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RESUMEN

A pesar del éxito de las vacunas contra organismos patégenos que necesitan de
inmunidad mediada por células, las vacunas contra agentes como los de la
tuberculosis, malaria, leishmaniasis y la infeccibn por el virus de la

inmunodeficiencia humana, no son eficaces.

Actualmente una nueva generacion de vacunas que utilizan &cido
desoxirribonucleico (ADN) con genes terapéuticos, estan siendo desarrolladas
exitosamente, ya que estas vacunas pueden generar tanto respuestas inmunes

humorales como celulares.

En este trabajo se investigd la fermentacion por perfusion con alimentacion
exponencial (PAE) de E.coli DH5a para la produccion de pVAX1-NH36 para la
aplicacion en vacunas contra la leishmaniasis utilizando glucosa, como una
fuente de carbono alternativa al glicerol. Se utilizaron modelos matematicos para
describir el crecimiento celular, la produccién de plasmido y consumo de sustrato.
La solucién del modelo fue comparada con los resultados experimentales y usada
para describir el comportamiento del sistema. Para la determinacion de
pardmetros cinéticos se realizd un estudio en modo lote con tres repeticiones. El
ajuste del modelo a los datos experimentales arroj6 un coeficiente de
determinacién r?=0.99 en concentracion de masa, consumo de sustrato,
rendimiento especifico y volumétrico de plasmido. Estos parametros fueron
empleados para reproducir un cultivo PAE utilizando glucosa, lograndose una
concentracion celular de 86.0 ODsoo al termino de 12 horas y una produccion de
plasmido de 13.3 mg/(L-h). En relacion al control del oxigeno disuelto, se tuvo un

adecuado control de este mismo en todos los experimentos con glucosa.

Este trabajo contribuye al disefio y flexibilidad de los sistemas PAE para la
produccion de vacunas de ADNp. El bioproceso PAE podria resultar técnica y
economicamente adecuado debido a la reduccion de la inversion de capital y

costos operativos.



1.0 INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1 Introduccion

Uno de los acontecimientos mas importantes en la historia de la medicina es el
descubrimiento de las vacunas, que han permitido el control o bien la erradicacion
de enfermedades de ambito mundial como lo es la viruela. La vacunacion ha
resultado ser una buena medida de prevencidn en relacibn con su costo-
beneficio, ya que la principal causa de muerte a nivel mundial son enfermedades
infecciosas (Kurstak, 2002).

A pesar del éxito de las vacunas contra organismos patégenos que necesitan de
inmunidad mediada por células, las vacunas contra agentes como los de la
tuberculosis, malaria, leishmaniasis y la infeccibn por el virus de la
inmunodeficiencia humana, no son eficaces. Debido a lo anterior, una nueva
generacion de vacunas que utilizan acido desoxirribonucleico (ADN) conteniendo
el gen de interés, estan siendo desarrolladas exitosamente, ya que este tipo de
vacunas pueden generar tanto respuestas inmunes humorales como celulares
(Sanjay Gurunathan, et. al., 2000).

La Leishmaniasis es una enfermedad endémica, principalmente en paises muy
pobres, y afecta a 200 millones de personas en el mundo. El desarrollo de una
vacuna de ADNp para la leishmaniasis, barata y segura puede ser la alternativa
adecuada para estas economias. La Leishmaniasis es causada por un parasito
protozoario, transmitido a humanos por medio de la picadura de la mosca de
arena. Las manifestaciones clinicas varian desde lesiones cutaneas hasta
enfermedades viscerales fatales.

Las vacunas de ADN, también conocidas como vacunas genéticas, vacunas de
acidos nucleicos o vacunas de ADN desnudo, entre otros términos, emplean un
principio relativamente simple que ha abierto una nueva era en la inmunologia,
con un alto potencial como vacunas profilacticas y terapéuticas (Mota-Sanchez,
Javier, 2009; Srivastava, et. al., 2003).



Uno de los vectores que se utilizan para transferir genes entre bacterias,
transferencia horizontal de genes, son plasmidos bacterianos. Los plasmidos se
consideran como cromosomas pequefios, auxiliares y prescindibles. Son
pequefias moléculas circulares de ADN de doble cadena, que se encuentran
fisicamente separadas y que se replican de manera independiente del ADN
cromosdmico de una célula, y, a diferencia de éste, no contienen informacion
genética necesaria para el crecimiento y multiplicacion de la célula (Bennett,
2008).

Escherichia coli ha sido durante mucho tiempo la cepa hospedera mas importante
de moléculas de ADN recombinante utilizadas por los investigadores y por la
industria. Esto es debido a diversas ventajas presentadas por E. coli como son el
rapido crecimiento con alta densidad celular y requerimientos nutrimentales
minimos, resultando costos de manufactura bajos. Asi mismo, esta bacteria se
encuentra genéticamente bien caracterizada, ademas existe disponibilidad de un
gran numero de vectores de clonacion y cepas mutantes, haciendo de esta
bacteria un atractivo huésped para el desarrollo de un bioproceso de produccién
de plasmidos (Tejeda-Mansir, et. al., 2008).

A medida que las vacunas de ADN avanzan hacia la aprobacion de la FDA
(Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos, Rockuville,
MD, EUA), es esencial desarrollar procesos industriales mediante los cuales el
ADN pueda ser producido econdmicamente a gran escala (Carnes, et. al., 2006).
Al considerar los protocolos de optimizacion de plasmidos, es muy importante
maximizar los rendimientos de estos a la vez que se minimizan los costos de
fabricacion. Los altos rendimientos especificos de plasmidos capitalizaran el uso
de biorreactores y maximizara el rendimiento final de purificacion en las etapas
previas del proceso (Lopes, et al., 2014).

El glicerol es preferido usualmente como la fuente de carbono en cultivos de alta
densidad, ya que lleva a una produccién baja de acetato sin que este inhiba el
crecimiento celular. Por otra parte, la glucosa es una opcién convencional, no es

muy cara y se metaboliza eficientemente. Sin embargo, los niveles altos de



glucosa son conocidos por llevar a una indeseable produccion de acetato debido
a su metabolismo (Carnes, 2005). Este inconveniente puede solucionarse con
nuevos metodos de cultivo celular.

Diversas técnicas de cultivo celular de alta densidad se han desarrollado para el
cultivo de cepas de E. coli recombinantes y no recombinantes, por ejemplo,
utilizando sistemas de lote alimentado. Los cultivos por perfusion con
alimentacion exponencial (PAE) para la produccion de plasmido, pueden ser un
modo alternativo para llevar a cabo cultivos de alta densidad celular (HCDC, por
sus siglas en inglés) con modernos equipos de apoyo en cultivo celular, filtracion
y bombas de manejo de liquidos. Los cultivos PAEs se llevan a cabo utilizando
una tasa constante de alimentacion de nutrientes en cultivos de células de

mamiferos, asi como en cultivos de E. Coli (Lee, et. al., 1989).

El gen NH36 es uno de los candidatos mas prometedores para una vacuna de
ADNp contra la leishmaniasis, ya que se ha probado en varios modelos animales.
En este trabajo se investigd el comportamiento de la produccién del plasmido
pVAX1-NH36 hospedado en E.coli DH5a en un biorreactor perfusivo con
alimentacion exponencial utilizando un medio definido con glucosa como sustrato

limitante.



1.2 Objetivos
Analizar el comportamiento un cultivo PAE limitado por glucosa para la

produccion de pVAX1-NH36 como vacuna.

1.2.1 Objetivos especificos
1. Determinar parametros cinéticos en un cultivo en lote a nivel biorreactor

de E. coli DH5a con pVAX1-NH36.

2. Estudiar la cinética de un cultivo PAE a nivel biorreactor de E. coli DH5a
con pVAX1-NHS3.

3. Simular el comportamiento un cultivo PAE a nivel biorreactor de E. coli
DH5a con pVAX1-NH36.



2.0 ANTECEDENTES

2.1 Vacunas ADNp

La produccion de ADN plasmidico (ADNp) ha adquirido un gran interés debido a
su aplicacion potencial en vacunas de ADN. Una vacuna de ADNp puede
desarrollarse a partir de los genes de un patégeno para proporcionar inmunidad
contra enfermedades (Prazeres, et al., 2003).

Las vacunas de ADNp permiten que los genes extrafilos se expresen
transitoriamente en células transfectadas, imitando la infeccion patogénica
intracelular e induciendo respuestas inmunes humorales y celulares (Danquah,
et al., 2007).

Hasta la fecha, las vacunas de ADNp solo han sido autorizadas en el sector
veterinario (Grunwald y Ulbert, 2015). Estos contribuyen a la validacion de la
tecnologia en vacunas ADNp y promueve el uso de vacunas en humanos.

Al ver el potencial de las vacunas de ADN, con resultados recientes obtenidos en
animales, indica que esta nueva tecnologia podria revolucionar la vacunacién en
humanos (Robinson, et al.,, 1997). A la fecha se han iniciado mas de 600
tratamientos basados en ADNp, vacunas contra el cancer y ensayos clinicos de
vacunas terapéuticas. Actualmente se esta investigando el uso de estas vacunas
contra muchas enfermedades infecciosas como la malaria, VIH, hepatitis By C y
tuberculosis  (Shroff, et al., 1999; Chattergoon, et al., 1997).
El nUmero de protocolos aprobados de terapia génica utilizando vectores de
suministro basados en ADNp ha aumentado exponencialmente desde 1995, lo
gue representa aproximadamente el 25% de los ensayos de terapia génica en
curso (Mountain, 2000).



2.2 Produccion de ADNp

El ADN plasmidico se produce a partir de un proceso de fermentacion y un buen
resultado de este proceso, depende de las interacciones entre el organismo
huésped que alberga el vector de plasmido recombinante y el entorno en el que
crece (O’Kennedy, et al., 2003). Una de las ventajas de la fermentacion, es que
todos los factores que influyen enormemente en el crecimiento celular,
rendimiento del plasmido, calidad y estabilidad pueden ser controlados y
examinados, como el pH, temperatura y oxigeno disuelto.

La formulacion y composicion del medio de cultivo, afecta gravemente en el
rendimiento del proceso, haciendo que los nutrientes disponibles en el medio de
crecimiento afecten el proceso de fermentacion.

Los medios que contengan extracto de levadura y proteina hidrolizada son a
utilizados frecuentemente ya que son relativamente simples de preparar y
generalmente conducen a densidades celulares elevadas (Durland vy
Eastman,1998).

Ademas de los nutrientes complejos, se incluyen glucosa, glicerol u otros
azucares como fuente de carbono. Los metales trazas y las vitaminas también
contribuyen al crecimiento y rendimiento del plasmido.

E. coli es un microorganismo que crece tanto en medios organicos ricos
complejos como en medios quimicos definidos por sal, siempre y cuando la

fuente de carbono esté presente (Prather, et al., 2003).

El proceso para la produccion de ADN plasmidico comprende generalmente en
una escala de banco, con la construccion y seleccion de vectores de expresion,
la seleccion de la célula huésped, la optimizacion de las condiciones de

fermentacion, y finalmente las etapas de aislamiento , purificacion y acabado.
(Fig. 1).
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Figura 1. Esquema de un bioproceso para la produccion de vacunas de ADNp.
(Tejeda, et al., 2018)

Estas etapas del proceso que se clasifican en previas y posteriores, estan
integradas y no deben llevarse de manera individual. Las etapas posteriores de
los productos biolégicos se ven muy afectadas por las impurezas y contaminantes
presentes en las corrientes de proceso, que dependen fuertemente del

procesamiento previo y de las condiciones de fermentacion (Kelly, et al., 1991).

2.2.1 Eleccion del plasmido

La eleccion del gen es importante, ya que proporciona un marco adecuado en el
que las decisiones del proceso de produccién deben desarrollarse. La mayoria
de los investigadores se han plantado en los vectores de tipo ColE1 como base
para la produccion de vacunas de ADN para propagarse en la bien estudiada
bacteria Gram-negativa E. coli (Lahijani, et al., 1996). Las razones por las cuales
se hace esta seleccion son tres: en primer lugar, los derivados de ColE1 se han
empleado comunmente mas como vectores Utiles para la expresion de proteinas
recombinantes. En segundo, se han modificado con éxito para replicar altos
namero de copias, aumentando el rendimiento teérico de produccion de ADNp.

Y, por ultimo, los procesos de produccion han sido altamente estudiados



utilizando E. coli como huésped para la produccion de proteinas recombinantes
(Prather, et al., 2003).

2.2.2 Plasmido PVAX1-NH36

Para el desarrollo de vacunas de ADNp contra la leishmaniasis se ha utilizado el
plasmido pVAX1-NH36, con un tamafio de 4000 pares de bases (pb), el cual porta
el gen de aproximadamente 1000 pb que codifica para la glicoproteina nucledsido
hidrolasa (NH36), expresada por la mayoria de las especies del género
Leishmania (Aguilar-Be 1, et al., 2005).

La leishmaniasis es un grupo de enfermedades parasitarias que es endémica en
mas de 88 paises. La Organizacion Mundial de la Salud estima que existen méas
de 12 millones de casos actualmente, con una incidencia anual de mas de 600
mil casos y 500 mil muertes. La distribucién geografica en México es amplia y
afecta por lo menos a 17 estados. Esta enfermedad puede ser clasificada en
leishmaniasis visceral, si involucra la infeccion del higado, el bazo, la médula
espinal e inmunosupresion, causando severos dafos y hasta la muerte de no ser
atendida, o en leishmaniasis cutanea que se caracteriza por lesiones crénicas en
la piel (Rosado-Vallado M, et al., 2005).

2.2.3 Medio de cultivo

La composicion de los medios puede afectar drasticamente la calidad y
rendimiento del plasmido. Los cultivos de alta densidad celular requieren un
medio equilibrado que suministre cantidades adecuadas de nutrientes necesarios
para el mantenimiento de la energia, la biomasa y la célula. Estos medios
comunmente contienen una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno, varias
sales y trazas de metales. Normalmente los requisitos nutricionales se satisfacen
con medios minimos o semidefinidos. Una cepa de E. coli puede crecer

relativamente en medios simples porque puede sintetizar todo lo que necesita de



una simple fuente de carbono, una fuente de nitrégeno y varias sales (Carnes,
2005).

2.2.4 Modos Fermentacion

El requerimiento de pequefias cantidades de ADNp purificado para estudios de
laboratorio se puede satisfacer mediante el cultivo de E. coli en matraces
grandes, un proceso bastante sencillo. Para mayor rendimiento, el uso de
biorreactores bien controlados puede aliviar muchas de las limitaciones del
cultivo en matraz de agitacion. En particular, el control del oxigeno disuelto y el
pH, en los biorreactores permite un aumento significativo de la biomasa en
comparacioén con los cultivos de frascos agitados (Listner, et al., 2006).

Los procesos de fermentacion para plasmidos maximizan idealmente el
rendimiento volumétrico (mg ADNp/L) como el rendimiento especifico (g ADNp /
g célula) de plasmido superenrollado de alta calidad. Los altos rendimientos
volumétricos facilitan fermentaciones mas pequefias y econdémicas y un
rendimiento especifico alto mejora la pureza y rendimiento del plasmido (James,
et al., 2006). Este proceso debe optimizarse para tener un alto porcentaje de
plasmido superenrollado, ya que otras formas (Fig.2) de plasmido son dificiles de
eliminar durante la purificacion y son consideradas isoformas indeseables por

organismos reguladores (US Food and Drug Administration 1996).

Figura 2. Principales isoformas de los plasmidos: circular abierta (OC),

superenrollado (SC) y lineal (L) (Prazeres, et al., 2008).



Los principales modos de produccién de plasmidos son el tipo lote, lote
alimentado y el PAE.

Lote. En la fermentacion en lote, se afiaden todos los nutrientes desde el inicio,
del cultivo (no se afiade ningun nutriente durante la fermentacion). A pesar de ser
una técnica sencilla y rapida, los cultivos por lote también presentan desventajas
como inhibicibn por sustrato y precipitacion de sales en medios con
concentraciones altas de nutrientes, ademas la velocidad de crecimiento no
puede ser controlada directamente y esta cambia constantemente durante toda

la fermentacion hasta llegar a su fin.

Lote alimentado. En los cultivos por lote alimentado, los nutrientes son
alimentados continua o semi-continuamente, mientras que el efluente se
remueve de manera discontinua. Este cultivo se inicia con una fase por lotes. Una
vez que las células consumen, se inicia una alimentacion controlada del nutriente
limitante a una velocidad cercana a la que es consumido. Estas fermentaciones
alcanzan mejores rendimientos en la produccién de plasmido que los cultivos por
lote (Tejeda-Mansir, et al., 2008).

PAE. Cultivos convencionales de alta densidad celular utilizados en la produccién
de vacunas de ADNp en modo lote o lote alimentado, estan limitados por la gran
acumulacion de sustancias toxicas, dafio celular o mayor inestabilidad del
plasmido. Utilizando un cultivo PAE como método para la produccion de plasmido
puede ser una gran alternativa para cultivos de alta densidad evitando las

limitaciones que los métodos convencionales presentan.
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Los cultivos PAE se llevan a cabo usando una velocidad de alimentacion
exponencial de nutrientes. El cultivo comienza con una fase por lote, donde las
células se inoculan en un volumen inicial de medio y una concentracion inicial del

sustrato limitante.

La alimentacion controlada del nutriente limitante se inicia una vez ya que las
células han consumido la cantidad de sustrato inicial. Se alimenta un flujo de
medio fresco al reactor, mientras que al mismo tiempo se retira continuamente
un mismo flujo de medio gastado, permitiendo asi la eliminacion de sustancias
toxicas. Las células se recirculan de nuevo al biorreactor por medio de un

dispositivo de retencion de células. (Garcia-Renddn, et al., 2017).

X (1)

S
)
.

' 1 I 1 ' I 1
A B C
C A (- |
- - -
S < \Ai_,/”/ N
Lote Lote alimentado PAE

Figura 3. Modos de fermentacion para la producciéon de ADNp. (Tejeda, et al.,
2018).
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2.2.5 Lisis celular

Una vez producida la E. coli, es necesario, romperla para recuperar el ADNp.
Aungue se han ensayado métodos mecanicos como sonicacion, molino de perlas
y homogeneizacion (Carlson et al.,1995), el proceso de eleccion ha sido mas a
menudo una variacion del procedimiento de lisis alcalina descrito originalmente
por Birnboim y Doly (Birnboim, et al., 1979).

Este es un paso crucial en el proceso, el reactivo de lisis se debe afiadir y mezclar
de tal manera que se eviten los extremos del pH, porque se sabe que los valores
superiores a 12.5 causan desnaturalizacion irreversible del plasmido.

El siguiente paso después de la lisis es la adicibn de una solucién de
neutralizacion, se obtiene un precipitado que se elimina luego por centrifugacion

o filtracion.

2.2.6 Concentracion y clarificacion

Las etapas de clarificacion y concentracion después de la lisis, estan disefiadas
para eliminar proteinas y algunos acidos nucleicos, y para reducir el volumen
previo al proceso de la cromatografia. La precipitacién de proteinas con acetato
de amonio es un método de operacibn muy comun en la industria de la

biotecnologia y no debe presentar problemas especificos (Prazeres, et al., 2007).

2.2.7 Purificacion

En esta etapa del proceso, la mayoria de las impurezas en la corriente del
proceso son &acido ribonucleico (ARN), fragmentos de ADN gendmico,
endotoxinas y variantes de plasmido. Las similitudes de estas moléculas con el
ADNp y su amplio rango de pesos moleculares dificultan la purificacion. La
cromatografia de fase inversa y de afinidad se ha descrito para la purificacion de

plasmido, pero solo a escala de laboratorio
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3.0 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Durante esta investigacion se llevo a cabo la fermentacion con glucosa como
sustrato limitante de E. coli DH5a0-NH36 empleando dos técnicas de cultivo:
sistema lote y sistema PAE, ambos a nivel biorreactor; para posteriormente
evaluar el comportamiento de cada técnica. En la Figura 4 se muestra un

diagrama del esquema general de la metodologia empleada.

Modelacion y simulacion

Cultivo Cultivo
matraz lote

Andlisis experimental y control de calidad

Figura 4. Esquema general de la metodologia empleada.

Para evaluar el comportamiento de las técnicas de cultivo se llevaron distintas
determinaciones. Se obtuvieron curvas de crecimiento celular y de consumo de
sustrato y produccién de plasmido. Ademas se determinoé la pureza del plasmido

de cada cultivo.

Los parametros obtenidos se utilizaron en estudios de simulacion (con ayuda del
software MATLAB) conjuntamente con modelos matematicos, para describir la

cinética de los sistemas.
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3.1 Equipo

Para la preparacion de inéculos se utilizé una incubadora con agitacion (Orbital
1575 de VWR International®, USA). En las fermentaciones a nivel biorreactor se
utilizé un fermentador de 3.0 L marca Applikon equipado con un software de
control ez-control. Durante las fermentaciones se control6 la temperatura
mediante una chaqueta de calentamiento eléctrica y un intercambiador de calor.
En el caso del sistema PAE el biorreactor se acoplé a un sistema de ultrafiltracion
(KrosFlo Resesearch Il TFF System, USA).

En la determinacién de la densidad Optica de los cultivos y las concentraciones
de glucosa, se utilizé un espectrofotometro (VWR UV-1600PC, USA). En la
centrifugacion de las muestras se utilizé la centrifuga Biofuge Stratos, (Thermo
Fisher Scientific, USA). Las tinciones Gram realizadas fueron observadas en un
microscopio optico Leica ATC 2000.

En la estimacion de la concentracion de plasmido se utiliz6 un sistema de
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) Akta Purifier 10UPC (GE
Healthcare, USA) con una columna HIC Source 15 PHE PE de 10 x 4,6.

En el andlisis en gel electroforesis y documentacién de este, se utiliz6 una camara
de electroforesis (Biorad, USA), una fuente de voltaje (PowerPacTM Basic
Biorad, USA) y un fotodocumentador (UVP MultiDoc-it Darkroom).

3.2 Materiales

Para la purificacion de todas las muestras del cultivo, se utiliz6 GenElute™
Plasmid Miniprep (Sigma Aldrich).

Para todas las muestras de los cultivos se determind la concentracion de glucosa
con el kit Glucose (GO) Assay (Sigma Aldrich.

Todos los reactivos utilizados en la presente investigacion son de grado analitico
y fueron adquiridos de Sigma-Aldrich, USA, excepto cuando se especifique lo

contrario.
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3.3. Cepa bacteriana y medio de cultivo

La bacteria utilizada fue E. coli DH5a la cual contiene el plasmido pVAX1-NH36
con un tamafio de 4000 pb, conteniendo un gen de resistencia a la kanamicina
para propositos de seleccion, proporcionada por CINVESTAV-IPN (Ciudad de
México).

Se utilizé6 un medio definido enriquecido con glucosa como fuente de carbono,
conteniendo kanamicina a una concentracion de 50 pyg/L y un pH de 7.0. La

composicién del medio se muestra a continuacion en la Tabla 1.

Tabla 1. Componentes del medio definido enriquecido con glucosa.

Componente Concentracion
KH2PO4 13.3 g/L
(NH4)2HPO4 4.0 g/L
CeHsO7 19 gL
Sol. de citrato férrico 1.0 mL/L
Solucién traza 1 1.0 mL/L
Solucion traza 2 1.0 mL/L
Solucién traza 3 1.0 mL/L
Solucién traza 4 1.0 mL/L
Glucosa 13.0 g/L
MgSOa4 1.2 g/L
Solucion de biotina 1.0 mL/L
Solucién de tiamina 1.0 mL/L
Solucién de kanamicina 1.0 mL/L

Las composiciones de las soluciones trazas empleadas se muestran a

continuacioén en la Tabla 2.

15



Tabla 2. Composicion de soluciones trazas

Componente Conc. (g/L)
1 EDTANa2-salt.2H20 28.2
2 CoCl2.6H20 5.0
MnCl2.4H20 30.0
CuCl2.2H20 3.0
H3BO3 6.0
Na2Mo0O4.2H20 4.2
4  Zn(CHsCOO0)2.2H20 67.6

Las soluciones utilizadas de biotina y tiamina fueron de una concentracion de

0.25 mg/L y 9.0 mg/L, respectivamente.

Para la preparacion del medio de cultivo, el orden en que los elementos de este
se mezclan, es de suma importancia para toda la experimentaciéon, para tal
efecto, en esta investigacion se utilizé la metodologia desarrollada en el
laboratorio de bioprocesos del Departamento de Investigaciones Cientificas y
Tecnolbgicas de la Universidad de Sonora (DICTUS), que se describe a

continuacion.

1. Se mezcld en una solucién 13.3 g/L KH2PO4 4 g/L (NH4):HPO,4 1.9 g/L
CeHsO7, 1 ml/L Fe(lll) citrato-H20, uno por uno hasta la disolucion de cada
sustancia y se esteriliz6 en autoclave.

2. Una vez esterilizada la solucion de sales y a una temperatura menor de 50
°C, se agregaron 1 ml/L de cada una de las soluciones trazas en el
siguiente orden: solucién 1, solucion 2, solucion 3, solucion 4.

3. Se esterilizé 13 g/L de glucosa y 1.2 g/L MgSOa4 por separado.

4. Se agregaron a la solucién de glucosa una vez a temperatura ambiente, 1

ml/L de biotina, tiamina y kanamicina cada una.
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3.4 Cinética a nivel matraz

Se realizo6 una fermentacion por lotes a nivel matraz con un volumen de cultivo
70 mL (4 frascos de 500 mL) inoculados con células provenientes de un banco
de células con una DOeoo de 4.5 (con el cual se hicieron todos los cultivos en la
experimentacion) en una incubadora a una temperatura a 37°C y 350 rpm durante

12 horas, tomando muestras cada hora para monitorear el crecimiento.

3.5 Preparacion del inoculo para el biorreactor

Se prepard 280 mL de medio definido con glucosa para cada experimento. Los
cultivos se realizaron en 4 frascos de 500 mL con un volumen de operacion de
65 mL. Los frascos fueron inoculados para obtener DOesoo= 0.1 e incubados

durante 9 h, a una temperatura de 37°C y una agitacién de 350 rpm.

3.6 Fermentacién en lote y PAE

En las fermentaciones se utilizé6 un volumen de operacion de 1.0 L. Durante el
cultivo se controlod la temperatura a 37 °C. El oxigeno disuelto se controlé
estableciendo un punto de referencia de 30% de saturacién con aire mediante
burbujeo y agitacion. También se controlé durante toda la operacion el pH
utiizando como base y &cido, hidréxido de amonio y acido fosforico
respectivamente. Se utilizé6 antiespumante C a una concentracion de 100 pL/L
para la espuma que se llegé a formar durante la fermentacion.

Durante ambas fermentaciones se tomé muestra cada hora para la cinética de
crecimiento por DOeoo, una vez medida, la muestra se centrifugo. La
concentracion de glucosa en el sobrenadante se determiné con el kit Glucose
(GO) Assay (Sigma Aldrich) a una absorbancia de 540 nm, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Para la purificacion de las muestras se utilizo el kit
GenElute™ Plasmid Miniprep (Sigma Aldrich) conforme a las especificaciones e

instrucciones del fabricante. La determinacion de concentracion de plasmido en
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las muestras purificadas, se obtuvo mediante HPLC con una columna de HIC
equilibrada con una solucion de 1.5 M de sulfato de amonio. Se inyecté 30uL de
muestra diluida (100 uyL de muestra + 400uL de la solucion Buffer) al
automuestreador.

El andlisis de las muestras purificadas en gel electroforesis se llevé a cabo en un
gel de agarosa %0.8 en una camara de electroforesis a 60V durante 120 minutos.

Lote. Para la fermentacion en modo lote el cultivo se inicié con una densidad
Optica de 0.988, proveniente de un indculo de 9 h con 4.56 de densidad o6ptica.
Experimento replicado tres veces.

Se utiliz6 un medio definido con 13 g/L de glucosa como fuente limitante de

acuerdo a los métodos descritos por Bohle y Ross.

PAE. La fermentacion PAE consistié con una fase por lote al inicio seguido de
una alimentacién exponencial. El cultivo se inici6 con una densidad Optica de
0.950, proveniente de un indculo de 10 h con 4.4 DOeoo.

La fermentacion PAE se realiz6 inicialmente en modo lote durante 5.5 h para
propagar la masa celular. Luego se suministré6 una alimentaciéon exponencial
durante 6.5 h para mantener una tasa de crecimiento especifica programada de
Mp = 0.25 h-1. Al mismo tiempo el medio de cultivo del fermentador se bombeo a
través de una membrana de ultrafiltracion a una velocidad de 150 mL/min y el
retenido fue de vuelta al biorreactor (Figura 5.)

La fase lote comenzé con 13 g/L de glucosa como fuente de carbono en un medio
definido. En la fase de alimentacion exponencial un medio definido con 18 g/L de

glucosa fue alimentado al biorreactor.
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Figura 5. Esquema del sistema PAE utilizado para el cultivo de E. coli a nivel

biorreactor.

Donde F es la velocidad de alimentacién de medio de cultivo, que es igual a la

velocidad del permeado. St es la concentracion de sustrato en el medio de

alimentacion. X y S son concentraciones de células y sustrato dentro del

biorreactor, respectivamente. V el volumen de operacion, a es el factor de

recirculacion y C es un factor de concentracion.
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3.7 Modelo matematico

El modelo de crecimiento se derivd combinando fases de crecimiento lote y
perfusion. Por lo tanto, fue esencial utilizar las ecuaciones que describen una
cinética de crecimiento de un cultivo en la fase exponencial y validarlos mediante
simulacion asistida por computadora y usarlos para predecir el rendimiento del
sistema.

Para el calculo de la velocidad de alimentacion en la fase exponencial perfusiva
y describir el proceso de fermentacion se utilizaron balances de masa de carbono,
que implicaron el crecimiento de células bacterianas, consumo de glucosa y la

formacion de plasmidos.

3.7.1 Calculo para alimentacion de entrada

El balance de glucosa en la fase exponencial perfusiva puede ser descrita como:
dS F uX Ec. (1)

= (S,—8§) - —/—
v Yy/s

Donde Yy /s es el coeficiente de rendimiento de biomasa a partir de glucosa o

glicerol y u es el crecimiento especifico. Para el caso lote F=0 en la Ec. (1).
La velocidad de alimentacion inicial Fo, fue determinada para llevar la fase
exponencial considerando una concentracion constante de glucosa. Resolviendo

la ecuacion (1) para Foen el tiempo t» (fin de la fase lote) se tiene:

_ XV Ec. (2)
YSL(Sf — Spr)

p

Fq

Donde p, es el crecimiento especifico deseado durante la fase exponencial, X, y
Spr son concentraciones de biomasa y sustrato al final de la fase lote, Yxsp es el

coeficiente de rendimiento de biomasa de glucosa durante la fase exponencial.
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La velocidad inicial de alimentacion Fo, aumenta exponencialmente acuerdo al

crecimiento especifico deseado segun la siguiente ecuacion:
F = Fyetr(t=tn) Ec. (3)

Donde t indica el tiempo transcurrido de toda la fermentacion.

3.7.2 Crecimiento celular

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

dXx Ec. (4
VE=aFCX—(1+a)FX+ uXxv )

Donde a es la proporcion de recirculacion, C es el termino de concentracion, F el
flujo alimentado en forma exponencial (L/h), V el volumen (L), X concentracion de

biomasa (g/L).

Considerando una retencion total de células y cero acumulaciones, el balance de

masa de células en el sistema de filtracién de flujo tangencial es:

_(1+a) Ec. (5)
=—

C
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Combinando las ecuaciones (4) y (5), tenemos:

dX Ec. (6)
a M
La ecuacion anterior es igual en el caso por lote.
La tasa de crecimiento u se describid mediante la bien conocida ecuacién de
Monod:
HUmS Ec. (7)

Donde u,, es la tasa de crecimiento especifica maxima y K, es el coeficiente de
saturacion de E. coli.

3.7.3 Produccién de plasmido

El balance de masa de plasmido en una célula considerando una densidad celular
constante esta dado por:

dP Ec. (8)

Ez M(Yp/x_P)

Donde P representa el contenido especifico de plasmido y Y,/ es el coeficiente

de rendimiento de plasmido.
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3.7.4 Soluciéon del modelo

Para la solucion y ajuste del modelo se utilizé la herramienta computacional

MATLAB. En la Figura 6 se presenta un diagrama de flujo de la organizacion del

programa funbatch.m; programa que se utilizé en la solucion de los modelos

cinéticos.

Condiciones
inciales

Funcion:
fminsearch

Figura 6. Esquema de organizacion del programa de MATLAB.

Inicio
MATLAB

Estimados de
los parametros

Programa principal:
funbatch.m

Resultados

experimentales

Funcion:
SumSqr

Funcion:
ODE
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4.0 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Cinética de crecimiento y consumo de sustrato
Los datos experimentales de concentracion celular y consumo de sustrato en los

cultivos a nivel biorreactor por lote y PAE se muestran en la Figura 7.

(a) (b)
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14.0 - 12.0 n 12.0
12.0
2 100 g 3
8 80 B 8 (o] 8.0
8.0
= i w = [ ]
= 6.0 = 40.0 6.0
6.0
4.0 4.0
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o T o
0.0 n 0.0 00 O— 1 ] n » n 0.0
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Figura 7. Cinética de crecimiento celular y consumo de sustrato nivel biorreactor
en un sistema por lote (a) sistema por PAE (b). Datos experimentales (simbolos)
y valores obtenidos por el modelo (lineas solidas). Concentracion de biomasa

(o), concentracién de sustrato (m).

El cultivo en lote (Figura 7a) durdé 5.5 h y la maxima concentracién celular
obtenida fue de 16.36 DOesoo. LOs resultados de la simulacién presentaron un
buen ajuste a los resultados experimentales con una r>=0.99 tanto para la
concentracion de masa como para concentracion de sustrato.

EL cultivo PAE (Figura 7b) fue iniciado en modo lote durante 5.5 h para propagar
la masa celular, después se implement6 una alimentacion exponencial durante
6.5 h para mantener una tasa de crecimiento programada de pp=0.25 h't. Al final

del experimento la maxima concentracion celular obtenida fue de 86.0 DOsoo.
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Los resultados de la simulacién presentaron un buen ajuste a los resultados
experimentales con una r?=0.99 tanto para la concentraciéon de masa como para

concentracion de sustrato.

Cabe mencionar que se pudo evitar la precipitacion de sales tanto como en lote
y PAE, las cuales ocasionaban problemas provocando taponamiento en las
lineas de alimentacion de este ultimo y limitaba el crecimiento celular.

Se observa como un cultivo PAE puede llegar a concentraciones celulares hasta
5 veces mayor que un sistema por lote. También se puede apreciar que en los
sistemas PAE no se tiene una fase estacionaria previa a la muerte celular, al
contrario de un sistema en lote donde si se puede observar una fase estacionaria

antes de la fase de muerte.
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4.2 Andlisis de plasmido

Los analisis de plasmido consistieron en la determinacion de pureza de plasmido
por gel electroforesis y determinacion de concentracion de las muestras para la
obtencién del rendimiento especifico y rendimiento volumétrico por medio de

HPLC en ambos sistemas de cultivo.

4.2.1 Pureza de plasmido

Para control de calidad del plasmido, se llevaron a cabo determinaciones por
electroforesis para ambos sistemas, lote y PAE, donde se analiz6 la presencia de
isoformas en las muestras purificadas provenientes de las distintas

fermentaciones.

En la Figura 8 se observa la imagen del gel de electroforesis tomada de las
muestras del sistema en lote. Se puede observar la presencia del plasmido
pVAX1-NH36 superenrollado y baja cantidades de la isoforma de circular abierta,
también se observd como el contenido de plasmido va disminuyendo con el
tiempo.

En la Figura 9 se puede apreciar también la disminucion de plasmido con el
tiempo en la fase lote del cultivo PAE. Sin embargo, al iniciar la alimentacion de
medio fresco al sistema, la concentracion de plasmido empieza a incrementarse
poco a poco hasta el final del experimento. Este resultado ha sido obtenido con
glicerol como sustrato limitate (Garcia-Rendon, et al., 2017) y ahora demostrado

con glucosa.
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Figura 8. Gel de electroforesis de muestras purificadas de la fermentacion por
lote. Lineas 1-5 corresponden a 0, 2, 4, 5y 5.5 h respectivamente. (M) marcador
de peso molecular, (OC) circular abierto ADNp, (SC) superenrollado ADNp.
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Figura 9. Gel de electroforesis de muestras lisadas y purificadas de la
fermentacién PAE. Lineas 1-8 corresponden a time 0, 4, 5, 5.5, 6, 8,10y 12 h
respectivamente. (M) marcador de peso molecular, (OC) circular abierto ADNp,

(SC) superenrollado ADNp.
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4.2.2 Rendimiento especifico y volumétrico del plasmido

La cinética de formacion de plasmido expresada como de rendimiento especifico
y volumétrico en los cultivos a nivel biorreactor por lote y PAE se muestran en la

Figura 10.
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Figura 10. Cinética de produccion de plasmido para un medio con glucosa en
fermentacién por lote (a) fermentacion PAE (b). Datos experimentales (simbolos)
y valores obtenidos por el modelo (lineas solidas). Rendimiento volumétrico de

plasmido (¢), Rendimiento especifico de plasmido (A).

En el experimento modo lote (Figura 10a), los resultados de la simulacion
presentaron un buen ajuste a los resultados experimentales con una r>=0.99 tanto
para rendimiento volumétrico y rendimiento especifico. El rendimiento especifico

(SY) final fue de 1.35 mg/(L-ODeoo) y un rendimiento volumétrico (VY) 22.10 mg/L.

En el experimento modo PAE (Figura 10b), los resultados de la simulacion

presentaron un buen ajuste a los resultados experimentales con una r=0.99 para
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rendimiento volumétrico y r?=0.95 para el rendimiento especifico. El SY fue de
1.86 mg/(L-OD600) y el VY 160.00 mg/L.

Aqui se pudo corroborar los resultados cualitativos obtenidos en el analisis de
pureza del pldsmido por medio de electroforesis. Se observa que el rendimiento
volumétrico de plasmido en un sistema PAE es por mucho, mayor que el
rendimiento obtenido en el sistema por lote, ya que en este no se controld la
velocidad a la que las células crecian, lo mismo que lleva a una disminucion del
rendimiento especifico de plasmido conforme avanzan las horas, lo que también
se puede observar en el método PAE durante su fase lote, pero al empezar la
alimentacion de medio de cultivo nuevo al biorreactor y la recirculacion en este ,
se observa un ligero incremento hasta el fin del experimento, esto gracias a que
el acetato acumulado durante la fase lote se retira por medio del método PAE,
recirculando asi solo medio limpio al biorreactor permitiendo un Optimo

crecimiento de las células y buen desarrollo del plasmido.
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4.3 Control del oxigeno en modo lote y PAE
Las gréaficas de control de oxigeno durante los experimentos en modo lote y PAE

se muestran a continuacion en la Figura 11.
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Figura 11. Control de oxigeno disuelto durante experimento en modo lote (a)

control de oxigeno disuelto durante experimento en modo PAE (b).

Durante toda la experimentacién con glucosa se mostr6 un comportamiento

estable tanto en modo lote (Figura 11a) como con el sistema PAE (Figura 11b).
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En cultivos aerdbicos de E. coli usando glucosa como sustrato, el rendimiento de
biomasa basado oxigeno (Yx/0,) es mas alto que usando otra fuente de carbén
como lo es el glicerol (de Almeida, et al., 2010; Hempfling, et. al., 1975) esto
implica una menor velocidad de consumo celular de oxigeno y conduce a un
efecto sinérgico ya que en el cultivo es necesaria menos aireacion y, en
consecuencia, menos antiespumantes. En estas condiciones se obtiene un mejor
control y transferencia de oxigeno. La adicion de antiespumante incluso a bajas
concentraciones, disminuye notablemente el coeficiente volumétrico de
transferencia de masa gas-liquido kLa (Koch, et al., 1995). Aunque el mayor
efecto esta en el coeficiente de pelicula kL, también se detecta algun efecto en

el area especifica (a) (Morao, et al., 1999).
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4.4 Andlisis comparativo del efecto de la fuente de carbono

Para determinar el efecto de la fuente de carbono utilizada en el medio, los

resultados obtenidos en esta investigacion en cultivos por lote y PAE fueron

comparados con los resultados previamente reportados (Garcia-Rendoén, et al.,

en prensa) utilizando un medio definido con glicerol como fuente de carbono, en

la Tabla 3 se muestra un resumen de los parametros utilizados en el andlisis.

Tabla 3. Parametros de cultivos por lote y PAE.

Parametros del cultivo lote

Simbolo Glucosa Glicerol Unidades Descripcion
Xo 1.00 1.00 ODggo Concentracidn inicial de biomasa
X 16.36 12.50 ODggo Méxima concentracion de biomasa
Um 0.55 0.50 1/h Velocidad de crecimiento maxima
Yy/s 1.16 0.86 ODggo-L/g Coeficiente de rendimiento (biomasa/sustrato)
Yo 1.28 2.78 mg/(L-ODgoo) Coeficiente de rendimiento (plasmido/biomasa)
Parametros del cultivo PAE
Simbolo Glucosa Glicerol Unidades Descripcion
Xo 1.00 1.00 ODggo Concentracidn inicial de biomasa
X 86.00 66.50 ODggo Médxima concentracion de biomasa
K 0.10 0.10 g/L Constante de saturacion
Hp 0.25 0.25 1/h Velocidad méxima de crecimiento
VD 3.00 3.00 L Volumen total alimentado
Yssp 1.16 0.86 ODgoo/(g/L) Coeficiente de rendimiento fase PAE
(biomasa/sustrato)
o 1.44 2.85 mg/(L-ODgqo) Coeficiente de rendimiento fase lote
(plasmido/biomasa)
Yexp 1.90 3.65 mg/(L-ODgqo) Coeficiente de rendimiento para la fase PAE

(plasmido/biomasa)

La concentracion final de biomasa utilizando glucosa en un cultivo PAE, fue un

31% mas alto que con glicerol, y aunque este ultimo presente una produccion

mas alta de plasmido, sus costos operacionales son mas altos que un cultivo con

glucosa.
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5.0 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

+ Se demostro la flexibilidad del proceso para la produccion de plasmido
PVAX1-NH36 en relacion a la fuente de carbono.

* El sistema PAE presenta mayores rendimientos especificos y volumétricos
que el cultivo por lote.

* El uso de glucosa permite obtener una mayor densidad celular, que
compensa parcialmente el bajo rendimiento especifico (comparado con
glicerol).

+ Lasimulacion de los modelos matematicos utilizados presentaron un buen

ajuste a los datos experimentales obtenidos.
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5.2 Recomendaciones

Es importante el orden en que los componentes del medio se mezclan y se
esterilizan, ya que es un factor primario para evitar la formacion de sales que
inhiben el crecimiento celular y ocasionan taponamiento en las mangueras y
membrana utilizadas en el método PAE.

Todos los indculos utilizados en los experimentos provinieron de un mismo banco
de células para que todos los resultados sean replicados.

El sensor de oxigeno y pH juegan un papel muy importante en la fermentacion,
por lo cual, para evitar fallas en estos, es necesario esterilizar por separado solo
con alcohol antes de incorporarlos al biorreactor.

Las muestras tomadas durante las fermentaciones deben ser procesadas en
tiempo real permitiendo la toma de decisiones durante el bioproceso.

El congelamiento para la conservacion de las muestras tomadas en la
experimentacion se realizé en glicerol, y estas debieron ser centrifugadas previas
a cualquier andlisis, para evitar que la presencia de glicerol interfiera en los
resultados.

Para un mejor resultado en la producciéon de plasmido con la técnica PAE, se
puede optar por una combinacién con las dos fuentes de carbono, glucosa y
glicerol, asegurando asi una concentracién alta de biomasa y un rendimiento

volumeétrico alto de plasmido.
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