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RESUMEN

El desarrollo de vacunas de ADN vy las terapias genicas constituyen una nueva
generacion de productos de la biotecnologia. Uno de los procesos para la produccion de
estos productos es la fermentacion de la célula conteniendo el ADN plasmidico de
interés. Para aumentar la produccién de estas células, se propone el uso de un sistema
perfusivo formado por un moédulo de microfiltracion acoplado a un biorreactor donde se
producen altas densidades celulares con un alto rendimiento especifico de plasmido sin
afectar la calidad del mismo. El funcionamiento adecuado del sistema depende en gran

medida del funcionamiento de la unidad de microfiltracion.

En esta investigacion se analizd tedrica y experimentalmente la unidad de
microfiltracion de un sistema perfusivo para la produccion de células de Escherichia
coli conteniendo el plasmido pVAX1-NH36, orientado a producir vacunas contra la

leishmaniasis.

Los estudios realizados con soluciones modelo permitieron obtener expresiones tanto
para la resistencia de la torta de biomasa como de la membrana del sistema de
microfiltracion. Los pardmetros de la cinética de crecimiento se obtuvieron mediante

experimentos a nivel biorreactor tanto en modo lote como perfusivo.

Mediante una combinacion de estudios analiticos y cinéticos se determinaron los
parametros del modelo de balance que comprende el comportamiento del crecimiento
celular, del consumo de sustrato y de la formacion de producto en el biorreactor
perfusivo. En los estudios de simulacion el sistema de ecuaciones diferenciales

acopladas del modelo fue resuelto en una plataforma MATLAB.

Se obtuvo una expresion de la variacion de la presion transmembrana con el tiempo a

partir de la teoria de microfiltracién. Esta expresion, junto con los parametros obtenidos
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experimentalmente y la ecuacion del flujo de alimentacion se utilizaron para integrar el
modelo del sistema perfusivo. Este modelo integrado presenta tres variables dinamicas

que cambian con el tiempo de cultivo.

Los estudios citométricos llevados a cabo durante los cultivos muestran que la poblacion
celular mantiene su distribucion de complejidad y tamafio a lo largo del cultivo,

sugiriendo que la técnica de perfusion ayuda a una adecuada propagacion celular.

Para definir el espacio de disefio del sistema, se recomiendan diferentes arreglos de
alimentacion al biorreactor o aumentar el area de permeado para minimizar
taponamiento de la membrana. Una combinacion de estos metodos podria ser la

estrategia 6ptima un funcionamiento eficaz del sistema.

El estudio de costos marginales permitié realizar una evaluacion econémica comparativa
del sistema perfusivo respecto al sistema por lotes. Los resultados muestran que el
incremento en la productividad del plasmido justifica la inversion y costos adicionales

asociados al sistema de microfiltracion.

Esta investigacion apoya la factibilidad técnica y econdémica de un sistema para la
produccion de plasmidos de uso médico utilizando una técnica novedosa consistente en
un cultivo perfusivo con alimentacidn exponencial. La realizacién de més investigacion

contribuird en el avance de estos indicadores.



ABSTRACT

The development of DNA vaccines and gene therapies establishes a new generation of
biotechnology products. A production method for these products is plasmid DNA
containing cells reproduction. In order to optimize the production of these cells, a
perfusion system is proposed. Such system is composed by a microfiltration module
coupled to a bioreactor capable of producing high cell densities with high specific
plasmid yield without affecting its medical-grade quality. The proper functioning of the

system depends heavily on the performance of the microfiltration unit.

This research analyzes theoretically and experimentally a microfiltration unit within a
perfusion system producing Escherichia coli cells containing plasmid pVAX1-NH36

aimed for producing vaccines against leishmaniasis disease.

Studies using model solutions were performed to obtain parameters for the biomass cake
resistance and the microfiltration system model. Also, kinetic parameters were obtained

from batch and perfusion mode experiments.

Using a combination of analytical and Kinetic parameters, a model including the
behavior of cell growth, substrate consumption and product formation in the perfusive
bioreactor was done. In simulation studies the coupled differential equations system of
the model was solved in MATLAB platform.

An expression for the transmembrane pressure variation over time was obtained from
microfiltration theory; the experimentally obtained parameters and feed flow equation
were combined with the microfiltration theory to integrate the model of the whole
system. In this model, there are three variables that change continuously as the

fermentation is occurring.
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Cytometric studies were conducted to analyze cell population throughout a perfusion
experiment. It was found that cells maintain its complexity and size distribution
throughout the culture, suggesting that the perfusion technique helps proper cell

spreading.

To define the design space of the system, different feed arrangements to the bioreactor
were recommended as well as increasing the filtration area to minimize membrane
plugging and shearing. A combination of these methods ensures effective operation of

the system.

The marginal cost study allowed a comparative economic evaluation perfusivo system
compared to batch system. The results show that the increase in productivity of plasmid

justifies the investment and additional costs associated with the microfiltration system.

This research supports the technical and economic feasibility of a medical grade plasmid
production system using a novel technique consisting of an exponentially feed perfusion
culture. Conducting more research will contribute to the improvement of these

indicators.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1 Introduccion

Hoy en dia, el ADN plasmidico (ADNp) crece en importancia convirtiéndose en la
proxima generacion de productos de biotecnologia. Las vacunas y terapias con ADN son
tecnologias conocidas como una nueva forma de tratar a personas y animales con
materiales completamente genéticos. Estas técnicas pueden ser utilizadas para prevenir
enfermedades causadas por virus, bacterias y parasitos o para tratar enfermedades
autoinmunes, alergias y cancer (Prazeres et al,. 1999; Carnes y Williams, 2007).
Algunas ventajas sobre las terapias tradicionales incluyen la correccion de enfermedades
genéticas, el tratamiento selectivo de células y tejidos dafiados para su auto reparacion,

asi como un mayor periodo de proteccion (Rubanyi, 2001).

Para la aplicacion de estas terapias se han desarrollado vectores cuyo objetivo es el de
transportar y expresar genes en un sitio apropiado, a niveles especificos y de manera
controlada (Anderson, 1998). No existe un vector universal, cada terapia genética tendra
sus requerimientos técnicos especificos (Rubanyi, 2001) por lo que existen diferentes
estudios para tratar varias enfermedades, como la hepatitis B (Yakhchali et al,. 2007), el
sarampion (Ongkudon, 2011) o la leishmaniasis (Palatnik-de-Sousa, 2008). Varios
investigadores utilizan ADNp como vector, ya que es mas seguro Yy facil de producir que

los vectores virales (Tejeda y Montesinos, 2008).

En la Figura 1 se presenta un esquema del desarrollo, produccién y aplicacion de las
vacunas de ADNp. Un factor importante en la produccién de ADNp es la seleccion de la

célula hospedera. Esta debe tener la habilidad de crecer rapidamente y alcanzar
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Figura 1. Proceso de produccion de plasmidos, de gen a paciente (Prazeres et al,. 1999)



rendimientos adecuados de plasmido, bajo las regulaciones de calidad establecidas.
(Prazeres et al,. 1999).

La bacteria Escherichia coli (E. coli) presenta varias ventajas como organismo
hospedero, es el organismo vivo mas estudiado, puede modificarse genéticamente con
facilidad y esta considerada como bioldgicamente segura para la clonacién de genes y de

vectores de expresion (Tejeda y Montesinos, 2008).

La biomasa de E. coli generada por el proceso de fermentacion debe ser lisada o rota
para liberar el ADN plasmidico (ADNp). El método de lisado para el aislamiento del
plasmido no debe provocar dafios al plasmido, ni rompimiento del ADN cromosomico
de la célula hospedera ya que estos fragmentos son mas dificiles de separar del ADNp
(Carnes y Williams, 2007).

El objetivo de los procesos siguientes al de lisado es obtener el ADNp puro. Una gran
variedad de operaciones son eficientes para la purificacion de plasmido, por ejemplo la
combinacion de métodos de cromatografia (intercambio idnico y exclusién por tamafio
molecular). Otros métodos de purificacion incluyen la microfiltracion por flujo
tangencial, la cual se utiliza para cosechar células, concentrar, intercambiar buffer y
remover impurezas selectivamente basandose en el tamafio de las moléculas. La
purificacion del ADNp a partir de E. coli ha presentado grandes desafios en
comparacion con la purificacién de proteinas, esto se debe a la quimica del ADNp y su
similitud fisica con los &cidos nucleicos de la célula hospedera (Carnes y Williams,
2007).

Existen diferentes modos de cultivo para propagar células hospederas, como lote, lote
alimentado, continuo y perfusion. Los cultivos en perfusion permiten trabajar a altas
densidades celulares (Hernandez et al,. 2009), mediante el uso de una operacion externa

para concentrar los caldos bioldgicos mediante el uso de membranas de microfiltracion.



Los equipos utilizados en microfiltracion generalmente operan con flujo cruzado o
tangencial, utilizando modulos que pueden presentar diferentes geometrias como
tubulares y de hojas espiral. Dentro de los modulos de tubulares estan los tubos de fibra
huecas donde la alimentacion fluye a presion a través del cabezal de entrada por el
interior de los tubos, de tal manera que el permeado se colecta en la parte externa de los
tubos a través de la fibra y el retenido sale por el extremo opuesto de los tubos a través
del cabezal de salida. Este funcionamiento, y el hecho de que los didmetros de los poros
son muy pequefios, hacen que estas fibras sean especialmente Utiles para separar células.
El disefio de equipos de microfiltracion esta basado en una combinacion de teoria y
experimentacion, para estimar las areas de los equipos, las etapas necesarias y el tiempo

requerido de un proceso (Tejeda et al,. 2011).

En esta investigacion se analizd tedrica y experimentalmente un sistema de
microfiltracion acoplado a un biorreactor operando en modo perfusivo para la
produccion del plasmido pVAX-NH36 alojado en E. coli DH5a Se utilizé6 un modelo
matematico para simular el comportamiento del crecimiento celular, del consumo de
sustrato y de la formacion de producto en el biorreactor. Este modelo se acopld a un
modelo matematico que describe el comportamiento de la separacion para conformar el
modelo integral del sistema. Mediante estudios de simulacién dindmica y de proceso se
determind el espacio de disefio. Los resultados del estudio se utilizaron para efectuar un

analisis econdmico del proceso.

1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo General

Desarrollar un analisis tedrico y experimental de un sistema de microfiltracion para la

produccién de plasmido de uso medico en un biorreactor de alta densidad.



1.2.2 Objetivos Especificos

Establecer un protocolo para el funcionamiento de la membrana y determinar la
resistencia de la misma.

Obtener los parametros del sistema de microfiltracién con soluciones modelo en
modo diafiltracion y concentracion.

Emplear un enfoque tedrico-experimental para describir el comportamiento del
crecimiento celular, del consumo de sustrato y de la formacion de producto en un
biorreactor de alta densidad.

Analizar el efecto de la microfiltracion sobre la morfologia celular.

Desarrollar un modelo integral del comportamiento para simular la unidad de
microfiltracion.

Efectuar el andlisis econdmico del proceso.

Constituir el espacio de disefio del proceso, particularmente las tasas de alimentacion

y recirculacion.



CAPITULO 2

REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Microfiltracion de Cultivos Celulares

Los procesos de membranas son cada vez mas utilizados en biotecnologia e ingenieria
de procesos. Esto se debe a la variedad de aplicaciones que existen, a que son simples de
operar, a que suelen ser mas econdémicas en comparacién con otras opciones de
procesamiento y a que estan disponibles en una variedad de formatos como la
microfiltracion (Rathore y Shirke, 2011).

Los procesos de ultrafiltracion y microfiltracion pueden separar solutos de particulas
coloidales de tamafio de 1 a 100 nm y de 00.1 a 10 pum, respectivamente, usando una
diferencia de presion de por lo general 100 a 500 kPa como la fuerza impulsora. Hoy en
dia las membranas de ultrafiltracion y microfiltracion son comunmente hechas de
materiales poliméricos, tales como poliamida, polisulfona, acetato de celulosa,

policarbonato y un nimero de otros polimeros avanzados (Bowen, 1995).

Con el fin de aumentar la productividad de E. coli en fermentaciones donde se combinan
etapas por lote, lote alimentado y perfusion, recientemente se utiliz6 una membrana de
microfiltracion para la retencion celular. Se desarrollaron modelos para evaluar la
fermentacion y el rendimiento de la membrana. EI modelo utilizado sélo funciond
adecuadamente para describir el comportamiento a corto plazo de la membrana. Una
evaluacion mas a detalle del modelo y los resultados experimentales indicaron que la
obstruccién en la membrana no se debia Unicamente a las células. Por los que se asume
que las incrustaciones de los componentes del medio y productos intracelulares liberados
al medio desempefian un papel importante en la disminucion del flujo a través de la

membrana (Cuellar et al, 2009).



Cuando se desarrollan modelos para la separacion de moléculas por microfiltracion, los
procesos de membrana sufren de resistencia de la capa limite de transferencia de masa
causada por la polarizacion de concentracion. Existe una diferencia entre los
mecanismos de transferencia de masa convencionales y los mecanismos transferencia de

masa en membranas (Hwang, 2011).

2.2 Leishmaniasis

La leishmaniasis es una enfermedad causada por protozoos parésitos (del género
Leishmania) y transmitidos por la picadura de los mosquitos (de los géneros
Phlebotomus en Europa, Africa y Asia y Lutzomyia en América). Actualmente, es
endémica en 88 paises y afecta a 12 millones de personas en todo el mundo. Varias
especies de Leishmania causan enfermedades humanas, desde lesiones cutaneas hasta
leishmaniasis visceral fatal, leishmaniasis mucosa y leishmaniasis cutanea difusa
(Palatnik-de-Sousa, 2008).

La Organizacion Mundial de la Salud estima que existen méas de 12 millones de casos
actualmente, con una incidencia anual de mas de 600 000 casos por afio y 750 000
muertes anuales. Aungue no existen cifras confiables debido al gran nimero de casos no
reportados, y por una gran proporcion de casos asintomaticos o subclinicos (de Jesus
Hernandez-Flores, 2007). En México, la leishmaniasis cutanea o también llamada Ulcera
de los chicleros es comun en el Sureste de México, Veracruz, San Luis Potosi,
Tamaulipas, Nuevo Leo6n, Coahuila, Michoacan, Jalisco y Nayarit (Rodriguez-
Dominguez, 2002).

En la actualidad se buscan alternativas para su tratamiento, ya que por mas de 60 afios,
los compuestos pentavalentes de amonio han sido el tratamiento estandar. Sin embargo,
esta enfermedad presenta alta resistencia a estos farmacos. En la India, la frecuencia de
resistencia es cercana a 100%. Otras desventajas son la administracion prolongada

(tratamientos de 28 dias) y efectos colaterales toxicos (aunque reversibles) como son:



fatiga, mialgias, anormalidades electrocardiogréaficas, elevacion de amino transferasas, y

pancreatitis quimica (Hernandez-Flores, 2007).

Se han utilizado diferentes tipos de vacunas contra la leishmaniasis. Las de primera
generacion compuestas de parasitos muertos; las vacunas de segunda generacion, que
utilizan paréasitos vivos modificados genéticamente o bacterias o virus que contienen
genes de Leishmania recombinantes o fracciones nativas. El enfoque mas reciente es el
de las vacunas de tercera generacion, que incluyen genes que codifican para un antigeno
protector (Palatnik-de-Sousa, 2008). Estas vacunas de tercera generacion estan formadas

por plasmidos que contienen los genes que codifican para el antigeno protector.

Segun estudios realizados en Rio de Janeiro, en los ultimos afios existe gran interés en el
desarrollo de vacunas contra la leishmaniasis. En la Tabla 1 se observan los antigenos
que fueron encontrados como los candidatos méas prometedores para los proximos afios

ya que han sido probados en modelos animales (Palatnik-de-Sousa, 2008).

2.3 Plasmidos

El termino plasmido se origind hace poco méas de 60 afos, y se utilizaba como un
término genérico para cualquier particula genética adicional al cromosoma de una
célula. El proposito de definir este término era el de diferenciar los parasitos, los virus y
los genes. No fue hasta el afio 1970 cuando se comenzaron a utilizar en investigacion de

genética molecular y en biotecnologia (Lederberg, 1998).

Los plasmidos son moléculas de ADN extracromosomico circular o lineal que se
replican y transcriben independientes al ADN cromosémico. Estan presentes
normalmente en bacterias y su tamafio varia desde 1 a 250 kb. En general, no contienen
informacion esencial, sino que confieren ventajas al hospedador en condiciones de
crecimiento determinadas. Por ejemplo, contienen genes de resistencia a un determinado

antibiético, de manera que el plasmido Unicamente supondra una ventaja en presencia de



Tabla 1. Candidatos prometedores para vacunas de tercera generacion (Palatnik-de-

Sousa 2008).

Antigeno candidato

Modelo animal probado

LACK

LelF, TSA, LmSTI1
H1

Cpa + CPb

KMP11

NH36

Ratones y perros

Ratones, changos, humanos
Ratones, changos

Ratones, perros

Ratones, hdmsteres, perros

Ratones, perros
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ese antibidtico. Los plasmidos se utilizan como vectores de clonacién en ingenieria
genéetica por su capacidad de reproducirse de manera independiente del ADN
cromosomal, asi como también porque es relativamente facil manipularlos e insertar

nuevas secuencias genéticas (Prescott, 2005).

Debido a su importancia como productos para curar enfermedades, los sistemas de
produccion de plasmidos han sido revisados recientemente, describiendo a detalle cada
una de las etapas y patentes relacionadas con cada parte del proceso de produccion
(Carnes y Williams, 2007).

El proceso de produccion de plasmidos comprende varias operaciones, sin embargo
algunos investigadores solo se enfocan en estrategias de crecimiento para producir
bacterias como E. coli con el pldsmido deseado (Tejeda y Montesinos, 2008). Estos
estudio buscan aumentar el rendimiento celular y especifico del plasmido con respecto a

la masa celular sin afectar la integridad del plasmido (Carnes et al,. 2006).

Otros investigadores (Prazeres, 2001; Bohle, 2011; Urthaler et al,. 2012) se enfocan a
los métodos de purificacidn de plasmido ya que conforme las vacunas de ADN avanzan
en el campo de pruebas clinicas, la demanda de plasmido de grado farmacéutico

producido de acuerdo a las préacticas de buena manufactura aumenta.

El control de calidad y analisis de ADNp para aplicaciones farmacéuticas se rige por una
serie estatutos. La Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
(por sus siglas en inglés FDA) con el fin de garantizar consistencia en la fabricacion y
seguridad en los productos, solicita que para el lanzamiento de cantidades de prueba o a
granel de producto, se deben utilizar pruebas estandares de especificidad, sensibilidad,
estabilidad, pruebas de lanzamiento y control durante el proceso (IPC por in-process
control). La Tabla 2 muestra los pardmetros, métodos y especificaciones requeridas para

la produccion de plasmido (Urthaler et al,. 2012).


http://es.wikipedia.org/wiki/Vector_de_clonaci%C3%B3n
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Tabla 2. Pardametros analiticos recomendados para el control en proceso y pruebas de

lanzamiento de plasmido, posibles métodos de analisis y especificaciones sugeridas

(Urthaler et al,. 2012).

Parametro

Método

Especificaciones
sugeridas

Concentracion de DNA

Pureza general

Homogeneidad
(contenido ccc)

Apariencia

Residuo de DNA
genémico

Residuo de RNA

Residuo de proteinas de
célula hospedera
Endotoxinas LPS

Pureza (microorganismos)
Identidad (estructura de
vector)

Identidad (secuencia)

pH

UV-absorbancia (260 nm)

UV-escaneo (220-320 nm)
0 A260/A280

AEC-HPLC, CGE, AGE

Inspeccion visible

AGE, PCR cuantitativo,
Southern blot

AGE, PCR cuantitativo,
analisis de fluorescencia

BCA, ELISA
Examen LAL
Prueba de carga biol6gica
y/o esterilidad

AGE, Bioanalizador

Secuenciacion

Dependiendo de las
especificaciones del
producto

>1.75

>90% @

Claro, sin color

<1%

No detectable en AGE
<1%

£1 EU/mg pDNA®

<1 CFU

Ajuste en fragmentos de
restriccion

Ajuste

Dependiendo de las
especificaciones del
producto

2>80 % recomendado por la US FDA (2007)
b<40 EU/mg recomendado por la US FDA (2007)
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Otro factor importante en el proceso de produccion de plasmidos es el costo. Durante la
formulacion de vacunas producidas utilizando virus, se requieren instalaciones
adecuadas para la generacion y procesamiento de virus, estos procedimientos requieren
costosas instalaciones con altos niveles de control y medidas de bioseguridad. Mientras
que una vez aprobadas, la produccion de vacunas de ADN sera mucho maés simple, ya
gque son moléculas universales que poseen las mismas caracteristicas,
independientemente de la secuencia que producen, todo el proceso de produccion y
purificacion podria ser completamente normalizado. Por lo que la produccion de
cualquier vacuna de ADN puede entonces lograrse de forma masiva y todo el proceso de
purificacion se podia reducir a un par de pasos con protocolos estandarizados. La Figura
2 esquematiza y compara desde un punto de vista econémico y de procesamiento, los
diferentes tipos de vacunas con respecto a los riesgos estimados que implican el manejo

de estas vacunas (Gonzalez-Valdez, 2013).

2.4 Cultivos Celulares de Alta Densidad

Las técnicas de cultivo celular a altas densidades han sido desarrolladas para mejorar la
productividad de los procesos de cultivo, también para proporcionar ventajas como la
reduccién del volumen de cultivo, mejorar los procesos post-fermentacion, disminucién
en los pasos de purificacion al tener un volumen reducido, eliminacion de etapas de

concentracion y por lo tanto reduccion de costos de operacion (Knorre et al,. 1991).

Estas técnicas, también presentan inconvenientes como la produccion de inhibidores de
crecimiento (Yakhchali et al,. 2007). Esta reportado que los principales productos
solubles al fermentar E. coli son acetato, etanol, formiato, lactato con cantidades
pequefias de succinato, productos gaseosos de hidrdgeno y diéxido de carbono en mayor
cantidad (Clark, 1989). Estos productos podrian ser los causantes de la inhibicion de
crecimiento en los cultivos, segun algunos autores esta inhibicion puede reducirse o
evitarse mediante la alteracion del medio de fermentacion o la optimizacion de las

estrategias de alimentacion (Yakhchali et al,. 2007).
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Costo Relativo

A 4

Facilidad de Procesamiento

Figura 2. Comparacion de costo y facilidad de procesamiento de vacunas de primera
(viral), segunda (recombinante) y tercera (ADN) generacion en relacion con el control
del peligro requerido para producir cada uno de ellos. Las vacunas basadas en ADN se
destacan de otros tipos de vacunas debido a la simplicidad de la molécula y las

instalaciones para manejarlo (Gonzalez-Valdez, 2013).
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Diversas técnicas de cultivo celular de alta densidad se han desarrollado para el cultivo
de cepas de E. coli recombinantes y no recombinantes como el de lote alimentado a
concentraciones mayores que 100 g/L peso celular seco (Lee, 1996). Otros sistemas para
lograr la alta densidad utilizan como medio de separacion sistemas de microfiltracion
(Voisard et al,. 2003; Restaino et al,. 2011).

2.5  Citometria de Flujo

La citometria de flujo ha sido durante varios afios un método (til para el estudio de las
caracteristicas de bacterias. Aunque en un principio, el analisis de células bacterianas no
se prestaba para experimentos de citometria, los problemas generales asociados con el
tamafo relativamente pequefio de bacterias se han superado, y el aumento de la
disponibilidad de equipos de citometria de flujo ha permitido importantes progresos en

este campo (Hewitt et al,. 2000).

El contenido de ADN de cada bateria puede ser determinado utilizando colorantes
fluorescentes especificos para ADN, mientras que cantidad de luz reflejada por una
bacteria al pasar por el laser de luz del citometro es un buen indicador de su masa
celular, por lo que el contenido de ADN y la masa de esta bacteria puede ser medida

simultdneamente (Boye y Lagbner-Olesen, 1991).

La medicion de los estados fisioldgicos de la célula, su proliferacion y su viabilidad, asi
como los componentes intracelulares, son factores esenciales para la toma de decisiones
sobre el control del proceso, ya que éste depende en gran medida del namero de células
metabdlicamente activas. La citometria de flujo es una técnica poderosa para la
caracterizacion rapida de poblaciones de células y su aplicacion a procesos
biotecnol6gicos con microorganismos que ha ganado gran interés en los Ultimos afios
(Silva, 2011).
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2.6 Simulacién de Bioprocesos

En la actualidad, las simulaciones se han vuelto indispensables para el analisis y la
optimizacion de los bioprocesos. Varios de estos bioprocesos son especificamente
distribuidos, es decir, sus variables cambian en el tiempo y el espacio. Su simulacion
frecuentemente requiere soluciones aproximadas mediante computadora (Logist et al,.
2009).

El sistema del software MATLAB proporciona la posibilidad de resolver sistemas de
ecuaciones diferenciales en una interface grafica sencilla de utilizar. Es adecuado para
simulaciones de ingenieria de bioprocesos, para describir el comportamiento de

fermentacion y de sistemas de biorreactores (Sevella y Bertalan, 2000).

2.7  Espacio de Disefio

El ciclo de desarrollo de un producto define un espacio de disefio que no es definitivo,
siempre se esta perfeccionando. El espacio de disefio es la zona en la que un proceso
puede operar con resultados predecibles para que los productos sean aceptables en todo
momento. En la Figura 3 se muestra que este espacio es mayor y mas amplio que los
rangos de funcionamiento para las operaciones de rutina. Cuando se presenta evidencia
de tener definido el espacio de disefio de un proceso a la FDA, generalmente se permite
hacer modificaciones en el sistema, siempre y cuando se mantenga dentro de este
"espacio” (Calcott, 2011).

El andlisis espacial de disefio estd basado en preguntas, opciones y criterios para
representar el espacio de disefio en torno a un sistema. Los principales componentes son
preguntas que identifican cuestiones claves del disefio, opciones que ofrecen posibles
respuestas a las preguntas, y criterios para la evaluacion y comparacion de las opciones.

El anélisis espacial de disefio también considera justificaciones para el disefio y posibles



Fuera del espacio de disefio

(zona de falla, areas donde se
requiere autorizacion de las
autoridades para operar)

Operacion dentro del espacio de
disefio con control de cambio
interno

Rango de operacion
normal

Rango de operacion alternativo

(no requiere la autorizacion de las
autoridades)
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Figura 3. Comparacion del espacio de disefio y los rangos de funcionamiento estandares

para las operaciones de rutina (Calcott, 2011).
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disefios alternativos que reflejan consideraciones tales como consistencia, modelos y

analogias, y los datos y teorias relevantes (MacLean, 1991).
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CAPITULO 3

METODOLOGIA

3.1  Descripcion General

Durante este proyecto se analizO teGrica y experimentalmente un sistema de
microfiltracion para la produccion de plasmido en un biorreactor de alta densidad. La
Figura 4 muestra un diagrama del enfoque metodologico del proyecto. Se realizaron
experimentos para el desarrollo de protocolos de funcionamiento del sistema y limpieza
de la membrana. Los parametros del sistema se determinaron mediante experimentos de
microfiltracion en modo diafiltracion y concentracion con soluciones modelo. Ademas

con estudios a nivel matraz y a nivel fermentador.

Los parametros obtenidos se utilizaron en los estudios de simulacion mediante el uso de
un modelo matematico para describir el sistema perfusivo. Posteriormente se acoplo este

modelo al del sistema de microfiltracion.

Se analizé la morfologia celular a lo largo de un cultivo perfusivo mediante citometria
de flujo. Ademas, el estudio de costos marginales permitié la evaluacion econdémica

comparativa del sistema.

El espacio de disefio se fue determinando conforme el desarrollo de los experimentos
considerando esencialmente la estrategia de alimentacion durante las perfusiones. Dando
como resultado un area espacial de disefio donde el sistema de microfiltracion es

funcional y efectivo.
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Figura 4. Descripcion general del enfoque metodoldgico del proyecto
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3.2 Materiales

Los cultivos celulares se realizaron con la bacteria E. coli DH5a conteniendo el
plasmido pVAX1-NH36. El tamafio del plasmido es de 4.0 kbp y contiene un gen que le
da resistencia a la kanamicina con proposito de seleccion. El paquete celular inicial fue
obtenido de una fermentacion en la planta piloto del Departamento de Biotecnologia y
Bioingenieria del CINVESTAV-IP.

El modulo empleado en la microfiltracion fue el Modelo X3-500S-300-02N (Spectrum
Laboratories, Rancho Dominguez, CA, Estados Unidos), estd compuesto por una
membrana de fibra hueca de polietersulfona (PS) tiene un tamafio de corte de 500 KD,
un diametro interno de 0.5 mm y un area superficial de 0.0145 m2,

Los estudios a nivel matraz se realizaron inicialmente en medio de cultivo Terrific Broth
(TB) enriquecido con glicerol (Sigma-Aldrich G6279-L), compuesto de extracto de
levadura (Fluka 70161-500G), triptona (Fluka 16922-500G-F), fosfato de potasio
monobasico (Sigma P5655-500G), fosfato de potasio dibasico (Sigma-Aldrich P2222-
500G) y kanamicina (Sigma K0254-20ML).

El medio de cultivo seleccionado consistié en un medio definido conteniendo glicerol
(Sigma-Aldrich G6279-L), fosfato de potasio dibasico (Sigma-Aldrich P2222-500G),
fosfato de amonio dibasico (Sigma-Aldrich GA5764-500G), acido citrico (Jalmek
A1325-04) y sulfato de magnesio (Sigma M2773-500G). Ademés de soluciones traza
compuestas de: citrato férrico (Fluka 44941-250G), cloruro de cobalto hexahidratado
(Sigma-Aldrich C8661-25G), cloruro de manganeso tetrahidratado (Sigma M8054-
500G), cloruro cuprico dihidratado (Meyer 1095), acido bérico (Sigma B6768-500G),
molibdato de sodio dihidratado (Monterrey 4090), acetato de zinc (Mallinckrodt) y sal
disodica dihidratada EDTA (Fisher Chemical S311-500). También contiene biotina
(Sigma-Aldrich B4501-100MG) y hidrocloruro de tiamina (Sigma-Aldrich T4625-5G) y
kanamicina (Sigma K0254-20ML).
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Como antiespumante se utilizé el compuesto 204 (Sigma A6426-500G). El oxigeno puro
se adquirio de un proveedor local (Infra). Para el lavado de la membrana se utilizé
hidréxido de sodio (Reproquifin 4945P) y etanol (Sigma Aldrich E7148-500ML).

Durante la determinacion del consumo de glicerol, se utilizaron los siguientes reactivos:
acido acético glacial (Fermont 03011), acetato de amonio (Fermont 11052),
acetilacetona (Sigma Aldrich P7754-100ML-A), periodato sodico (Fermont 59902) y
etanol (Sigma Aldrich E7148-500ML).

Para los estudios de citometria de flujo se utiliz6 EDTA (Fisher Scientific 02793-500) y
buffer de fosfato salino (Sigma P4417-50TAB).

Para la purificacion del plasmido se utilizaron kits GenElute HP Plasmid Miniprep
(Sigma NA0151S-1KT) vy se realizaron geles de electroforesis utilizando agarosa para
electroforesis (Sigma A5304-100G), azul de bromofenol (Sigma Aldrich 114391-5G) y
bromuro de etidio (Sigma Aldrich E8751-10G). También se utiliz6 un marcador de
ADN super enrollado (Invitrogen 15622-012)

3.3  Equipo

El equipo de microfiltracion consiste en un sistema KrosFlo Reasearch Il TFF System
(Spectrum Laboratories, Rancho Dominguez, CA, Estados Unidos) como lo muestra la
Figura 5. Los componentes principales son una bomba peristaltica, una valvula de
contrapresion y tres transductores de presion que son colocados en las salidas de los

modulos de fibras huecas.
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Figura 5. Sistema KrosFlo Research Ili utilizado en los procesos de microfiltracion.
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La incubadora VWR Orbital Shaker Incubator (Cornelius, OR, Estados Unidos)
mostrada en la Figura 6 fue utilizada para la preparacion de indculos y las
fermentaciones a nivel matraz. Durante los experimentos, también se utilizaron las
centrifugas Sorvall Biofuge Stratos (Termo Scientific, Alemania) y Durafugel00
Precision (Thermo Electron Corp., Chateau-Gontier, Francia), y el congelador Revco
Ultima Il Series (Thermo Scientific, Asheville, NC, Estados Unidos).

El crecimiento celular, a nivel fermentador, fue realizado en un biorreactor Applikon
(Schiedam, Holanda) de 2L con control eZ, sensores de pH, oxigeno disuelto,
temperatura y espuma. Durante las perfusiones, también se utiliz6 una bomba
peristaltica Cole-Parmer Masterflex L/X con dos cabezales Easy-load 3 (Thermo Fisher
Scientific, Estados Unidos). La Figura 7 muestra el sistema perfusivo integrado.

En las determinaciones de densidad Optica se utilizaron un espectrofotometro UV/VIS
Lambda2S (Perkin Elmer, Monterrey, NL, Mexico) y un espectrofotometro NanoDrop
1000 (Thermo Scientific, Estados Unidos).

Para el analisis de integridad celular se utilizé un citometro de flujo FACSCanto Il (BD

Biociences, Estados Unidos) como el que se muestra en Figura 8.

Se utilizaron ademéas un bafio de agua caliente (Bio-Rad, Cornelius, OR, Estados
Unidos), una centrifuga Micro Centrifuge (BioRad, Taiwan), una camara horizontal de
electroforesis Sub-Cell GT (BioRad, Hercules, CA, Estados Unidos) y un equipo UVP
MultiDoc-It Digital Imaging Systems (UVP, Upland, CA, Estados Unidos).


http://www.bdbiosciences.com/instruments/facscanto/index.jsp

Figura 6. Incubadora VWR Orbital Shaker Incubator utilizada para las cinéticas de

crecimiento a nivel matraz
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Figura 7. Sistema perfusivo formado por el controlador Applikon eZ-Control, el

biorreactor, el sistema KrosFlo Research Ili con el médulo de microfiltracion y la bomba

peristaltica Cole-Parmer Masterflex L/X en el Laboratorio de Bioprocesos
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Figura 8. Equipo FACSCanto |1 utilizado para los estudios de citometria de flujo.


http://www.bdbiosciences.com/instruments/facscanto/index.jsp
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3.4 Métodos

Los métodos 3.4.1 y 3.4.2 se llevaron a cabo utilizando el arreglo experimental que se

muestra en la Figura 9.

3.4.1 Protocolo de Funcionamiento de la Membrana

Limpieza de la Membrana. El lavado de las membranas de microfiltracion se adaptd
de los protocolos de limpieza sugeridos por el proveedor y se llevé a cabo al terminar

cada experimento.

El lavado de la membrana se realiz6 con una solucion de NaOH a una concentracion de

0.5M de acuerdo a los siguientes pasos:

1. Enjuague. Consiste en tres lavados por recirculacion con 50 mL de agua
desionizada por un periodo de 2-3 minutos a temperatura ambiente.

2. Lavado. Se lleva acabo recirculando 50 mL de una solucion de NaOH por un
periodo de 40 minutos a temperatura ambiente.

3. Retroflujo. Utilizando una jeringa, se inyecta lentamente de 10 a 20 mL de NaOH
0.5M por la salida de permeado.

4. Enjuague. Consiste en tres lavados por recirculacion con 50 mL de agua
desionizada por un periodo de 2-3 minutos a temperatura ambiente.

5. Verificado de integridad. Se recirculan 50 mL de agua desionizada y se mide el
flujo de permeado a diferentes gradientes de presion para verificar que se
restablezca la resistencia intrinseca de la membrana.

6. Esterilizacion. En caso de que el flujo no se restablezca, se trata la membrana con

etanol de acuerdo al protocolo de esterilizacion.
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Figura 9. Arreglo experimental KrosFlo Research Ili System con una membrana de

microfiltracion de 500 kDa utilizado para los protocolos de manejo, la determinacion de
la resistencia de la membrana, y los experimentos de diafiltracién y concentracién. (1)
alimentacion, (2) recipiente de almacenamiento, (3) bomba de alimentacion, (4)
membrana de MF, (5) linea de retenido, (6) valvula de contrapresion, (7) linea de

permeado y (8) bomba de extraccion de permeado.
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Protocolo de Esterilizacion de la Membrana. Es posible esterilizar la membrana en
la autoclave, pero no los transductores de presion, por lo que se utilizo el siguiente
método de esterilizacion:
1. Recirculacion. Consiste en recircular 50 mL de una solucién de 70% etanol por
un periodo de 25 minutos a temperatura ambiente.
2. Retroflujo. Utilizando una jeringa, se inyecta lentamente de 10 a 20 mL de etanol
por la salida de permeado.
3. Enjuague. Consiste en tres lavados por recirculacion con 50 mL de agua
desionizada estéril por un periodo de 2-3 minutos a temperatura ambiente.
Nota: Se recomienda tener mecheros encendidos alrededor del area de trabajo
para mantener esterilidad.
4. Almacenaje del médulo. Se cierran las salidas de las membranas o realizar las

conexiones correspondientes.

Integridad de Membrana. Cuando al realizar la verificacion de integridad del
procedimiento de limpieza, los valores de volumen de permeado siempre son muy altos
y la presion transmembrana no aumenta a mas de 5.0 psi, se considera que la membrana

estd comprometida o dafiada.

Verificacion de Estabilidad en el Sistema. Para buscar fugas en el sistema se siguen

los siguientes pasos:

1. Seinunda el sistema con agua.

2. Se purga el sistema con aire para eliminar todo el liquido del lado del retenido,
manteniendo inundado el lado del permeado.
Se cierra las lineas de alimentacion, permeado y retenido.

4. Se enciende el monitor de presion y se verifica que la lectura de la presién de
alimentacion sea cero.

5. Se enciende la bomba para la circulacion de aire y se ajusta el flujo a 30 mL/min
hasta que la presion de alimentacion sea de 5.0 psi (aproximadamente 10 segundos).

Al final de este periodo se apaga la bomba.
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6. Se revisa la caida de presion después de 1.0 min.

a. Sino hay pérdida de presién (<0.5 psi/min) el sistema no tiene fugas.

b. Si la caida es mayor a 0.5 psi/min, asegurarse que todas las uniones de
mangueras Se encuentren correctamente apretadas y repetir los pasos
anteriores.

7. Una vez asegurado que el sistema no tiene fugas, liberar la presion en la membrana

abriendo las valvulas de retenido y permeado.

Determinacion de la Resistencia de la Membrana. La resistencia intrinseca de la
membrana fue obtenida mediante un experimento de diafiltracion hidraulica que
consistio en recircular agua en el sistema a un flujo cruzado constante de 50 mL/min
utilizando las presiones transmembrana de 1.5, 2.5, 5.0, 7.5, 10.0, 11.0, 18.0 psi. Como
respuesta se midid el flux de permeado para cada una de las presiones transmembrana

seleccionadas.

La variacion de la presion transmembrana se realiz6 utilizando una valvula automatica
de contrapresion colocada a la salida del retenido, al fijar la presién transmembrana en
dicha véalvula, ésta hace presion en la manguera de retenido hasta alcanzar la presién

deseada.

3.4.2 Microfiltracion en Modo Diafiltracion y Concentracion con Soluciones
Modelo

Cada experimento de diafiltracion con soluciones modelo se realizd recirculando una
suspension conteniendo 18.15 g/L de células peso seco, a un flujo cruzado constante,
variando la presion transmembrana y midiendo el flux de permeado. La Tabla 3 muestra
los experimentos realizados en el sistema de microfiltracion en modalidad de

diafiltracion.
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Tabla 3. Experimentos realizados en modalidad de diafiltracion con soluciones
conteniendo 18.15 g/L de células peso seco.

Flujo cruzado

_ APTM (kPa)
(mL/min)
100 4.1,13.8,34.5, 55.1,75.8,96.5y 117.1
150 5.5,13.8, 34.5,55.1y 75.8

200 27.6,34.5,55.1, 75.8, 96.5 y 117.1
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La variacion de la presion transmembrana se realiz6 mediante la valvula automatica de
contrapresion colocada a la salida del retenido. Después de cada uno de los
experimentos, la membrana fue lavada de acuerdo al protocolo de limpieza antes

mencionado.

Los experimentos de concentracion de soluciones modelo se realizaron utilizando la
presion transmembrana o flux de permeado constante. En ambos casos se empled un

flujo cruzado de 150 mL/min y se prescindio de la alimentacidn de suspension.

Concentracion a Presion Transmembrana Constante. Se coloca en el recipiente de
almacenamiento 250 mL de una suspension celular de 9.72 g/L peso seco. Se prende la
bomba de alimentacion y mediante la valvula reguladora de contrapresion se fija la
presion transmembrana a 34.5 kPa. Durante el experimento se mide el flux de permeado
y la concentracion de la suspension celular en el tanque de almacenamiento a cada

minuto.

Concentracion a Flux de Permeado Constante.  Se coloca en el recipiente de
almacenamiento 250 mL de una suspensién celular de 7.83 g/L peso seco. Para mantener
el flux de permeado constante, se prende la segunda bomba peristaltica conectada a la
linea de permeado y se ajusta el flujo de permeado a 3.3 mL/min, es decir un flux de
permeado de 3.79x10°% m3/m?-s. Durante el experimento se midio el incremento de la
presion transmembrana y el incremento de la concentracion de la suspension celular

dentro del tanque de almacenamiento, en intervalos de 1.0 min.

3.4.3 Cinéticas de Crecimiento Celular, Consumo de Sustrato y Formacion de
Producto

Para obtener las curvas de crecimiento en los cultivos, se tomaron muestras para
determinar la concentracion celular a diferentes tiempos mediante lecturas de

absorbancia a 600 nm (DOseoo).
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Preparacion de Medio de Cultivo TB para Matraz. La preparacion de medio de
cultivo TB consiste en la preparacion de dos tipos de soluciones: un medio sin sales y

una solucion de sales.

La solucion de medio sin sales se prepara para obtener una concentracion final de 24 g/L
de extracto de levadura, 12 g/L de triptona y 37.86 g/L de glicerol, disolviéndolos en el
mismo orden y aforando a un volumen de manera que al agregarle la solucién de sales y

el indculo, se obtenga el volumen total de medio deseado.

La solucidn de sales se prepara disolviendo 2.31 g/L de fosfato de potasio monobaésico y
12.54 g/L de fosfato de potasio dibasico en aproximadamente 100 mL de agua. Estas dos
soluciones se esterilizan por separado, y una vez estériles y frias, se mezclan en
condiciones estériles. Se le agrega kanamicina para tener una concentracion final

(considerando el in6culo) de 50 pg/mL y después el indculo necesario.

Preparacion de Medio de Cultivo Definido. La preparacion de medio de cultivo
definido consiste en la preparacion de tres tipos de soluciones: sales, glicerol y
vitaminas. Las soluciones se preparan en volimenes correspondientes al 70, 16 y 4% del

volumen final de medio a preparar, respectivamente.

Para preparar la solucion de sales se utilizan dos soluciones trazas. La solucién traza 1
contiene 110.8 g/L citrato férrico. La solucién traza 2 contiene 2.5 g/L cloruro de
cobalto hexahidratado, 15 g/L cloruro de manganeso tetrahidratado, 1.5 g/L cloruro
cuprico dihidratado, 3 g/L &cido bérico, 2.1 g/L molibdato de sodio dihidratado, 33.8
g/L acetato de zinc y 14.1 g/L sal disédica dihidratada EDTA.

La solucion de sales se prepara para obtener una concentracion final de 13.3 g/L fosfato
de potasio dibasico, 4 g/L fosfato de amonio dibéasico, 1.7 g/L &cido citrico, 1 g/L de
solucion traza 1 y 1 g/L de solucion traza 2. Una vez disueltos los componentes se

ajusta el pH a 6.8 utilizando amoniaco.
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La solucion de glicerol se prepara para obtener una concentracion final de 13, 18, 25 o
50 g/L de glicerol y 1.2 g¢/L sulfato de magnesio. EI medio de cultivo con
concentraciones de 18, 25 y 50 g/L de glicerol se utiliza para alimentar el biorreactor

durante la perfusion.

Para la preparacion de la solucion de vitaminas, se utiliza una solucion stock
conteniendo 0.2 g/L de biotina y una con 4.5 g/L de tiamina esterilizadas utilizando un
microfiltro de 0. 2 um. En cada preparacion se toman 1.25 mL/L de la solucion de
biotina y 2.0 mL/L de la solucion de tiamina, se mezclan y se aforan al volumen

correspondiente.

Una vez esterilizadas las soluciones de sales y el glicerol, bajo condiciones estériles se
agrega la solucion de glicerol a las sales, posteriormente la solucion conteniendo las

vitaminas y kanamicina para alcanzar una concentracion de 50 pg/mL.

El 10% del volumen final restante del medio de cultivo corresponde al inéculo que se
utiliza para cada fermentacion. Cuando el medio se prepara para alimentar Unicamente,

se remplaza este volumen con agua estéril.

Cultivos Celulares a Nivel Matraz. Para los experimentos de diafiltracion y
concentracion de soluciones modelo se cultivaron células en matraces con 200 mL de
medio TB, a 37 °C y 250 rpm en la incubadora durante 8 horas. Para concentrar estos

caldos se centrifug6 a 5000 rpm por 5.0 min en una centrifuga refrigerada.

Para la preparacién de los indculos para los cultivos en lote y los cultivos perfusivos a
nivel biorreactor, se realizaron una serie (de 3 a 6) de transferencias de matraz a matraz,
iniciando con una muestra del banco de células en medio definido. Los cultivos fueron

crecidos a 30 °C y 260 rpm en la incubadora por periodos de 8 a 10 horas.
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Cultivos Celulares a Nivel Fermentador: por Lote y Perfusivo. Los cultivos
celulares a nivel biorreactor se iniciaron a partir de los cultivos a nivel matraz. Una vez
alcanzada la fase exponencial de estos cultivos, se centrifugaron para reducir el volumen
y proporcionar el 10% de indculo en la fermentacion con suficiente biomasa para

comenzar la fermentacion con DOegoo = 2.0.

Todas las fermentaciones se realizaron a pH a 6.8 £0.1 controlado mediante adicion de
hidréxido de amonio al 12.5% o acido fosforico al 10%. La temperatura en el biorreactor
se mantuvo a 37 °C utilizando el enfriamiento con el intercambiador de calor o la

chaqueta de calentamiento del biorreactor.

El oxigeno disuelto fue calibrado a 0% con la utilizacion de nitrégeno y a 100% con
saturacion de aire y 700 rpm de agitacion. El sistema se aire6 a 3.0 vvm (volumen de
aire/volumen de medio), en este caso 3.0 L/min. El oxigeno disuelto se mantuvo a 30%,
siendo controlado mediante la variacién de la agitacion entre 400 y 900 rpm con pulsos
de hasta 1.0 L/min de O2 que varian automéaticamente segun el sistema lo requiera para

mantener 30% de saturacién de oxigeno disuelto.

Durante el crecimiento celular en modo perfusivo, la alimentacion de nutrientes se
realiza de acuerdo con una estrategia de alimentacion exponencial predeterminada, es
decir, después de que se consume una cantidad inicial de sustrato de carbono durante la
fase de lote, pero antes de agotar el sustrato, comienza la fase de alimentaciéon de

nutrientes y al mismo tiempo se inicia con la perfusion.

Consumo de Glicerol. En los experimentos de perfusion, el consumo de glicerol fue
determinado mediante analisis por el método de Bondioli y Della Bella (Bondioli y
Della Bella, 2005).

Se prepar6 una solucion de acetilacetona de 0.2M mezclando 5 mL de acido acético

1.6M, 5 mL de acetato de amonio 4M y 200 uL de acetilacetona. También se prepard
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una solucién de periodato de sodio 10 mM disolviendo 0.021g de periodato de sodio en
5 mL de &cido acético 1.6 M, una vez disuelto, se agregd 5 mL de acetato de amonio 4M
y se mezclaron. Se requirié ademéas un solvente de trabajo formado por etanol 96% y
agua en proporciones iguales. Estas soluciones fueron preparadas al tiempo de realizar el

estudio.

Para la obtencion de la curva patron de glicerol se tomé una muestra de medio de cultivo
antes de inocular, donde la concentracion de glicerol es de 13 g/L. Se diluy6 la muestra
500 veces, es decir, se diluyd 200 puL en 100 mL para minimizar el error. Se prepararon

7 tubos con concentraciones conocidas como son mostradas en la Tabla 4.

Para efectuar las determinaciones a cada tubo se agreg6 1.2 mL de solucién de periodato
sodico y se agitd por 30 segundos. Al finalizar este periodo, se agregd 1.2 mL de
solucion de acetilacetona, se agitd y colocd en bafio de agua a 70 °C por un minuto.
Inmediatamente después se puso en agua con hielo e répidamente se midié en el

espectrofotometro a 410 nm.

La obtencion de la curva patron se efectu6 graficando la absorbancia contra
concentracion y agregando una linea de tendencia que pasa por el origen. Con la
ecuacion de la recta, se calcularon las concentraciones posteriores. La Figura 10 muestra

los tubos obtenidos en la curva patron.

Las muestras fueron obtenidas directamente del biorreactor cada hora durante la
fermentacion. Para su analisis se centrifugan por 3 minutos a 6000 rpm y se colecta el
sobrenadante. Posteriormente se procesan como se describe anteriormente para la

obtencion de la curva patron.
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Tabla 4. Soluciones que se requieren para la realizacion de la curva patron para la

determinacion de glicerol en las muestras de fermentaciones

Solucién de Solvente de
Tubo glicerol (1:500) trabajo

(mL) (mL)
1" 0.0 2.0
2 0.2 1.8
3 0.4 1.6
4 0.6 1.4
5 0.8 1.2
6 1.0 1.0
7 1.2 0.8

* Blanco
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Figura 10. Curva patron para determinacion de glicerol.
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Purificacién de Plasmido. Las muestras de la fermentacion tomadas cada hora, con un
indice de masa de 4 (DOeoo), fueron purificadas utilizando el kit GenElute HP Plasmid

Miniprep de purificacion.

Para determinar la concentracién y pureza de plasmido, se utiliza el espectrofotometro a
una absorbancia de DO2so y DO2g0. Una manera de determinar la pureza es mediante la
relacion 260/280 y otra manera es mediante la electroforesis en gel de agarosa, la cual

también nos da informacion sobre la isoforma en la que se encuentra.

Electroforesis. Las muestras de plasmido purificado provenientes de los diferentes
tiempos de fermentacion se analizan mediante electroforesis en gel. Se prepara un gel de
agarosa al 1% disolviendo la agarosa en agua desionizada, esto se logra calentando el
agua con la agarosa lentamente en microondas y agitando cada 15 segundos
aproximadamente, sin dejar que hierva. Una vez disuelto, se coloca en el molde para
realizar el gel junto con un peine con pocillos. Una vez que el gel ha solidificado, se
coloca en la unidad de electroforesis y se llena de solucion TAE, la cual esta formada
por 40 mM de Tris, 20 mM de acido acético y 1mM de EDTA a pH 8.0. Para iniciar la
electroforesis se colocan 2 puL de marcador de ADN super enrollado mezclados con 2 pL
de buffer de carga azul de bromofenol en el primer carril. En los siguientes carriles se

colocan 4 pL de muestra mezclados con 2 uL de buffer de carga azul de bromofenol.

La unidad de electroforesis se conecta a la fuente de corriente a 80 V durante 40
minutos. Al terminar, el gel es colocado en una solucién de 0.5 ug/mL bromuro de etidio
en la incubadora con mezclado de 30 rpm por 50 min. Para obtener la imagen del gel se

coloca en el equipo UVP MultiDoc-It Digital Imaging Systems.

3.4.4 Citometria de Flujo
Para analizar el efecto de la técnica de cultivo sobre la morfologia celular,

particularmente el de la microfiltracion se realiz6 un estudio de citometria de flujo. Se
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tomaron muestras del cultivo cada hora durante la fermentacion. Estas muestras fueron
lavadas mediante los siguientes pasos: (1) se toma una muestra de 1x108 células y se
agrega a 1.0 mL de solucion de PBS con EDTA,; (2) se centrifuga por 10 min a 6,000
rpm; (3) se desecha el sobrenadante y (4) se resuspende en 1.0 mL de solucion de PBS

para despues proceder a su adquisicién en el citbmetro.

Para realizar el control de células muertas, se someti6 una de las muestras de la
fermentacién a un tratamiento térmico para asegurar la muerte celular. Este tratamiento
consistié en calentar a 75 °C por 15 minutos, después se procedi6 al lavado de acuerdo

al protocolo antes mencionado.

Los parametros empleados al momento de leer en el citometro fueron: FSC 550 y SSC
500.

3.4.5 Espacio de Disefio

El espacio de disefio del sistema se fue definiendo conforme se desarrollaron los
experimentos. Particularmente, se enfoco el anélisis en la estrategia de alimentacion del

medio de cultivo en la etapa perfusivo.

Tasas de Alimentacion. Inicialmente se investigo el efecto de la concentracion celular
sobre la caida de presion en modo concentracion a flujo constante. Se utiliz6 un volumen
de 250 mL de una suspensién celular de 8.85 g/L y el flux se mantuvo constante a
3.79x10°® m3/m?-s, es decir, 3.3 mL/min. Durante el experimento se tomaron muestras

de concentracion y lecturas de presion transmembrana a diferentes tiempos.

En un cultivo perfusivo tipico se mantiene el volumen de cultivo constante en el
biorreactor. Para tal efecto, el flujo de permeado debe ser igual que el flujo de
alimentacion. Cuando la alimentacion es en forma exponencial, el flujo de permeado

también incrementa exponencialmente.
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Cuando los flujos de permeado son altos, se genera vacio en el lado del permeado de la
membrana, al ir aumentando este vacio, la presion de alimentacién de la membrana
aumenta criticamente. Al alcanzar una presion de alimentacion a la membrana de 172

kPa, el sistema se detiene automéaticamente para proteger sus componentes.

Una forma de controlar el aumento de presion es aplicando retroflujo en la membrana,
éste removera una porcion de la torta formada en la membrana y volviendo la presion
transmembrana a pardmetros aceptables. El retroflujo consistio en aplicar 10 mL de agua

estéril, en condiciones estériles por una de las salidas de permeado de la membrana.

Otro enfoque es aumentar la concentracion de glicerol en el medio de alimentacién

durante la perfusion. Para tal efecto, se realizaron tres experimentos.

En el primer experimento, se realizo una perfusion en la que se aliment6é medio definido
enriquecido en glicerol a una concentracion de 18 g/L y se observd el desarrollo del

sistema. Esto se considerd el caso base.

En el segundo experimento, se implemento la estrategia de concentracion realizando una
perfusion alimentando exponencialmente 800 mL de medio enriquecido con 25 g/L de
glicerol en 2.8 horas. Posteriormente se alimentaron exponencialmente 2000 mL de una

solucion de medio enriquecido con 50 g/L de glicerol por 5.2 horas.

Cambiar la concentracion de todo el medio de cultivo fue la estrategia del tercer
experimento. Se alimentd medio de cultivo a 1.72X de concentracion de todos los
componentes respecto a la concentracion del medio del lote, con esta proporcién la

concentracion de glicerol en el medio de alimentacion era de 18 g/L.

Recirculacion de permeado. Para analizar la conveniencia de recircular parte del
permeado al biorreactor se analiz6 la evolucion de la concentracién de glicerol en el

sistemay apariencia del permeado.
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Recirculacion de retenido. La velocidad de recirculacion del retenido en la membrana
es un pardmetro de disefio a considerar, el efecto de este parametro se investigd en los
experimentos de diafiltracion a de soluciones modelo

35 Marco Tebrico
3.5.1 Modelo de Microfiltracion

Los fendmenos que ocurren en un modulo de microfiltracion han sido documentados por
diversos autores (Bowen, 1995; Cuellar et al, 2009; Hwang, 2011). La Figura 11
muestra el esquema de un modulo de microfiltracion incluyendo el perfil de

concentracion sobre la superficie de la membrana.

Flux de Permeado. El flux de permeado (J) se define como el volumen de permeado
por unidad de tiempo por unidad de area disponible para la filtracion. La relacion entre

flux y presidn estan relacionadas por la Ley de Darcy, que puede ser expresada como:
_ APTM
n(R;)

1)

Donde la resistencia total (Rt{) de la membrana la conforma la suma de varias
resistencias:
Ry =Ry + Ry +Rpp + R, 2)

En este andlisis se considera la resistencia de la membrana (Rm) y la resistencia de la
torta de biomasa (Rc) y se desprecian las resistencias por adsorcion (Ra) y por
obstruccion de poros (Rpp). De tal manera que:

APTM

=R+ RO ®)
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Figura 11. Esquema de un modulo de microfiltracion y el perfil de concentracion.
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La APTM es la caida de presion transmembrana dada por:

P, + P,
APTM = —P 4
( 2 ) s “)

La resistencia de la torta de biomasa (Rc) en la membrana puede suponerse directamente
proporcional a la cantidad de sélidos (peso seco) depositados por unidad de area de
filtracion. Esta varia conforme la concentracion de biomasa cambia con el tiempo en el

biorreactor, por tanto:

4
R, = aw = ap, (Z) = 0(ﬂ ©)

Debido a que la mayoria de las tortas de material bioldgico son compresibles, la

resistencia especifica de la membrana (a) se correlaciona con el gradiente de presion

transmembrana mediante la siguiente ecuacion empirica:

APTM\"
— 6
r=a (APTMR) ©)

El indice de compresibilidad (n) aporta informacion de la morfologia de la célula,
clasificando las tortas como moderadamente y extremadamente compresibles y puede
variar desde 0.5 hasta 1.2. Como regla general, las células cilindricas tienden a ser mas

compresibles que las elipticas (Foley 2006).

Substituyendo las ecuaciones (5) y (6) en la (3) obtenemos:

i APTM
B m _, ( APTM\" O
1 (Rm t7a (APTMR) )
APTM = Jn (R, + 2 '(APTM )n (7a)
=\ Bm + @ \3prar

También podemos expresar esta ecuacion en forma lineal como:

l R ]— l (APTM)H (n2) (7b)
n Nm | =W\ Apra,) M
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Donde:

Z=—a (7c)

Biomasa Acumulada en Modo Diafiltracion o Concentracion. Durante la
microfiltracion, al efectuarse la separacion de la biomasa y el medio en la superficie de
la membrana, la biomasa retenida provoca que la concentracion en la proximidad de la
membrana aumente, a este efecto se le conoce como polarizacion de la concentracion. Se
crea un perfil de concentracion con limites generados por las condiciones

hidrodindmicas (Figura 11).

Para determinar la concentracién de biomasa en la torta se realiza un balance de masa

sobre la membrana (Carrére, 2002),

dm Dag
dt Jx4 1) (Xe )4 ®)

De acuerdo con la ley de Fick, debido a que la concentracion es mas alta en la superficie
de la membrana, habré una tendencia de la biomasa a difundirse de nuevo en la solucion
(Bowen 1995). Basado en lo anterior, consideramos que la concentracion de biomasa en
la pared de la membrana (Xc) es significativamente mayor que la del caldo en el

biorreactor, podemos simplificar la ecuacion en:

dm _ A(]X—%XC) )

Por la misma razdn, al realizar graficas de flujo de permeado contra el gradiente de
presion transmembrana, el flujo en el permeado alcanzara asintéticamente un valor
limite donde al aumentar la presion aplicada, el aumento del flujo de permeado sera
minimo. Por lo tanto, podemos simplificar la ecuacion anterior utilizando la siguiente
igualdad:

Das

5 Xc = JssX (10)
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Considerando retencién total de células en la membrana, la concentracion de biomasa en

el retenido se calcula a partir de:

¥ XoVo
= 11
Vo— A Jdt (1)

Integracion del Modelo: Acumulacion de Biomasa en Modo Perfusivo. Partiendo
de las expresiones derivadas de la teoria de filtracion y utilizando los parametros
obtenidos de los experimentos de diafiltracion y concentracion de soluciones modelos,
se obtuvo el modelo del funcionamiento del sistema de microfiltracion en modo

perfusivo.

El sistema perfusivo se desarrolla mediante una alimentacion exponencial de medio, de
tal manera que para mantener el volumen de operacion constante en el biorreactor, el
flujo de permeado debe ser igual al flujo de alimentacion. El modelo de microfiltracion

fue acoplado al de crecimiento celular utilizando esta restriccion de flujo.

Para describir el comportamiento de la formacion de torta o cambio de biomasa en la
membrana en un cultivo perfusivo se utilizan dos ecuaciones. La primera es la del
cambio de flux de permeado en el tiempo (F = Fye*t) que se obtiene a partir del flujo
de alimentacion de medio fresco. Esta expresion se substituye en la Ecuacion 7. La

ecuacion resultante fue resuelta mediante la funcién solver de EXCEL.

El algoritmo empleado consistié en calcular la masa retenida en la membrana a cada
tiempo experimental, minimizando el cuadrado de la diferencia entre el gradiente de

presion transmembrana experimental y el calculado.

3.5.2 Cinéticas de Crecimiento Celular, Consumo de Sustrato y Formacion de
Producto
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La teoria basica de bioprocesos estd bien documentada en la literatura (Shuler y Kargi,
1992; Hernandez et al,. 2009). En la Figura 12 se presenta un esquema del sistema

experimental que comprende el biorreactor adaptado al médulo de microfiltracion.

Durante la operacion se alimenta al biorreactor una corriente (F) que contiene la
solucion de medio con el nutriente limitante (glicerol) a una concentracion de entrada
(Sop). Durante la proceso se propagan células de E. coli en el interior del biorreactor que
se describe por una cinética de Monod representada por la Ecuacion 12. Continuamente
se extrae una corriente del interior del biorreactor que se hace pasar por un modulo de
microfiltracion con el propoésito de retener las células y eliminar el medio agotado.
Opcionalmente se puede recircular parte del permeado del médulo.

. HmaxS (12)

W= Ko+s

El balance de masa de células en el biorreactor esta dado por:

dx
V= FXo+ a*CFX — (1 + a")FX + u*Xv (13)

El balance de sustrato en el biorreactor esté representado por:

V8 RS+ atFS— (14 a)FS —V wX 14
ac e “ Yy/s (14)

Etapa de Crecimiento por Lote. Durante la primera etapa del crecimiento en el
biorreactor tendra un arreglo de lote, por lo que no habréa alimentacion ni perfusion
(Xo= a™ =0). El balance de biomasa en el biorreactor se resume a:

ax (15)
E = UpoteX
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Figura 12. Esquema del sistema de cultivo en perfusion.
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El consumo de sustrato puede ser representado por la siguiente ecuacion particular:

g _ _.uLoteX (16)

La formacion de producto puede expresarse como

dp 17)
at = UroteXYp/x

Etapa de Crecimiento por Lote Alimentado con Perfusion. Antes de concluir la
etapa de crecimiento por lote, se iniciara la perfusion utilizando un flujo de permeado F.
Se considera que la concentracion inicial de biomasa en la alimentacion es cero (Xo = 0),
que todas las células se retienen y que el medio permea, obtenemos la siguiente ecuacién

particular para el balance de biomasa en el biorreactor:

dx
== ((@c—a" = 1D + ptpers ) X (18)

Al realizar el balance de biomasa en el médulo de microfiltracion asumimos que la
biomasa en el mdédulo es mucho menor que la biomasa en el biorreactor, obteniendo el
siguiente balance:

(1+a")FX = a*CFX (19)

A partir de este balance obtenemos el valor del factor de concentracion (C):
B A+a")

*

C (20)

a

Y combinando estas dos ecuaciones obtenemos el balance de biomasa en el biorreactor:
dX
Gt HeerrX (21)
El balance de sustrato se realiza tomando en cuenta que la alimentacion se realiza
exponencialmente para lograr que todo el sustrato sea consumido (dS/dt = 0) y mantener

U constante:
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dXx
— = YassD(Sf = S) (22)
UpersX = Yy;sD(Sf — S) (23)

Para calcular el flujo de alimentacion inicial, se consideran las condiciones del cultivo
en lote al inicio de la alimentacion:

Fo= UroteXV (24)
)= —otet

(S = $)¥xss

La velocidad de alimentacion incrementa exponencialmente de acuerdo a la velocidad de
crecimiento especifica deseada para la perfusion.

F = FoeﬂPerf(t—to) (25)

Por lo que el balance de biomasa en el biorreactor para el arreglo de experimentacion
exponencial puede ser expresado de la siguiente manera:

dX Foetv(t=to) (26)
— = [YsD(So = 9)] {OT}

ax
= = U XF.etn(t=to)
dt HoA o€

(27)

El consumo de sustrato y la formacién de producto durante un cultivo perfusivo puede
ser expresado por:

ds UperpX 28
E=D(50P_5)_ e (28)

Yx/s
dP (29)

a HperfX Yp/x

3.5.3 Analisis Econdémico del Proceso
Se realiz6 un estudio econdmico de la fermentaciéon perfusiva tomando en cuenta los
costos relevantes del sistema. Se considerd la produccion marginal de plasmido en el

cultivo perfusivo, es decir, la produccion total de plasmido en el cultivo perfusivo menos



o1

la produccion de un cultivo por lote. ElI precio de venta del plasmido se fijé en
USD$10.00 por miligramo de plasmido (Heinzle, 2006). Se estimé la inversion
adicional requerida respecto a una fermentacion por lote y los costos de operacién que

incluyen las membranas y los transductores de presion.

Si considerd que una fermentacion toma aproximadamente 20 horas de trabajo, a esto
debemos afadir el tiempo de preparacion de medios, y esterilizacion de equipo. Por lo
que para efectos del anélisis econdémico, se considerd que la produccién de plasmido se

llevaria a cabo a nivel fermentador, y se considerd una corrida por semana.

Los indices econémicos calculados en el presente trabajo fueron el retorno de inversion,

tasa de descuento, valor presente neto, y periodo de retorno (Tejeda et al,. 2011).
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

41 Determinacioén de la Resistencia de la Membrana

La resistencia de la membrana de microfiltracion fue obtenida mediante experimentos de

diafiltracion hidraulica.

Tomando en cuenta la Ecuacion 3 y considerando que en este experimento no existe
resistencia de la torta, la ecuacion se simplifica a:

1
] =——APTM (30)
NRy,

La Figura 13 muestra los datos experimentales obtenidos. La linea continua representa el
ajuste por regresion lineal del modelo dado por la Ecuacién 30 a estos datos. La
resistencia de la membrana de 1.0 x 10'> m™ fue obtenida a partir de la pendiente de la
recta. Esta resistencia permite verificar la adecuada limpieza de la membrana cuando

va a reusarse.

4.2  Microfiltracion en Modo Diafiltracion y Concentracion con Soluciones
Modelo

Diafiltracion con Soluciones Modelos. Para la determinacion de la variacion de la
resistencia de la torta de E. coli se realizaron experimentos de diafiltracién con
soluciones modelo a diferentes presiones transmembrana y empleando diferentes
velocidades de flujo cruzado. Los resultados de estos experimentos se muestran en la
Figura 14. Puede observarse que el flux presenta un comportamiento hiperbélico.
Ademas, para una caida de presion transmembrana dada, el flux de permeado aumenta

conforme aumente la velocidad de flujo tangencial.
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(o]

J=1.0533 APTM

R?=0.9019

90

APTM (kPa)

Figura 13. Experimento de microfiltracion hidraulica con membrana de 500kDa para
determinacion de la resistencia de la membrana utilizando un flujo cruzado de 50

mL/min.
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100 120

APTM (kPa)

Figura 14. Experimentos de diafiltracion de biomasa con concentracion celular de 18.15
g/L y flujo cruzado de 100 mL/min (0); de 150 mL/min (o) y 200 mL/min (/). Agua

(). Las lineas solidas representan el modelo ajustado.
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Utilizando la forma de linea recta sugerida por la Ecuacién 7b se obtienen los
parametros de indice de compresibilidad y el valor del flux de permeado maximo para
cada uno de los flujos cruzados utilizados, mediante la funcion Solver del programa
Excel. Estos valores se utilizan para obtener el pardmetro o’. La Tabla 5 muestra un
resumen de los parametros obtenidos en estos experimentos. Se debe considerar que
estos resultados son validos Unicamente para la concentracion de 18.15 g/L utilizada en

este experimento.

Concentracion con Soluciones Modelo.  Para estimar el valor de la resistencia
especifica de la torta celular se realizaron experimentos de concentracion de biomasa. Se
calcul6 la masa de la torta formada en la membrana, mediante un balance de masa
utilizando los valores de concentracion y volumen iniciales y los valores de

concentracion y volumen en el tanque obtenidos en el transcurso del experimento.

Los datos de masa, concentracion y flux de permeado se utilizaron para calcular la
resistencia especifica utilizando el modelo integrado por las ecuaciones 7, 10 y 11. Este
sistema fue resuelto utilizando como factor de ajuste la resistencia especifica de la
membrana en una plataforma MATLAB. En la Figura 15 se muestran los datos
experimentales de la variacion del flux de permeado y la concentracion celular con el
tiempo vy las lineas continuas de los modelos obtenidos con MATLAB utilizando una
resistencia especifica de la membrana de 11.7x10*2 m kg*. Este valor se ajusto al
ejecutar el programa de MATLAB con diferentes valores de resistencia especifica, se
calcul6 la suma del cuadrado de los errores de las tres variables y se utilizé el valor con

menaos error.
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Tabla 5. Resumen de pardmetros obtenidos mediante experimentos de diafiltracion de biomasa.

Flujo Cruzado

_ 100 150 200
(mL/min)
Factor de compresibilidad (n) 0.788 1.104 0.841
Dpp
—Xc = JosX
5 ¢ =Jss 8.34x10° 1.71x10* 2.29x10™

(Eq.7)

m
Z=—a'

A 9.61x10*2 3.18 x10%? 3.02 x10'?
(Eq. 9b)

Resistencia de la torta (Rc)

0.788 1.104 0.841
3.18x1012 ( ) 3.02x1012 ( ™ )
' APTM ' APTMg

A
9.61x1012 ( )
X \arTmy,
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Figura 15. Grafica del cambio del flux de permeado (), la concentracion celular (o) y

la masa de torta en la membrana (/) en el tiempo durante una concentracion a presion
transmembrana constante de 34.5kPa. Las lineas solidas representan el modelo obtenido
en la plataforma MATLAB.
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4.3  Cinéticas de Crecimiento Celular, Consumo de Sustrato y Formacion de
Producto

Las velocidad especifica de crecimiento maximo en los diferentes cultivos utilizando
una concentracion inicial de glicerol de So= 13 g/L vari6 entre 0.33 h™ de un cultivo a
30°C y 0.69 h* en un cultivo creciendo a 37°C. Carnes et al, 2006 reportan una
velocidad especifica de crecimiento maxima para un cultivo de E. coli DH5a a 30°C de

0.26 hl'y, Bohle en 2011 reporta 0.65 h™*para un cultivo a 37°C.

Cultivo por Lote a Nivel Fermentador. Los datos experimentales de concentracion
celular, de sustrato y de plasmido obtenidos en el cultivo por lote a nivel fermentador se
muestran en la Figura 16. Las lineas continuas representan el modelo dado por las

ecuaciones 12, 15, 16 y 17.

Los parametros de ajuste empleados en el modelo fueron pma=0.23 h?, Yx/s=0.4 g/g y
Yrix= 5.31 mg/g. Estos valores son tipicos de cultivos por lotes para la produccion de
plasmidos en E. coli (Paalme et al., 1990; Silva, 2009).

Cultivo Perfusivo a Nivel Fermentador. Los datos experimentales de concentracion
celular, de sustrato y de plasmido obtenidos en el cultivo perfusivo a nivel fermentador,
tanto para la fase por lote como para la fase perfusiva se muestran en la Figura 17. En el
experimento se alimenté medio de cultivo para obtener una velocidad de crecimiento de
0.2 h! durante la etapa perfusiva del cultivo, es decir, a partir de la cuarta hora de

cultivo.

Las lineas continuas representan el modelo dado por las ecuaciones 12, 15, 16 y 17 para
la fase lote y por las ecuaciones 27, 28 y 29 de la fase perfusiva. Los parametros de
ajuste empleados en el modelo para la fase por lotes fueron pmsx=0.41 ht, Yx;s=0.51 g/g
Y Ypix= 1.76 mg/g. En el caso de la fase perfusiva los parametros fueron ppe=0.2 ht,

Yxs=0.51 g/g y Ypix= 3.5 mg/g.
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P (mg/L DO)

Figura 16. (a) Crecimiento celular (1), consumo de sustrato (o) y (b) produccion de

plasmido (©) en un cultivo a nivel fermentador en modo de lote. Las lineas solidas
representan el modelo obtenido con la plataforma MATLAB .
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P (mg/L DO)

Figura 17. (a) Crecimiento celular (/), consumo de sustrato (o) y (b) produccion de

plasmido (0) en cultivo perfusivo con una velocidad de crecimiento de 0.2 h't. Las lineas
solidas representan el modelo obtenido por la plataforma MATLAB.
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Estos resultados muestran un muy buen ajuste durante las primeras 9 horas de
crecimiento, donde crece a la velocidad de crecimiento méaxima de 0.4+0.04 h** por 7
horas, para después comenzar a decaer hasta 0.02 h' a entrar a estado estacionario a la
décima hora. La Tabla 6 muestra los parametros utilizados para realizar las simulaciones
en la plataforma MATLAB.

En cuanto a la concentracion de glicerol en la fase perfusiva, este se consume por
completo permitiendo a las células consumir el glicerol que se va alimentando, esto
segun el disefio del experimento. La Figura 18 muestra la coloracion resultante del
procedimiento de determinacion de glicerol para las muestras de perfusion.

Ademas del buen ajuste en la produccién de producto, en el analisis del plasmido
producido durante este cultivo, se obtuvieron rangos de pureza mediante la relacion
D0260/280 con valores entre 1.871 y 1.955 con una desviacion estandar de 0.038. El gel
de electroforesis realizado a partir de estas muestras se muestra en la Figura 19. Se

puede observar que el plasmido es puro y del tamafio e isoforma deseado.

4.4  Integridad Celular

Durante los estudios de citometria de flujo se realizaron controles de células vivas y
células muertas para después compararlos con las muestras tomadas durante diferentes
tiempos de cultivo perfusivo. Los resultados de la citometria de estos controles se
muestran en la Figura 20. El eje y es una medida de la complejidad de las particulas vy el
eje x de sus tamafio. Se puede observar en la figura que existen diferencias de tamafio y

complejidad entre los controles.

Las células vivas caen dentro de una regién muy limitada, sugiriendo uniformidad de
tamafio y complejidad. Las células muertas muestran una mayor dispersion, desplazadas
hacia una mayor complejidad y tamario, este comportamiento se atribuye a que puede

haber conglomerados de células y detritos en las muestras.
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Tabla 6.Pardmetros utilizados en las simulaciones realizadas en la plataforma MATLAB

Lote Perfusion
Fase lote
Xo 070 glL* 1.00 gLt
So 13.00 glL* 13.00 gLt
Po 1.36 mglL? 1.29 mg L
Vo 1.00 L 1.00 L
Ks 010 gLt 0.10 gLt
Mmax  0.23 ht 0.41 h-1
Yxs 040 g gs? 051  gxgs®
Ypixtote 531 mg/g 1.76 mg/ g
tLote 4.00 h
Fase perfusiva
Xopert 5.27 gLt
Soperf 6.64 gLt
Sk 18.00 gLt
Mperf 0.20 h-1

Y p/xperf 3.50 mg/g
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t=0 t=15 t=3 t=7

t-3

Figura 18. Determinacion de contenido de glicerol en muestras de perfusion a diferentes
tiempos.
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16,210bp
12,138bp

8066bp
6030bp
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2972bp
2067bp

i e R

Figura 19. Gel de electroforesis mostrando la pureza del plasmido producido a
diferentes tiempos durante la perfusion. El carril 1 y 8 corresponden al marcador de peso
molecular, los carriles del 2 al 7 muestran las bandas de pDNA de las muestras tomadas

a los tiempos de fermentacion mostrados en la parte superior del gel.
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Figura 20. Gréficas obtenidas por el citometro de flujo para los controles de células

vivas (izquierda) y muertas (derecha).
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La Figura 21muestra los resultados citométricos de las muestras tomadas durante la
fermentacion. La etapa perfusiva se inicié a partir de la tercera hora del cultivo.
Podemos apreciar en estas gréaficas que durante la etapa perfusiva (3-7.5 h) las células
muestran un ligero incremento en su complejidad, lo cual sugiere que se encuentran
diferente etapa en el ciclo celular, a un real incremento en complejidad que se puede
atribuir a la replicacion de plasmido o a que pueden llegar a filamentarse, es decir, la
célula continua su crecimiento sin dividirse. Esta filamentacion se puede dar debido a la
temperatura de crecimiento (Carnes et al, 2006) o debido a la carga metabdlica impuesta

por la replicacion del plasmido (Silva, 2009).

45  Simulacion de la Microfiltracion

Utilizando los parametros obtenidos de los experimentos de diafiltracion vy
concentracion de soluciones modelo, se obtuvo el modelo de funcionamiento del sistema
de microfiltracion. Estos pardmetros se encuentran resumidos en la Tabla 7, donde
también se encuentra una comparacion de estos parametros con los reportados en la

bibliografia.

Para predecir la caida de presion transmembrana a través del tiempo, partiendo de la
Ecuacion 7a, el modelo toma la forma:
APTM =

0.0145

-7 12
(6.92x10 )(I)(lxlO +( 34.5

)(11.7)(1012) (Apﬂ)o.ml) (31)



67

w?
1|:|‘4

S5C-A

1IZI3

S5C-A

IIZI3

IIZI2

1IZI2

TTTTT] LR B B R R LR | T T T T T T T T T T T T
10° 1’ o 10° 10* 10 10t 10°

FSC-A FSC-A

—
1
w

=

55C-A
1IZI4

1IZI3

1IZI2

|||||||| T |||||||| T |||||||| T |||||||| T |||||||| T |||||||| T |||||||| T |||||||| T
10* 10 0 10° 10 10” n* 10°

FSC-A FSC-A

—
11
ol

=

III””' rT II””' T IIIIIIII T I”IIII T TTTTIT T T TTITIT T TTTTI T T TTITIT T
10° 10° 1 10 "gz 1:'.3 “ga "gs
FSC-A FSC-A

S5C-A
i
w*

103

S5C-A

103

1IZI2

1IZI2

|||||||| T T ||||||| T |||||||| T T ||||||| T |||||||| T 1 ||||||| T |||||||| T T ||||||| T
10 102 10* 10’ 10 10" o 10®
FaC-A FSC-A

Figura 21. Graficas obtenidas por el citometro de flujo para las muestras tomadas a los
tiempos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7y 7.5 horas durante la fermentacion.
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Tabla 7. Resumen de pardmetros obtenidos experimentalmente y comparacion con los

parametros de referencia.

Paradmetro Referencia

A 0.0145 m? 0.014 m?

Rm 1x10%2 m 1.26x10*2 m*

n 6.92x107  kPa-s 1x10° kPa-s

0.911 0.5

o’ 11.7x10?  mkg? 10.2x10?  mkg?
APT My 34.5 kPa 49 kPa
Dag Cw 8.34x10°  kgm?s?

*Fuente: Cuellar et al, 2009
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Este modelo se acopla al de la cinética de crecimiento mediante la ecuacién utilizada
para calcular la alimentacion de medio durante la perfusiéon (Ecuacion 25), la cual parte
de las condiciones iniciales de la etapa perfusiva. El flux de permeado del sistema esta
dado por la siguiente ecuacion:

J =0.011e%20¢ (32)

Donde t es el tiempo de perfusion en horas.

La ecuacion resultante de combinar las Ecuaciones (31) y (32) fue resuelta mediante la
funcion solver de EXCEL, tal y como se describe en la seccion de Marco Tedrico.

Los resultados de los calculos de masa acumulada se muestran en la Figura 22. Se
observan dos inconsistencias del modelo tedrico. La primera es que la cantidad de masa
acumulada en la membrana disminuye exponencialmente con el tiempo. La segunda es
que los altos valores de masa son imposibles. Este analisis se apoya en los resultados
experimentales de masa acumulada obtenidos en los experimentos de microfiltracién
modo concentracion, donde la masa acumulada se incrementa linealmente y es del orden
de 0.0004 kg.

Cuellar et al, 2009 reportan resultados también irrealistas, en sistemas de microfiltracidn
en membranas con caldos de E coli, ellos atribuyen a que su modelo no toma en cuenta
la geometria del médulo de membrana y a que la resistencia adicional a la de la

membrana no es Unicamente la de la torta de biomasa.
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Figura 22. Masa acumulada en la superficie de la membrana calculada de acuerdo al

modelo integrado.
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4.6 Andlisis Econdmico del Proceso

El anélisis econémico se realiz6 considerando solamente los gastos marginales de un
sistema perfusivo. Todos los precios se encuentran en ddlares americanos. La Tabla 8
muestra las consideraciones generales para el analisis, donde se considerd que en una
perfusion se utilizan 3 litros de medio adicionales a una fermentacion en lote, también
que una membrana se puede utilizar para 2 perfusiones y que se requiere cambiar un
transductor cada 10 fermentaciones. La tasa de interés utilizada fue del 29% y una

depreciacién del equipo de 5 afios segun la Ley del Impuesto sobre la Renta del 2013.

Entre los gastos marginales que se realizan en una perfusion incluimos la diferencia en
la produccién como ingresos y en el costo de inversién se tomo en cuenta el equipo, los
ingresos anuales, costo de inversion y los costos de operacion directos se encuentran en
la Tabla 9.

La evaluacion econdmica se muestra en la Tabla 10, podemos ver que el flujo de
efectivo anual es de $12,453 dolares, lo que nos lleva a un retorno sobre la inversion de

74% y un periodo de retorno de 1.35 afos.

Estos resultados indican la factibilidad del proceso. Aunque esta evaluacion se realiza a
nivel laboratorio y solamente sobre la etapa de fermentacion, se considera que al
momento de su escalamiento, el proceso mantendra su viabilidad. Esto coincide con los
autores que mencionan que la produccion de cualquier vacuna de ADNp podré lograrse
de forma estandarizada, masiva y més econdémica que las vacunas de primera y segunda

generacién (Gonzalez-Valdez, 2013).



Tabla 8. Bases para la evaluacion econdémica del sistema de microfiltracion.

Costo Consumo
individual anual
A. Medio de cultivo $8 150 L
B. M6dulos de microfiltracion $187 50 maddulos
C. Transductores de presion $60 5 piezas
Tasa de ISR 29%

Depreciacion 5 afios
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Tabla 9. Analisis econémico del sistema perfusivo tomando en cuenta gastos y

produccion marginal a partir de la perfusion en lote.

Ingresos Anuales

Produccion Concentracion  44.7 mg/ciclo
Ciclos 50 por afio

Mercado Precio (USD) $10 $/mg

Total $ 22,330.00

Costos de Inversion

Equipo Costo (USD)

KrosFlo Research Ili TFF System $9,100
Vélvula Automatica de Contrapresion $3,460
Bomba Masterflex L/S $3,800
Cabezal Masterflex Easy-load3 $430
Total $16,790
Costos de Operacion Directos Costo (USD)

A. Medio de cultivo $1,188
B. Mddulos de microfiltracion $4,675
C. Transductores de presion $300

Costos de Operacion Fijos

Depreciacion $3,358
Total $9,521




Tabla 10. Calculos y evaluacion econdmica del sistema perfusivo

Flujo de Efectivo

Ingreso anual $22,330
- Costo de operacién $9,521
Utilidad Bruta $12,809
- ISR (29 %) $3,715
Utilidad Neta $9,095
+ Depreciacion $3,358
Flujo de efectivo anual $12,453
Evaluacion econémica

Retorno sobre la inversion (ROI) 74%
Periodo de Retorno 1.35 afios
Tasa interna de rendimiento (TIR) 69%
TREMA 30%
Valor presente neto (VPN) $30,330
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4.7  Espacio de Disefio

El espacio de disefio del sistema se fue estableciendo con base a los resultados
experimentales obtenidos y a las observaciones recabadas. Particularmente, se enfoco el

analisis en la estrategia de alimentacion del medio de cultivo en la etapa perfusiva.

4.7.1 Tasas de Alimentacion

Anélisis de los efectos del flujo. Los resultados del experimento de concentracion de
biomasa realizado a un flujo de permeado constante de 3.3 mL/min (flux de 3.79 x 10®
m3/m?-s) se presentan en la Figura 23. Se observa en la figura que conforme aumenta la
concentracion de biomasa en el lote, el gradiente de presién transmembrana aumenta. Al
final del experimento la concentracion celular fue ligeramente mayor a los 40 g/L y la
presion transmembrana fue menor a 25 kPa. Estos resultados muestran que a bajos flux

de permeado la membrana opera adecuadamente, incluso con altas concentraciones.

La Figura 24 muestra el flux de permeado, la presion transmembrana y la concentracion
celular del primer experimento de perfusion con alimentacion exponencial de medio

enriquecido con glicerol.

El sistema mostré un poco de inestabilidad alrededor de la hora 6 de cultivo, a este
tiempo la presion transmembrana alcanzé 60 kPa, con un flujo de permeado de 4
mL/min (flux de 4.61x10° m%m?-s) y una concentracion celular de 11.3 g/L.
Posteriormente, se experimentd otro problema de taponamiento a las 12 horas antes de
finalizar el cultivo, donde la concentracion celular fue de 21.23 g/L y la presion

transmembrana alcanzo los 98 kPa.

En dos cultivos perfusivos siguientes, se observo que conforme el flux de permeado y la
concentracion celular aumentan con el tiempo el problema de taponamiento empeora,
aumentando la presién transmembrana. Se requirié realizar retroflujos durante los
cultivos para contrarrestar estos problemas. Estos cambios deben ser evitados ya afectan

los componentes del sistema como transductores y membranas.
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Figura 23. Grafica del cambio de la presion transmembrana (o) y la concentracion

celular (0) en el tiempo durante una concentracion a flujo constante de 3.79x10® m3/m?s.
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(—), flux de permeado (—) y concentracion celular (—) durante una perfusion.
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El retroflujo ayuda a remover una porcién de la torta formada en la membrana,
manifestandose con grandes agregados celulares en la salida del retenido. Si bien la
presion transmembrana baja a valores adecuados nuevamente, a partir del primer
retroflujo, conforme el flux de permeado y la concentracion celular aumenta durante el

cultivo, también se incrementa la frecuencia de la necesidad de retroflujo.

Estrategias. La estrategia seguida para evitar el taponamiento de las membranas fue
aumentar la concentracion del medio de alimentacion. En segundo experimento se inicio
con una concentracion de glicerol de 25 g/L. A las 6.8 horas de cultivo de perfusion se
aumento la concentracion de glicerol a la entrada a 50 g/L. La Figura 25a muestra el
cambio de presion transmembrana, el flux de permeado y la concentracion celular con el
tiempo en este experimento. ElI cambio en la alimentacion provocd que la membrana
regresara a un flux de permeado menor sin afectar las necesidades de glicerol del

cultivo. La necesidad de retroflujo disminuyé en una hora aproximadamente.

En el tercer experimento, se utiliz6 un medio perfusivo con 18 g/L de glicerol y
adicionado en sales, con el propdsito de evitar una posible limitacion de estos elementos.
En la Figura 25b, se muestra el cambio de presion transmembrana, el flux de permeado y
la concentracion celular con el tiempo en este experimento. Durante esta perfusion, la
sedimentacion de sales provocé que las lineas de alimentacion de medio, tanto al nivel
de la bomba como en la entrada al biorreactor, se colapsaran, por esta razon, este cultivo

terminé a las 7 horas.

Esta estrategia funciona para medio concentrado solamente en glicerol, ya que al
aumentar la concentracién de células, las sales que contiene el medio tienden a
sedimentarse y a colapsar el sistema. Se requiere analizar otros componentes durante el
cultivo como N y probar estrategias de agregar sales al medio como la adicion de pulsos

escalonados.
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La segunda estrategia, no excluyente de la primera, consiste en aumentar el area

microfiltracion, ya sea durante el cultivo o desde su inicio.

Espacio definido. En este sistema se recomienda no exceder el flujo de 6 mL/min (flux
de 7.0 x 10° m3/m?-s), a este flujo el médulo de microfiltracion comienza a presentar
problemas, considerando una concentracion celular tipica de 17 g/L y valores de presién

transmembrana del orden de 60 kPa.

La Figura 26 muestra los valores simulados de la primera perfusion. El area de
permeado debe aumentar para lograr el flujo de alimentacion necesario para el
crecimiento del cultivo hasta llegar a una concentracién celular de 50 g/L que
corresponde a una densidad Optica de 100 ODsoo. Para mantener el flujo de permeado
dentro del limite recomendado, se muestra como debe ir incrementado el nimero de

membranas. En esta figura, cada seccion corresponde a una membrana.

4.7.2 Recirculacion

Al inicio de esta investigacion, se considerd la posibilidad de recircular parte del
permeado al biorreactor. Los resultados muestran que debido al bajo contenido de
glicerol y la apariencia del permeado es poco recomendable esta opcion. En la Figura 27
se presenta un fotografia de un cultivo perfusivo donde se aprecia el diferente color del
el medio usado, del caldo de cultivo y el medio de alimentacion. Podemos apreciar una

diferencia remarcable que muestra el contenido de productos extracelulares.

4.7.3 Otros Factores Determinantes para el Disefio

Se present0 la ruptura de varias membranas, las cuales fueron ocasionadas despues de 12
a 16 horas de uso, contando cada lavada como una hora de uso. También el rompimiento
de dos transductores de presion en la alimentacion a la membrana, éstos ocurrieron al

alcanzar una presion de entrada de 25 psi.
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Figura 26. Requerimiento de flujo de permeado segun el incremento de concentracion

celular.
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Figura 27. Fermentador con caldo biologico (a), medio de cultivo definido para

alimentar (b) y permeado del sistema (c).
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En la Figura 28 se muestra una comparacion entre el permeado de una membrana en
buen funcionamiento y una membrana rota. El color rojizo a comparacion del permeado
de la Figura 25 es que el medio permeado en la fotografia se debe a que proviene de un

cultivo crecido en medio TB.

Durante los experimentos de perfusion a nivel fermentador se utilizé antiespumante libre
de silicon. La seleccion de este antiespumante fue con el fin de prevenir la formacion de
una capa de silicén en la superficie de la membrana. Cuellar et al, 2009 suponen en un
proceso de microfiltracidn, algunos componentes del medio como el antiespumante

pueden ocasionar obstruccion adicional a la producida por la biomasa.
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Figura 28. Comparacion de permeado cuando la membrana esté rota (izq.) y en buenas

condiciones (der).
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CAPITULO 5
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
51 Conclusiones

Se logro el anélisis de un sistema de microfiltracion para la produccién de plasmidos de
uso médico en un biorreactor de alta densidad, empleando un enfoque tedrico y

experimental

Los estudios de microfiltracion utilizando soluciones modelo en modo diafiltracion y
concentracion permitieron determinar los pardmetros del modelo del moédulo de
microfiltracion. Todos los valores obtenidos se situaron dentro del rango esperado

conforme a la literatura.

Mediante estudios cinéticos a nivel matraz y fermentador se obtuvieron los pardmetros
del modelo que describen el crecimiento celular, el consumo de sustrato y la formacién

de producto, en el cultivo perfusivo con alimentacidn exponencial.

Se estableci6 un modelo integrado para describir el acoplamiento del sistema de
membrana con el biorreactor. Este modelo pudo ser utilizado para describir el aumento
del gradiente de presion transmembrana, sin embargo los valores de masa acumulada

resultaron muy grandes.

El analisis econdmico del proceso perfusivo a nivel fermentador mediante un enfoque de

costos marginales reporta indices econdmicos considerablemente favorables.

Se constituyo el espacio de disefio para el sistema a nivel fermentador que establece el

rango de valores adecuados para el buen funcionamiento del sistema perfusivo.

Esta investigacion apoya la factibilidad técnica y economica de un sistema para la

produccioén de plasmidos de uso médico utilizando una técnica novedosa de consistente
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en un cultivo perfusivo con alimentacion exponencial. La realizacion de mas

investigacion contribuird en el avance de estos indicadores.

5.2 Recomendaciones

Los problemas méas comunes de las perfusiones realizadas fueron primordialmente por el
taponamiento de la membrana que se genera por la succion que es resultado del
incremento exponencial de permeado requerido para mantener el volumen constante en
el biorreactor. Por lo que se proponen modificaciones en el arreglo del sistema como
utilizar otra membrana colocada en paralelo a la actual, esto permitira tener flujos mas

altos de permeado, por lo que permitira mayor volumen de alimentacion.

Otra alternativa para solucionar esto es aumentar el flujo cruzado del sistema de

microfiltracion, con el propdsito de barrer la biomasa incrustada en la membrana.

Se puede considerar realizar experimentos con una membrana con mayor tamafio de
poro con el fin de que la membrana permita el paso no solo del medio gastado sino de
cualquier detrito celular que pueda haber en el sistema. Esto mantendra las células en

crecimiento en un ambiente limpio y con medio més fresco.

En cuanto al crecimiento celular, se llegé exactamente a la misma concentracion celular
en tres perfusiones. Por el momento se asume que existe algun limitante para el
crecimiento, mas no se ha determinado si es algun nutriente o alguna razon de
funcionamiento del sistema. Se propone analisis del contenido del permeado y mas

investigacion en el area.

Del estudio de citometria de flujo se obtienen resultados donde se observa que las
células se encuentran de tamafio y complejidad similar en los diferentes tiempos
analizados, sin embargo, se pueden utilizar diferentes tintes para etiquetar células de

interés y obtener mayor informacion del crecimiento celular. Se recomienda analizar las
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etapas de crecimiento celular y viabilidad a lo largo de la fermentacion y perfusién
utilizando esta técnica. También, investigar algin método de etiquetar plasmido para su
analisis con citometria de flujo de manera que este analisis proporcione mas informacion

de la formacion de plasmido dentro de la célula.
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