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Introduccion. El factor estimulante de colonias de
granulocitos humano o Filgrastim (HuG-CSF) es producido en
forma recombinante por E. coli. El Filgrastim recombinante
(rHuG-CSF) tiene un peso molecular de 18,800 Da, siendo
idéntico a la proteina humana con la excepcién de presentar
una metionina en el extremo amino-terminal (1) y a diferencia
de la proteina natural, el rHUG-CSF no esta glicosilado. La
literatura reporta al menos 20 parametros de cultivo,
coeficientes y ndmeros adimensionales recomendados para
escalar un proceso (2). Sin embargo, solo cuatro son los mas
usados industrialmente (3). El control sobre la tension de
oxigeno disuelto (TOD) es usado en casi el 20% de los
procesos de escalamiento (3). En este trabajo, se llevo a cabo el
escalamiento ascendente de laboratorio a planta piloto, en
cultivo alimentado, manteniendo constante la TOD.

Metodologia. Se us6 la cepa de E. coli conteniendo un
plasmido derivado de pSC-101 codificante de rHUG-CSF. Se
llevaron a cabo cuatro cultivos en escala de laboratorio en
biorreactores Bioflo-110 (volumen de trabajo 5.0 L) y tres en
planta piloto en un Bioflo-5000 (volumen de trabajo 60.0 L)
(New Brunswick Scientific Co, NJ). La concentracion de
biomasa se midi6 por espectrofotometria (600 nm) y la glucosa
del medio de cultivo en un analizador Bioquimico (YSI Corp.
Yellow Springs OH). Se aliment6 glucosa en una solucion al
50% para mantener la concentracion del medio de cultivo entre
4y 10 g/L. La concentracion de rHuG-CSF, en la pasta celular
y en los cuerpos de inclusion (C.l.), se cuantificé por
densitometria de geles de SDS-PAGE. La estabilidad del
plasmido se midi6 en cultivos diferenciales con y sin
antibiético en medio TSA.

Resultados y discusion. Se llevd a cabo el escalamiento
ascendente de la produccién de rHuG-CSF por E. coli, de
escala de laboratorio a planta piloto manteniendo constante la
TOD con control de la velocidad de agitacion (de 200 a 1000
rpm en los Bioflo-110 y de 150 a 550 rpm en el Bioflo-5000) y
posterior enriquecimiento con oxigeno de la corriente de
entrada de los gases. El pH se controlé cerca de la neutralidad
y la temperatura se mantuvo constante hasta el momento de
induccion de la proteina cuando se elevd a 38-42°C. La figura
1 presenta la cinéticas de crecimiento celular de ambos

reactores, donde se aprecia un comportamiento similar. La
velocidad especifica de crecimiento similar entre cultivos. La
cantidad maxima de rHuG-CSF, por densitometria de geles
de SDS-PAGE, fue, en ambos casos mayor a 25% con
respecto a la proteina total. Al finalizar la induccion, la
estabilidad del plasmido fue 100% en ambas escalas. La
concentracion de rHuG-CSF, en los C.I. obtenidos tras
ruptura y posteriores lavados fue superior al 70%.
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Figura 1. Cinética de crecimiento bacterial en cultivos en escala
de laboratorio (punteado) y planta piloto (continuo). Las barras de
error representan la desviacion estandar entre los cultivos.

Conclusiones. Usando como parametro de escalamiento la
tension de oxigeno disuelto, se lograron cinéticas de
crecimiento bacterial y produccion de rHuG-CSF similares,
entre la escala de laboratorio y la de planta piloto.
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