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1. INTRODUCCION (OBJETIVOS)

En 1989 se logro la expresion exitosa del AgsVHBr en levadura Pichia
pastoris en el CIGB. Este antigeno con fines vacunales se purifica
mediante el empleo de la cromatografia de inmunoafinidad con el
anticuerpo monoclonal (AcM) de raton CB.Hep-1 inmovilizado a la matriz
por el método de Bromuro de ciandgeno. Actualmente se requiere
optimizar el proceso productivo del antigeno y para ello se verifica la
calidad de las matrices de afinidad de acuerdo a su recobrado y
capacidad para eluir la proteina de interés. Es por ello que en este
estudio planteamos como objetivos: evaluar las escalas analitica vy
productiva de purificacion, identificar factores gue afectan su equivalencia
y optimizar parametros a pequeia escala que contribuyan a mejorar el
proceso de produccion en términos de % de recobrado y capacidad de
elucion .

2. METODOLOGIA

Sistema Cromatografico
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Parametros establecidos en los ensayos
comparativos

Columna de proceso BPG-300 CC PD-10

altura de gel empacado (h) cm 22.6 5.66
diametro (cm) 30 1.5

Flujo lineal durante la aplicacion (cm/h) 19.1 19.10

Flujo volumeétrico durante la aplicacion (L/h) 13.5 33.74
Tiempo de residencia aplicacion. Tr (h) 1.2 0.3
Flujo lineal durante la elucion (cm/h) 31.8 31.8
Flujo volumetrico durante la elucion (L/h) 22.5 56.2
Tiempo de residencia elucion tr (h) 0.7 0.2
Volumen de gel empacado (L) 16 10.0
Volumen de Pass |IN a aplicar (L) 126 79
Relacion Volumen de Pass/Volumen de gel empacado /.86 /.86
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados de 5 de Recobrado y Capacidad de Elucion los
ensayos comparativos entre las dos escalas

Prueba T Student
U.. media de poblacion de Productuiva (%

R hrad nmunogel Productiva (% | Laboratorio (% | Productiva | Laboratorio
ecobrado) J Recobrado) Recobrado) | (Capacidad) | (Capacidad)
LI,. media de poblacion de Laboratorio (% Recobrado) 39 .38 4501 0,04 0,064
Hipétesis nula (No existen Ho: M1 - Uy =0 39,37 44,98 0,041 0,066
: : 1251A07 39,39 44,99 0,042 0,066

diferencias ’ ’ ’ ’
o ) , 39,35 45,02 0,043 0,065
Hipotesis alternativa Hi: 1 -H 70 39 4 44,97 0.039 0.063
(Diferencias significativas) Media 39 38 44 .99 0.041 0.065
ValorT GL Valor p
-443,98 ! 0,023 — Capacidad
Resultados obtenidos a Escala Analitica luego de S ‘\’_/._,/"
ajustar a 154 min el tiempo de aplicacidon del antigeno 2 120
aumentar la altura del gel y ajustar la relacion de E.
aplicacion ug HBsAg/mg mAB £ 100
Inmunogel Laboratorio (% Laboratorio %ﬂ 20
Recobrado) (Capacidad) =
= 60
48.54 0.119 =
= 40
1251A07 50.11 0.116 E- 0 SDR o :D:] o HLSEL ! Izz:j o 250
elacion ae iIcacion (u 5 mg acopiados m
49.17 0.092 P 5 TERTBITE S5O
—&®— HBsAg Elution Capacity (ug HBsAg/mg mAb)
49.32 0.102 —&— HBsAg Binding Capacity (ug HBsAg/mg mAb)
Media 49.29 0.107

4. CONCLUSIONES

- El estudio demuestra que bajo las condiciones evaluadas no se alcanza aun una equivalencia directa entre las escalas para la
purificacion del antigeno de la hepatitis B, lo cual se corrobora en las diferencias significativas encontradas en el porciento de
recobrado (44,99 % en laboratorio y 39,38 % en produccidon con p=0,023, asi como en la capacidad de elucidon (0,065 mg para la
escala analiticay 0,041 para la escala productiva).

- Se comprueba gque la optimizacion a pequena escala de factores como la altura del gel empacado y la disminucion del tiempo de
residencia del antigeno fue efectiva y permitio obtener un mejor rendimiento del proceso con una media de recobrado de 49,29 % vy
una media de capacidad de elucion de 0,107 ug de antigeno por miligramos de anticuerpo monoclonal inmovilizado a la matriz, lo
cual establece las bases para lograr un escalado productivo mas robusto y con mejores rendimientos.
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