a una concentración inicial de 0.3·106 cel·ml-1 con un volumen efectivo de 

500 ml. Las cosechas de sobrenadante anti-B fueron realizadas cada 72 h, para garantizar 

una potencia por encima de 512 y una viabilidad celular superior a un 85%, según el 

estudio cinético (ver epígrafe IV.1.2). Para la conformación de cada lote de 

sobrenadante anti-B fueron realizadas 4 sublotes consecutivos, resultante de la 

extracción del reactor de 800 ml de sobrenadante para cada uno, ajustando siempre la 

concentración del cultivo a 0.3·106 cel·ml- 1 mediante la adición de medio fresco.  En el 

Anexo 11 se encuentran los datos del cultivo durante la producción de los tres lotes. Los 

parámetros cinéticos se mantuvieron prácticamente constante entre cada sublote. 

En la tabla 6A, se observa un resumen de los principales parámetros cinéticos del 

Hibridoma anti-B durante la producción de los 3 lotes de sobrenadante de cultivo. Entre 

los diferentes lotes hubo poca variación con respecto a las variables de crecimiento 

calculadas (CV< 2%); a diferencia del cultivo in vivo, que la variabilidad por ejemplo 

del rendimiento del líquido ascítico fue de 40.82 % (tabla 4B). 

La concentración celular promedio fue de 1.55 ·106 cel·ml- 1, para una velocidad de 

crecimiento de 0.034 h-1 y un tiempo de duplicación de aproximadamente 20 h. Estos 

valores fueron ligeramente superiores a los obtenidos durante el estudio cinético, lo que 

era de esperar por cuanto en la producción se partió de un inóculo con células adaptadas 

a las condiciones del cultivo y en el sobrenadante estaban presentes metabolitos y 

factores de crecimiento que favorecieron el crecimiento celular. 
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Como se puede apreciar en la tabla 6 B, la potencia, avidez e la intensidad de los lotes 

de sobrenadante anti-B, que se obtuvieron a partir de la mezcla de los sublotes (Anexo 

12), fueron similares, cumpliendo con los límites establecidos por la especificación de 

calidad ESP.5060 Sobrenadante anti-B (LABEX, 2016). La unión de los diferentes 

sublotes provocó la disminución de la concentración de anticuerpos, efecto dilución, lo 

que trajo como negativo la caída de los valores de potencia hasta 512, para ambos 

fenotipos. 

No obstante, estos resultados fueron superiores a los obtenidos por Justiz con el clon de 

C6G4 en medio RPMI; donde a pesar de utilizar un cultivo de alta densidad celular con 

el desarrollo de biorreactor CELLine, el sobrenadante que se obtuvo solo alcanzó títulos 

de 64 frente a eritrocitos B y de 16 con eritrocitos AB, demostrándose nuevamente que 

el clon BMS-4 de este estudio, es mejor productor (Justiz, 2013).  

En el trabajo realizado por Witting y colaboradores, se cultivó el clon BB2-3, productor 

del anticuerpo anti-B de tipo IgM en cultivo de alta densidad con el biorreactor 

MiniPerm y con medio suplementado con suero. El sobrenadante aglutinó frente a 

eritrocitos B, hasta una dilución de 1/15000, muy superior al sobrenadante obtenido con 

el clon BMS-4 en frascos rotatorios. En este estudio el sistema de fermentación tuvo 

una influencia significativa sobre la calidad del sobrenadante (Wittig y col., 2006). 

Los resultados que se muestran en el Anexo 11, utilizando % frascos rotatorios a los que 

se extraen “cosechas” de sobrenadantes, reflejan que cada sublote de sobrenadante tuvo 

una potencia de aglutinación superior al lote final. Se propone en el diseño del proceso 

productivo que cada lote se conforme por una sola cosecha de sobrenadante anti-B. Para 

ello será necesario utilizar toda la capacidad de cultivo existente en la base de agitación 

(16 posiciones giratorias) para eliminar la probabilidad de requerir una etapa posterior 

de concentración, y poder así realizar un empleo eficiente del medio de cultivo, el cual 

tiene un componente de costo elevado por la adición de SFB como se explicó 

anteriormente. 

Con este proceso de cada frasco rotatorio se obtendría 400 ml de sobrenadante (sublote), 

el cual solo necesitaría un proceso de clarificación por centrifugación para eliminar las 

células, obteniéndose por cada lote 6,4 l. De este modo, en el proceso de separación las 

pérdidas por volumen resultarían poco significativas (1 %) a diferencia de la producción 

in vivo.
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Tabla 6. Resumen de la Producción en frascos rotatorios de los lotes de Sobrenadante 

anti-B en medio de cultivo RPMI+8% SFB. 

 

A. Parámetros cinéticos. 

 

lote 

V 

(ml) 

Xv 

(106 cel·ml-1) 

µ 

(h-1) 

td 

(h) 

1 3400 1.58 0.035 19.90 

2 3400 1.51 0.034 20.62 

3 3400 1.55 0.034 20.27 

Promedio 3400 1.55 ± 0.03 0.034 ± 0.001 20.26 ± 0.36 

CV (%) - 0,98 1,68 0,58 

CV: Coeficiente de variación. 

 

 

B. Actividad Biológica. 

 

Lotes de  

SN anti-B 

Potencia Avidez Intensidad 

Fenotipo 

B AB B AB B AB 

1 512 512 2s 2s 4+ 4+ 

2 512 512 2s 3s 4+ 4+ 

3 512 512 2s 3s 4+ 4+ 
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Figura 9. Esquema del Proceso de Obtención de Sobrenadante anti-B en medio de 

cultivo RPMI, utilizando Frascos Rotatorios.  
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Tabla 7.  Propuesta del proceso productivo de obtención de Sobrenadante anti-B con 

medio de cultivo RPMI empleando Frascos Rotatorios para producir 30 000 frascos 

de Hemoclasificador anti-B. 

 

Volumen de SN anti-B (l) - IFA 165 

Dilución en la formulación 1:1 

Volumen de SN para formulación (l) 165 

Volumen de LAM anti-B a producir (l) 

* 

165 

Cantidad de Frascos rotatorios 

(Biorreactor) 

80 

Rendimiento SN/Frascos 

(Biorreactor) (l) 

2.1 

Volumen de SN x lote (l) 2.4 

Lotes x año 25 

Corridas x año 5 

Tiempo x corrida (d) 30 

Tiempo x año (d) 150 

 

* Pérdidas no significativas para las mediciones de volumen que se realizan. 

 

 



Propuesta de un Proceso Productivo para la Obtención de un Reactivo Hemoclasificador anti-B. 

Resultados y Discusión 

 

46 

 

- Propuesta del proceso productivo en frascos rotatorios.  

Tomando en cuenta que se requiere cubrir una demanda estimada de 30 mil frascos del 

reactivo anti-B y que se deben obtener 165 l de sobrenadante anti-B porque se utilizará 

para la formulación sin diluir, se realizó la propuesta del proceso productivo, la cual se 

refleja en la figura 9. Las características principales del proceso se resumen en la tabla 

7.  

Se propone realizar a partir de un mismo inóculo, empleando el modo de fermentación 

semicontinuo, 4 lotes de sobrenadante de 6,4 l y un lote de 8 l al finalizar el cultivo (al 

cosechar los 16 frascos), para un volumen final de 33 l por campaña productiva, 

empleando las 16 posiciones que brinda la base rotatoria. De esta forma serán necesarias 

5 campañas productivas al año, con un tiempo total de trabajo de 150 días. 

  

IV.2.3. Producción de anti-B in vitro en Biorreactor de Olas Applikon 50 l.  

El clon BMS-4 de anti-B adaptado a medio PFHM mostró una productividad inferior a 

la obtenida con el medio RPMI, en el estudio cinético en frascos rotarios, con valores 

de potencia de aglutinación del sobrenadante inferiores al límite de calidad de 512. Sin 

embargo, este medio de cultivo tiene la ventaja de un bajo costo de producción con 

respecto al RPMI suplementado con suero, aspecto significativo cuando se requiere 

incrementar volúmenes productivos para satisfacción de demandas crecientes. Por lo 

que se recurre a otra estrategia de sistema de fermentación, soportada en evidencias de 

altos rendimientos de producto y adecuadas condiciones para el desarrollo del 

hibridoma, durante largos tiempos de cultivo celular (Téllez, 2017; Hernández, 2014).  

Se decidió estudiar la variante productiva empleando Biorreactores de ola Applikon de 

50 l con una etapa posterior de concentración por cartuchos de fibra huecas. Este sistema 

de fermentación permitirá obtener mayores volúmenes de sobrenadante que los frascos 

rotatorios, al contar con un volumen efectivo de 25 l. Además, está provisto de una torre 

de control automático Applikon ez-Control que maneja las variables de operación tales 

como pH, Oxígeno Disuelto, Temperatura y Mezclado, proporcionándole un ambiente 

adecuado a las células (Applikon Biotechnology, 2014).  

A partir de experiencias previas de fermentaciones realizadas en LABEX, empleando el 

modo de operación semicontinuo y medio de cultivo PFHM en este tipo de biorreactor, 

se desarrolló el proceso para la obtención de sobrenadante anti-B (Téllez, 2017; 

Hernández, 2014).  Debido a que la adición de insulina influyó favorablemente sobre 
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los parámetros cinéticos del cultivo, pero no así sobre la actividad biológica del 

sobrenadante anti-B, se empleó sólo la formulación de medio PFHM en esta escala 

productiva, con el interés de ahorrar recursos. 

Durante el proceso de escalado se tiene como objetivo alcanzar en el biorreactor de 

escala industrial un ambiente fisiológico e hidrodinámico tan similar como sea posible 

al establecido en los equipos de escala de banco o piloto. Las soluciones de ingeniería 

para ese problema incluyen mantener la semejanza geométrica y además mantener 

constante un criterio dado, tales como la potencia por unidad de volumen, el coeficiente 

volumétrico de transferencia de masa y de oxígeno, entre otros (González, 2000). En el 

caso del Biorreactor de olas, el oxígeno de la corriente gaseosa es transferido a través 

de la superficie líquido-gas, lo cual hace menos eficiente el proceso de transferencia en 

comparación con los fermentadores convencionales de tanques agitados y aireación 

sumergida por lo que se debe controlar el volumen de trabajo y la agitación (GE 

Company, 2008). 

Hernández realizó el escalado para el Hibridoma anti-CD45 a Biorreactor de olas, a 

partir del criterio de velocidad periférica de impelente para satisfacer los valores del 

coeficiente de transferencia de oxígeno (KLa) (Hernández, 2014). Tuvo en cuenta que el 

KLa depende del área de transferencia, del nivel de agitación del cultivo, la temperatura, 

la geometría del sistema y la concentración de oxígeno. A partir de ese estudio fueron 

seleccionados los parámetros operativos para la realización de este trabajo mostrados en 

la tabla 3.1, de Materiales y métodos (ver acápite III.5.). 

Para la evaluación del Hibridoma anti-B en el fermentador fue realizada una corrida 

productiva empleando el modo de operación semicontinuo (figura 10). Se prepararon 

200 l de medio de cultivo PFHM II y fueron filtrados a una bolsa plástica, lo que 

garantizó un tiempo productivo de 40 días. El inóculo se conformó con 4 800 millones 

de células, para un volumen inicial en el fermentador de 20 l y una concentración de 

0,24·106 cel·ml-1. La estrategia seguida a partir del sexto día de trabajo, una vez que se 

adaptaron las células al sistema de cultivo, consistió en el crecimiento del cultivo celular 

hasta la fase exponencial y extracciones de sobrenadante cada 72 h, ajustando la 

concentración aproximadamente a 0,5·106 cel·ml-1, mediante la extracción de 15 l de 

suspensión celular y la adición de esta misma cantidad de medio de cultivo PFHM. De 

esta forma se garantizó la acumulación del producto en el biorreactor y una buena 

viabilidad del cultivo celular, superior al 90%.
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Figura 10. Perfil de crecimiento del Hibridoma anti-B en el Biorreactor de olas con 

medio de cultivo PFHM.  
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Figura 11. Comportamiento de la velocidad de crecimiento del Hibridoma anti-B en el 

Biorreactor de olas con medio de cultivo PFHM. 

 

Figura 12. Actividad Biológica del Sobrenadante anti-B durante la corrida de 

fermentación en Biorreactor de olas con medio PFHM.
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En el cultivo se alcanzaron concentraciones celulares superiores a los 2,3·106 cel·ml-1 

similares a las obtenidas en los estudios cinéticos como referencia (tabla 2) al estabilizar 

el tiempo entre las cosechas, y las concentraciones de células vivas se mantuvieron en 

promedio alrededor de 2·106 cel·ml-1 (Anexo 13). El perfil de crecimiento celular 

mostrado en la figura 10 se corresponde con el reportado por Víctores en el cultivo del 

Hibridoma 1E10, donde la variación de las concentraciones celulares también fue 

pequeña (Victores y col., 2008).  

En la figura 11 se muestra el comportamiento variable de la velocidad de crecimiento, 

donde en la primera semana del cultivo (144 h) se muestra un crecimiento cercano al de 

la caracterización cinética, pero a partir de las 288 h de trabajo se obtuvo un valor 

inferior al de la escala de laboratorio (0.032 h-1), llegando a un valor mínimo de 0,015 

h-1 al finalizar la corrida. Una de las razones por las que las células dejan de crecer, es 

la acumulación de algunos metabolitos que inhiben el crecimiento, los cuales deben ser 

eliminados del cultivo celular para evitar esta problemática (Shiu y col., 2015).  

Según Víctores, a bajas velocidades de dilución del cultivo, puede existir limitación de 

algún nutriente; por consiguiente, el ambiente es menos favorable para que las células 

se dupliquen con su velocidad de crecimiento habitual y un número importante de la 

población puede quedar retenido en alguna fase del ciclo celular con mayor 

productividad para la formación del producto (Victores y col., 2008).  

En correspondencia, el comportamiento de la actividad biológica del sobrenadante anti-

B mostrado en la figura 12 fue superior a la esperada según los datos del estudio cinético 

(Anexo 10), donde a las 72 h la potencia de aglutinación mantenía un valor de 64. A 

partir de las 216 h (9 días) se mantiene en un valor de potencia de aglutinación de 128 

para sangre B y se estabiliza en 256 al transcurrir las 480 h (20 d) de corrida productiva. 

Los valores de potencia de aglutinación para el fenotipo AB, mostraron un desempeño 

más bajo fluctuando entre 64 y 128, lo cual sugiere que el anticuerpo expresado en el 

sobrenadante de fermentación, mostró menor especificidad para este grupo sanguíneo. 

El fenotipo AB, presenta menor concentración de antígenos B sobre la membrana de los 

eritrocitos y la especificidad y avidez del anticuerpo influirá sobre el grado de 

reconocimiento del mismo. 

En el Anexo 12 se encuentran el resto de los datos de la corrida de fermentación.  

Al finalizar la corrida se le determinó la actividad biológica al lote completo de la 

cosecha de anti-B, obteniéndose una potencia de 128 y 64 para eritrocitos B y AB 
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respectivamente, estos valores se deben a la mezcla de varios lotes con diferentes 

potencias y resultaron inferiores a los obtenidos en la fermentación en botellas rotatorias 

con medio RPMI y PFHM, así como en el líquido ascítico (tabla 4B y 6B). 

La cosecha fue filtrada con los filtros SARTOPURE PP2  idicaps®, comercializados 

por la firma alemana SartoriusTM. En la filtración fueron utilizados en total 12 unidades, 

con tamaño de poro de 8 a 0,2 μm. El sobrenadante anti-B libre de células se almacenó 

en 4 bolsas con 50 l de volumen cada una. En este proceso el valor de pérdidas estuvo 

inferior al 2%. 

El proceso de concentración de sobrenadante anti-B se realizó empleando cartuchos de 

hemodiálisis de fibras huecas con tamaño de poro 30 kDa, lo que permitió retener el 

anticuerpo en cuestión. Durante la concentración de la primera bolsa con 50 l de 

sobrenadante fue medida la potencia en puntos intermedios, para poder definir hasta que 

volumen era necesario concentrar. En la tabla 8 se demuestra que al reducir el volumen 

5 veces se logró obtener un sobrenadante concentrado anti-B adecuado para ser 

empleado como materia prima para la formulación del reactivo final al cumplir con la 

especificación de potencia establecida, así como con los parámetros de avidez e 

intensidad (LABEX, 2016).  

De la misma forma se concentraron las cuatro bolsas con sobrenadante anti-B filtrado, 

para un volumen final de 40 l de sobrenadante concentrado los cuales cumplieron con 

los parámetros de calidad por lo que se pueden emplear en la obtención del 

Hemoclasificador anti-B. 

- Propuesta del proceso productivo en biorreactores de ola.  

Las principales características del proceso productivo se muestran en la tabla 9 y en la 

figura 12 se encuentra el diagrama de flujo. Para la producción de los 165 l de 

sobrenadante concentrado anti-B se deberán obtener 825 l de sobrenadante anti-B 

durante 4 corridas fermentativas, tres de 200 l y una de 225 l, para luego reducir el 

volumen 5 veces mediante el proceso de concentración. Teniendo en cuenta que en 

LABEX existen 2 fermentadores, se propone que sean empleados en paralelo para poder 

acortar el tiempo de operación a 108 días al año. Como se puede observar este tiempo 

resulta menor a la producción in vivo y a la propuesta de cultivo en frascos rotatorios.
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Tabla 8.  Sobrenadante concentrado anti-B obtenido con medio PFHM, durante la 

corrida de fermentación en Biorreactor de olas 

Concentración Vol. 

SN 

anti-B 

(l) 

Fenotipo B Fenotipo AB 

Potencia Avidez 

 

Intensidad Potencia  Avidez 

 

Intensidad 

1x 50  128 5 s 3 + 64 6 s 2 + 

2x 25  256  5 s 3 + 128 6 s 2 + 

4x 12.5  512 5 s 4 + 256 6 s 3 + 

5x 10  1024 5 s 4 + 512 6 s 3 +  

 

 

Tabla 9.  Propuesta del proceso productivo de obtención de sobrenadante concentrado anti-B, 

empleando Biorreactores de Olas, para la producción de 30 000 frascos de Hemoclasificador 

anti-B. 

 

Volumen de SN conc. anti-B (l) x año – IFA  165 

Dilución en la formulación 5:1 

Volumen de SN anti-B x año (l) 825 

Cantidad de Biorreactores de Ola 2 

Rendimiento de SN/ Biorreactor(l) 200-225 

Volumen de SN x Corrida (l) 400-425 

Volumen de SN conc. para formulación x 

lote (l) 

40-45 

Lotes x año 4 

Corridas de fermentación x año 2 

Tiempo x corrida (d) 54 

Tiempo x año (d) 108 

  

* Pérdidas pocas, las asume el proceso de concentración que se realiza a posteriori. 
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Figura 12. Esquema del Proceso Productivo de Obtención de Sobrenadante 

concentrado anti-B con medio PFHM empleando Biorreactor de olas.  
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IV.3 - VALORACIÓN ECONÓMICA DE LOS PROCESOS PRODUCTIVOS 

PROPUESTOS PARA LA OBTENCIÓN DEL ACM ANTI-B. 

El estudio económico es un paso clave para identificar la viabilidad del establecimiento 

de un nuevo proceso productivo y permite elegir la variante más factible sobre la base 

económica.  

Las propuestas de los procesos productivos realizadas para producir el 

Hemoclasificador anti-B, tienen como principal diferencia el sistema de fermentación a 

emplear; puesto que las variantes de medios de cultivo estudiadas resultaron similares o 

favorecedor para el RPMI, en los estudios cinéticos, aunque en el fermentador de ola se 

seleccionó la opción PFHM por ser la más económica por los volúmenes que se 

manejan.  

Partiendo de la consideración anterior, en este trabajo se realizó una valoración 

económica sobre la base de la estimación del costo de producción directo para las etapas 

de obtención de IFA, y de producto terminado (formulación y llenado) así como se 

determinaron los ingresos y utilidades que generarían cada proceso. Para ello se tomó 

como base cubrir la demanda predicha de 30 mil frascos del reactivo anti-B. 

Para el análisis fueron confeccionadas las diferentes fichas de costo de cada etapa 

productiva, las que se pueden encontrar en el anexo 13, 14 y 15. Los gastos directos 

asociados a las etapas de obtención de LAM o sobrenadante de cultivo anti-B de cada 

variante se muestran en las figuras 13,14 y 15. 

Como se puede observar en la figura 13 para la producción de 2,86 l de LAM anti-B, 

el costo directo es de 20 534.64 UM. La etapa que requiere de mayores gastos es la de 

Cuarentena, porque en la misma se incurre en la adquisición de los ratones en 

CENPALAB, donde cada uno tiene un precio de 27.48 CUP y para la producción de un 

lote se utilizan 500 animales (tabla 4). Si en LABEX se crearán las condiciones idóneas 

para la reproducción de los ratones, los gastos de producción disminuirán 

significativamente, puesto que el costo unitario de los modelos animales estaría 

alrededor de 3 CUP.  

Si se consideran las pérdidas calculadas al proceso, se debe incrementar en un 25% el 

costo, resultando aproximadamente 25 600 UM para obtener el IFA, del cual solo se 

obtendrían 11, 44 l de formulado utilizando una dilución 1:4. 
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Figura 13. Gastos directos de Operación del proceso de producción de 2,86 L de 

LAM anti-B. 

 

 

Figura 14. Gastos directos de Operación del proceso de producción de 33 L de SN 

anti-B en fermentación en frascos rotatorios.

 Total: 20.534,64 UM  

 Total: $ 5.363,95 
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La variante de fermentación en frascos rotatorios, cuya evaluación se muestra en la 

figura 14, resulta en un costo total de 5 363.95 UM para la producción de 33 l de 

sobrenadante anti-B, con un 65% que pertenece a la etapa de preparación de medios; 

demostrándose que la utilización de suero fetal bovino aumenta los costos de las 

materias primas en los procesos biotecnológicos.  

Por último, en la figura 15 se muestra el desglose de los gastos para la obtención de 40 

l de sobrenadante concentrado (IFA) empleando fermentadores de olas, donde cada 

corrida productiva tiene un costo total de operaciones 2.5 veces superiores al anterior 

proceso in vitro (13 551.16 UM) y cuya etapa de mayor importancia la constituye la 

propia fermentación con 9 683.85 UM. Sin embargo, cuando se analiza la ficha de costo 

4 (anexo 15) se puede apreciar que el componente de salario es significativo igualmente, 

donde se gastarían 8 448.17 CUP para un 87.2 % del componente de fermentación sobre 

el costo de operaciones, debido a la necesidad de emplear trabajadores por turnos para 

la atención del fermentador.  

En la gráfica de la figura 16, se realizó una comparación de las tres variantes 

productivas, de los gastos totales correspondientes a la producción de 30 mil frascos de 

reactivo anti-B, donde la producción en ratones se convierte en la menos rentable, con 

un total de 611 898.96 UM/a; por lo cual resultan mucho más atractivas las alternativas 

in vitro, entre las cuales se destaca la fermentación en frascos rotatorios con un gasto 

total anual de 290 422.99 UM/a, siguiéndole la propuesta con biorreactores de olas con 

293 964.34 UM/a. La poca diferencia entre ambas se resarce si se valora que con esta 

última se obtiene un volumen de IFA superior, disminuyendo el número de corridas 

necesarias al año con respecto a los frascos rotatorios (tablas 7 y 8). 

Para determinar las ganancias o utilidades que generaría cada alternativa, se calcularon 

los ingresos por concepto de ventas a partir de la estimación del precio de venta nacional 

de un frasco de Hemoclasificador anti-B como 30.6 CUP, como actualmente se 

comercializa por LABEX. Por tanto, para 30 000 frascos los ingresos serían de 918 000 

CUP/a. Como se observa en la figura 16, con el proceso de producción de LAM se 

obtendría prácticamente la mitad de las ganancias comparados con el resto de las 

variantes, donde con la producción en frascos rotatorios el valor sería de 655 490.44 

UM/a, representando una diferencia aproximada de 30 000 UM con respecto a la 

alternativa en biorreactores de olas. 
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Figura 15. Gastos directos de Operación del proceso de producción de 40 L de SN 

conc. anti-B. 
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Teniendo en cuenta lo anterior se puede concluir que la propuesta más factible desde el 

punto de vista económico para la producción del reactivo anti-B, es la de frascos 

rotatorios y medio de cultivo RPMI + 8 % de SFB, la que a su vez representa un tiempo 

de operación de 150 días al año (tabla 7).  

IV.4 - VALORACIONES GENERALES DE LOS PROCESOS PRODUCTIVOS. 

Los resultados planteados hasta el momento en el desarrollo de este trabajo permiten 

realizar una comparación de los procesos productivos a partir de las ventajas y 

desventajas que ofrecen cada uno de ellos.  

La alternativa donde se obtiene mayor calidad de la IFA para la producción del 

Hemoclasificador anti-B, es la producción de LAM en ratones BALB/c, con valores de 

potencia muy superiores al resto de las variantes (tabla 3.B), sin embargo, ofrece las 

mayores desventajas desde el punto de vista económico, por el elevado precio de compra 

que tienen los biomodelos y el alto por ciento de pérdidas del proceso, lo cual eleva el 

número de animales necesarios a 9158, además de las implicaciones bioéticas que 

representa su uso. 

Por otro lado, las alternativas in vitro representan variantes más factibles, compiten entre 

ellas, principalmente en cuanto a la calidad del sobrenadante y el costo de producción, 

prevaleciendo siempre la opción en frascos rotatorios con medio de cultivo RPMI + 8 

% de SFB sobre la fermentación en biorreactores de olas y medio PFHM. Esto se debe 

fundamentalmente a que el Hibridoma anti-B en el medio con suero tiene un desempeño 

productivo superior al medio libre de suero y proteínas (tabla 2), lo cual influye en que 

se requiera una etapa de concentración posterior a la fermentación en biorreactores de 

olas, aumentando 5 veces los volúmenes a producir con respecto a los frascos rotatorios.  

No ha de olvidarse que la alternativa más rentable (frascos rotatorios) tiene como 

principal desventaja el uso de suero fetal bovino, lo que trae consigo efectos negativos 

para el proceso productivo tales como la variabilidad entre lotes, el aumento de los 

gastos asociados a la etapa de preparación de medio, que representa el mayor 

componente en el costo total del proceso productivo y las consideraciones bioéticas por 

la utilización de animales para la obtención del suero (figura 13). Si se comparan en 

cuanto al tiempo productivo, las alternativas de producción de LAM y frascos rotatorios 

consumen igual tiempo 150 días, sin embargo, con los biorreactores de olas solo se 

requieren 108 días. 
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 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES. 

V.1 - CONCLUSIONES 

1. El crecimiento del Hibridoma anti-B (clon BMS-4) en frascos rotatorios y 

fermentación por lote, se caracterizó por una concentración máxima de células vivas 

de 2.51·106 cel·ml-1 en medio de cultivo PFHM, valor dos veces superior a la 

obtenida en RPMI + 8% SFB; mientras que la velocidad de crecimiento máxima y 

el tiempo de duplicación fueron similares en ambos medios, alrededor de 0.03 h-1 y 

21.4 h respectivamente.  

2. En la adaptación del Hibridoma anti-B en medio PFHM los valores de potencia no 

superaron los 512 según exige la regulación (256 para fenotipo B y 128 para fenotipo 

AB). En el medio RPMI con Suero Fetal Bovino (8%) y cultivo por lote, se 

obtuvieron los resultados de potencia por encima de lo establecido por regulación 

(4096 con el fenotipo B y 2048 con fenotipo AB).  La adición de insulina y 

glutamina no influyó en la mejora de la productividad de la línea celular con PFHM.  

3. La producción del IFA anti-B en ratones BALB/c se caracterizó por una alta 

variabilidad productiva, un rendimiento promedio de 5.7 ml de LAM anti-B por 

biomodelo y 25.8% de pérdidas de volumen en el proceso de clarificación del lote. 

La actividad biológica del producto cumplió con los parámetros de calidad (≥ 5  ) 

frente a los fenotipos ensayados. 

4.  En el proceso in vitro en frascos rotatorios y medio de cultivo RPMI, se obtuvieron 

lotes de sobrenadante anti-B con resultados de actividad biológica que cumplieron 

los rangos establecidos por la especificación de calidad. Sin embargo, en la 

fermentación en el biorreactor de olas, con medio PFHM, el sobrenadante cumple 

los requisitos para avidez e intensidad, pero se obtuvo una potencia de aglutinación 

de 128 y 64 para eritrocitos B y AB, respectivamente; por lo que necesita de una 

etapa posterior de concentración, para que la IFA cumpla con los estándares de 

calidad según regulación 59/2011. 

5. Se realizaron las propuestas de los tres procesos productivos, uno in vivo y dos in 

vitro, para cubrir una demanda de 30 mil frascos de Hemoclasificador anti-B. En los 

procesos in vitro se elimina los cuestionamientos éticos a la tecnología. 



Propuesta de un Proceso Productivo para la Obtención de un Reactivo Hemoclasificador anti-B. 

Conclusiones y Recomendaciones 

 

54 

 

6. El proceso in vivo se caracteriza por un tamaño de lote mayor (500 ratones), con una 

mayor concentración de AcM anti-B en la IFA que rinde 41 l para formulación, pero 

requiere al menos 19 lotes al año. Por su parte el proceso productivo in vitro con 

frascos rotatorios, rinde un volumen de IFA por lote similar al anterior (< 3 l), sin 

posibilidad de diluir, requiriendo 25 lotes al año, producidos en 80 biorreactores. En 

los biorreactores de ola, se obtienen mayor volumen de IFA a formular por lote (40-

45 l), por lo que requiere de sólo 4 fermentaciones al año, aunque se ha de concentrar 

5 veces el sobrenadante obtenido. 

7.  Se realizó una comparación económica de las tres variantes productivas para la 

producción de 30 mil frascos de reactivo Hemoclasificador anti-B, donde la 

producción in vivo se convierte en la menos rentable, con un costo de producción 

total de 611 898.96 UM/a; resultando mucho más atractivas las alternativas in vitro, 

entre las cuales se destaca la fermentación en frascos rotatorios con un gasto total 

anual de 290 422.99 UM/a, siguiéndole la propuesta con biorreactores de olas con 

293 964.34 UM/a.  

8. La propuesta más factible desde el punto de vista técnico-económico para la 

producción del reactivo anti-B, es la de frascos rotatorios y medio de cultivo RPMI 

+ 8 % de SFB, la que a su vez representa un tiempo de operación de 150 días al año 

y una ganancia de 655 490.44 UM/a. 
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V.2 - RECOMENDACIONES 

1. Estudiar otras estrategias en el proceso fermentativo en frascos rotatorios que 

permitan aumentar el volumen productivo y mejorar la productividad de la 

variante seleccionada para disminuir los tiempos de operación al año. 

2.  Estudiar otros tipos de medios de cultivo libres de suero, que permitan aumentar 

la productividad del Hibridoma anti-B y disminuir los costos del proceso 

productivo sin deteriorar los parámetros de calidad. 
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 ANEXOS 

ANEXO 1 . Frascos rotatorios empleados en la producción de AcM (Coorning 

Incorporated, 2010). 

  

 

ANEXO 2  Biorreactor de olas Applikon (Applikon, 2014). 
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ANEXO 3. Comparación de los tiempos de las etapas para iniciar la fermentación 

entre el Biorreactor Convencional y el Desechable. (Tomado de Rao y col., 2009) . 

 

Tipo de Biorreactor 

Tanque Agitado, Convencional  De Olas, Desechable 

Desmontaje 

Limpieza  

Montaje 

Calibración de pH 

Esterilización/Enfriamiento 

Adición de Medio  

Calibración de DO 

Inoculación 

15 min 

30 min 

15 min 

15 min 

2   h 

30 min 

30 min 

15 min 

Montaje 

Adición de Medio  

Calibración de DO y pH 

Inoculación 

5   min 

30 min 

5   min 

15 min 

Tiempo total 4 h 30 min Tiempo total 55 min 

 

  

ANEXO 4 Biorreactor de Olas (Wave Bioreactor® de ApplikonTM ) empleado en este 

estudio. 
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ANEXO 5 Descripción de la forma de expresar el Grado de reacción de aglutinación. 

 

Cruces Formas de Aglutinación. 

4+ 
Aglutinación total de los eritrocitos en un solo cúmulo grande en un 

fondo claro. 

3+ 2 ó 3 aglutinados grandes en un fondo claro. 

2+ Aglutinados pequeños, de igual tamaño, en un fondo rojo. 

1+ Aglutinados muy pequeños, pero definidos, en un fondo rojo. 

± 
Pequeños aglutinados no definidos, que pueden resultar dudosos. (Esta 

reacción es negativa). No aglutinación 

0 No aglutinación. 
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ANEXO 6  Análisis estadístico para la comparación de los parámetros cinéticos del 

Hibridoma anti-B en medio RPMI Y PFHM. 

Tabla ANOVA para Xv por FORMULACION 

Tabla ANOVA para Xv por FORMULACION 

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

Entre grupos 2,65335 1 2,65335 874,73 0,0000 

Intra grupos 0,0121333 4 0,00303333   

Total (Corr.) 2,66548 5    

 

Pruebas de Múltiple Rangos para Xv por FORMULACION 

 

Método: 95,0 porcentaje Duncan 

FORMULACION Casos Media Grupos Homogéneos 

RPMI 3 1,18333 X 

PFHM 3 2,51333  X 

 

Contraste Sig. Diferencia 

PFHM - RPMI  * 1,33 

* indica una diferencia significativa. 

 

Tabla ANOVA para µmáx por FORMULACION 

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

Entre grupos 0,00000416667 1 0,00000416667 12,50 0,0241 

Intra grupos 0,00000133333 4 3,33333E-7   

Total (Corr.) 0,0000055 5    

 

Pruebas de Múltiple Rangos para µmáx por FORMULACION 

 

Método: 95,0 porcentaje Duncan 

FORMULACION Casos Media Grupos Homogéneos 

PFHM 3 0,0316667 X 

RPMI 3 0,0333333  X 

 

Contraste Sig. Diferencia 

PFHM - RPMI  * -0,00166667 

* indica una diferencia significativa. 

 

Tabla ANOVA para td por FORMULACION 

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

Entre grupos 0,481667 1 0,481667 3,66 0,1284 

Intra grupos 0,526667 4 0,131667   

Total (Corr.) 1,00833 5    

 

Pruebas de Múltiple Rangos para td por FORMULACION 

 

Método: 95,0 porcentaje Duncan 

FORMULACION Casos Media Grupos Homogéneos 

RPMI 3 21,1 X 

PFHM 3 21,6667 X 

 

Contraste Sig. Diferencia 

PFHM - RPMI  0,566667 
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ANEXO 7 Productividad del Hibridoma anti-B en los medios de cultivo RPMI Y 

PFHM. 
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ANEXO 8 Caracterización del Hibridoma anti-B clon C6G4 en medio de cultivo 

PFHM. (Tomado de Justiz, 2013). 
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ANEXO 9 Análisis estadístico para la comparación de los parámetros cinéticos del 

Hibridoma anti-B en las variantes de formulación de medio PFHM. 

 

Gráfico de Individuos - Xv 
Número de observaciones = 9 

0 observaciones excluidas 

 

Distribución: Normal 

Transformación: ninguna 

 

Gráfico X 

Período #1-9 

LSC: +3,0 sigma 3,6034 

Línea Central 2,79556 

LIC: -3,0 sigma 1,98771 

0 fuera de límites 

 

Gráfico MR(2) 

Período #1-9 

LSC: +3,0 sigma 0,992438 

Línea Central 0,30375 

LIC: -3,0 sigma 0,0 

0 fuera de límites 

 

Estimados 

Período #1-9 

Media de proceso 2,79556 

Sigma de proceso 0,269282 

MR(2) promedio 0,30375 

 

Sigma estimada a partir del rango móvil promedio  

 

Gráfico de Individuos - µmáx 
Número de observaciones = 9 

0 observaciones excluidas 

 

Distribución: Normal 

Transformación: ninguna 

 

Gráfico X 

Período #1-9 

LSC: +3,0 sigma 0,0384311 

Línea Central 0,0334444 

LIC: -3,0 sigma 0,0284577 

0 fuera de límites 

 

Gráfico MR(2) 

Período #1-9 

LSC: +3,0 sigma 0,00612616 

Línea Central 0,001875 

LIC: -3,0 sigma 0,0 

0 fuera de límites 

 

Estimados 

Período #1-9 

Media de proceso 0,0334444 

Sigma de proceso 0,00166223 

MR(2) promedio 0,001875 

 

Sigma estimada a partir del rango móvil promedio  

Gráfico de Individuos - td 

 

Número de observaciones = 9 

0 observaciones excluidas 

 

Distribución: Normal 

Transformación: ninguna 

 

Gráfico X 

Período #1-9 

LSC: +3,0 sigma 23,7475 

Línea Central 20,7222 

LIC: -3,0 sigma 17,697 

0 fuera de límites 

 

Gráfico MR(2) 

Período #1-9 

LSC: +3,0 sigma 3,71654 

Línea Central 1,1375 

LIC: -3,0 sigma 0,0 

0 fuera de límites 

 

Estimados 

Período #1-9 

Media de proceso 20,7222 

Sigma de proceso 1,00842 

MR(2) promedio 1,1375 

Sigma estimada a partir del rango móvil 

promedio  
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Tabla ANOVA para Xv por FORMULACION 

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

Entre grupos 1,55549 2 0,777744 193,36 0,0000 

Intra grupos 0,0241333 6 0,00402222   

Total (Corr.) 1,57962 8    

 

Pruebas de Múltiple Rangos para Xv por FORMULACION 

 

Método: 95,0 porcentaje Duncan 

FORMULACION Casos Media Grupos Homogéneos 

PFHM+GLUT 3 2,49 X 

PFHM 3 2,51333 X 

PFHM+INS 3 3,38333  X 

 

Contraste Sig. Diferencia 

PFHM - PFHM+GLUT  0,0233333 

PFHM - PFHM+INS  * -0,87 

PFHM+GLUT - PFHM+INS  * -0,893333 

* indica una diferencia significativa. 

 

Tabla ANOVA para µmáx por FORMULACION 

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

Entre grupos 0,0000682222 2 0,0000341111 102,33 0,0000 

Intra grupos 0,000002 6 3,33333E-7   

Total (Corr.) 0,0000702222 8    

 

Pruebas de Múltiple Rangos para µmáx por FORMULACION 

 

Método: 95,0 porcentaje Duncan 

FORMULACION Casos Media Grupos Homogéneos 

PFHM+GLUT 3 0,0313333 X 

PFHM 3 0,0316667 X 

PFHM+INS 3 0,0373333  X 

 

Contraste Sig. Diferencia 

PFHM - PFHM+GLUT  0,000333333 

PFHM - PFHM+INS  * -0,00566667 

PFHM+GLUT - PFHM+INS  * -0,006 

 

Tabla ANOVA para td por FORMULACION 

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

Entre grupos 21,0156 2 10,5078 59,48 0,0001 

Intra grupos 1,06 6 0,176667   

Total (Corr.) 22,0756 8    

 

Pruebas de Múltiple Rangos para td por FORMULACION 

 

Método: 95,0 porcentaje Duncan 

FORMULACION Casos Media Grupos Homogéneos 

PFHM+INS 3 18,5667 X 

PFHM 3 21,6667  X 

PFHM+GLUT 3 21,9333  X 

 

Contraste Sig. Diferencia 

PFHM - PFHM+GLUT  -0,266667 

PFHM - PFHM+INS  * 3,1 

PFHM+GLUT - PFHM+INS  * 3,36667 
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ANEXO 10 Productividad del Hibridoma anti-B en las variantes de formulación del 

medio de cultivo PFHM. 
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ANEXO 11 Tablas de los datos de la Producción de sublotes de Sobrenadante anti-B 

en medio de cultivo RPMI+8% SFB. 

 

 

Sublote 
V 

(ml) 

Xv 

(106 cel·ml-1) 

µ 

(h-1) 

td 

(h) 

Potencia 

Fenotipo B Fenotipo AB 

1 800 1,50E+06 0,034 20,67 4096 2048 

2 800 1,60E+06 0,035 19,88 512 512 

 3 800 1,62E+06 0,035 19,73 2048 2048 

4 800 1,60E+06 0,035 19,88 2048 2048 

lote 1 3400 1,58E+06 0,035 20,04 512 512 

 

 

Sublote 
V 

(ml) 

Xv 

(106 cel·ml-1) 

µ 

(h-1) 

td 

(h) 

Potencia 

Fenotipo B Fenotipo AB 

1 800 1,50E+06 0,034 20,67 4096 2048 

2 800 1,54E+06 0,034 20,34 512 512 

 3 800 1,60E+06 0,035 19,88 2048 2048 

4 800 1,60E+06 0,035 19,88 1024 512 

lote 2 3400 1,56E+06 0,034 20,19 512 512 

 

 

Sublote 
V 

(ml) 

Xv 

(106 cel·ml-1) 

µ 

(h-1) 

td 

(h) 

Potencia 

Fenotipo B Fenotipo AB 

1 800 1,50E+06 0,034 20,67 4096 2048 

2 800 1,50E+06 0,034 20,67 512 512 

 3 800 1,60E+06 0,035 19,88 2048 2048 

4 800 1,60E+06 0,035 19,88 1024 512 

lote 3 3400 1,55E+06 0,034 20,27 512 512 
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ANEXO 12 Datos de la corrida de fermentación del Hibridoma anti-B en medio de 

cultivo PFHM y en el biorreactor de olas Applikon de 50 l. 

 

 

 

 

t 

(h) 

Xv 

(cel·ml) 

Xd 

(cel·ml) 

Xt 

(cel·ml) 

Vb 

(%) 

Medio 

adicionado 

(l) 

Volumen 

del ferm. 

(l) 

Medio 

cosechado 

(l) 

0 0,24 0,006 0,246 97,56  20  

72 1,84 0,03 1,87 98,40  19,80  

96 2,35 0,04 2,39 98,33  19,70 15 

96 0,55 0,01 0,56 98,33 15,30 20,00  

120 1,25 0,11 1,36 91,91  19,85  

144 2,27 0,13 2,40 94,58  19,70 15 

144 0,53 0,03 0,56 94,58 15,3 20,00  

216 2,57 0,06 2,63 97,72  19,85 15 

216 0,62 0,01 0,64 97,72 15,15 20,00  

288 2,40 0,07 2,47 97,17  19,85 15 

288 0,58 0,02 0,60 97,17 15,15 20,00  

360 2,10 0,12 2,22 94,59  19,70 15 

360 0,49 0,03 0,52 94,59 15,3 20,00  

432 2,04 0,13 2,17 94,01  19,70 15 

432 0,48 0,03 0,51 94,01 15,3 20,00  

504 2,02 0,04 2,06 98,06  19,70 15 

504 0,47 0,01 0,48 98,06 15,3 20,00  

576 2,17 0,08 2,25 96,44  19,70 15 

576 0,51 0,02 0,53 96,44 15,3 20,00  

648 1,88 0,10 1,98 94,95  19,85 15 

648 0,46 0,02 0,48 94,95 15,15 20,00  

720 1,92 0,09 2,01 95,76  19,70 15 

720 0,45 0,02 0,47 95,76 15 20,00  

792 1,99 0,17 2,16 92,13  19,85 15 

792 0,48 0,04 0,52 92,13 15 20,00  

864 2,00 0,19 2,19 91,32  19,85 15 

864 0,49 0,05 0,53 91,32 10 20,00  

960 2,06 0,21 2,27 90,75  20,00 20 
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ANEXO 13 Ficha de costo de proceso de producción de Hemoclasificador anti-B a 

partir de LAM. 

 

 

 

  FICHA DE COSTO    Departamento de Producción Cantidad U/M Ficha # Fecha

Producto LAM anti-B 2000 U 1

Etapa Cuarentena Resultado Ratón liberado

     Materias Primas y Materiales U Cantidad          PRECIO IMPORTE

M CUC MN CUC MN TOTAL

Agua purificada mL 120000 0,000000 0,000210 0,000000 25,200000 25,200000

Bagazo desmehollado g 21840 0,000000 0,001731 0,000000 37,801163 37,801163

Pienso de ratas y ratones g 100000 0,000000 0,000806 0,000000 80,560000 80,560000

Ratón CENPALAB U 2000 0,000000 27,746240 0,000000 55492,480000 55492,480000

TOTAL 0,000000 27,748986 0,000000 55636,041163 55636,041163

SALARIO DIRECTO SALARIO TARIFA HORAS IMPORTE

CATEGORIA OCUPACIONAL Y ESCALA BÁSICO HORARIA TRABAJ. CUC MN TOTAL

Técnico Innovador de 2do nivel (+0,9) 978,50 5,13 10,0 0,00 51,34 51,34

Técnico Innovador de 1er nivel (+0,9) 1016,50 5,33 10,0 0,00 53,33 53,33

Vacaciones Acumuladas  (9,09 %) 181,35 0,00 9,51 9,51

TOTAL 2176,35 20,0 0,00 114,18 114,18

IMPORTE

CUC MN TOTAL

Coeficiente Aplicado para Costo Indirecto 0,040 0,000000 2230,009003 2230,009003

Costo total de Resultado 0,000000 57980,234086 57980,234086

Costo unitario de Resultado 0,000000 28,990117 28,990117

  FICHA DE COSTO    Departamento de Producción Cantidad U/M Ficha # Fecha

Producto LAM anti-B 500 U 2

Etapa Preinoculación Resultado Ratón preinoculado

     Materias Primas y Materiales U Cantidad          PRECIO IMPORTE

M CUC MN CUC MN TOTAL

Petrolato líquido mL 250 0,030223 0,012733 7,555625 3,183229 10,738854

Agua purificada mL 17500 0,000000 0,000210 0,000000 3,675000 3,675000

Alcohol 90º mL 250 0,000000 0,541246 0,000000 135,311500 135,311500

Pienso de ratas y ratones g 25000 0,000000 0,000806 0,000000 20,140000 20,140000

Torunda U 10 0,002024 0,002861 0,020244 0,028609 0,048854

Ratón Liberado U 500 0,003600 28,990117 1,800000 14495,058521 14496,858521

Guantes quirúrgicos par 3 0,156082 0,062945 0,468246 0,188835 0,657081

TOTAL 0,191929 29,610917 9,844115 14657,585695 14667,429810

SALARIO DIRECTO SALARIO TARIFA HORAS IMPORTE

CATEGORIA OCUPACIONAL Y ESCALA BÁSICO HORARIA TRABAJ. CUC MN TOTAL

Técnico Innovador de 2do nivel (+0,9) 978,50 5,13 4,0 0,00 20,54 20,54

Técnico Innovador de 1er nivel (+0,9) 1016,50 5,33 15,0 0,00 80,00 80,00

Técnico Innovador de 1er nivel (+0,9) 1016,50 5,33 15,0 0,00 80,00 80,00

Vacaciones Acumuladas  (9,09 %) 273,75 0,00 16,41 16,41

TOTAL 3285,25 34,0 0,00 196,94 196,94

IMPORTE

CUC MN TOTAL

Coeficiente Aplicado para Costo Indirecto 0,040 0,393765 594,181031 594,574795

Costo total de Resultado 10,237880 15448,706799 15458,944679

Costo unitario de Resultado 0,020476 30,897414 30,917889
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  FICHA DE COSTO    Departamento de Producción Cantidad U/M Ficha # Fecha

Producto LAM anti-B 500 U 3

Etapa Inoculación Resultado ratón inoculado

     Materias Primas y Materiales U Cantidad          PRECIO IMPORTE

M CUC MN CUC MN TOTAL

Agua Purificada mL 25000 0,000000 0,000210 0,000000 5,250000 5,250000

Alcohol 90º mL 1250 0,000000 0,541246 0,000000 676,557500 676,557500

EDTA al 2% *9 mL 5 0,000720 0,006875 0,003600 0,034374 0,037974

Bagazo desmehollado g 5520 0,000000 0,001731 0,000000 9,554140 9,554140

Gasa m 0,3 0,056717 0,059518 0,017015 0,017855 0,034870

Guantes quirúrgicos Par 2 0,156082 0,062945 0,312164 0,125890 0,438054

Jeringuilla desechable de 5mL U 10 0,140400 0,013000 1,404000 0,130000 1,534000

Pienso de ratas y ratones g 25000 0,000000 0,000806 0,000000 20,140000 20,140000

Torunda U 25 0,002024 0,002861 0,050611 0,071523 0,122134

Inóculo anti-B MC 600 0,121345 3,755618 72,806718 2253,370767 2326,177486

Ratón Preinoculado U 500 0,020476 30,897414 10,237880 15448,706799 15458,944679

TOTAL 0,497763 35,342222 84,831988 18413,958849 18498,790838

SALARIO DIRECTO SALARIO TARIFA HORAS IMPORTE

CATEGORIA OCUPACIONAL Y ESCALA BÁSICO HORARIA TRABAJ. CUC MN TOTAL

Técnico Innovador de 1er nivel (+0,9) 1016,50 5,33 4,0 0,00 21,33 21,33

Técnico Innovador de 1er nivel (+0,9) 1016,50 5,33 14,0 0,00 74,66 74,66

Técnico Innovador de 1er nivel (+0,9) 1016,50 5,33 10,0 0,00 53,33 53,33

Vacaciones Acumuladas  (9,09 %) 277,20 0,00 13,57 13,57

TOTAL 3326,70 28,0 0,00 162,90 162,90

IMPORTE

CUC MN TOTAL

Coeficiente Aplicado para Costo Indirecto 0,040 3,393280 743,074450 746,467729

Costo total de Resultado 88,225268 19319,935690 19408,160958

Costo unitario de Resultado 0,176451 38,639871 38,816322

  FICHA DE COSTO    Departamento de Producción Cantidad U/M Ficha # Fecha

Producto LAM anti-B 2860 mL 4

Etapa Obtención de LAM Resultado LAM anti-B

     Materias Primas y Materiales U Cantidad          PRECIO IMPORTE

M CUC MN CUC MN TOTAL

Agua Purificada mL 50000 0,000000 0,000210 0,000000 10,500000 10,500000

Alcohol 90º mL 1250 0,000000 0,000541 0,000000 0,676558 0,676558

EDTA al 2% mL 5 0,000720 0,006875 0,003600 0,034374 0,037974

Bagazo desmehollado g 5520 0,000000 0,001731 0,000000 9,554140 9,554140

Gasa m 0,3 0,056717 0,059518 0,017015 0,017855 0,034870

Guantes quirúrgicos Par 14 0,156082 0,062945 2,185148 0,881230 3,066378

Jeringuilla desechable de 5mL U 10 0,140400 0,013000 1,404000 0,130000 1,534000

Pienso de ratas y ratones g 25000 0,000000 0,000806 0,000000 20,140000 20,140000

Torunda U 50 0,002024 0,002861 0,101222 0,143046 0,244268

Ratón inoculado U 500 0,176451 38,639871 88,225268 19319,935690 19408,160958

TOTAL 0,532394 38,788358 91,936253 19362,012893 19453,949146

SALARIO DIRECTO SALARIO TARIFA HORAS IMPORTE

CATEGORIA OCUPACIONAL Y ESCALA BÁSICO HORARIA TRABAJ. CUC MN TOTAL

Técnico Innovador de 1er nivel (+0,9) 1016,50 5,33 20,0 0,00 106,66 106,66

Técnico Innovador de 1er nivel (+0,9) 1016,50 5,33 20,0 0,00 106,66 106,66

Técnico Innovador de 1er nivel (+0,9) 1016,50 5,33 10,0 0,00 53,33 53,33

Vacaciones Acumuladas  (9,09 %) 277,20 0,00 24,24 24,24

TOTAL 3326,70 50,0 0,00 290,90 290,90

IMPORTE

CUC MN TOTAL

Coeficiente Aplicado para Costo Indirecto 0,040 3,677450 786,116401 789,793851

Costo total de Resultado 95,613703 20439,026422 20534,640125

Costo unitario de Resultado 0,033431 7,146513 7,179944
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  FICHA DE COSTO    Departamento de Producción Cantidad U/M Ficha # Fecha

Producto Hemoclasificador anti-B 10000 mL 5

Etapa Formulación Resultado Formulado anti-B

     Materias Primas y Materiales U Cantidad          PRECIO IMPORTE

M CUC MN CUC MN TOTAL

Albúmina Sérica Bovina 30 % mL 667 0,000000 0,000210 0,000000 0,140070 0,140070

Azida Sódica g 9,7 0,000000 0,000541 0,000000 0,005250 0,005250

Cloruro de Sodio g 38,4 0,000720 0,006875 0,027648 0,263994 0,291642

Cloruro de Potasio g 0,96 0,000000 0,001731 0,000000 0,001662 0,001662

Hidrógenofosfato de Potasio g 0,96 0,056717 0,059518 0,054448 0,057137 0,111585

Hidrógenofosfato di sódico g 5,568 0,156082 0,062945 0,869065 0,350478 1,219542

LAM anti-B mL 2500 0,033431 7,146513 83,578412 17866,281837 17949,860249

Agua purificada ml 7333 0,000000 0,000210 0,000000 1,539930 1,539930

Guantes par 3 0,000000 0,000806 0,000000 0,002417 0,002417

0,000000 0,000000 0,000000

TOTAL 0,246950 7,279348 84,529572 17868,642774 17953,172346

SALARIO DIRECTO SALARIO TARIFA HORAS IMPORTE

CATEGORIA OCUPACIONAL Y ESCALA BÁSICO HORARIA TRABAJ. CUC MN TOTAL

Técnico Innovador de 1er nivel (+0,9) 1016,50 5,33 3,0 0,00 16,00 16,00

Técnico Innovador de 1er nivel (+0,9) 1016,50 5,33 3,0 0,00 16,00 16,00

Técnico Innovador de 1er nivel (+0,9) 1016,50 5,33 3,0 0,00 16,00 16,00

0,00 0,00 0,00 0,00

0,00 0,00 0,00 0,00

0,00 0,00 0,00 0,00

0,00 0,00 0,00 0,00

0,00 0,00 0,00 0,00

Vacaciones Acumuladas  (9,09 %) 277,20 0,00 4,36 4,36

TOTAL 3326,70 9,0 0,00 52,36 52,36

IMPORTE

CUC MN TOTAL

Coeficiente Aplicado para Costo Indirecto 0,040 3,381183 716,840170 720,221353

Costo total de Resultado 87,910755 18637,844427 18725,755182

Costo unitario de Resultado 0,008791 1,863784 1,872576
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  FICHA DE COSTO    Departamento de Producción Cantidad U/M Ficha # Fecha

Producto Hemoclasificador anti-B 1818 frasco 6

Etapa Llenado y Envase Resultado Hemoclasificador anti-B Producto Terminado

     Materias Primas y Materiales U Cantidad          PRECIO IMPORTE

M CUC MN CUC MN TOTAL

Guantes par 4 0,000000 6,158611 0,000000 24,634444 24,634444

Membrana de 0,2 µm u 1 2,890200 0,115600 2,890200 0,115600 3,005800

Membrana de 0,45 µm u 1 4,629700 0,000000 4,629700 0,000000 4,629700

Membrana de 50 µm u 1 1,410000 0,000000 1,410000 0,000000 1,410000

Frasco  vidrio GL-18, conjunto ctagotas u 1818 3,625700 3,140461 6591,522600 5709,358098 12300,880698

Estuche u 1818 0,377773 0,000000 686,791314 0,000000 686,791314

Etiqueta u 2100 0,028290 0,000000 59,409000 0,000000 59,409000

Literatura Interior u 1818 0,125120 0,000000 227,467615 0,000000 227,467615

Formulado anti-B mL 10000 0,008791 1,863784 87,910755 18637,844427 18725,755182

TOTAL 13,095574 11,278456 7662,031184 24371,952569 32033,983753

SALARIO DIRECTO SALARIO TARIFA HORAS IMPORTE

CATEGORIA OCUPACIONAL Y ESCALA BÁSICO HORARIA TRABAJ. CUC MN TOTAL

Especialista III en IID (+0,9) 1092,50 5,73 10,0 0,00 57,32 57,32

Técnico Innovador de 1er nivel (+0,9) 1016,50 5,33 10,0 0,00 53,33 53,33

Técnico de Producción.(+0,8) 702,0 3,68 10,0 0,00 36,83 36,83

Aux. oper.  prep. y elabor. Medic.(+0,8) 702,0 3,68 10,0 0,00 36,83 36,83

Aux. oper.  prep. y elabor. Medic.(+0,8) 702,0 3,68 10,0 0,00 36,83 36,83

0,00 0,00 0,00 0,00

0,00 0,00 0,00 0,00

0,00 0,00 0,00 0,00

Vacaciones Acumuladas  (9,09 %) 383,14 0,00 20,10 20,10

TOTAL 4598,14 50,0 0,00 241,25 241,25

IMPORTE

CUC MN TOTAL

Coeficiente Aplicado para Costo Indirecto 0,040 306,481247 984,527932 1291,009179

Costo total de Resultado 7968,512431 25597,726225 33566,238656

Costo unitario de Resultado 4,383120 14,080157 18,463278
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ANEXO 14 Ficha de costo de proceso de producción de Hemoclasificador anti-B en 

Frascos Rotatorios y medio de cultivo RPMI + 8% SFB. 

 

  FICHA DE COSTO    Departamento de Producción Cantidad U/M Ficha # Fecha

Producto SN  anti-B 10000 mL 1 26/10/2016

Etapa Medio de Cultivo Resultado Medio RPMI1640

     Materias Primas y Materiales U Cantidad          PRECIO IMPORTE

M CUC MN CUC MN TOTAL

RPMI 1640 g 104 1,005144 0,000000 104,535000 0,000000 104,535000

Hepes g 43 0,875570 0,040300 37,649510 1,732900 39,382410

Bicarbonato de Sodio g 20 0,065200 0,000000 1,304000 0,000000 1,304000

L-glutamina g 3 0,000000 0,002000 0,000000 0,006000 0,006000

Piruvato de Sodio g 1,1 0,000000 0,130976 0,000000 0,144074 0,144074

Agua Purificada mL 9190 0,000000 0,000210 0,000000 1,929900 1,929900

Suero Fetal Bovino mL 800 0,399123 0,456307 319,298000 365,045333 684,343333

2-Mercaptoetanol al 0,5% *1 mL 10 0,031717 0,038792 0,317167 0,387922 0,705089

Etanol 90º mL 500 0,000000 0,000541 0,000000 0,270623 0,270623

Pipeta serológica de 10mL U 1 0,000000 22,093860 0,000000 22,093860 22,093860

Membrana de acetato de celulosa de 0,2µm (Ø142mm) U 1 5,300000 0,000000 5,300000 0,000000 5,300000

Membrana de acetato de celulosa de 0,45µm (Ø142mm) U 1 5,300000 0,000000 5,300000 0,000000 5,300000

Prefiltro (Ø130mm) U 1 1,940000 0,000000 1,940000 0,000000 1,940000

Sartobran 300 U 1 32,040000 1,281200 32,040000 1,281200 33,321200

Torunda U 3 0,002024 0,002861 0,006073 0,008583 0,014656

Guantes quirúrgicos Par 2 0,156082 0,062945 0,312164 0,125890 0,438054

TOTAL 47,114860 24,109992 508,001914 393,026284 901,028198

SALARIO DIRECTO SALARIO TARIFA HORAS IMPORTE

CATEGORIA OCUPACIONAL Y ESCALA BÁSICO HORARIA TRABAJ. CUC MN TOTAL

Especialista III en IID (+0,9) 1092,50 5,73 3,0 0,00 17,20 17,20

Técnico Innovador de 1er nivel (+0,9) 1016,50 5,33 3,0 0,00 16,00 16,00

Vacaciones Acumuladas  (9,09 %) 191,71 0,00 2,99 2,99

TOTAL 2300,71 6,0 0,00 36,18 36,18

IMPORTE

CUC MN TOTAL

Coeficiente Aplicado 0,040 20,320077 17,168361 37,488437

Costo total de Resultado 528,321990 446,377384 974,699374

Costo unitario de Resultado 0,052832 0,044638 0,097470
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  FICHA DE COSTO    Departamento de Producción Cantidad U/M Ficha # Fecha

Producto SN  anti-B 5000 MC 2

Etapa Inóculo Resultado Inóculo

     Materias Primas y Materiales U Cantidad          PRECIO IMPORTE

M CUC MN CUC MN TOTAL

Medio RPMI 1640 mL 3000 0,052832 0,044638 158,496597 133,913215 292,409812

Tripán Azul al 0,4% mL 1 0,128392 0,072260 0,128392 0,072260 0,200652

Etanol 90º mL 4000 0,000000 0,000541 0,000000 2,164984 2,164984

Banco de trabajo anti B criovial 1 3,142180 11,154959 3,142180 11,154959 14,297139

Placa de 24 pozos U 1 0,050000 0,000000 0,050000 0,000000 0,050000

Frasco de cultivo de 25 cm2 U 4 0,443073 0,161926 1,772292 0,647704 2,419996

Frasco roller de 850cm2 U 5 0,523583 0,000000 2,617915 0,000000 2,617915

Pipeta serológica de 5 mL U 20 0,000000 7,528500 0,000000 150,570000 150,570000

Pipeta serológica de 25 mL U 20 0,087463 0,010610 1,749267 0,212200 1,961467

Pipeta serológica de 50 mL U 20 0,000000 0,083211 0,000000 1,664222 1,664222

Tubo de centrífuga de 50 mL U 4 2,531788 0,000000 10,127152 0,000000 10,127152

Vial de 1,5 mL U 30 0,004716 0,008586 0,141480 0,257580 0,399060

Punta amarilla 200 µL U 30 0,410475 0,003215 12,314247 0,096457 12,410704

Punta azul 1000 µL U 3 0,028453 0,004699 0,085358 0,014097 0,099455

Torunda estéril U 40 0,002024 0,002861 0,080978 0,114437 0,195414

Guantes quirúrgicos Par 20 0,156082 0,062945 3,121640 1,258900 4,380540

TOTAL 7,561061 19,138951 193,827496 302,141016 495,968512

SALARIO DIRECTO SALARIO TARIFA HORAS IMPORTE

CATEGORIA OCUPACIONAL Y ESCALA BÁSICO HORARIA TRABAJ. CUC MN TOTAL

Especialista III en IID (+0,9) 1092,50 5,73 15,0 0,00 85,98 85,98

Técnico Innovador de 1er nivel (+0,9) 1016,60 5,33 15,0 0,00 80,01 80,01

Vacaciones Acumuladas  (9,09 %) 191,72 0,00 15,09 15,09

TOTAL 2300,82 30,0 0,00 181,07 181,07

IMPORTE

CUC MN TOTAL

Coeficiente Aplicado 0,040 7,753100 19,328507 27,081607

Costo total de Resultado 201,580596 502,541180 704,121776

Costo unitario de Resultado 0,040316 0,100508 0,140824

  FICHA DE COSTO    Departamento de Producción Cantidad U/M Ficha # Fecha

Producto SN  anti-B 33000 mL 3

Etapa Producción de Sobrenadante Resultado Sobrenadante anti-B 

     Materias Primas y Materiales U Cantidad          PRECIO IMPORTE

M CUC MN CUC MN TOTAL

Medio RPMI 1640 mL 33000 0,052832 0,044638 1743,462568 1473,045367 3216,507935

Tripán Azul al 0,4% mL 2,5 0,128392 0,072260 0,320980 0,180651 0,501631

Etanol 90º mL 4000 0,000000 0,000541 0,000000 2,164984 2,164984

Inóculo anti B MC 5000 0,040316 0,100508 201,580596 502,541180 704,121776

Frasco roller de 850cm2 U 16 0,523583 0,000000 8,377328 0,000000 8,377328

Pipeta serológica de 5 mL U 80 0,000000 7,528500 0,000000 602,280000 602,280000

Vial de 1,5 mL U 45 0,004716 0,008586 0,212220 0,386370 0,598590

Punta amarilla 200 µL U 40 0,410475 0,003215 16,418996 0,128610 16,547605

Torunda estéril U 160 0,002024 0,002861 0,323911 0,457747 0,781657

Guantes quirúrgicos Par 10 0,156082 0,062945 1,560820 0,629450 2,190270

TOTAL 1,318421 7,824055 1972,257418 2581,814358 4554,071776

SALARIO DIRECTO SALARIO TARIFA HORAS IMPORTE

CATEGORIA OCUPACIONAL Y ESCALA BÁSICO HORARIA TRABAJ. CUC MN TOTAL

Especialista III en IID (+0,9) 1092,50 5,73 50,0 0,00 286,59 286,59

Técnico Innovador de 1er nivel (+0,9) 1016,60 5,33 50,0 0,00 266,68 266,68

Vacaciones Acumuladas  (9,09 %) 191,72 0,00 50,29 50,29

TOTAL 2300,82 100,0 0,00 603,57 603,57

IMPORTE

CUC MN TOTAL

Coeficiente Aplicado 0,040 78,890297 127,415462 206,305759

Costo total de Resultado 2051,147715 3312,802010 5363,949725

Costo unitario de Resultado 0,062156 0,100388 0,162544



Propuesta de un Proceso Productivo para la Obtención de un Reactivo Hemoclasificador anti-B. 

Anexos 

 

 

 

 

 

  FICHA DE COSTO    Departamento de Producción Cantidad U/M Ficha # Fecha

Producto Hemoclasificador anti-B 10000 mL 4

Etapa Formulación Resultado Formulado anti-B

     Materias Primas y Materiales U Cantidad          PRECIO IMPORTE

M CUC MN CUC MN TOTAL

Albúmina Sérica Bovina 30 % mL 667 0,000000 0,000210 0,000000 0,140070 0,140070

Azida Sódica g 9,7 0,000000 0,000541 0,000000 0,005250 0,005250

Cloruro de Sodio g 38,4 0,000720 0,006875 0,027648 0,263994 0,291642

Cloruro de Potasio g 0,96 0,000000 0,001731 0,000000 0,001662 0,001662

Hidrógenofosfato de Potasio g 0,96 0,056717 0,059518 0,054448 0,057137 0,111585

Hidrógenofosfato di sódico g 5,568 0,156082 0,062945 0,869065 0,350478 1,219542

Sobrenadante anti-B mL 10000 0,062156 0,100388 621,559914 1003,879397 1625,439311

Guantes par 3 0,000000 0,000806 0,000000 0,002417 0,002417

TOTAL 0,275675 0,233013 622,511074 1004,700404 1627,211478

SALARIO DIRECTO SALARIO TARIFA HORAS IMPORTE

CATEGORIA OCUPACIONAL Y ESCALA BÁSICO HORARIA TRABAJ. CUC MN TOTAL

Técnico Innovador de 1er nivel (+0,9) 1016,50 5,33 3,0 0,00 16,00 16,00

Técnico Innovador de 1er nivel (+0,9) 1016,50 5,33 3,0 0,00 16,00 16,00

Técnico Innovador de 1er nivel (+0,9) 1016,50 5,33 3,0 0,00 16,00 16,00

Vacaciones Acumuladas  (9,09 %) 277,20 0,00 4,36 4,36

TOTAL 3326,70 9,0 0,00 52,36 52,36

IMPORTE

CUC MN TOTAL

Coeficiente Aplicado para Costo Indirecto 0,040 24,900443 42,282475 67,182918

Costo total de Resultado 647,411517 1099,344362 1746,755880

Costo unitario de Resultado 0,064741 0,109934 0,174676
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  FICHA DE COSTO    Departamento de Producción Cantidad U/M Ficha # Fecha

Producto Hemoclasificador anti-B 1818 frasco 5

Etapa Llenado y Envase Resultado Hemoclasificador anti-B Producto Terminado

     Materias Primas y Materiales U Cantidad          PRECIO IMPORTE

M CUC MN CUC MN TOTAL

Guantes par 4 0,000000 6,158611 0,000000 24,634444 24,634444

Membrana de 0,2 µm u 1 2,890200 0,115600 2,890200 0,115600 3,005800

Membrana de 0,45 µm u 1 4,629700 0,000000 4,629700 0,000000 4,629700

Membrana de 50 µm u 1 1,410000 0,000000 1,410000 0,000000 1,410000

Frasco  vidrio GL-18, conjunto ctagotas u 1818 3,625700 3,140461 6591,522600 5709,358098 12300,880698

Estuche u 1818 0,377773 0,000000 686,791314 0,000000 686,791314

Etiqueta u 2100 0,028290 0,000000 59,409000 0,000000 59,409000

Literatura Interior u 1818 0,125120 0,000000 227,467615 0,000000 227,467615

Formulado anti-B mL 10000 0,064741 0,109934 647,411517 1099,344362 1746,755880

0,000000 0,000000 0,000000

TOTAL 13,151524 9,524606 8221,531946 6833,452504 15054,984450

SALARIO DIRECTO SALARIO TARIFA HORAS IMPORTE

CATEGORIA OCUPACIONAL Y ESCALA BÁSICO HORARIA TRABAJ. CUC MN TOTAL

Especialista III en IID (+0,9) 1092,50 5,73 10,0 0,00 57,32 57,32

Técnico Innovador de 1er nivel (+0,9) 1016,50 5,33 10,0 0,00 53,33 53,33

Técnico de Producción.(+0,8) 702,0 3,68 10,0 0,00 36,83 36,83

Aux. oper.  prep. y elabor. Medic.(+0,8) 702,0 3,68 10,0 0,00 36,83 36,83

Aux. oper.  prep. y elabor. Medic.(+0,8) 702,00 3,68 10,0 0,00 36,83 36,83

0,00 0,00 0,00 0,00

0,00 0,00 0,00 0,00

0,00 0,00 0,00 0,00

Vacaciones Acumuladas  (9,09 %) 383,14 0,00 20,10 20,10

TOTAL 4598,14 50,0 0,00 241,25 241,25

IMPORTE

CUC MN TOTAL

Coeficiente Aplicado para Costo Indirecto 0,040 328,861278 282,987929 611,849207

Costo total de Resultado 8550,393224 7357,686158 15908,079381

Costo unitario de Resultado 4,703187 4,047132 8,750319
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ANEXO 15 Ficha de costo de proceso de producción de Hemoclasificador anti-B en 

Biorreactor de olas y medio de cultivo PFHM. 

 

  FICHA DE COSTO    Departamento de Producción Cantidad U/M Ficha # Fecha

Producto ior® Hemo-CIM anti-B 10000 mL 1

Etapa Medio de Expansión Resultado Medio PFHM-II

     Materias Primas y Materiales U Cantidad          PRECIO IMPORTE

M CUC MN CUC MN TOTAL

PFHM-II g 153,3 0,150000 0,000000 22,995000 0,000000 22,995000

Glucosa g 20 0,038360 0,040300 0,767200 0,806000 1,573200

Bicarbonato de Sodio g 20 0,065200 0,000000 1,304000 0,000000 1,304000

L-glutamina g 0,3 0,650000 0,000000 0,195000 0,000000 0,195000

Pluronic F-68 g 10 0,230000 0,000000 2,300000 0,000000 2,300000

Agua Purificada mL 10000 0,000000 0,000210 0,000000 2,100000 2,100000

Alcohol 90º mL 500 0,000000 0,900000 0,000000 450,000000 450,000000

Acido Clorhidrico mL 20 0,062800 0,000000 1,256000 0,000000 1,256000

Pipeta serológica de 10mL U 1 0,330000 0,000000 0,330000 0,000000 0,330000

Sartobran 300 U 1 32,040000 0,000000 32,040000 0,000000 32,040000

Torunda U 10 0,002024 0,000000 0,020244 0,000000 0,020244

Guantes quirúrgicos Par 2 0,156082 0,000000 0,312164 0,000000 0,312164

Roller U 5 2,380000 0,000000 11,900000 0,000000 11,900000

TOTAL 36,104466 0,940510 73,419608 452,906000 526,325608

SALARIO DIRECTO SALARIO TARIFA HORAS IMPORTE

CATEGORIA OCUPACIONAL Y ESCALA BÁSICO HORARIA TRABAJ. CUC MN TOTAL

Especialista III en IID (+0,9) 1092,50 5,73 4,0 0,00 22,93 22,93

Técnico Innovador de 1er nivel (+0,9) 1016,50 5,33 4,0 0,00 21,33 21,33

Vacaciones Acumuladas  (9,09 %) 191,71 0,00 4,02 4,02

TOTAL 2300,71 8,0 0,00 48,28 48,28

IMPORTE

CUC MN TOTAL

Coeficiente Aplicado para Costo Indirecto 0,040 2,936784 20,047579 22,984364

Costo total de Resultado 76,356393 521,237065 597,593458

Costo unitario de Resultado 0,007636 0,052124 0,059759
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  FICHA DE COSTO    Departamento de Producción Cantidad U/M Ficha # Fecha

Producto ior® Hemo-CIM anti-B 5000 MC 2

Etapa Inóculo Resultado Inóculo de Anti-B

     Materias Primas y Materiales U Cantidad          PRECIO IMPORTE

M CUC MN CUC MN TOTAL

Medio PFHM-II mL 5000 0,007636 0,052124 38,178196 260,618533 298,796729

Tripán Azul al 0,4% *3 mL 1,5 0,128392 0,000000 0,192588 0,000000 0,192588

Etanol 90º mL 1000 0,000000 0,000541 0,000000 0,541246 0,541246

Banco de trabajo anti-B criovial 1 3,142180 0,000000 3,142180 0,000000 3,142180

Placa de 24 pozos U 1 0,050000 0,000000 0,050000 0,000000 0,050000

Frasco de cultivo de 25 cm2 U 1 0,443073 0,000000 0,443073 0,000000 0,443073

Frasco roller de 850cm2 U 10 2,380000 0,000000 23,800000 0,000000 23,800000

Pipeta serológica de 5 mL U 14 0,300000 0,000000 4,200000 0,000000 4,200000

Pipeta serológica de 10 mL U 16 0,330000 0,000000 5,280000 0,000000 5,280000

Pipeta serológica de 25 mL U 1 0,087463 0,000000 0,087463 0,000000 0,087463

Pipeta serológica de 50 mL U 1 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000

Tubo de centrífuga de 50 mL U 1 2,531788 0,000000 2,531788 0,000000 2,531788

Tubo de centrífuga de 175 mL U 24 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000

Vial de 1,5 mL U 40 0,004716 0,000000 0,188640 0,000000 0,188640

Punta amarilla 200 µL U 28 0,410475 0,000000 11,493297 0,000000 11,493297

Punta azul 1000 µL U 3 0,028453 0,000000 0,085358 0,000000 0,085358

Torunda estéril U 33 0,002024 0,000000 0,066807 0,000000 0,066807

Guantes quirúrgicos Par 16 0,156082 0,000000 2,497312 0,000000 2,497312

TOTAL 10,002282 0,052665 92,236701 261,159779 353,396480

SALARIO DIRECTO SALARIO TARIFA HORAS IMPORTE

CATEGORIA OCUPACIONAL Y ESCALA BÁSICO HORARIA TRABAJ. CUC MN TOTAL

Especialista III en IID (+0,9) 1092,50 5,73 15,0 0,00 85,98 85,98

Técnico Innovador de 1er nivel (+0,9) 1016,60 5,33 15,0 0,00 80,01 80,01

Vacaciones Acumuladas  (9,09 %) 191,72 0,00 15,09 15,09

TOTAL 2300,82 30,0 0,00 181,07 181,07

IMPORTE

CUC MN TOTAL

Coeficiente Aplicado 0,040 3,689468 17,689257 21,378725

Costo total de Resultado 95,926169 459,920693 555,846863

Costo unitario de Resultado 0,019185 0,091984 0,111169

  FICHA DE COSTO    Departamento de Producción Cantidad U/M Ficha # Fecha

Producto ior® Hemo-CIM anti-B 200 L 3

Etapa Medio Fermentación Resultado Medio fermentación PFHM-IIfermentacion

     Materias Primas y Materiales U Cantidad          PRECIO IMPORTE

M CUC MN CUC MN TOTAL

PFHM-II g 3060 0,150000 0,000000 459,000000 0,000000 459,000000

Glucosa g 400 0,038360 0,040300 15,344000 16,120000 31,464000

Bicarbonato de Sodio g 400 0,065200 0,000000 26,080000 0,000000 26,080000

L-glutamina g 6 0,650000 0,000000 3,900000 0,000000 3,900000

Pluronic F-68 g 200 0,230000 0,000000 46,000000 0,000000 46,000000

Agua Purificada mL 200 0,000000 0,006700 0,000000 1,340000 1,340000

Alcohol 90º mL 500 0,000000 0,000541 0,000000 0,270623 0,270623

Acido Clorhidrico mL 400 0,062800 0,000000 25,120000 0,000000 25,120000

Pipeta serológica de 10mL U 1 0,330000 0,000000 0,330000 0,000000 0,330000

 Filtro Sartopore 2 MidiCaps U 1 219,000000 0,000000 219,000000 0,000000 219,000000

Torunda U 10 0,002024 0,000000 0,020244 0,000000 0,020244

Guantes quirúrgicos Par 2 0,156082 0,000000 0,312164 0,000000 0,312164

Bolsa de 200 L U 1 28,658000 0,000000 28,658000 0,000000 28,658000

Tank liner 200 L U 1 1,714500 0,000000 1,714500 0,000000 1,714500

TOTAL 251,056966 0,047541 825,478908 17,730623 843,209531

SALARIO DIRECTO SALARIO TARIFA HORAS IMPORTE

CATEGORIA OCUPACIONAL Y ESCALA BÁSICO HORARIA TRABAJ. CUC MN TOTAL

Especialista III en IID (+0,9) 1092,50 5,73 6,0 0,00 34,39 34,39

Técnico Innovador de 1er nivel (+0,9) 1016,50 5,33 6,0 0,00 32,00 32,00

Vacaciones Acumuladas  (9,09 %) 191,71 0,00 6,03 6,03

TOTAL 2300,71 12,0 0,00 72,43 72,43

IMPORTE

CUC MN TOTAL

Coeficiente Aplicado para Costo Indirecto 0,040 33,019156 3,606234 36,625390

Costo total de Resultado 858,498065 93,762086 952,260151

Costo unitario de Resultado 4,292490 0,468810 4,761301
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  FICHA DE COSTO    Departamento de Producción Cantidad U/M Ficha # Fecha

Producto ior® Hemo-CIM anti-B 200 L 4 26/10/2016

Etapa Fermentacion Resultado SN Anti-B

     Materias Primas y Materiales U Cantidad          PRECIO IMPORTE

M CUC MN CUC MN TOTAL

Medio PFHM-II L 200 4,292490 0,468810 858,498065 93,762086 952,260151

Tripán Azul al 0,4% *3 mL 4 0,128392 0,000000 0,513568 0,000000 0,513568

Etanol 90º mL 2000 0,000000 0,000541 0,000000 1,082492 1,082492

Pipeta serológica de 5 mL U 20 0,300000 0,000000 6,000000 0,000000 6,000000

Tubo de centrífuga de 50 mL U 5 2,531788 0,000000 12,658940 0,000000 12,658940

Vial de 1,5 mL U 90 0,004716 0,000000 0,424440 0,000000 0,424440

Punta amarilla 200 µL U 40 0,410475 0,000000 16,418996 0,000000 16,418996

Torunda estéril U 80 0,002024 0,000000 0,161955 0,000000 0,161955

Guantes quirúrgicos Par 40 0,156082 0,000000 6,243280 0,000000 6,243280

Bolsa de Fermentación U 1 227,250000 0,000000 227,250000 0,000000 227,250000

Inoculo mL 5000 0,019185 0,091984 95,926169 459,920693 555,846863

TOTAL 235,095153 0,561336 1224,095413 554,765271 1778,860684

SALARIO DIRECTO SALARIO TARIFA HORAS IMPORTE

CATEGORIA OCUPACIONAL Y ESCALA BÁSICO HORARIA TRABAJ. CUC MN TOTAL

Especialista III en IID (+0,9) 1092,50 5,73 160,0 0,00 917,10 917,10

Técnico Innovador de 1er nivel (+0,9) 1016,60 5,33 320,0 0,00 1706,78 1706,78

Técnico Innovador de 1er nivel (+0,9) 1016,60 5,33 320,0 0,00 1706,78 1706,78

Técnico Innovador de 1er nivel (+0,9) 1016,60 5,33 320,0 0,00 1706,78 1706,78

Técnico Innovador de 1er nivel (+0,9) 1016,60 5,33 320,0 0,00 1706,78 1706,78

0,00 0,00 0,00 0,00

0,00 0,00 0,00 0,00

0,00 0,00 0,00 0,00

Vacaciones Acumuladas  (9,09 %) 468,94 0,00 703,95 703,95

TOTAL 5627,84 1440,0 0,00 8448,17 8448,17

IMPORTE

CUC MN TOTAL

Coeficiente Aplicado 0,040 48,963817 360,117319 409,081135

Costo total de Resultado 1273,059229 9363,050288 10636,109517

Costo unitario de Resultado 6,365296 46,815251 53,180548
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  FICHA DE COSTO    Departamento de Producción Cantidad U/M Ficha # Fecha

Producto ior® Hemo-CIM anti-B 200 L 5 26/10/2016

Etapa Filtración Resultado SN Anti-B Filtrado

     Materias Primas y Materiales U Cantidad          PRECIO IMPORTE

M CUC MN CUC MN TOTAL

SN Fermentacion L 200 6,365296 46,815251 1273,059229 9363,050288 10636,109517

 Filtro Sartopore 2 MidiCaps 0,22µ U 4 219,430000 0,000000 877,720000 0,000000 877,720000

 Filtro Sartopore 2 MidiCaps 3µ U 4 42,520000 0,000000 170,080000 0,000000 170,080000

 Filtro Sartopore 2 MidiCaps 8µ U 4 132,900000 0,000000 531,600000 0,000000 531,600000

Torunda estéril U 20 0,002024 0,000000 0,040489 0,000000 0,040489

Guantes quirúrgicos Par 4 0,156082 0,000000 0,624328 0,000000 0,624328

Bolsa de 50L U 4 15,850000 0,000000 63,400000 0,000000 63,400000

TOTAL 417,223403 46,815251 2916,524046 9363,050288 12279,574334

SALARIO DIRECTO SALARIO TARIFA HORAS IMPORTE

CATEGORIA OCUPACIONAL Y ESCALA BÁSICO HORARIA TRABAJ. CUC MN TOTAL

Especialista III en IID (+0,9) 1092,50 5,73 8,0 0,00 45,86 45,86

Técnico Innovador de 1er nivel (+0,9) 1016,60 5,33 8,0 0,00 42,67 42,67

Vacaciones Acumuladas  (9,09 %) 191,72 0,00 8,05 8,05

TOTAL 2300,82 16,0 0,00 96,57 96,57

IMPORTE

CUC MN TOTAL

Coeficiente Aplicado 0,040 116,660962 378,384874 495,045835

Costo total de Resultado 3033,185008 9838,006712 12871,191719

Costo unitario de Resultado 15,165925 49,190034 64,355959
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  FICHA DE COSTO    Departamento de Producción Cantidad U/M Ficha # Fecha

Producto ior® Hemo-CIM anti-B 40000 mL 6 26/10/2016

Etapa Concentración Resultado SN Anti-B Concentrado

     Materias Primas y Materiales U Cantidad          PRECIO IMPORTE

M CUC MN CUC MN TOTAL

SN Filtrado L 200 15,165925 49,190034 3033,185008 9838,006712 12871,191719

Torunda estéril U 20 0,002024 0,000000 0,040489 0,000000 0,040489

Guantes quirúrgicos Par 4 0,156082 0,000000 0,624328 0,000000 0,624328

Cartucho de fibra hueca U 4 10,000000 0,000000 40,000000 0,000000 40,000000

TOTAL 25,324031 49,190034 3073,849825 9838,006712 12911,856536

SALARIO DIRECTO SALARIO TARIFA HORAS IMPORTE

CATEGORIA OCUPACIONAL Y ESCALA BÁSICO HORARIA TRABAJ. CUC MN TOTAL

Especialista III en IID (+0,9) 1092,50 5,73 4,0 0,00 22,93 22,93

Técnico Innovador de 1er nivel (+0,9) 1016,60 5,33 16,0 0,00 85,34 85,34

Vacaciones Acumuladas  (9,09 %) 191,72 0,00 9,84 9,84

TOTAL 2300,82 20,0 0,00 118,11 118,11

IMPORTE

CUC MN TOTAL

Coeficiente Aplicado 0,040 122,953993 398,244587 521,198580

Costo total de Resultado 3196,803818 10354,359252 13551,163070

Costo unitario de Resultado 0,079920 0,258859 0,338779

  FICHA DE COSTO    Departamento de Producción Cantidad U/M Ficha # Fecha

Producto Hemoclasificador anti-B 10000 mL 7

Etapa Formulación Resultado Formulado anti-B

     Materias Primas y Materiales U Cantidad          PRECIO IMPORTE

M CUC MN CUC MN TOTAL

Albúmina Sérica Bovina 30 % mL 667 0,000000 0,000210 0,000000 0,140070 0,140070

Azida Sódica g 9,7 0,000000 0,000541 0,000000 0,005250 0,005250

Cloruro de Sodio g 38,4 0,000720 0,006875 0,027648 0,263994 0,291642

Cloruro de Potasio g 0,96 0,000000 0,001731 0,000000 0,001662 0,001662

Hidrógenofosfato de Potasio g 0,96 0,056717 0,059518 0,054448 0,057137 0,111585

Hidrógenofosfato di sódico g 5,568 0,156082 0,062945 0,869065 0,350478 1,219542

Sobrenadante conc. anti-B mL 10000 0,079920 0,258859 799,200954 2588,589813 3387,790767

Guantes par 3 0,000000 0,000806 0,000000 0,002417 0,002417

0,000000 0,000000 0,000000

TOTAL 0,293439 0,391484 800,152115 2589,410820 3389,562935

SALARIO DIRECTO SALARIO TARIFA HORAS IMPORTE

CATEGORIA OCUPACIONAL Y ESCALA BÁSICO HORARIA TRABAJ. CUC MN TOTAL

Técnico Innovador de 1er nivel (+0,9) 1016,50 5,33 3,0 0,00 16,00 16,00

Técnico Innovador de 1er nivel (+0,9) 1016,50 5,33 3,0 0,00 16,00 16,00

Técnico Innovador de 1er nivel (+0,9) 1016,50 5,33 3,0 0,00 16,00 16,00

Vacaciones Acumuladas  (9,09 %) 277,20 0,00 4,36 4,36

TOTAL 3326,70 9,0 0,00 52,36 52,36

IMPORTE

CUC MN TOTAL

Coeficiente Aplicado para Costo Indirecto 0,040 32,006085 105,670892 137,676977

Costo total de Resultado 832,158199 2747,443195 3579,601395

Costo unitario de Resultado 0,083216 0,274744 0,357960



Propuesta de un Proceso Productivo para la Obtención de un Reactivo Hemoclasificador anti-B. 
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  FICHA DE COSTO    Departamento de Producción Cantidad U/M Ficha # Fecha

Producto Hemoclasificador anti-B 1818 frasco 8

Etapa Llenado y Envase Resultado Hemoclasificador anti-B Producto Terminado

     Materias Primas y Materiales U Cantidad          PRECIO IMPORTE

M CUC MN CUC MN TOTAL

Guantes par 4 0,000000 6,158611 0,000000 24,634444 24,634444

Membrana de 0,2 µm u 1 2,890200 0,115600 2,890200 0,115600 3,005800

Membrana de 0,45 µm u 1 4,629700 0,000000 4,629700 0,000000 4,629700

Membrana de 50 µm u 1 1,410000 0,000000 1,410000 0,000000 1,410000

Frasco  vidrio GL-18, conjunto ctagotas u 1818 3,625700 3,140461 6591,522600 5709,358098 12300,880698

Estuche u 1818 0,377773 0,000000 686,791314 0,000000 686,791314

Etiqueta u 2100 0,028290 0,000000 59,409000 0,000000 59,409000

Literatura Interior u 1818 0,125120 0,000000 227,467615 0,000000 227,467615

Formulado anti-B mL 10000 0,083216 0,274744 832,158199 2747,443195 3579,601395

0,000000 0,000000 0,000000

TOTAL 13,169999 9,689416 8406,278628 8481,551337 16887,829965

SALARIO DIRECTO SALARIO TARIFA HORAS IMPORTE

CATEGORIA OCUPACIONAL Y ESCALA BÁSICO HORARIA TRABAJ. CUC MN TOTAL

Especialista III en IID (+0,9) 1092,50 5,73 10,0 0,00 57,32 57,32

Técnico Innovador de 1er nivel (+0,9) 1016,50 5,33 10,0 0,00 53,33 53,33

Técnico de Producción.(+0,8) 702,0 3,68 10,0 0,00 36,83 36,83

Aux. oper.  prep. y elabor. Medic.(+0,8) 702,0 3,68 10,0 0,00 36,83 36,83

Aux. oper.  prep. y elabor. Medic.(+0,8) 702,0 3,68 10,0 0,00 36,83 36,83

Vacaciones Acumuladas  (9,09 %) 383,14 0,00 20,10 20,10

TOTAL 4598,14 50,0 0,00 241,25 241,25

IMPORTE

CUC MN TOTAL

Coeficiente Aplicado para Costo Indirecto 0,040 336,251145 348,911882 685,163028

Costo total de Resultado 8742,529773 9071,708944 17814,238717

Costo unitario de Resultado 4,808872 4,989939 9,798811


