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Introducción. La demanda de DNA plasmídico (pDNA) se 
ha incrementado por los avances en su uso en terapias 
génicas y vacunación (1). En los bioprocesos 
correspondientes, el objetivo de la recuperación 
intermedia es procesar el clarificado obtenido de lisados 
de células de Escherichia coli para concentrar pDNA y 
reducir la mayoría de las impurezas, que representan más 
del 90% de la masa total de soluto (2). Un enfoque 
probado a nivel laboratorio fue realizar estas operaciones 
mediante ultrafiltración de flujo tangencial (UFFT) en 
sistemas libre de agentes químicos, sin embargo, se 
requiere efectuar estudios a escala conforme a las 
demandas del mercado. En la presente investigación se 
realizó el escalamiento de la etapa de recuperación de 
pDNA por UFFT con módulo de fibras huecas.  
 
Metodología. Se utilizó la cepa E. coli DH5α, hospedando 
pVAX1-NH36. Las etapas de fermentación y recuperación 
primaria se desarrollaron de acuerdo con lo reportado 
previamente (3). La etapa de recuperación intermedia de 
pDNA se realizó en un sistema de diafiltración 
KroFlo® Research IIi TFF System de SpectrumLabs 
acoplado a cartucho de UFFT 300 kDa y un área 
superficial de 75 cm2 (escalamiento 1:5). El lisado 
clarificado obtenido en la recuperación primaria se 
alimentó a un sistema de UFFT por lote a una velocidad 

de flujo constante de 15,279 L/(min*m2) a una P=7 kPa, 

obteniéndose un flujo de permeado de 0.68 L/(min*m2). Se 
concentró la solución al 50% y posteriormente se diafiltró 
con 6 volúmenes de lavado (4). Se tomaron muestras de 
retenidos y filtrados en cada lavado y se analizaron por 
electroforesis y por cromatografía de interacción 
hidrofóbica (HIC) para verificar la calidad y concentración 
del pDNA (5). 
 
Resultados. En la Figura 1 se muestra el perfil 
absorbancia por HIC de algunas muestras de lisado 
alimentado y retenidos, donde se puede observar que el 
pDNA se concentró sin pérdidas apreciables durante el 

proceso, ni desnaturalización. Asimismo, se observa la 
remoción de impurezas durante cada lavado. Las 
muestras obtenidas también se analizaron por 
electroforesis (Figura 2). Se puede apreciar la retención de 
prácticamente todo el pDNA en UFFT, mientras que en los 
filtrados se observa que la eliminación del RNA avanzan 
conforme se realizan los lavados.

  

 

 

 

Conclusiones. Mediante el procesamiento de lisados por 
UFFT a escala se logró recuperar prácticamente todo el 
pDNA, sin desnaturalización del mismo. Además, se 
eliminaron la mayoría de las impurezas presentes (RNA, 
proteínas, lípidos, endotoxinas, gDNA). Los resultados 
sugieren que el sistema UFFT es una alternativa 
sustentable para la recuperación intermedia de pVAX1-
NH36.  
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Fig. 1. Cuantificación de 
plásmido e impurezas en el 
retenido en cada lavado en la 
etapa de recuperación por  
UFFT. 

 

Fig. 2.  Análisis cualitativo por 
electroforesis en gel de agarosa 
del clarificado alimentado, así 
como muestras de retenidos y 
filtrados en cada lavado. 
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