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Disefio de experimentos, solubilizacion, plegamiento.

Introduccion. Muchas de las proteinas de interés
obtenidas de cultivos biolégicos se producen como
cuerpos de inclusion (CI). Los Cl son agregados
proteicos insolubles e inactivos. Generalmente, el primer
paso de purificacion es solubilizar (SO) estos agregados
y enseguida plegarlos (PL) para llevarlos a su
conformacion activa (1). Varios estudios se han realizado
para optimizar la cantidad de producto plegado. Una
herramienta muy Util para cumplir con este objetivo es el
disefio de experimentos (DoE), cuyo proposito es
identificar y/o optimizar variables criticas que intervienen
en las etapas de proceso dentro de un espacio de disefo
(2).

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la
temperatura en la SO y PL de CI, utilizando un Disefio
Factorial Completo 3

Metodologia. Los CI| se solubilizaron con urea y se
plegaron a pH alcalino. EI monitoreo del producto
plegado se realizé por FR-HPLC analitico. Se aplicé un
Disefio Factorial Completo 3%, Los factores estudiados
fueron: temperatura de SO y temperatura de PL, ambos
con 3 niveles: 4, 20 y 30°C. Dentro del estudio se
evaluaron 3 lotes de Cl. Para el analisis de datos se
utilizé el software Minitab y Excel.

Resultados. El analisis estadistico de cada matriz de
experimentos arroj6 como variable significativa la
temperatura de plegamiento con un « de 0.05. Para el
andlisis se utilizd un modelo cuadratico completo. A
continuacion se presenta un grafico tipico de superficie
de respuesta (sr) y de contorno (gc) para una matriz de
experimentos evaluada:

Superficie de Respuesta: Temperatura de
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Fig. 1. Analisis de un lote de Cl. Graficos de superficie de respuesta
(izquierda) y de contorno (derecha) de un DoE 37, evaluando el efecto
de la temperatura en SO y PL. En el eje “X” y “y” se grafican las
temperaturas de PL y SO, respectivamente. En el eje de la “z” se
encuentra nuestra variable de respuesta: area de PL por FR-HPLC, en

unidades de millones.

Con el médelo aplicado se obtuvo un maximo de area
plegada a las temperaturas de PL a 14°C = 2°C y SO de
4 a 22°C. A partir de esto, se realizaron 3 experimentos
comprobatorios fijando la temperatura de PL a 14°C y
manteniendo los niveles de SO. Con esto se

complemento el analisis con SO (4, 20 y 30°C) y PL (4,
14, 20 y 30°C). Los resultados son los siguientes:

Area plegada vs. SO, PL
SO= 3 riveles, PL= 4 iveles

AreaPlegadaa T = SO (4, 20 y 30°C) PL (4, 14, 20 y 30°C)
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Fig. 2. Graficos de superficie de respuesta y de contorno de un disefio:
con temperatura de: SO 3 niveles, PL 4 niveles.
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Dentro del mismo estudio se evalud si los diferentes lotes
de CI tienen un efecto significativo. Ampliando el estudio
a un DoE 3? con Blogues en las réplicas y cada lote
bloque es un lote de Cl. De este analisis se obtuvo que
los lotes de Cl no tienen un efecto significativo y se

determind que la temperatura optima de PL=16 + 2°C.
» 7Area Plegada vs SO, PL, evaluando CI
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Fig. 3. Graficos de contorno de un DoE 3% con bloques. Cada bloquees
un lote de CI.

Conclusiones. Con el DoE planteado se identifico la
temperatura de PL como variable significativa que afecta
las etapas de proceso estudiadas y se determinaron los
valores optimos de temperatura de SO y PL en la
purificacion de una proteina producida en ClI, dentro del
espacio de disefo estudiado.
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