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RESUMEN

Los avances tecnolégicos han permitido desarrollar productos que mejoren la calidad de vida del ser
humano, como ejemplo de ello tenemos las vacunas basadas en ADN plasmidico (ADNp). Para el
desarrollo de este tipo de vacunas se parte de bacterias que han sido modificadas mediante la insercidn,
en el ADNp, de un gen que codifica para una proteina que realiza la accién inmunizante. Para la produccion
y purificacién del ADNp se ha establecido un bioproceso, dentro del cual encontramos cuatro etapas: a)
Propagacion celular: que incluye la preparacién del medio, el inéculo y la fermentacidn; b) Recuperacién
primaria: ruptura celular y clarificacion para remocién de desecho celulares; c) Recuperacion intermedia:

recuperacion y concentracion del producto; d) Purificacién final.

En la etapa de recuperacién primaria se encuentra la clarificacién del lisado, que a nivel laboratorio se
realiza generalmente por centrifugacion. Sin embargo, esta técnica emplea alta inversidn en costos de
energia y tiempo, ademas puede ser dificil de escalar. Debido a estos inconvenientes que presenta la
centrifugacidn, se realizé la propuesta de utilizar una técnica mas sencilla y barata como la microfiltracion

de flujo tangencial para la clarificacién de lisados neutralizados conteniendo pldsmido pVAX1-NH36.

En la clarificacidn por microfiltracién se inicié con una filtracion a vacio, seguido de un lavado de fléculos.
El filtrado obtenido se alimenta a la microfiltracion de flujo tangencial para obtener el lisado clarificado.
Al final de la microfiltracién se realizé el lavado de membrana con el fin de evaluar la presencia de
plasmido retenido. Este procedimiento de clarificacién se compard con la clarificacion por centrifugacion.
Se realizaron los balances de masa correspondientes, asi como estudios por electroforesis y cromatografia
de interacciéon hidrofébica para evaluar la presencia de ADNp en los lisados clarificados y la remocién de

sélidos en suspensién por medio de la medicion de la turbidez.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

CAPITULO I

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1 Introduccion

Los avances en la tecnologia han permitido al hombre desarrollar métodos cientificos que mejoren la
calidad de vida de la sociedad actual. Alguna de estas mejoras ha sido el uso de los bioprocesos, que es
definido como el proceso industrial que involucra la manipulacidn de organismos vivos o cualquiera de
sus componentes celulares, con el fin de obtener servicios o bienes. A partir de estos bioprocesos se

pueden realizar distintas formas de combatir enfermedades mortales para el ser humano.

El plasmido DNA (vacunas de ADN o terapia génica) podria ser utilizado para aplicaciones preventivas
como vacunas (contra virus, bacterias o pardsitos), agentes terapéuticos (contra enfermedades

infecciosas, alergias) o vacunas contra el cancer (Carnes y Williams., 2007).

La demanda de ADN plasmidico (ADNp) ha aumentado enormemente en respuesta a los rapidos avances
en su uso en terapia génica y vacunas (Guerrero y col., 2008). La produccién y purificacion de plasmidos
incluye etapas de fermentacidn, aislamiento primario, recuperaciéon intermedia y purificacion (Prazeres y

col., 1999).

El bioproceso consiste en una secuencia de operaciones unitarias disefadas para la recuperacién de ADN
plasmidico provenientes de las células hospederas y para remover impurezas y contaminantes.
Operaciones unitarias como la centrifugacién, filtracién, la floculacién, entre otras, son usadas solas o
combinadas, para remover floculos y restos celulares en el lisado. Aunque la centrifugacién se usa
ampliamente a escala de laboratorio, no es un proceso muy atractivo debido a la alta fuerza cortante
generada, (Prazeres y col., 2001) y el interés en la filtracién ha estado en constante crecimiento (Karimy

col., 2008).



CAPITULO L. INTRODUCCION Y OBJETIVOS
Comunmente la técnica mas empleada para la recuperacion intermedia es la centrifugacidn, pero este
proceso de clarificacidon implica costo de energia, tiempo, y se desarrolla a nivel laboratorio, por lo que en
este trabajo se realizara el proceso de la microfiltracién de flujo tangencial, un método sencillo de trabajar
gue en comparacion de la centrifugacion es de bajo consumo energético, menor tiempo de operacién y

puede escalarse.

1.2 Justificacion

Se propone utilizar una técnica por filtracién para clarificar lisados neutralizados, basdndose en filtracién
a vacio y microfiltracién de flujo tangencial, que en comparacién con la clarificacidn por centrifugacion

proporcione una recuperaciéon de plasmido de manera menos costosa y con menor tiempo de operacién.

1.3 Objetivo General

Estudiar la recuperacion del pldasmido pVAX1-NH36 a partir de lisados neutralizados de E. coli por medio

de microfiltracion de flujo tangencial.

1.4 Objetivos Especificos

e Evaluar la filtracién del lisado neutralizado utilizando un filtro con tamafio de poro de 11 um, asi
como el lavado de los fléculos retenidos para la recuperacion de plasmido.

e Realizar la clarificacién del lisado celular por medio de microfiltracion de flujo tangencial,
utilizando una membrana de fibra hueca con tamaio de poro de 0.45 um.

e Analizar el comportamiento de las operaciones de microfiltracion por medio de turbidez,
electroforesis y cromatografia analitica de interaccién hidrofébica.

e Realizar una comparacion entre la técnica de clarificacién propuesta y la clarificacion por

centrifugacion, mediante balances de masa y turbidez.



CAPITULO II. ANTECEDENTES

CAPITULO II

ANTECEDENTES

2.1 Terapia Génicay Vacunas Basadas en ADNp

Los genes insertados en los plasmidos prometen una nueva generacién de vacunas y terapias genéticas.
Utilizando la informacidon del disefio de bioprocesos basado en estudios fundamentados de las
propiedades del sistema, sera posible crear procesos eficientes y consistentes para estos agentes

terapéuticos (Kong y col.,2006).

Este tipo de vacuna es prometedora para el tratamiento del cancer y enfermedades. Las vacunas de ADN
tienen ventajas potenciales en comparacidon con las vacunas actuales, algunas de estas ventajas son:

facilidad de preparacion, estabilidad y seguridad para el huésped (Huygen, 2005).

Las plataformas de vacunas de ADN son adecuadas para abordar o detectar amenazas de enfermedades
infecciosas antes de que se conviertan en pandemia. Esto es evidenciado por ser utilizado en numerosas
aplicaciones de laboratorio, por ejemplo en ensayos completos o activos utilizando vacunas de ADNp para

tratamiento del cancer, hepatitis By C, malaria, influenza, Dengue y virus del Ebola (Ghanem y col., 2012).

2.2 Caracteristicas del ADNp

Los plasmidos son moléculas extracromosémicas de ADN de cadena cerrada, de doble hélice que se
caracterizan por que se pueden replicar de manera independiente del ADN gendmico. Cada plasmido
tiene por lo menos una secuencia de ADN que sirve como origen de replicacidon, es decir, un punto de

partida para la réplica del ADN que permite al plasmido duplicarse (Diogo y col., 2005).

Los plasmidos utilizados con fines terapéuticos y de prevencién contienen genes insertados y
generalmente son de mayor tamafio que las proteinas. El ADNp tiene el potencial de expresar proteinas
al agregarse al ADN de una célula. En muchos casos, genes enteros son incorporados y expresados en las

células objetivo, produciéndolas correspondientes proteinas terapéuticas (Schalk y col., 2006).
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El desarrollo y la configuracidn de procesos para la purificacion de ADNp se basan en una comprensidn de
su composiciéon molecular, estructura y topologia (Prazeres, 2001). En una fraccidon de moléculas de ADNp
también pueden existir isoformas como: (A) circular abierto, (B) unién de un superenrollada con un

circular abierto, (C) relajados (D) superenrollado, como se muestran en la Figura 1.

Figura 1. Imagenes por microscopia electrénica de transmisién (TEM) de isofomas de plasmidos. Adaptada de Smith y col.,

2007.

Existe una comprension actual de que los vectores plasmidicos deberian estar principalmente en la forma
superenrollada que se cree que es mas eficaz en la transferencia de expresién de genes cuando se

compara con otras variantes (Prazeres y col.,2001).

Aungque los genes terapéuticos pueden ser transportados por varios tipos de vectores virales, los vectores
ADNp se han considerado mas seguros, mas simples de usar y mas faciles de producir a gran escala. El
consiguiente uso de vectores ADNp en ensayos preclinicos y clinicos de terapia génica y vacunacion con
ADN ha aumentado la necesidad de producir grandes cantidades de ADNp altamente puro (Diogo y col.,

2005).

La existencia de procesos de fabricacién rentables capaces de entregar grandes cantidades de ADN de
plasmido de alta calidad (ADNp) es esencial para generar suficiente material para ensayos y apoyar la
comercializaciéon futura. Sin embargo, el desarrollo de procesos de fabricacion de ADNp a menudo se ve
obstaculizado por dificultades en la prediccion del rendimiento en escala de proceso del cultivo de E. coli

sobre la base de los resultados obtenidos a escala de laboratorio (Geisa y col., 2014).
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2.3 Proceso de Produccion de ADNp

Aunque los plasmidos se producen en Escherichia coli como la mayoria de las proteinas, los informes de
los métodos de procesamiento para su produccidn a gran escala no son abundantes. El desarrollo y
operacion de procesos de produccion y purificacion a gran escala, capaces de cumplir con las
especificaciones del producto (cantidad y calidad) y las normas establecidas por las agencias reguladoras

constituye por lo tanto un desafio para la Industria de la Biotecnologia (Prazeres y col., 2001).

Para la produccion de pldsmido se sigue una serie de operaciones que consta de la insercion del gen
modificado a la célula hospedera, pasando por un proceso de fermentacion y después de un purificado,

para finalmente terminar en la formulacién y administracién al paciente (Figura 2).

Seleccion de la cepa

i
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Figura 2. Del gen al paciente: el debate de la terapia genética. Adaptada de Prazeres y col., 1999.
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Una vista general de los pasos a seguir en el procesamiento del pldsmido se muestra en la Figura 3. En
donde se distinguen las etapas la fermentacidn, cosecha, lisis celular, clarificacién, recuperacion y

purificacién. Cada etapa es revisada de forma singular (Carnes y Williams, 2007).

Lisis Clarificacidnf Recupeeacldn peimaria Cromatografiaf Pulido e Intercambio de
Bufer

@ I I
Fermentacldn Cosecha : a"3 I3 :
Alcalina Floculacién - Precipitacidn Formulagian

selectiva

Intercambio de

f/'\,\ ==
— = aniones, HIC Afinidad,
H L] g exclusidn de tamafio D -
o |=m| Centrifugacion |—p —t — —* =

I]:l] Calar Filtracian ATPS FFT
FFT
L — A
—f

o Eh Adsercion salectiva
Centrifugasién  pdsorcian de Impurezas
- e lech
Macdnica grofunda

Figura 3. Alternativas tipicas del proceso de produccion de plasmidos. Las operaciones unitarias cominmente utilizadas para
cada fase del proceso se pueden combinar para hacer una variedad de rutas de procesamiento. Adaptada de Carnes y Williams,

2007.
2.3.1 Fermentacion

La etapa de la fermentacidon es muy importante, ya que en ella se establecen las condiciones necesarias

para la propagacion celular.

La productividad del plasmido en E. coli es proporcional a la concentracion celular final y por lo tanto son
deseables los cultivos de alta densidad celular. Las ventajas adicionales de tales cultivos son el reducido
volumen de cultivo, el procesamiento mejorado, la reduccidn de los desechos, la reduccidn de los costos

de produccion y la reduccién de la inversidn en equipo (Prazeres y col., 2001).
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Fermentacion por lotes

La fermentacion por lotes tiene la principal ventaja de la simplicidad. Todos los nutrientes que se utilizaran
para el crecimiento celular y la produccién de plasmidos a lo largo del periodo de cultivo estan presentes
en el momento de la inoculacién. Durante la fase exponencial todos los nutrientes estan en exceso, ésta
la tasa de crecimiento especifico sera esencialmente la tasa maxima de crecimiento especifico, imax, S€gUN

lo establecido por la cinética de Monod. (Carnes y Williams, 2007).

Fermentacion discontinua

La fermentacién discontinua es especialmente Util para la produccién de plasmidos. La adicién controlada
de un nutriente limitante permite el control de la tasa de crecimiento. Adema3s, la fermentacion en lote
alimentado produce un mayor rendimiento de biomasa porque el sustrato se suministra en una
proporcién tal que se consume casi por completo. Como resultado, la conversion del sustrato a biomasa
es muy eficiente y la concentracion de sustrato residual es aproximadamente cero, nunca alcanzando
concentraciones inhibitorias. El desbordamiento metabdlico del exceso de sustrato se reduce, evitando la
formacidn excesiva de acetato inhibidor. Después de la fermentacion se continda con la cosecha para la
recuperacion de células del caldo. Esta etapa se puede realizar por centrifugacién o por filtracién. La

biomasa se procesa en la siguiente etapa, la lisis (Carnes y Williams, 2007).

2.3.2 Lisis Alcalina

El método de lisis alcalina estandar se usa ampliamente sin restriccidn en laboratorios de biologia. Los
detalles de la lisis alcalina, sus modificaciones y su uso a escalas mayores han sido cuidadosamente
analizados (Carnes y Williams, 2007). La biomasa se resuspende, para agregar la segunda solucion de
NaOH y SDS, causante de la lisis, al solubilizar la membrana y pared celular provocando que se libere el

material celular.

El método de ruptura celular para el aislamiento del plasmido debe ser elegido con el minimo de dafio
ocasionado en el ADN, en la mayoria de los casos también es necesario evitar que se rompa el cromosoma
del ADN de la célula hospedera en pequefios fragmentos que son dificiles de separar del ADNp (Carnes y
Williams, 2007). Generalmente, se ha utilizado un tiempo de lisis de cinco minutos con el método de lisis

alcalina estandar, se conocen tiempos mas largos que causan la desnaturalizacidn irreversible del ADN
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plasmidico. Se informd que los tiempos de reaccion mas largos conducian a la degradacién por

cizallamiento del ADN cromosémico (Carnes y Williams, 2007).

Después de la lisis, se procede a neutralizar el lisado con acetato de potasio, en donde se forman
precipitados, materiales altamente gelatinosos por naturaleza que tienden a formar fléculos. Estos
fléculos son removidos mediante centrifugacién a nivel laboratorio, pero se prefiere la filtraciéon para

removerlos en procesos a gran escala (Nunes y col., 2012).

2.3.3 Clarificacion

La solucion obtenida en la neutralizacién del lisado alcalino contiene gran cantidad de fléculos, para
eliminar estos componentes se puede utilizar cualquier operaciéon de separacién sélido- liquido. Las
operaciones que han sido utilizadas para estos objetivos son la filtracidn, flotacion y centrifugacion, de

forma individualmente o en forma combinada como se muestra en la Figura 4, (Prazeres, 2001).

Lisado neutralizado

CENTRIFUGACION FLOTACION
Auxiliares
FILTRACION de filtros

- \_| filtro

Figura 4. Operaciones unitarias usadas para remover sélidos (floculos y precipitados) del lisado neutralizado. Adaptada de

Prazeresy col, 2001.

La centrifugacién es la operacién de preferencia, sin embargo, en operaciones a grandes escalas se
prefiere la filtracién. Como alternativa a la centrifugacion se ha estudiado la filtracién con diferentes tipos
de materiales de poros en un rango de 5-160 pum. Para mejorar la clarificacion y la pureza del pldsmido se
pueden utilizar auxiliares (tierras diatomeas, celulosa) como revestimiento de materiales de filtracion.

(Theodossiou y col., 1997)
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Filtracion

La filtracidon a través de diferentes tipos de materiales (acero inoxidable, polipropileno, poliéster, rayon,
papel de filtro) ha sido estudiada como una alternativa a la centrifugacion. Durante la filtracidn, una cierta
cantidad de plasmido se pierde siempre al liquido arrastrado en la fase sélida a menos que se lleve a cabo

una extensa eliminacién de agua (Prazeres y col., 2001).

Recordando que la filtracién es la separacién de las particulas sélidas del fluido mediante un medio
permeable y poroso denominado filtro, el fluido atraviesa el medio permeable a través de los poros,
mientras que el sélido queda retenido. En la filtracién a vacio se acostumbra a utilizar el papel filtro como
medio filtrante, la fuerza que hace caer el filtrado es la succién que se genera. En esta situacion, la fuerza

gue empleamos es mucho mas grande que el peso de la solucién que se filtra (Grau y col., 2001).

La filtracion puede ser utilizada para recuperar un sélido como en una cosecha celular o remover un sélido
como en los fléculos del clarificado. En los procesos biotecnoldgicos se utilizan tres tipos de mecanismos
de filtracién (Figura 5) a) filtracidon con formacidn de torta o filtracion convencional b) filtracidon de lecho

profundo y c) filtracién con membranas (Tejeda y Col., 2011).

(a) (b) Suspension
Suspension

ap AP Medio
Filtrante
Filtrado l Filtrado
(©
e e e o *Se% ©  suspensién
concentrada
Membrana

l Filtrado

Figura 5. Mecanismos de filtracion. a) Filtracion con formacién de torta, b) Filtracién de lecho profundo y c) Filtracion con

membrana. Adaptada de Tejeda y col.,2011.
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Cualquiera que sea el tipo de filtro utilizado, durante la filtracién el sélido se va depositando sobre un

medio filtrante, formando una torta porosa a través de la que circula casi laminarmente el fluido.

En la filtracidn de flujo cruzado o ultrafiltracidn, los sélidos (desde 5 um hasta 0.03 um) son separados en
flujo tangencial al medio filtrante y separados continuamente sin acumulacidn sobre el medio filtrante
(membranas). En este caso, no todo el caudal de liquido pasa a través del medio filtrante, sino que existira
salida tanto de un liquido filtrado (sin solutos) como de una corriente de rechazo, mds concentrada en
solutos. A continuacion, se muestra como funciona el flujo normal y el flujo cruzado con respecto al

tiempo y a la presion ejercida en la membrana (Figura 6).

Flujo normal de |a filtracidn
Flujo de alimentacion
. L] " o. Flujo

L]
2 : Presion
e @8e® e " Y g9 0

Flujo de filtrado ]
Tiempao

Flujo cruzado de la filtracion

Flujo cruzado Flujo

" ®

Yo gl el s gy ¢
¢ 0 et , 000 0

Presion

L J

Flujo de permeado Tiempo

Figura 6. Flujos de la filtracidn. a) Filtracion con flujo cruzado, b) Filtracién de flujo normal. Adaptada del manual de la

membrana GE Healtcare®.

Se observa que el flujo normal de la filtracién trae consigo mayor tiempo de espera junto con el aumento
de la presion, por lo que no se lograria con el propdsito de tener una técnica de menor tiempo, por esa

razon se eligié tener un flujo cruzado en la etapa de microfiltracion.
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Microfiltracion

Actualmente existen varios procesos que emplean una membrana para lograr una separacion dada. Uno
de estos procesos es la microfiltracién que emplea membranas con poros grandes (0.1-10 um), ya sea de
tipo convencional o asimétricas (Tejeday col., 2011). El Figura 7 se muestra una clasificacion de la filtracion

de acuerdo con el tipo de medio filtrante y al tamafio de particula que puede retener.

Tipos de filtracion

Smallest visible particle
® B diminuta a

B HIV
815G @ Hepatitis C
@ HSA
®Na @ Insulin

| lons Bl  Proteins | Viruses | Bacteria Ml Pollens
Fibrous Media

Membranes

0.0001 0.001 0.01 0.1 1 10 100

Tamano de particula um

Figura 7. Esquema de los tipos de filtracion de acuerdo con el medio filtrante y la remocién de sélidos segun el tamafio de
particula. P/F = Filtraciéon, MF = Microfiltracion, UF = Ultrafiltracion, RO/NF = Osmosis Inversa/Nanofiltracién. Adaptada de

Manual Micropore.

La microfiltracién se emplea para separar de caldos biolégicos particulas mayores a 1.0 um como coloides
y células. El rango de presién de operacion es restringido debido a las caracteristicas de los equipos que
se emplean, y es del orden de 160- 500KPa. Un rango caracteristico de la microfiltracion es que puede

manejar flux mucho mayores que la ultrafiltracién del orden de 50-1000 L/m?-h (Tejeday col., 2011)
Membranas

La filtracidon por membrana se realiza utilizando membranas especiales de tamafio de poro muy pequefio
gue generalmente operan con flujo paralelo a la membrana (cruzado), de tal manera que no hay un

depdsito de sélidos sobre la membrana sino una concentracién del caldo (Tejeda y col., 2011).
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Una membrana puede estar definida como una barrera permeable selectiva entre dos fases homogéneas.
Una molécula o una particula es transportada a través de la membrana de una fase a otra fase porque
una fuerza actta en esa molécula o particula. El transporte a través de las membranas toma lugar cuando
una fuerza motriz es aplicada a los componentes en la alimentacién. En casi todos los procesos de
membrana la fuerza motriz es una diferencia de presiones o de concentraciones (o actividad) diferenciada

a través de la membrana (Mulder, 1996).

Existen varios estudios en los que la filtracidn estéril a través de membranas de tamafio de poro 0.2um es
tipicamente la ultima operacién de la secuencia del proceso. No obstante, la filtracién por membrana a

menudo es utilizada en los puntos intermedios durante la purificacién (Kongy col., 2006).
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CAPITULO III

MATERIALES, EQUIPOS Y METODOLOGIA

3.1 Materiales

En los estudios de microfiltracion flujo tangencial de lisados neutralizados se utilizé la cepa E. coli
hospedando el plasmido pVAX1-NH36 proporcionada por el Centro de Investigaciones y Estudios

Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV).

Para el proceso de fermentacion se utilizé medio TB (Terrific Broth) que consta de 13g/L de glicerol, 24g/L
de levadura, 12gr/L de triptona, 2.31 gr/L KH,PQO4, 12.54g/L K;HPO,, 1uL/mL de kanamicina (para evitar
crecimiento de bacterias no deseadas) y en el rompimiento celular tres soluciones buffer que se utilizan

bajo el siguiente orden:

1. Solucién P1 de re suspensién. Se compone de glucosa a una concentraciéon de 50mM, Tris-HCl con
concentracién de 25mM y EDTA a 10mM. Este buffer se utiliza en un principio para resuspender y
poder hacer el rompimiento de la membrana celular.

2. Solucion P2 de lisis alcalina. Compuesta de 0.2M de NaOH y 1% SDS, con un pH controlado de 8.
Esta solucién buffer es la causante de la ruptura celular, permitiendo que el plasmido quede
expuesto para su posterior recuperacion.

3. Solucién P3 de neutralizacidn. Utilizada para evitar la desnaturalizacidn del pldsmido causada por

la ruptura celular. Hecha de acetato de potasio 3 M en acido acético glacial y agua desionizada.

Para la preparacion de las soluciones Buffer, las pruebas de resistencia de la membranay la regulacién de
flujos de entradas/salidas se utiliz6 agua desionizada. En los lavados de fléculos y lavado de membrana se

utilizd la solucidn Buffer TRIS 10mM con un pH=8.

Para el andlisis cualitativo de pldasmido se utilizé un gel de agarosa al 8% diluida en solucidn TAE 1X (Tris
40mM, Acido Acético 20 mM Y EDTA 1mM) donde se colocaron las muestras obtenidas del experimento
para realizar la electroforesis y para la tincion de las muestras el buffer de carga Acid Sample Buffer 5x®

con la relacién de 4ulL de muestra por cada 1l de tinte.
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Por ultimo, para determinar la concentracidon de ADNp se utilizd solucién de Sulfato de Amonio 1.5M en
TRIS 10 mM /HCL pH=8 como buffer de adsorcién y TRIS 10mM/HCI pH=8 como buffer de elucion ambas

desgasificadas y filtradas. Las muestras para analizar fueron diluidas en el buffer (1:5).

3.2 Equipos

Se han utilizado los siguientes equipos en la cosecha de la bacteria E. coli, como en la incubadora VWR®

mostrada en la Figura 8.

Figura 8. Equipo de cosecha. Incubadora VWR ©,

Un equipo de centrifugacion marca Thermo Scientific ® sefialado en la Figura 9, para llevar a cabo la

obtencién de biomasa y posteriormente la clarificacion por centrifugacion.

Figura 9. Centrifuga. Thermo Scientific®.
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Continuando con el sistema de filtracidon a vacio (Figura 10), el cual consiste en: Una bomba de vacio
conectada a un matraz Kitasato de 1L por medio de una manguera Masterflex®; un embudo de porcelana,
un tapén de hule y 3 capas de papel filtro 125 mm de didametro con tamafio de poro 11um marca

Whatman® acomodados de tal forma que logren una eficiente eliminacion de sélidos.

Figura 10. Sistema de filtracién a vacio.

Para la adaptacién del sistema de purificacidn de ADN plasmidico en la etapa de microfiltracion de flujo
tangencial se utilizaron los siguientes equipos: Un equipo de monitoreo de presidon GE Healtcare® (A) con
3 transductores ubicados en las entradas y salidas del sistema (B); bomba peristatica PT no.150 3015 (C) ;
Una membrana GE Healtcare® con drea de 16 cm? y con tamafio de poro 0.45 micras (D); una valvula de
pellizco(E); Una bomba peristatica Cole-Parmer® (F) ; Manguera Masterflex® 96400-14 (G)y por ultimo

un controlador de velocidades marca Masterflex® Cole-Parmer®(H) .El sistema se muestra en la Figura 11.

Figura 11. Sistema de microfiltracion de flujo tangencial experimental.
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En la Figura 12 se muestra un diagrama de la direccién de los flujos de alimentacidn, filtrado y retenido
del sistema de microfiltracidon de flujo tangencial experimental. El volumen filtrado representa el lisado

clarificado.

Valvula de pellizco

J—:

Retenido de
membrana

!

Membrana
Filtrado

E

f

Alimentacion

Fun

Transductar de
presion

Bomba
peristatica

Figura 12. Diagrama de distribucidn de fluidos del sistema de microfiltracidn de flujo tangencial experimental.

Para medir la turbidez se utilizé el equipo Oakton® T-100, y para los estudios por electroforesis se utilizd
el GT Minigel Casting System, MultiDoc Digital Imaging System® y en la determinacién de concentracion
de ADNp se utiliza el equipo de cromatografia de alta resolucién (HPLC) marca Aktapurifier 10-UPC® y la

columna de interaccién hidrofdbica (HIC) Source 15PHE®.

Figura 13. Equipos de medicion de turbidez y cdmara. a) Turbidimetro Oakton. b) MultiDoc Digital Imaging System
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3.3 Metodologia

3.3.1 Cultivo y cosecha celular

Se inicia con el cultivo de la bacteria E. coli que contiene el plasmido pVAX1-NH36 de 4,000 pares de bases
(pb) y un peso molecular de 3.3-13.2x103% kDa, utilizando un volumen aproximado de 500mL, de los gramos
de célula humeda que se obtienen, se reparte en cinco partes iguales. Una parte para la centrifugacién y
las cuatro partes restantes para la microfiltracion de flujo tangencial con flujo de 25mL/min en la

alimentacién y flujo de 1 mL/min en el filtrado.

En el momento de inocular se consideré mantener todo en ambiente estéril, descongelando el inéculo y
colocandolo en un micro tubo para agregarle kanamicina a razén de 1uL/mL. Posteriormente se pasd a la

incubadora durante 12 horas con condiciones de temperatura a 37°Cy 300 rpm.

Obteniendo el cultivo, se procedid con la cosecha, donde se separaron cinco frascos para centrifugar a
3500g durante 15 minutos con una temperatura de 4°C, todos los frascos previamente pesados. Pasando
los 15 minutos se desechd el sobrenadante y se registraron nuevamente los pesos de cada uno de los
frascos para calcular la cantidad de célula proveniente del cultivo, de esta forma es como se logré tener

el peso de la biomasa.
3.3.2 Lisis Alcalina

Con el propodsito de trabajar con la biomasa bajo las mismas condiciones en las operaciones de
recuperacidn por centrifugacion y microfiltracion, de los diferentes cultivos, la biomasa se homogenizd y

se separd en cantidades proporcionales para comparar con mayor precision cada una de las operaciones.

Con la separacion de la biomasa en partes iguales se inicié con el primer paso de la recuperacidon primaria:
la lisis alcalina. Para este procedimiento se tiene la relacion de por cada gramo de célula obtenido seran
8mL de solucidn buffer, por lo tanto, se inicié con la solucién buffer de resuspensién, mezclando hasta
resuspender la biomasa, posteriormente se vertié 8 mL de buffer de lisis, el cual ayuda a la desintegracion
de la pared y la membrana celular a un pH alto con un agente alcalino, dejando como resultado el lisado

alcalino, se agité lentamente y se dejo actuar durante 10 minutos.

18



CAPITULO IIl. MATERIALES, EQUIPO Y METODOLOGIA

Por ultimo, se afiadié 8 mL de la solucion buffer neutralizante, se dejé enfriar durante 5 minutos a una

temperatura de 4°C para evitar desnaturalizar el plasmido y asi dar como resultado el lisado neutralizado.

A partir de la lisis alcalina se siguié con la etapa de clarificacién, se realizé de dos formas: por

microfiltracidn de flujo tangencial y por centrifugacién, sefialados en la Figura 14.

Buffer

Fermentacion

A 4

Cosecha por
centrifugacion

Biomasa

A 4

Lisis alcalina

s

Lisado neutralizado

v

el SODrenadante

CENTRIFUGACION

Primera
centrifugacién

. Solidos

A 4

Segunda
centrifugacion

Solidos

Lisado

4

Filtracion 0.45 pm

==aezspd  Microfiltracion de flujo tangencial

l

Lisado Clarificado + Lavado

MICROFILTRACION
- X
: Filtracién a vacio
1
I I6cul
: Flaculos Buffer
| :
| y_ Y
1 .
1 Floculos - Lav’ado de Filtrado
| Lavados fléculos
1
1
! Buffer de lavado J
I y
: » Alimentacion
1
|
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
|
|

v
Lisado Clarificado

Figura 14. Diagrama de etapas involucradas en la clarificacion por centrifugacién y microfiltracion.

Los volumenes recuperados en cada una de las operaciones de clarificacién tuvieron mediciones sobre el

volumen, el pH, la turbidez y la concentracidon de plasmido, con la finalidad de obtener informacion

suficiente para realizar el balance de masa y comparar la concentracién en cada una de las operaciones.
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3.3.3 Clarificacion de lisado neutralizado

Clarificacidon por microfiltracion. La primera parte de la propuesta de microfiltracion es una filtracion a
vacio del lisado neutralizado. Utilizando un sistema de filtracién a vacio se colocaron en el embudo de
porcelana tres capas de papel filtro con un tamafio de poro de 11 um. Se colectd el volumen filtrado, que

constituye la alimentacién a la microfiltracién de flujo tangencial.

Sin embargo, debido al tamafio del poro en el filtro en la operacién de filtracidn a vacio, las particulas
sélidas se unen a la matriz del lecho o se unen a particulas ya retenidas (Tejeda y col, 2011) y esto hace
posible que haya material plasmido atrapado dentro de la torta, por lo que se continud con un lavado de

fléculos con la solucidn buffer TRIS 10mM con pH=8.

El lavado consistié en verter un volumen de buffer TRIS igual a la mitad del volumen de filtrado, sobre los
filtros con fléculos, en el sistema de filtracidn a vacio, con la finalidad de evaluar la posible recuperacion
de plasmido. Dependiendo de la masa de plasmido obtenida se determinara si es relevante para mezclarlo
con el volumen de filtrado. En caso de mezclar ambos volumenes estos constituyen la alimentacion de la

microfiltracion.

El sistema de microfiltraciéon de flujo tangencial utilizado se muestra en la Figura 15, el flujo de
alimentacién fue 25 mL/min y en el filtrado el flujo de ImL/min. Los flujos se verificaron midiendo el

tiempo y volumen en pruebas con agua desionizada.

El sistema de microfiltracion de flujo tangencial se inicié alimentando el filtrado de la etapa anterior,
activando las bombas peristalticas y el controlador de velocidad al mismo tiempo. En la primera corrida
se tuvo para la alimentacién y salida de retenido dos recipientes separados, sin embargo, el utilizar un
flujo pequefio en la alimentacidn no permitié que el liquido saliera completamente por el filtrado, por lo

gue la mayor parte salié por el retenido.
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Dado la situacién anterior fue necesario configurar el sistema de microfiltracién, como se muestra en la

Figura 15 para que existiera un recirculado de la salida del retenido.

Valvula de pellizco

Retenido de

membrana
Membrana
Filtrado
— <4
st
- | S
Alimentacién
Transductor de
Bomba

resion s
P peristatica

Figura 15. Sistema final de microfiltracion de flujo tangencial.

Con la nueva configuracién del sistema de microfiltracion de flujo tangencial se dejo correr el volumen
hasta que en la alimentacién no existiera ningun liquido por filtrar. En cada corrida los volimenes de
filtrado fueron recolectados en diferentes recipientes midiendo valores de tiempo y volumen, ademas de
llevar un control con el flujo de salida del filtrado para descartar un posible taponamiento en la

membrana.

En cada corrida de filtracion a vacio y microfiltracién de flujo tangencial, se midieron los volimenes,
turbidez y pH y muestras de ellos se analizaron por electroforesis y por cromatografia de interaccion

hidrofébica.

Clarificacién por centrifugacion. Consiste en centrifugar dos veces el volumen de lisado neutralizado a

12,000g durante 30 minutos y a una temperatura de 4°C.

Aqui el interés lo encontramos en el sobrenadante, por lo que en cada centrifugacién que se hizo se

recuperoé Unicamente el sobrenadante, desechando los sélidos que representaban los fléculos formados
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por las soluciones buffer. Una vez pasando las dos centrifugaciones se coloca en un sistema de filtracidn

con tamanfo de poro de 0.45um para tener como resultado el lisado clarificado por centrifugacion.

Se midio el volumen del clarificado, el pH, la turbidez, se analizé por electroforesis y por cromatografia de

Interaccion hidrofébica.
3.3.4 Determinacion de la resistencia de la membrana

Para desarrollar la propuesta de clarificacién por microfiltracidn se analiza primeramente el pardmetro de
la resistencia de la membrana con el propdsito de conocer las condiciones en las que se encuentra la

membrana y su correcto funcionamiento.

Para calcular la resistencia de la membrana se utilizé el sistema en modo recirculacion total (Figura 16) en
este sistema se hizo pasar agua desionizada en la alimentacién de la membrana con un flujo de 25 mL/min
regulada con una bomba peristaltica, y midiendo el tiempo de salida del permeado con un cronémetro
para obtener datos del cambio de volumen con el tiempo. Esto con ayuda de una valvula de pellizco, de
manera que se pudiera contar el tiempo que tardaba en llenar para cada ajuste de presién un volumen

de 5mL.

a

walwlza de pellizco

niembranz l

Transductor . alimentzcion
de presidn Bomba peristatica

Figura 16. Sistema de recirculacion total .
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Con los datos obtenidos fue posible obtener la fuerza impulsora de la etapa de microfiltracidn, que es el
gradiente de presidon transmembrana (APTM), el cual puede ser definido por la Ecuacién 1, segin

Tutunjian (1985), que relaciona el gradiente de presién del flujo tangencial como:

Pi+ Po
(PitPo) b

5 (1)

APTM =

Donde:

Pi=Presién de alimentacion
Po= Presién del retenido

P+= Presion del filtrado

Para calcular el flux de la microfiltracién se utiliza la variable J, describe la velocidad del permeado a través

del lecho filtrante con la Ecuacion 2 (Tejeda y col.,211):
J=— (2)

Donde J= Flux en cm3/s-cm?.
V= Volumen en cm?3.
t= Tiempo en segundos.

A= adrea de la membrana en cm?.

Por otro lado, la ley de Darcy describe el movimiento de fluidos newtonianos a través de medios porosos,

y se expresa como:

J = APTM — oAmt 3
= u@E; + R )

Donde:

J= Flux en cm3/s-cm?.

Am = contrapresion osmatica.

o =Coeficiente de retencion del soluto por la membrana.
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Como el fluido pasa por una membrana de microfiltracion, el término cAn se desprecia al no haber
presion osmotica, y dado que el fluido que pasa es agua, no hay formacién de ninguna torta, por lo tanto,

el termino Rt es cero, y la Ecuacion 3 se reduce a la siguiente forma

]__APTM
HRm

(4)

Donde:

J=Flux en cm/s

A PTM= Gradiente de presién transmembrana en kgg/cm?
u= Viscosidad del agua en kg/cm-s

Rm = Resistencia de la membrana en cm™

Al graficar los valores de J en funcion de APTM se obtiene una linea recta, y de la pendiente se tiene la

resistencia de la membrana a través de la Ecuacion 4, usando los términos como:

Y=J

X=APTM vy
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3.3.5 Analisis de muestras

Turbidez. Con las muestras resultantes, se analizd el comportamiento de cada una de las operaciones
involucradas en la recuperacién por microfiltracién y centrifugacién por medio de turbidez. El
funcionamiento del turbidimetro se basa en el fendmeno dptico que ocurre cuando una luz incidente pasa
através de aguay se dispersa por existencia de particulas extrafias suspendidas en ella medidas en Unidad

de Turbidez Nefelométrica (Ahmad y col., 2009).

Para analizar los volumenes se colocaron 10 mL de la muestra en un recipiente especial dentro del aparato
de turbidez, en un lapso de 7 segundos y se tenia la medicién de los grados de turbidez (NTU). En cada
muestra fue importante lavar y limpiar cuidadosamente los frascos donde se colocaban los filtrados para
evitar mediciones erréneas por contaminacion de otra muestra, ademas de calibrar el turbidimetro con

las soluciones de calibracién (manual “Oakton manual Turbidity”, Anexo B) antes de cada corrida.

Electroforesis. El andlisis por electroforesis se realizd para conocer si la muestra contenia plasmido de
interés en las células, donde se utilizé un gel de agarosa al 0.8% con TAE 1X. Para elaborar el gel fue
necesario hervir la agarosa con la solucion TAE 1X para verterse en el recipiente de electroforesis y formar

los pozos donde posteriormente se llenaron con las muestras a analizar.

En la electroforesis el acomodo de las muestras empieza con el primer pozo conteniendo 1 ulL de tinte, 3
uL de agua desionizada y 1 uL de marcador de peso molecular (Invitrogen) que se utiliza para reconocer
el plasmido y los demas componentes de la célula (sefialados en el rango segun los pares de bases que se
presenten). Es a partir del segundo pozo donde se colocan las muestras, las cuales estan constituidas por
8 uL de muestra y 2 L de tinte. Una vez colocadas todas las muestras el equipo se ajusta a 55 Voltios,

400 mA, durante 90 minutos.

Pasando el tiempo de electroforesis, se procede con el revelado de las muestras, se sumerge el gel en un
bafio de bromuro de etidio durante 15 minutos, y después en agua otros 15 minutos. Finalmente, el gel

se coloca en la cdmara de rayos UV y se fotografia el gel.
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Cromatografia de interaccion hidrofébica. Para determinar la concentracion de plasmido de forma
cuantitativa se realizé una cromatografia liquida en columna de interaccion hidrofébica (HIC) siguiendo la

metodologia de Diogo y col., 2003.

Para llevar a cabo esta operacién se requiere una solucion de 1.5M de sulfato de amonio en Tris
10mM/HCI pH 8 (buffer A) y una solucién Tris 10mM/HCI, pH 8 (buffer B). Inicialmente la columna se
equilibra con el buffer A. Subsecuentemente, 30 uL de una muestra apropiadamente diluida en el mismo
buffer (1:5) fue inyectada y eluida a 1 mL/min. Después de ese paso, se utiliza se realiza una elucién
isocratica el buffer B, por 0.5 min, para eluir las especies ligadas débilmente en la matriz. Enseguida se

reequilibrada la columna con el buffer A por 5.5 min mientras la absorbancia se monitorea a 260 nm.

En esta metodologia se muestra que en un cromatograma analitico el pico a los 0.71 min de retencidn
corresponde a la elucién ADNp (todas las isoformas), los picos (1.28 y 1.98 min) se atribuyen a las
impurezas menos hidrofébicas como ARN de bajo peso molecular, ADNg y proteinas y el pico a los 3.54
min corresponde a las impurezas mas hidrofébicas como ARN de alto peso molecular y ADNg como se

muestra en la Figura 17 (Diogo y col., 2003).

mAU 1.28

40.0 n

30.0

Impurezas
20.0
1.98
10.0
0.71 3.54
0.0 —J B -
0.0 1.0 2.0 3.0 min

Figura 17. Cromatograma tipico de analisis HIC-HPLC (muestra analizada lisado neutralizado). Adaptada de Diogo y col., 2003.

Finalmente se compararon los resultados obtenidos de la clarificacion por centrifugacién con la

microfiltracidn de flujo tangencial por medio de balances de masa.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Determinacion de la resistencia de la membrana en el sistema

experimental de microfiltracion

Con el sistema de microfiltracidn operado como se muestra en la Figura 16 se realizaron pruebas con agua

desionizada a un flujo de 25 mL/min, con la finalidad de conocer la resistencia de la membrana, la cual dio

como resultado la grafica del Flux en funcién de la presidon transmembrana de la Figura 18:

0.035

0.010

0.020 0.030 0.040 0.050 0.060
APTM (Kg¢/cm?)

Figura 18. Grafico Flux en funcion de la presién transmembrana (APTM).

De este grafico utilizamos el valor de la pendiente m = 0.5704

p=10"5 kg , y para el balance de unidades utilizando el factor de conversién g. = 980.7
*S

cm

cm?3

kggxs

, conociendo la viscosidad del agua

Kgxcm

Kgpxs?'
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Despejando R, de la Ecuacion 4, se tiene que:

Kg+xcm
g 980.7 5
Ry = - kg cm3
H*m - 10-5 * 0.5704
cmxs kggxs

R,, = 1.72x108¢m™!

Una vez finalizadas las corridas, se hizo pasar una solucién de NaOH 0.1M para remover cualquier
“taponeamiento” y se lava con agua desionizada. Se repitio el procedimiento para medir la resistencia de
la membrana y evaluar si habia sufrido alguna ruptura o quedaba alguna incrustacidn. En este resultado

se obtuvo en valor de R, =1.81x10%cm™*

Como la resistencia de la membrana fue practicamente el mismo valor que la resistencia inicial, se
considera que la membrana no sufrié cambio alguno, por lo que las mediciones realizadas en este

experimento siguieron con las mismas condiciones.
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4.2 Clarificacion de lisado neutralizado

Se realizaron varios cultivos de E. coli para obtener la biomasa, continuar con la cosecha y después trabajar
con 5.46 g de célula hiumeda, la cual se repartié en 4.36 g de célula hiumeda para las corridas de

clarificacion por microfiltracién y 1.10 g de célula humeda para la clarificacién por centrifugacion.

La biomasa para los estudios de microfiltracién (4.36 g) se repartié en 4 partes, en cada una se realizd la
lisis alcalina obteniéndose 4 volimenes de lisado neutralizado e individualmente se sometié a las
operaciones del proceso de clarificaciéon por microfiltracién propuesto. Los resultados mostrados son el
promedio de lo obtenido en cada una de estas etapas, para la técnica del lavado de fléculos y el lavado
de membrana se utilizd la solucién de buffer Tris 10mM a razén de la mitad del volumen obtenido del

filtrado y microfiltrado.

Para la determinacién de plasmido en la etapa de clarificacion por microfiltracion y por centrifugacion, se
realizd un andlisis en los puntos sefialados en rojo en la Figura 19, primero se analizaron por electroforesis
en gel de agarosa para determinar la presencia de plasmido en cada una de las operaciones realizadas y

posteriormente se midié la turbidez, el pH y se determiné la concentracién de ADNp.

Biomasa

Lisis alcalina

MICROFILTRACION CENTRIFUGACION
Lisado neutralizado 1
) 4
Filtracidn a vacio Primera Sélidos
centrifugacion
Flaculos Buffer
)

Floculos 4 Lavado de ‘ Filtrad
Lavados fléculos e Segunda Solidos

centrifugacion

1
1
1
]
1
]
1
]
1
]
1
]
1
: Buffer de lavado <
1
]
1
]
1
]
1
]
1
1
1
1
1
1
]

Alimentacién

Filtracion 0.45 um

Lisado Clarificado

Buffer ==*=s» Microfiltracién de flujo tangencial

o

Lisado Clarificado + Lavado

1
|
1
|
1
|
|
1
|
1
|
1
|
1
|
I Lisado
|
1
|
|
1
|
1
|
1
|
1
|
1
|
1

Figura 19. Diagrama de etapas con puntos clave. Los puntos sefialados representan donde se realizé el balance de masa.
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El analisis por electroforesis, se desarrollé para determinar la presencia de ADNp, los resultados se
muestran en la Figura 20. La banda que corresponde al plasmido se identifica a los 4,000 pares de base
(pb).Entre mas marcada sea la banda de los 4,000 pb, mds presencia de plasmido se encontrara en la

solucion.

3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18

Figura 20. Electroforesis de muestras durante las etapas de clarificacion de lisados neutralizados. Carril 1: Ladder. Carriles
2,5,8,11: Filtracion a vacio. Carriles.3,6,9,12: Lavado de floculos. Carriles 4,7,10,13: Lavado de membrana. Carriles 14,15,16,17

Microfiltracion. Carril 18 centrifugacion.

Enlos carriles 2, 5,8 y 11 se encuentran las soluciones correspondientes a cada filtrado al vacio, se observa
qgue la linea que corresponde al plasmido esta notoriamente marcada, mostrando la presencia de

plasmido en el filtrado.

En los carriles 3, 6, 9 y 12 de la Figura 20 se encuentran los volimenes de cada lavado de fldculos, donde
se puede observar ligeramente marcada la banda del plasmido, indicando que en esta operacidon hay
pldasmido retenido en los fléculos, el cual es recuperado a través de la solucién buffer TRIS 10 mM. En los
carriles 14,15,16 y 17 que corresponden al volumen del clarificado por microfiltracidn se observa plasmido
marcado con la misma intensidad que el clarificado por centrifugacion, lo cual puede interpretarse que

en ambas operaciones se logra recuperar una cantidad similar de plasmido.

Al verificar que en los clarificados por filtracion se encontré plasmido, se procede al anadlisis de su
concentraciéon por cromatografia de interaccidon hidrofdbica. Para los calculos de rendimiento expresados
por unidad de peso seco de células se considerd que la masa de células humedas (wcw) es equivalente a
masa de células secas (dcw) por medio de la relacion celular de peso seco /peso humedo, (dcw/wcw)

reportada por Ciccoliniy col., (2002), donde 1 g dcw = 4.05 g wcw.
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4.2.1 Microfiltracion de flujo tangencial

Filtracidn a vacio. Los volimenes de lisado neutralizado (proveniente de 4.36 g wecw = 1.08 g dcw en total)

se filtrd a través de tres capas de papel filtro en cuatro corridas y se colecté el filtrado.

Al finalizar esta operacion se recolectaron los filtrados de las cuatro corridas, y se determind su

concentracién de ADNp por medio de cromatografia de interaccién hidrofdbica. En la Figura 21 se muestra

un cromatograma de una muestra de filtrado, con el area generada por la elucion del plasmido a los 0.7

minutos se calcula la concentracion en pug ADNp/mL. La concentracidon promedio en los filtrados de las

cuatro corridas se puede obtener mediante el promedio aritmético, como se muestra en la Tabla 1, dado

gue los volimenes de cada muestra son semejantes.

mAU

15.0

Absorbancia [mAU]

5.0

0.0

ADNp

Filtrado a vacio

0.0

1.0 2.0 3.0 4.0 min

Tiempo (min)

Figura 21.Cromatograma de HIC para el filtrado a vacio.
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Tabla 1. Resultados del filtrado a vacio.

Volumen Concentracién Masa
Solucion
(mL) (ug ADNp /mL)  (ugADNp)
Filtrado a vacio #1 21 5.67 119.42
Filtrado a vacio #2 22 4.56 100.32
Filtrado a vacio #3 25 5.20 130.00
Filtrado a vacio #4 245 5.79 141.78
TOTAL 92.5 21.23 491.52
Concentraciéon promedio 5.30+0.5

La masa de pldsmido en cada filtrado se determind multiplicando la concentracién por su respectivo
volumen. La masa total de ADNp de cada corrida se obtuvo sumando las masas individuales de cada una
y ésta se dividid entre el volumen total para obtener la concentracién promedio. Este fue igual al promedio
aritmético (5.31 pg/mL + 0.5). Para determinar el rendimiento de ADNp, se dividio la masa total de ADNp
obtenido entre los gramos de células procesados expresado en peso seco. Estos resultados se muestran

en la Tabla 2.

Lavado de floculos. Después de la filtracidn se continud con el lavado de fléculos retenidos en el filtro con
la solucién buffer Tris 10mM para determinar la presencia de plasmido retenido en los fléculos y mediante
el arrastre de esta solucién recuperarlo. El volumen utilizado fue aproximadamente la mitad del volumen
obtenido del filtrado (49.7 mL). En el lavado de fléculos, no se calculd el promedio aritmético de las

concentraciones, ya que los volimenes de lavado fueron diferentes entre si.

Tabla 2. Mediciones representativas en la filtracion a vacio y lavado de floculos.

Concentracion

Operacion Volumen Turbidez 0 Masa promedio Rendimiento
mL NTU ADN ADNp /g dew
(mL) (NTU) (ng p) (11g ADNp/mL) (ng p /g dcw)
Filtracion a 92.5 28 5.32 491.53 531 456.68
vaclo
Lavado de 49.7 46 5.12 40.75 0.82 37.86
fléculos
Total 142.2 - - 532.27 3.74 494.54
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De los resultados mostrados en la Tabla 2 se observa que en el lavado de fléculos se recupera
aproximadamente el 8% en masa de plasmido que queda retenido en los fldculos, por lo tanto, para
recuperar una mayor cantidad de plasmido la operaciéon de lavado de fléculos puede considerarse durante

la experimentacidn para integrarse a la alimentacién de la microfiltracién.

En cuanto a la turbidez observamos un aumento en la operacidn del lavado de fléculos de casi el doble
que la filtracion a vacio, lo que podria indicar mayor presencia de particulas en suspensién que fueron
arrastradas. Con respecto al pH, las mediciones resultantes fueron constante, adecuado para no

desnaturalizar el plasmido.

Microfiltracion de flujo tangencial. De los pasos anteriores continuamos con la recuperacién por
microfiltracidn, Se siguid el mismo procedimiento descrito anteriormente en la filtraciéon a vacio para
determinar la concentracion promedio (como promedio aritmético de las cuatro corridas) y la masa de
ADNp los resultados se muestran en la Tabla 3. En el lavado de la membrana la concentracién promedio

no se calculé como promedio aritmético, debido a la diferencia de volumenes de cada muestra.

Tabla 3. Resultados de mediciones de la microfiltracion.

Volumen Concentracién Masa
Solucion
(mL) (ng ADNp /mL) (Mg ADNp)
Microfiltracion #1 27 3.78 102.08
Microfiltracién #2 28 3.17 88.79
Microfiltracion #3 36 3.78 136.11
Microfiltracion #4 37.9 3.35 126.91
TOTAL 128.9 14.08 453.91
Concentracion promedio 3.52+0.3

En la Tabla 4 se muestra concentracion promedio de ADNp en los voliumenes de las cuatro corridas de
microfiltracidn, calculada como la suma de las masas dividida entre el volumen total. Este fue igual al

promedio aritmético (3.52 pug/mL * 0.3). También se observa que el clarificado por microfiltracion tuvo
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una turbidez con un valor bajo, indicando la eliminacién de particulas suspendidas y se recuperd la mayor

parte del pldasmido contenido en el filtrado a vacio.

Tabla 4. Datos representativos de volumen, turbidez, pH y masa medidos en la etapa de microfiltracion

y lavado de membrana.

Concentracion

Operacién Volumen Turbidez oH promedio Masa Rendimiento
mL NTU ADN ADN dcw
(mL) (NTU) (11g ADNp/mL) (ng p) (Mg p /g dcw)
Microfiltracion ~ 128.90 0.50 5.19 3.52 45391 421.73
Lavado de 52.90 0.78 41.08 38.17
membrana } }
Total 181.80 2.72 494 .99 454 .22

Los resultados del lavado de membrana indican que se recupera plasmido retenido en las mangueras y
membrana del sistema de microfiltracion, el cual sélo es empujado al exterior por la solucién buffer Tris
10 mM, por lo tanto, la etapa de lavado de membrana debe considerarse durante la experimentacion para
recuperar mas plasmido. Con respecto a la turbidez este valor disminuyé en el clarificado obtenido por
microfiltracion con respecto al del filtrado. Este un resultado esperado porque la microfiltracién

tangencial elimina mas particulas suspendidas.

En el lavado de membrana no fue necesario medir el pH ni la turbidez, ya que sdlo se buscd conocer si
habia plasmido atrapado. Como resultado final la recuperacidn total de pldsmido en las etapas fue de

494.99 ug ADNp/g dcw.
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4.2.2 Centrifugacion.

A partir de una masa del mismo cultivo celular de 1.10 g wew = 0.27g dwc, se sometid a la etapa de lisis
alcalina, y el volumen del lisado neutralizado obtenido se clarificé por medio de centrifugacion. La muestra
obtenida se analizé por medio de cromatografia de interaccidn hidrofébica y como resultado se tuvo el
cromatograma de la Figura 21, donde el 4rea generada por la elucién del plasmido (0.71 min) es

proporcional a su concentracion.
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Figura 22. Cromatograma de HIC para el clarificado por centrifugacion.

Al volumen obtenido se le determind la masa de plasmido multiplicando la concentracidén por su volumen.
Para determinar la el rendimiento de ADNp, se dividié la masa de ADNp obtenido entre los gramos de

células procesados expresado en peso seco, se le midié turbidez, pH y concentracién que se muestran en

la Tabla 5.
Tabla 5. Valores experimentales en la clarificacién por centrifugacion.
Operacién Volumen Turbidez pH Concentracién Masa Rendimiento
(mL) (NTU) (ng ADNp/mL) (ng ADNp) (ng ADNp /g dcw)
Centrifugacion 19 0.70 5.20 6.97 132.38 487.86
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El lisado clarificado por centrifugacién tuvo un pH igual al clarificado de la microfiltracion. En cuanto a la
turbidez podemos ver que se tiene un valor mayor al clarificado por microfiltracién demostrando que esta
operacion elimina mas particulas en suspensiéon. En la concentracion masica de ADNp, el resultado es

ligeramente mayor que la concentracién promedio obtenida en la microfiltracién.

En la Tabla 6 se muestra un resumen de las recuperaciones de plasmido pVAX1-NH36 en cada una de las

etapas de clarificacion.

Tabla 6. Concentracidn masica de plasmido encontrada en la clarificacién por microfiltracién y en la
centrifugacion.

Operacion Masa ADNp (ug ADNp/ g dcw)
Filtracion a vacio 456.68
Lavado de Floculos 37.86
Total 494.54
Microfiltracién 421.73
Lavado de membrana 38.16
Total 454.22
Centrifugacion 487.86

En el volumen total de la filtracién a vacio recupera una cantidad un poco mayor que en el producto de la
centrifugacion. Dado que el volumen de la filtracion es la alimentacidon a la microfiltracidn, se debid tener
la misma masa como producto de la microfiltracidn. La pérdida que se tuvo en el producto de esta ultima
operacion puede atribuirse a factores humanos como posiblemente el error en la mediciéon en los

volumenes.

Eliminacion de impurezas. Los procesos de lisis, traen consigo una serie de restos celulares que
constituyen las impurezas insolubles, por lo cual se hizo una comparacién de los cromatogramas (Figura
23) de todas las operaciones involucradas en el clarificado por microfiltracién y por centrifugacién, con la

finalidad de observar la disminucion efectiva de impurezas.
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150 e Filtrado a vacio

= Microfiltracién de
flujo tangencial

100 = Centrifugacion
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00

Figura 23. Cromatogramas de HIC para el filtrado a vacio, microfiltracién de flujo tangencial y centrifugacion.

Ademas del calculo de la concentracion con el area generada por la elucién del ADN, se comparan las
impurezas. Se observa en los cromatogramas una mayor variacion en el drea correspondiente al ARN de
alto peso molecular, identificado como el pico de elucién a los 3.5 minutos. El clarificado por filtracién a
vacio y por microfiltracion de flujo tangencial tienen menor proporcion en esa area, en comparacion al
clarificado por centrifugacion. Esto puede deberse a que el ARN se retiene en los fléculos y en el papel

filtro por tratarse de una molécula grande.
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CAPITULOV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

En esta investigacion se tuvo que la filtracién del lisado neutralizado al pasar por el papel filtro de 11 um,
logra recuperar plasmido con altas concentraciones, siendo esta técnica una de las mds econdmicas, dado

gue su principio se basa en la gravedad y no requiere de equipos costosos para generar vacio en la succion.

Con respecto a la clarificacién por microfiltracidn, se puede concluir por medio de los andlisis que por
medio de esta operacién se recupera una cantidad de plasmido similar en la clarificacién por
centrifugacion, la cual hace de esta propuesta una opcion apta para el clarificado de lisados neutralizados,

ademas de tener una mejora notable en la eliminacidn de particulas suspendidas en el lisado clarificado.

Otra ventaja que tiene la operacidon de microfiltracion propuesta con respecto a la centrifugacion es el
tiempo requerido para la operacidn. Ya que en la microfiltracion el tiempo requerido es mucho menor y
por consecuencia los costos de energia son también menores que la centrifugacidn, ademads cabe destacar
gue esta propuesta se puede escalar a nivel industrial, ya que resulta una etapa muy barata debido a que
la mayoria de las técnicas se rige por el principio de gravedad y difusién de particulas de menor tamafio

debido a un gradiente de concentracion.

También se encontrd por medio de los anadlisis, que en la membrana y en las manguera se encuentra
pldsmido atrapado después de la operacidén, que es posible recuperar mediante la adicidn de solucién
buffer, seglin los resultados de la muestra de electroforesis y de la cromatografia de interaccidn

hidrofdbica.
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5.2 Recomendaciones

Se recomienda a los siguientes investigadores optimizar el tiempo de operacién en la filtracién a vacio por
unidad de volumen de lisados neutralizados, debido a que para volimenes semejantes se puede tener

diferentes mediciones de tiempo.

En la etapa de lavado de fléculos se recomienda estudiar la retencién de pldsmido atrapado en los fléculos
retenidos, utilizando diferentes volimenes de buffer de lavado, con la finalidad de obtener informacién
acerca de los parametros adecuados para la remocidn del pldasmido, ya que en esta investigacién se
encontré que si habia plasmido retenido en los floculos. Asi mismo se recomienda que el volumen
colectado como lavado, se vuelva a filtrar utilizando filtros nuevos para la eliminacién de particulas

suspendidas que se arrastran junto con el pldsmido retenido en los fléculos.

Adicionalmente se recomienda realizar el lavado de membrana con aire a un flujo mayor que el utilizado
en alimentacién, dentro del limite permitido para la membrana, para ocasionar el vaciado de las
mangueras que conectan al sistema de microfiltracién de flujo tangencial y recuperar el plasmido sin

diluirlo con buffer.

También se sugiere utilizar la filtracidn como operacion posterior en lisis mecdnica (molino de perlas) para
la remocién de las particulas suspendidas, ya que este estudio demostrd la remocion de particulas

suspendidas por medio de los filtros.
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ANEXO A: CURVA DE CALIBRACION DEL PLASMIDO PVAX1-NH36.

Esta curva de calibracién se obtiene con purificados de plasmido utilizando el kit comercial de purificacién.
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En los purificados se mide la absorbancia y con este valor se determina su concentracién, conociendo la
relacion de 1 unidad de absorbancia, corresponde a 50 ug/mL de plasmido. Al tener varias
concentraciones se utiliza la técnica de HPLC-HIC en las muestras de plasmido puro para determinar el
area correspondiente a cada concentracién. Se grafican las areas contra concentracién y finalmente se

obtiene la pendiente:

Area

" Concentracién pDNA puro
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ANEXO B: MANUAL DE INSTRUCCIONES TN-100/T-100

Calibracion de turbidimetro.

El turbidimetro portable TN-100/T-100 fue calibrado y probado antes de dejar la fabrica. Por lo tanto, es
posible usar directamente el instrumento al sacarlo de su caja. Sin embargo, una calibraciéon del
instrumento es recomendado para ayudar a familiarizarse con la operacidon del instrumento y el
procedimiento de calibracién. Es recomendable una re-calibracién al menos una vez al mes para una

precisidon dptima.

Se recomienda que se realice una completa calibracidn usando las cuatro soluciones estandar dadas para

asegurar un rango total éptimo.
Soluciones de calibracion.

Se recomienda que se usen los siguientes materiales durante la calibracidn para lograr el estado 6ptimo

en este manual.

CAL. 1: 800 NTU solucién de calibracidn

CAL. 2: 100 NTU solucién de calibracidn

CAL.3: 20.0 NTU solucién de calibracién

CAL 4.: 0.02 NTU solucion de calibracion
Procedimiento de calibracion.

Coloque el turbidimetro TN 100/T-100 en una superficie plana equilibrada, seleccione la funcién de
calibracion del instrumento presionando el botdn CAL. El anunciador (CAL) aparecera momentaneamente
y el medidor le pedira la primera solucidn de calibracién CAL 1 (800 NTU). Inserte la solucion Cal 1 (800

NTU) en el orificio de muestra, alineando la marca del vial con la marca del medidor (Figura 22).
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Coloque la marca del vial con
la marca del turbidimetro

TN-100 /T-100.

Figura 22. Alineacion del vial con el turbidimetro.

Presione hasta que el vial quede completamente dentro del instrumento, presione el botén READ/ENTER.

El anunciador (CAL 1 800 NTU) parpadeara por aproximadamente 12 segundos. Cuando el instrumento
haya completado la calibracidn hasta ese punto, te pedird que insertes la préxima solucidn de calibracién
dentro del instrumento (CAL 2 100 NTU), repita la secuencia de calibracién para cada solucion de

calibracion.

Después de que haya calibrado exitosamente la solucidon CAL 4 (0.02 NTU), la pantalla mostrara (STBY), y

el medidor estd listo para la siguiente medicion.

3. Informacidn general.

El turbidimetro TN 100/T-100 a prueba de agua te permite medir la turbidez de una muestra colectada.
La turbidez es reportada en Unidades Nefelometricas de Turbidez ( por sus siglas en inglés NTU). La lectura

fuera de 1000 NTU esta fuera del rango del instrumento.

3.1. Procedimiento de medicion de turbidez.

Una dptima medicion de la turbidez depende de buenas técnicas de medicidn. Factores como la limpieza
de los viales, el posicionamiento del vial en el muestreador, la calibracién, la base del turbidimetro y otros,

tienen que tomarse en consideracion.

44



3.1.2. Preparacion de los viales.

Tome el liquido con el tubo de plastico otorgado, tome un vial seco y limpio , tenga cuidado de manejar
el vial por la tapa. Vierta en el vial aproximadamente 10 cm? del agua, tape el vial con la tapa de enrosque
negray agitelo suavemente varias veces. Deseche la muestra utilizada y repita el procedimiento de lavado

dos o mas veces.

Llene el vial lavado con la porcién remanente (10 cm?® aproximadamente) de la muestra hasta la marca

indicada en el vial Tape el vial con la tapa de enrosque negra.

Limpie el vial con la tela suave libre de hilo. Asegure que el exterior del vial esté seco y libre de manchas,
aplique una delgada pelicula de aceite de silicona (incluido) en el vial de muestra (Figura 23), limpie con
la tela suave para obtener una mejor distribucion sobre toda la superficie del vial, ahora se encuentra listo

para colocar el vial dentro del muestreador.

a) b)

Figura 23. a) vial muestreador. b) Aplicacién de una delgada pelicula de aceite de silicona.

45



