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RESUMEN

RESUMEN

La efectividad de las vacunas y la inmunizacion en la prevencién de las enfermedades
infecciosas es uno de los grandes avances de la medicina. En la actualidad, el acceso a
la tecnologia en el &rea de la gendmica ha hecho posible acelerar el desarrollo de nuevos
modelos de vacunas con caracteristicas mejoradas en aspectos fundamentales, como
la inmunogenicidad y la seguridad. Las vacunas de ADN plasmidico, (ADNp), es una
metodologia relativamente simple que ha abierto una nueva era en la inmunologia, con
un alto potencial como vacunas profilacticas y terapéuticas. El gran potencial de las
vacunas de ADN reside en su gran versatilidad, ya que pueden disefiarse plasmidos de
acuerdo con el tipo de enfermedad o patégeno contra el cual se quiera inducir una
respuesta inmunitaria. Los plasmidos son moléculas extracromosomicas de ADN de
cadena cerrada, de doble hélice que se caracterizan por que se pueden replicar de
manera independiente del ADN gendmico. Por medio del ADNp se puede aislar y
estudiar genes, asi como transferir material genético. También actualmente se utiliza el
ADNp como plataforma en la sintesis de ARNm en la produccién de vacunas contra
Covid-19. Los plasmidos se obtienen mediante cultivo celular de microorganismos
preparados genéticamente para hospedarlos, como Escherichia coli. La producciéon de
ADN plasmidico sigue las etapas: fermentacion, recuperacion primaria, recuperacion
intermedia y purificacion. Al realizar la lisis alcalina, se producen fléculos y precipitados,
que es necesario eliminar para obtener un lisado clarificado. Tradicionalmente esta
clarificacién se realiza por centrifugaciéon, pero se ha encontrado que hay perdida de
ADNp. Recientemente se han estado utilizado métodos mecanicos de ruptura celular
para obtener un lisado sin la utilizacién de agentes quimicos. Es pertinente estudiar la
clarificacion de un lisado mecéanico para eliminar los restos celulares, por lo que en este
trabajo se propone evaluar la etapa de clarificacion de lisados mecanicos por medio
tecnologia de membranas para la recuperacién de plasmido, asi como estudiar la
clarificacién de lisados mecanicos de E. coli por medio de ultrafiltracion tangencial para

la recuperacion de plasmido.



ABSTRACT

ABSTRACT

The effectiveness of vaccines and immunization in the prevention of infectious diseases
is one of the great advances in medicine. Today, access to technology in genomics has
made it possible to accelerate the development of new vaccine models with improved
characteristics in key aspects such as immunogenicity and safety. Plasmid DNA
vaccines, (pDNA), is a relatively simple methodology that has opened a new era in
immunology, with high potential as prophylactic and therapeutic vaccines. The great
potential of DNA vaccines lies in their great versatility since plasmids can be designed
according to the type of disease or pathogen against which an immune response is to be
induced. Plasmids are extrachromosomal, closed-stranded, double-helix DNA molecules
characterized by the fact that they can replicate independently of genomic DNA. Some
of their applications are that they can transfer genetic material, thanks to which genes
can be isolated and studied. Plasmids are also currently used as a platform for mRNA
synthesis in the production of vaccines against Covid-19. Plasmids are obtained by cell
culture of microorganisms genetically prepared to host them, such as Escherichia coli.
The production of plasmid DNA follows the stages: fermentation, primary recovery,
intermediate recovery, and purification. When alkaline lysis is performed, flocs and
precipitates are produced, which must be removed to obtain a clarified lysate.
Traditionally this clarification is performed by centrifugation, but it has been found that
there is a loss of pDNA. Recently, mechanical methods of cell disruption have been used
to obtain a lysate without the use of chemical agents. It is pertinent to study the
clarification of a mechanical lysate to eliminate cellular debris, so in this work we propose
to evaluate the clarification stage of mechanical lysates by means of membrane
technology for plasmid recovery, as well as to study the clarification of mechanical lysates

of E. coli by means of tangential ultrafiltration for plasmid recovery.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

CAPITULO 1

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Introduccioén

La efectividad de las vacunas y la inmunizacion en la prevenciéon de las enfermedades
infecciosas es uno de los grandes avances de la medicina (Mota-Sanchez, 2009). Las
vacunas de ADN surgen como una estrategia prometedora para la prevencion y terapia
de numerosas enfermedades, ya que estan disefiadas para generar inmunidad mediada
por células, en lugar de producir sélo anticuerpos neutralizantes como las vacunas
convencionales (Hasson et al., 2015). Los plasmidos se obtienen mediante cultivo celular
de microorganismos preparados genéticamente para hospedarlos, como Escherichia coli
(Anderson & Schneider, 2007). Los pasos involucrados en el proceso de produccién de
ADN plasmidico (ADNp) son: fermentacion, recuperacién primaria, recuperacion
intermedia y purificacion (Prazeres et al., 2001). Después de la etapa de fermentacion,
se sigue una secuencia de operaciones para romper las células hospedadoras,
recuperar el ADNp y eliminar los restos celulares e impurezas del lisado. Al realizar la
lisis alcalina de la bacteria E. coli, para extraer el ADNp, se producen fl6culos y
precipitados, que es necesario eliminar para obtener un lisado clarificado.
Tradicionalmente esta clarificacion se realiza por centrifugaciéon, también se ha
estudiado la micrdfiltracién de lecho profundo y se ha encontrado que cierta cantidad de
ADNp se queda retenido en el filtro (Padilla-Zamudio et al., 2015). Otro método probado
para la clarificacion de lisados alcalinos es la ultrafiltracion tangencial, como opcién para
sustituir a la centrifugacion y por ser de flujo tangencial se encontré que no hay pérdida
de ADNp. Recientemente se han estado utilizado métodos mecénicos de ruptura celular

para obtener un lisado sin la utilizacion de agentes quimicos (Padilla et al., 2017). Un

Jennifer Selena Ramirez Puerta
POSGRADO EN CIENCIAS DE LA INGENIERIA: INGENIERIA QUIMICA. 2022 1



CAPITULO 1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

lisado mecénico contiene entre los contaminantes, restos celulares, ademas de las
perlas con las que se realiza la ruptura celular. Se considera pertinente estudiar la
clarificacién de un lisado mecénico para eliminar los restos celulares y recuperar las
perlas, por ello en este trabajo se propone estudiar la filtracion de lecho profundo y la
ultrafiltracion tangencial con un filtro con tamafio de poro adecuado para clarificar el

lisado y eliminar los restos celulares y perlas.

Justificacion

Se propone evaluar la etapa de clarificacién de lisados mecéanicos por medio de

tecnologia de membranas para la recuperacién de plasmido.

Objetivo General

Estudiar la clarificacion de lisados mecéanicos de E. coli por medio de ultrafiltracion
tangencial para la recuperacion de plasmido.

Objetivos Especificos

» Estudiar el comportamiento de la ultrafiltracion tangencial en la recuperacion de
plasmido de lisados mecanicos, variando el flujo de alimentacion.

« Evaluar la calidad y concentracion de los lisados clarificados y retenidos.

« Evaluar la recuperacién de pladsmido de un lisado mecanico con la técnica
propuesta y comparar con la recuperacion de plasmido por centrifugacion de un

lisado alcalino.

1
Jennifer Selena Ramirez Puerta
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

CAPITULO 2

ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.1. Los Plasmidos

Los plasmidos son elementos genéticos extracromosoémicos que se replican de forma
auténoma en bacterias (Srinivasan et al., 2017). Los plasmidos pueden replicar el ADN
cromosémico principal de forma independiente y proporcionar una herramienta sencilla
para transferir genes entre células, se han utilizado como herramientas para clonar,
transferir y manipular genes. Debido a esto, se utilizan ampliamente en ingenieria

genética (Ndwandwe & Wiysonge, 2021).

Los plasmidos confieren importantes caracteres fenotipicos a las bacterias como
resistencia a los antibiéticos, produccion de toxinas y sintesis de enzimas especificas
implicadas en la biodegradacion (Srinivasan et al., 2017). Actualmente, el desarrollo de
nuevas vacunas y terapias génicas utilizando ADN plasmidico ha generado una gran
demanda de estas macromoléculas biolégicas en condiciones de alta pureza, de acuerdo
con los lineamientos de los organismos reguladores para su administracion en seres

vivos (Freitas et al., 2006).

Los plasmidos pueden existir en diferentes conformaciones topolégicas (Figura 1) estas
son: ADNp lineal, ADNp circular abierto (oc) y ADNp superenrollado (sc) (Prazeres et al.,
2001). Las isoformas son diferentes en carga, tamafio e hidrofobicidad (Abdulrahman &
Ghanem, 2018). Hoy en dia, la forma de plasmido mas deseable para la terapia génica
y la vacunacion con ADN es la isoforma superenrollada, debido a su estabilidad y mayor

eficiencia de transfeccion sobre otras topologias de plasmidos (Sousa et al., 2012).

Jennifer Selena Ramirez Puerta
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Figura 1: Microscopia electronica de transmision de plasmidos: A) plasmido circular abierto, B)
plasmido superenrollado y circular abierto, C) plasmido relajado, D) plasmido
superenrollado. (Smith et al., 2007)

2.2. Produccion de ADNp

La fabricacion biotecnolégica de plasmidos se divide en dos etapas: el procesamiento
previo, durante el cual el ADNp es producido por células modificadas genéticamente
para contener el gen de interés, y el procesamiento posterior, en esta etapa el ADNp
producido se aisla y purifica, como se presenta en la Figura 2 (Tejeda & Montesinos,
2008).

Investigacion Fermentacion Recuperaciony
basicay aplicada purificacion

Garantia de calidad ’
\

S y seguridad \

/ : ) Disefio de =
\\\7 plasmidos ] | =
i - ‘ 7:

Seleccion de la cepa Condiciones de
hospedera crecimiento

o ADNp
J superenrollado

Figura 2: Esquema de un proceso de produccién de ADN plasmidico Adaptado de Garcia et al., 2019.

e
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.2.1. Fermentacion

La fermentacion es la primera operacion para la produccion de ADNp en la cual inicia la
propagacion del inéculo. Factores como el medio de cultivo, temperatura, suministro de
oxigeno y la densidad celular deben optimizarse y controlarse. Cada uno de estos
pardmetros tienen un impacto en la cosecha celular, asi como en la recuperacion
primaria, el rendimiento y calidad del ADNp (Islas-Lugo et al., 2016). El objetivo principal
al disefiar un proceso de fermentacion para pladsmidos es maximizar tanto el rendimiento
volumétrico (mg/L) como el rendimiento especifico (mg/g) del plasmido superenrollado
(Carnes & Williams, 2008).

Una consideracion importante durante el proceso de produccion de ADNp es la
configuracion y la estrategia operativa del fermentador (Munguia et al., 2015). Este
determinard, por ejemplo, la concentracién del producto, el grado de conversion del
sustrato y si se puede conseguir un rendimiento sostenible y fiable (Shuler & Kargi,
1991). Los biorreactores suelen funcionar en uno de los siguientes modos: por lotes,
continuo o por lotes alimentados. La eleccién del modo de funcionamiento influye en los
parametros operativos, como el flujo volumétrico de entrada y salida, el volumen de

operacion y la tasa de dilucién (Merchuk & Gluz, 2002).

2.2.2. Rompimiento celular

El rompimiento celular es el primer paso y el mas critico en el bioproceso, ya que este
paso influye en el rendimiento y la calidad del producto (Prazeres, 2011). El rompimiento
celular es crucial para la liberacion de componentes intracelulares como acidos
nucleicos, metabolitos o proteinas (Otto et al., 2014). Para liberar los productos
intracelulares primero hay que romper la pared celular (Aires-Barros & Azevedo, 2017).
La eleccion del método mas adecuado para romper la pared celular depende de varios
factores como: la resistencia de la pared celular a la desintegracion, que es variable
segun el tipo de célula (tamafio y cepa), la edad de la célula y la estructura de las
membranas y las paredes, la localizacion del producto (organulos, espacio periplasmico,
citoplasma), la facilidad de recuperacion del producto y la cantidad de células de

procesamiento (Aires-Barros & Azevedo, 2017).
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Los métodos de rompimiento celular pueden ser divididos en métodos quimicos y
métodos mecénicos como se muestra en la Tabla 1 (Tejeda et al., 2011). Los métodos
de lisis celular comunmente utilizados (no mecénicos: quimicos, fisicos o enziméticos)
demuestran ser eficientes solo a escala de laboratorio (Byreddy et al., 2015), pero no
satisfacen las necesidades de los procesos de rompimiento celular a gran escala (Haque
et al., 2016). Los métodos mecénicos, por otro lado, son prometedores ya que pueden
ampliarse con un minimo o ningln pretratamiento y pueden usarse en modo discontinuo

o continuo (Liu et al., 2016).

Tabla 1. Métodos de rompimiento celular. Adaptada de Tejeda et al., 2011.

Método Técnica Principio
Quimicos Choque osmético Ruptura osmética de membrana
Disolucién lipidica Desestabilizacién de la pared celular por

solventes organicos
Digestion enzimatica  Digestion de la pared celular

Tratamiento alcalino Solubilizacibn de membranas por

saponificacion de lipidos

Mecénicos Molido en molinos de Las células son prensadas entre perlas
perlas de vidrio
Homogenizacion Las células se rompen por fuerzas de

corte al pasar por un pequefio orificio

Lisis Alcalina

La técnica de rompimiento celular mas utilizada es el tratamiento alcalino originalmente
descrito por (Birnboim & Doly J., 1979). El paso previo a la lisis alcalina es la
resuspension de la biomasa obtenida del cultivo, con este fin se utiliza un buffer capaz

de romper los enlaces ionicos o enlaces de hidrogeno entre lipidos y proteinas en la
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pared celular. La remocion de cationes divalentes (principalmente de Ca y Mg) de la
pared celular desestabiliza su estructura, facilitando la ruptura. Tipicamente se utiliza
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) como agente quelante y se adiciona glucosa o
sacarosa en el buffer con el fin de proteger al plasmido de su ruptura en el proceso de
lisis (Prazeres et al., 2001).

La siguiente operacion esté disefiada para romper las células y desnaturalizar el ADN
genomico (ADNQg) y las proteinas que luego se precipitan junto con los restos celulares
y otras impurezas. La lisis se inicia mediante la adiciébn de un reactivo de lisis a la
suspension de células (Figura 3). Este reactivo suele contener un alcali (NaOH) y un
detergente como el dodecilsulfato sédico (SDS). La funcidon del detergente es solubilizar
el material de las membranas celulares, eliminando las interacciones interfaciales no
covalentes entre las proteinas y los lipidos (Prazeres et al., 2001). El alcali eleva el
valor del pH, promoviendo asi la desnaturalizacion irreversible del ADNg, pero
manteniendo la desnaturalizacién del plasmido como reversible (Ciccolini et al., 1999).
El siguiente paso en el procedimiento de lisis es la adicion de una solucion de
neutralizacién con acetato de potasio, que provoca la renaturalizacion de las moléculas
de plasmido que permanecen en la solucion (Prazeres et al., 2001). En esta etapa se
forman precipitados, materiales altamente gelatinosos por naturaleza que tienden a
formar fl6culos. Estos fléculos son removidos mediante centrifugacion a nivel laboratorio,
pero se prefiere la filtraciébn para removerlos en procesos a gran escala (Nunes et al.,
2012).

NaOH AN KAc )
SDS — > - —
R R~/
/ /
Células Fléculos
EDTA —— -_— E——
Glucosa
I o I I I I -
Precipitado
Resuspension . . . ..
P Lisis Neutralizacion

de células

Figura 3: Lisis alcalina para liberacion de plasmido.
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Lisis Mecanica

Las principales ventajas de la molienda de perlas son la alta eficiencia de rompimiento
celular, los bajos costos operativos y la facilidad de ampliacion, lo que genera potencial
para la industrializacion (Lee et al., 2017). El principio comun de un molino de perlas es
que las células se someten a un alto estrés producido por la abrasion durante la agitacién
rapida con perlas de vidrio, lo que resulta en la rotura de la membrana y la pared celular,
liberando todos los componentes intracelulares (Geciova et al., 2002).

La eficacia de la desintegracion celular en los molinos de perlas depende de varios
parametros, como la geometria de la cadmara y del agitador, la concentracion de
biomasa, el caudal de suspension, la relacion de llenado de la perla, el tipo de perla y el
diametro de la perla (Postma et al., 2017). Segun (Montalescot et al., 2015) se encontré
gue una relacion de llenado de perlas alta (> 55% v/v) era 6ptima para el rompimiento
celular. (Doucha & Livansky, 2008) encontraron que las perlas de 6xido de circonio

(ZrO2) son mas eficientes que las perlas de vidrio debido a su mayor densidad especifica.

El proceso de molienda de perlas genera mucho calor que es directamente proporcional
a la cantidad de perlas presentes en la camara de molienda, la velocidad de agitacion y
el tiempo de molienda. Por lo tanto, las optimizaciones de lisis celular deben centrarse
en acortar el tiempo de ejecucién y minimizar la cantidad de perlas cargadas, sin

comprometer o incluso aumentar la productividad del proceso (Haque et al., 2016).

2.2.3. Filtracion

La filtracién consiste en la separacion de un solido de un fluido por accion de un medio
filtrante y un gradiente de presion. En los procesos biotecnoldgicos se utilizan tres tipos
de mecanismos de filtracion (Figura 4): filtracion con formacién de torta o filtracién
convencional, filtracion de lecho profundo y filtracibn con membranas (Tejeda et al.,
2011).

1
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(a) (b) Suspension
a
Suspension l
Medio
ap o filtrante
Filtrado
() AP
L] . o ° L] P . é o % ° y
Suspension @——— > * o _* et e Suspension
@ et e teaeset concentrada
. o * e e . 0, o.... e % %
%% ® o 0% e o ® % % e %0e00e
ap Membrana

Filtrado

Figura 4: Mecanismos de filtracion a) filtracion con formacion de torta, b) filtracion de lecho profundo y
c) filtracion con membrana. Adaptado de Tejeda et al., 2011

Filtracion de Lecho Profundo

Los filtros de profundidad estan hechos de medios fibrosos y no tienen una estructura o
un tamafio de poro definido. Las particulas que pasan a través de los filtros de
profundidad quedan atrapadas o adsorbidas debido al camino tortuoso que deben

recorrer para salir del filtro como se presenta en la Figura 5 (Sutherland, 2008).

Figura 5: Filtracion profunda (Sutherland, 2008).
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La mayoria de los filtros de profundidad son estructuras heterogéneas que constan de
una matriz de fibra, una ayuda filtrante apropiada (por ejemplo, tierra de diatomeas o
carbon activado) y un aglutinante (Figura 6). La matriz suele ser una matriz no tejida de
fibras de celulosa o polipropileno, cuyo didmetro y densidad de empaguetamiento
determinan el tamafo efectivo de los poros del filtro. El aglutinante se utiliza para
mantener la estabilidad fisica de la estructura general del filtro, aunque también hay
pruebas de que el aglutinante puede proporcionar una importante eliminacion por

adsorcion de proteinas y ADN en algunos filtros (Zydney, 2021).

Fibras de Celulosa Tierra de Diatomeas Aglutinante

7y :

Figura 6: Fibras de celulosa, tierra de diatomeas y aglutinante polimérico. Adaptado de Nejatishahidein
et al., 2020

Los filtros de profundidad a pequefia escala se alojan como hojas planas en pequefas
capsulas selladas (Kim et al., 2021). Es muy dificil plisar eficazmente la mayoria de los
materiales de los filtros de profundidad; por lo tanto, los filtros de profundidad a escala
piloto y comercial suelen utilizar un conjunto paralelo de estas hojas, con el flujo
distribuido entre las capas (Kim et al., 2021). Los filtros de profundidad eliminan las
células y los desechos celulares tanto en la superficie externa como en la profundidad
del filtro, debido principalmente a la retencién basada en el tamafio por parte de la matriz

porosa (Zydney, 2021).

Procesos con Membranas

El uso de la tecnologia de membranas para la separacion de biomoléculas y para la
concentracion de fluidos de proceso se ha expandido en los Ultimos afios. La membrana
en si es una barrera que separa dos fases y restringe el transporte de varios compuestos
de manera selectiva. Puede ser de composicion homogénea o heterogénea, de
estructura simétrica o asimétrica, de naturaleza sélida o liquida y de carga neutra,
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positiva 0 negativa. En una separacion tipica basada en membranas, una corriente
afluente que fluye tangencialmente a la membrana se separa en dos corrientes efluentes
denominadas permeado y retenido como se presenta en la Figura 7 (Aires-Barros &
Azevedo, 2017).

Filtracion convencional Filtracion de flujo tangencial
Alimentacion

' Alimentacion Retenido

R I

Filtrado Permeado

Figura 7: Filtracion convencional versus proceso de filtracion tangencial. Adaptado de Aires-Barros &
Azevedo, 2017.

El permeado es la parte del fluido que pasa a través de la membrana y el retenido es la
porcion que ha sido rechazada. Durante la separacion, la membrana semipermeable
actia como una barrera selectiva, reteniendo las biomoléculas mas grandes que el
tamafio del poro mientras permite que las moléculas mas pequefias penetren a través
de los poros. Las separaciones impulsadas por presion son las mas relevantes para la
separacion y purificacion de productos biol6gicos y normalmente se clasifican segun el
tamafio de sus poros como microfiltracion, ultrafiltracién, nanofiltracion y ésmosis inversa
y, por lo tanto, segun el tipo de soluto retenido como se muestra en la Tabla 2 (Aires-
Barros & Azevedo, 2017).
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Tabla 2. Clasificacion de tecnologias de separacion de membrana impulsada por
presion. Adaptada de Aires-Barros & Azevedo, 2017.

Tipo de Presion tipica de Tamafo Peso molecular de corte
proceso funcionamiento (bar) de poro (Da)
Microfiltracién 05-2 0.1-10 um -
Ultrafiltracion 1-5 1-50nnm > 1000
Nanofiltracion 3-15 0.2-10 nm 50 - 250
Osmosis inversa 10-70 <1lnm <50

Microfiltracion

Las separaciones por presion son las mas relevantes para la separacion y purificacion
de productos biolégicos y suelen clasificarse segun su tamafio de poro en microfiltracion,
ultrafiltracion (UF), nanofiltracion y 6smosis inversa y, por tanto, en funcién del tipo de
soluto retenido como se presenta en la Figura 8 (Aires-Barros & Azevedo, 2017). La
microfiltracion se emplea generalmente para separar de caldos biol6gicos particulas
mayores de 1.0 um como coloides y células. Las presiones de funcionamiento tipicas
oscilan entre 0.1y 2 bar (Tejeda et al., 2011). En el proceso de microfiltracién tangencial,
la alimentacion fluye de manera paralela a la membrana y se caracteriza por tener una
corriente de permeado, constituida por particulas que por su tamafio pueden pasar la
membrana, y una corriente de retenido que es tangencial a la superficie de la filtracion,
la cual se diferencia por poseer sustancias que no pueden pasar por los poros (Smith,
2012). Tanto las membranas de ultrafiltracibn como las de microfiltracion separan
compuestos en gran parte por tamafio. Basicamente, la membrana actiia como un tamiz
al rechazar aquellas moléculas demasiado grandes para pasar por los poros, mientras
permite que las moléculas mas pequefias crucen hacia la corriente de permeado. El

cambio de presion a través de la membrana es la fuerza impulsora (Smith, 2012). Todos
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e

los tipos de mddulos de membrana constan de al menos una entrada para la
alimentacién a separar y dos salidas para los componentes filtrados y retenidos

(Hausmann et al., 2012).
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Figura 8: Solutos retenidos por varios tipos de membranas. Adaptado de Aires-Barros & Azevedo,
2017

Ultrafiltracion

La ultrafiltracion (UF) es un proceso de presion media que ofrece retencion de proteinas,
acidos nucleicos, coloides y material biolégico, incluidas particulas de 2 nm o mas (masa
molecular superior a 1000 Da). Las presiones de funcionamiento tipicas oscilan entre 1
y 5 bar. Las membranas son asimétricas y normalmente contienen una capa activa
ultrafina colocada encima de una subcapa (100-200 mm de espesor) (Aires-Barros &
Azevedo, 2017). Las membranas utilizadas en UF se caracterizan por su peso molecular
de corte (PMC), el cual es el peso molecular del soluto globular que es retenido en un
90 % por la membrana. La teoria de la ultrafiltracion esta orientada a tratar de predecir
el flux en un sistema dado en funcién de los parametros de operacién como son: presion,
temperatura, concentracion de la solucién y velocidad tangencial (Tejeda et al., 2011).

Es importante sefialar que la teoria de la ultrafiltracion es de aplicacion limitada, pero es
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atil en la interpretacion y extrapolacion de los datos experimentales, asi como de guia
para la operacion de los equipos (Kovacsa et al., 2009).

2.2.4. Cromatografia

La cromatografia es la separacion de una mezcla de compuestos en sus componentes
individuales en funcién de sus interacciones relativas con una matriz inerte (Moustafa &
Morsi, 2013). La cromatografia es una de las operaciones clave en el procesamiento
posterior del ADN plasmidico (Pereira et al., 2010). Muchos métodos cromatogréaficos
se utilizan solos 0 combinados como técnicas de purificacion de ADNp (Ghanem et al.,
2013). El paso de purificacibn cromatografica generalmente enfrenta numerosos
desafios debido a las semejanzas de las propiedades fisicoquimicas, como el tamafio,
la hidrofobicidad y la carga entre el ADNp y los otros componentes del lisado, lo que
puede complicar el proceso de separacion (Stadler et al., 2004). En consecuencia, la
purificacién de ADNp puede requerir mas de un solo paso cromatografico para obtener
la pureza de ADNp deseada (Sun et al., 2013). En la cromatografia, los componentes a
separar se distribuyen entre una fase estacionaria y otra mévil. La fase estacionaria,
generalmente compuesta por particulas de tamafio uniforme, se empaqueta en una
columna y se equilibra con una fase movil adecuada que se filtra a través de la fase
estacionaria. Las interacciones entre los analitos y la fase estacionaria son no covalentes

y pueden ser de naturaleza i6nica o no ionica, segun el tipo de cromatografia utilizada.

Los componentes que exhiben interacciones mas débiles con la fase estacionaria pasan
a través de la columna mas rapido que aquellos que interactian fuertemente (Moustafa
& Morsi, 2013). La mezcla por separar se carga en la columna seguida de la fase movil.
La elucion de los componentes se logra en un modo isocratico, es decir, se mantiene la
misma fase movil en todo momento y la separacion de los componentes depende de las
diferencias en el tiempo de retencién en la columna, o mediante elucion en gradiente en
la que la fase mévil se cambia continuamente para facilitar la liberacion de los

componentes ligados a la fase estacionaria (Bhatia, 2005).

Existen varios tipos de cromatografia para la separacién de productos biolégicos los
cuales se presentan en la Tabla 3. La seleccion del tipo de procedimiento cromatogréafico
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empleado depende de la naturaleza del ADNp, asi como de los otros componentes del
lisado (Sousa et al., 2012). Estas separaciones pueden basarse en el tamafio
(cromatografia de exclusion por tamafio), la carga (cromatografia de intercambio iénico),
la hidrofobicidad (cromatografia de interaccion hidrofébica) o las propiedades de
reconocimiento (cromatografia de afinidad). Cada técnica cromatografica tiene sus
ventajas y desventajas y un solo paso de cromatografia rara vez es capaz de
proporcionar la calidad deseada en términos de homogeneidad y pureza (Aires-Barros
& Azevedo, 2017).

Tabla 3. Clasificacion de técnicas cromatogréaficas basadas en el principio de
separacion. Adaptada de Aires-Barros & Azevedo, 2017.

Cromatografia Principio de separacion
Cromatografia de exclusion por tamafio Tamafio
Cromatografia de intercambio aniénico Carga
Cromatografia de intercambio cationico Carga

Cromatografia de interaccién hidrofébica Hidrofobicidad

Cromatografia de fase inversa Hidrofobicidad

Cromatografia de interaccion hidrofilica Hidrofobicidad
Cromatografia de afinidad Reconocimiento molecular

La cromatografia por intercambio ibnico se basa en la interaccion electrostatica entre los
grupos cargados del soluto y los grupos de carga contraria de los adsorbentes. La
cromatografia por afinidad esta basada en interacciones altamente especificas entre el
soluto de interés y el adsorbente. Por su parte la cromatografia de interaccion hidrofébica
(HIC) se basa en la interaccion entre las regiones hidrofébicas de las biomoléculas y los
grupos hidrofébicos de los adsorbentes empleados (Tejeda et al., 2011). HIC funciona
mediante la unién promovida por sal; por lo tanto, puede usarse mas convenientemente

después de la cromatografia de intercambio de aniones, o cuando el grupo de pladsmidos
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tiene un alto contenido de sal (Carnes & Williams, 2008). Las separaciones HIC se
realizan en cuatro pasos; equilibrio, aplicacion de muestras, elucion y regeneracion. El
paso de equilibrio consiste en preparar la fase estacionaria para la separacién pasando
un buffer que contiene sal (generalmente fosfato de sodio o sulfato de amonio). La
aplicacion de la muestra y el paso de lavado se llevan a cabo para introducir la muestra
en la fase estacionaria y lavar las impurezas débilmente unidas mediante una
concentracion moderada de la sal. La etapa de elucion se lleva a cabo mediante la
disminucion del gradiente de la concentracién de sal para separar las isoformas de
ADNBp. El paso final es la regeneracion de la fase estacionaria, para eliminar todas las

moléculas fuertemente unidas (McCue, 2014).

2.3. Vacunas

Desde el desarrollo de la vacuna contra la viruela en 1798 y la vacuna contra la rabia en
1885, la tecnologia de la vacuna avanz6 desde el uso de patdgenos inactivados y
atenuados hasta el uso de subunidades que solo contienen aquellos componentes
patégenos que pueden desencadenar una respuesta inmunolégica (Sousa et al., 2021).
Las vacunas salvan 6 millones de vidas cada afio y son una de las principales
responsables del aumento de la longevidad humana (Plotkin, 2014). Su impacto sobre
la viabilidad econémica del sistema sanitario es también muy grande, dado que las
vacunas reducen los costos de tratamiento de las enfermedades (Kennedy, 2020)y

reducen el impacto y el riesgo de brotes (Bloom et al., 2018).

A pesar de la eficacia probada de las vacunas actuales, hay margen de mejora en el
campo de la tecnologia de las vacunas. Las vacunas tradicionales atenuadas e
inactivadas todavia se utilizan ampliamente hoy por su robustez y estabilidad. Sin
embargo, presentan problemas de seguridad debido al uso de patégenos y, en muchos
casos, no tienen una composicion definida (Sousa et al., 2021). Para entregar vacunas
efectivas, precisas y consistentes, es importante utilizar equipos, instalaciones y
procedimientos que cumplan con buenas practicas de fabricacion. Sin embargo, esto es
costoso y dificil de implementar a gran escala. Por tanto, son necesarios nuevos
————————————————————————
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enfoques de tecnologia de vacunas para mejorar nuestra respuesta a los brotes y
permitir la vacunacion en todo el mundo (Sousa et al., 2021).

2.3.1. Vacunas de ADNp

Las vacunas de ADN surgen como una estrategia prometedora para la prevencion y
terapia de numerosas enfermedades, ya que estan disefladas para generar inmunidad
mediada por células, en lugar de producir s6lo anticuerpos neutralizantes como las
vacunas convencionales (Hasson et al., 2015). Las vacunas de ADN tienen un costo de
produccién bajo en comparacién con las vacunas de proteinas y una mayor estabilidad
para el transporte y el almacenamiento (Lee et al., 2018). Las tecnologias de vacunas
de ADN presentan una plataforma de vacuna alternativa prometedora que tiene el
potencial de tratar muchas enfermedades, como el cancer, la aterosclerosis y la diabetes
(Kutzler & Weiner, 2008).

Actualmente se utiliza el ADNp como plataforma en la sintesis de ARNm para la
produccién de vacunas contra Covid-19. Las vacunas de ADN funcionan codificando
antigenos proteicos en ADN, que luego se entregan a las células para la produccién de
proteinas especificas (Zhang et al., 2017). Las células presentadoras de antigenos
(APC) procesan estas proteinas y las presentan a los linfocitos que son capaces de
matar patdégenos y células infectadas. Estos antigenos estimulan una respuesta
inmunitaria que simula infecciones vivas y pueden inducir tanto inmunidad humoral
especifica de antigeno como mediada por células (Zhang et al., 2017). Las moléculas de
ADN se translocan a través de la membrana nuclear, iniciando la transcripcion de genes
y la subsiguiente sintesis de las proteinas codificadas como se presenta en la Figura 9
(Lim et al., 2020).
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ADN plasmido con gen que codificala

Vacuna de ADN proteina de interés
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Figura 9: Mecanismo de la vacuna de ADN para la induccién de inmunidad humoral y mediada por
células. Adaptado de Lim et al., 2020.

2.3.2. Vacunas de ARNm

La tecnologia de ARNm presenta varias ventajas que la convierten en una alternativa
atractiva frente a las vacunas tradicionales. A diferencia de las vacunas atenuadas o
inactivadas, el ARNm es preciso ya que solo expresara un antigeno especifico e inducira
una respuesta inmune dirigida. Ademas, promueve la respuesta inmunitaria humoral y
celular e induce el sistema inmunolégico innato (Sousa et al., 2021). La construccion de
vacunas de ARNm requiere la insercion del antigeno codificado en un molde de ADN
desde donde se transcribe el ARNm in vitro. De esta manera, se puede disefar, producir
in vitro y administrar cualquier secuencia deseada a cualquier tipo de célula (Maruggi et
al., 2019). EI ARNm se produce en un sistema libre de células y no utiliza materias primas
de origen animal. Las impurezas derivadas de las células o las contaminaciones
adventicias estan, por tanto, ausentes, lo que hace que la fabricacion de estas moléculas
sea mas segura (Pardi et al., 2018). Una materia prima integral para las terapias y

vacunas basadas en ARNm es el ADN plasmidico (ADNp), que actia como molde para
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el ARNm. Después de fabricar el ADNp en E. coli basado en el proceso de fermentacion,

se cosecha, linealiza, purifica y utiliza como plantillas para el proceso de transcripcion
enzimética in vitro, produciendo la molécula de ARNm deseada (Cytiva, 2021). En la
Figura 10 se presentan los pasos para el desarrollo del proceso de ARNm.

-»-»

Linealizacion de Transcripcion

Intercambio
plasmidos In vitro de Bufer
@
Encapsulacion Concentracion Captura

Purificacién Producto

Figura 10. Pasos de desarrollo de procesos de ARNm. Adaptado de Cytiva, 2021
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

En los estudios se utilizd la cepa E. coli hospedera del plasmido PVAX1-NH36.

Para el proceso de fermentacion se utiliz6 medio Terrific Broth (TB) el cual es un medio
rico en nutrientes, este consta de glicerol, levadura, triptona, fosfato monopotasico y
fosfato dipotasico. También se agregd kanamicina para evitar contaminacion en el

cultivo.
Para el rompimiento celular se utilizaron los siguientes buffers:

Buffer de resuspensién: se utiliza para resuspender las células, este se compone de
glucosa (50 mM), Tris-HCI (25 mM) y EDTA (10 mM).

Buffer de resuspension para el molino: se utiliza para resuspender las células en la lisis
mecanica, consta de Tris-HCI (25 mM) y EDTA (10 mM, pH = 8).

Buffer de lisis alcalina: se compone de NaOH (0.2 M) y SDS (1%, pH= 8). Este buffer
produce la ruptura celular, permitiendo que el plasmido quede expuesto para su posterior

recuperacion.

Buffer de neutralizacion: se utiliza para evitar la desnaturalizacion del plasmido causada

por la ruptura celular. Consta de acetato de potasio y acido acético glacial.
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3.2. Equipos

Para el procedimiento se requiere trabajar con medios estériles, para ello se utiliza la
autoclave The Hirayama HVE-50 que se presenta en la Figura 11.

i — 3 (-'is
J %
Figura 11. The Hirayama HVE-50 autoclave sterilizer.

Para medir la densidad Optica en los cultivos se utilizé un espectrofotometro UV Thermo
Scientific como el mostrado en la Figura 12.

Figura 12. Espectrofotdmetro UV Thermo Scientific
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Al término del cultivo se recupera la biomasa por medio de una centrifuga BioFuge
Stratos Thermo Fisher Scientific como la que se muestra en la Figura 13.

Figura 13. Centrifuga BioFuge Stratos Thermo Fisher Scientific.

Para realizar la lisis por molienda se utiliza un Molino mezclador Retsch como el que se

presenta en la Figura 14.

Figura 14. Molino mezclador Retsch MM 400

e
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1

Para clarificar lisado mecénico se utilizaron filtros Sartoclear de lecho profundo a base
de celulosa, con tamarnos de poro de 4 pm, 8 um, 1.2 pm y 0.65 pm como los que se

muestran en la Figura 15.

\/<

(

Figura 15. Filtros Sartoclear, con tamafios de poro de 4 um, 8 um, 1.2 um y 0.65 pm.

En el analisis de muestras mediante turbidez de algunas etapas del proceso, se utilizd

el turbidimetro Oakton T-100 como el que se muestra en la Figura 16.
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Figura 16. Turbidimetro Oakton T-100

1
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La alimentacién para la filtracion en lecho profundo fue suministrada por una bomba

peristaltica Cole-Parmer Masterflex L/X como la que se presenta en la Figura 17.

Figura 17. Bomba peristéaltica Cole-Parmer Masterflex L/X.

Un volumen de lisado mecanico se clarifica por ultrafiltracion tangencial en un sistema

de filtracién con flujo tangencial KrosFlo Research como el mostrado en la Figura 18.

Figura 18. Sistema de filtracion tangencial KrosFlo Research Il

1
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Los andlisis de electroforesis se realizaron en una camara horizontal de electroforesis
GT Minigel Casting System, se utiliz6 el equipo MultiDoc Digital System, Trans-UV de
Biorad. Figura 19.

Figura 19. MultiDoc Digital System

Para determinar la concentracion del ADNp se utilizé cromatografia de alta resolucion
en una columna de interaccion hidrofobica (HPLC-HIC). Se utilizé una columna HIC
Source 15 PHE de 0.46 x 10 cm acoplada al sistema Akta Purifier 10-UPC de GE
Healthcare, Figura 20.

Figura 20. Cromatdgrafo Akta Purifier 10-UPC de GE Healthcare

1
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3.3. Metodologia

3.3.1 Fermentacién

La cepa E. coli hospedera del plasmido pVAX1-NH36 fue propagada con un medio de
cultivo Terrific Broth (TB), el cual es un medio rico en nutrientes para que la bacteria
crezca, este consta de 13 g de glicerol, 24 g de levadura, 17.143 g de triptona, 2.31 g de

fosfato monopotasico y 12.54 g de fosfato dipotasico.

Una vez preparado el medio se vertié en un matraz y se esteriliz6 a 121°C durante 15
minutos en la autoclave. Por consiguiente, el medio de cultivo se dejé enfriar hasta que
este alcanzo una temperatura manejable y se le agrego kanamicina en un ambiente
estéril para evitar el crecimiento de bacterias no deseadas. Se utiliz6 kanamicina a

concentracion de 50 mg/mL en proporcién de 1 pL por cada mL de medio.

El cultivo se realiz6 a 37°C y 300 rpm en una incubadora agitada alrededor de 12 horas.
Se llevd a cabo un monitoreo a cada hora, midiendo la densidad Optica en un

espectrofotdbmetro para obtener una curva de crecimiento.

Se utilizd la ecuaciéon logistica Ec. (1) (Shuler & Kargi, 1991) para modelar el
comportamiento del crecimiento celular y determinar los parametros de crecimiento de

la bacteria E. coli.

Xoe® (1)

X =
1- 25 (1—e)

Donde:

X = Concentracioén celular [g/L]

X = Concentracion celular maxima [g/L]
X, = Concentracion celular inicial [g/L]

t = Tiempo [h]

¢ = Coeficiente de capacidad de carga [h™]
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Y se utilizé la Ec. (2) (Shuler & Kargi, 1991) para determinar la velocidad especifica de
crecimiento (p):

yzc(l—i) )

3.3.2 Cosecha celular

Al término del cultivo se recuperd la biomasa por medio de una Centrifuga BioFuge
Stratos esto se llevé a cabo por 15 minutos a 4°C y 3500 g. La biomasa obtenida se
dividio en 2 partes: una para ser sometida a lisis por medio de molienda y la otra para

ser sometida a lisis alcalina.

3.3.3 Lisis alcalina

Se utilizé una proporcion de 8 mL de buffer por gramo de célula humeda. Primeramente,
la biomasa se resuspendio en buffer de resuspension (pH=8, Tris 25 mM, Glucosa 50mM
y EDTA 10 mM). Enseguida se agreg6 buffer de lisis (Hidréxido de sodio 0.2 My 1% de
SDS) el cual ayuda con la desintegracién de la pared y la membrana celular dejando
como resultado el lisado alcalino, la suspensién se agitd suavemente y se dejé actuar
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Como Ultimo paso se afadi6é solucién de
buffer neutralizante (pH = 5.5, acetato de potasio 3M) la mezcla se resguardo durante
15 minutos a temperatura de 0 a 4 °C, para evitar la desnaturalizacion del plasmido y asi
obtener el lisado neutralizado. Al finalizar los pasos anteriores el lisado fue centrifugado
dos veces por 30 minutos a 4°C y 12000 g. Posteriormente el lisado clarificado se filtré

utilizando un filtro de 45 pum para asi desechar los restos celulares.

3.3.4 Cinética de ruptura celular

Se determino la liberacion de ADNp en distintos momentos de una molienda con perlas.
Se utilizo una concentracion celular de 20 g/L, una velocidad de agitacion de 15 Hz y

perlas de zirconio de (200-400) pum.
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La liberacion de ADNp se describi6 con la cinética de primer orden que se muestra en la
Ec. (3) (Tejeda et al., 2011):

dR 3
Vi = kR = RV ©

Donde:

Vi = Volumen de suspension celular [mL]

R,, = Concentracion maxima de ADNp [mg ADNp/ g dcw]

R = Concentracién de ADNp en un tiempo t [mg ADNp/ g dcw]
t = Tiempo de proceso [min]

k = Constante de velocidad especifica para el proceso [min™]

La integracioén de la Ec. (3) da como resultado la Ec. (4)
R =Ry, (e7™) 4

Los parametros de concentracion maxima, R,,, y la constante de velocidad especifica,
k, se determinaron a partir de datos experimentales utilizando la funcién nlinfit en el

programa Matlab.

3.3.5. Lisis mecéanica

Para realizar la lisis por molienda se prepard una suspension celular de concentracion
celular de 20 g/L con biomasa y buffer de resuspensién (pH=8, Tris 25 mM y EDTA 10
mM). Se utilizé un molino mezclador Retsch y perlas de zirconio (OPS Diagnostics) con
un tamafo entre 200 y 400 micras. La velocidad de agitacién fue de 30 Hz y el tiempo
de molienda fue de 4 minutos por muestra, con una relacion de 0.5 mL de perlas por 1
mL de solucién. En cada cdmara de acero inoxidable de 50 mL se colocaron 20 mL de
suspension celular y 10 mL de perlas para someter la biomasa a una agitacion y producir
asi la lisis celular. Se realizaron varias corridas hasta acumular un volumen de 150 mL

de lisado mecanico.
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3.3.6. Filtracién de lecho profundo

Antes de llevar a cabo la etapa de la ultrafiltracion tangencial, se realizé una filtracion
previa con el fin de remover restos celulares del lisado mecanico. Se probaron distintos
filtros de lecho profundo con el fin de encontrar el que brindara una mayor concentracion
de pldsmido y una menor cantidad de impurezas en el permeado. Los filtros utilizados
son a base de celulosa y cuentan con un area de filtraciéon de 25 cm? cada uno. Con
tamario de poro de 0.65, 1.2, 4 y 8 um respectivamente.

El procedimiento empleado con cada uno de los filtros se muestra en la Figura 21.
Principalmente se adiciond un volumen de lisado mecanico en un vaso de precipitado,
este volumen de lisado se hizo pasar a través de un filtro de lecho profundo con ayuda
de una bomba peristéltica (Cole-Parmer Masterflex L/X) a un flujo constante de 4 mL/min.
A diferentes tiempos se tomaron muestras del permeado para sus posteriores analisis.

El proceso culminé una vez que se terminé el volumen de alimentacion.

Filtro de lecho
profundo

Bomba peristaltica

Alimentacién Permeado

Figura 21. Filtracion por lecho profundo
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3.3.7. Filtracion con tierra de diatomeas

Se clarificé un volumen de lisado mecéanico utilizando tierra de diatomeas, esto con el fin
de remover restos celulares del lisado antes de llevar a cabo la etapa de ultrafiltracion
tangencial. Se utilizé un kit de filtracion (Sartoclear) como el que se presenta en la Figura
22, este consta de una unidad de filtracion y tierra de diatomeas de alta pureza con una
tasa de retencién 0.22 um. De acuerdo con las especificaciones del fabricante, se
emplearon 0.04 g de tierra de diatomeas por cada mililitro de lisado.

El procedimiento empleado para filtrar se efectudé siguiendo las instrucciones
proporcionadas por el fabricante. Principalmente, se ensamblé la unidad de filtracion.
Por consiguiente, se conectd la unidad de filtracién a una bomba de vacio (Millipore). En
un contenedor por separado se mezclaron 5.2 g de tierra de diatomeas con 130 mL de
lisado mecanico (siguiendo la relacion de utilizar 0.04 g de tierra de diatomeas por cada
mililitro de lisado). Una vez que la mezcla se homogeneizé se vertié a la unidad de
filtracion y se encendid la bomba de vacio. El tiempo de filtrado fue de 10 minutos. A

diferentes tiempos se tomaron muestras del permeado para sus posteriores analisis.

Figura 22. Filtro Sartoclear con tierra de diatomeas.

1
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1

3.3.8. Ultrafiltracion tangencial

En esta etapa se empled lisado previamente clarificado por medio de un filtro de lecho
profundo con tamafio de poro de 1.2 um. En los estudios se realiz6 un proceso similar al
gue se presenta en la Figura 23. Con ayuda de una bomba peristaltica (KrosFlo
Research Il), un volumen de lisado clarificado se hizo pasar a través de una membrana
de ultrafiltracién de flujo tangencial (MIDIKROS) con un tamafio de corte de 750 kDa y
un &rea total de filtracion de 25 cm2. Las particulas de menor tamafio pasan a través de
los poros de la membrana y fluyen hacia la corriente de permeado. Las moléculas de
mayor tamafio no logran pasar a través de los poros de la membrana y fluyen hacia la
corriente del retenido. Por consiguiente, la corriente del retenido regresa al tanque de
alimentacion para que se repita el proceso. En esta etapa de ultrafiltracion se realizaron

varias corridas, a continuacion, se describe el procedimiento de cada una de ellas:

Sensor de
presion
— Retenido

Permeado

Modulo de

membrana |
Alimentacién ‘

Tanque de Bomba
alimentacion peristaltica

Figura 23. Ultrafiltracion tangencial por lote con recirculacion.
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Corrida 1: Ultrafiltracion tangencial por lote con recirculacion.

En esta corrida se buscé analizar el efecto que tiene el flujo de alimentacién en el
permeado. El procedimiento empleado fue el siguiente: se alimentaron 120 mL de lisado
clarificado en el sistema de filtracion de flujo tangencial. Se utilizaron los siguientes flujos
de alimentacién: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 y 50 mL/min. Se tomé una muestra de
permeado para cada flujo para posteriormente realizar un analisis por electroforesis en

gel de agarosa.
Corrida 2: Ultrafiltracion tangencial por lote con recirculacion y dilucién.

Se estudio el efecto de diluir el lisado. Desde esta corrida se acondiciono una segunda
bomba peristaltica (Cole-Parmer Masterflex L/X) al sistema para controlar el flujo de
permeado. El procedimiento empleado fue el siguiente: se mezclaron 60 mL de lisado
clarificado con 60 mL de bufer Tris 10 mM. Por consiguiente, esta mezcla se aliment6 al
sistema de filtracion de flujo tangencial. Se utilizé un flujo constante de alimentacién de
50 mL/min y un flujo de permeado de 5 mL/min. Se tomaron muestras de permeados a
los 5, 10, 15, 20, 25 y 30 minutos para realizar posteriormente un analisis por
cromatografia liquida de alta resolucién con columna de interaccién hidrofébica (HPLC-
HIC).

Corrida 3: Ultrafiltracién tangencial por lote con dilucion.

En esta corrida se estudi6 el efecto de la dilucién sin recirculacion. Se utilizé un flujo
constante de alimentacién de 50 mL/min, un flujo de permeado de 5 mL/min y una
presion transmembrana de 3 psi. El procedimiento empleado fue el siguiente: se
mezclaron 60 mL de lisado clarificado con 60 mL de bufer tris 10 mM. Por consiguiente,
esta mezcla se alimento6 al sistema de filtracion de flujo tangencial. Por ende, se filtro
todo el volumen de alimentacion. En un contenedor se recolecto el permeado y en otro
contenedor se recolecto el retenido. El volumen de retenido que fue obtenido se mezclé
con un mismo volumen de bufer Tris. Esta mezcla se volvié a alimentar al sistema de
filtracion tangencial. Este proceso se repiti0 3 veces. Por cada lavado se tomaron

muestras de permeados y de retenidos para realizar posteriormente un analisis por
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cromatografia liquida de alta resolucién con columna de interaccion hidrofobica (HPLC-
HIC).

Corrida 4: Ultrafiltracion tangencial por lote con recirculacion y diafiltracion.

Se alimentaron 120 mL de lisado clarificado en el sistema de filtracion de flujo tangencial.
Se utilizé un flujo constante de alimentacion de 50 mL/min, un flujo de permeado de 5
mL/min y una presién transmembrana de 3 psi. El procedimiento empleado fue el
siguiente: primeramente, se dejo recircular el volumen de alimentacion durante 10
minutos, transcurrido este tiempo, se extrajeron 20 mL de permeado y al mismo tiempo
se agregaron al tanque de alimentacion 20 mL de bufer Tris 10 mM. Es decir, el volumen
de permeado que fue extraido fue devuelto al sistema con un mismo volumen de bufer.
Esta operacion se repitié 8 veces. Por cada corrida se tomaron muestras de permeados
y retenidos respectivamente para sus posteriores analisis por electroforesis en gel de
agarosa y por cromatografia liquida de alta resolucion con columna de interaccion
hidrofébica (HPLC-HIC).

3.3.9. Determinacion de la calidad y cantidad de plasmido

Se analizo la calidad del plasmido en los lisados por electroforesis y la concentracion de
pladsmido por cromatografia de interaccion hidrofébica. También se realizaron analisis de

turbidez a los lisados.

Analisis de turbidez

Para medir la turbidez se utilizé un turbidimetro Oakton T-100. La turbidez es reportada
en unidades nefelométricas de turbidez (por sus siglas en inglés NTU). El procedimiento
empleado para medir la turbidez fue el siguiente: primeramente, se calibro el turbidimetro
utilizando las cuatro soluciones estandar que ya vienen proporcionadas con el equipo.
Una vez calibrado el equipo, se tomaron 10 mL de la muestra a analizar y se colocaron
dentro de uno de los viales con ayuda de una micropipeta. Se cuido que el vial estuviera
limpio y siempre se manejo por la tapa. Por consiguiente, el vial se colocd dentro del

muestreador y se oprimio la tecla READ, en consecuencia, se mostré el valor medido.
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Se midid la turbidez a lisados mecéanicos clarificados con filtros de lecho profundo y
también al lisado clarificado con tierra de diatomeas.

Electroforesis en gel de agarosa

Para evaluar la calidad del pldsmido en los lisados se llevaron a cabo electroforesis en
gel de agarosa. El procedimiento que se empled es el siguiente: principalmente se
prepard una solucion de agarosa al 0.8% disuelta en buffer TAE 1x (Tris 40 mM, Acido
acético 20 mM y EDTA 1 mM con pH=7.6), se diluyo y se calentd para disolver. Por
consiguiente, se dejo enfriar un poco hasta que alcanzd una temperatura manejable y
se vacio a la camara de electroforesis evitando que quedaran burbujas. Se dejo enfriar
a temperatura ambiente para dejar solidificar. ElI espesor del gel alcanzé

aproximadamente 1 cm de grosor.

Una vez que solidifico el gel se cubrié con buffer TAE 1X (pH=7.6), llenando la camara
hasta cubrir el gel. Enseguida se procedié a llenar los pozos con las muestras a analizar.
En el primer pozo se depositd 5 pL de marcador de peso molecular (DNA Ladder, Sigma-
Aldrich) y 5 uL de tinte. Los demas pozos fueron llenados con muestras de lisados (estos
ultimos se llenaron con 15 pL de muestra y 3 uL de tinte). Todo el procedimiento se

realizd con puntas de pipeta estériles.

Después se encendio la camara y se llevo a cabo la electroforesis durante 110 minutos
a 60 volts y 70 Amperes. Una vez que termind la electroforesis se revel6 el gel, para ello
el gel se colocé en un recipiente y se sumergié en una solucién de bromuro de etidio al
0.5 pg/mL durante 24 horas. Para finalizar se visualizaron los fragmentes de ADNp para

ello el gel se introdujo a una camara de rayos UV y se sacaron fotografias.

Cromatografia de interaccion hidrofébica de alta resolucion

Para determinar la concentracion del ADNp se utilizé cromatografia de alta resolucion
en una columna de interaccién hidrofébica (HPLC-HIC). Se utilizé una columna HIC
Source 15 PHE de 0.46 x 10 cm acoplada al sistema Akta Purifier. Para llevar a cabo
este procedimiento se adaptdé la metodologia descrita por (Diogo et al., 2003).

Primeramente, para equilibrar la columna fue requerida una solucién de 1.5 M de sulfato
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de amonio en Tris (10 mM/HCL, pH=8). Enseguida un volumen de 30 pL de una muestra
diluida en el mismo buffer de equilibrio (1:5) fue inyectada por el automuestrador con un
flujo de 1 mL/min. Después de este paso la concentracion de sulfato de amonio es
disminuida a cero, eluyendo la columna con buffer Tris (10 mM/HCL, pH=8) durante 0.5
minutos para eluir las especies absorbidas. Después de este tiempo la concentracion de
sulfato de amonio fue incrementado para equilibrar nuevamente la columna por 5.5 min.
La absorbancia fue monitoreada a 260 nm. En los cromatogramas de muestras, en
general se obtienen 4 picos: el pico a los 0.68 minutos corresponde a ADNp total; el pico
a los 3.58 minutos corresponde a RNA de alto peso molecular y ADNg Yy los otros picos
(1.28 y 1.75 minutos) se atribuyen a RNA de bajo peso molecular y proteinas
remanentes, de acuerdo con el estudio realizado por (Diogo et al., 2003). El ADNp se
cuantific6 usando una curva de calibracion construida con estandares del plasmido
purificado preparado en el rango de concentracién de 10-50 pug/mL la cual se presenta
en el Anexo A. Para calcular la concentracion de ADNp en cada muestra, el &rea de los
blancos correspondientes se restd del area total de todos los picos en el cromatograma.
El grado de pureza de HPLC del ADNp se definié como el porcentaje del plasmido en el

area total.
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Cinética de crecimiento celular y velocidad especifica de crecimiento.

Se llevé a cabo un monitoreo a cada hora del cultivo de E. coli y se midi6 la densidad
Optica a 600 nm en un espectrofotometro para obtener una curva de crecimiento. En la
Figura 24 se muestran los datos experimentales de DO en funcién del tiempo, la cinética
de crecimiento celular fue determinada por la Ec. (1) y la velocidad especifica de
crecimiento fue determinada por la Ec. (2). El monitoreo se llevo cabo durante 10 horas

y se alcanz6 una DOeoo = 13.97. Para el modelo logistico: ¢ = 0.55 h~! y X, = 16.

T T T T T T T T T 0.8
O DO Crecimiento E. Coli
Velocidad especifica ®
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€
c —
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Figura 24. Cinética de crecimiento celular y velocidad especifica de crecimiento.
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4.2. Cinética de ruptura celular

En la Figura 25 se presenta una cinética de ruptura celular. Se utiliz6 una concentracion
celular de 20 g/L, una velocidad de agitacion de 15 Hz y perlas de zirconio de (200-400)
pm.

Se graficaron los datos experimentales y el modelo utilizando la Ec. (4). Resultando la
concentracion maxima liberada (R,,) = 923.12 (ug ADNp/gdcw) y la constante de

velocidad (k) = 0.15 min~1.
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Figura 25. Cinética de ruptura celular. (Concentracién celular 20 g/L, velocidad de agitacion de 15 Hz,
k=0.15 min-1).
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4.3. Comparacion de filtros para clarificar el lisado mecanico

En la Figura 26 se presenta una electroforesis en gel de agarosa con lisados clarificados
mediante filtros de lecho profundo con tamafio de poro de 0.65, 1.2, 4 y 8 um
respectivamente. También se muestra un lisado clarificado mediante tierra de diatomeas.
En el gel se observa la presencia de ADNp superenrollado y ADNp circular abierto en
todas las muestras de los permeados. Por lo que se confirma la presencia de plasmido

al clarificar un lisado con cualquiera de los filtros utilizados en esta investigacion.

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

<«— ADNp oc

<«— ADNp sc

<+ ARN

Figura 26: Electroforesis de muestras de permeados provenientes de lecho profundo y tierra de
diatomeas. Linea 1 Ladder (SIGMA), (lineas 4 y 5) filtro 8 um, (lineas 6 y 7) filtro 1.2 pm,
(lineas 8y 9) filtro 0.65 pm, (lineas 10 y 11) tierras de diatomeas (0.22 pm), (lineas 12 y 13)
lisado centrifugado, (lineas 14 y 15) purificado, (linea 17) lisis alcalina.
En la Figura 27 se presentan cromatogramas de lisados que fueron clarificados mediante
los filtros de lecho profundo mencionados anteriormente y también se presenta el lisado
clarificado mediante tierra de diatomeas. Se observa que todos los lisados clarificados
presentan ADNp. De acuerdo con la Tabla 4 el filtro que presento una mayor
recuperacion de ADNp fue el filtro de lecho profundo con tamafio de poro de 1.2 pm,
presentando una recuperacion del 87.5%, ademas se observo que el lisado clarificado
con este filtro presentd una disminucién significativa en la turbidez en comparaciéon con
el lisado mecanico. Por lo que para las corridas posteriores con ultrafiltracién tangencial

se empled este filtro para clarificar el lisado mecanico.
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Figura 27: Cromatogramas de lisados mecanicos clarificados mediante filtracion en lecho profundo y
tierra de diatomeas.

Tabla 4. Comparacion de lisados mecanicos clarificados mediante filtracién en lecho
profundo y tierra de diatomeas.

Concentracion Masa

Area Recuperacion Turbidez

ADNp ADNp
(mAU-min) (Mg/mL) 9) ADNp % NTU
Lisado mecéanico 0.3135 24.18 1209.3 - 1490
Tierra de diatomeas 0.2553 19.70 591 49 3.46
Filtro 1.2 pm 0.4576 35.30 1059 87.5 482
Filtro 0.65 pum 0.3330 25.69 770.7 64 264
Filtro 4 pm 0.0824 6.36 190.8 16 522
Filtro 8 pm 0.1829 14.14 432 35 689
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4.4. Ultrafiltracion tangencial por lote con recirculacién.

Esta corrida fue la primera que se llevd a cabo en el sistema de filtracion de flujo
tangencial utilizando una membrana de ultrafiltracion de 750 kDa. Se buscé analizar el
efecto del flujo de alimentacién en el permeado. Para ello se variaron los flujos de
alimentacion utilizando los siguientes: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 y 50 mL/min. Se

tomo una muestra de permeado para cada flujo.

En la Figura 28 se observa el analisis por electroforesis de los permeados antes
mencionados. En las lineas donde se depositaron las muestras de permeados no se
observé la presencia de plasmido. Por lo que se concluy6 que el plasmido no estaba
fluyendo a la corriente de permeado como se esperaba. En la linea 12 se coloc6 una
muestra de retenido, en ella si se observé la presencia de plasmido, con lo que se

concluyé también que el plasmido se estaba quedando en la corriente del retenido.

1 23 4 56 7 8 9 10 11 12 1314 1516 17 18 19

<+— ADNp oc
<+ ADNp sc

<«— ARN

Figura 28: Electroforesis de muestras de permeados con distintos flujos de alimentacion. (Linea 1)
Ladder (SIGMA), (linea 2) flujo 5 mL/min, (linea 3) flujo 10 mL/min, (linea 4) flujo 15 mL/min,
(linea 5) flujo 20 mL/min, (linea 6) flujo 25 mL/min, (linea 7) flujo 30 mL/min, (linea 8) flujo
35 mL/min, (linea 9) flujo 40 mL/min, (linea 10) flujo 45 mL/min, (linea 11) flujo 50 mL/min,
(lineas 12) retenido final, (linea 16) purificado, (linea 18) lisis alcalina.

4.5. Ultrafiltracién tangencial por lote con recirculacion y dilucién.

En esta corrida se opt6 por diluir el volumen de alimentacion. Se mezclo lisado clarificado

con badfer Tris 10 mM con una relacion de voliumenes (1:1) esto antes de ser alimentado

Jennifer Selena Ramirez Puerta
POSGRADO EN CIENCIAS DE LA INGENIERIA: INGENIERIA QUIMICA. 2022 40



CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

al sistema de filtracion de flujo tangencial. Se tomaron muestras de permeados a los 5,
10, 15, 20, 25 y 30 minutos. En la Figura 29 se presenta un andlisis por cromatografia
de los permeados tomados a distintos tiempos. Se observa la presencia de plasmido en
la alimentacion inicial. Sin embargo, en las muestras de los permeados no se presenta
plasmido, solo se observa una ligera disminucion en las impurezas. De acuerdo con el
andlisis de impurezas en los permeados, después de los 30 min, se disminuy6 en un 14

% las impurezas, con respecto a la alimentacion inicial (Tabla 5).

Alimentacion Inicial

5 minutos

10 minutos

30 minutos

0.0 0.5 1.0 15 20 25 3.0 35 min

Figura 29: Cromatogramas de muestras de permeados tomados a distintos tiempos para la corrida de
ultrafiltracién tangencial por lote con recirculacion y dilucion.

Tabla 5. Andlisis de muestras de permeados a distintos tiempos para la corrida de
ultrafiltracion tangencial por lote con recirculacion y dilucion.

Muestra Area impurezas Disminucion de
(mAU-min) impurezas (%)
Alimentacion inicial 5.83 -
Permeado inicial 5.23 10
Permeado final 4.9629 14
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4.6. Ultrafiltracion tangencial por lote con dilucién.

En esta corrida se estudi6 el efecto de la dilucion alimentandose un volumen de lisado
clarificado y bufer Tris 10 mM al sistema de filtracion de flujo tangencial. Se filtré todo el
volumen de alimentacion. Separando el permeado y el retenido. El volumen de retenido
que fue obtenido se mezcld con un mismo volumen de bufer Tris. Esta mezcla aliment6
al sistema de filtracion tangencial, produciéndose asi un lavado. Este proceso se repitid
3 veces. Para cada lavado se tomaron muestras de permeados y retenidos.

En la Figura 30 se presenta un analisis por cromatografia de los permeados tomados en
cada lavado. Se observa la presencia de plasmido en la alimentacién inicial. Sin
embargo, en las muestras de permeados no se presenta plasmido, solo se observa una
disminucién en las impurezas. Las impurezas en el permeado final disminuyeron en un
72 % con respecto a la alimentacién inicial después de llevarse a cabo los 3 lavados
(Tabla 6). En la Figura 31 se presenta un analisis por cromatografia de los retenidos
tomados en cada lavado. Se observa la presencia de plasmido tanto en la alimentacién
inicial como en los retenidos. La recuperacién de ADNp en el retenido final fue del 81%
con respecto a la alimentacion inicial, (Tabla 7). Lo que confirmd que el plasmido se

queda en la corriente de retenido.

Permeado 2
Permeado 3

Figura 30: Cromatogramas de muestras de permeados tomados en cada volumen de lavado para la
corrida de utrafiltracion tangencial por lote con dilucion.
e —————
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Tabla 6. Andlisis de muestras de permeados tomados para cada volumen de lavado
para la corrida de ultrafiltracion tangencial por lote con dilucién.

Muestra Areaimpurezas Disminucion de
(mAU-min) impurezas (%)
Alimentacion inicial 5.9286 -
Permeado inicial 2.1442 64
Permeado final 1.6329 72

mAU

156.0

10.0

Retenido 2
5.0

Retenido

0.0

—

0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 3.5 min

Figura 31: Cromatogramas de muestras de retenidos tomados en cada volumen de lavado para la
corrida de ultrafiltracion tangencial por lote con dilucién.
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Tabla 7. Andlisis de muestras de retenidos tomados para cada volumen de lavado para
la corrida de ultrafiltracion tangencial por lote con dilucion.

Area Concentracion ADNp  Masa ADNp  Recuperacion
(mAU-min) (Mg/mL) (M9) ADNp %
Alimentacion inicial 0.2687 20.733 2487.963 -
Retenido inicial 0.1446 11.157 2209.167 89
Retenido final 0.147 11.343 2007.639 81

4.7. Ultrafiltracion tangencial por lote con recirculacion y diafiltracion.

En esta corrida se estudio el efecto de volumen de lavado. Se alimentaron 120 mL de
lisado clarificado en el sistema de filtracién de flujo tangencial. Primeramente, se dej6
recircular el volumen de alimentacion durante 10 minutos, transcurrido este tiempo, se
extrajeron 20 mL de permeado y al mismo tiempo se agregaron al tanque de
alimentacién 20 mL de budfer Tris 10 mM. Es decir, el volumen de permeado que fue
extraido fue devuelto al sistema con un mismo volumen de bufer Tris 10 mM. Esta
operacion se repitido 8 veces. Por cada corrida se tomaron muestras de permeados y

retenidos respectivamente.

Con base en el estudio por electroforesis mostrado en la Figura 32, se confirma la
presencia de plasmido superenrollado en los retenidos y en la alimentacion inicial. Sin
embargo, en los permeados no se presenté plasmido. En el gel no se observa una
disminucion en las impurezas, no obstante, de acuerdo con la Tabla 8 en la que se llevé
a cabo un analisis de concentracién se confirma que la cantidad de masa de ADNp
presente en los retenidos permanecié casi igual durante toda la corrida y se nota una
disminucion en las impurezas. Este comportamiento también se observa en la Figura 33
donde se muestran cromatogramas de muestras de retenidos tomados en cada volumen

de lavado.
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2 345 6 7 8 9 10 1112 13 14 1516 17 18

<+— ADNp oc
<+— ADNp sc

Figura 32: Permeados y retenidos de una ultrafiltracion tangencial por lote con recirculacién y
diafiltracion. (Linea 1) Ladder (SIGMA); (linea 2) alimentacion inicial; (lineas
4,6,8,10,12,14,16 y 18) retenidos; (lineas 3,5,7,9,11,13,15y 17) permeados.

Alimentacion inicial
Retenido 1
Retenido 2

-20

Figura 33: Cromatogramas de muestras de retenidos tomados en cada volumen de lavado para la
corrida de ultrafiltracién tangencial por lote con recirculacion y diafiltracion.
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Tabla 8. Andlisis de muestras de retenidos tomados para cada volumen de lavado para
la corrida de ultrafiltracion tangencial por lote con recirculacién y diafiltracion.

Area Concentracién ADNp  Masa ADNp  Recuperacién
(mAU-min) (mg/mL) (ng) ADNp %
Alimentacion inicial 0.150 11.62 1394 -
Retenido inicial 0.149 11.56 1388 98
Retenido final 0.147 11.38 1367 97

En la Figura 34 se presentan cromatogramas de muestras de permeados tomados para
cada volumen de lavado. De acuerdo con el andlisis de cromatografia no se presenta
plasmido en los permeados, pero si se observa una disminucién en las impurezas. De
acuerdo con la Tabla 9 las impurezas en el permeado final disminuyeron en un 65 % con

respecto a la alimentacion inicial después de llevarse a cabo 8 lavados.

80
Alimentacién inicia

Permeado 1

60 Permeado 2

40

Permeado 7
20 Permeado 8

W A

-20

0.0 05 1.0 15 20 25 3.0 35

Figura 34: Cromatogramas de muestras de permeados tomados en cada volumen de lavado para la
corrida de ultrafiltracién tangencial por lote con recirculacion y diafiltracion.
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Tabla 9. Andlisis de muestras de permeados tomados para cada volumen de lavado
para la corrida de ultrafiltracion tangencial por lote con recirculacion y diafiltracién.

Muestra Areaimpurezas Disminucion de
(mAU-min) impurezas (%)
Alimentacion inicial 2.90 -
Permeado inicial 2.85 2
Permeado final 1.00 65

En la Figura 35 se presentan los cromatogramas de un lisado alcalino y el retenido final
obtenido de la corrida de ultrafiltracién tangencial por lote con recirculacion y diafiltracion.
En analisis por cromatografia se observa que el lisado alcalino y el retenido final
presentan una cantidad similar de ADNp, sin embargo, el lisado alcalino presenta una
mayor cantidad de impurezas en comparacion con el retenido final. Es importante aclarar
que el lisado alcalino y el retenido final de la clarificaciébn de un lisado mecéanico, no
provienen del mismo cultivo de E. coli, solo es para fines comparativos. En la Tabla 10
se presenta que el retenido final presenta una pureza del 9.5 % y el lisado alcalino

presenta una pureza de 4.5%.

mAU
14.0

4.0

20 Retenido final

oo 0.5 10 15 20 25 3.0 35 min

Figura 35: Cromatogramas de un lisado alcalino y el retenido final.
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Tabla 10. Andlisis de un lisado alcalino y el retenido final.

Area de ADNp Area impurezas Pureza (%)
(mAU-min)
Lisado alcalino 0.141 3.009 4.5
Retenido final 0.147 1.323 9.5
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

En la clarificacion por medio de lecho profundo se logré tener una buena recuperacion
de plasmido. Se probaron filtros con distintos tamafios de poro y de acuerdo con los
analisis de concentracion, el filtro que brind6é una mayor recuperacion de plasmido fue

uno a base de celulosa con un tamafio de poro de 1.2 pm.

La clarificacion mediante tierra de diatomeas se produjo un permeado con apariencia
mas clara en comparacion con los filtros de lecho profundo, sin embargo, en los andlisis
de concentracion los lisados clarificados mediante las tierras resultaron con una mayor
cantidad de impurezas en contraste con los lisados que fueron clarificados mediante los
filtros de lecho profundo. De acuerdo con los analisis de turbidez, se lograron disminuir
los soélidos en suspension en los permeado obtenidos en las filtraciones de lecho

profundo y en la filtracién mediante tierra de diatomeas.

En las corridas de la ultrafiltracion tangencial efectuadas con dilucién se obtuvo plasmido

en la corriente de retenido.

En la ultrafiltracion tangencial por lote con recirculacion y diafiltracion, se realizaron
varias corridas y de acuerdo con los analisis la masa del plasmido en los retenidos se
mantuvo casi igual a lo largo del experimento. Y en los analisis de los permeados se notd
una disminucion en las impurezas en un 65% con respecto a la alimentacion inicial sin

salida de plasmido.
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Al momento de comparar un lisado alcalino centrifugado con un lisado mecéanico
clarificado por ultrafiltracion resulté que este Ultimo presenta menos impurezas, lo que

sugiere la ultrafiltracion como un método viable de clarificacion.

Se concluye que el plasmido no logra transitar al permeado posiblemente la membrana
se tapa con fragmentos de ADNg, por lo que el pldsmido se mantiene en los retenidos,

sin embargo, se logra la disminucion de impurezas en los permeados.

El resultado de esta investigacion ha sido un avance en la estandarizacion de la
clarificacién de lisados mecanicos por medio de ultrafiltracion tangencial. Es necesario

profundizar en los estudios, asi como probar mas filtros y membranas.

5.2. Recomendaciones

Se recomienda estudiar las condiciones de molienda que produzcan menos
fragmentacion en el ADNg, ya que si el ADNg no se fragmenta se podria separar del

ADNp al tener este un menor tamafo.

Se recomienda seguir probando filtros de lecho profundo para encontrar un filtro indicado
con el que se obtenga un permeado con mayor recuperacion de plasmido y menor

cantidad de impurezas en comparacion con los utilizados en esta investigacion.

Asi mismo se podria reducir el ADNg del lisado mecéanico utilizando una membrana con
un tamafio de corte mas grande antes de llevar a cabo el proceso de ultrafiltracion con

la membrana de 750 kDa.

Se recomienda seguir estudiando la ultrafiltracion tangencial variando la presion
transmembrana, el flujo de alimentacion y tamafios de corte de la membrana, asi como
estudiar la naturaleza de las impurezas presentes en el lisado mecéanico que se observan

en los analisis de cromatografia.
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ANEXOS

Anexo A:

Curva estandar para andlisis de cromatografia liquida de alta resolucion con
columna de interaccion hidrofébica (HPLC-HIC).

La curva estandar se construy6 con soluciones de concentracién conocida de pVAX1-
NH36 purificado por medio de un kit comercial y analizadas por cromatografia de
interaccion hidrofobica. Se relaciona la concentracion conocida de cada solucion
inyectada con el area del pico correspondiente al ADNp, como se muestra en la Figura
36. La pendiente de la recta obtenida se utiliza para calcular la concentracion en

muestras, mediante la siguiente relacion:

_ a
€= 0.0648

Donde:
¢ = Concentracion de ADNp [pg/mL]

a = Area del pico de ADNp [mAU-min]

1
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Area (mAU-min)

Concentracion ADNp (pug/mL)

Figura 36. Curva estandar para andlisis de muestras en HPLC-HIC para pVAX1-NH36.
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