Dispositivos médicos

REDUCCION DEL ERROR DE
PROPAGACION EN LOS ANALISIS DE
MUESTRAS UTILIZANDO EL SISTEMA
TFF KROSFLO® KR2I RPM™

Procesos tradicionales de filtracion de flujo tangencial (TFF) se ejecutan basandose en calculos
de masa, que son propensos a errores debido a limitaciones del instrumento y al operador.

El sistema KrosFlo® KR2i RPM™ utiliza el espectrofo-
témetro en linea CTech™ FlowVPX® para monitorizar la
concentracion en tiempo real, reduciendo los riesgos aso-
ciados con los métodos tradicionales de TFF. Este articulo
examina errores practicos comunes que ocurren durante
un proceso tipico de ultrafiltracién/diafiltracion (UF/DF) e
ilustra las ventajas de utilizar medicion en linea de la con-
centracion como control del proceso, en comparacion con
el balance de masa convencional.

La filtracion de flujo tangencial (TFF), es una de las téc-
nicas de procesamiento mas utilizadas en biotecnologia,
que separa los componentes de una solucion liquida o
suspension mediante filtros de membranas. A diferen-
cia de la filtracién normal, el flujo de liquido en TFF es
paralelo a la superficie de la membrana, lo que minimiza
la acumulacion de retenido que puede provocar el ensu-
ciamiento de la membrana. Las moléculas mas peque-
fias que el tamafio del poro son forzadas a través de la
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membrana como resultado de una diferencia de presién;
las moléculas mas grandes, se recirculan al recipiente de
alimentacion’. Las aplicaciones mas tipicas de TFF en
bioprocesamiento son la ultrafiltracién (UF), por ejemplo,
aumentando la concentracion del producto, y diafiltracion
(DF), para intercambio de buffer o desalacién. La filtracion
tangencial TFF es reconocida como una parte esencial
de la mayoria de los métodos de procesamiento downs-
tream (DSP), requiriendo asi una cuidadosa considera-
cion desde el principio del desarrollo del proceso y en el
escalado de la operacion®?. Tradicionalmente, el proceso
UF/DF se controla en funcion del calculo de balance de
masas. Aunque adoptado universalmente, este enfoque
tiene considerables inconvenientes, incluido el riesgo de
que se produzcan errores de calculo, la dependencia de la
pericia del operador y la necesidad de medir la concentra-
cion fuera de linea. Estos inconvenientes se mitigarian sig-
nificativamente si el proceso UF/DF fuera completamente
automatizado y efectivamente controlado en los pardme-
tros criticos del proceso. La automatizacion de procesos
implica reduccion de riesgos, control estricto del proceso
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y eliminacion del “factor humano’, entre otros beneficios®.
El desarrollo de la automatizacion del proceso es compli-
caday exige grandes inversiones de tiempo y esfuerzo por
parte del usuario final.

El sistema KrosFlo® KR2i TFF es un sistema de laborato-
rio ampliamente utilizado en el mercado, un sistema para
TFF a escala de laboratorio, para procesos de I+D y PD en
UF, DF, y con otras muchas aplicaciones. Sobre la base de
este poderoso sistema, Repligen presentd recientemente
el sistema RPM KrosFlo KR2i: el primer TFF del mundo
que incluye el analisis de concentracion en linea. No solo
monitorea parametros criticos en el proceso TFF, ademas
permite un control activo sobre ellos aportando informa-
cion en tiempo real, reduce drasticamente el coste del
proceso, el tiempo y los riesgos de cometer errores. Estas
caracteristicas analiticas del proceso son posibles gracias
a la integracion del espectrofotémetro en linea FlowVPX.

El sistema FlowVPX utiliza tecnologia de longitud de tra-
yectoria variable (VPT), un enfoque alternativo a la espec-
troscopia UV-Vis. VPT se basa en la ley de Beer-Lambert,
donde la absorbancia es proporcional tanto a la concen-
tracion como a la longitud. Sin embargo, a diferencia de la
espectroscopia UV-Vis convencional donde la longitud de
la trayectoria permanece constante, VPT varia la longitud
de la trayectoria para adaptarse a la concentracion de la
solucion, lo que permite la medicion de soluciones alta-
mente concentradas sin necesidad de dilucién®. (Figura
1).

El sistema FlowVPX basa sus mediciones en la pen-
diente de la absorbancia vs la longitud de trayectoria
en lugar de basarse en la absorbancia absoluta, lo que
permite una mayor precision y elimina la necesidad de
correccion de la linea base en la mayoria de los casos. Al
integrar el instrumento FlowVPX en la ruta de flujo del sis-
tema KrosFlo KR2i TFF (Figura 2), la concentracion puede
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Figura 1.

aumentarse constantemente, monitoreado y administrado
en tiempo real utilizando el software dedicado KrosFlo®
RPM™ (Figura 3). Todos los componentes del sistema
estan controlados a través de este software, que permite
una automatizacion completa y remota de las funciones
del KR2i en funcion de la concentracion en linea mediante
las mediciones del sistema FlowVPX. Ademas, el software
RPM proporciona un analisis de datos integrado con gene-
racion de graficos, cuadros y datos tabulares recopilados
de todas las entradas y salidas que son cruciales para la
comprension del proceso, su desarrollo y optimizacion. El
software también permite al usuario personalizar méto-
dos, exportar informes y mantener registros de prueba
detallados®.

Figura 2.

Los usuarios que implementen el sistema FlowVPX
(como parte del sistema RPM o como instrumento
independiente) deben tener en cuenta que un elemento
esencial, un requisito previo para mediciones precisas,
es la mezcla adecuada de la solucion de alimentacion.
Descuidar la mezcla o mezclarla de forma inadecuada
suele provocar una falta de homogeneidad en la solucion,
lo que empeora drasticamente las mediciones de absor-
bancia en linea. Al implementar FlowVPX en un laborato-
rio de desarrollo de procesos, se debe aplicar un agitador
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Figura 3.

magnético o un reactor agitador especial a escala de labo-
ratorio para obtener los mejores resultados.

Para este estudio comparativo se utiliz6 el sistema RPM
KrosFlo KR2i para realizar un proceso TFF. La concen-
tracion del producto fue monitoreada continuamente. Y
simultaneamente a través del método de balance de masa
convencional, usando escalas de precision y lecturas de
absorbancia en linea, usando el Sistema FlowVPX.

El sistema TFF estaba equipado con un modulo de filtro
de casete HyStream 30kD SIUS PD de 0,01 m2 (EP) (arti-
culon.® XPO30LP1E). Se utilizé el tubo de bomba de preci-
sion L/S® L/S 14 para construir la ruta de flujo. La celda de
flujo de acero inoxidable FlowVPX de 3 mm se utilizd con
el Sistema FlowVPX.

El sistema TFF se utiliz6 en modo Concentracion/
Diafiltracién/Concentracién (C/D/C) utilizando albuimina
sérica bovina (BSA). En el inicio la concentracion fue de
5 mg/ml (ensayos 1y 3) o 10 mg/ml (ensayos 2 y 4); en
todas las series, la muestra se concentré a 200 mg/ml.

La presion transmembrana (TMP) se mantuvo a 0,55
bar (7,98 psi) durante las series 1, 3y 4; la TMP fue de 1,24
bar (17,98 psi) durante la ejecucion 2.

El método de medicién del software RPM aplicado fue
Modo Répido a una longitud de onda de 280 nm con lec-
tura continua, utilizando el estandar Coeficiente de extin-
cion BSA de 0,67 (mg/ml)-1 cm-1.

En el experimento 1, el primer objetivo de concentracion
(C1) fue 50 mg/ml; después, la muestra se lavd con 0,3
volimenes de diafiltracion (DV) antes del paso de con-
centracion final (C2). En este experimento, el VPT y los
métodos de balance de masa produjeron datos de con-
centracion muy similares durante el proceso del TFF. La
diferencia entre las mediciones de concentracion final por
cada método fue inferior al 1%. (Figura 4)
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Figura 4.

La ejecucion T demuestra los parametros ideales: no se
produjeron interferencias no deseadas y el sistema pudo
completar el proceso como corresponde a lo planificado.
Las siguientes ejecuciones incluyen ejemplos de errores
experimentales comunes debido, o a limitaciones inheren-
tes del equipo o a errores humanos. Estos errores afectan
el rendimiento.

En el experimento 2, C1 fue nuevamente de 50 mg/ml,
seguido de un lavado de 0,1 DV. Sin embargo, aproxima-
damente 100 g de liquido no fueron detectados durante el
proceso del TFF. Esta magnitud de error puede ocurrir si el
usuario agrega o quita accidentalmente algun peso en la
bascula una vez se hainiciado el proceso. Tal discrepancia
puede surgir incluso si se ajustan los tubos del sistema, lo
que afecta a la fuerza ejercida sobre el recipiente situado
encima de la bascula. En este caso, el error inicial provoco
una diferencia del 10% entre la concentracion calculada
(balance de masa) y la concentracion medida (FlowVPX)
al final de la fase de diafiltracion, que luego crecid hasta
una diferencia del 50% al final de la fase de diafiltracion
(Figura 5).
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Figura 5.

En el experimento 3, C1 fue nuevamente de 50 mg/ml,
seguido de un lavado de 0,2 DV. El experimento 3 experi-
menté un error similar al experimento 2. Las basculas no
midieron aproximadamente 7 g de liquido durante el pro-
ceso TFF, lo que resultd en una diferencia final del 9% entre
el VPT, medicién (200,2 mg/ml) y el célculo del balance
de masa (182,2 mg/ml) (Figura 6). Este margen de error
queda fuera del rango aceptable para la mayoria de los
requisitos de la industria de bioprocesamientol.
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En el analisis final presentado aqui, C1 fue de 125 mg/
ml, seguido de un lavado de 0,2 DV. Durante el proceso,
cambios sutiles y accidentales provocaron una diferencia
del 3,4% en la concentracion del producto final (Figura 7).
Los errores practicos que pueden producir un error de esta
magnitud pueden ser indetectables. Es poco probable que
el analista detecte el error antes de que resulte en una des-
viacién significativa del valor objetivo.

El margen del 3,4% entre la concentracion medida y cal-
culada no es tan severo como el de las series 2y 3y cae
dentro de los limites aceptables de muchos estandares de
la industria de bioprocesamiento [6]. Sin embargo, la natu-
raleza de este error es practicamente imposible de ras-
trear hasta su origen y enfatiza el riesgo inherente al pro-
ceso cuando se emplea el método tradicional de balance
de masa para determinar la concentracion.

Si bien estas ejecuciones representan los resultados de
varios errores conocidos y desconocidos en el proceso
TFF, la caracteristica comun que comparten todos es la
consistencia del sistema FlowVPX. Debido a su disefio
en linea, el instrumento FlowVPX no es susceptible a esa
variabilidad como lo son las escalas de precisién y, por lo
tanto, logré consistentemente situarnos dentro de +0.2%
de la concentracion final objetivo en todos los casos en
que el método de balance de masa tuvo errores significa-
tivamente mayores.

El sistema RPM KrosFlo KR2i proporciona un nivel
incomparable de precisién, mitigacion de errores y facili-
dad de uso. El sistema TFF que se basa en calculos de
balance de masa exige una atencién continua por parte
del operador y un manejo casi perfecto del sistema y sus
componentes. La integracion del instrumento VPT mitiga
estos problemas con una funcionalidad automatizada que
logra un mayor control del proceso. El sistema permite
una comprension profunda del proceso TFF en cada paso,
lo que proporciona numerosas ventajas cruciales, como
son:

+ Automatizacion independiente completa basada en un
control de concentracion en linea en lugar de un compli-
cado balance de célculo de masas.

+ Reduccion considerable del riesgo gracias a la gestion
y el control constante en linea.
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« Elimina la necesidad de realizar mediciones fuera de linea
gue consumen mucho tiempo, lo que proporciona informa-
cion solo después de que el proceso ya ha finalizado.

+ Integracion total del software, combinando las funcio-
nes innovadoras del sistema FlowVPX con la versatilidad
del KrosFlo KR2i.

+ Alta capacidad de personalizacion debido al disefio
modular y la disponibilidad de componentes listos para
usar, como rutas de flujo, sensores y contenedores (tam-
bién disponibles como articulos de un solo uso).

Estos beneficios hacen del sistema RPM KrosFlo KR2i
una excelente opcion para los usuarios nuevos y existen-
tes de FlowVPX y KR2i que buscan aumentar la eficiencia
y reducir el riesgo en sus operaciones de investigacion y
desarrollo TFF.
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