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RESUMEN

En esta investigacion se logré preparar y determinar las propiedades basicas de
adsorcion de columnas de intercambio idénico empacadas con membranas y con
adsorbentes macroporosos. Las columnas de membranas mostraron un adecuado
comportamiento dindmico y una capacidad de adsorcién de plasmidos préacticamente
igual a la reportada en literatura, mientras que la de los adsorbentes macroporosos fue
menor. Los estudios de equilibrio con el plasmido pCAT mostraron que el modelo de

Langmuir se ajustd adecuadamente a los datos experimentales.

Se desarrollé y evalud un nuevo bioproceso para la produccion de DNA plasmidico, que
comprende las etapas de fermentacion, recuperacion y purificacion del plasmido. La
propagacion de E. coli., la cepa huésped del plasmido de interés, alcanzo
productividades tipicas de las operaciones de fermentacion batch. La etapa de
recuperacion, comprende lisis celular, neutralizacion, clarificacion y diafiltracion.
Mediante el uso de agitacion moderada en la lisis y neutralizacion se logré obtener
floculos de gran dimension, lo que permitié lograr una adecuada clarificacion del lisado
mediante una bateria de separacion solido-liquido. El lavado y concentrado del caldo

clarificado se realizo mediante diafiltracion, lo cual permitio su procesamiento posterior.

En la purificacion del caldo de pRL-CMV con el AMP-II, la capacidad de la columna
practicamente no varié con el flujo de alimentacion en el rango estudiado. Mediante la
elucién con gradiente se logré la concentracion del plasmido y una mayor purificacion
del mismo respecto a la elucion isocratica. En los experimentos cromatograficos con
membranas de intercambio ionico, se obtuvo un gradiente de elucion que permitié una
concentracion y purificacion parcial del plasmido pVR1012-NH36. Mediante una
segunda operacion cromatografica de la fraccion recuperada, se logré obtener el
plasmido con la pureza requerida para RNA, determinada en gel de agarosa al 0.8%.

Estos resultados apoyan la factibilidad técnica de un nuevo bioproceso para la



produccion de plasmidos, mediante el uso de solo cromatografia de intercambio ic

en membranas e la etapa de purificacion.

Por medio de simulacion se logré escalar al bioproceso desarrollado para la produccién
de plasmidos (bioproceso base). El analisis econdmico sugirio realizar modificaciones a
este proceso, de tal manera que se generd un bioproceso alternativo. El analisis
econdmico del bioproceso alternativo presentd valores mejorados en los indicadores
econdmicos, sugiriendo que la produccion de plasmidos es econémicamente viable. Este
tipo de analisis tradicionalmente empleado para la evaluacion de proyectos, también
resulta una herramienta valiosa para fijar directrices de investigacion. La investigacion
muestra que la optimizacion del vector, el medio de cultivo y el modo de operacion del
fermentador para alcanzar mayores productividades del plasmido mejorarian ain mas la

competitividad tecnolégica del bioproceso.



ABSTRACT

lon-exchange chromatographic columns packed with membranes or macroporous
particles were prepared and their basic adsorption properties were studied. Membrane
columns showed an appropriate dynamic behavior and a plasmid adsorption-capacity
practically equal to capacities previously reported. The adsorption capacity of the
columns packed with macroporous particles was smaller than the reported ones. The

Langmuir model was properly fitted to the experimental equilibrium data of pCAT.

A new bioprocess for plasmid DNA production was developed and evaluated. The main
process stages are: fermentation, recovery and purification of the plasmid. The
propagation of E coli., plasmid’s host, reached the typical productivities of batch
fermentations. The recovery stage includes cellular lysis, neutralization, clarification and
diafiltracion. Using moderate agitation in the lysis and neutralization operations it was
possible to obtain big flocs, which allowed obtaining a suitable clarification of the
solution by means of a sequential solid-liquid separation. The clarify broth was then

washed and concentrated by diafiltration, which allowed its further processing.

During the purification of pRL-CMV with AMP-II, column capacity practically did not
fluctuate with flow in the studied rank. Plasmid concentration was attain using gradient
elution and a greater purification achieved with respect to isocratic elution. An elution
gradient was also found that allowed the concentration and partial purification of the
plasmid in the chromatographic experiments of pVR1012-NH36 with ion-exchange
membranes. By means of a second chromatographic operation of the recovered fraction,
the plasmid was obtained with purity required for RNA, determined on 0.8% (w/v)
agarose gels. These results support the technical feasibility of the new bioprocess for
plasmid production using only ion-exchange membrane chromatography in the

purification stage.
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The bioprocess developed for the production of plasmids (base bioprocess) was scale up
by simulation. The economic analysis suggested to make modifications to this
bioprocess, and an alternative bioprocess was developed. The economic analysis of
alternative bioprocess presented improved values in the economic indicators, suggesting
that plasmid production is economically viable. This type of analysis traditionally used
in feasibility analysis, it was also a valuable tool to obtain research directives. This
research show that vector, culture medium and fermentation mode optimization to reach
greater productivities of the plasmid would further improve the technological

competitiveness of the bioprocess.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1 Introduccion

En la actualidad existe un gran interés en el desarrollo de bioprocesos, particularmente
por la necesidad de encontrar aplicaciones Utiles en la prevencién y tratamiento de
enfermedades. Algunas de estas tendencias consisten en la transferencia de genes a
células del cuerpo humano para que codifiquen la sintesis de alguna proteina, que al

expresarse, realiza una accion inmunizante o terapéutica.

El uso de plasmidos para la produccion a gran escala de vacunas de DNA esta orientado
a la prevencion de enfermedades como la malaria, hepatitis B, influenza y SIDA, para
las cuales no existen vacunas aun, o su costo es muy elevado [1,2]. Se considera que las
vacunas de esta nueva generacion seran mas seguras, baratas, y mas faciles de producir
que las convencionales [3]. Otra aplicacion de los plasmidos es en terapia genica, donde
se usan para el tratamiento de enfermedades hereditarias monogénicas o adquiridas,
como la hemofilia, la fibrosis cistica, cancer, problemas vasculares y desordenes
neuroldgicos [4,5]. Al presente en México se realizan diversos trabajos en estas areas. Se
ha reportado que cuando se inmunizan hamsters con los plasmidos, pcDNA-Ehcpl112 y
pcDNA-Ehadh112, se obtiene una induccién temprana y alta de la anti-Entamoeba
histolytica IgG, apoyando la factibilidad del uso de estos plasmidos en la produccion de
una vacuna para combatir la amibiasis [6]. Asimismo, ha sido reportado el uso del

plasmido pVR1012-NH36 como vacuna contra la leishmaniasis [7].

Un prerrequisito para el uso efectivo de la vacunacion o de la terapia génica con DNA es
la transferencia eficiente del material genético a la célula receptora. Actualmente,
alrededor del 24% de los protocolos en desarrollo emplean plasmidos superenrollados

como vehiculos de transferencia debido a que éstos son mas eficientes en la



transferencia del material genético, que otro tipo de plasmidos, ya que ofrecen mayores
ventajas de seguridad y de aplicacion que los vectores de tipo viral [8]. Segin China
Daily via FDA News, 13 March 2004, la demanda proyectada para el uso de pDNA
superenrollado en vacunas y terapia génica para el afio 2007 es de mas de 10 kg por afio
y su mercado, para el afio 2010, de 45,000 millones de ddlares [9]. Esto ha propiciado
una gran actividad de investigacion y desarrollo de bioprocesos de produccion
econdmicos de plasmidos que cumplan con las regulaciones impuestas para su uso
terapéutico [8,10-13].

El incremento en la demanda de plasmidos para uso médico evidencia la necesidad de
encontrar bioprocesos de produccion escalables a bajos costos. Cuando se escala un
bioproceso de produccion de pDNA se genera una serie de retos que van desde la
fermentacion hasta la purificacion final. Estos bioprocesos generalmente se inician a
nivel laboratorio con la construccion y seleccion del vector de expresion adecuado, el
microorganismo productor y las condiciones de fermentacion para el crecimiento celular
(upstream processing). Posteriormente, se llevan a cabo las operaciones de aislamiento y
purificacion (downstream processing). En el desarrollo de la etapa de aislamiento y
purificacion del plasmido se debe establecer un esquema de purificacion que permita
cumplir con las especificaciones recomendadas, y que asegure la validacion del

bioproceso [2,12].

Tradicionalmente, la purificacion de DNA plasmidico se ha realizado a escala
laboratorio utilizando quimicos como EtBr, CsCl y fenol. Sin embargo estos métodos
son dificiles de escalar y los reactivos que se utilizan son toxicos, por lo que no es
factible utilizarlos para la purificacion de plasmidos de uso médico. En la purificacion
de plasmidos se utilizan técnicas cromatograficas que por cuestiones regulatorias
participan en todos los esquemas de separacion de los mismos, ademas de que son
opciones econdmicas Yy practicas. Recientemente, se han revisado los tipos de
cromatografia que han sido utilizados para la purificacion de plasmidos a escala
laboratorio [14-16].



En el paso cromatogréfico, la adsorcion del plasmido se realiza sobre una matriz
adsorbente. Para tal efecto, generalmente se emplean particulas porosas, pero estas
normalmente estan disefiadas para la adsorcion de proteinas, por lo que existe la
tendencia a probar otras geometrias en los adsorbentes, como es el caso de particulas
macroporosas y membranas, donde se ha demostrado que tienen ventajas sobre los
sistemas porosos tradicionales para biomoléculas grandes como los plasmidos [17,18].
Asimismo, varios autores coinciden que al utilizar procesos cromatograficos, el
mecanismo de adsorcion de intercambio i6nico ofrece ventajas para la purificacion de

plasmidos a escala preparativa o industrial [19].

Cuando se trata de escalar un bioproceso desarrollado a nivel laboratorio, es posible que
éste no sea técnica o economicamente viable. Para una escala dada, es posible que
algunas operaciones de laboratorio no sean apropiadas para su uso industrial o bien el
costo de produccion unitario sea muy alto. Una herramienta muy utilizada actualmente
para realizar estudios de factibilidad técnico-econdmica de bioprocesos es el paquete

SuperPro Designer [20].

En esta investigacion se desarrollé y evalud un nuevo bioproceso para la produccién de
DNA plasmidico. Se establecio un esquema de proceso para la produccién de plasmidos
utilizando medios cromatograficos novedosos. Se investigd experimentalmente la
secuencia de operaciones, principalmente las etapas cromatogréaficas. Los resultados
experimentales sirvieron de base para el escalamiento del bioproceso. La factibilidad

técnico-econdmica se analiz6 mediante la simulacién del bioproceso.



1.2 Objetivos
Objetivo General

El objetivo general de esta investigacion fue desarrollar y escalar un bioproceso para la

produccion plasmidos de uso médico utilizando sistemas cromatograficos macroporosos.
Objetivos Especificos

e Preparar y estudiar las propiedades de las matrices en el sistema de adsorcion:
isoterma, curva de rupturay dispersion.

e Desarrollar experimentalmente un bioproceso para la propagacion y purificacion
de plasmidos para la obtencion de datos de disefio.

e Escalar el bioproceso para evaluar su factibilidad técnico-econdmica.



CAPITULO 2

REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Los Plasmidos y sus Aplicaciones

Los plasmidos (pDNA), son moléculas pequefias de DNA de doble cadena unidas
covalentemente, que se encuentran en las bacterias y son independientes del DNA
genémico (gDNA). Cada cadena del plasmido es un polimero lineal de
desorribonucleotidos unidos por enlaces fosfodiester [14]. Estos plasmidos no son
esenciales para la supervivencia de las bacterias pero pueden codificar para uno 0 mas
genes que les proporcionen ventajas bajo ciertas condiciones ambientales, como es el
caso de resistencia a antibioticos, metales pesados, entre otros. Los plasmidos tienen la
capacidad de poder ser transferidos de un organismo a otro, incorporarse en el genoma
del huésped o pueden seguir siendo independientes en el protoplasma del mismo. Cada
plasmido tiene por lo menos una secuencia de DNA que sirve como origen de
replicacion (un punto de partida para la replica del DNA), que permite al DNA del

plasmido duplicarse independientemente del DNA cromosomal.

Recientemente se ha reportado que las muertes al afio por tuberculosis son de tres
millones, las de malaria de dos millones y las del SIDA de un millon [2]. En la
actualidad, el uso de plasmidos para la produccién a gran escala de vacunas de DNA
esta orientado a la prevencién de enfermedades como las mencionadas, para las cuales
no existen vacunas adn, o su costo es muy elevado [1]. Se considera que las vacunas de
esta nueva generacion seran mas seguras, baratas, y mas faciles de producir que las
convencionales [3]. Otra aplicacion de las plasmidos es en terapia génica, donde se
introducen genes en células del cuerpo humano. Estos genes, al expresarse codifican y
realizan una accion terapéutica, como el tratamiento de enfermedades hereditarias
monogénicas o adquiridas, como la hemofilia, la fibrosis cistica, cancer, problemas

vasculares y desordenes neuroldgicos [4,5]. Actualmente en México se realizan diversos



trabajos en estas areas. Se ha reportado que cuando se inmunizan hamsters con los
plasmidos, pcDNA-Ehcpl112 y pcDNA-Ehadh112, se obtiene una induccion temprana y
alta de la anti-Entamoeba histolytica 1gG, apoyando la factibilidad del uso de estos
plasmidos en la produccion de una vacuna para combatir la amibiasis [6]. Asimismo,
ha sido reportado el uso del plasmido pVR1012-NH36 como vacuna contra la

leishmaniasis [7].

Los plasmidos utilizados con fines terapéuticos y de prevencion, exhiben tres partes
basicas en su conformacion: el gen de resistencia a antibidticos, el gen insertado y el
origen de replicacién. En la Figura 1 se presenta la conformacion del plasmido
PVR1012-NH36.

Un prerrequisito para el uso efectivo de la terapia génica o de la vacunacion con DNA es
la transferencia eficiente del material genético a la célula receptora. Actualmente,
alrededor del 24% de los protocolos en desarrollo emplean plasmidos superenrollados
como vehiculos de transferencia debido a que éstos son mas eficientes en la
transferencia del material genético, que otro tipo de plasmidos, ya que ofrecen mayores

ventajas de seguridad y de aplicacion que los vectores de tipo viral [8].

Cuando se escala un bioproceso de produccion de pDNA se genera una serie de retos
que van desde la fermentacion hasta la purificacion final. Estos bioprocesos
generalmente se inician a nivel laboratorio con la construccién y seleccidn del vector de
expresion adecuado, el microorganismo productor y las condiciones de fermentacion
para el crecimiento celular (upstream processing) [21,22]. Posteriormente, se llevan a
cabo las operaciones de aislamiento y purificacion (downstream processing). En el
desarrollo de la etapa de aislamiento y purificacion del plasmido se debe establecer un
esquema de purificacién que permita cumplir con las especificaciones recomendadas, y

que asegure la validacion del bioproceso [2,12].
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Tradicionalmente, la purificacion de DNA plasmidico a escala laboratorio se ha
realizado utilizando quimicos como EtBr, CsCl y fenol. Sin embargo estos métodos son
dificiles de escalar y los reactivos que se utilizan son toxicos, por lo que no es factible
utilizarlos para la purificacion de plasmidos de uso médico. Las especificaciones y
regulaciones para el producto e impurezas en estos bioprocesos son: el RNA no debe ser
visible en gel de agarosa al 0.8%; gDNA < 0.01 ug/ug de plasmido; proteinas < 0.01
ug/dosis; endotoxinas < 0.1 EU/ug de plasmido; plasmidos superenrollados > 90%
[2,14].

2.2 Propagacion y Purificacion de Plasmidos

La eleccion de la cepa de la bacteria para la replicacion del plasmido y las caracteristicas
del plasmido mismo, inciden en el rendimiento del proceso de produccion de la
biomolécula, asi como también la proporcion en la que se presentan las diferentes
isoformas del pDNA [10,23]. Uno de los objetivos que se persigue cuando se disefia un
proceso de fermentacion para plasmidos, es el maximizar los rendimientos tanto
volumétrico (mg/l) como especifico (mg/g) del plasmido superenrollado. La
optimizacion del rendimiento volumétrico permite llevar a cabo fermentaciones mas
pequefias y menos costosas, mientras que la optimizacion del rendimiento especifico

mejora la pureza [24].

La cuantificacion de la concentracion celular en un medio de cultivo es esencial para la
determinacion de la cinética y estequiometria del crecimiento celular. En un cultivo
batch cuando se grafican los datos de concentracion celular contra tiempo se forma la
curva tipica de crecimiento. Un modelo muy empleado para el tratamiento de datos
experimentales de curvas de crecimiento es la ecuacién logistica (Ec. 1), la cual se
obtiene combinando la ecuacion de Monod con la ecuacién de crecimiento celular y una
ecuacion para el rendimiento de masa celular basada en el consumo de sustrato. La
combinacion de estas ecuaciones se integra asumiendo un rendimiento de metabolismo

no enddgeno.
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La etapa de recuperacion primaria del plasmido comprende la cosecha de células, una
lisis alcalina, una clarificacion mediante la filtracion de los restos celulares y un lavado y
concentracion mediante diafiltracion, para eliminar moléculas de bajo peso molecular y
sales. Se ha reportado que las mejores condiciones para llevar a cabo la lisis consisten en
utilizar una solucion de NaOH entre 0.08 y 0.09 M. A concentraciones mayores de 0.15
+0.03 M NaOH (pH 12.9 +0.2), ocurre la desnaturalizacion irreversible del plasmido
superenrollado [25]. La clarificacion del lisado se ha realizado utilizando un sistema de
dos filtros. Para eliminar las sales y realizar el proceso de lavado del extracto en menor

tiempo se recomienda utilizar ultrafiltracion tangencial [17].

Para satisfacer las normas que se imponen al uso terapéutico o en vacunas del pDNA,
los esquemas de los procesos de purificacion deben involucrar el uso de al menos una
operacion cromatografica Las propiedades de la molécula de DNA tales como tamafio,
carga, hidrofobicidad, accesibilidad de las bases de nucledtidos a los ligandos y las
restricciones de forma impuestas por el enrollado de la molécula, son caracteristicas que
deben explotarse en la interaccion del acido nucleico con el soporte de la matriz
cromatografica. La decision de utilizar uno o0 mas pasos cromatograficos esta
determinada por la naturaleza y distribucién de las impurezas residuales, asi como
también por la cantidad de plasmido esperada. Algunas técnicas cromatograficas que
pueden ser utilizadas para este efecto son: exclusion por tamafio, fase reversa, afinidad,

interaccién hidrofobica e intercambio idnico [4].

La cromatografia convencional en columnas empacadas con particulas presenta serias
limitaciones de capacidad de adsorcion de plasmidos, ya que la adsorcion de éstos, se ha
demostrado experimentalmente que ocurre Gnicamente en la superficie de las particulas
debido a su gran tamafio [2,9,12,26-28]. Los plasmidos cuya longitud oscila entre 5y 20

kb, son moléculas muy grandes comparadas con las proteinas, para las que se disefiaron
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esos adsorbentes. Tipicamente, el didmetro hidrodinamico de los plasmidos es de 200

nm [5], mientras que el tamafio de poro de los adsorbentes convencionales es de 400 nm.

Una forma de evaluar la capacidad de los adsorbentes es utilizando isotermas, las cuales
evallan puntos de equilibrio. A los puntos de equilibrio se les ajusta un modelo para
obtener los parametros de adsorcion. Un modelo muy utilizado para estos fines es el de
Langmuir (Ec. 2).

U 'Ceq

qeq = m (2)

Las tecnologias de perfusion en particulas, las particulas macroporosas y las membranas
han sido propuestas recientemente como una alternativa para solucionar los problemas
de baja productividad y alta caida de presion, que se presentan en la cromatografia
convencional que utiliza particulas que presentan Gnicamente poros difusivos [29,30].
Los sistemas de perfusion operan en modo convectivo, es decir, la solucion que
contiene el soluto de interes, que puede ser una proteina 0 DNA, se pone en contacto
directo con el sitio de adsorcion. Esto reduce significativamente las limitaciones
difusionales y la caida de presion. Como consecuencia, el comportamiento del sistema

se mejora significativamente [31,32].

Estudios experimentales reportados en la literatura indican que los adsorbentes de
particulas macroporosas presentan una mayor capacidad para la adsorcion de plasmidos
que los adsorbentes convencionales [18]. Sin embargo son escasos los reportes en la
literatura de datos de disefio para establecer el comportamiento de la adsorcion en este
tipo de materiales. Es necesario realizar estudios basicos de la adsorcion de pDNA en
sistemas de lotes y en columna mediante un enfoque basado en fenémenos de transporte
donde se combinen modelos y experimentos. Estos modelos permitiran simular el

comportamiento de estos sistemas y contribuirdn al disefio mas racional de los procesos.

En investigaciones realizadas por Theeters y col., [33] se reportan capacidades de

membranas perfusivas de un orden de magnitud mayor que las capacidades tipicas
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reportadas para plasmidos en particulas porosas. La cromatografia de membranas basada
en el uso de poros perfusivos, permite el flujo convectivo del soluto al sitio de adsorcion,
consecuentemente disminuye el tiempo de residencia en la columna y se alcanza una

mayor productividad en los procesos [9,17,33-37].

Las etapas cromatograficas, generalmente se operan de modo frontal, donde la muestra
se alimenta continuamente. En el primer periodo de tiempo el soluto en la alimentacién
se adsorbe casi completamente. Sin embargo después de cierto tiempo, la concentracion
de soluto a la salida de la columna se incrementa con el tiempo. La dindmica de la
columna es resultado de las complejas interacciones de equilibrio, no-idealidad del flujo,
velocidades de transferencia de masa finitas y de la cinética de adsorcion de la misma.
Como consecuencia, después de un cierto tiempo de proceso coexisten dentro da la
columna las zonas: de equilibrio, no-utilizada y la de transferencia de masa (ZTM). Gran
parte de la informacion requerida para evaluar el comportamiento de la columna esta
contenida en las gréaficas tipicas de concentracion de soluto a la salida de la columna
contra tiempo, llamadas “curvas de ruptura” (Fig. 2). Esas graficas pueden ser utilizadas
para determinar: (1) la capacidad utilizada de la columna, (2) las pérdidas de soluto en el
efluente, y (3) el tiempo de proceso: esta es la informacion requerida para optimizar la

separacion [31].

En la purificacion de plasmidos superenrollados una de las operaciones mas utilizadas es
la cromatografia de intercambio ionico (AEC de sus siglas en inglés). Esta, aprovecha la
interaccion entre los grupos fosfato del DNA, negativamente cargados, y los ligandos
positivamente cargados de la superficie de la matriz. Estas interacciones pueden ser
controladas variando las condiciones del pH o la fuerza idnica de la solucién en la cual
se encuentra el soluto de. Al finalizar la etapa de adsorcién se aplica un gradiente salino
para desorber los diferentes acidos nucleicos, que eluyen en orden ascendente a su carga
neta. Los plasmidos con formas superenrolladas que son mas compactas y tienen una
mayor densidad de carga, eluyen después que los plasmidos de forma circular abierta,

los cuales tienen una baja densidad de carga [38].
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2.3 Simulacién de Bioprocesos

Las simulaciones computacionales de bioprocesos estan ganando auge en la industria
biotecnoldgica. Usando herramientas de simulacion, ingenieria y operacion las
compafias pueden identificar posibles cuellos de botella en los procesos y tomar
acciones correctivas. Una caracteristica de estos simuladores es que se pueden realizar
estudios de escalamiento y evaluar econémicamente al proceso. Las simulaciones son
hechas en paquetes computacionales como Aspen, SuperPro Designer, entre otros.
Dichas simulaciones tienen un rango muy grande de aplicaciones, desde modelos

simples hasta modelos dinamicos.

El andlisis de bioprocesos completos se lleva a cabo utilizando un amplio rango de
herramientas de simulacion. Estas simulaciones se usan para investigar modelos
complejos y la integracidn de operaciones bioquimicas sin la necesidad de una extensiva

experimentacion [39].

Maitra y col. [40], llevaron a cabo un disefio de una planta industrial para la produccion
de vy-interferon, para ello utilizaron el simulador SuperPro Designer. En su estudio
realizaron evaluaciones para una produccion de y-interferon de 337 kg/afio y pudieron

hacer un analisis econdmico y de sensibilidad de su planta industrial.

Freitas y col. [41], trabajaron en el disefio de una planta industrial para la produccién de
plasmidos, este disefio fue llevado a cabo en el paquete SuperPro Designer. El
bioproceso de produccién que utilizan contiene operaciones de precipitacion con alcohol
isopropilico y cromatografia de interaccién hidrofébica. Para su estudio plantean una
demanda de plasmido de 23.2 kg/afio. Después de una evaluacién econdmica concluyen

gue su bioproceso es econémicamente viable.

El paquete de simulacion se elige dependiendo del nivel de detalle y aplicabilidad que se
requiera. Por otro lado, el costo de esta paqueteria varia de acuerdo a sus alcances en
estos ambitos. El paquete SuperPro Designer ofrece las herramientas necesarias para el

disefio y evaluacion de bioprocesos [42,43].
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

Los reactivos utilizados en todos los experimentos fueron grado analitico o mayor. En
los estudios basicos de adsorcion de plasmidos se utiliz6 como macromolécula modelo
el plasmido pCAT (4465 pb) Promega (Madison, WI). En los experimentos de
dispersion en columna se usoé la proteina lisozima (PM 14,000 Da) adquirida de Sigma
Chemical Co. En la produccion de plasmidos se utilizaron la cepa de E. Coli IM109 con
el plasmido pRL-CMV (4079 pb) proporcionada por la Universidad de Arizona y la cepa
de E. Coli con el plasmido pVR1012-NH36 (5874 pb) proporcionada por CINVESTAV.
En la propagacion de las cepas se utilizaron los medios LB y 2TY, respectivamente.
Estos medios fueron adicionados con ampicilina para prevenir el crecimiento de otra

cepa.

El buffer de adsorcion en todos los experimentos fue 10 mM Tris[hidroximetil]-
aminometano (PM 121.14) y 1.0 mM EDTA (PM 292.25) a pH = 8.0. El buffer de
elucién fue una solucion 2 M de NaCl preparada en buffer de adsorcién a pH = 8.0.
Estos buffers fueron pasados a través de un microfiltro Gelman Science (Ann Arbor,

Mich.) de 0.45 um y se desgasificaron antes de su uso.

En la purificacién del plasmido pRL-CMV se utilizé un adsorbente macroporoso (AMP-
I1), el cual se prepar6 utilizando Novarosa SE-10000/40 y cloruro de glicidil-trimetil-
amonio para la activacion. Para evaluar el comportamiento del adsorbente, se realiz6 un
estudio de adsorcion usando albdmina de suero de bovino (BSA de sus siglas en inglés)

adquirida de Sigma Chemical Co.
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En la purificacion del plasmido pVR1012-NH36 se usaron membranas de intercambio
ionico Mustang Q de Pall BioPharmaceuticals con un tamafio de poro nominal de 800
nm, las cuales, se cortaron a un didmetro de 5 mm utilizando un sacabocados. Las
membranas se utilizaron solamente una vez y se acondicionaron de acuerdo con el
protocolo del fabricante. En los estudios electroforéticos se utilizé el marcador Lamda

Hind 111 de Stratagene.
3.2 Equipo

En los cultivos en matraz se utilizé una incubadora (orbital shaker incubator). En la
propagacién de la cepa de E. Coli JM109 con el plasmido pRL-CMV, se manejo al
biorreactor BioFlo 3000 de New Brunswick Scientific Co., Inc. de 1.5 |. Para la
propagacion de la cepa de E. Coli con el plasmido pVR1012-NH36 se usé un biorreactor
de 2 I. La recuperacion de la masa celular se realizd en un centrifuga Biofuge Stratos

Heraeus.

En la clarificacion, primero se paso la solucion por un filtro Millex-SV 5.0 um y después
por un Millex-HV Filter, 0.45 um. Después, la solucion se paso con ayuda de nitrégeno
puro, por un sistema de diafiltracion amicon de Millipore con una membrana de la

misma marca, fabricada con polietersulfona y de 10000 NMWL.

El equipo usado para llevar a cabo el paso cromatografico del plasmido pRL-CMV
consistio en una bomba de piston conectada a una columna 0.5 x 5 cm Pharmacia
Amersham Biosciences con soporte de lecho, el cual sirvio como distribuidor de flujo.

La columna estaba conectada a un detector UV con monitor de computadora.

El equipo utilizado en los experimentos cromatograficos del plasmido pVR1012-NH36
fue el BioRad Biological LP Chromatography con monitor de computadora. Para los
experimentos de flujo se empled una tuberia Tygon de didmetro interno de 0.8 mm. La
longitud de la tuberia se redujo lo mas posible y la calibracion de la velocidad de flujo se

verifico antes de todos los experimentos. Al equipo se conectd una columna 0.5 x 5 cm
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Pharmacia Amersham Biosciences con soporte de lecho, el cual sirvié como distribuidor

de flujo.

En los estudios electroforéticos se utiliz6 una camara horizontal de electroforesis GT
mini-gel casting system de Biorad, y el gel de agarosa se fotografi6 utilizando un equipo
Trans UV de Biorad.

3.3 Preparacion de Matrices y Columnas

En esta investigacion los procesos de purificacion de plasmidos se realizaron con
matrices adsorptivas de macroporo y membranas perfusivas, las cuales fueron

acondicionadas de acuerdo a los procedimientos que se describen a continuacion.
3.3.1 AMP-11y Columnas

En los estudios de adsorcion de plasmido, se utilizd un adsorbente macroporoso al que
se le acopld la amina cuaternaria glicidil-trimetil-amonio (Q), la cual le confiere caracter
de intercambiador i6nico. En el procedimiento se tomaron 5 g de Novarosa SE-10000/40
y se lavaron con agua. Seguidamente se mezclaron con 5 ml de cloruro de glicidil-
trimetil-amonio y 5 ml de una solucion de 0.6 M NaOH con 10 mg de borohidruro de
sodio. A continuacion se mezcld la suspension por 8 h a 25 °C y después se lavo con 50
volimenes de agua [18, 19, 44-46]. La columna se empac6 con 0.5 ml de AMP-II
preparado. Para evaluar el comportamiento del AMP-II se realiz6 un estudio de

adsorcion usando BSA.
3.3.2 Membranas y Columnas

Se utilizaron membranas de intercambio idnico Mustang Q de Pall BioPharmaceuticals
con un tamafio de poro nominal de 800 nm. Las membranas se utilizaron solamente una
vez y se acondicionaron de acuerdo con las especificaciones del fabricante. Las
membranas Mustang Q se cortaron a 0.5 cm de didmetro utilizando un sacabocados. A

continuacion se sumergieron en 1.0 M NaOH por 5 min, agitando suavemente. Al
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terminar el periodo se retira el NaOH y se enjuagan las membranas con 2 ml de 1.0 M
NaCl. Posteriormente se sumergen las membranas en una solucién de 1.0 M NaCl por 5
min, agitando suavemente. Al final de este periodo se retira la solucion de NaCl y se
enjuagan dos veces con buffer 10 mM Tris/1.0 mM EDTA a pH = 8.0. Por dltimo, las
membranas se dejan reposar por aproximadamente 12 h en buffer 10 mM Tris/1.0 mM
EDTA a pH = 8.0. para que se equilibren previamente a su uso. En la Figura 3 se
observa el cortado y acondicionamiento de las membranas, ademas para los estudios en
columna se muestra como se colocaron en el interior de la columna una a una utilizando

un émbolo.
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3.4 Estudios Basicos de Adsorcién con Plasmidos Modelo

Una parte basica del trabajo realizado consistié en investigar el proceso de adsorcion de
plasmidos en columnas de membranas utilizando el plasmido puro pCAT. Para tal efecto

se obtuvieron isotermas de adsorcion, curvas de ruptura y dispersion.

3.4.1 Isoterma

Para obtener la isoterma de adsorcion del sistema experimental se utilizaron 8 reactores
batch. A cada uno se le agreg6 inicialmente 25 ml de buffer 10 mM Tris/1.0 mM EDTA
apH =8.0y se les colocaron 60 membranas Mustang Q cortadas a 0.5 cm de didmetro y
previamente acondicionadas. Para iniciar el experimento, se adicionaron diferentes
pulsos a cada reactor de una solucion stock de 5.2545 mg/ml del plasmido pCAT. Los
pulsos agregados fueron de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2, 1.4 y 1.6 ml, respectivamente.
Durante el experimento se muestreo cada reactor a intervalos de 12 h para medir la
absorbancia de la fase liquida, mediante recirculacion continua de la solucion por un
detector UV a 254 nm. Cada sistema se considerd en equilibrio cuando dos lecturas
consecutivas de absorcion resultaron practicamente iguales. La cantidad del plasmido
adsorbido en cada punto se calculdo mediante un balance de masa total y los valores se

utilizaron para generar la isoterma de adsorcion.

3.4.2 Curvas de Ruptura

Para la obtencién de las curvas de ruptura (BTC de sus siglas en inglés), se empaco la
columna cromatografica con membranas Mustang Q. A continuacién se conectd al
sistema hidraulico del equipo BioRad BiolLogic LP. Para investigar el efecto del tiempo
de residencia en la columna sobre la curva de ruptura del sistema pCAT-membranas se
empacaron columnas con 30 y 45 membranas y el flujo se mantuvo constante a 0.5
ml/min. Las columnas fueron preequilibradas con 10 volumenes de buffer de adsorcion,
estableciéndose la linea base. Al tiempo cero se alimentd una solucién de pCAT 0.2

mg/ml en buffer 10 mM Tris/1.0 mM EDTA. El experimento se continud hasta que no se
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observaron cambios en la concentracion de salida de la columna c. Al final del

experimento se midio co y los datos se graficaron en forma normalizada.

3.4.3 Experimentos de Dispersion

Para obtener las curvas de dispersion del sistema (SDC de sus siglas en inglés),
inicialmente la columna se empac6 con 30 membranas Mustang Q. Después se conecto
al sistema hidréaulico del equipo BioRad BiolLogic LP. A continuacidén se preequilibro la
columna con 10 volimenes de buffer de elucion y se establecié la linea base. Al tiempo
cero se alimentd una solucion de lisozima de 1 mg/ml preparada en buffer 10 mM
Tris/1.0 mM EDTA + 1.0 M NaCl a un flujo constante de 0.5 ml/min. El experimento se
continué hasta que se formo la curva de dispersion y los valores registrados por el
detector UV fueron practicamente constantes. Posteriormente se inicid el lavado de la
columna con el buffer de elucién 10 mM Tris/1.0 mM EDTA + 1.0 M NaCl. Por ultimo
se graficaron los datos en forma normalizada usando un coeficiente de extincion de 2.02

ml/mg-cm para convertir los valores de Abs 230 nm a Valores de concentracion de lisozima.
3.5 Produccion de Plasmidos

En esta parte de la investigacion, se trabajo en cultivos por lotes en matraz y biorreactor

de cepas bacterianas que contenian un plasmido de interés.
3.5.1 Diagrama de Bloques

En la Figura 4 se presentan las etapas utilizadas en los procesos de produccion de
plasmidos a partir de la cepa hospedera, mismas etapas que describen para los casos

estudiados.
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3.5.2 Crecimiento Celular

La produccién de plasmidos para esta investigacion se realizo utilizando la cepa E. Coli
JM109 con el plasmido pRL-CMV Yy la cepa E. coli con el plasmido pVR1012-NH36,
usando los medios de cultivo LB y 2TY, respectivamente. En ambos cultivos se utilizd
ampicilina para limitar el crecimiento de otra cepa. Los indculos fueron preparados en

matraces de 500 ml conteniendo 100 ml de medio.

En la propagacién de la cepa de E. Coli JM109 que contenia al plasmido pRL-CMV, se
utilizo al biorreactor BioFlo 3000 de New Brunswick Scientific Co., Inc. de 1.5 | (Fig. 5)
y en la propagacion de la cepa de E. coli con el plasmido pVR1012-NH36, se trabajo en
un biorreactor de 2 | (Fig. 6).
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Figura 5. Biorreactor BioFlo 3000 utilizado para cultivar a la cepa de E. Coli JM109 con
el plasmido pRL-CMV. a. Agitador, b. Control de temperatura, c. Mangueras de aire

estéril, d. Bomba peristéltica.
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Figura 6. Fermentador de 2 | utilizado para cultivar a la cepa de E. coli con el plasmido
pVR1012-NH36. a. Agitador, b. Control de temperatura, c. Mangueras de aire estéril, d.

Bomba peristaltica.
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Para realizar la propagacion celular, se esterilizé al biorreactor junto con el medio de
cultivo. Después se conectaron los periféricos al fermentador (mangueras de aire, bomba
peristaltica, chaqueta eléctrica y agitador). Para prevenir la contaminacion del
fermentador y evitar la formacion de espuma, con el mechero encendido, se agregé al
biorreactor una solucion de ampicilina (hasta alcanzar una concentracion final de 100
ug/ml en el biorreactor) y 100 u/ de antiespumante. Seguidamente, se inoculd al
biorreactor agregando 100 ml de indculo por medio de la bomba peristaltica. La
fermentacion se realizé agregando 1.5 vvm de aire estéril a 2.0 psi, 37 °C y 300 rpm.

Después de 24 horas de crecimiento celular en el biorreactor (en ambas fermentaciones),
se procedio a recuperar la pasta celular. Se colocé el caldo de la fermentacion en botellas
de 150 ml y se centrifugaron a 10,000 rpm por 20 minutos a 4 °C de temperatura en una
centrifuga Biofuge Stratos Heraeus. A continuacion se retiro el sobrenadante y la
biomasa se resuspendio en buffer 10 mM Tris/1.0 mM EDTA pH = 8.0 (6 ml aprox.).
Lo siguiente fue volver a centrifugar a las mismas condiciones y retirar el sobrenadante.
Por ultimo, cuando la pasta celular no va a tener un uso inmediato, se congela a -70 °C
en poca solucion de buffer 10 mM Tris/1.0 mM EDTA pH = 8.0 con un 15% de glicerol.

3.5.3 Cinética de Crecimiento

Para tener una descripcion mas detallada del crecimiento celular, se obtuvo y model6 la
curva de crecimiento de la cepa de E. coli con el plasmido pVR1012-NH36. En el
experimento se usé un matraz de 500 ml, donde se prepararon 100 ml de medio 2TY y se
esterilizaron en la autoclave por 20 min a 15 psi. En seguida se agreg6 0.1 ml de una
solucion de ampicilina (0.1 mg/ml) y se homogeniz6. A continuacion se tom6 1 ml de
muestra del matraz (medio mas ampicilina) y se leyo la absorbancia a 600 nm. Después
se afiadio al matraz 1 ml de indculo con la bacteria de interés y se homogeniz6. Lo
siguiente fue tomar 1 ml de muestra del matraz y leerle la absorbancia a 600 nm.
Posteriormente se colocé el matraz en la incubadora (orbital shaker incubator) a 225 rpm
y 37 °C como se muestra en la Figura 7. Para realizar el estudio se tomé 1 ml de muestra

cada hora y se le leyo la absorbancia a 600 nm.
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Figura 7. Crecimiento en matraz usando una incubadora (orbital shaker incubator) a
condiciones de 225 rpmy 37 °C.



27

3.6 Recuperacion y Purificacion de Plasmidos

En esta seccion del trabajo se describen los procedimientos para llevar a cabo la
recuperacion y purificacion de plasmidos. Estos procedimientos abarcan técnicas como
rompimiento celular, clarificacion, lavado y por Gltimo uno o0 mas pasos
cromatogréaficos. En la cromatografia de intercambio i6nico se trabajé con particulas

macroporosas Y sistemas de membranas.
3.6.1 Diagrama de Bloques

En la Figura 8 se presentan las etapas involucradas en el proceso de recuperacion y
purificacion de plasmidos a partir de una cepa hospedera. Los pasos implicados en el
proceso son la resuspension de células, lisis alcalina, neutralizacion, filtracion primaria,

microfiltracion, diafiltracion y cromatografia de intercambio ionico.
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Figura 8. Diagrama de bloques del proceso de recuperacion y purificacion de plasmidos
a partir de una cepa hospedera. Incluye las etapas de resuspension de células, lisis
alcalina, neutralizacidn, filtracion primaria, microfiltracion, diafiltracién y cromatografia

de intercambio iénico.
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3.6.2 Recuperacion de Plasmidos

La recuperacion de los plasmidos se inicié descongelando la biomasa en hielo. A
continuacion se agregaron 8 ml de buffer 10 mM Tris/1.0 mM EDTA a pH = 8.0 por
gramo de células himedas y se agitod hasta resuspender el paquete celular. Después se
agregd un volumen de buffer de lisis (NaOH 0.09 M y SDS 1%) y se agité suavemente
por 5 min para no romper el gDNA. Terminado este periodo se mezcld el lisato con un
volumen (que es la suma de los volimenes anteriores) de acetato de potasio 3.0 M a pH
= 5.5 enfriado en hielo, y se dejo en agitacion leve por 5 min. Posteriormente se retiraron
los floculos generados usando un embudo de porcelana con un filtro de fibra de vidrio
(Whatman GF/C) de 9 cm de diametro (Fig. 9).

Después de eliminar los floculos, la solucidn resultante se pasa con ayuda de una bomba
peristaltica a través de un filtro Millex-SV de fluoruro de polivinilideno (PVDF) con
5.0 um de didmetro de poro. El filtro fue esterilizado (fabrica) con oxido de etileno.
Seguidamente, con ayuda de otra bomba peristaltica, como lo muestra la Figura 10, se
pasa la solucion por un filtro Millex-HV de PVDF estéril (irradiacion gamma) con

0.45 um de diametro de poro.
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Figura 9. Sistema de vacio para eliminar los floculos generados en la lisis alcalina y

neutralizacion de la etapa de recuperacion de plasmidos.
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Figura 10. Sistema de microfiltrado continuo. La solucién se pasa primero a través del

filtro de 5 um y después se pasa por el filtro de 0.45 pm.



32

La solucion resultante de las microfiltraciones se colocé en una celda de diafiltracion
amicon de Millipore con una membrana de la misma marca, fabricada con
polietersulfona y de NMWL de 10,000. A la celda también se le agregé buffer 10 mM
Tris/1.0 mM EDTA a pH = 8.0 hasta llenarla (previamente se midio6 la conductividad del
buffer). Después se conect6 el tanque de nitrogeno a la celda de diafiltracion (Fig. 11) a
una presién menor de 55 psi. Durante el estudio la celda de diafiltracion se mantuvo con
agitacion continua y con enfriamiento (hielo) hasta alcanzar el volumen inicial de la
solucion. Posteriormente se mididé la conductividad de la solucion y se repitié este
procedimiento hasta que la conductividad fue igual a la del buffer.
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Figura 11. Celda de diafiltracion amicon de Millipore con una membrana de la misma
marca, fabricada con polietersulfona y de NMWL de 10,000. La celda se conect6 a un

tanque de nitrdgeno puro a una presion menor de 55 psi.
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3.6.3 Purificaciéon de Plasmidos

La técnica utilizada para purificar al plasmido pRL-CMV, fue la cromatografia frontal
de intercambio i6nico en AMP-Il. En la purificacion se empacd la columna
cromatogréafica con 0.5 ml de suspension del adsorbente macroporoso. A continuacién
las columnas fueron preequilibradas con 10 voliumenes de buffer de adsorcion,
estableciéndose la linea base. Al tiempo cero se alimenté una solucién con el plasmido
pRL-CMV por la columna hasta que se obtuvo la curva de ruptura del sistema y los
valores registrados por el equipo fueron practicamente constantes. Seguidamente se
comenzé el lavado con buffer 10 mM Tris/1.0 mM EDTA a pH = 8.0 hasta que el
detector UV con monitor de computadora registro valores de absorbancia muy cercanos
a cero. Posteriormente se eluyé con 2 M de NaCl en buffer 10 mM Tris/1.0 mM EDTA.
Se realizaron tres experimentos de purificacion del plasmido pRL-CMV con el AMP-II,
los dos primeros con elucion isocratica y el tercero con gradiente de elucion. Al final de

cada experimento la columna se regenero con 1.0 M de HCI.

El plasmido pVR1012-NH36 se purifico usando cromatografia frontal de intercambio
ionico en sistemas de membranas. Para tal efecto, la columna cromatogréafica se empaco
con 30 membranas y se conecto al sistema hidraulico del equipo BioRad BiolLogic LP
(Fig. 12). El flujo en todos los experimentos fue de 0.5 ml/min. Las columnas fueron
preequilibradas con 10 volumenes de buffer de adsorcion, estableciéndose la linea base.
Al tiempo cero se alimento6 la solucidn obtenida de la diafiltracion y el experimento se
continué hasta que no se observaron cambios en la concentracion de salida.
Posteriormente se inici6 el lavado con buffer 10 mM Tris/1.0 mM EDTA a pH = 8.0
hasta que el equipo registro valores cercanos a la linea base. Por Gltimo, se eluyerdn las
especies adsorbidas utilizando un gradiente de 2 M de NaCl en buffer 10 mM Tris/1.0
mM EDTA a pH =8.0.
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Figura 12. Columna empacada con membranas Mustang Q conectada al equipo BioRad
BioLogic LP con monitor de computadora.
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3.6.4 Andlisis de Muestras

Con el fin de analizar los resultados obtenidos en el paso cromatografico, se realizaron
pruebas de electroforesis en gel de agarosa (Fig. 13). Para tal efecto, se prepar6 gel de
agarosa al 0.8% y se coloco en la camara de electroforesis. Después se vertio solucion
buffer 1x Tris-Acetate-EDTA (TAE) hasta el nivel indicado en la cdmara. Se utiliz6
como marcadores una solucién de 1.5 x/ Lamda Hind 111 en 3 «/ de buffer de carga. Las

muestras, se prepararon mezclando 17 u/ de cada muestra con 3 u/ de buffer de carga.

Posteriormente se inyect6 el gel con las mezclas preparadas y se corrié a 70 volts por
aproximadamente 90 minutos. Transcurrido este periodo se retird el gel de la cAmara de
electroforesis y se sumergié en una solucion de 0.5 ug/ml de bromuro de etidio,
manteniendo al gel con agitacion leve por 35 minutos. Por ultimo el gel de agarosa se

enjuagd con agua desionizada y se procedid a fotografiarlo en el transiluminador.



Figura 13.

Céamara de electroforesis conectada al transformador de corriente.
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3.7 Simulacién del Bioproceso

Con el propoésito de tener un andlisis mas detallado del bioproceso desarrollado
experimentalmente, se realizaron simulaciones utilizando el software SuperPro Designer
v7.0.

En la evaluacion econémica se utiliz6 un método basado en el costo de adquisicion de
equipo, recomendado por Peters et al. [47]. En la Tabla 1, se presentan las bases para el
calculo de la inversion fija total y en la Tabla 2 los del costo de operacion.



Tabla 1. Célculo de la inversion fija total (FC)

Rubro Concepto Monto
INVERSION FIJA DIRECTA (DFC)
Inversion directa (DC) Equipo PC
Tuberia 0.35PC
Instrumentacion 0.40PC
Aislamiento 0.03PC
Electricidad 0.10PC
Edificios 0.45PC
Terrenos 0.15PC
Instalaciones 0.40PC
Inversion indirecta (IC) Ingenieria 0.25DC
Construccion 0.35DC
Otras inversiones (OC) Consultorias 0.05(DC+IC)
Contingencias 0.10(DC+IC)
CAPITAL DE TRABAJO (WC) Mano de obra 30 dias
Materias primas 30 dias
Servicios 30 dias
Tratamientos 30 dias
CAPITAL DE ARRANQUE Arranque 0.05DFC

Costode equipo (PC) = Costode adquisicion + 20% de equipo no listado

Inversion fija directa (DFC) = Inversion directa (DC) +
Inversién indirecta (IC) + Otrasinversiones (OC)

Inversion fija total (FC) = Inversion fija directa (DFC) +
Capital de trabajo (WC) + Capital de arranque (SC)



Tabla 2. Costos de operacion

Concepto

Monto

Materias primas

Mano de obra (TLC)

Costo de operacion de equipo
Mantenimiento

Depreciacion

Control de calidad

Consumibles

Tratamientos

Servicios

Base de datos

h-equipo

0.06DFC

0.10PC

0.08DFC

15%TLC

Base de datos

Salidas

0.1 kw/h; $4.20/1000 kg vapor;
$0.1/100 kg agua fria

40
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Preparacion de Matrices y Columnas

En esta parte de la investigacion se muestran los resultados obtenidos en la preparacion
de matrices adsorbentes y columnas para la purificacién de plasmidos.

4.1.1 AMP-11y Columnas

Se logrd preparar un adsorbente macroporoso, a partir de Novarosa SE-10000/40, la cual
tiene un tamafio de exclusion de 10,000,000 Da y un diametro promedio de 40 wm. Al
adsorbente se le incorpord una amina cuaternaria (Q), mediante la adicion de cloruro de

glicidil-trimetil-amonio.

Los resultados de la evaluacion de la capacidad y dinamica del absorbente utilizando
BSA, se muestran la Figura 14. La columna se empaco con 0.5 ml de AMP-I1y se operé
a un flujo de 0.5 ml/min con una concentracion de entrada de BSA de 0.3 mg/ml. En la
Figura se observan las curvas de adsorcion, lavado y elucion del experimento. La etapa
de adsorcion tuvo una duracién de 81 minutos aproximadamente. La etapa de lavado se
realizé del minuto 81 al 95. A continuacion se llevo a cabo una elucion isocratica por 5

min. Finalmente se alimenté 1 M HCI para regenerar la columna.

La capacidad especifica del AMP-I11, estimada por el método numérico del trapecio de
aplicacion mdaltiple fue de 18.64 mg/ml, que es menor que las reportadas [14], y su
capacidad de concentracion fue mayor a 3.8 veces bajo condiciones isocraticas. Los
plasmidos, al igual que la proteina BSA estan cargados negativamente, por lo que se
puede argumentar que los plasmidos también presentaran afinidad por el adsorbente

macroporoso.
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Figura 14. Curvas de adsorcion, lavado y elucion del experimento con BSA. La columna
se empacO con 0.5 ml de AMP-Il y se operé a un flujo de 0.5 ml/min con una
concentracion de entrada de BSA de 0.3 mg/ml. 1 inicio de la etapa de lavado, 2 inicio

de la etapa de elucion. Después de los 100 min alimenté 1 M HCI.
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4.1.2 Membranas y Columnas

En la Figura 15 se muestra una columna empacada con membranas de intercambio
ibnico Mustang Q de Pall BioPharmaceuticals con un tamafio de poro nominal de 800
nm, las cuales, se cortaron a un diametro de 5 mm y se acondicionaron segun el

protocolo del fabricante.
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Figura 15. Columna empacada con membranas de intercambio iénico Mustang Q de Pall
BioPharmaceuticals con un tamafio de poro nominal de 800 nm, las cuales, se cortaron a

un diametro de 5 mm y se acondicionaron segun el protocolo del fabricante.
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4.2 Estudios Basicos de Adsorcion con Plasmidos Modelo

En esta parte del trabajo, se reportan los resultados obtenidos en los estudios basicos de
adsorcion con plasmido puro pCAT, que comprenden la obtencion de la isoterma del

sistema, las curvas de ruptura y los experimentos de dispersion.
4.2.1 Isoterma

La isoterma experimental para la adsorcion del plasmido pCAT se realizd en 8
reactores, cada uno con 25 ml de buffer 10 mM Tris/1.0 mM EDTA a pH = 8.0. A cada
uno de los reactores se les adicion6 un pulso diferente del stock de plasmido pCAT de
concentracion 5.2545 mg/ml. Los reactores estuvieron en agitacion continua y a una
temperatura de 22.7 °C +1. Antes de iniciar el experimento se midi6 la absorbancia de la
solucion de cada reactor para obtener la curva de calibracion del sistema. En la Tabla 3
se muestran los volimenes adicionados del stock del plasmido pCAT a cada reactor, asi
como la absorbancia y la concentracion inicial. A partir de los datos de la Tabla 3 se

obtuvo la curva de calibracion del plasmido pCAT (Fig. 16).

De la ecuacion de la recta mostrada en la Figura 16 y del valor de longitud de la celda de
0.2 cm, se calculd el coeficiente de extincion, E, del plasmido pCAT, resultando en E =
17.43 ml/mg-cm. Dicho coeficiente, se utiliza para convertir datos de absorbancia a

concentracion.
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Tabla 3. Volumenes adicionados a cada reactor del stock del plasmido pCAT (5.2545
mg/ml), absorbancias iniciales de cada sistema a 254 nm (sin membranas) y

concentraciones iniciales calculadas.

Reactor Vol pulso Abs c cal

(ml) (254 nm) (mg/ml)
1 0.2 0.1370 0.0420
2 0.4 0.2762 0.0841
3 0.6 0.3829 0.1261
4 0.8 0.5875 0.1681
5 1.0 0.7037 0.2102
6 1.2 0.8503 0.2522
7 1.4 0.9944 0.2943
8 1.6 1.1656 0.3363
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Figura 16. Curva de calibracion del plasmido pCAT a temperatura de 22.7 C +1. Puntos
experimentales (m), ajuste lineal (linea solida). En el grafico también se muestra la

ecuacion de la recta ajustada. El valor del coeficiente de extincion E, es de 17.43 ml/mg-

cm.
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Para iniciar el experimento de adsorcion, se colocaron 60 membranas de intercambio
ibnico Mustang Q de 5 mm de didmetro en cada reactor. Se realizaron determinaciones
de absorcion de la fase liquida cada 12 horas para dar seguimiento al proceso de
adsorcion. El equilibrio de la adsorcién se alcanz6 entre 100 y 124 horas, siendo este
tiempo similar en todos los reactores ya que eran soluciones muy diluidas. La cantidad
de plasmido adsorbido en cada sistema, se calculd6 mediante un balance de masa total.
Los datos generales del balance de masa y las concentraciones de equilibrio en la fase
liquida y sélida se presentan en la Tabla 4. Se manipul6 el modelo de Langmuir para
ajustarlo a los datos experimentales utilizando un analisis de regresién no-lineal en

programa Matlab

En la Figura 17 se muestra la isoterma experimental para la adsorcion de pCAT en
membranas de intercambio ionico a 22.7 °C 1. En esta Figura se observa un adecuado
ajuste del modelo a los datos experimentales, con un coeficiente de correlacion de 0.947,
lo cual lo confirma. Los valores caracteristicos de los parametros son: qm = 22.465
mg/ml y Kg = 0.0929 mg/ml. La capacidad de adsorcion de las membranas de

intercambio ionico es del orden de las reportadas en la literatura [48].
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Tabla 4. Datos generales del balance de masa total de cada reactor, asi como los valores

de concentracion del plasmido en el equilibrio para las fases liquida y solida.

Reactor " inicial AbS 254mm €01 Ceq m final  m adsorbida Qeq

(mg) (mg/ml)  (mg) (mg) (mg/ml)
1 0.9825 0.0388 0.0111 0.2783 0.7042 4.2699
2 1.9808 0.1256 0.0360  0.9007 1.0800 6.5483
3 2.7460 0.2228 0.0639 1.5978 1.1482 6.9614
4 4.2133 0.2936 0.0842 2.1052 2.1081 12.7814
5 5.0466 0.4310 0.1236  3.0906 1.9560 11.8595
6 6.0980 0.5455 0.1565  3.9121 2.1859 13.2531
7 7.1314 0.6466 0.1855  4.6371 2.4943 15.1228
8 8.3592 0.7803 0.2238  5.5956 2.7636 16.7556
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Figura 17. Isoterma del plasmido pCAT en membranas de intercambio idnico a 22.7 °C
+1 con el buffer 10 mM Tris/1.0 mM EDTA a pH = 8.0. (gm = 22.465 mg/ml y Kq =

0.0929 mg/ml). Puntos experimentales (m), isoterma de Langmuir (linea sélida).
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4.2.2 Curvas de Ruptura

En los experimentos de adsorcion en columna de un plasmido modelo, se utiliz6 a la
biomolécula pCAT. La concentracion del plasmido fue determinada a 254 nm utilizando

el coeficiente de extincion de 17.43 ml/mg-cm.

La Figura 18 muestra los resultados de dos experimentos sobre el efecto del tiempo de
residencia en la columna, en las curvas de ruptura experimentales del plasmido pCAT.
En ambos experimentos la concentracion de entrada del plasmido fue de 0.2 mg/ml y el

flujo constante a 0.15 ml/min. EI nimero de membranas fue de 30 y 45, respectivamente.

En la Figura 18 puede observarse que el punto rompimiento es practicamente igual para
ambas corridas y ocurre a los 7.5 minutos aproximadamente. La corrida con 30
membranas, implica comparativamente un menor tiempo de residencia en la columna y
una menor capacidad de adsorcion total. La forma de esta curva con una menor area a
su izquierda refleja la menor capacidad total de esta columna. Asimismo, la forma mas
empinada corresponde con el menor tiempo de dispersion en dicha columna. Para la
columna de 45 membranas, con una mayor capacidad de adsorcion total y un mayor

tiempo de residencia, se presenta una mayor area a la izquierda y una mayor dispersion.
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Figura 18. Efecto del nimero de membranas sobre las curvas de ruptura del plasmido

pCAT. Flujo de alimentacién de 0.15 ml/min y concentracion de entrada del plasmido de

0.2 mg/ml. 30 membranas (A ), 45 membranas (m).
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4.2.3 Experimentos de Dispersion

Las curvas de dispersion y lavado del sistema para una columna de 30 membranas,
obtenida con una solucidn de alimentacion de 1.0 mg/ml de lisozima, a un flujo de 0.15
ml/min se presenta en la Figura 19. La curva muestra que el tiempo de residencia en el
sistema es de alrededor de 5 minutos. La pendiente inclinada de la curva de ruptura
indica que el grado de dispersion en el sistema fue minimo. La apropiada conformacion
de las curvas de ruptura y lavado del sistema indica que el empaque de las membranas y
el sistema de distribucion del liquido en la columna fue el adecuado.
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Figura 19. Curva de dispersion y lavado para una columna con 30 membranas. La
concentracion de la solucién de lisozima fue de 1.0 mg/ml y el flujo de 0.15 ml/min. 1

inicio de la etapa de lavado.
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4.3 Produccion de Plasmidos

En esta seccidn, se presentan los resultados obtenidos en el crecimiento por lotes de cepa
de E. Coli JM109 (pRL-CMV) y E. Coli. (pVR1012-NH36) a nivel matraz y biorreactor.

4.3.1 Crecimiento Celular

Se logr6 propagar la cepa de E. Coli JM109 (pRL-CMV) en el biorreactor de 1.5 |,
obteniéndose un rendimiento de de 5 g/l de celulas. Asimismo, se propagé la cepa E.
Coli. (pVR1012-NH36) en biorreactor de 2 I, alcanzandose un rendimiento de 7 g/l de
biomasa. Ambos rendimientos son del orden de los reportados para fermentaciones
batch de E. coli [23].

4.3.2 Cinética de Crecimiento

En la Figura 20 muestra la curva de crecimiento de la bacteria E. Coli. (pVR1012-
NH36) obtenida a nivel matraz. La absorbancia del medio 2TY fue de 0.02559 UA, la
cual se resto a todos los datos de absorbancia registrados en el experimento. La linea
continua de la Figura se obtuvo mediante el ajuste de la ecuacidn logistica a los datos

experimentales, con los pardmetros 1 =1.0412h? y X.=1.31 g/l.
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Figura 20. Curva de crecimiento celular de la cepa de E. Coli. con el plasmido
pVR1012-NH36. Volumen inicial 100 ml, temperatura de 37 °C y agitacion de 225 rpm.

Puntos experimentales medidos a 600 nm (m), ecuacion logistica (linea sélida) con n =

1.0412 hly X.=1.31 g/l.
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4.4 Recuperacion y Purificacion de Plasmidos

En esta parte de la investigacidn, se reportan los resultados experimentales obtenidos en
la recuperacion y purificacion de plasmidos. Estos resultados abarcan al rompimiento
celular, clarificacion, lavado y por Gltimo uno o méas pasos cromatograficos. En la parte
cromatografica se reportan estudios con particulas macroporosas y sistemas de

membranas.
4.4.1 Recuperacion de Plasmidos

Se resuspendieron alicuotas tipicamente de 6 g del paquete celular recuperado por
centrifugacion y posteriormente sometieron a lisis alcalina para liberar el plasmido y
desnaturalizar al DNA geondmico y las proteinas. En este paso caracteristicamente se

obtiene una solucion compleja y altamente viscosa.

La neutralizacion del lisado con 3.0 M de acetato de potasio evita que los plasmidos se
desnaturalicen, ademas, se lleva a cabo con el fin de precipitar a moléculas grandes
como el gDNA, proteinas y restos celulares, ya que son insolubles en concentraciones
altas de sal [49]. Un resultado muy relevante de esta investigacion es la obtencién de
floculos de gran dimensidbn mediante el uso agitacion moderada durante la

neutralizacion, lo cual facilita la separacidn de estos precipitados.

La clarificacion del lisado se realizé en dos partes, primero usando un sistema de
filtrado a vacio tipo Biichner, al cual se acoplé un filtro de fibra de vidrio (Whatman
GF/C) de 9 cm de diametro y segundo, pasando de manera continua al lisado por filtros
de 5.0 um y 0.45 um de didmetro de poro. La microfiltracion de la solucién con el pRL-
CMV se realizé a 2.8 ml/min durante 6.5 h y la de la solucion con el pVR1012-NH36 se

efectud a 2.0 ml/min durante 8.0 h.

En el lavado y concentracion de la solucién se eliminaron las sales del sistema, ya que
estas pasan facilmente a través de la membrana de diafiltracion. De la misma forma se

eliminan particulas pequefias como seria el caso de algunas proteinas y endotoxinas. El
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volumen de buffer utilizado en la diafiltracion (con ambas cepas) fue aproximadamente

10 veces el volumen de solucién.
4.4.2 Purificacion de Plasmidos

En los estudios de purificacion del plasmidos a partir de caldos de E. coli, se utilizaron
columnas empacadas con las particulas macroporosas de intercambio i6nico para el
estudio del pRL-CMV y columnas empacadas con membranas de intercambio i6nico
para el caso del p\VR1012-NH36.

Purificacion del pRL-CMV. La solucion del plasmido pRL-CMV obtenida en la etapa
de recuperacion fue alimentada a la columna empacada con 0.5 ml del adsorbente AMP-
I1. Se experimento a flujos de 0.25 y 0.50 ml/min.

La Figura 21 muestra las curvas de adsorcion, lavado y elucion para un flujo de
alimentacion de 0.25 ml/min. Puede observarse que estas curvas se conformaron
adecuadamente lo que sugiere que el experimento fue bien realizado. Asimismo se
observa, que la etapa de adsorcidn tiene una duracion de aproximadamente 10 minutos,
que se traduce en una capacidad de adsorcion estimada de 0.5864 UA-ml/ml. El pico de

elucién alcanza una altura de 0.45 UA y tiene una duracion de aproximadamente 3 min.

Para realizar el estudio a un flujo de 0.5 ml/min la columna de AMP-II fue regenerada
aplicando 7 volimenes de columna de una solucién de 1.0 M HCI hasta alcanzar la linea
base. La Figura 22 muestra las curvas de adsorcion, lavado y elucién para este
experimento. Puede observarse en esta figura que estas curvas presentan la
conformacion tedricamente esperada. En este experimento, la etapa de adsorcion tiene
una duracion de aproximadamente 5 minutos, que se traduce en una capacidad de
adsorcion estimada de 0.6338 UA-ml/ml. El pico de elucion alcanza una altura de 0.65

UA y tiene una duracion de aproximadamente 2.0 min.

El analisis del efecto del flujo en los resultados, sugiere que la capacidad de la columna

practicamente no varia en el rango de los flujos estudiados, ni con el tratamiento de
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regeneracion. Al comparar los cromatogramas de las Figuras 21 y 22, se observa un
comportamiento similar, pero como era de esperarse, cuando el flujo es mayor la
columna se equilibra mas rapidamente y la elucion es més eficiente, dado que se alcanza
una mayor concentracion y el pico es mas esbelto. En ambos experimentos se obtuvo un
solo pico donde se encuentran todas las especies adsorbidas, por lo que en la operacion

solo se logra una concentracion y purificacion parcial.

En los experimentos de las Figuras 21 y 22 el plasmido adsorbido tiene un tamafio de
2,712,535 Da mientras que el tamafio de exclusion del adsorbente es de 10,000,000 Da,
es decir s6lo 3.7 veces mayor que el tamafio del plasmido. Debido a esto es posible que
se presenten fenomenos de interferencia fisica que eviten la adsorcion dentro de los

porosy provoquen la menor capacidad de la columna por el plasmido.
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Figura 21. Curvas de adsorcion, lavado y elucion de la purificacion del plasmido pRL-
CMV a partir de un lisado de E. Coli. La columna se empaco con 0.5 ml de AMP-I1y el
flujo utilizado fue de 0.25 ml/min. 1 inicio de la etapa de lavado, 2 inicio de la etapa de

elucion.
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Figura 22. Curvas de adsorcion, lavado y elucion de la purificacion del plasmido pRL-
CMV a partir de un lisado de E. Coli. La columna se empacé con 0.5 ml de AMP-I1y el

flujo utilizado fue de 0.5 ml/min. 1 inicio de la etapa de lavado, 2 inicio de la etapa de

elucion.
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Para realizar el estudio de elucién por gradiente a un flujo de 0.25 ml/min, la columna de
AMP-I1 fue regenerada aplicando 7 volumenes de columna de una solucion de 1.0 M
HCI hasta alcanzar la linea base. El gradiente desarrollado para este estudio se muestra
en la Tabla 5.

En la Figura 23 se muestran las curvas de adsorcion, lavado y elucion con gradiente. La
comparacion de las etapas de adsorcion de las Figuras 21 y 22 sugiere la
reproducibilidad del experimento y la resistencia del adsorbente y el ligando al procesos

de regeneracion.

En la elucion, al aumentar gradualmente la carga ionica del solvente, se va alcanzando el
punto isoeléctrico de las moléculas adsorbidas y de este modo se neutraliza
progresivamente la fuerza que las mantiene unidas a la columna. Las moléculas de RNA
y los plasmidos presentan una carga neta negativa al pH utilizado, por lo que se
adsorben en el intercambiador anionico empleado. Durante la elucién por ser las
moléculas de RNA mas pequefias que los plasmidos, estas alcanzan primero el punto
isoeléctrico y eluyen maés facilmente. Los picos principales de la etapa de elucion de la
Figura 23 corresponden el primero al RNA y el segundo al plasmido. Mediante este
enfoque experimental se logré la concentracion del plasmido y una mayor purificacion

del mismo.
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Tabla 5. Gradiente de elucion utilizado en el estudio de purificacion del plasmido pRL-
CMV. El buffer de adsorcion fue 10 mM Tris/1.0 mM EDTA a pH = 8.0 y el de elucidn
fue 2 M de NaCl en buffer 10 mM Tris/1.0 mM EDTA.

Tiempo
Pasos ) Buffer
(min)
1 0-10 100 % Buffer de Adsorcion
2 10 - 40 0 — 100 % Buffer de Elucion

3 40 - 50 100 % Buffer de Elucion
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Figura 23. Curvas de adsorcion, lavado y elucion con gradiente para la purificacion del
plasmido pRL-CMV a partir de un lisado de E. Coli. La columna se empacé con 0.5 ml
del adsorbente macroporoso de intercambio iénico. El flujo usado fue de 0.5 ml/min. 1

inicio de la etapa de lavado, 2 inicio de la elucidn con gradiente.
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Purificacion del plasmido del plasmido pVR1012-NH36. La solucién del plasmido
pVR1012-NH36 obtenida en la etapa de recuperacion fue alimentada a la columna
empacada con 30 membranas Mustang Q. Se experimenté a un flujo de 0.5 ml/min
utilizando 3 diferentes gradientes de elucion para investigar las condiciones éptimas de

purificacion.

El gradiente utilizado en el primer estudio de purificacion se muestra en la Tabla 6. La
Figura 24 muestra las curvas de adsorcion, lavado y elucién correspondientes. En la
elucion las especies adsorbidas no lograron separarse completamente lo que sugiere que

el gradiente empleado 1.5 M/115 min fue muy bajo.
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Tabla 6. Gradiente de elucion utilizado en el primer estudio de purificacion del plasmido
pVR1012-NH36. El buffer de adsorcién fue 10 mM Tris/1.0 mM EDTA apH =8.0 y el
de elucion fue 2 M de NaCl en buffer 10 mM Tris/1.0 mM EDTA.

Tiempo
Pasos ) Buffer
(min)
1 0-115 0 — 75 % Buffer de Elucion
2 115 - 140 100 % Buffer de Elucion

3 140 - 155 100 % Buffer de Adsorcion
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Figura 24. Curvas de adsorcion, lavado y elucion con gradiente para el primer estudio de
purificacion del plasmido pVR1012-NH36. El flujo fue de 0.5 ml/min y la columna se
empacO con 30 membranas. 1 inicio de la etapa de lavado, 2 inicio de la elucion con

gradiente.



68

La Figura 25 muestra los resultados del andlisis por electroforesis de las muestras de
solucion tomadas a la salida de columna de membranas, durante el primer estudio de
purificacion. El carril 1 corresponde al marcador Lambda Hind I11. Los carriles del 2 al
12 corresponden a las muestras recolectadas en el estudio cromatografico. En el carril 2
corresponde a la solucion alimentada, donde se puede observar la presencia del plasmido
(5874 bp) y una gran cantidad de RNA. El carril 3 corresponde a la muestra tomada a los
16 min, al inicio del rompimiento de la curva de adsorcién. Pueden observarse las
mismas bandas que las del carril 2 pero mas atenuadas, lo que indica la transicion entre
el periodo de adsorcion completa y el inicio de la ruptura. El carril 4 corresponde a la
muestra tomada a los 35.5 min del estudio, en la fase de equilibrio de la columna. Puede
observarse en la Figura que las bandas de este carril son practicamente iguales a las del

carril 2, obviamente debido a que la columna a estas condiciones ya no adsorbe.

Los carriles 5 y 6 de la Figura 25 corresponden a muestras tomadas a los 120 y 125
min durante periodo final de la etapa de lavado. La ausencia de bandas en estos carriles
es congruente con la nula sefial de absorcion a estos tiempos en el cromatograma. Los
carriles 7, 8 y 9 son de muestras tomadas a los 134, 140 y 150 min, durante la etapa de
elucién. En estos carriles se puede observar bandas de muy bajo peso molecular
relacionadas con el RNA en la muestra. En el carril 10 se coloco una muestra tomada a
los 163 min durante la etapa de la elucion. En este carril se observan bandas tenues del
plasmido y el RNA. En los carriles 11 y 12 correspondientes a muestras tomadas a los
254 y 260 min del estudio, no se presentan bandas, en correspondencia con la nula sefial

de absorcion en el cromatograma.
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Figura 25. Analisis electroforético del primer estudio de purificacion del plasmido
pVR1012-NH36 (5874 pb). En la parte superior aparece el nimero de carril y en la parte
izquierda el nimero de pares de bases del marcador utilizado. El contenido de cada carril
es: 1 marcador, 2 solucidn alimentada a la columna, 3 etapa de adsorcién (16 min), 4
adsorcion (35.5 min), 5 lavado (120 min), 6 lavado (125 min), 7 elucion (134 min), 8
elucién (140 min), 9 elucién (150 min), 10 elucion (163 min), 11 elucién (254 min), 12

elucién (260 min).
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Para mejorar la purificacion del plasmido, en el segundo estudio realizado se incremento
el gradiente de elucién, utilizando los valores mostrados en la Tabla 7. La Figura 26

muestra las curvas de adsorcion, lavado y elucion correspondientes.

La Figura 27, muestra los resultados de la electroforesis en gel de agarosa realizada con
las muestras del segundo estudio de purificacion del plasmido pVR1012-NH36. El carril
1 corresponde al marcador Lambda Hind I11. El carril 2 corresponde a la muestra de la
solucion alimentada a la columna. En éste, se observan bandas que corresponden al
plasmido y el RNA. En los carriles 3 y 4, correspondientes a las muestras tomadas del
estudio a los 11.5 y 17.5 min durante la etapa de adsorcién, no se alcanzan a detectar
bandas, lo cual indica una adecuada adsorcion. El carril 5 pertenece a la muestra tomada
a los 28.5 min durante el rompimiento, donde se detectan bandas claras lo que indica la

salida de la zona de transferencia de masa (ZTM) de la columna.

El carril 6 de la Figura 27 corresponde a una muestra tomada a los 61 min durante la
etapa de elucidén. Aqui no se alcanzan a percibir bandas a pesar de que existe sefial en el
cromatograma, esto puede ser debido a un efecto de baja concentracion a este nivel de la
elucién combinado con un coeficiente de extincion alto del RNA (aproximadamente 25
ml/mg-cm). En el carril 7 relacionado con la muestra tomada durante la etapa de elucion
a los 66 min, se aprecia una débil banda de RNA. Los carriles 8 y 9 corresponden a
muestras tomadas a los 69.6 y 74 min respectivamente. En estos carriles solo se
observan bandas muy nitidas de RNA, en concordancia con su orden de elucion. En los
carriles 10 y 11 se colocaron muestras tomadas en la elucion a los 77.5 y 80 min, en
ellos se observan bandas con el plasmido y RNA. En el carril 12 correspondiente a los

87.5 min del estudio se observa una banda con el plasmido y otra con muy poco RNA.

Los resultados anteriores indican que el gradiente empleado de 1.5 M/50 min permitié

una mayor concentracién y purificacion parcial del plasmido.
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Tabla 7. Gradiente de elucion usado en experimentos de purificacion del plasmido
pVR1012-NH36. El buffer de adsorcién fue 10 mM Tris/1.0 mM EDTA apH =8.0 y el
de elucion fue 2 M de NaCl en buffer 10 mM Tris/1.0 mM EDTA.

Pasos Tiempo Buffer
(min)
1 0-50 0 — 75 % Buffer de Elucion
2 50-75 100 % Buffer de Elucion

3 75-90 100 % Buffer de Adsorcion
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Figura 26. Curvas de adsorcion, lavado y elucion con gradiente para el segundo estudio
de purificacion del plasmido pVR1012-NH36. El flujo fue de 0.5 ml/min y la columna se
empacO con 30 membranas. 1 inicio de la etapa de lavado, 2 inicio de la elucidn con

gradiente.
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Figura 27. Analisis electroforético del segundo estudio de purificacion del plasmido
pVR1012-NH36 (5874 pb). En la parte superior aparece el nimero de carril y en la parte
izquierda el nimero de pares de bases del marcador utilizado. El contenido de cada carril
es: 1 marcador, 2 solucion de alimentacion, 3 adsorcién (11.5 min), 4 adsorcion (17.5
min), 5 adsorcion (28.5 min), 6 elucion (61 min), 7 elucion (66 min), 8 elucion (69 min),
9 elucion (74 min), 10 elucion (77.5 min), 11 elucion (80 min), 12 elucién (87.5 min).
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En el tercer estudio realizado para mejorar la purificacion del plasmido, se disefio un
gradiente intermedio entre los dos anteriores de 1.5M/60 min, que permitiera una mayor
resolucion entre las especies, el cual se muestra la Tabla 8. La Figura 28 muestra las
curvas de adsorcion, lavado y elucion con gradiente para el tercer estudio de purificacion
del plasmido pVR1012-NH36.

En el tercer estudio de purificacion del plasmido pVR1012-NH36 se recolectaron 20
muestras, las cuales analizaron por electroforesis en gel de agarosa. Las muestras se

corrieron en dos geles, los cuales se muestran en las Figuras 29 y 30.

El carril 1 de la Figura 29 corresponde al marcador Lamda Hind IIl. En el carril 2 se
presentan las bandas correspondientes a la solucion alimentada, donde se observa la
presencia del plasmido y el RNA. El carril 3 corresponde a la muestra tomada al inicio
de la etapa de adsorcion los 10.5 min. En este carril no se alcanzan a apreciar bandas,
indicando una adecuada adsorcion. Los carriles 4 y 5 pertenecen a las muestras tomadas
durante el rompimiento a los 25 y 32.5 min respectivamente. En estos carriles se
observan bandas con el plasmido y RNA, indicando la salida de la ZTM de la columna.
El carril 6 pertenece a una muestra de la etapa de lavado a los 47 min y no se aprecian
bandas, en concordancia con la nula sefial de absorcion en el cromatograma. Los carriles
7 (62 min), 8 (64.5 min), 9 (67 min), 10 (69 min), 11 (72 min), 12 (74 min) pertenecen a

la etapa de elucion y en todos se observa una sola banda de RNA.

El carril 1 de la Figura 30 corresponde al marcador Lamda Hind I11. En el carril 2 se
presentan las bandas correspondientes a la solucion alimentada, donde se observa la
presencia del plasmido y RNA. En los carriles 3, 4 y 5 pertenecen a las muestras
tomadas durante la etapa de elucién a los 77, 79 y 81.5 min respectivamente. En estos
carriles sélo se observa una banda de RNA. En los carriles correspondientes a la
muestras tomadas en la etapa de elucién: 6 (84 min), 7 (87 min), 8 (90 min), 9 (94 min),
10 (98 min), 11 (103 min) y 12 (108 min); se aprecian dos bandas, una con el plasmido
y la otra con RNA.
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Tabla 8. Gradiente de elucién utilizado en el tercer estudio de purificacion del plasmido
pVR1012-NH36. El buffer de adsorcién fue 10 mM Tris/1.0 mM EDTA apH =8.0y el
de elucion fue 2 M de NaCl en buffer 10 mM Tris/1.0 mM EDTA.

Tiempo
Pasos ) Buffer
(min)
1 0-60 0 — 75 % Buffer de Elucion
2 60 - 80 100 % Buffer de Elucion

3 80 -90 100 % Buffer de Adsorcion
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Figura 28. Curvas de adsorcion, lavado y elucion con gradiente para el tercer estudio de
purificacion del plasmido pVR1012-NH36. El flujo fue de 0.5 ml/min y la columna se
empacO con 30 membranas. 1 inicio de la etapa de lavado, 2 inicio de la elucidn con

gradiente.
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Figura 29. Anaélisis electroforético del tercer estudio de purificacion del plasmido
pVR1012-NH36 (5874 pb). En la parte superior aparece el nimero de carril y en la parte
izquierda el nimero de pares de bases del marcador utilizado. El contenido de cada carril
es: 1 marcador, 2 solucion de alimentacién, 3 adsorcion (10.5 min), 4 adsorcion (25
min), 5 adsorcion (32.5 min), 6 lavado (47 min), 7 elucién (62 min), 8 elucion (64.5

min), 9 elucion (67 min), 10 elucion (69 min), 11 elucién (72 min), 12 elucién (74 min).
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Figura 30. Anaélisis electroforético del tercer estudio de purificacion del plasmido
pVR1012-NH36 (5874 pb). En la parte superior aparece el nimero de carril y en la parte
izquierda el namero de pares de bases del marcador utilizado. El carril 1 contiene el
marcador, el 2 contiene la solucion de alimentacion. Todos los demés carriles estan
alimentados de muestras de la etapa de elucion. A cada carril le corresponden los
tiempos de: 3 (77 min), 4 (79 min), 5 (81.5 min), 6 (84 min), 7 (87 min), 8 (90 min), 9
(94 min), 10 (98 min), 11 (103 min), 12 (108 min).
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Los resultados que se mostraron en las Figuras 29 y 30 sugieren la formacion en el
cromatograma de un pico de RNA traslapado con un pico triangular del Plasmido. Esto
produce un gradiente de negativo de concentracion y positivo de purificacion del
plasmido, que se observa en los carriles 6 al 12 de la Figura 30.

Por otro lado, al comparar las Figuras 24, 26 y 28 se observa que los comportamientos
en las etapas de adsorcion son practicamente iguales, indicando una singular

reproducibilidad del experimento en esta fase.

Los resultados del tercer estudio de purificacion del plasmido pVR1012-NH36,
muestran que a partir de la muestra 6 del segundo gel (Fig. 30) se detecta la presencia de
plasmido en la elucién, pero ain no completamente purificado. Este resultado condujo a
un cuarto estudio de purificacion, utilizando las fracciones cromatograficas de
aproximadamente 1.5 ml, correspondientes a las muestras de los carriles 6-12 de la

Figura 30.

Antes de iniciar el cuarto estudio, los 10.0 ml de la mezcla de fracciones se lavaron en
la celda de diafiltracion para eliminar las sales y acondicionar la muestra. Debido a que
la solucién de entrada de este experimento contenia muy poca concentracion de RNA,
comparada con la solucion de entrada de los anteriores, se decidio utilizar el gradiente
1.5 M/50 min de la Tabla 7.

En la Figura 31 se muestran las curvas de adsorcion, lavado y elucién con gradiente
correspondientes. Puede observarse en la Figura que la etapa de adsorcion transcurrid
por 20 min, tiempo en el que se aliment6 la muestra conteniendo el plasmido. Se observa
una pequefia meseta en la adsorcion, la cual no representa la curva de ruptura de la
solucion de entrada, ya que esta no alcanzé a equilibrar la columna. Dicha meseta ha
estado presente en los estudios anteriores y podria ser la curva de ruptura de alguna

impureza en la solucion.
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Figura 31. Curvas de adsorcion, lavado y elucion con gradiente para el cuarto estudio de
purificacion del plasmido pVR1012-NH36. El flujo fue de 0.5 ml/min y la columna se
empac6 con 30 membranas. La solucion de alimentacién a la columna fue obtenida del
lavado de las muestras seleccionadas de la etapa de elucién del tercer estudio de
purificacion del plasmido. 1 inicio de la etapa de lavado, 2 inicio de la elucién con

gradiente.



81

La Figura 32, muestra los resultados de la electroforesis en gel de agarosa realizada con
las muestras del cuarto estudio de purificacion del plasmido pVR1012-NH36. El carril 1
corresponde al marcador Lamda Hind Ill. En el carril 2 se presentan las bandas
correspondientes a la solucion alimentada, donde se observa la presencia del plasmido y
RNA. El carril 3 corresponde a la muestra tomada a los 5 min de comenzado el estudio,
en este carril no se alcanzan a detectar bandas, lo cual indica que todo lo que esta

entrando a la columna se esta adsorbiendo.

Los carriles 4,5, 6 y 7 de la Figura 32 corresponden a las muestras tomadas en la etapa
de elucién a los 39.5, 45.5, 47.5 y 50.0 min respectivamente. En estos carriles no se
alcanzan a percibir bandas, esto debido a que la sefial en el cromatograma es muy baja,
lo que indica que estas muestras estan muy diluidas y el analisis electroforético no las
detecta. Los carriles 8, 9 y 10 corresponden a muestras tomadas durante la etapa de
elucion a los 52.5, 55.0 y 57.5 min, respectivamente. En estos carriles solo se observa
una banda de RNA. En el carril 11 de la muestra de la etapa de elucién tomada a los 60
min se observa una banda de plasmido y otra con RNA. En el carril 12 de la muestra de
la etapa de elucién tomada a los 63 min, se observa una banda bien definida que
corresponderia a plasmido, sin la presencia de RNA. “Estos resultados apoyan la
factibilidad técnica de un nuevo bioproceso para purificacion de plasmidos mediante el

uso de solo cromatografia de intercambio i6nico en membranas”.
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Figura 32. Analisis electroforético del cuarto estudio de purificacion del plasmido
pVR1012-NH36 (5874 pb). En la parte superior aparece el nimero de carril y en la parte
izquierda el nimero de pares de bases del marcador utilizado. El contenido de cada carril
es: 1 marcador, 2 solucion alimentada a la columna, 3 adsorcién (5 min), 4 elucion (39.5
min), 5 elucion (45.5 min), 6 elucién (47.5 min), 7 elucion (50 min), 8 elucion (52.5
min), 9 elucion (55 min), 10 elucion (57.5 min), 11 elucién (60 min), 12 elucion (63

min).
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4.5 Simulacion del Bioproceso
4.5.1 Descripcién del Bioproceso Base

Se realizd la simulacién del bioproceso para la produccién de plasmidos desarrollado a
nivel laboratorio. Para establecer una base comparativa con los resultados reportados
por Freitas y col. [41], en el andlisis técnico-econdmico del bioproceso se utilizaron los

parametros de evaluacion que se muestran en la Tabla 9.

En la Figura 33 se presenta el diagrama de flujo del bioproceso a escala para la
produccion y purificacion de plasmidos, tomando como base el bioproceso desarrollado
a nivel laboratorio. Se pueden distinguir las etapas de fermentacion, recuperacion,
purificacion y empaque. En este bioproceso el rendimiento en la recuperacion del
plasmido por batch es alrededor del 64% (Se recuperan 133 g de pDNA de un lisado
que contenia 209 g de pDNA). A continuacion se describe brevemente este bioproceso.



Tabla 9. Parametros de evaluacion

Area Concepto Valor
Mercado Demanda P =22.2 kg pDNA/afo
Produccion 330 dias/afio
1 batch/2 dias
3 dosis'/caja
Precio $10.00/caja

Evaluacion  Vida del proyecto
Depreciacion
ISR

15 afios a partir del 2008
Lineal, 10 afios y 10% valor salvamento
40%

dosis de 1 ml con concentracion de 2 mg pDNA/m.

84
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Figura 33. Diagrama de flujo del bioproceso a

escala para la produccién y purificacion

de plasmidos, tomando como base el bioproceso desarrollado a nivel laboratorio.
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Fermentacion. EI medio 2TY para la fermentacion se prepara en un tanque de acero
inoxidable (P-1) y se esteriliza continuamente en el equipo (P-2). El compresor axial (P-
5) y el filtro (P-6) proveen aire estéril al fermentador a un flujo de 1.5 vwm. El inoculo,
formado por células de E. coli. se prepara mediante fermentaciones de volimenes
progresivos (no se muestra en la Figura). La solucion de ampicilina es utilizada para
prevenir el crecimiento de bacterias libres del plasmido y otros microorganismos, se
prepara en el tanque de acero inoxidable (P-3) y es esterilizada por filtracion (P-4)
debido a su sensibilidad al calor. La fermentacion (P-7) se lleva a cabo durante 24 h a
37°C. La concentracion final de células en el fermentador V-103 fue de 7 g/l de peso
seco. Al final de la fermentacion el caldo es transferido a un tanque de almacenamiento

(P-9) y el fermentador es lavado y esterilizado para prepararlo para el siguiente batch.

La reaccion que se uso para describir la conversion de nutrientes a biomasa se muestra

en la ecuacion (Ec. 3).

CH,4,05csNy 5 + 2.11CH, ,O,N,, +0.480, —

2.73CH, 0, N, ,, +0.39C0, +045H,0 &3

Los coeficientes estequiométricos fueron calculados mediante balances de los
elementos C, H, O y N como recomienda Shuler y col. [50]. Se asumi6 que el consumo
de triptona es el doble del extracto de levadura. El coeficiente de respiracion resulto en
0.845, cercano a valores reportados [41]. Las formulas empiricas para el extracto de

levadura (CH4,0,56No23), triptona (CH, ;0,5N,,) y biomasa (CH, ;;0,,5N,,,) en su

forma reducida fueron tomadas de Doran [51].

La composicion utilizada de E. coli. es de 50% proteinas, 20% RNA, 16.7%
endotoxinas, 1.7% gDNA, 10.9% de otros componentes (iones pequefios, lipidos,

carbohidratos, etc.) y 0.7% de plasmido en peso seco [52].
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Recuperacion. Las células se recuperan en una centrifuga de discos (P-10) a 14300 g
(se asumié un rendimiento del 98%). Durante la centrifugacién se logra concentrar
aproximadamente 21 volimenes, de 4276 | a 197.39 I. El paso siguiente es la
resuspension del paquete celular en un tanque mezclador (P-11) agregando 1595 | de
buffer TE. La lisis se lleva a cabo agregando el mismo volumen de solucion de lisis y
aplicando agitacion. Los restos celulares, proteinas y moléculas de gDNA se precipitan
por la adicion de 3190 | de solucion 3 M de acetato de potasio a pH=5.5. Los
precipitados se remueven por filtracién (P-12). La temperatura de operacion se mantuvo
a 4°C en el proceso de lisis y neutralizacién. Al final de estas operaciones se remueve
94.3% de endotoxinas, 40% de gDNA 99% de proteinas, 66% de RNA, 10% de

moléculas pequefias y se pierde el 20% del plasmido.

Después de la filtracion primaria, el lisado se pasa consecutivamente por un microfiltro
de 5 um de diametro de poro (P-13), un microfiltro con 0.45 wum de didmetro de poro (P-
14) y por un sistema de diafiltracion con 10 volimenes (P-15), donde se eliminan
precipitados, sales del sistema y moléculas pequefias como es el caso de algunas
proteinas y endotoxinas. Al final del de la diafiltracion la solucion se concentra 10 veces
de 33551a3351.

Purificacion. La purificacion se realiza en columnas cromatografias de intercambio
ionico empacadas con membranas comerciales Mustang Q. En la operacion
cromatografica (P-16) primero se equilibra la columna con buffer de adsorcion y a
continuacion se carga la solucion proveniente de la diafiltracion. Seguidamente se lleva
a cabo un lavado con buffer de de adsorcién y posteriormente se eluye con gradiente
(2M/120 min). Por altimo se lava y acondiciona la columna con 1 M NaOH. En este

paso cromatografico se utilizan 10 columnas en paralelo.

La solucién que contiene la fraccion del plasmido del primer paso cromatografico se
diafiltra (P-17) utilizando las mismas condiciones de lavado y concentracion que en la
primer diafiltracion (10 vol y 10:1). La solucién resultante de esta diafiltracion se

alimenta a una columna cromatogréfica de intercambio idnico (P-18), que opera de igual
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manera que las columnas del primer paso cromatogréfico. A continuacion la solucion
recuperada del paso cromatogréfico se pasa por un sistema de diafiltracion (P-19) para
lavar las sales (10 volimenes). Posteriormente la solucion es esterilizada por filtracion
(P-20) para asegurarse que no existan contaminantes antes del empaque y se deposita en
un tanque de almacenamiento (P-21).

Empaque. El producto se pasa al llenado, donde se coloca un mililitro de solucion con
aproximadamente 2 mg/ml de pDNA en viales que son etiquetados y empacados. Cada
paquete de producto final contiene tres viales. El impacto de esta seccion en el analisis

econdmico del bioproceso no se tomo en cuenta directamente en el estudio.
4.5.2 Anélisis Econdmico del Bioproceso Base

En la Tabla 10 se muestran los principales indicadores de la evaluacion economica del
bioproceso base. El proyecto presenta valores muy positivos para el periodo de
recuperacion, la tasa interna de rendimiento y el valor presente neto. Sin embargo,
cuando se comparo la inversion inicial y los costos de operacion con los del proyecto de
referencia, se observé una diferencia significativa en los costos de produccion, debida

principalmente al costo de la primera operacion cromatogréfica.



Tabla 10. Resultados de la evaluacion econdmica del proyecto base.

Concepto Monto
Inversion total $ 28,274,881
Ingresos anuales $ 37,724,006
Costos de operacion anual $ 8,528,341
Produccion (cajas/afio) 3,772,400
Costo de produccion por caja $2.26
Margen (utilidad bruta/ingresos) 77.39%
Retorno sobre la inversion 70.45%
Periodo de retorno en afios 1.42
Tasa interna de rendimiento (TIR) 43.67%

Valor presente neto (VPN) al 7.00 %

$ 107,479,178

89
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4.5.3 Desarrollo del Bioproceso Alternativo

En base a lo anterior se realizaron modificaciones sustanciales al bioproceso base, se
substituyd la primera etapa cromatografica por una operacion de precipitacion de RNA
con sulfato de amonio, seguida de su remocion por medio de microfiltracion. En la
Figura 34 se presenta el diagrama de flujo del bioproceso con las modificaciones
realizadas. En este bioproceso el rendimiento en la recuperacion del plasmido por batch
es alrededor del 70% (Se recuperan 147 g de pDNA de un lisado que contenia 209 g de
pDNA). Dicho rendimiento en la recuperacion del plasmido muestra un avance
significativo con respecto al rendimiento obtenido con el bioproceso base, que fue de
64%. A continuacion se describe brevemente este bioproceso.

Fermentacion. Todas las operaciones consideradas y parametros usados en esta etapa

son los mismos que los de la etapa de fermentacion del caso base.

Recuperacion. Las células se recuperan en una centrifuga de discos (P-10) a 14300 g
(se asumio un rendimiento del 98%). Durante la centrifugacion se logra concentrar
aproximadamente 21 voliumenes, de 4276 | a 197.39 |. El paso siguiente es la
resuspension del paquete celular en un tanque mezclador (P-11) agregando 1595 | de
buffer TE. La lisis se lleva a cabo agregando el mismo volumen de solucion de lisis y
aplicando agitacion. Los restos celulares, proteinas y moléculas de gDNA se precipitan
por la adicion de 3190 | de solucion 3 M de acetato de potasio a pH=5.5. Los
precipitados se remueven por filtracion (P-12). La temperatura de operacion se mantuvo
a 4°C en el proceso de lisis y neutralizacion. Al final de estas operaciones se remueve
94.3% de endotoxinas, 40% de gDNA 99% de proteinas, 66% de RNA, 10% de

moléculas pequefias y se pierde el 20% del plasmido.

Después de una filtracion primaria (P-12), el lisado se pasa consecutivamente por
microfiltros de 5 y 0.45 um de didmetro de poro (P-13 y P-14) y por un sistema de
diafiltracion (P-15), donde se eliminan precipitados, sales y moléculas pequefias. Al

final del de la diafiltracion la solucion se concentra 10 veces de 3355 1a 335 1.
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Figura 34. Diagrama de flujo del bioproceso alternativo para la produccion y

purificacion de plasmidos, con una etapa de precipitacion de RNA con sulfato de

amonio.
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Los 355 | resultantes de la diafiltracion se pasan a una precipitacién con sulfato de
amonio hasta alcanzar una concentracion 2.5 M (P-16), seguida de una separacion de
los precipitados con un microfiltro (P-17), removiendo 99.8% de endotoxinas, 97.2% de
gDNA, 83% de proteinas y 97.1% de RNA [41]. Después de la remocion de precipitados
la solucién se pasa por un sistema de diafiltracion con 14 volimenes (P-18) donde se

lavan las sales y se concentra la solucién 8 veces de 401 | a 50 I.

Purificacion. La purificacion se realiza en una columna cromatogréfica de intercambio
ionico empacada con membranas comerciales Mustang Q. En la operacion
cromatogréafica (P-19) primero se equilibra la columna con buffer de adsorciéon y a
continuacion se carga la solucion proveniente de la diafiltracion. Seguidamente se lleva
a cabo un lavado con buffer de de adsorcion y posteriormente se eluye con gradiente
(2M/120 min). Por altimo se lava y acondiciona la columna con 1 M NaOH.

La fraccion recuperada del paso cromatografico se pasa por un sistema de diafiltracion
(P-20) para lavar las sales (10 volumenes). Posteriormente la solucion es esterilizada por
filtracion (P-21) para asegurarse que no existan contaminantes antes del empaque y se

deposita en un tanque de almacenamiento (P-22).

Empaque. El producto se pasa al llenado, donde se coloca un mililitro de solucion con
aproximadamente 2 mg/ml de pDNA en viales que son etiquetados y empacados. Cada
paquete de producto final contiene tres viales. El impacto de esta seccion en el analisis

econdmico del bioproceso no se tomo en cuenta directamente en el estudio.

Balances de masa del bioproceso. El balance de masa de bioproceso, se presenta en la
Tabla 11 en forma resumida. Los valores de los componentes son tipicos de estos tipos
de procesos. El aire y el agua representan el 98.28% de las materias primas mas
utilizadas. A excepcién del plasmido y los gases, todos los deméas materiales de salida
van a lineas de desecho, donde son dispuestos para un tratamiento adecuado en orden de

minimizar los impactos ambientales.
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Tabla 11. Balances de masa total para la produccién de pDNA (kg/afio). El rendimiento

en la recuperacion de plasmidos es del 70 %.

Total de Entrada Total de Salida Producto
Componente

(Kg/aio) (Kg/ao) (Kg/aiio)
Acetato de Potasio 2209 0
Agua 3041897 3042491
Agua para inyeccion 371442 371442
Ampicilina 0.33 0.33
Biomasa 0 100
Cloruro de sodio 4438 4438
Dioxido de carbono 0 1259
EDTA 177 177
Endotoxinas 0 819
Extracto de levadura 6924 5008
gDNA 0 83
Hidroxido de sodio 5247 5247
Moléculas pequefias 0 535
Nitrégeno 1397635 1398288
Oxigeno 424295 423367
Papel 13160 13160
pDNA 0 34.3 24.15
Proteinas 0 2453
RNA 0 981
SDS 2630 2630
Sulfato de Amonio 20172 20172
Triptona 11080 7268
TRIS HCI 734 734
Vidrio 25067 25067

Total (materias primas) 5327107 5325755
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Programa de Produccién. La programacién de los equipos del proceso para dos lotes
de produccion consecutivos se muestra en la Figura 35 en forma de grafico de Gantt.
Puede observarse en la Figura que el proceso de un lote tiene la duracion de 56 h, siendo
la etapa de fermentacion el cuello de botella del proceso con una duracion 24 h.
Conjuntamente con las operaciones de preparacion, vaciado y limpieza del fermentador

el ciclo tiene una duracion de 48 h.
4.5.4 Anélisis Econémico del Bioproceso Alternativo

En la Tabla 12 se muestran los principales indicadores de la evaluacion economica del
bioproceso alternativo. EIl proyecto presenta valores muy positivos para el periodo de
recuperacion, la tasa interna de rendimiento y el valor presente neto. Al comparar la
inversion inicial y los costos de operacion con los del proyecto de referencia y los del
bioproceso base, se observd una significante mejoria en los indicadores econdmicos. La
inversion disminuyo en un 25%, los ingresos anuales aumentaron en un 10% y los costos
de produccidn unitaria disminuyeron en un 25%. De tal manera que tanto el periodo de

retorno, la TIR y el VPN se mejoraron significativamente.
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Figura 35. Grafico de Gantt para dos lotes consecutivos del bioproceso de produccion de
plasmidos alternativo.



Tabla 12. Resultados de la evaluacién econémica del proyecto alternativo.

Concepto Monto
Inversion total $ 21,298,247
Ingresos anuales $ 41,778,396
Costos de operacion anual $ 7,042,167
Produccion (cajas/afio) 4,177,839
Costo de produccion por caja $1.69
Margen (utilidad bruta/ingresos) 83.14%
Retorno sobre la inversion 106.33%
Periodo de retorno en afios 0.94
Tasa interna de rendimiento 57.89%
Valor presente neto al 7.00 % $ 131,847,327
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En la Figura 36 se muestra la distribucion de los costos de operacion anual del proyecto
alternativo, notese que los costos de servicios son minimos representando solamente el
1%. EIl equipo representa el 52% de los costos de operacion anual, siendo este costo de
operacion el mas alto, lo que puede deberse al tipo de proceso, ya que el producto se
produce en pequefias cantidades. El costo que le sigue es el de mano de obra con 28%,
luego el de materias primas con un 8% que es muy cercano al costo de operacién anual
de consumibles (7%). Por ultimo esta el costo de operacion anual de control de calidad

con un 4%.

En la Figura 37 muestra los costos de operacion anual por cada seccion para el
bioproceso alternativo. La seccion de purificacion representa un 11% de los costos de
operacion anual. A las secciones de fermentacion y recuperacion les corresponden los
costos de operacion de 49 y 40, respectivamente. Generalmente la seccion de
fermentacion es la que representa los costos de operacion mas altos, esto debido a las
grandes cantidades de medio de cultivo que se utilizan. EI hecho de que el porcentaje de
la seccion de recuperacion, sea semejante al de la fermentacion, se debe principalmente

a los consumibles utilizados en las operaciones de microfiltracion y diafiltracion.
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Figura 36. Costos de operacion anual del proyecto alternativo para la produccion y

purificacion de plasmidos.
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Figura 37. Costos de operacion anual por seccion del bioproceso alternativo.
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La Tabla 13 muestra el flujo de efectivo anual del proyecto alternativo. En la tabla se
puede apreciar que el proyecto arranca en el segundo cuatrimestre del cuarto afio, por lo
que las ventas en este afio son correspondientes a solamente ocho meses. Nétese que
desde que finaliza el periodo de arranque la planta trabaja al 100%. A partir del quinto
afio y hasta el afio trece que es cuando se completan los diez afios de depreciacién del
equipo, el flujo de efectivo anual se mantiene constante. Por otro lado el flujo de
efectivo en el afio catorce disminuye a pesar de que los costos de operacién también
disminuyen, esto se debe a que ya no se carga la depreciacion del equipo al flujo de
efectivo. Por ultimo, en el afio 15, que es hasta donde se planeo el proyecto, se observa
un flujo de efectivo mayor que en los anos anteriores y este se debe en mayor medida a
que se carga a la inversion fija directa un valor de recuperacion por los equipos de la

planta.

En la Figura 38 se muestra un aumento en el retorno sobre la inversion del 11.77% por
cada $ 1 que se incrementa en el precio de venta de cada paquete. Por otro lado el
periodo de retorno disminuye por cada $ 1 que se incrementa. Con el precio mas bajo ($

5) el periodo de retorno es alrededor de 2.11 afios.



Tabla 13. Flujo de efectivo (miles) del proyecto alternativo.
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Afio DFC Ventas oC UAI D Impuesto uDlI Flujo-de
Efectivo

1 -6,018 0 0 0 0 0 0 -6,018

2 -8,024 0 0 0 0 0 0 -8,024

3 -6,018 0 0 0 0 0 0 -6,018

4 -235 27,852 6,571 21,281 1,805 8,512 12,769 14,339

) 0 41,778 7,042 34,736 1,805 13,894 20,842 22,647

6 0 41,778 7,042 34,736 1,805 13,894 20,842 22,647

7 0 41,778 7,042 34,736 1,805 13,894 20,842 22,647

8 0 41,778 7,042 34,736 1,805 13,894 20,842 22,647

9 0 41,778 7,042 34,736 1,805 13,894 20,842 22,647

10 0 41,778 7,042 34,736 1,805 13,894 20,842 22,647
11 0 41,778 7,042 34,736 1,805 13,894 20,842 22,647
12 0 41,778 7,042 34,736 1,805 13,894 20,842 22,647
13 0 41,778 7,042 34,736 1,805 13,894 20,842 22,647
14 0 41,778 5,237 36,542 0 14,617 21,925 21,925
15 2,241 41,778 5,237 36,542 0 14,617 21,925 24,166

Utilidad antes de impuesto (UAI)= Ventas - Costosde operacion (OC)

Impuesto=UAIx0.4

Utilidad despuesde impuesto (UDI)= UAI- Impuesto

Flujo de Efectivo = Inversion Fija Directa (DFC)+ Depreciaci 6n (D) + UDI
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Figura 38. Periodo de retorno y retorno sobre la inversion a diferentes precios de venta

para el bioproceso alternativo.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

En esta investigacion se lograron preparar y determinar las propiedades bésicas de
adsorcion de columnas empacadas con membranas de intercambio idnico. Estas
columnas mostraron un adecuado comportamiento dindmico y una capacidad de
adsorcion de plasmidos practicamente igual a la reportada en literatura. Los adsorbentes
macroporosos de intercambio i6nico preparados a partir de Novarosa SE-10000/40,
presentaron una menor capacidad de adsorcion que las reportadas en la literatura. Los
estudios de equilibrio con el plasmido pCAT mostraron que el modelo de Langmuir se

ajustod adecuadamente a los datos experimentales.

En el bioproceso desarrollado para la produccion de plasmidos, la etapa de biorreacion
alcanzé rendimientos tipicos de las fermentaciones batch. En los procesos de lisis y
neutralizacion, se logré obtener floculos de gran dimension mediante el uso de agitacion
moderada, lo cual facilitd la separacion de estos precipitados. EI esquema propuesto para
la clarificacion del sobrenadante mediante una combinacion de una filtracion primaria y

una microfiltracion secuencial continua, permitié un adecuado manejo de los sélidos.

Los estudios cromatograficos para la purificacion del pRL-CMV con AMP-11 mostraron
una buena reproducibilidad en la etapa de adsorcion. El analisis del efecto del flujo en
los resultados sugiere que la capacidad de la columna practicamente no varia en el rango
estudiado, ni con el tratamiento de regeneracién. Al eluir isocraticamente se logré una
concentracion y purificacion parcial del plasmido. Mediante el enfoque experimental de
elucién con gradiente se logré la concentracion del plasmido y una mayor purificacion

del mismo.
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En esta investigacion se logré una buena reproducibilidad entre los experimentos
cromatogréaficos de adsorcion del pVR1012-NH36 con membranas de intercambio
ionico. A través de los estudios de condiciones de elucidn, se logré obtener un gradiente
que permitié una concentracion y purificacion parcial del plasmido. Mediante una
segunda operacion cromatografica de la fraccion recuperada, se logrd obtener el
plasmido con una concentracion de RNA indetectable en gel de agarosa al 0.8%. Estos
resultados apoyan la factibilidad técnica de un nuevo bioproceso para la purificacion de
plasmidos, mediante el uso de sélo cromatografia de intercambio iénico en membranas.
Mediante simulacion se logro escalar al bioproceso desarrollado para la produccion de
plasmidos (bioproceso base). En la simulacion se utilizd cromatografia de membranas de
intercambio ionico. El analisis economico del bioproceso base, realizado en forma
comparativa con un proyecto de referencia, presento indicadores econémicos del mismo
orden. Sin embargo, la inversion inicial y los costos de operacion del bioproceso base
fueron mas altos que los del proyecto de referencia. Este analisis sugirio realizar
modificaciones al bioproceso base, de tal manera que se generd un bioproceso
alternativo. El andlisis econdmico del bioproceso alternativo, comparado con los
bioprocesos base y de referencia, presentd valores mejorados en los indicadores
econdmicos. El analisis de los bioprocesos base y alternativo presentados en esta
investigacion, indica que la produccion de plasmidos es economicamente viable. Este
tipo de analisis tradicionalmente empleado para la evaluacion de proyectos, también

resulta una herramienta valiosa para fijar directrices de investigacion.
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5.2 Recomendaciones

Partiendo de que el éxito de este tipo de bioprocesos depende fundamentalmente de la
competitividad tecnoldgica y el mercado, se recomienda mejorar los pardmetros de la
fermentacion mediante la optimizacion del vector, el medio de cultivo y el modo de
operacion del fermentador. Asimismo, optimizar la cinética de floculacién en la etapa de
neutralizacion del lisado. Para futuras investigaciones se recomienda sintetizar
adsorbentes con tamarfios de exclusion mucho mayores a 10,000,000 Da, para tratar de
mejorar la capacidad de adsorcion del plasmido. De igual forma se recomienda
desarrollar experimentalmente el bioproceso alternativo disefiado en este trabajo. En la
simulacion del bioproceso se recomienda adecuar el estudio a un mercado especifico,

dosis y a costos de México.
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APENDICE A

Preparacion de Soluciones
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Buffer 10 mM Tris/1.0 mM EDTA a pH = 8.0. Se pesaron 1.2114 g de Tris base y
0.2923 g de EDTA vy se disolvieron en 900 ml de agua desionizada. A continuacion se
ajusto el pH a 8 con unas gotas de HCI. Cuando la solucién tuvo el pH indicado se afor6

a un litro con agua desionizada. Posteriormente se filtro a 0.45 um y se desgasifico.

Buffer 10 mM Tris/1.0 mM EDTA a pH = 8.0 + 2 M NaCl. Se pesaron 1.2114 g de
Tris base, 0.2923 g de EDTA y 116.88 g de NaCl y se disolvieron en 900 ml de agua
desionizada. A continuacion se ajust6 el pH a 8 con unas gotas de HCI. Cuando la
solucion tuvo el pH indicado se afor6 a un litro con agua desionizada. Posteriormente se

filtr6 a 0.45 um y se desgasifico.

Medios de cultivo. EI medio de cultivo utilizado para crecer las células de E. Coli
JM109 con el plasmido pRL-CMV fue el Luria-Bertani (LB). La composicion por litro
de medio fue la siguiente: 10 g de peptona o triptona, 5 g de extracto de levaduray 10 g
de cloruro de sodio. Por otro lado, para crecer las celulas de E. coli. con el plasmido
pVR1012-NH36 se utilizd al medio 2TY. La composicion por litro de medio fue la
siguiente: 16 g de peptona o triptona, 10 g de extracto de levadura y 5 g de cloruro de
sodio. El procedimiento de preparacion de los medios de cultivo se llevo a cabo
disolviendo la triptona, el extracto de levadura y el cloruro de sodio en 900 ml de agua
desionizada. Seguidamente se ajusto el pH en 7.5 y después se afor6 a un 1 litro usando
agua desionizada. Por ultimo se esterilizo el medio poniendo la solucion en la autoclave
por 20 min a 15 psi (1.05 kg/cm?). Nota: Si se pesa exacto no es necesario ajustar el pH

del medio.

Preparacion del inoculo. El procedimiento de preparacion del inoculo se realiz6
preparando 100 ml de medio de medio de cultivo en un matraz 500 ml. Seguidamente se
esterilizo el medio en la autoclave por 20 min a 15 psi. Después se agregd 0.1 ml de una
solucion de ampicilina 100 mg/ml. A continuacion se agregé 1 ml de muestra con la
bacteria de interés. Posteriormente se colocé el matraz en la incubadora (orbital shaker

incubator), con una agitacion de 225 rpm a 37°C. Después de aproximadamente 16 horas
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se considerd al inoculo listo. Nota: EI procedimiento descrito se lleva a cabo en

condiciones estériles.

Buffer de lisis. Se pesaron 3.6 g de NaOH y 10 g de SDS y se disolvieron en 900 ml de

agua desionizada. Posteriormente se aford a un litro con agua desionizada.

Buffer 1x Tris-Acetate-EDTA (TAE). Se prepar6 una soluciéon stock 50X, para esto se
pesaron 242.28 g de tris base y se agregaron junto con 57.1 ml de &cido acético glacial a
100 ml de una solucién 0.5 M EDTA (pH 8). La solucién de trabajo se obtuvo diluyendo
el stock preparado a 1X.

Gel de agarosa al 0.8%. Se pesaron 8 g de agarosa y se disolvieron en 200 ml de buffer

TAE. Despues se aford a un litro, se calenté un poco y por ultimo se dejo enfriar.

Buffer de carga. Para preparar buffer de carga 6X (solucion de trabajo), se pesaron 2.5
mg de azul de bromofenol, 2.5 mg de xylene cyanol FF y 400 mg de sucrosa y se

disolvieron en un mililitro de agua desionizada.





