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PRESENTACION DE LA TESIS

En esta seccidn, la de presentacién de tesis, se describe la forma en que estd estucturada la
misma. En el capftulo I se presenta un resumen general del trabajo en espaiiol e ingles.

En el capitulo IT se presenta una introduccién al tema de wabajo. los principales antecedentes
que dieron origen a éste trabujo y las hipdétesis que se pluntearon para la realizaciéon del mismo. En el
capitulo III se presentan el objetivo general y los particulares que se establecieron para el deswrollo
del trabajo experimental. "En el capitulo IV se presenta una revisidn bibliogrifica de aspectos
fisiolégicos de B. subrilis ¥y de caracteristicas de los cultivos alimentados exponencialmente como
estrategias de fermentacidn, discudéndose en ambos casos los aspectos de relevancia para la
realizacién de Ia tesis.

En el capitulo V se hace una presentacién de los resultados obtenidos, los cuales son
mostrados en detalle en tres manuscritos, dos de los cuales, uno publicado y oto aceptado para
publicarse. son presentados en esta seccién y el tercero, por someterse. es mostrado en el apéndice
X.11.

Con el fin de facilitar la lectura y la secuercia de la tesis, en el capitulo VI, el de discusién
general, se presentan de ranera resumida los resultados reportados en los tres manuscritos antes
mencionados, y se hace una discusién general acerca de los mismos.

En el capitulo VII se presentan las principales conclusiones y aportaciones obtenidas en el
trabajo. En el capitulo VIII se presentan las sugerencias para trabajos futuros a partir de ideas
generadas en el presente trabajo.

En el capitulo IX s muestan la bibliografia citada en las secciones que componen este
wabajo, excluyendo las que son presentadas exclusivamente en los manuscritos.

Finalmente, el capitulo de apéndices, presenta el detalle de los materiales y métodos
empleados en la parte experimental del trabajo, los cuales son presentados de manera resurnida en los
manuscritos, asi como los resultados de todas las cinéticas de fermentacién que fueron resumidas en

los tres manuscritos y en la seccién de discusién general.



L1  RESUMEN

B. subtilis es una bacteria gram (+) que esporula cuando se agota un nutriente en el medio de cultivo,
concomitante con este proceso se presenta la produccién de la proteasa alcalina (subtilising), la cual es
codificada por el gene aprE. Anteriormente se ha demostrado, en cultivos continuos en medios complejos y en
cultivos alimentados limitados por nitrégeno, que la expresion del gene aprE es inversamente proporcional a 1a
velocidad especffica de crecimiento. En este trabajo, mediante el uso de cultivos alimentados se evalud el
efecto qQue tene la velocidad especffica de crecimiento impuesta a B. subtilis sobre la produccién de $-
galactosidasa, cuya expresion estd controlada por la regién de regulacidn del gene gprE, durante lu fase
estacionaria. Asf{ mismo, con el propdésito de des-reprimir y favorecer 1a expresion de la B-galactosidasa se
planted imponer un eswrés metabdlico mediante la utilizacion de cultivos alimentados exponenciaimente
limitados por glucosa.

Para esto se utiliz6 una cepa recombinante de B. subtilis (la BB804), en la cual el gene lacZ de E. coli
es expresado en cromosoma utilizando la regién de conuol del gene aprE. La cepa BB804 contiene dos
mautaciones en reguladores pleio6picos del proceso de esporulacién y ds expresion del gene aprE, las
mutaciones hpr2 y degU32(Hy), las cuales en conjunto incrementan aproximadamente 40 veces el nivel ds
expresion de agprE. Para realizar la evaluacion se  disefio un medio de cultivo mineral suplementado con

glucosa y se utilizaron como estrategias de fermentacién cultivos lote y cultivos alimentados exponencialmente
limitados por glucosa. ;

Normmalmente la expresion del gene aprE no estd asociada a crecimiento. Sin embargo, 1a utilizacion
del medio mineral en cultivos lote propicié que la produccién de la B-galactosidasa se diera parciaimente
asociada a crecimiento. La baja frecuencia de esporulacién, menor al 1%z, durante 1la fase de crecimiento indica
que la formacién de esporas resistentes a calor no fue el factor que ocasioné la produccion de B-galactosidasa
asociada a crecimiento. Ademds, la utilizacién del medio mineral con diferentes concentraciones iniciales de
glucosa en cultivos lote, permitié incrementar hasta en un 85% la actividad especffica de B-galactosidasa, en
comparacién con la acﬁviﬁad obtenida en medio complejo. Asf mismo, al incrementar la concentracion inicia!
de glucosa en cultivos lote de 11 a 26 g/L se logré in&emenrm dos y wes veces la actividad y productividad
volumétrica, respectivaniente. Por otro lado, durante las tres primeras horas de la fase estacionaria de los
cultivos se presento lisis celular. Esta lisis se pudo evitar alimentando glucosa durante 1a fase estacionaria, de

acuerdo a un coeficiente de mantenimiento de 0.11 g, / (8, ). De esta manera se logré duplicar 1a actividad



volumétrica en ese cullivo, en comparacion con un cultivo lote realizado en condiciones similares pero sin

alimentar glucosa durante la fase estacionaria.

Para establecer los perfiles predetertninados de alimentacién de glucosa para los cultivos alimentados
exponencialmente, se disefio un sistema automitico controlado por computadora. Utilizando el medio minerual,
se evaluaron velocidades especificas de crecimiento predeierminadas en un intervalo de 0.058 a 0.35 h’.Los
resultados obtenidos durante la fase de crecimiento de los cultlivos alimentados exponencialmente muestran que
se pudo obtener un estado pseudo-estacionario en la velocidad especifica de crecimiento y de glucosa
remanente en ¢l medio de cultivo, asf como en 1a acumulacién de acetato. El tiempo durante el cual se obtuvo
el estado pseudo-estacionario se pudo incrementar de 6 a 46 h conforme la velocidad predeterminada de
crecimiento se redujo de 0.35 a 0.058 h’'. Después de ese tiempo, yo obstante de que la glucosa se alimentd en
base a los perfiles predeterminados ¥ de que todos los minerales estaban presentes en concentraciones no
limitantes, se perdi6 el control sobre €] estado pseudo-estacionario, obteniéndose una reduccién en la velocidad
especifica de crecimiento y una acumulacién de glucosa y acetato.

En similitud a los cultivos lote, para los cultivos alimentados mantenidos a una velocidad de
crecimiento cercana a 0.4 h”, se obmuvo produccion de B-galactosidasa asociada a crecimiento. Sin embargo, ¥
contrario a lo que se planted, para 1os cultivos alimentados llevados a cabo a una velocidad de crecimiento
menor a 0.2 h, la actividad especifica se redujo dréisticamente, a valores cercanos a cero, durante la etapa de
alimentacion. La mdxima actividad especffica obtenida durante las primeras tres a cinco horas de la fase
estacionaria, de cultivos precedidos por velocidades especificas de crecimiento cercanas a la mdxima, comparan
muy bien con los resultados obtenidos en los cultivos lote. Sin embargo, para los cultivos llevados a cabo a
velocidades de crecimiento menores a 0.20 h”, 1a produccién de B-galaciosidasa durante la fase estacionaria del
cultivo fue minima. Los resultados obtenidos indican que la reducciSn de 1a velocidad de crecimiento, mediante
la limitacién por glucosa, suprimen la produccién de B-galactosidasa tanio durante la fase de crecimiento

exponencial, como durante Ia fase estacionaria.

En comparacién con cultivos lote llevados a cabo en medio complejo, 1a utilizacién del medio mineral
en cultivos lote con 26 g/L iniciales de glucosa y de cultivos alimentados exponencialmente a una velocidad de
crecimiento predeterminada de 0.35 h’, se logré incrementar alrededor d= 2, 16 y 5 veces la actividad
especifica, la volumeétrica y la productividad volumétrica de 3-galactosidasza, respectivamente.

[N]



12 ABSTRACT

B. subtilis is a gram (+) bacterium that sporulates when a nutrient is exhausted in the medium. Also,
during the early stages of sporulation the subtilisin gene (¢pr£) is expressed. It has been shown, in continuous
cultures with complex medium and in nitrogen-limited fed-batch cultures, that expression of apr£ gene is
inversely proportional to growth rate. In this work the ctfect ol specific growth rate on apr£ expression during
the stadonary phase, using fed-batch cultures, was assessed. Furthermore, a metabolic stress was imposed,
using gluccse-limited exponentally fed-batch cultures, as an atempt to de-repress and increase apr&
2xpression during the growth phase.

The mutations ipr2 and degU32(Hy), which arc known to increase aprE gene expression around 40-
fold, were used in combination with the /acZ genc chromosomally integrated under control of the regulatory
region of the aprE gene in a B. subrlis struin designated as BB804.

Wormally, apr£ expression is repressed during vegetative growih. However when BB804 strain was
grown in mineral medium supplemented with glucose, B-galactosidase production was partially growth-
associated. Sporulation frequencies, lower than 1%, during the growth phase indicates that spore formation was
not the factor that induced growth-associated B-galactosidase expression. Compared with the results
obtained in complex media up to a 85% increase in specific 8-gal activity in mineral medium,
supplemented with different inidal glucose concentrations, was obtained. A two and three-fold
increase in volumetric activity and B-galactosidase productdvity was obtained when glucose
concenmation was varied from 11 w 26 g/L, respectively. In addidon, glucose feeding during the

stationary phase at 0.11 g, ./ (8o D), resuited in a two-told increase in volumetric enzyme activity as
cellular lysis was prevented.

Constant p. in the range of 0.058 to 0.35 h', were maintained using mineral medium and
computer-controlled pre-determined glucose feeding profiles. At all growth rates tested, a pseudo-steady state
in p and glucose concentration was obtained. As pre-determined y was reduced from 0.35 to 0.058 h', pseudo-
steady state was maintained from 6 to 46 hours. Moreover, in spite the fact that glucose was fed in accordance
with the pre-determined profile and that all other minerals were present at non-limiting concentrations. after
such elapsed times, a characteristic sudden decrease in the slope of log of biomass concentration against time
and an accumulation of glucose and acetic acid, indicated that control on pseudo-steady state was lost.

For fed-batch cultures maintained at a growth rate close to 0.4 h’, specific enzyme activity remained
relatively constant during the fed-batch phase. In contrast, for exponentiaily fed-batc cultures maintained at a
lower than 0.2 h', specific and volumetric B-galactosidase activity decreased during the fed-batch phase,
reaching a value close to zero before glucose feeding was stopped. Maximum 8-galactosidase activity, during
the stationary phase, was obtained at p close to 0.4 h'', whereas it strongly decreased at values of p lower than
0.2 h'. This suggests that glucose limitation and p reduction during exponential growth phase, represses 8-
galactosidase production during the exponential and the stationary phases.

Using batch cultures with 26 g/L of initial glucose concentration or exponentially fed-batch cultures
carried out at a p close to 0.4 h'', allowed to obtain about 2, 16 and 5-fold increase in specific, volumetric and

volumetric productivity of 8-galactosidase activity, respectively, when compared to batch cultures carried out
with complex medium.



)1 § INTRODUCCION

‘L1 Bacillus subtilis como microorganismo huésped para la produccién de proteinas -
recombinantes

Existen varios aspectos que son de especial interés para la produccién de enzimas
recombinantes utilizando a B. subrilis como microorganismo hospedero. En primer lugar. la
combinacién de técnicas de ingenieria genética'y de procesos de fermentacion han permitido que
varias protefnas heterSlogas sean producidas en cantidades que de otra manera hubiese sido impaosible
obtener con fuentes naturales o microorganismos silvestues (Lee, 1996). En 1989 el mercado mundiul
de enzimas industriales de gran volumen era de 600 millones de délares, de los cuales el 33% eran
producidas con cepas recombinantes de B. subrilis (Arbige y Piwcher, 1989). Ademaiis se pronosticaba
que para 1995 dicho mercado seria de 1 000 millones de délares y que la mayoria de las enzimas

industriales serian producidas con cepas recombinantes (Gicquiaux, 1990).

Por otro lado, B. subrilis es una bacteria gram (+), la cual habita principalmente en el suelo y
esporula en un medio ambients adverso para su crecimiento. Entre los factores que pueden ocasionar
que B. subtilis esporule se encuentran principalmente: ausencia de algin(nos) nutriente(s) tales como
la fuente de carbono, nitr6geno y fésforo (Schaeffer er al, 1965; Sonenshein, 1989; Nicholson y
Setlow, 1990), exposicién a radiaciones ultravioleta y acurmulacién de ciertos factores de esporulacién
(Grossman y Losick, 1988; Waldburger er al, 1993). Concomitante con el inicio de la fuase
estacionaria o del proceso de esporulacién. se presenta la produccién de varias enzimas degradativas
(Schaeffer, 1965 y 1969: Ferrari er al, 1993), es decir que la produccién de dichas enzimas no esul
asociada al crecimiento y en consecuencia no es constitutiva. De manera que la induccién. qus
desencadena la produccién de las enzimas degradativas, se produce de manera natoral sin que se
requiera de la adicién de un inductor exégeno. Asi mismo, esta induccién puede ser conuolada d2

manera muy sencilla, si se ocasiona el agotamiento de algin nutriente en el medio de cultivo.

Enwe los genes que codifican para estas enzimas degradatvas se encuentra el gene aprE, el

cual codifica para la proteasa alcalina denominada subtilisina. Dicha enzima es utilizada ampliamente

P
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en la elaboracidén de detergentes. A nivel indusuial se utilizan cepas sobreproductoras que poseen
diversas mutaciones que incrementan la expresién del gene aprE. Con las cepas y técnicas adecuadas
de fermentacién., se ha logrado obtener concentraciones de hasta 20 g de subilisina por lio
(Zukowsky, 1992). También es sabido que los sistemas de expresién de proteinas basados en
pldsmidos en B. subrilis ocasionan un incremento en la carga metabdélica. reduciendo la velocidad de
crecimiento y favoreciendo la seleccidn de variuntes no productoras, los cuales crecen a una mayor

velocidud de crecimiento y por tanto desplavan u ia poblacién productora (Shoham y Demain,

1991:
Vyas er al.

1994). Sin embargo, en un sistema en el cual la expresién de dichas proteinus esta
codificada por genes integrados en cromosoma, y que ademiis se expresan naturalmente, es decit sin
la necesidad de un inductor extermno. a partir del inicio de la fase estacionaria del cultivo, se evitan los
inconvenientes antes mencionados. Debido a lo anterior la regién de control del gene aprE puede
udlizarse para expresar proteinas heterSlogas codificadas cromosomalmente,’ talcs como la 13—-3
galactosidasa de E. coli en B. subrilis (Ferrari et al, 1993). Ademds, después de E. coli y S. cerewseue, =

dentro de los microorganismo utilizados a nivel induswial, B. subtilis es de los cuales se posee un’
mayor conocimiento genético y bioquimico.

Otra caracteristica importante para emplear a B. subrilis como microorganismo hospedero
para la produccién de proteinas recombinantes, principalmente en el drea de alimentos, es que muchas
especies de Bacillus, incluyendo B. subrilis. no presentan interacciones patogénicas con los Flun-'lanos,
o animales (de Boer y Diderichsen, 1991; de Boer er al. 1994), por lo que B. subrilis es considerado
ampliamente como microorganismo GRAS (Generally Recognized as Safe). Cabe apuntar, qué lva

produccién a nivel industrial de 1a B-galactosidasa se lleva a cabo con especies de levaduras y hongos
que también son considerados GRAS (Casas, 1992).

n2 La enzima B-galactosidasa de E. coli

La enzima B-galactosidasa (8-D-galactosidasa galactohidrolasa E.C.3.2.1.23) hidroliza a la
lactosa en glucosa y galactosa. La elaboracién de derivados de productos deslactosados se lleva a

cabo mediante 1a utilizacién de la B-galactosidasa proveniente de algunas especies de Kligyveromyces
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y de Aspergillus. Los productos deslactosados pueden ser consumidos por personas que presentan
intolerancia a la lactosa. Ademass, debido a que la glucosa y la galactosa son mas dulces, mas solubles
y mas facilmente fermentables que la lactosa, las propiedades dé los productos licteos, subproductos
o derivados de la leche deslactosados son mejores desde el punto de vista de procesos para la
elaboracién de productos alimenticios a base de licteos (Casas. 1992). La B-galactosidasa de E. coli a
diferencia de las lactasas obtenidas de hongos. presenta pH y temperatura 6ptimos que son adecuados
para la hidrélisis de lactosa en leche y en suero dulee (6.6-7.5 y 55°C, respectivamente), y a diferencia
de las lactasas provenientes de Kluyvveromyces fragilis, es muy estable a temperaturas mayores a 30°C
(Morisi er al, 1972; Nijpels, 1982). As{ mismo, el gene que codifica para la enzima B-galactosidasa
(lacZ) de E. coli ha sido ampliamente utilizado como reporiero para estudiar los sistemas genéticos de
regulacién de enzimas degradativas y de fenémenos de esporulacién en B. subtilis (Ferrari er al, 1986:
Valle y Ferrari, 1989; Perego er al, 1991; Ferrari er al, 1993). Ademaiis, la regién de conwuol del gene
que codifica para la subtilisina ha sido utilizada en nuestro laboratorio como modelo de estudio para
la expresion de proteinas homo y heterélogas, asi como para eswdiar su sisterna de regulacién (Valle
y Ferrari, 1989; Bolafios, 1994; Rinc6n er al. 1994; Salvador er al, 1994; Olmos er al, 1996: Olmos
er al, 1997). En consecuenciz. en nuestro laboratorio se han construido cepas de B. subrilis que
presentan un nivel elevado ds produccién de B-galactosidasa recombinante, cuya expresién es
controlada por la regién de regulacién del gene aprE. codificada cromosomalmente y gue no
requieren de la adicién de inductores ex6genos para su expresion (Bolafios, 1994). Es por esto, que en
el presente trabajo se decidié utilizar cepas de B. subrilis recombinantes, con las caracteristicas antes

mencionadas, para sobreproducir la enzima B-galactosidasa de E. coli.

o3 Hipotesis de trabajo y cultivos alimentados como estrategia de fermentacion

Como ya se menciono, 1a produccién de proefnas reguladas por la regién de conturol del gene
que codifica para la subdlisina estd multirregulada genéticamente en Bacillus subrilis y su expresién
normalmente se inicia concomitante con el inicio del proceso de esporulacién, es decir durante el
estadio de transicién entre €l crecimiento vegetwativo y el inicio de la fase estacionaria. Mediante el

use, ya sea de cultivos continuos con medios complcjos (Rincdn er al, 1994), cultivos lote empleando
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fuentes de nutrientes que son metabolizadas lentamente (Hanlon y Hodges, 1981) o mediante técnicas
de cultivo alimentado limitadas por nitr6geno (Pierce et al, 1992) en B. subrilis, asi como en cultivos
continuos limitados por glucosa en medios minerales en B, lichetgtfonnes (Frankena er al 1985), se ha
demostrado que la produccién de proteasas, de subtilisina y del proceso de esporulaciéon son
inversamente proporcionales a la velocidad especifica de crecimiento. Es decir que la produccitn de

proteasas y la frecuencia de esporulacién se incrementan conforme la velocidad de crecimiento es
reducida. '

Por otro lado, los cultivos alimentados son una de las estrategias de fermentacién mas
utilizada a nivel industrial para la obtencién de productos asociados y no asociados a crecimiento
(Zabriskie y Arcuri, 1986; Arbige y Pitcher, 1989; Fieschko, 1989; Royce. 1992; Yee y Blanch,
1992; Zukowsky, 1992; Arbige ez al, 1993; Kleman y Suohl, 1994; Ramirez er al, 1994; Lee, 1996).
A continuacién se presentan varias caracterfsticas que se consideraron importantes para evaluar la
produccién de B-galactosidasa en B. subrilis utilizando cultivos alimentados. Limitando algin
nutriente y alimentindolo de manera exponencial, por ¢j. la glucosa o la fuente de nitrégeno, se pucde
conuolar la velocidad de crecimiento durante la fase de crecimiento exponencial (Yamane y Shimizu,
1984, Yee y Blanch, 1992). Ademis, la limitacién de la fuente de carbono y la reduccién en la
velocidad de crecimiento permite reducir la formacién de subproductos inhibitorios tales como los
4dcidos orgdnicos (Yee y Blanch, 1992; Lee, 1996). En el caso especifico de B. subrilis, el proceso de
esporulacién per se y la acumulacién de factores de esporulacién (Grossman y Losick, 1988:
‘Waldburger er al, 1993), limitan la cantidad de células que sc pueden obtener. Ademds, para obtener
la médxima concentracién de productos no asociados a crecimiento. sc'requiere de una etapa del
cultivo en fase estacionaria. De manera que para maximizar la produccién de células y al mismo
tiempo de productos no asociados a crecimiento, los cultivos alimentdos exponencialmente permiten
por un lado la acumulacién de los factores de esporulacién y por otro la produccién de productos del
metabolismo secundario sin la necesidad de contender con estrategias de fermentacién que requieren
de dos recipientes de fermentacién (como serfa el caso de cuitivos continuos),



Los hechos mencionados en los pidrrafos anteriores condujeron a plantear algunas hipétesis
para favorecer la produccién de 8-galactosidasa de E. coli en B. subrtilis, mediante la variacion de la
velocidad de crecimiento empleando cultivos alimentados limitados por glucosa. En primera
instancia, al controlar la velocidad de crecimiento, mediante la limitacién por glucosa en cultivos
alimentados, se planteo evitar el efecto adverso de la acumulacion de dcidos orgdnicos e incrementar
la cantidad de biomasa disponible al iniciar la fase estacionaria de los cultivos, y de ésta manern
favorecer la productividad volumétrica de B-galactosidasa. En segundo término al imponer un estrés
metabélico durante la fase de crecimiento exponencial. mediante la limitacién por glucosa en cultivos
alixnenmdos.. se planteo por un lado favorecer la produccién de B-galactosidasa durante la fase de
crecimiento vegewmtivo y' en consecuencia al reducir la velocidad de crecimiento des-reprimir la
expresién del gene apr£ durante la fase de crecimiento exponencial. En base a esta hipStesis, también
se planteo realizar cultivos de dos etapas. Los cuales consistirfan de una primera etapa de
alimentacién rdpida para favorecer un crecimiento rdpido y la obtencién de una concentracién celular
elevada, para posteriormente pasar a una etapa de alimentacién con crecimiento lento, o nulo, en
donde se favoreciera la produccién de B-galactosidasa. Finalmente. también estabamos interesados en
cvaluar si la reduccién de la velocidad de crecimiento durante la etapa vegetativa, mediante la
limitacién por glucosa, tenia un efecto sobre la produccién de B-galactosidasa. es decir sobre la
expresién del gene aprE durante la fase estacionaria del cultivo.

Como es sabido, el conocimiento de la fisiologfa de cepas recombinantes sobreproductoras. en
especial la respuesta que presentan a vax-qujénes en el tipo de "m.edio de cultivo y a la velocidad de
crecimiento, son parimetros de impoﬁancia en la optimizacién de fermentaciones (Zabriskie y
Arcuri, 1986; Fieschko, 1989). Por los cual en este estudio. inicialmente se evaluaron algunos
pardmetros cinéticos, asf como la capacidad de sintesis de B8-galactosidasa de B. subrilis recombinante
en cultivos lote. Para este propdsito. se disefié un medio de cultivo mineral suplementado con
glucosa, dado que en este tipo de medios las concentraciones de los nutrientes pueden ser conocidas y
conuoladas. Ademds. con estos medios de cultivo se puede conwolar la velocidad de crecimiento y
obtener datos cindticos relevantes respecto al crecimiento celular. el consumo de substato y a la
produccién de! producto deseado en culdvos continuos o culdvos alimentados. Al realizar la

ewvaiuuacién de la produccidén de B-galactosidasa con B. subrilis en cultivos lote empieando el medio
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mineral suplementado con glucosa, se esperuba que la expresion del gene uaprE conservase su

regulacién y se obtuviera una produccion de 8-galactosidasa Unicamente durante la fase estacionaria
del cultivo.

En segundo termino, se decidié evaluar el efecto de la velocidad especifica de crecimiento
sobre el comportamiento cinético de los cultivos asf como sobre la produccién de B-galactosidasa
utilizando cultivos alimentados exponencialmente. En este caso como ya se menciond, al imponer un
estrés metabélico durante la fase de crecimiento exponencial, mediante la limitacién por glucosa en
culdvos alimentados, esperibamos favorecer la produccién de B-galactosidasa durante la fase de
crecimiento vegetativo y en consecuencia a partir de la reduccién de la velocidades de crecimiento
des-reprimir la expresion del gene aprE durante la fase de crecimiento exponencial

0



OBJETIVOS

GENERAL

Evaluar el efecto de la velocidad de crecimiento de Bucillus subtilis sobre la produccitn de 13-
galactosidasa de Escherichia coli, cuya expresion esta controluda, cromosomalmente, por la

regién de regulacion del gene de la subtilisina (aprE). y que ademiis contiene las mutaciones
hpr2 y degU32(Hy) en las proteinas reguladoras trascripcionales

PARTICULARES

1.- Establecer un medio mineral suplementado con glucosa qQue permita satisfacer las

necesidades nutricionales de B. subrilis y conwuwolar los procesos de fermentacion
mediante la alimentacién limitada de la fuente de carbono.

Caracterizar la capacidad biosintética de Bacillus subrilis para la produccién de 8-
. galactosidasa en cultivos lote.

Evaluar el efecto de la velocidad especifica de crecimiento sobre la produccién de 8-
galactosidasa durante la fase de crecimiento exponencial y la fase estacionaria. en
cultivos alimentados exponencialmente limitados por glucosa.
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v ANTECEDENTES

fV.l Caracteristicas generales de Bacillus subtilis

Las bacterias pertenecientes al género Bucillus son en su mayorfa aerobias, Gram (+) y
formadoras de esporas. Este género se encuenua ampliamente distribuido en el suelo, aire y agua. y
ha sido explotado de manera extensa por el hombre para la produccién de enzimas hidrolfticas (con-m
la subtilisina). antibiGticos, insecticidas y productos quimicos (Zukowsky, 1992). Particularmente. B.
subrilis es una bacteria Gram (+), que habita principalmente en el suelo y esporula en un medio
ambiente adverso para su crecimiento. B. subtilis tiene la hubilidud' de metabolizar una amplia
variedad de compuestos orgdnicos e inorgidnicos. Los tiempos de dupiicacién tipicos de B. subrilis
varfan de 20 min a mis de una hora cuando es cultivado a 37°C, en medios muy ricos y complejos o
en medios minerales, respectivamente (Harwood y Archibald, 1990). Concomitante con las primeras
etapas del proceso de esporulacién se induce, de manera natural, la produccién de enzimas
degradativas (Priest. 1977, Schaeffer. 1969). Los sistermas de fermentacién en los cuales la
produccién no esta asociada al crecimiento celular, permiten cultivar las células sin efectos adversos
sobre el crecimiento debidos la carga metbdlica asociada a la produccién de proteinas que no son
esenciales para el crecimiento celular (p. ej. la B-galactosidasa en B. subrilis) o a una presién de
seleccién debido a un marcador molecular (p. ej. la resistencia a un antibiGtico). Adicionalmente, en
B. subiilis 1a induccién que desencadena la produccidn de las enzimas degradativas. se produce de
manera natural sin que se requiera de la adicién de un inductor exdgeno. Asi mismo. esta induccién
puede ser controlada de manera muy sencilla, si se ocasiona el agommiento de algtin nutriente en el
medio de cultivo.

Cuando B. subrilis es sometido al agotamiento de algdn nutriente durante la etapa de
transicién de la fase de crecimiento exponencial a la fase estacionzria del cultivo. se desencadenan
una serie de respuestas con un significado fisiolégico importante rara el desarrollo de este trabajo.

Enue estas respuestas se incluyen:



- La des-represién de enzimas requeridas para incrementar las funciones catabdlicas. tales
como las enzimas del ciclo de los dcidos tricarboxilicos (Hanson y Cox, 1967, Sonenshein, 1989) y
los sistemas enzimiiticos de utilizacién de nitr6geno las cuales incrementan el rango de subsuatos
metabolizables (Fisher y Sonenshein, 1991). )

- El desastollo de quimiéstaxis y el desurrollo de tflagelo. lo cual fucilita el movimiento hacia la
buisqueda de nutrientes.

- Activacion del fenémeno de competencia, es decir la capacidad de B. subrilis de tomar ADN
fordneo ¢ incorporarlo a su material genético, lo que le permite reparar ADN u obtener una variacién
genética y en consecuencia le proporciona un capacidad adicional de sobrevivencia (Dubnau. 1991).
Esta propiedad es ficilmente detectada en un cultivo liquido de B. subrilis, ya que este coincide con el
desarrollo de la quimiétaxis. Esta caracteristica permite aplicar un método de transformacién muy
sencillo en B. subrilis el cual consiste en agregar ADN con la mutacion deseada a cultivos de B.
subtilis, en estado de competencia. y aplicando un método de seleccién adecuado obtener la cepa con
la mutacién deseada.

- La produccién y excrecién de antibiéticos, la cual presumiblemente sirve para limitar la
competencia de owos microorganismos por los nutrientes presentes en el ambiente. La produccién y
excreci6én de varias enzimas hidrolfticas que convierten nutrientes complejos en unidades pequefias
las cuales son ficilmente metabolizables (Priest, 1977).

- La produccién de proteasas intracelulares. las cuales incrementan el recambio de proteinas y
causan ajustes en el metabolismo celular (Burnet ¢z al, 1986)

En general estas respuestas pueden ‘mtérpretm‘se como un mecanismo de B. subtilis para evitar
la inanicién y/o complementar el procq':;o-de desarrollo para lograr eficientemente la sobrevivencia
mediante la formacién de esporas. Las éamczcn‘sticas que desarrolla B. subrilis durante el periodo de
mansicién, sugieren que potenciazlmente la atenuacién o la disminucién de la velocidad de
crecimiento, mediante la limitacién por algdn nuwuiente. permitirfa hasta cierto nivel des-reprimir la

produccién de las enzimas degradativas (Valle y Ferrari. 1989: Sonenshein. 1989; Pierce er al. 1992).



IV.2 Desarrollo-esporulacién

El proceso de diferenciacién de B. subrilis es un proceso fisiolGgico complejo desde el punto

de vista bioquimico y genético. Debido a esta complejidad. el objetivo de este cupftulo =s
proporcionar tnicamente informucion relevante del proceso de deswrollo de B. subrilis relacionuda

con la produccion de enzimas d=gradativas. Una revisidon actual del proceso de esporulacién en B.

subtilis puede ser consultada en Errington (1993). Cuando RB. subrilis es cultivado en un medio rico. 21’

proceso de esporulucion se lleva a cabo en aproximudamente 8 horas (Schaeffer ¢r al 1965). En
consecuencia, ¢l proceso de esporulacion. una vez iniciada lu fase esmg;io-m.u'iu. ha sido dividido en
ocho estadios, los cuales estin basados en los principales cambios citol&gicns que ocurren durante lu
formacién de la espora (Kunkel. 1991; figﬁm v.a2n. La -notacién ty t,, t, etc., es utilizada para
designar el tiempo en que han ocurrido dichos cambios. De esta manera, t, indica el inicio del proceso
de esporulacién o de la fase estacionaria del culiivo y t, indica que han transcurrido 2 horas del inicio
de la esporulacién. Durante t, ocurre la formacién del septo en la célula. En general del estadio tres al
ocho ocurren el engullimiento, 1a formacién de la corteza y la cubierta, asi como la maduracién y lisis
de la espora. Particularmente, para el objetivo de esta tesis es importante resaltar varios fenémenos

que ocurren durante las primeras etapas del proceso de desarrollo.

Durante la etapa vegetativa de crecimiento, B. subrilis se divide centralmente para producir
dos células idénticas (ver figura IV.2.1). En contraste, durante las primeras etapas del proceso de
esporulacién, el proceso de septacion ocurre asiméwricamente, cerca de un polo de la célula. De g, a t..
ocurren las respuestas adaptativas, descnms en la seccidén anterior (Strauch y Hoch 1992). Si durante
estas etapas se obtiene o afiade una cantidad suficiente de los nutrientes agotados. las cé€lulas de B.
subtilis reasumen el crecimiento vegetativo, de otra manera el proceso de desarrollo continua.
Durante la transicién de t, a t,, se forma el septo y la célula madre engulle a la pre-espora. El periodo
t, generalmente es considerado como el estadio durante el cual el proceso de esporulacién ya no
puede revertir hacia la formacién de células en crecimiento vegetativo. A partir de t, la mayor parte de
la expresién genética se da por separado, tanto temporal como espacialmente, entre la célula madre y

la pre-espora (Losick y Stragier, 1992). Aunque posteriormente a t; se enriquezca €l medio o se
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agreguen los nuuisntes agotudos. les células no pueden reverzir el proveso de esporuiucion (Fresse er
al, 1970).

No obstante que ha sido probado que =] proceso d= esporulucién =s independiente de Iz
produccion de varius enzimas degradativas, incluyendo la produccion de la subitilisini, es decir que no
se requiere de la produccion de la subtilisina para que lus c€iulus esporulen (Stahl y Ferrari. 1984), 1
expresion del gene de la subtilisine, y de otros genes ue codifican para enzimas degradativas. ss
sobrelapa con la expresion de genes que controlun la iniciucion del proceso de esporulacion (Valie »
Ferrari, 1989). El inicio de lu expresion del gene aprE coincids con el inicio dzl proceso de desarrollo
en B. subrilis, y la mixima .velocidad de produccién de proteinas codificadas por la regién de control
del geneaprEsedadet,at, (Fci'rari er al, 1986; Ferrari er al, 1993). Durante este periodo, muchos
genes que se expresan durante la fase estacionaria, incluyendo al gene apr£. son transcritos por la -
ARN polimerasa asociada al principal factor sigma de la fase de crecimiento vegetutivo, o* o o
(Sonenshein, 1989). Este factor pierde su actividad durante las dos primeras horas de la fase
estacionaria. El producto del gene spoOH, o (), es necesario para la trascripcién de muchos genes
que son expresados durante el estadio de transicién. 6" también contribuye, durante t, ¢ t. a Ia
expresién del gene que codifica para o*. Los genes que dependen de o tienen funciones muy
diferentes, incluyendo muchas que son necesarias para la esporulacién y algunas que no lo son. La
mayoria de los genes que se expresan en la fase estacionaria dependen directa o indirectamente de ¢
(Sonenshein, 1989). En medios conteniendo caldo nutritivo ¢ se encuentra en una concentracién
muy baja durante el crecimiento exponencial y se incrementa de manera substancial durante la
primera hora después de que se detiene el crecimiento. Sin emburgo, en medio mfnimo con glucosa,
d”" se encuentra en un nivel elevado, tanto durante el crecimiento exponencial, como durante la fase

estacionaria (Sonenshein, 1989).
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Figura IV.2.1 Ciclo de vida de Bacillus subtilis

En B. subrilis ha sido demoswado que la glucosa y otras fuentes de carbono que son
metabolizadas ripidamente, inhiben el proceso de esporulacién y la produccién de subtilisina (Fisher
y Sonenshein, 1991). El término represién catabélica de la esporulacién (y de produccién de
subtilisina) por glucosa es utilizado para describir este fenémeno (Marks y Freese, 1987). Este
concepto ha sido extendido a la represién de la esporulacién y a la produccién de subtilisina por
nirégeno, fosfato y azufre. Varios investigadores han demostrado que la deprivacién por la fuente de
nitrégeno, en condiciones de exceso de carbono en.el género Bacillus, ocasionan una mayor
produccién de proteasas, si se compara con la deprivacién por la fuente de carbono en condiciones de’
exceso de nitrégeno (Heineken y O'Connor, 1972; Hanlon y Hogges, 1981; Hanlon ez al, 1982).
Adicionalmente, existe reportes que demuestran efectos positivos y negativos de la adicién de
aminodcidos sobre la produccién de subitilisina (Fisher y Sonenshein, 1991).

Por otro lado, ha sido demostrado que la produccién de subtilisina se incrementa mediante la

disminucién de la velocidad de crecimiento, ya sea utilizando nutrientes que son metabolizados
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lentamente (Hanlon y Hodges. 1981), o mediante el uso de técnicas de cultivo continuo (Wouters y
Buysman, 1977). También ha sido demost.mdo‘que la frecuencia de esporulacién se incrementa
conforme la velocidad de crecimiento se reduce (Dawes y Mandelstam, 1970; Dawes y Thornley,
1970). Ademds. se ha postulado que el esués energético incrementa la produccién de 1a subtilisina
(Frankena er al. 1985 y 1986). Asi mismo, Rincon e¢r al (1994), utilizando técnicas de cultivo
continuo y medios complejos, demostraron que la expresion del gene que codifica para 1a subtilisina
asf como la frecuencia de esporulacién, se incrementan conforme la velocidad de crecimiento se
reduce. A pesar de que las bases moleculares del proceso de regulucion de la velocidad de crecimiento
sobre la expresién del gene que codifica para la subtilisina no son conocidas, ni han sido estudiadas,
resulta claro que se debe aplicar un esués metabdlico sobre B. subrilis con el fln de iniciar e
incrementar la produccién de la subtilisina. Dado que el papel que juega la produccién de la
subtilisina es tratar de que las células de B. subrilis estén en capacidad de utilizar otros substratos y

mantenerse en reproduccion, es de esperarse una correlacién positiva enuwe la produccién de la
subtilisina y el estrés nutricional, metabélico o energético.

IV.3 Expresion de $3-galactosidasa regulada por la regién de control del gene que codifica
para la subtilisina

El gene que codifica para la subtilisina (uprE) en B. subrilis presenta un sistema de regulacion
compleja (Valle y Ferrari, 1989). En particular existen varias protefnas que actdan como reguladores
negativos: Hpr, Sin. Pai y AbrB, y otras como reguladores positivos: DegU, DegR, DegS, SenS y
DegQ, de 1a regidn de conuol de 1a transcripcién del gene aprE. De manera que mutaciones en estos
reguladores, las cuales presentan efectos pleir6picos sobre la sintesis de enzimas degradativas y sobre
el proceso de esporulacién. permiten incrementar o disminuir, segin sea el caso, el nivel de
expresion del gene aprE. En la actualidad esta regién de control es una de las mejor estudiadas en B.
subrilis. Dicho conjunto de reguladores, junto con proteinas reguladoras del proceso de esporulacién
(codificadas por los genes spo0), son los que ocasionan que el gene aprE inicie su expresién al final
de la fase exponencial de crecimiento, cuando se agota algin nutriente en el medio de cultivo. La

mayor expresién de =ste gene se obtiene durante lus primeras horas de la fase estacionaria.
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Debido a que las protefnas reguladoras controlan funciones que son expresadas durante el

- —estadio de transicién entre la finalizacidn del créecimiento vegetativo y el inicio de la fase estacionaria

y del proceso de esporulacién, se ha propuesto el término *“reguladores del estadio de wansicion™ para
referirse a ellos (Strauch y Hoch, 1992). Aunque ninguna de las mutaciones. conocidas a la techa. en
estos reguladores del estadio de transicin provoca un defecto signiticativo en la formacion de la
espora, existe evidencia de que la expresiéh de algunos de ellos estin bajo el control de reguladores
de la esporulacién y que, ademiis, pueden controlar por si mismos algunos genes de la esporulacion
(Strauch y Hoch, 1992). Por ser de particular interés pura el presente trabajo, a continuacidén se

presenta un breve resumen del control que ejercen los reguladores del estadio de transicién Hpr y
DegU en B. subtilis.

Hpr actia como un regulador negativo (represor) de la expresion de las enzimas degradativas,
tales como la subtilisina, la proteasa neutra. y la serin-proteasa intracelular. También regula
negativamente el fenémeno de competencia, no existe evidencia de que regule la expresién del la o-
amilasa y cuando el gene Apr esti presente en copias miiltiples inhibe el proceso de esporulacién. Se
ha encontrado que el regulador Hpr se une a cuatro regiones separadas del promotor de la subtilisina y
se ha propuesto que, junto con los otros reguladores, forma una curvatura el ADN. la cual provoca la
formacién de una horquilla de represién (Strauch y Hoch, 1992)

DegU actia como un regulador positivo (activador) de las enzimas degradativas subtilisina,
levansacarasa, proteasa neutra y la serin-proteasa intracelular. También regula positivamente el
fenémeno de competencia y no existe evidencia de que en su forma nativa regule el proceso de
esporulacién. ni 1a sintesis de a-amilasa y la fosfatasa alcalina (Strauch y Hoch, 1992). Al parecer las
protefnas reguladoras DegU y DegS forman un sistema de wansmision de sefiales de dos-
componentes. Se ha postulado que Deg$S es una quinasa que fostorila a la proteina DegU en respuesta
a una(s) senal(es) ambiental{es) (Strauch y Hoch, 1996). De mansra que cuando la forma fostorilada

de DegS se une a una regién especifica del promotor aprE se activa la wranscripcién del gene.
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Por ejemplo, se ha demostrado que la combinacién de las mutaciones hpr2 y degU32(Hy)
incrementa aproximadamente 40 veces el nivel de expresién del gene aprE (Ferrari er al, 1993;
Bolaiios, 1994). Estas dos mutaciones y la regién de control de aprE fueron utilizadas en nuestro
laboratorio, por Bolaiios (1994), para construir cepas productoras de 8-galactosidasa de E. coli en B.
subrilis. En el caéo particular para la cepa utilizada en el presente trabajo, inicialmente Bolaiios (1994)
construyé un vector de integracién denominado paprlac2. Dicho plismido de integracién contiene el
promotor completo, las seifiales de regulacién y los primeros ocho codones del gene esuuctural de la
subtdilisina. As{ mismo posee el gene cur. el cual codifica para la clorantenicol-acetiltransterasa.
También posec el gene lacZ de E. coli asi como los fragmentos terminales del gene amy, el cﬁnl
codifica para la enzima o-amilasa de B. subrilis. De manera que, para evitar problemas de
ineswabilidad de plismidos, el vector paprlac2 fue integrado, mediante recombinacién doble. en el
cromosoma de B. subtilis, dando como resultado una cepa con interrupcion del gene estructural de la
a-amilasa, rcsislen.te a cloranfenicol y con capacidad para producir la enzima B-galactosidasa. Con

fines de comparacion sobre la produccién de B-galactosidasa, la cepa anterior (BB801) fue

‘considerada como la cepa silvestre.

Posteriormente Bolafios (1994) a owa cepa de B. subrilis, 1a BB82 -la cual tiene suprimido el
gene que codifica para la proteasa neutra (AnprE), que contiene una mutacién en el gene que codifica
para el regulador negatdvo Hpr (la mutacién Apr2, la cual es una mutacién sin sentido: Valle y Ferrari,
1989) y es auxétrofa a histidina (hisA)- le integré en cromosoma el pliismido parplac2 siguiendo un
procedimiento similar al descrito en el pdrrafo anterior. Con la mutacion Apr2, en la cepa BBRO2
Bolafios (1994) logré un incremento de aproximadamente 3 veces en la actividad especifica con
respecto a la cepa silvestre. Adicionalmente. aprovechando el hecho de que el gene que codifica para
la protefna reguladora DegU estd muy cercana al gene hisA (posiciones en el cromosoma 306° y 2987,
respectivamente: ver Apéndice X.1), mediante transduccién generalizada Bolaiios (1994) wansfirié al
cromosoma la mutacién degU32(Hy). I.a mutacién con pérdida de sentido degU32(Hy) consiste en el
cambio del aminoscido histidina por leucina en et aminodcido 12 de la protefna DegU (Henner e? al..
1988). Esta modificacién en la parte amino terminal, incrementa la estabilidad de la forma fosforilada
de 1o protefna DegU (Dahl er al. 1992). v en consecuencia incrementa la produccién de protefnus

reguiacdas por el promotor de la subtilisina (Kunst er ul. 1974). Finalmente. Boluiios (1994) obtuvo. en
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combinacién con la mutacion A2, una cepa hiperproductora (denominada BBRO4: AnprE. hpr2.

aprE::lacZ, CmR, degU32(Hy)), con un incremento de aproximadamente 43 veces en la actividad
especifica con respecto a la cepa silvestre. Cuando la cepa BB804 fue cultivada a nivel matraz en -
medio complejo, la actividad especifica mdxima alcanzada a tres horas de iniciada la fase estacionaria
fue de 160 000 unidades de B-galactosidasa por mg de proteina (en este caso una U estd definida
como la cantidad de enzima que produce 1 nano-mol de ONP por minuto a 28°C y pH de 7). Es por
esto que en el presente trabajo se decidisé utilizar la cepa de B. subrilis BB804 para evaluar la

produccién de B-galactosidasa de E. coli en B. subtilis.

No obstante que la mutacién degU32(Hy) incrementa importantemente el nivel de expresién
del gene aprE, tiene efectos pleiotr6picos en B. subrilis, de los cuales algunos tienen relevancia para el
drea de fermentaciones. Por ejemplo., entre los efectos pleiotrépicos que induce la mutacion
degU32(Hy) se encuentran: a) la sobreproduccién de subtilisina y otras enzimas degradativas tales
como la levansacarasa, la proteasa neutra, la B-glucanasa y la serin-proteasa intracelular; b) defectos
en la sintesis de flagelo y del desarrollo de competencia; y c¢) defectos en la represién catabdlica
normal de la esporulacién por glucosa (Kunst ez al, 1974; Valle y Ferrari, 1989; Strauch y Hoch,
1992). Mientras que la esporulacién de cepas silvestres es reprimida en medios complejos con exceso
de glucosa, el efecto pleirépico mencionado en el inciso ¢, ocasiona que las células de B. subrilis que
contenen la mutacion degU32(Hy) esporulen en condiciones de exceso de glucosa en medios

complejos (Kunst et al, 1974; Lepesant er al. 1974).

Como es sabido la productividad volumétrica depende de la concentracion celular alcanzada y
como se mencioné la produccién de la B-galactosidasa en la cepa BB804 estd reprimida durante la
fase de crecimiento exponencial. Estos dos hechos permitieron plantear la utilizacién de cultivos
alimentados exponencialmente limitados por glucosa. con el fin de obtener una concentracién elevada
de cglulas durante la fase de crecimiento exponencial y reducir la carga metabélica. debido a la
sobreproduccién de protweinas durante el crecimiento, para finalmente maximizar la produccién de la
B-galzactosidasa durante la fase estacionaria. Por otro lado. a nivel industrial y en algunos reportes de
la lit=ratura se ha plantzado la utilizacién de cepas asporogénicas para prolongar el tiempo de
procducecién (Pierce er @l. 1992: Oh er al. 1995). Sin embargo. hasta donde se sabe los fenétipos
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asporogénicos en cepas de B. subrilis reducen drdsticamente la expresion del gene aprE (Perego er al,
1991; Bolaiios er al, 1994; Olmos et al, 1996). A pesar ée que la biomasa que se puede obtener en
cultivos alimentados limitados por glucosa esta condicionada,-debido a_que la esporulacién no se
puede reprimir por glucosa en la cepa BB804, en el presente estudio se decidid wrabajar con dicha

cepa debido a su caracteristica de sobreproducir la enzima B-galactosidasa.

IV.4 Diseiio de cultivos ali dos exp« ial

Cuando se considera el uso de una cepa de B. subrilis para la produccién de alguna protefna
regulada por la regién de regulacién del gene aprE, es importante recordar que la mayoria de las
cepas (silvestres y/o sobreproductoras) tinicamente producen subtilisina durante el perfodo de
adaptacién (estado de transicién) entre 1a fase de crecimiento logarftmico y la fase estacionaria del
cultivo, y durante las primeras horas de la fase estacionaria. Desde el punto de vista de produccién,
esta caracteristica limita la productividad del sistema. Una de las soluciones tradicionales a este
problema consiste el realizar rondas de mutagénesis al azar y seleccionar variantes con un mayor
nivel de produccién (Debabov, 1982). Sin embargo. en nuestro grupo de investigacion al igual que
owros investigadores (Pierce er al, 1992), preferimos utilizar un procedimiento mas sistemiitico,
incorporando, mediante técnicas de biologia molecular, mutaciones definidas en el cromosoma de B.
subtilis y manipular las condiciones ambientales a nivel de fermentador con el tin de incrementar la
productividad. En la seccién anterior se discutié el uso de cepas mutadas mediante biologia
molecular, en esta seccién se discutird la implementacion de la estrategia de fermentacién a través de
un cultive alimentado exponencialmente. Dicha estrategia permite. entre otras propiedades discutidas
en esta seccién, imponer un esués nuwicional y por ende metabdélico. a través de la limitacién de
nutrientes, sobre las células cultivadas. Esto se logra por medio del control de la velocidad de
crecimiento. Ademds, Pierce er al (1992) han demosuado, utilizando cultivos alimentados y un medio
mineral suplementado con glucosa, que la limitacién por nitrégeno mineral permite incrementar el
tiempo durante el cual se expresan protsinas reguladas por la regién de control del gene aprE en B.
subrilis. En consecuencia. en este trabajo preferimos evaluar el efecto de la limitacion de la fuente de

carbono (especificamente glucosa) sobre la cepa sobreproductora de B. subrilis BB804 (descrita en la
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seccién anterior), debido a que esta limitacién permite imponer un esués nutricional y energético, los
cuales potencialmente afectan la expresién del gene que codifica para la subtilisina.

Por otro lado. los procesos de fermentacion involucran una interaccion compleja entre la
célula y su medio ambiente. En general en los pracesos de termentacion se desea obtener una
cantidad elevada de células, si es posible un crecimiento celular ripido. reducir la formacién de
subproductos. evitar efectos adversos por la limitacién de nutrientes o el 'exceso de los mismos. etc..
para finalmente obtener un rendimiento elevado del producto deseado. El disefio del sistema de
control del proceso de fermentacién, requiere de la seleccidn de una estrategia que permita manipular
¢l medio ambiente en el fermentador, asf como las caracteristicas fisiolégicas del microorganismao.
con el fin de afectar el metabolismo celular en aras de obtener la mayor concentracién del producto
deseado, en el menor tiempo posible. A continuacién se presentan las razones por las cuales se
seleccioné la estrategia de fermentacién de cultivo alimentado exponencialmente para la produccién
de B-galactosidasa de E. coli en B. subtilis. Asf mismo, en primera instancia se presentan las bases de
disefio para llevar a cabo los cultivos alimentados exponencialmente.

Existen diversos modos de operacién de fermentacién. entre los tres mas comunes se
encuentran los cultivos lote. los cultivos continuos y los cultivos alimentados (Arbige er al, 1993). La
caracteristica principal de los cultivos lote es que. una vez inoculados, no se lleva a cabo la adicion de
nutrientes ni la remocion de caldo de fermentacién. En los cultivos continuos se realiza una adicién
continua de medio, asfi como la remocién continua de caldo de fermentacién. En este sentido, los
cultivos alimentados (fed-batch cultures) presentan un modo de operacién intermedio enue los
cultivos lote y los cultivos continuos. En los cultivos alimentados se lleva a cabo una alimentacion
continua o discontinua de algin(os) nutriente(s), la cual puede efectuarse mediante diferentes perfiles.
Sin embargo, a difersncia de los cultivos continuos no existe una corriente de salida continua det
caldo de fermentacién. Dependiendo de la concentracidn del substrato adicionado durante el proceso.

el volumen en el ferrmentador puede cambiar o mantenerse aproximadamente constante.

Los cultivos zlimentados se han utilizado exitosamente para: contender con mecanismos de

regulacién celular zies como represién cawabdlica. induccién para la formacién de productos.
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inhibicién por substrato o el efecto de glucosa (O'Connor er al, 1992; Modak er al, 1986); para
reducir la produccién y/o acumulacién de metwabolitos téxicos, tales como los idcidos orginicos (Yee y
Blanch, 1992; Lee, 1996); para estudiar el efecto de variables ambientales, en condiciones ’
conwoladas, sobre la produccién de proteinas recombinantes, tales como la velocidad de crecimiento
(Ramfrez er al. 1994); y para obtener cultivos de ;;ltu densidud celular (Riesenberg, 1991; Yee y
Blanch, 1992; Kleman y Strohl, 1994, entre owos).

Generalmente los cultivos alimentados se inoculun con células que se encuentran en la fase de
crecimiento exponencial, la cual es mantenida durante un determinado periodo de tiempo con los
nutrientes presentes al inocular el fermentador. Posteriormente a una etapa de cultivo por lote, se
pueden aplicar diferentes perfiles de alimentacién de nutrientes para evaluar el efecto especitico de
una variable ambiental. Existen diversas estrategias de operacién de los cultivos alimentados. Yamané
y Shimizu, 1984; Parulekar y Lim, 1985; y Yee y Blanch, 1992, han revisado en detalle, los
diferentes tipos de cultivos alimentados y las carncten‘sjticas particulares de los mismos. Sin embargo,
para controlar la velocidad especifica de crecimiento de las células, manteniendo un nivel bajo del
nutriente limitante (ademads de los cultivos continuos) existe un modo de operacién denominado

cuitivo alimentado exponencialmente.

El fundamento principal de los cultivos alimentados exponencialmente es igualar la demanda
de nutrientes de los microorganismos, mediante la alimentacién de cantidades adecuadas del nutriente
limitante (por ej. la fuente de carbono, nirégeno, téstoro o azufre). De esta manera, al incrementar de
forma exponencial la alimentacién, del nutriente limitante, se puede controlar la taza de dilucién y por
consiguiente la velocidad de crecimiento. A diferencia de los cultivos continuos y en sentido estricto.
en los cultivos alimentados exponencialments existe un cambio. aunque sea pequeiio, del volumen
con respecto al tempo. Dado que el cambio del volumen respecto al tiempo es diferente de cero, no
se tene un estado estacionario en el volumen. Con respecto al cambio del volumen, existen dos casos

de cultivos alimentados exponencialmente.

a) Si el cambio del volumen es muy grande y exponencial, la concentracién celular puede

mantenerse aproximadamente constante respecto al tiempo. de manera que el cambio de la
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concentracién celular respecto al tiempo es pricticamente igual a cero y se obtiene un estado pseudo-
estacionario en la concentracién celular (Ramirez er a/, 1994). Como consecuencia el cambio de la
velocidad de crecimiento respecto al tiempo también es pricticamente cero y en este caso también se
obtiene un estado pseudo-estacionario en la velocidad especifica de crecimiento, el cual es igual a 1a
tasa con la cual se estd diluyendo el medio de cultivo.

b) " Si el cambio de volumen no es muy grande, debido a que el substrato limitante en la
alimentacion exponencial esta muy concentrado, la concentracion celular se incrementa
exponencialmente respecto al tiempo y no se obtiene un estado pseudo-estacionario en la
concentracién celular. No obstante, si se logrd mantener el incremento exponencial de la
concentracién celular, 1a velocidad especifica de crecimiento es aproximadamente constante y por
tantoconsecuencia su cambio respecto al tiempo es cercano a cero y como consecuencia también se
obtiene un estado pseudo-estacionario en la velocidad especifica de crecimiento. En este caso el valor
de la velocidad especifica de crecimiento esta determinado directamente por el incremento
exponencial de la biomasa.

En ambos casos también se obtiene estado pseudo-estacionario respecto a la concentracidn del
substrato limitante, lo cual permite definir una etapa durante la cual el cultivo esta controlado respecto
a una velocidad de crecimiento deseada

En #rminos pricticos, una estrategia itil y sencilla es seguir un_esquema de alimentacién
predeterminada  (es decir, mediante “un control de lazo abierto), disefiado para anticipar las
necesidades nutricionales. Tales esquemas consisten ya sea en incrementos en escalén de la velocidad
de alimentacién de nutrientes. con el fin de aproximarse a una demanda exponencial, o bien un flujo
de alimentacién con un incremento exponencial. Incrementos graduales en la velocidad de
alimentacién permiten incrementar la concentracién celular mediante el abastecimiento de una mayor
cantidad de nurmientes. En este caso las células crecen exponencialmente durante un perfodo de
tempo, si la velocidad (tasa) de alimentacion del substrato limitante del crecimiento se incrementa en
proporcién a la concentracién celular. En consecuencia. el método de alimentacién exponencial ha

sido desarrollado para permitir que las células crezcan a una velocidad especifica de crecimiento
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constante (Yamané y Shimizu, 1984; Paraluyekar y Lim, 1985; O'Connor ¢r ul, 1992; Yee y Blunch,
1992; Lee, 1996). Ademds, con E. coli esta técnica también permite reducir la acumulacién de

productos tales como los fcidos orgidnicos, si se conuola la velocidad de crecimiento por debajo de un
valor critico(Yee y Blanch. 1992; Lee, 1996).

Las células consumen el carbono (glucosa) como fuente de energia y como substrato para las
reacciones de biosintesis. De manera que Ia acumulacion del substrato limitante (d(VS)/dt). durante la
fase de crecimiento exponencial en un cultivo alimentado, puede ser representado mediante un
balance considerando (O'Connor er al. 1992): la alimentacion de substrato, el crecimiento celular, la
formacién de producto y el consumo de energia de mantenimiento para las funciones basales de la
célula. Dicho balance esta representado por la ecuacion (1):

e imi roducto
acumulacion alimentacion Srecimiento procucto mantenimiento
asv) =2 K Qe mxX. Vv
w = = FSi - =XV -FEX V- mX\V
t % %
donde:

es la concentracién del substrato en el fermentador (g2/L)

v es el volumen en el fermentador (L)

F es el flujo volumétrico de alimentacién de substrato (L/h)

Si es la concentracién del substrato en la solucién alimentada (g/L)

[ es la velocidad especifica de crecimiento (h™)

X es la biomasa o concentracién celular en base seca (25/L)

t es el tiempo (h)

Yys es el rendimiento biomasa/substrato (g células/(g subsuato))

Yos es el rendimiento producto/substrato (g producto/(g substrato))

Q. es la velocidad especifica de formacién de producto (g producto/(g células- h))
m es el coeficiente de mantenimiento (g substrato/(g ¢élulus- h))

Considerando la etapa de crecimiento exponenciul en condiciones aerobias. se tiene que:



A) El valor tfpico de rendimiento biomasa substrato es de alrededor de 0.5 g células / g glucosa.
si las velocidades especificas de crecimiento son mayores a 0.06 h”, y dado que el coeficiente de

mantenimiento tiene valores tipicos alrededor de 0.1 g substrato / g células h, se tiene que:

(2) Yu >>m
%%
B) Se sabe que la velocidad de formacion de protefnas, reguladas por la regién de conwrol del

gene aprE, en B. subrilis durante la fase de- crcbimichto-ekponcncial es redicida (Sonenshein, 1989;

Valle y Ferrari, 1989; Ferrari ¢z al, 1993). De manera que:

u Q.
3 ————>—=—
Yo Yig

Asi. los términos de mantenimiento y de formacién de producto pueden considerarse

despreciables en la ecuacién (1), para obtener la solucién simplificada:

@ —d(;"S) =Fsi— X,V
t %
Ademds, si:
- La biomasa se incrementa exponencialmente, es decir que el substrato limitante se alimenta

exponencialmente.
- La concentracién de substrato en el fermentador se mantiene constante y cercana a cero.
- La concentracién de substrato a alimentar es alta. de manera que el volumen en el

ferrmentador sea aproximadaments constante.

Enrcnces: d(SV)/dt = 0. De manerz que a partir de la ecuacion (4) se tiene:

N
n



) d—(‘@=O=FSi—-L—X,V
- — de Y,%

Reordenando se obtiene:

©6 F==_xv

SIY,%

.

Por otro lado del balance para biomasa se tiene que:

dxv) _
Framiad

«
Para el caso en que la velocidad especifica de crecimiento es controlada a un valor constante,
y sabiendo que a t = 0 (es decir cuando se inicia la alimentacién), V = Vo y X, = Xo, la ecuacién de

balance de biomasa (7) se puede integrar y se obtiene:
[¢:3] X,V = XoVoexp(ut)
Sustituyendo (8) en (6) se obtiene la siguiente ecuacién:

© EF= uXo;/f)chp(ut)

g
La cual describe la velocidad de alimentacién, en funcién del tiempo, que permite el
crecimiento exponencial con una velocidad especifica de crecimiento constunte, siempre y cuando el

ceeficiente de rendimiento biomas/substrato sea constante.



IV.S Medios de cultivo

En general, hay tres tipos de medio: los definidos, los complejos y los semi-definidos. Los
nutrientes en los medios complejos, tales como la peptona, hidrolizado de casefna, extracto de

levadura, caldo nutritivo, etc., varian en composicion y calidad, lo cual hace que las termentaciones -

con estos medios sean menos reproducibles. Sin emburgo, los medios semi-definidos o complejos son
utilizados para maximizar él crecimiento y la formacion del (los) producto(s). Con el fin de obtener
una concentracién celular elevada en cultivos bacterianos, es necesario disefiar un medio de cultivo
balanceado, que contenga todos los componentes necesarios para el crecimiento celular. En virtud de
que las concentraciones de los nutrientes pueden ser conocidas y en consecuencia controladas. los
medios definidos generalmente son utilizados para conocer coeficientes estequiométricos. tales como
Y, Dicho coeficiente puede ser aplicado en la ecuacién 9 con el fin de establecer el esquema de

alimentacion exponencial predeterminada descrito en la seccién anterior. Ademuis, el comportamiento

del coeficiente Y., en funcién de la velocidad de crecimiento o de otra variable del cultivo, permite -

advertir si se presentan cambios metabélicos en las condiciones de crecimiento evaluadas (Rodriguez
y de la Torre, 1996).

Algunos nutrientes, incluyendo las fuentes de carbono, nitr6égeno y fésforo, cuando estin
presentes en el medio de cultivo por arriba de cierta concentracién, inhiben el crecimiento celular.
Esto explica el hecho por el cual al incrementar la concentracion de nutrientes en cultivos lote, no
resulta en la obtencién de concentraciones celulares elevadas. En el caso de E. coli el crecimiento se
inhibe cuando la glucosa. el amonio y el fésforo, estdin por arriba de las siguientes concentraciones:
50, 3 y 10 g/L, respectivamente (Lee er al. 1996). Esta es la razén por la cual los cultivos alimentados
son iniciados con concentraciones de nutrientes por debajo del nivel inhibitorio y son alimentados a

un flujo tal que la velocidad de crecimiento se puede mantener a un valor deseado.
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IV.6 Acumulaciéon de icidos orginicos

Ain en condiciones aerobias. durante el cultivo de bacterias en presencia de exceso de
" glucosa se producen dcidos orgdnicos. Dichos dcidos orgidnicos, y en particular el acético, es
producido cuando el flujo de carbono dentro de lus vias centrales del metabolismo excede la demanda
biosintética y la capacidad de generucion de energiu dentro de la célula (Holms, 1986: Majewsky y
Domach. 1990), o cuando el ciclo de los deidos tricurboxilicos y/o la cadena de transporte de
electrones se saturan (El1-Mansi y Holms, 1989: Han ¢r al. 1992 ), o bien. como sucede en B. subrilis.
cuando el ciclo de 1os dcidos tricarboxilicos no es funcional (Sonenshein, 1989). Concentraciones de
4cido acético por arribade 5 ¢/L a pH 7, ocasionan ﬁna reduccién en 1a velocidad de crecimiento., en
el rendimiento de biomasa y la miixima concentracion celular obtenida en E. coli (LLuli y Strohl, 1990;
Bech Jensen y Carlsen. 1990; Han ¢r al 1992). Adicionalmente, se ha reportado que el dcido acético
tiene un mayor efecto sobre cepas recombinantes en comparacién con las no-recombinantes, y que la
produccién de proteinas recombinantes se reduce significativamente por la acumulacién de acetato
(Bech Jensen y Carlsen, 1990; MacDonald y Neway, 1990; Shimizu er al, 1992).

En general, la formacién de dcido acético depende del medio utilizado. de la velocidad
especifica de crecimiento y de la cepa utilizada. Por ejemplo. el dcido acético se forma en medios
complejos y definidos cuando la velocidad especifica de crecimiento excede a 0.2 o 0.35 I,

respectivamente (Meyer er al. 1984; El-Mansi y Holms, 1989; Paulme er al. 1990). Estudios

realizados con diferentes cepas de E. coli han demostrado que el dcido acético se produce en un
medio definido cuando la velocidad especifica de crecimiento es mayor de 0.14 h" (Fieschko, 1989).

De manera similar. para B. subrilis se ha demoswado que en condiciones aerobias.

este
microorganismo produce acetato, tormato, lactato, propionato y acetoina (Snay er al. 1989; Park ¢r al/
1992; Cayuela er al. 1993: Vierheller er al 1995). Snay er al (1989) utilizando cultivos continuos
mostraron que a concentraciones de glucosa mayores a 10 g/L en la alimentacién y/o wsas de dilucién
mayores a 0.36 h'', la eficiencia de utlizacién de glucosa de B. subrilis para la formacion de biomasa
se reduce. debido a una formacién =zlevada de (acetato, tormato. lactato, propionato y acetoina).
Ademads. se ha demoswado que el propionato y el acetato reducen considerablemente la velocidad de

crecimiento de B. suZrilis a concenaciones mayores a 1 y 2 /L. respectivamente (Purk er al. 1992).
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y que el formato a concentraciones de 1.25 g/L es téxico para el crecimiento celular de Bucillus
subtilis (Snay et al, 1989).

En el caso particular para B. subrilis existen varios aspectos que .son comunes para la
regulacién de los genes que codifican para las enzimas del ciclo de los dcidos tricarboxilicos. En
general, durante el crecimiento en medios complejos varios genes del ciclo de los dcidos
tricarboxilicos son transcritos a un nivel basal, se dice entonces que el ciclo no es funcional
(Sonenshein, 1989). Dichos genes se inducen durante la fase estacionaria de cultivos reulizados en
medios complejos, es decir cuando algiin(os) nutirente(s) ha(n) sido agotado(s) en el medio. Se dice
entonces que el ciclo es funcional. Ademds, si se agrcga' glucosa durante la’ fase estacionaria de
cultivos realizados en medios complejos, se reprime de nuevo la expresién de varios genes del ciclo.
En el caso de medios minimos la regulacién de los genes del ciclo de los dcidos tricarboxilicos no esui
bien estudiada. Pero se sabe que algunos genes son inducidos y ouos reprimidos durante la fase de
crecimiento cuando los medios son suplementados con glucosa y glutamina o glucosa y casa-
aminodcidos (Sonenshein, 1989). Para el caso de medios mnerales suplementados dnicamente con
glucosa no se conoce la regulacién de los genes que codifican para las enzimas del ciclo, pero es de
esperarse que la mayoria, sino es que todos, estén inducidos tanto durante la tase de crecimiento

exponencial como durante la fase estacionaria.

En consecuencia, la aplicacién de la estrategia de cultivos alimentados exponencialmente
limitados por glucosa, como se menciond en la secciton 1V4, resulta apropiada para reducir la
produccién de dichos dcidos en cultivos de B. subrilis. Existen otras estrategias que consideran la
remocién de ficido acético (y de medio de cultivo) mediante procedimientos de didlisis o mediante
filracién y reciclamiento del medio de cultivo. Sin embargo, en estos Jltimos procesos se

desperdician cantidades considerables de nutrientes para su aplicacién.
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IV.7 - Cultivos de alta densidad celular

La alimentacién exponencial ha sido utilizada exitosamente para la obtencién de cultivos de
alta densidad celular de cepas silvestres ‘y recombinantes de E. coli. Para este microorganismo la
velocidad especifica de crecimiento normalmente es mantenida entre 0.1 y 0.3 h” con el fin de evitur
la formacién de dcido acético (Lee. 1996). Se han alcanzado concentraciones de hasta 128 y 148 g en
base seca por liro de E. coli, utilizando la alimentcion exponencial limitada por glucosa y glicerol.
respectivamente (Korz er al, 1995).

Como ya ha sido ;nencionado, los reportes relacionados con la obtencién de cultivos de alta
densidad celular con cepas de B. subtilis son contados (Kai er ul, 1992; Park er ul, 1992; Cayuela er
al, 1993). Ademds. en dichos reportes se emplearon cepas asporogénicas y medios complejos. lo cual
facilita la obtencién de cultivos de alta densidad celular. Sin embargo. se ha demostrado que varias

mutaciones que bloquean el proceso de esporulacién reducen drdsticamente la produccién de 8-
galactosidasa (hasta

16 veces) que se expresa utilizando la regién de regulacién del gene aprE
(Ferrari er al, 1986:

Perego et al, 1991; Bolaiios. 1994; Olmos ez al. 1996). En consecuencia en el

presente trabajo se decidié wabajar con la cepa esporogénica BB804, debido a su cardicter
sobreproductor de B-galactosidasa.

A pesar de las ventajas antes mencionadas de los cultivos alimentados, existen algunas
limitaciones cuando se pretenden alcanzar concentraciones celulwres elevadas. Entre estas se
encuentran la acumulacién de mewbdélitos inhibitorios, y la capacidad limiuda de transferencia de
oxigeno y de disipacién de calor del equipo (Lees. 1996). En el caso especifico de B. subiilis. el
proceso de esporulacién per se y la acumulaciéon de factores de esporulacion (Grossman y Losick.
1988; Waldburger er al, 1993), limitwan la cantidad de células que se pueden obtener. En este sentido.
los cultivos alimentados exponencialmente permiten por un lado la acumulacion de dichos factores y

por otro la produccién de productos del metabolismo secundario, sin la necesidad de contender con
estratezias de fermentacién en dos etapas.
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v PRESENTACION DE MANUSCRITOS

V.1 Desarrollo del medio mineral y evaluacién de 1a produccién de B-galactosidasa

Detalles del disefio del medio de cultivo, asf como la evaluacitn de la produccion de 8-
.gnlnctosidasd en cultivos lote se presentan en los manuscritos: Improvement of culture conditions to
" overproduce B-galactosidase from Escherichiu coli in Bucillus subrilis (por A. Murtinez. O.T.
Ramfrez y F. Valle), publicado en Appl. Microbiol. Biotechnol. vol. 47, 40-45 (pags. 33-39 de esta
tesis); Hiperproduccién de B—gn]actosidasa de E. coli en B. subrilis (pags. 40-54 de esta tesis) en
prensa en: Anals de encontro € uso de lactases (Universidade Estadual De Campinas. Campinas, Sp.

Brasil.); y en el apéndice X.9 (Disefio del medio mineral suplementado con glucosa).-

La estrategia seguida para la construccién de la cepa utilizada en este reporte, asf como su
evaluacién en los medios complejo y mineral, se presentan en detalle en el manuscrito:
Hiperproduccién de 8-galactosidasa de E. coli en B. subrilis (pags. 40-54 de esta tesis) en prensa en:
Anals de encontro ¢ uso de lactases (Universidade Estadual De Campinas. Campinas, Sp. Brasil.).
Cabe aclarar que la construccién de las cepas fue realizada por el BiSlogo Victor Bolaiios como pate
de su trabajo para obtener el grado de Maestro en Biotecnologia (Bolafios, 1994) y quien suscribe
particips, en colaboracién con V. Bolaifios, :pam la evaluacién de las cepas construidas en medio

complejo a nivel mawaz.

v.2 Evaluacion del efecto de 1a velocidad de crecimiento sobre la cinética de crecimiento y la
produccién de B3-galactosidasa en cultivos alimentados exponencialimente '

El efecto que tdene la velocidad especifica de crecimiento sobre la produccién de B-
galactosidasa utilizando cultivos ualimentados exponencialmente se presentan parcialmente en la
segunda parte del manuscrito.: Hiperproduccion de B-galactosidasa de E. coli en B. subtilis (pags. 40-
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54 de eswta tesis) en prensa en: Anals de encontro e uso de lactases (Universidade Estadual De
Campinas. Campinas. Sp. Brasil.); y de forma mas detallada en el manuscrito: Effect of growth rate
on the production of B-galactosidase from Escherichia coli in Bacillus subtilis using glucose-limited
exponentially fed-batch cultures (pags. 117-140 de esta tesis), el cual se someterdi a Enzyme and

Microbial Technology, y por consiguiente estd integrado en la seccién 11 de los apéndices.



v.a MANUSCRITO: IMPROVEMENT OF CULTURE CONDITIONS TO

OVERPRODUCE &GALAbTOSDASE FROM Escherichia coli IN Bacillus
subtilis.

33




App! Microbiol Biotechnol (1997) 347: 40—335

@ Springer-Verlag 1997

QORIC NAL

NP R

A. Martinez - O. T. Ramirez - F. Valle

Improvement of culture conditions to overproduce -galactosidase
from Escherichia coliin Bacillus subtilis

Received: 18 April 1996 / Received revision: 27 August 1996 / Accepted: 6 September 1996

Abstract The effect of some culture variables in the
production of B-galactosidase from Escherichia coli in
Bucillus subrilis was evaluated. The lacZ gene was ex-
pressed in B. subtilis using the regulatory region of the
subtilisin gene apr£. The host contained also the /pr2
and deg L32 mutations. which are known to overexpress
the aprE gene. We found that. when this overproducing
B. subtilis strain was grown in mineral medium supple-
mented with glucose (\l\IG). pB-galactosidase produc-
tion was partially growth-associated. as 40%4—60% of the
maximum enzyme activity was produced before the
onset of the stationary phase. In contrast. when a
complex meadium was used. B-galactosidase was pro-
duced only at low levels during vegetative growth.
whereas it accumulated to high levels during early sta-
tionary phase. Compared with the results obtained in
complex media. a 20" incraase in specific B-galactosi-
dase activity in MMG suppizmented with 11.6 g/l glu-
cose was obrained. On the 1-1 fermenter scale. a threa-
fold increase in volumetric B-galuctosidase activity was
obtained when the glucose concentration was varied
from 11 g/l to 26 g/l. In addition. glucose feeding during
the stationarcy pha:e resultad in a twofold increase in
volumetric enzyme activity as cellular lyvsis was pre-
vented. Finally., we showad that oxygen uptake and
carbon dioxids evolution rates can be used for on-lina
determination of the onser of stationary phase. glucoss
depletion and biomass conzantration.
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Introduction

Bacteria belonging to the Bacillus genus have been used
for the production of industrial enzymes because of their
ability to produce and secrete a large number of useful
proteins or metabolites (for a recent review see: Zu-
kowski 1992). The commonest bacilli used in industry
are B. licheniforniis, B. amyloliquefuciens and B. subiilis.
Among them. the best studied from different points of
view is B. subrilis. Furthermore. because of its GRAS
(generally recognized as safe) status. B. subtilis is a
natural candidate for the production of proteins for the
food industry. However. compared with Escherichia coli
or 5. cerevisiue. there have been very few reports on the
cultivation of recombinant B. subtilis at fermenter scale.
and on the development of suitable conditions for the
production of recombinant proteins, Furthermore. most
of the genetically modified B. subrilis strains have been
evaluated at flask scale where. in contrast to fermenter
studies. a strict control on the environmenzal conditions
is not possible.

In this work. we were interested in studying soms
culture variables. such as the type of medium used. th=
initial glucose concentration and glucose feeding during
stationary phase. to increase the production of B-ga-
lactosidase from E. coli in B. subtilis using batch cul-
tures, For this purpose. we used a strain that carries the
E. coli lacZ gene under control of the uprf£ promoter
from B. subrtilis. which is a very well characterized reg-
ulatory region (Valle and Ferrari 1989: Ferrari et al.
1993). It is well known that. in rich mediu. this promotar
is only expressed during the stationary phase. and thar
the combination of the /ipr2 and deg U327 Hy) mutations
increases its transcriptional level around 40-fold (Ferrari
et al. 1986. 1993). For this reason the producing strainz
used in this work contained both mutations.
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Materials and methods
Culture media - =

A mineral medium supplemented with glucose (MMG) was de-
signed. based on the elementary composition of.8. subtilis (Dert~
wiler et al. 1993) and with the mineral salts added to Schaefler's
sporulation di for B. ilis cultures (Schaeffer et al. 1965).
The mineral medium composition was (per liter) 4 g (NH.1):S0,,
5.32 g K:HPO,, 6.4 g KH:PO,. 0.3 g MgSO, - TH:0. 5 mg MnCls,
<40 mg CaCl;. and 30 mg FeSO47H:O. The initial concentration of
glucose was varied. and is specxﬁcd in Results, When cultures
reached a concentration of about 6 g/l dry cell weight, all mineral
components were added aseptically, as the nitrogen source became
limiting in the culture broth at such biomass concentrations. The
initial pH was adjusted to 7.0.

Strain and cell bank

The genotype of the strain used in zhh work. designated BBS04,
was AnprE. hprl. aprE:lacZ . CmR degl32¢ Hyj. without any
auxotrophic requirement. It \\a> conslrucled in successive steps.
starting with the BBSO strain (Anpr£. glvB. hisA). the Aprl and
degl33 were introduced by transformation using chromosomal
DNASs from strains BBS2 (AnprE. hisA. hpr2) and BBI17 (AnprE,
degU’32; Olmos et al. 1996). We took advantage of the linkage of
the /ipr2 and degl’32 to the g/v8 or hisd markers respectively. The
strain was grown in MMG containing 10 g/l initial glucose. until an
absorbance of 5 was reached (about 12 h culture time). This culture
was used immediately to prepare frozen vials containing 1.5% (v/v)
glyeerol. The vials were stored in liquid nitrogsn. We have found
that these vials give reproducible results even after 24 months of
storage (data not shown).

Inocula development and shake-flask cultures

A I-ml sample of the cell bank was thawed steepiy (=20 °C, —3 =*C,
room temperature. and 37 *C. during 5 min fer each step) and
added to a 500-mi fask with 100 ml MMG contzining 10 g/1 initial
glucose. Inocula were incubated 1o middle exponential phase (ap-
prox. 12—16 h). When cultures reached a biomass concentration of
1.8 g/l. they were used as moeula. All cultures were initiated with
10% inoculum.

To evaluare B-gal id Pr in shake flasks. cultures
were performed in 300-ml shake flasks containing 100 ml Schaef-
fer's medium or MMG. All fasks were incubated at 37 °C and
300 rpm in a G235 Shaker (New Brunswick Ins. New Brunswick.
N.J.} When Schaetfer's medium was used, the inoculum was also
developed in Schaeffer’s medium.

Fermentar cultures

Cultures were carried out in a barfled stirred-tanx fermenter. Witha
working volume of 11 (total volume 1.6 I: LSL Biolafitte. Inc.
Princeron. N.1.) and equxppeg. \\uh a six-blad= Rushton turbine.
The temperature was controiled at 37 *C. The £ was maintained
at 7.0 by automatic additions of 2M \aOH ring exponential
growth. and 0.67 M H\PO4 dusi phase. Foam was
controiles by silicone. Oxygen
partial prassure was measu ic oxygen probe
tIngold trodes. Inc. V was controllad
above 20 . (with respect to 2ir saturation) throu a proportionai-
integral Garivative controller t 5; automatic incrazses of the impeller
speed Proportional-integral Zerivarive param s were tunad by
thod (Lim and Lez 1991) and. aft some rurth=: em-
tments. they wers to a proport
2 of 500 5. a derivar timeof 1l s.a

peller spead of 64) rpm and & l:on:d.nt air flow raze of
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! vvm were used. Off-gas analysis for oxygen, carbon dioxide and
nitrogen were carried out on-line using 2 MGA-1200 mass spec-
trometer (Perkin-Elmer. Pomona. Calif.) The oxygen uptake rate
and carbon dioxide evolution rate were calculated on-hne froma
gas balance over the fermenter vol T
composition in the inlet air. Mentor software (LSL B:olaﬁue Inc.
Princeton, N.J.) was used for on-line calculation of Oz uptake and
CO- evolution rates and data logging at 1-min intervals.

Analytical methods

The cell concentration was measured with a DU-70 spectro-
photometer (Beckman. Fullerton. Calif.) as the absorbance at
600 nm (As00). and converted to dry cell weight per liter according
1o predetermined calibration data (1 Asoo unit = 0.35 g/t). Culture
samples of 2 ml and 5 mi, from flasks and fermenter respectively.

were taken at intervals and centrifuged at 10 100 g for 3 min. Su-
pernatants and pellets were frozen on solid CO: and stored at
=20 °C until the proper-determinations were made. The prortein
concentration was determined on cell peilets by the Lowry method
(Lowry et al. 1951). Glucose remaining in the supernatant was
measured with a Ektachem DT60 II multiple analyzer (Kodak.
Rochester. N.Y.). B-Galactosidase activity was determined at 28 °C
in the cell pellets by a modification of the method of Miller (Ferrari
et al. 1986), using o-nurophenxl B-p-galactopyranoside (ONPG) as
substrate. One unit of the enzyme activity (Miller unit) was defined
as the amount of enzyme hydrolyzing 1 nmol ONPG/min at 28 °C.
Acectate, propionate. Tactate and buranediol levels were determined
by HPLC analysis. The separation system consisted of a fast fruit-
juice apalysis column (7.8 x 150 mm. Waters. Millipore Corp.
Milford, Nlass.), packed with sulfonated styrene _divinylbenzene
resin. Etution was carried out isocratically. using 2.5 mM Ha.SO,
solution as the mobile phase at 40 °C. and a flow rate of 1.0 ml/
min. The compounds were detected with a 310 refractive-index
detector (Waters. Millipore Corp. Milford. Mass.).

Results
Mineral medium evaluation

Most of the reports on the expression of the aprE gene
have employed Schaeffer complex medium. However, in
addition to the high cost of such medium. its use can
mask some important effects of the manipulation of
different environmental parameters on cell physiology
and. in general. on the whole fermentation process.
Therefore, for a good control of the environmental and
physiological conditions in B. subrilis fermentation
processes. the use of a defined mineral medium. supplied
with a® unique carbon source. e.g. glucose (MMG).
highly desirable (Pierce et al 1992). On this basis, a
medium that could provide all the necessary elements to
obtain 5 g cells from 10 g .glucose was designed (see
Materials and methods). With such a composition, the
carbon/nitrogen ratio was 5.5 and the limiting nutrient
was carbon.

To evaluate P-galactosidase production under con-
trolled conditions (ie. no oxygen-transfer limitations.
and automatic control of pH and dissolved oxygen). the
BBSO04 strain was cultured in MMG supplemented with
11.6 g/1 glucose using 1-1 batch fermentations Under
these conditions. the specific growth rate during the
exponential phase was 0.38 h~! (Fig. ). From the me-
tabolites determined by HPLC, only acetate and low
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Vertical line at 9 h denotes onset of the stationary phase. Dashed line
denotes the time of acetaie depletion

quantities of propionate were detected (Fig. 1). How-
ever. while acetic acid production reached its maximum
at the onset of the stationary phase it was consumed
later. The 2nd of the exponential growth occurred upon
glucose depletion. and correspondcd to the onset of,
acetic acid consumption. and a characteristic sharp de-’
crease in Oz uptake and CO: evolution rates. Such a
sharp change was used for the on-line zssessment of the
stationary-phase onset. After acetate depletion. the Oz
uptake and CO- evolution rates steadily dacreased. and
the oxygen partial pressure increased above 20%.

The B-galactosidase production during exponential
growth comprised around 43% of the maximum. which
was obtained 3 h after the initiation of the stationary
phase (Fiz. 1). The maxlmum specific B-galactosidase
activity was 20.1 x 10* U/mgprotein. It should be noted
that, during the exponentizl growth phase. the volu-
metric enzyme activity incrzased proportienally to bio-
mass concantration. This indicates that. for MMG.
enzyme przduction is partizily growth-associated. These
results com:irast with the well-known bahavier of the
uprE gens. that is. iis exgression is repressed during

vegetative growth in complex medium (Ferrari et al.
1986, 1993). Furthermore, all fermenter cultures showed
a high initial specific B-galactosidase activity as the in-
ocula used, originating from exponential cultures grown
in MMG, exhibited a hmh specific enzyme activity .

In all fermenter studies, a good correlation between
cell concentration. Oa uptake and COa evolution was
observed for the exponential growth phase (see Fig. 1).
Such a correlation is useful in computerized control
strategies, where on-line measurements of biomass can
be made without culture sampling. It should be noted
that, during the stationary phase, a continuous decre-
ment of biomass was observed (Fig. 1). Since this de-
crement was also observed at the level of protein
measured in cell pellets (see Fig. 1), we attributed it to
cellular lvsis. This phenomenon was observed during the
first 3 h of the stationary phase. with a specific first-
order lysis rate of 0.118 h™', which means that 30% of
the cells lysed during this period.

Schaeffer medium evaluation

To corroborate that the gprE expression observed during
vegetative growth. was not due to a strain property. its
behavior was analyzed in Schaeffer's and MMG medium
at flask level. and the results are summarized in Fig. 2.
Before glucose depletion. two clearly distinctive growth
phases were observed for the culture performed with
MMG medium at flask scale. During the first 6 h of the
culture. a high growth rate of 0.36 h™' was obtained. The
second growth phase had arate of 0.09 h™!. The beginning
of this second phase coincided with the onset of propio-
nate production and acetate consumption. which, in turn.
were probably caused by oxygen-transfer limitations. In
Schaeffer’s medium, the BB804 strain produced only
negligible quantities of B-galactosidase before the onset of
stationary phase and reached its maximum value around
3 h after the initiation of the stationary phase. This be-
havior is ty'pical for gprE expression in complex medium
(Ferrari et al. 1986). In turn. for MMG medium, the
volumetric activity of f-galactosidase increased early
during the exponential phase of the culture, Upon glu-
cose depletion.the specific B-galactosidase activity had
already reached 12 x 10°  U/mgproweins Which corre-
~ponded 1o about 33% of the maximum enzymatic ac-
udvity obrained at the end of the culture (21 x 10° W/
MNprowein). Furthermore. the maximum specific B-ga-
lactosidase activity obtained in Schaeffer's medium
(16 % 10% Ulmsz,.m.em) was around 20% less than the
maximum specific activity obtained with the MMG (ses
Figs. 1. 2). These results indicate that medium compo-
sition seems 1o be responsible for the observed apr£
2xpression during exponenual growth.

Effect of initial glucose concentration

In previous experiments with the same strain. and in the
Presence of initial high concentrations of glucose in
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Fig. 2 Shake-flusk cultures in Schaeffer’s (closed symbols) and - in
glucose mineral mediurm (open symbols). Time 0 and vertical line
deniote the onset of the stationary phase for both cultures

MDMG. acetic acid was never produced above 1 g/l
(unpublished observations). On this basis. it was decided
to avaluate in more detail whether the initial glucose
concentration had an effect on 8. subrilis physiology and
B-galactosidase production. To this end. several batch
fermentations wers performed. and thres initial glucose
concsntrations wera tested: 11. 26 and 30 g/l. The results
of these experiments are presentad in Table 1. As can be
se=n. in all conditions. the growth rate and czll yield
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were essentially the same. Likewise, the specific glucose
and oxygen consumption rates remained relatively con-
stant at 0.94 g glucose (¢ cell dry weight)~'h~! and 15
mmol O: (g cell dry weight)™ 'h-t, During exponential
growth, cells maintained a constant specific B-galacto-
sidase activity., which was approximately 30%-60% of
the maximum activity obtained in the stationary phase
(data not shown). Increments in biomass (1.7-fold). and
acetic acid production rate (2.5-fold) were observed
when the initial glucose concentration was increased
from 11 g/1 to 30 g/l. However. the maximal B-galacto-
sidase volumetric activity was obtained at an initial
glucose concentration of 26 g/l. This value was 3.1-fold
higher than that of the culture with 11 g/t of glucose. and
13-fold higher if compared to the culture based on
complex medium (see Fig. 2). In this set-of experiments,
during the first 3 h of the stationary phase, cell lysis was
also observed with a specific rate of lysis of 0.08 h~'.

Reduction of cell lysis during the stationary phase

The propensity to autolysis is a well-known property of
B. subtrilis. This is probably due to the combined effect of
glucose depletion (Jollife et al. 1981) and the presence of
monovalent cations (Svarachorn et al. 1989; Tsuchido
1994). originating from the phosphate salts present in
the MNMG. Moreover. it has been reported that the ad-
dition of an oxidizable carbon source to starved and
lysing cultures of B. subrilis prevents autolysis (Jollife et
al. 1981). For this reason. glucose was fed at the onset of
the stationary stage to obtain the maximum biomass for
heterologous protein synthesis. and to prevent cellular
lysis. The amount of glucose feed neesded to maintain
cellular integrity was determined from the specific glu-
cose consumption rate during the stationary phase. Such
a wvalue corresponds to the maintenance coefficient,
which was 0.11 g glucose (g cell dry weighty"*h~!. Fig-
ure 3 shows a culture where. at the onset of the stationary
phase. glucose was added according to the calculated
maintenance coefficient. Ascan be seen. no significant lysis
was observed. since the cell concentration remained rela-
tively constant at 5.69 * 0.66 g/l. Such an effect is more
evident if the protein content is considered. as it remained
at a censtant value of 1.86 = 0.12 g/l. In contrast to the
cultures without glucose feeding (see Fig. 1). the biomass

Table 1 Effect of in slucose s

10~* x Maximum®

22 3o Initial Maxi Specifi
s:gpal::\r;x:?eylu e glucose yield* biomass® acetate . &Galag:osxdnse
on s:toichi tric and : = raga* (g Gle/g dry [£-22)] production rate activity
stars on the 1-1 Szrmenter . (h=1) cell woy [mmol (g dry (U/mb)
) cell woym' hY} .
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and protein concentration steadily declined after glucose
depletion, from 5.26 to 3.55 g/l and from 2.08 to 1.334 g/l
respectively. Growth, glucose consumption, Oz uptake,
CO2 evolution, dissolved oxygen and B-galactosidase
patierns during the exponential growth phase were similar
to those of other batch cultures. However. after 17 h of
cultivation. the maximum volumetric activity obtained
was 53 x 10° U/ml. This level was 96% higher than the one
obtained in batch cultures, with a similar initial glucose
concentration and without glucose feeding during the
stationary phase (see Table 1, line 1). At the end of the
culture, the total glucose consumed (i.e. initial concentra-
tion plus the amount fed during the stationary phase) was
15.1 g(Fig. 3).
Figure 3 also shows that the O, uptake and COa
evolution rates sharply decreased after glucose deple-
tion. but partially recovered upon glucose feeding. .Upon

acetate depletion, at 15 h. both rates decraased “and the .

dissolved oxygen increased steadily. As in baich cul-
tures. the Oz uptake and COa evolution rates provided a
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Discussion

The effect of growth conditions on carbon utilization.
organic acid by-product formation and gene expression
in B. subtilis strains using continuous cultures has been
documented recently (Snay et al. 1989;  Rincédn et al.
1993; Vierheller et al. 1993). Furthermore. the im-
portance of asporogenous mutants for fed-batch and
continuous fermentation of B. subrilis strains has been
reported (Pierce et al. 1992: Oh et al. 1995). In this re-
port, the effect on B-galactosidase production, in a re-
combinant B. subrilis strain. of mineral medium, initial
glucose concentration and giucose feeding during the
stationary phase, was explored. Compared to a pro-

- duction processes based on complex medium. the use of

defined medium supplemenxed with 26 g¢/1 of glucose.
allowed a 13-fold increasé- in the B-rzalactosmase volu-
metric activity. Contrary to what has been observed in
other B. subrilis strains (Park et al. 1992; Vierheller et al.
1995), in the presence of high glucose concentrations. the
BB804 strain did not produce excessive amounts of
acetic acid that could inhibit growth or protein pro-
duction. This is probably due 1o the degL':?.’!l—!y) mu-
tation. It is known ‘hat strains carrying this mutation
(originally named sacl™, in addition to o\'ere\pressxng
extracellular enzymes. are capable of sporulation in rich
medium or in mineral medium containing casein hy-
drolysate and glucose excess (Kunst et al. 1973).

To our knowledge. this is the first time that the ex-
pression of the aprE gene has been detected during ex-
ponential growth. at such a high level. At this point, no
explanation for such a phenomenon is available. How-
ever, similar behavior has been observed for the pro-
duction of the neurtral protease in B. megareritm. In that
case. neutral protease was synthesized throughout the
growth cycle in minimal medium while. in compilex
medium. it was repressed during growth (Priest 1977).

The specific level of B- ealactosidase obtained in this
work (20.1 x 10* U/mzpm.em) is 90-, 28- and 2.7-fold
higher than the higher levels reported by Plerce et al,
(1992), Park et al. (1992). and Ferrari et al. (1986). We
consider that these differences are due to the combina-
tion of genetic manipulations as well as to variations in
culture conditions.

Finally, O2 uptake and CO: evolution Kinetics al-
lowed the on-line determination of glucose depletion.
the onset of the stationary phase. and biomass estima-
tion during exponential growth. Such behavior could be -
useful for automating the process and establishing con-
trol strategies for substrate feeding during fed-bawch
caltures.
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La enzima lactasa (f-D-galactosidasa galactohidrolasa E.C.3.2.1.23)
de Escherichia coli ofrece wventajas para su aplicacidn . en
alimentos. Sin embargo, debido a que esta bacteria no tiene el
estatus GRAS (General Recognized as Safe), la lactasa proveniente
de E. coli no se utiliza en el procesamiento de alimentos.

Por otra parte, Bacillus subtilis tiene un amplio historial como
organismo GRAS Yy recientemente se ha empleado para la produccidn de

proteinas heterdlogas. Por esta razdn, nuestroe grupo dJdecidid
evaluar la sobreproduccidn dJde lactasa de E.coli én Bacillus

subtilis.

Para lograr esta sobreproduccidn, se utilizdé la regidén de control
del gene aprE que codifica para la proteasa subtilisina. Esta
regién de control ha sido estudiada ampliamente y utilizando las
cepas y mutaciones adecuadas, es posible obtener altos niveles de
expresidén de genes heterdlogos. Otra ventaja del uso de este
sistema es gque no se recuiere de la presencia de ningdn inductor
para la expresidén de este gene.

A nivel matraz y utilizando un medio de cultivo complejo, se
lograron obtener 160,000 U Miller de fi-galactosidasa por mg de
proteina. Mediante el disefio de un medio de cultivo mineral y
utilizando técnicas de cultiveo alimentado, se logrd incrementar
significativamente la biomasa ¥y el nivel de actividad enzimatica.
En este trabajo se presentan las estrategias genéticas para obtenexr
una cepa estable de B. subtilis sobreproductora, asi como las
metodologias de fermentacidén para incrementar la biomasa y 1la
actividad enzimatica.

INTRODUCCION

La enzima lacrasa se utiliza para disminuir el contenido de lactosa

en diversos productos lacteos de la industria alimentaria. Esta
=licacién exige que la enzima provenga de un microorganismo

generalmente reconocido como seguro (GRAS), o bien gque se obtenga

ror medico de un proceso GRAS. En la actualidad, las enzimas

provenientes de Kluyveromyces lactis y Aspergillus niger son

ilizadas para éste fin (Nijpels, 1982). Sin embargo, la lactasa
éstos microorganismos no es la mas adecuada para algunos

H
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procesos. Esto se debe a que los parametros Sptimos para la lactasa
de A. niger son: pH de 3.5 a 4.5 ¥y temperatura de 55°C. Para 1la
lactasa de K. lactis son pH de 6.5 a 7.0 y temperatura de 37°C. La
f-galactosidasa de E. coli a diferencia de las lactasas obtenidas
de hongos, presenta pH y temperatura JdSptimos que son adecuados para
la hidrdlisis de lactosa en leche ¥y en suero dulce (6.6-7.5 ¥y 55°C,

respectivamente), Yy a diferencia de la lactasa proveniente de
Kluyveromyces fragilis, es muy estable a temperaturas mayvores a
30°C (Morisi et al, 1972; Nijpels, 1982). Sin embargo,esta vUltima

por provenir de una bacteria no GRAS, no ha sido utilizada en la
industria alimentaria.

Una manera de facilitar la aprobacidn de la lactasa de E.coli para
su uso en alimentos seria produczrla en un organismo GRAS. En este
sentido, B.subtilis es un sistema interesante ya que es GRAS (de
Boer Yy Diderichsen, 1991) Yy es utilizado en diversos procesos
comerciales (Arbige y Pitcher, 1989). Por otra parte, B. subtilis
ha demostrado ser un buen sSistema para la produccidén de proteinas
heterdlogas. En este sentido, se puede decir gque la mayor
produccidn de protelnas heterdlogas que se obtienen a partir de
fermentacidén, proviene de procesos que utilizan algin miembro del
genero Bacillus (Arbige y Pitcher, 1989). Este exito de Bacillus se
basa en la amplia experiencia acumulada por la industria a través
de los afios y al gran avance logrado en su manipulacidén genética
(Zukowski y Miller, 1986). Cabe sefilalar que después de E. coli y
Sacharomyces cereviseae, B. subtilis es el microorganismos del cual
se posee un mayor conocimiento genético.

ANTECEDENTES

En el presente reporte se utilizd la regidén de control dJdel gene
aprE para sobreexpresar el gene lacZ de E.coli. El1 gene aprE de B.
subtilis codifica para la enzima subtilisina, la cual es utilizada
ampliamente en la elaboracién de detergentes. En un proceso de
fermentacidn industrial tipico para la produccidn de esta enzima
por fermentacidn, se usan cepas sobreproductoras con diversas
mutaciones, gque aumentan la expresidn del gene aprE. Con estas
cepas y técnicas adecuadas de fermentacidn, ha sido posible obtener
concentraciones de alrededor de 20 g por litro de subtilisina

(Zukowsli, 1992) . Debido a lo ancerior, diversos grupos han
utilizado la regidn de control del gene aprE para sobreproducir
proteinas homdlogas y heterdlogas en B. subtilis (Kunts et al,
1974; 2Zuxowski ¥y Miller, 1986; Pierce et al, 1992). Tal interés

comercial de este sistema, ha impulsado Jdiversas investigacicnes
basicas sobre los mecanismos de regulacidn dJdel gene aprE. En la
actualidzd, esta regidn de control es la mejor estudiada en 3.
subrcilis (Higerd et al, 1971; Ferrari et al, 1986; Ferrari et al,
1988). =1 gene aprE presenta un sistema de regulacidn complejo
(Valle -~ Ferrari, 1989; Strauch y Hoch, 1993), ya gque existen
varias rroteinas gue actian como reguladores negativos. (Hpr, Sin y
AbrE) vy =-tras como reguladores positi-ros (DegU, DegR, DegS ¥y DegQ,



figura 1l). Este conjunto de reguladores ocasiona que en medios de
cultivo complejos, el gene aprE inicie su expresidén al final de la
fase exponencial Jde crecimiento, especialmente en la fase de
transicidén entre el crecimiento exponencial ¥y la fase estacionaria.

Adicionalmente, es conocido que las manipulaciones genéticas
realizadas con el £in de sobreproducir proteinas heterdlogas
frecuentemente inducen efectos pleiotrdpicos. De manera gue el

control del proceso de fermentacidn no es trivial. Por otro lado,en
cultivos de "alta" densidad celular no se logran adecuados niveles
de produccidn y/o productividad de la proteina heterdloga (Park et
al, 1992; Yee y Blanch, 1992). Cominmente, los efectos pleitrdpicos
tienen su impacto en diversos parametros de los proceso de
fermentacidn tales como : los rendimientos biomasa-substrato v
producto-substrateo, Y la conversidén del substrato en metabolitos
téxicos como los Acidos orgdnicos. ,

En virtud de lo mencionadeo, se decidid llevar a cabo un estudio
integral, considerando aspectos de ingenieria genética, fisioclogia
microbiana e Lngen:.erla de fermentaciones, con el fin de
sobreproducir la enzima f-galactosidasa de E. coli en B. subtilis.

monoz.ocn
La estrategia para lograr la sobreproduccidén de la lactasa de
E.coli, consistid en construir una fusidn transcripcional b

traduccional entre la regidn de control del gene aprE y el gene
lacZ de E.coli. Por otra parte, para evitar la inestabilidad de los
plasmidos recombinantes (Bailey, 1991; Shoham y Demain, 1991), se
decididé integrar el sistema de expresidn en el cromosoma de
B.subtilis. Por Gltimo, para aumentar la transcripcidén a partir Qe
la regidén de regulacidn del gene aprE, se utilizaron las mutaciones
hpr2 yv degU32(Ey).

Para realizar lo anterior, se utilizaron dos cepas parentales, las
cuales tienen deletado el gene de la proteasa neutra de B. subtilis
(gene nprE), vy cuya diferencia radica en gque una de ellas tiene la
mutacidén kor2 en el regulador negativo Hpr. En primera instancia,
en ambas cepas parentales, mediante transformacidn se realizd la
integracién en cromosocma dJdel gene lacZ. La seleccidén de las
transformantes se realizéd en cajas Petri conteniendo medio Skim

Milk (DIFCO) con cloranfeniceol (S5 ug/ml) Yy X-gal (S5-bromo-4-cloroc-

3-indolil-R-D-galactopiranosido). Se seleccionaron aquellas
colonias capaces de crecer en presencia del antibidtico ¥y gque
ademas mestraron coloracidn azul. Posteriormente, mediante
transduccidin generalizada, se transfiridé la mutacidn degU32(HyY).
Estas dos mutacicnes (hpzr2 y dJdegU32(Hy)) ocasionan la sobre-

expresidn <el gene aprf (Ferrari et al, 1993) ¥y en este caso dgl
gene lacZ. En la £igura 2 se muestra un resumen de la estrategia
genética expleada asi como la nomenclatura de las cepas.
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Los medios de cultivo utilizados se presentan en la tabla 1. La
evaluacidn inicial de la produccidn de fR-~galactosidasa en las cepas
modificadas genéticamente se llevo a cabo en matraces Fernbach de
2.8 L, con un volumen de operacidn de S00 mL ¥y utilizando un medio

complejo (Schaeffer et al, 1965; Schaeffer, 1969).

La estrategia en el &area de la ingenieria de las fermentaciones,
fue inicialmente la formulacidn de un medio mineral suplementado

con glucosa como fuente de carbono (Tabla 1). Dicha formulacidn se
subtilis (Dettwiler

realizdé en base a la composicidn celular de B.
et al; 1993), ¥y a los elementos traza utilizados en el medio

Schaeffer.

La biomasa se determind midiendo la densidad Sptica a una longitud
de onda 600 nm y se convirtid a peso seco mediante una curva de
LLa proteina celular se determind por el método de
Lowry et al (1951) y la actividad enzimatica mediante el método de
Miller modificado (1992), utilizando como substrato ONPG (o—
nitrofenil-R-D-galactopiranosido). L.a actividaada enzimidtica se
reporta en unidades Miller, dJdefinidas como la cantidad de enzima
qgque produce un nanomol de ONP por minuto a 28°C. La glucosa se
determind mediante un analizador enzimdtico (Kodak Ektachem DT60

ITI).

calibracidn.

La evaluacidn de la cepa sobreproductora se realizéd en un
fermentador BioLafitte controlado automdticamente por computadora.
El wvolumen inicial de operacidn fue de 1 L, la temperatura se
controld a 37°C. El1 pH se ajustd automdticamente a 7.0, mediante la
adicidn de NaOH 2N o H,PO, 2N. La presidén parcial de oxigeno
disuelto se mantuvo por arriba del 20% variando la velocidad de
agitacidén. La velocidad inicial de agitacidn fue de 600 rpm ¥y la
aireacidén de 1 wvvm.
Con el objetivo de caracterizar la produccidn de B-galactosidasa en
funcidn de la velocidad especifica de crecimiento, se eligid 1la
En este tipo de

estrategia de cultivo alimentado exponencialmente.
la velocidad especifica de crecimiento se puede controlar
En

cultivos,
mediante el suministro dosificado de un Jdeterminado nutriente.
nuestro caso particular, el substrato limitante fue la glucesa, la
cual se mantuvo a una concentracidn constante debajo del limite de
deteccidn, es decir que se evitd su acumulacidn. La descripcidn
detallada del cultive alimentado expconencialmente, utilizado en el
presente trabajo, se encuentra descrito en Yee y Blanch (1982). La
concentracidén inicial de glucosa, proveniente del indculeo, fue de
aproximadamente 0.6 g/L. A las dos horas de iniciada la
fermentacidn, se inicid la alimentacidn de glucosa concentrada (con
concentraciones que variarcn de 40 & 500 g/L), mediante una bomba
autcmidtica (Masterflex) conectada a la computadora. La alimentacidn
de glucosa se detuvo cuando ésta emprezéd a acumularse en el medio a
concentraciones mayores de 1 g/L, indicando el inicio de la fase
estacionaria del cultiwec. Los cuzltivos se monitorearon b
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controlaron por lo menos 6 horas después de iniciada la fase
estacionaria.la velocidad especifica .de crecimiento se calculo a
partir del incremento en la masa celular total tomande en
consideracién el cambio de volumen durante los cultivos

RESULTADOS Y ANALISIS

Evaluacidén en Medio Schaeffer.

En la figura 3 se presenta la cinética de produccidn , para las
cuatro cepas de B, subtilis productoras de fRB-galactosidasa, en
medio Schaeffer. Asi mismo, en la tabla 2 se presenta un resumen de
actividad y productividad maxima de R-galactosidasa alcanzada por
las mismas cepas. Se observa que la maxima actividad especifica se
obtuvo entre las 7 y 10 horas de fermentacidén. Con la mutacidn hpzr2
(cepa BB802) se produjo un incremento en la actividad especifica de
aproximadamente, 3 veces respecto a la cepa silvestre .BB801l. Con la
mutacidén degU32 (Hy) (cepa BB803) - se logré un incremento de
alrededor de 18 veces en la actividad enzimdtica, y en conjuncidn
con la matacidén hpr2 (cepa BB804), se obtuvo un incremento de
actividad especifica de aproximadamente 43 veces (Tabla 2). La
actividad y productividad especifica miaxima obtenidas con la cepa
BB804 . fueron de 165,000 U/mg, ... . ¥ 20,600 U/ (mg__.../h),
respect:.vament:e -

Evaluacién en medioc definido.

En cultivos lote realizados c<on medioc mineral ¥ suplementados con
10 g/L de glucosa inicial, se determiné que la velocidad especifica
de crecimiento en cultivos lote de la cepa BB804, fue de 0.413 h™' +
5.08%. El1 rendimiento de biomasa respecto a glucosa consumida fue
de 0.451 Guoauas 7 Touxoan T S.05%. Con estos datos cinéticos y
conociendo la concent:rac:..én de glucosa en las soluciocnes usadas
para la alimentacidén (las cuales wvariaron entre 40 y 500 g/L de
glucosa), fue posible establecer perfiles predeterminados de
alimentacidén de glucosa de acuerdo a Yamané y Shimizu (1984); ¥y Yee
Y Blanch (1992).

La figura 4 muestra la cinética de formacién de biomasa de la cepa
BB80O4 (panel A), la concentracidén de glucosa en el medio de
fermentacidén (panel B) ¥y la actividad volumétrica (panel C),
obtenideos en cultivos alimentados exponencialmente con veloc:.dades
especificas de crecimiento que variaron de 0.069 a 0.362

Como puede observarse en la figura 4A la velocidad especifica de
' cerecimiento se controld adecuadamente durante - la etapa de
crecimiento exponencial, de acuerdo a la tasa de dilucidn
predeterminada (Tabla 3). E1 término de la fase de crecimiento
exponencial o la iniciacidén de la fase estacionaria del cultivo,
fue determinada en forma simultdnea e independientemente, tomando
en consicderacidén dos parametros distintos: 1) Cuando la biomasa no
Se incrementabka (figura 4A), aunque todos los nutrientes minerales
del cultivo estuviesen en exceso, © bien: 2) Cuando la glucosa
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empezaba a acumularse en el medio de cultivo (figura 4B). ambos
pardametros indican un cambioc en el metabolismo celular y en
consecuencia, una reduccién en la velocidad de consumo de glucosa.
Al momento de observar consistentemente estas dos caracteristicas,
suspendia la alimentacidn de las soluciones de glucosa

se

concentrada. Como consecuencia del intervalo de tasas de dilucidn
estudiadas h'% de los patrones de comportamiento de las
fermentaciones, los tiempos de proceso variaron considerablemente.

Como se muestra en la figura 4C, se observdé una fuerte respuesta a
la velocidad de crecimiento impuest;a al cultivo, lograndose los
mayores titulos de actividad enzimatica a la mayor velocidades de
crecimiento evaluada (0.362 h''). A velocidades de crecimiento
menores de la mitad de 1la velocidad especifica de crecimiento
obtenida en cultivos lote, la produccidn de B—galactosidasa
disminuydé considerablemente. De esta manera, en comparacidn con la
actividad volumétrica obtenida con la cepa hiperproductora BB804 en
medios compleéejos, se logrd incrementar . la actividad volumétrica 5
veces utilizando el medio mineral suplement:ado con glucosa a una
velocidad especifica de crecimiento de 0.362 h™' (tabla 3).

En conclusidn, los datos presentados en este articulo demuestran

e es ‘'posible sobreproducir la enzima lactasa de E.coli en
B.subtilis, utilizando un medio quimicamente definido y operando
cultivos alimentados a una velocidad de crecimiento cercana a la

velocidad obtenida en cultivos lote.
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Figura 1. Control de la expresion del gene de la subtilisina de B. subrilis.
(-) Reguiadores negativos. (+) Reguladores positivos.
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. Bacillus subtilis

]
| ]

BBSO BBS2 )
nprE, hisA . nprE, hpr2, hisA
TRANSFORMACION
BBS801 BB802
nprE, hisA. lacZ, CmiR nprE, hpr2, hisA. lacZ, CimR
TRANSDUCCION GENERALIZADA
BB803 BB804
nprE. lacZ. CmR, degU3I2(HYy) nprE, hpr2, lacZ, CiuR. degU32(Hv)

Figura 2. Estrategia genética y nomenclatura utilizada para
construccién de cepas de B. subrilis productoras de B-galactosidasa.

la
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» MATRAZ
MEDIO "SCHAEFFER"

CALDO NUTRITIVO
MgSO4+.7H20

KCl1

Na=80-

MnCl=
FeS0O4+.7H20

[g/L]

0.125

0.372
[mg/L]
0.198
0.278

» FERMENTADOR

MEDIO [g/L.]

MINERAL :
(NH4)=SO. 4
K2HPO: 5.3
KH-POu 6.4
MgS0+.7H=20 0.4

[mg/L]

MnCl: 5
CaCl: 40
FeS04.7H20 30

Tabla 1. Composicion de los medios de cultivo empleados.
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Cepa

’i 150000 |8 BBB801L: nprE, hisA, lacZ, CmR
¥ @ BBS802: nprE, hpr2, hisA, lacZ, CmR
= % BB803: nprE, lacZ, CmR, degU32(Hy)

100000 1 BB804: nprE, hpr2, lacZ, CmR,

degU32(Hy)
€ 50000 |-
-
L . -
o 2 4 6 8 10
Tiempo (h)

Figura 3. Efecto del fondo genético sobre la produccion B-galactosidasa.

Cinética de produccion a nivel matraz en medio Schaeffer.
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CEPA / GENOTIPO Actvidad Actividad | Productividad

Bacillus subtilis especffica Relativa Especifica
mixima Respecto
(U /mgpno-r) ala Cepa U/(mgpPrOT h)
miles BBS801 miles
BB8O1 4.0 1 0.5
nprE, hisA, lacZ, CmR
BB802 11.2 , 2.8 1.6

nprE, hpr2, hisA, lacZ, CmR

BB803 67.0 17.7 . 6.7
nprE, lacZ, CmR, degU32(Hy)

BB804 164.8 43.3 - 20.6
nprE, hpr2, lacZ, CmR, degU32(Hy)

Tabla 2. Resumen de la evaluacién del efecto del fondo genético sobre la
produccién de B-galactosidasa. Evaluacion a nivel matraz en medio Schaeffer.
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Velocidad

Tasa de Actividad Actividad | Tiempo *Actividad
Especifica de | dilucién Especifica Total al cual se Relativa
crecimiento | predeter- Midxima Mixima obtiene
experimental | minada , u/ N(S)) la
(1/h) (1/h) mgprotefna) Millones mdxima
Miles actividad
(h)
0.362]0.347 192.628 288.956 15 5.02
0.185]0.173 5.113 7.033 26 0.12
0.105(0.116 3.012 15.736 31 0.27
0.069 | 0.058 6.780 69.244 75 1.20

* Actividad relativa respecto a la actividad total obtenida en medio Schaeffer con
la cepa BB804: nprE-hpr2-lacZ-CmR-deg U32(Hy). La actividad total (U Miller
médximas), considerando 1 L. de volumen de fermentaciéon y la cantidad de

proteina producida como biomasa en el medio Schaeffer, fue de 57.5 millones de
U Miller.

Tabla 3. Comparacién de actividad enzimatica obtenida a diferentes tasas de

dilucién con la cepa BB804. Evaluacién a nivel fermentador con medio mineral
suplementado con glucosa.
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Figura 4. Cinéticas de cultivos alimentados exponencialmente. Evaluacion a nivel
fermentador con medio mineral suplementado con glucosa. Cepa BB804: nprE.
hpr2, lacZ. CmR, dezgU(Hy)32.
Velocidad especifica de crecimiento experimental (1/h): 54

0.2362 (= 3:0.185( 9 );0.105 () ;0.069 ( 9).



Vi RESUMEN DE RESULTADOS Y DISCUSION GENERAL

AuGn cuando B. subrilis ha sido ampliamente utilizado para la produccién industrial de
enzimas (Arbige y Pitcher. 1989). y que industrialmente se produce B-galuctosidasa proveniente de
algunas especies de Aspergillus 'y de levaduras, existe poca informacicdn publicada concerniente a la
produccion de dicha enzima (Bailey y Linko., 1990) y sobre el efecto que tiene la estrategia de
alimentucién sobre la produccion de enzimas en B. subrilis. Ademiis. ta capacidad de B. subrilis para
producir dicha enzima pricticamente no ha sido explorada. Mas atin. la revision de la literatura
(Capitulo de Antecedentes de este reporte) muestra que en generiul se han realizado dos estuerzos por
separado para estudiar la produccion de enzimas (principalmente subtilisina) reguladas por la regidn
de control del gene aprE. El primero de ellos, el de biologfa molecular, con éntasis en lus relaciones
enue la expresién-regulacion del gene uprfE y el proceso de esporulacién en B. subrilis, donde la
construccién de cepas es el objetivo prioriturio. pero las condiciones umbientales (medio y
condiciones de cultivo) pricticamente no son tomadas en consideracion. El segundo de ellos. el de
fermentacién. donde han sido estudiadas varias estrategias ambientales para estudiar e incrementar la
produccién de subtilisina. pero donde se utilizan cepas poco caracterizadas. desde el punto de vista de
regulacién genética del gene uprfE. y con bajos niveles de produccion especitica. En particular
unicamente los estudios de Pierce ¢r af (1992), Rincon er af (1994) y Oh er al (1995) hun considerado
ambos aspectos en relacién con la produccién de proteinas expresadas a través de la regidn de

regulacién del gene aprE.

Por otro lado. ain cuando las estrategias diseiiadas alrededor de la regulacion de nitrégeno.
azufre o fGstoro. a nivel de fermentacion no han recibido mucha atencidn. las estrategias basadas en la
adicién de 1a fuente de carbono son rutinurias en E. coli y levaduras. Sin embargo. dichas estrategias,
basadas en la adiciGn de las fuente de carbono. son contadas y relativamente recientes, para el caso de
B. subrtilis (Kai er gl. 1992: Pwrk er al. 1992; Cayuela ¢r ul, 1993: Oh er ul. 1995). El hecho de que
varios investigadores hayan reportado que el nivel de produccién de proteasas en Bacillus se
incremente al mantener una velocidad de crecimiento menor durante la fase de crecimiento
exponencial /o al imponer un estrés metubdlico mediante lu limitacién de algin nutriente. y por lo
mencionado =n los pdrrafos anteriores. como parte fundamental de este proyecto se plunted el conocer
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la respuesta de una cepa recombinante de B. subrilis (de la cuual se tiene un conocimiento
relativamente amplio del sistema de regulacion del gene aprE y esti especificada como sobre-

productora de B-galactosidasa) a la eswategia de cultivo alimentado exponencialmente (donde el

control de las condiciones ambientales es fundamental), basada en la alimentacion y limitacion de la
fuente de carbono. en particular por glucosa en medio mineral. A continuacion se presenta un

resumen y anilisis de los resultados obtenidos, en funcion de los objetivos planteados en la seccidon
oI

VL1 Preparacion de un banco de células

La aparicién de variantes con diferente mortologia de colonias (Rodriguez: 1995), o con un

nivel reducido de produccion de proteinas heterdloguas. es un fendmeno observado frecuentemente

con microorganismos recombinantes. No obstante que las mutaciones estdin

integradas en
cromosoma. en nuestro laboratorio se ha observado que después de subcultivar cepas de B. subrilis.
que contienen las mutaciones hpr2 y deglU32(Hy). se obtienen con una frecuencia variable colonias
con una morfologfa diferente y con un nivel reducido de expresién del gene aprE (Valle F.
comunicacién personal). Para evitur esta fuente de variacidn. se preparé un banco de viales
congelados a partiv de la cepu BBBO4 recién consuwuida (Bolafios, 1994) y evaluada en medio
Schaetfer (Wang. 1992). La cepa fue cultivada en el medio mineral (cuya compaosicion estd descrita
en la seccion X.9) suplementado con 10 ¢/L iniciules de glucosa. hasta alcanzar una densidad Gptica

de 5, lo cual corresponde a la miwd del crecimiento exponenciul en este medio. Se agregé glicerol

estéril. como crioprotector. en cantidad suficiente para obtener unua concentracién igual a 11.5 9%

(V/V). Los viales se congelaron inmediatamente en hielo seco y fueron almacenados en nitrGgeno
lquido. Estos viales fueron utilizados como semilla para deswrvollar los inGeulos a nivel mataz. Pura
evaluar la calidad de estos viuales y determinar si era necesurio prepuarar un nuevo lote. se evalud la
actividad especitica de B-galactosidasa que wenfun los indculos cuando lleguban a una densidad Sptica
de 5. Como puade observarse en la figura V.I.1 durante los primeros 14 meses de almacenamiento.
que fue el tiemrpo durante el cual este banco fue uilizado para los cultivos lote y cultivos alimentdos

rzportados en =ste trubajo. la cepa se mantuvo estable en cuanto a los niveles de  produccion de 8-
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galactosidasa, obteniéndose en promedio una actividad especifica de 135, 900 U/mg.s. con un
coeficiente de variacién del 19%. No obstante, si se consideran los datos obtenidos en el transcurso de
los 36 meses presentados en la figura V.I.1. se obtiene en promedio 127, 310 U/mg,., con un
coeficiente de variaciin del 249, lo cual indica una tendencia a disminuir la actividad especifica a
pattir de los 22 meses de abmacenamiento. Mediunte una prueba t de Student (suponiendo variunzas
desiguales). el promedio de las actividuades obtenidas durante los primeros 14 meses fueron
comparadas con el promedio de las actividades obtenidus de los 22 a los 36 meses. El valor de la t
calculada fue mayor que el de t de tublas, para 11 grados de libertad y un nivel de contianza del 999,
lo cual indica que los valores de actividad obtenidos de los 22 a los 36 meses son significativamente
menores que los obtenidos durante los primeros 14 meses. En consecuencia. se decidid nd seguir
utdilizando la cepa con fines de investigacién después de 22 meses de almacenamiento en nitrégeno
liquido.

© JOO©
15 o° oc? &o o

(=} o
9 oo o S oﬁ

P P S PO SIS SO SIS SIPUES SRS N SEPUN U ST ST STV NI S

0O 2 4 6 8 101214 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36
Tiempo (meses)

(Uimgpgor) x 10°

Acl. especifica de f-galactosidasa

Figura V.I.1 Efecto del almacenamiento sobre la actividad ospecil'lcaA de B-galactosidasa.
Almacenamiento en N, liquido. utilizando glicerol como crioprotector. Cepa de
B. subtilis BB804.
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VL2 Efecto del medio de cultivo y evaluacion de la capacidad de produccién de #3-
galactosidasa por B. subtilis

Para llevar a cabo el objetivo principal, plunteado en la introduccion y en la puneliniciul de
esta discusion general. en primer lugar se diseiio un medio de cultivo mineral suplementado con
glucosa. Con el tin de caracterizar la capacidad de produccidn de B-galactosidasa por lu cepa BB8O4
de B. subrilis recombinante. dicho medio tue evaluado en cultivos lote a nivel tfermentador. Asi
mismo dicha evaluacion sirvit para obtener la velocidad especifica de crecimiento promedio durante
la fase de crecimiento exponenciul y el valor del rendimiento biomasw/glucosa (Y, de la cepa
BB804 con el medio mineral. el cual es necesurio para disehar los cultivos alimentados
exponencialmente de acuerdo a la ecuacion 9 (secciGn 1V.4). Los resultados obtenidos, para esta parte
del rabajo, son presentados en las figuras del apéndice X. 10 de este reporte y en lus figuras 1 a 3 del
manuscrito: Improvement of culture conditions to overproduce B-galactosidase trom Escherichia coli
in Bacillus subtilis. Las tablas VI.2.1 y VL.2.2 muestra un resumen de los resultados obtex.xidos en

dichos cultivos lote.

V1.2.1 Fase de crecimiento exponencial

Como se observa en la wbla VI.2.1, se obtuvieron pricticamente los mismos valores en la
velocidad especifica de crecimiento, el rendimiento biomasw/substrato. la velocidad  especitica de
consumo de glucosa ¥y la velacidad de consumo de oxigeno. cuando la concenuacién inicial de
glucosa en cultivos lote se vario de 11 a 30 g/L. Ademuis. como era esperado la cantidad de biomasa y
la velocidad especifica de produccion de acetato incrementaron conforme se incremento la
concenuracién inicial de glucosa. Es decir que las concentraciones iniciales de glucosa probadas y 1la
cantidad de acetato producido durante la etapa de crecimiento exponencial no tueron inhibitorias para
el crecimiento celular ni afectaron de manera considerable la velocidad de crecimiento. el rendimiento
biomasuw/substrato y la velocidad especifica de consumo de glucosa de la cepu BB8B04 de B. subrilis.
Adicionalmente. las cinéticas de cultivo mosuadas en el apéndice X.10 de este reporte muestran (ue

Ia velocidad de consumo de oxigeno y la velocidud de 2volucidn de bidxido de carbonoe pueden ser
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utilizadas para determinar el inicio de la fase estacionaria o agotamiento de Ia glucosa. asf como pura

estimar la concentracién de biomasa durante los cultivos.

Tabla VI.2.1 Resumen de resultados de cultivos lote durante la fase de crecimiento exponencial
utilizando el medio mineral suplementado con glucosa

So M Yxm Xnmax Qe Qoz Qacer t
(Eocw / (gare / (mmolox/  (mmolacer/
(g/L) (™" Eare)  (Eoew/L)  (goow-h)) - (gncow-h)) Cenewzh)) h
11.2 0.44 0.465 5.21 0943 15.31 0.33  8.00
11.6 0.38 0.464 5.26 0.829 14.90 ,.0.28 9.25
25.9 0.40 0.425 8.96 0.947 ND 0.82 11.00
30.6 0.43 0.468 12.81 0.909, 14.50 0.85 10.50
Promedio 0.41 0.460 0.908 14.90 0.57
Coeficiente de 6.68 4.48 6.15 2.72 53.85
Variacion (%)
So concentracién inicial de glucosa
M velocidad especifica de crecimiento

Y,s rendimiento biomasa/substrato

Xmax biomasa miixima alcanzada al inicio de Ila fase estacionaria

QaLc velocidad especffica de consumo de glucosa

Qoz velocidad especffica de consumo de oxigeno

Qacer velocidad especifica de produccién de acetato

t tiempo transcurrido desde la inoculacidn hasta el inicio de la fuse estacionaria
ND no disponible

VL2.2 Fase estacionaria de cultivos lote

Normalmente la expresién de la subtilisina o de proteinas que estin 'bujo el conwuol de la
regién de regulacion del gene uprE no esti asociada a crecimiento (Schaetfer er ul. 1965: Priest.
1977; Ferrari. er al 1993). Cuando se empleo el medio de cultivo mineral suplementado con glucosu
en cuitivos lote se esperaba que la produccion de B-galuctosidasa no estuviese asociada a crecimiento.

Sin embargo. como se muesta en las figuras del apéndice X.10 de este reporte y en las figuras 1 a 3
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del manuscrito: Improvement of culture conditions to overpraduce B-galuctosiduse from Escherichia

coli in Bacillus subtilis, asi como en el resumen presentado en la tabla VI.2.1, en los cultivos lote se

enconu$ que el medio mineral suplementado con glucosa propicia la produccién de B-galactosidasa
durante la fase de crecimiento exponencial.

Tabla V1.2.2 Resumen de resultados durante la fuse estucionaria precedidos por cultivos lote a

diferentes concentraciones iniciuales de glucosa

So AE t AE Act. t, AV Produc- Yoian K,
inicial mixima Rel. mixima tividad
/s U/ , 7/ w/
(g/L) mgerort) (W) mgpeor) (%) M) (U/mL) (mL-h)) 2oLe) (1)
11.2 116 000 4.00 270600 42.87 11.0 270000 24546 24.1 x 10° 0.118
11.6 100 700 2.75 201000 50.10 12.0 320000 26 667 27.6 x 16° 0.010
25.9 125 000 5.00 296200 42.20 17.0 840000 49 412 32.4 x 10° 0.059
30.6 83000 3.00 162500 S51.08 13.5 660000 48 890 21.6 x 10° 0.113
"Medio 9532 3.00 160000 5.96 7 63700 9100 ---eeemee- — e
Complejo
®10.9 120 700 6.50 301 200 40.01 17 533 000 31352 37.7x10° -0
So concentracién inicial de glucosa
AE inicial actividad especifica al inicio de la fuse estacionaria
AE miixima  actividad especifica miixima alcanzada durante la fase estacionaria
t tiempo transcurrido durante la fase estacionaria para alcanzar la AE miixima
Act. Rel.

AV mixima

Yb-O«\l.{S

k,

durante 1a fase estacionaria

tiempo wranscurrido desde la inoculacién hasta obtener la AE miixima -
actividad volumétrica miixima alcanzada durante la fuse estacionaria

porcentaje de actividad especitica inicial respecto a la actividad mdxima alcanzada

rendimiento de mixima actividad de $3-galactosidasa respecto a la cantidad de glucosa
consumida

velocidad especffica de muerte durante las tres primeras horas de la tase estacionaria
evaluacién de produccién de B-galactosidasa en medio complejo (medio Schaeffer. et cual
contiene peptona. hidrolizado de carne. y sales de Mg, Cl. S. Mn y Fe).
cultivo lote llevado a cabo en medio mineral. en el cuul al agotarse la glucosa (o0 inicio de la
fase estacionaria) se alimento glucosa a una velocidad fija. de acuerdo a un coeficiente de

mantenimiento de 0.11 g, / (€pw 1). El consumo de glucosa a t fue de 15.1 2.
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Como se observa alrededor del 40-50% de la mdxima actividad enzimdtica se habia
acumulado al iniciar la fase estacionaria del cultivo. A manera de comparacién la tabla VI.2.2
también muestra los resultados de actividad obtenidos durante la evaluacién de la cepa BB804 de B.
subtilis productora de‘ B-galactosidasa en medio complejo. Como puede observarse en este caso la
produccién de B-galactosidasa no esta asociada a crecimiento. De manera que el efecto observado
puede atribuirse al tipo de medio de cultivo y no al fondo genético de la cepa. No obstante la méxima
actividad especffica de B-galactosidasa en cultivos lote se obtuvo de 3 a S horas después del inicio de
la fase estacionaria del cultivo (tabla V1.2.2), indicando que en las condiciones evaluadas la
produccién de B-galactosidasa y la expresi6n del gene aprE estin parcialmente asociadas al

crecimiento.

En Ia tabla VI1.2.2 también se muestra que la actividad especffica de 8-galactosidasa fue igual,
en el peor de los casos, y hasta un 85% mayor, en el mejor de los casos, en comparacién con cultivos
realizados en medio cor'nplcjo. Adicionalmente, se encontré que al variar la concentracién inicial de
glucosa de 11 a 30 g/L. se obtuvo un incremento de tres y dos veces en la actividad y en la
productividad volumétrica. respectivamente. En comparacién con el cultivo en medio complejo, se
logré incrementar de 4.24 a 13.2 y de 2.7 a 5.4 veces la actividad y la productividad volumétrica,
respectivamente, cuando se evaluaron concentraciones iniciales de glucosade 11 y 26 g/L.

Por otro lado, durante las primeras 3 horas de la fase estacionaria se present6 una lisis celular
dridstica la cual esti representada como la velocidad especifica de muerte en la tabla VI.2.2. En otros
términos, durante ese periodo de tiempo hasta un 30% de las células se lisaron. Anteriormente se ha
reportado que las células de B. subrilis presentan una tendencia a lisarse debido, probablemente, a un
efecto de agotamiento de la fuente de carbono (Jollife er al. 1981) y a la presencia de cationes
monovalentes (Svarachom er al. 1989; Tsuchido, 1994). Durante la fase estacionario de los cultivos
lote el substrato que se agots fue la fuente de carbono (glucosa) y debido a las sales presentes en el
medio de culdvo se originarén cationes monovalentes. En consecuencia estas condiciones favorecen
la lisis celular. Sin embargo, Jollife er a/ (1981) han reportado que la adicién de una fuente de
carbono previene este fenémeno de lisis. Por tanto se decidié evaluar la adicién de glucosa durante la
fase estacionaria del cultivo para contender con la lisis celular. La lisis se pudo evitar alimentando
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glucosa durante la fase estacionaria de acuerdo a un coeficiente de mantenimiento, el cual fue
determinado previamente en un cuiltivo lote al cual se agrego una concentracién elcvadga de glucosa.
Por otro lado, como se menciona en los manuscritos y en la seccién X.9 el sulfato de amonio se
wvuelve limitante cuando se alcanzan concentraciones de biomasa mayores a 6.4 g/L.. Cabe aclarar que
en este cultivo (figura X.10.5), una vez que se alcanzé una concentracién celular mayor de 6 g/L. no
se agregaron las sales del medio de cultivo, de manera que indirectamente se estableciS una fase
estacionaria en la cual el substrato limitante fue la fuente de nitrdgeno. Sin embargo, la alimentacitn
de glucosa y la limitacién por nitrégeno (en concordancia con los resultados presentados por Pierce er
al 1992), permitieron cvitar la lisis celular y mantener un nivel elevado de actividad enzimdtica (tabla
VI.2.2 y figura X.10.5 y fig. 3 del manuscrito: Improvement of culture conditions to overproduce 8-
galactosidase from Escherichia coli in Bacillus subrilis). En consecuencia y debido a una mayor
disponibilidad de células, 1a actividad volumétrica de B8-galactosidasa fue aproximadamente del doble
cuando se aliment6é glucosa durante la fase estacionaria, en comparacién con los cultivos lote con
aproximadamente 11 g/L iniciales de glucosa.

Debido a que la produccién asociada a crecimiento de B-galactosidasa no era esperada, se
realizé una bisqueda bibliogrifica con el objetivo de investgar si dicho comportamiento estaba
documentado. Sin embargo, dnicamente un reporte presentado por Priest (1977) sefiala que la
proteasa neutra en B. megaterium es sintetizada durante el crecimiento en medios mfnimos, mientras
que su sfntesis es reprimida en medios complejos durante el crecimiento vegetativo. Muy
recientemente otros investigadores (Hewitt y Solomos, 1996) reportaron que la produccién de la
enzima degraddtiva o-amilasa en B. amyloliquefaciens ocurre simultdneamente con el crecimiento
celular en un medio sintético suplementado con lactosa, mientras que su produccién ocurre
unicamente durante la fase estacionarin en medios complejos. Estos autores postulan que
probablemente la sintesis de 1a enzima es reprimida, mediante un fenémeno de represién catabélica o
de bajos niveles de sintesis de ARN mensajero. durante el crecimiento rdpido de las células en medios

complejos. mientras que tales restricciones no se presentan durante el crecimiento lento en el medio
sintético con lactosa.
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Por owo lado, también se pensé en que probablemente el medio mineral suplementado con
glucosa favoreciera la produccién de esporas dum‘mc la fase de crecimiento exponencial y en
consecuencia s¢ propiciard la produccién de 8-galactosidasa. Sin embargo, un andlisis posterior
realizado con cultivos a 2 y 10 g/L iniciales de glucosa (datos presentados en el apéndice X.12),

~ indican que 1a formacién de esporas resistentes a calor no tue el factor que ocasioné la produccién de

B-galactosidasa asociada a crecimiento. En estos cultivos, los niveles de esporulacién durante la fase
de crecimiento y durante las primeras 6 horas de la fase estacionaria fueron menores al 19 (Figuras
X.12.1 y X.12.2). No obstante en el medio mineral con la cepa BB804 se obtiene una buena
frecuencia de esporulacién despues de 24 de haberse iniciado 1a fase estacionaria.

En terminos de velocidad especifica de crecimiento en cultivos lote, en el medio mineral
suplementado con glucosa se obtuvo la mitad de la velocidad que se obtiene en medio complejo (en
medio Schaeffer la velocidad de crecimiento es de 0.9 h'). De manera que indirectamente se
comprueba la hipStesis de trabajo planteada, es decir que 1a reduccién de la velocidad de crecimiento,
en este caso a partir de la composicién del medio de cultivo, permite imponer un estrés metabélico y
1a expresién del gene aprE es des-reprida durante 1a fase de crecimiento exponencial de cultivos lote.
Probablemente, en las condiciones evaluadas, a decir en un medio de cultivo iinicamente con glucosa
y sulfato de amonio como fuentes de carbono y nitrégeno. respectivamente, las células de B. subrilis
sensan un ambiente nutricional hasta cierto nivel adverso para su crecimiento, en comparacién con un
medio complejo y rico. En consecuencia es probable que se expresen genes que no son esenciales
durante el crecimiento exponencial. tales como el gene aprE. en un intento (tal y como sucede
durante el cultivo de B. subrilis en medios complejos durante la fase estacionaria) por obtener fuentes
alternas de nutrientes. Probablemente también como ocurre en E. coli la expresion de algunos genes
qQue se da udnicamente durante la fase estacionaria en medios complejos, son parcialmente des-
reprimidos durante la fase de crecimiento exponencial cuando se utilizan medios minerales o
sint¥dcos, debido a que el super-enrollamiento del ADN es dél doble en medios complejos en
comparacién con el obtenido en medios minerales (Kusano ez al, 1996). También es probable que a
nivel transcripcional ocurran algunos cambios que induscan o favorescan la expresién del gene aprE,
tales como la activacién de genes del ciclo de los dcidos tricarboxilicos y la expresién de o durante la
ewera de crecimiento en medios minerales (Sonenshein., 1989).
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VL3 Evaluacion del efecto de 1a velocidad de crecimiento sobre pardmetros estequiométricos
y produccién de B-galactosidasa en B. subtilis utilizando cultivos alimentados
exponencialmente limitados por glucosa

Una vez evaluadas las caracteristicas de crecimiento y la capacidad de produccion de 8-
galactosidasa por la cepa BB804 de B. subrilis en el medio de cultivo mineral, se procedio a establecer
los cultivos alimentados exponencialmente. Como se planted en la introduccidn de esta tesis, en el
presente trabajo se realizaron cultivos alimentados exponencialmente con el fin de evaluar cual es el
efecto de la velocidad especffica de crecimiento (1) en la produccidn de B-galactosidasa y de evaluar
si la historian de la fermentacién (esto es la velocidud de crecimiento "impuest" a los
microorganismos durante la fase de crecimiento exponencial) tiene algiin efecto sobre la produccién
de B-galactosidasa durante la fase estacionaria. Ademds. debido a que el medio mineral ocasiono que
se obwviera una produccién de B8-galactosidasa parcialmente asociada a crecimiento, esta
caracterfstica también permitié evaluar el efecto que tiene la velocidad de crecimiento sobre la
produccién de 8-galactosidasa durante la fase de crecimiento exponencial de cultivos alimentados.

Mediante un control autom:itico controlado por computadora, cuyo detlle se presenta en el
apéndice X.6 (Sistema de fermentacién, programa y algoritmos de control) se establecieron pertiles
predeterminados de alimentacién exponencial, utilizando como substrato limitante a la glucosa de
acuerdo a la ecuacién 9. Se evaluaron velocidades de crecimiento predeterminadas. las cuales se
variaron de 0.058 a 0.35 h”. La figura 4 del manuscrito: Hiperproduccién de B-galactosidasa de E.
coli en B. subrilis, asf como las figuras 1 y 2 del manuscrito: Effect of growth rate on the .production
of B-galactosidase from Escherichia coli in Bacillus subtilis using glucose-limited exponentially fed-
barch cuitures, presentan las cinéticas de crecimiento, consumo de glucosa, produccién de acetato y
produccién de B-galactosidasa en algunas de las corridas de fermentacién en modo de cultivo
alimentado exponencialmente. Adicionalmente, en el apéndice X.11.2 se presentan todas las cinéticas
de los cultivos alimentados exponencialmente.

Los cultivos presentados en esas figuras consistieron de varias etapas. La primera una etapa de

cultivo lote de 2 horas. en la cual las c#lulas crecieron a una velccidad alta con la glucosa proveniente
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de los inéculos. Después de 2 horas. o de que la glucosa remanente pricticamente se habfa
consumido, se inicio la etapa cie alimentacién, durante la cual, mediante la limitacién por glucosa, la
velocidad de crecimiento predeterminada (secciéon IV.4 disefio de cultivos alimentados
exponencialmente y X.6 sistema de fermentacién, programa y algoritmos de control) se establecié en
un intervalo de 0.058 a 0.35 h”. Como se presentS en la seccién de antecedentes, el control de la
velocidad de crecimiento en los cultivos alimentados exponencialmente se establece cuando se
alcanza un estado pseudo-estacionario: la concentracion de glucosa pcrmanece‘constante en cero y
por tanto la velocidad de crecimiento puede ser contolada a un valor predeterminado. Con el fin de
minimizar el cambio de volumen en el reactor y dependiendo del valor de la velocidad de crecimiento
a controlar. de la biomasa y de la resolucién de 1a bomba utilizada. la concentracién en las soluciones
de glucosa que se alimentaron variaron de aproximadamente 30 a 500 g/L.. Para prevenir la limitacién
por otro nutriente diferente a la glucosa, todas las sales del medio de cultivo se adicionaron cuando se
alcanzaba un incremento de 6 g/L. de células. debido a que a tal incremento la fuente de nitrégeno se
vuelve limitante en los cultivos. La tercera etapa fue de nuevo una etapa lote. Esta etapa se presenté
después de que se término la etapa de alimentacién, debido a la pérdida del estado pseudo-
estacionario en la concentracién de glucosa remanente y en la velocidad de crecimiento, es decir
cuando la velocidad de crecimiento decrecfa y la glucosa remanente se acumulaba en el medio de
cultivo. A continuacién se presenta un resumen de los datos obtenidos para los cultivos alimentados

exponencialmente. Primeramente se presentan los resultados obtenidos durante la etapa de

alimentacién y luego los datos obtenidos durante 1a segunda etapa lote.

VL3.1 Evaluacién de Ia etapa de alimentacion

Como se observa en las figuras mostradas en el apéndice X.11 (cinéticas de fermentacién de
cultivos alimentados exponencialmente) y el las figuras 1 y 2 del manuscrito effect of growth rate on
the production of B-galactosidase from Escherichia coli in Bacillus subrtilis using glucose-limited
exponentially fed-batwch cultures, el estado pseudo-estacionario respecto a la velocidad de crecimiento
vy la concentracién de glucosa remanente en el medio de cultivo. se alcanzé pricticamente en todos los

cultdvos después de haber iniciado la fase de alimentacién. Dicho estado pseudo-estacionario consiste
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en el incremento exponencial de 1a concentracién celular y en mantener una concentracién de glucosa
remanentc en ¢l medio de cultivo de pricticamente cero. Adicionalmente, el estado pseudo-
estacionario también se ve reflejado en un incremento exponencial de la concentracién de proteina
intracelular. en la velocidad de consumo de oxfgeno y en la de evolucion de bidxido de carbona . El
estado pseudo-estacionario también se obtuvo en el pertil de consumo exponencial de glucosa. lo cual
indica una velocidad especitica constante de consumo de glucosa. Por dltimo, como se esperaba la
concentracitn de acetato en el medio de cultivo fue pricticamente de cero durante el estado pseudo-
estacionario. Cabe aclarar que con el tin de corregir los cambios ocasionados por el incremento de

volumen, la velocidad especifica de crecimiento se calculé en base a la cantidud total de biomasa en
términos masicos. .

Sin embargo, y contrario a 1o que se plantes en la hipétesis de trabajo, la actividad especifica
y la actividad volumétrica de B-galactosidasa decrecieron durante la etapa de alimentacién, para los
cultivos que se llevaron a cabo a velocidades de crecimiento menores a 0.2 h™. Es decir con los
cultivos en los cuales se provocd un mayor estrés metabdlico mediante la limitacién por glucosa,
llegdndose a obtener valores de actividad enzimitica de pricticamente cero en comparacién con los
valores obtenidos para los cultivos lote durante la fase de crecimiento exponencial. Unicamente en los
cultivos que se obtuvieron velocidades especificas de crecimiento mayores a 0.2 h’, es decir en los
cultivos que se obruvo una concentracién de glucosa ligeramente mayor a cero durante el estado
pseudo-estacionario, la actividad especifica no disminuySé durante la fase de alimentacién y la
actvidad volumétrica se increment$ de manera proporcional a la concenuacion celular. Estos hechos
muestran que la reduccién de la velocidad de crecimiento mediante la limitacién por glucosa afectan

la expresién de la B-galactosidasa. durante la tfase de crecimiento, cuando se encuentra bajo el control
de la regién de rezulacién del gene aprE.

No obstante que todos los minerales estaban presentes en concentraciones no limitantes y de
que la glucosa se aliment§ en base a los pertiles predeterminados, una repentina y caracterfstica
disminucion en el incremento exponencial de la biomasa. es dacir una reduccién en la velocidad de

crecimiento, as{ como la acumulacién de glucosa y acetato. y una reduccién en el incremento
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exponencial de la velocidad de consumo de oxigeno y de la evolucién de bidxido de carbono, indican

que se perdié el estado pseudo-estacionario y el control sobre la velocidad de crecimiento.

La ﬁgur';x VI.3.1 muestra un resumen de los pardimewtros cinéticos y estequiométricos
obtenidos durante el estado pseudo-estacionario en Ia.e!apu de alimentacion. Como se observa la
velocidad de crecimiento experimental cormresponde muy bien con la velacidad de crecimiento
predeterminada que se establecié durante el estado pseudo-estacionario, lo cual indica que los cultivos
alimentados exponencialmente limitados por glucosa pueden ser utilizados para controlar la velocidad
de crecimiento con la cepa BB804 de B. subrilis. Por otro lado, como se observa en el panel (a) la
velocidad de crecimiento se pudo controlar durante un perfodo de tiempo menor conforme la
velocidad de crecimiento predeterminada fue mayor. El estado pseudo-estacionario fue mantenido en
un intervalo de 6 a 46 horas conforme la velocidad de crecimiento predeterminada fue reducida de
0.35 a 0.058 h”. Como se esperaba, la produccién de dcidos orgdnicos fue menor conforme se redujo
la 4 (panel b). A it menores a 0.35 h' 1a produccién de d'cido acético fue pricticamente nula durante
la etapa controlada de crecimiento exponencial, indicando que el efecto de Crabtree fue evitado
debido a que la concentracién de la glucosa se mantuvo a un valor bajo (Yee y Blanch, 1992). Sin
embargo, el rendimiento biomasa/glucosa fue constante tinicamente en el intervalo de velocidad de
crecimiento de 0.1 a 0.2 h'. Dicho comportamiento indica que hubd un cambio metabélico por debajo
y arriva de tales velocidades (Rodriguez y de la Torre. 1996). Probablemente los altos rendimientos a

velocidades de crecimiento mayores a 0.2 h™

indican que las células acumularon material de reserva.
Ademds. la acumulacién de acetato a de velocidades de crecimiento mayores a 0.25 h™' confirman tal

cambio metabélico.

La concentracién celular, alcanzada al terminar el estado pseudo-estacionario, se logré
incrementar cuando la velocidad de crecimiento fue menor de 0.15 h* (panel ¢). De esta manera. en
comparacién con los cultivos realizados a velocidades de crecimiento de 0.16 a 0.37 h’, cuando se
conolé la velocidad de crecimiento experimental a 0.069 h' se obtmvo un incremento de

aproximadamente 9 veces en la cantidad total de celulas generadas.
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Figura VL3.1 Resumen de resultados cinéticos obtenidos durante el estado pseudo-

estacionario de la fase de alimentacién de los cultives alimentados

exponencialmente. p, Q, . Q.. ¥ Q,, indican las velocidades especificas
de crecimiento, produccién de acetato, y de consumo de glucosa y
oxigeno, respectivamente.

Las velocidades especificas de consumo de glucosa y de oxigeno presentarén una tendencia
aproximadamente lineal con la velocidad de crecimiento (panel ¢ y d). Dicho datos se ajustaron al
modelo de Pirt (Pirt. 1975) dnicamente para las velocidades a las cuales el rendimiento
biomasa/substrato fue constante. Se obtuvo un rendimiento de biomasa respecto a glucosa de 0.55
Zocw/ e Y UN coeficiente de mantenimiento de 0.079 g, /(g.w h). En el caso del oxigeno se obtuvo
un rendimiento de biomasa respecto a oxigeno de 54.47 g..J/mol,, y un coeficiente de
mantenimiento &= 5.53 mmol /(g h)'. En comparacién con cepas de B. licheniformis y B.
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thuringiensis (Frankena er al, 1985, Rodriguez y de la Torre, 1996), los coeficientes de

mantenimiento obtenidos en el presente rabajo para B. subtilis fueron de un 20 a un 80% mayor.es
para la glucosa y 5 veces mayores para el oxigeno. Cabe resaltar que en el intervalo de velocidad de
crecimiento de 0.16 a 0.07 k', cl coeficiente de mantenimiento para glucosa corresponde de un 20 a
;ln 60% de la velocidad especifica de consumo de glucosa. Este hecho sugiere que las células tienen
poca disponibilidad de glucosa para producir protefnas que no son indispensables para el crecimiento

o para generar material de reserva, y probablemente por ésto no se canaliza glucosa hacia la
produccién de 8-galactosidasa .

La pérdida del control de la velocidad de crecimiento se puede atribuir en gran parte a la
propiedad inwrinseca de B. subrilis de presentar un programa de desarrollo, que conduce a la
formacién de esporas en un medio ambiente en el cual se presenta la limitacién por algin nutriente.
Ademds, las propiedades pleiowrépicas de las cepas con el gendétipo degU(Hy), en especial la de no
pc;dcr reprimir la esporulacién mediante la adicién de glucosa, probablemente favorecieron la pérdida
de control de la velocidad de crecimiento en los cultivos alimentados y‘favorecié el desarrollo de la
fase estacionaria. En este sentido y con el fin de alcanzar una mayor concentracién celular, cabe la
posibilidad de utilizar otras cepas con fen6tipos hiperproductores (como las presentadas por Ferrari er
al, 1986) que no presenten defectos en la represién catabélica de la esporulacién por glucosa. La
produccion de factores de esporulacién por B. subrilis (Grossman y Losick, 1988: Waldburger er al,
1993) puede ser oo factor que favorecié una respuesta en los cultivos hacia la pérdida del conwol de
la velocidad de crecimiento. Desafortunadamente y debido a la complejidad que implicaba. el estudio
y control de dichos factores de esporulaciSn no se contemplé durante esta tesis. Sin embargo. por los
resultados obtenidos. se puede espécular que el desarrollo de la fase estacionaria y probablemente la
formacién de dichos factores es favorecida por altas velocidades de crecimiento.

VI1.3.2 Evaluacion de la

pa posterior a la alimentacién

En las figuras presentadas en la seccién VI.3.1 se muesua que después de que se perdfa el
control sobre el cultivo, se acumulaba glucosa y acetato en el medio. Posteriormente la glucosa era

consumida a una velocidad especifica menor a la obtenida durante el estado pseudo-estacionario y se
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obtenfa un incremento en la concentracicn de acetato. Después de que se agotaba la glucosa en el
medio de cultivo, el acetato que se habfa acumulado anteriormente, en la mayoria de los casos,
también era consumido. Lo cual sugiere que el ciclo de los dcidos tricarbox{licos.se activo durante
dicha etapa. Ademds, un decremento drdstico y caracteristico de los valores de la velocidad de
consumo de oxfgeno y de evolucién de biéxido de carbono permitieron determinar en-linea el
agotamiento de 1a glucosa en el medio. Durante esta etapa de consumo de la glucosa acumulada no se

observé algin cambio significativo en la actividad enzimitica de los cultivos previamente
alimentados.

En el caso de los cultivos llevados a cabo a velocidades de crecimiento cercanas a 0.4 h', tal y
como sucedié en los cultivos lote, la actividad especifica fue pricticamente constante durante la fase
de crecimiento exponencial y la mixima actividad enzimiitica se obtuvo durante las primeras horas de
la fase esucionaria. Sin embargo, cuando los cultivos fueron Hevados a cabo a velocidades de
crecimiento menores a 0.2 h', la actividad enzimitica disminuy6 durante la etapa de alimentacién
llegando, en la mayoria de las ocasiones., a valores cercanos a cero antes de que se demviese la
alimentacién de glucosa o de que se iniciara la fase donde se perdia el control del cultivo.
Inesperadamente, para los cultivos realizados a velocidades de crecimiento menores a la midxima, la
produccién de B-galactosidasa durante la fase posterior a la etapa de alimentacién fue pricticamente
nula (independientemente de si habfa 0 no glucosa y de si todos los minerales estaban presentes
durante dicha fase). En la tabla VI.3.1 se presenta un resumen del efecto de la velocidud de
crecimiento sobre la miixima actividad obtenida durante la fase estacionaria del cultivo. Como se
muestra, la maxima actividad especifica se obtuvo a la midxima velocidad de crecimiento, mienuus
que los niveles de actividad enzimditica fueron muy bajos a velocidades de crecimiento menores a 0.2
h?. La mdxima actividad especifica, 316 200 U / mg,,,» obtenida a una velocidad de crecimiento de
0.37 h', compara muy bien con los resultados obtenidos para los cultivos lote (296 000 U / mgpor ¥
0.41 h', respectivamente). A manera de comparacién en la tabla VI.3.1 también se presenwun la
actividad volumeétrica. la productividad volumétrica y el rendimiento de actividad enzimiitica mdxima
por glucosa consumida hasta la obtencién de la actividad mixima. Como se observa todos estos
parametros decrecen conforme la velocidad de crecimiento se redujo.
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Como puede observarse y en compuaracién con el cultivos lote flevado a cabo con una
concentracién inicial de glucosa de 26 g/L."(tabla VI.3.2), el cultivo alimentado exponencialmente
realizado a una velocidad especifica de crecimiento de 0.38 h”, presenta pricticamente los mismos
valores de actividad especifica, actividad volumétrica, productividad volumétrica y rendimiento de
actividad respecto a glucosa consumida. Esto se debe a que la estrategia de cultivo alimentado
exponencialmente flevados a cabo a velocidudes de crecimiento similares a las obtenidas en cultivos
lote, son en términos de limitucion de nutrientes muy parecidos a los cultivos lote. Es decir que
eswrictamente no existe una limitacién por glucosa en los cultivos alimentado exponencialmente
llevados a cabo a velocidades de crecimiento cercanas a lu mdxima (ver figuras X.11.1 y X.11.2), y
que aunque la velocidad de produccién de acético se reduce dristicamente en los cultivos
alimentados, éste no es un factor que afecte de manera dristica la cantidad de actividad enzimiitica

que se obtiene.

obtenida durante la fase

Tabla VI.3.1 Actividad enzimidtica mdxima de B8-galactosidasa
estacionaria de cultivos precedidos por una fase de cultivo alimentado

exponencialmente.

AE AV Produc- Yoran

mdxima mixima tividad

I
(U/mL)  (U/(mL-h)) (U/gare)

(™ (U / mgerot)

41 600 32.9x 10°

0.380 316200 914 700
0.362 192 600 226 100 15 100 27.0x 10°
0.240 108 400 124 700 6 400 11.7 x 10°
0.185 5 100 5 200 200 0.4 x 10°
0.162 7 100 13 500 500 0.7 x 10°
"0.106 7 300 25 800 700 1.0x 10°
0.105 3 000 11 500 300 0.5 x 10°
0.069 8 400 43 500 500 1.0 x 10°

u velocidad especifica de crecimiento durante el estado pseudo-estacionario de la
fase de alimentacicn ’

AE mdxima  actividad especifica miixima alcanzada durante la fase estacionaria

AV mdxima actividad volumétrica mdxima alcanzada durante Ia fase estacionaria
rendimiento de mdxima actividad de 8-galactosidasa respecto a la cantidad de glucosa

YW
consumida
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Como puede observarse y en comparacién con el cultivos lote llevado a cabo con una
concentracién inicial de glucosa de 26 g/L " (tabla V1.3.2), el cultivo alimentado exponencialmente
realizado a una velocidad especifica de crecimiento de 0.38 h', presenta pricticamente los mismos
valores de actividad especifica, actividad volumétrica, productividad volumétrica y rendimiento de
actividad respecto a glucosa consumida. Esto se debe a que la estrategia de culivo ulimenm.do
exponencialmente llevados a cabo a velocidades de crecimiento similares a las obtenidas en cultivos
lote, son en términos de limitcitn de nutrientes muy parecidos a los cultivos lote. Es decir que
estrictamente no existe una limitacién por glucosa en los cultivos alimentado exponencialmente
llevados a cabo a velocidades de crecimiento cercanas a la mdxima (ver figuras X.11.1 y X.11.2), y
que aunque la velocidad de produccion de acético se reduce dristicamente en los cultivos

alimentados. éste no es un factor que afecte de manera dristica la cantidad de actividad enzimitica
que se obtiene.

Tabla VLI.3.1 Actividad enzimditica mdxima de B8-galactosidasa

obtenida durante la fase
estacionaria de cultivos precedidos por

una fase de cultivo alimentado
exponencialmente.
1% AE AV Produc- Yocarm
mdxima miixima tividad
(G (U /megpror) _(U/mL)  (U/(mL-h)) U/garc)
0.380 316 200 914 700 41 600 32.9 x 10°
0.362 192 600 226 100 15 100 27.0 x 10°
0.240 108 400 124 700 6 400 11.7 x 10°
0.185 S 100 5200 200 0.4 x 10°
0.162 7 100 13 500 500 0.7 x 10°
" 0.106 7 300 25 800 700 1.0x 10°
0.105 3 000 11 500 300 0.5 x 10°
0.069 8 400 43 S00 500 1.0 x 10°
1y velocidad especffica de crecimiento durante el estado pseudo-estacionario de la
fase de alimentacién ’
AE mixima  actividad especifica mixima alcanzada durante la fase estacionaria
AV miéxima  actividad volumétrica midxima alcanzada durante la fase estacionaria
YBCAUS

rendimiento de midxima actividad de B-galactosidasa respecto a la cantidad de glucosa
consumida
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Adicionalmente. en los cultivos alimentados exponencialmente, cuando terminé la etapa de
alimentacién y se consumié la glucosa remanente en el medio de cultivo, se presentd lisis celulasr.
Esto trajo como consecuencia que el medio mineral se convirtiera en un medio complejo. No obstante
esta conversién del medio. la produccién de B-galactosidasa fue priicticamente nula durante la fase
estacionaria del cultivo. Mediante la utilizacion de medios complejos y cultivos continuos se ha
mostrado gque la formacién de esporas y la expresion del gene uprE es inversamente proporcional a la
velocidad de crecimiento (Frankena er al, 1985: Rincon er al. 1994). Dicho comportamiento nos
condujo a pensar que en los cultivos alimentados limitados por glucosa. la expresion del gene aprE
podria ser rﬁayor conforme las velocidades de crecimiento fuesen menores. Sin embargo. lo datos
presentados en esta seccién indican clivamente que la reduccidn de la velocidad de crecimiento.
mediante la limitacién por glucosa reprime la expresi6n del gene aprE durante las fases de
crecimiento y que ademds tienen el efecto de suprimir la produccion de B-galactosidasa durante la
fase estacionaria. Desafortunadamente, durante el desarrollo de este trabajo no se considero
indespensable la cuanficacién de la frecuencia de esporulacion. Sin embargo es probl.;xblc. tal y como
esta reportado para cultivos continuos (Dawes y Mandelstam, 1970; Dawes y Thomley, 1970; Rincén
et al, 1994), que conforme se redujo la velocidad de crecimiento se incremento la frecuencia de
esporulacién. No obstante, la expresién del gene aprE presenté un comportamiento inverso al
presentado por Wouters y Buysman (1977) y Rincén er al (1994), es decir que al reducir la velocidad
de crecimiento se redujo la actividad de 8-galactosidasa. Con el fin de dar una explicacién para este
fené6meno, a continuacién se presentan algunas hip6tesis al respecto.

En primer lugar puede especularse que cuando se limitan los cultivos por glucosa. se evita la
produccion de B-galactosidasa durante la fase de crecimiento exponencial, debido a que el producto
de la expresion del gene aprE. es decir la subtilisina y en el caso particular la B-galactosidasa no son
proteinas indispensables para el crecimiento celular. Asi mismo. durante la etapa de crecimiento la
formacién de material de reserva debe ser muy bajo, debido a la limitacién por glucosa. y en
consecuencia no permite la canalizacién de material para la formacién de 8-galactosidasa durante la
fase estacionaria. Estas hipStesis son apoyadas, considerando la elevada conuibucion del coeficiente
de mantenimisnto sobre la velocidad especifica de consumo de glucosa para las velocidades de

crecimiento en el intervalo de 0.07 a 0.16 h'. Por otro lado es subido (Burnet ¢r al. 1986) que las
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proteasas intracelulares de B. subtilis son capaces de hidrolizar con una elevada actividad protefnas
intracelulares. Ademds, la actividad de la serin-proteasa intracelular-1 es 2.67 veces mayor cuando B.
subiilis es cultivado en medios quimicamente definidos que en medios complejos (Bumet er al.
1986). Probablemente bajo las condiciones evaluadas en el presente trabajo la velocidad de
degradacion de la B-galactosidasa, por las proteasas intracelulares, fue mayor que su velowcidad de
sintesis, de manera que no se observé la acumulacion de ésta.

Como se mostré. la limitacion de glucosa en los cultivos alimentados exponencialmente
suprime pricticamente la acumulucion de B-galactosidasa en 8. subrilis. En buase a estos resultados. y
a la caracteristica de Ia cepa de no reprimir la esporulacién en presencia de glucosa. serfa importante
evaluar la respuesta de la cepa recombinante bajo condiciones en las cuales la glucosa no fuese
limitante, pero que tampoco estuviese bajo concentraciones elevadas de glucosa.. Dicha estrategia
Puede ser lograda limitando con otro nutriente, por ej. nitrégeno o fésforo. o bien mediante estrategias
de control predictivas y/o estableciendo un control de lazo cerrado (Kleman er al, 1991; O'Conor er
al, 1992; Park et al, 1992). Con estas estrategias la concentracién de glucosa se puede controlar a
niveles bajos para evitar efectos adversos debidos a concentraciones elevadas de glucosa. La medicidn
de glucosa en linea, mediante un analizador automiitico permitiria establecer el control de lazo
cerrado. Los datos obtenidos de velocidades especificas de consumo de oxigeno y glucosa. asi como
los de produccion de bidxido de carbono permitirian establecer un conuol predictivo.

VL4 Comparacién de la produccién de B-galactosidasa por la cepa de B. subtilis BB804 con
otros microorganismos

Con el fin de comparar los niveles de actividad especitica de B-galactosidasa en diversos
microorganismos se realizé una recopilacién de datos publicados en la literatura. Estos datos se
obtuvieron a lo largo del desarrollo del presente trabajo v de una busqueda en el banco de datos de los
Biotechnological Abstracs de Derwent de 1os afios 1982 a 1995. La bisqueda se enfocé a relacionar

B-galactosidasa con los siguientes microorganismas: E. coli, B. subtilis. levaduras y Aspergillus (tabla
VI4.1).
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Tabla V1.4.1

Niveles de actividad de 8-galactosidasa en diversos microorganismos

Microorganismo (@) Temp. pH Act. Especificj Act. Esp.§Reterencin
(0CY () (U/ms rrom)  BRclativa
B. subtilis 28 7 316,200 1AM Este trabajo
K. Laciis * 30|ND 177.305 1.561|Gonzalez, 1994
3. _subiilis. 28 7 160.000 0.506]| Bolafios, 1994
I coli 28 7 VY N9Y 0.313|Chou ot al, 1995
I coli 28 7 72.072 0.22%8|Chou cp al. 1995
coli 2% 7 72.072 0228 Kidwell et al. 1996
coli 2% 7 GO.O66T 0.211jRinax et al, 1989
coli 28 7 S56. 244 0. 1801Shin v Sco. 1990
coli 28 7 54.054 0.171]Chou et al, 1995
stbiilis 2R 7 50,0400 0. 15R|Ferrari ct al, 1YXG
L coli # 70 7 4000 0.1271Saito et al. 1992
. Melilo 28 7 39.279 0. 1241 Labes ot al, 1990
Purida S 28 7 29,369 0,093 Labes ot al, 1990
oriziae * 45 4.5 27.300 0.086] Bailev v Linko, 1990
\R. Legumin. 28 7 25,045 0.079] Labes ct_al, 1990
A, niger 28 7 23.300 0.0741Punt et al, 1991
L. coli 28 7 21.622 0.068] Ye ct al, 1994
coli 28 7 20,370 0.065] Villaverde et al, 1993
coli 28 7 20.360 0.0641Labes ct al, 1990
Pasroris 30 7 20,000 0.063| Tschopp ct al 1987
coli 28 7 16.353 0.0521Wu v Wood, 1994
Subtilis, 29 7 14.600 0.0461Rincdén et al. 1994
cali # 10 7 14.300 0.045| Torres ot ai, 1995
fragilis * 37 6.6 13.966 0.0 Sanchez et al. 1980
.. coli 28 7 R.K828 0.0281Yc ct al, 1994
. subiilis SSIND 7.300 0.023 1 Hirata et al. 1985
subtilis SS5IND 7.100 0.022{Park ct al. 1992
K. fragilis *# <40 6.6 6.667 0.021]Casas. 1992
1. subtilis 28[(ND 5.700. Q018 Park et al. 1992
3. subtilis 28 7 2.250 0.007|Picree et al, 1992
IZ. coli ND ND 1.517 0.005|diPasquantonio ct al, 1987
L. coli 30 7 541 Q002 Horiuchi ct al, 1994
A, orvae * [¢19] 5 56 0.000|Park ct al, 1979

ND Datos no disponibles

GC = grados Centferados

(a) ® Indica que se trata de una cepa silvestre, todas las demiis ~son recombinanies
= Indica que se traw de una B-galactosidasa Jdiferente a la de £, coli
Ucs cqunval\.n a nano moles de ONP fonnado por mminuto por g de protefna
La

de unidad

consideraciones y realizando las conversiones adecuadas

se realizd de acucndo a las qguu.nu.:.

1 U Miller = 1000pL x DO420 /7 (15 min x DOG00Y

100Cul. = Vol. reaccion

D322 = lectura de absorbancia para formacion de ONP

15 min = tiempo Jde reaccidn

DCAEZC = lectura de DO del cultive

G

%o de proteina en células de £. coli. B. subtilis
y Levadura: 60, 37 y 60% respectivamente

1 DO = 01.37 g/l. de peso seco de £, coli
Coef. Je extincién molar del ONP =

3RO nanomol/ami. x DO420)
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Cabe aclarar que dicha comparacién no fue sencilla, debido a que no existe homogeneidad en las
condiciones de las determinaciones de actividad enzimadtica y en la forma de definir las unid.ades en
los reportes consultados. Sin embargo, para realizar una comparacién, los datos de actividad fueron
homogencizados respecto a la definicién de unidad enzimdtica. La tabla VI.4.1 muestra un resumen

de los datos mas relevantes obtenidos en la recopilacién con E. coli y B. subtilis.

Con fines de comparacién en la tabla VI.4.1 también se presentan algunos datos de
Aspergillus, Kluyveromyces y otros microorganismos. Como puede observarse la actividad enzimdtica
alcanzada depende de diversos factores, sin embargo la mayoria de los valores son menores a los
reportados por Bolaiios (1994) y a los obtenidos en el presente trabajo, para la cepa de B. subtilis

BBB804 con las mutaciones mencionadas anteriormente.

Mediante la utilizacién de cultivos alimentados actualmente es comin obtener
concentraciones celulares, de E. coli y de levaduras, mayores a 50 gramos de células en base a peso
seco por litro (Lee, 1996). Debido a Qque una gran cantidad de proteinas recombinantes son producidas
intracelularmente (como es el caso de la B-galactosidasa producida por B. subtilis), la produccién y la
productividad de los procesos, en la mayoria de los casos, son proporcionales a l1a concentracién final
de células en el cultivo. En el caso de B. subrilis, son escasos los reportes en los que se ha logrado
alcanzar concentraciones celulares elevadas. El caso en el cual se reporta una concentracién celular
por arriba de los 100 g de células en base a peso seco por liro, se utilizé una cepa asporogénica (Park
et al., 1992). Es por esto que se decidié realizar una comparacién de resultados de la literatura con los
obtenidos en el presente trabajo seleccionando datos presentados en la tabla VI.4.1 y que presentan la
caracteristica de reportar una cantidad de biomasa relativamente elevada. Cabe aclarar que en el
presente trabajo no se alcanzaron concentraciones celulares mayores a 20 g/L. (figura VI1.3.1). Sin
embargo. la actividad volumétrica de B-galactosidasa alcanzada en cultivos alimentados
exponencialmente, a velocidad de crecimientos cercanas a la mdxima. es al menos del doble en
comparacién con los reportes en los cuales se obtiene una elevada actividad volumétrica con

concentraciones celulares de hasta 180 g/L (tabla VI.4.2).
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Tabla VI.4.2 Comparacién de actividad volumétrica de B-galactosidasa en
cultivos con concentracién relativamente elevada de células

Microorganismo gAct. Esp. Biomasa JAct. Volumdtrica JAct. Volumétricu gReferencia
(U/mayrror) (/b)) (U/mL) (1) Reluativa (b)
B. subtilis 316.200 10 914,700 1.00| Este Trabajo
H. subrilis 7.100 65 170.755 0. 19 Park et al, 1992
B. subriliy 5.700 1 84 388.0506] . ()42 Purk et al. 1992
E. coli 72.072 T 432,432 : (.47 [Chou et al. 1994
E. coli 54.054 22 713.513 0).78]Chou et al. 1994
E. coli 66.667 7 280).001 0.31]Rinas et al. 1V8Y
E. coli 21.622 25 324.330 0.35{Ye et al. [9V4
E. coli 8.828 84 444,931 ().49] Ye et ul. 1994
E. coli 40.000 22.2 532.800 0.58]Saito et ul. 1992
K. tragilis 6.667 12 36.001 0.04]Casas. 1992
K. Lacns 177.305 4.7 500.000 0.55|Gonzalez. 1994

(a) Cilculos de actividad volumétrica basados en las consideraciones presentadas en la tubla VI9.4.1

(b) Actividad volumétrica relativa a la mdxima obtenida en el presente trabajo

Finalmente. con la cepa BBR0O4 se obtienen aproximadamente 160 000 U (ng,,)" con un
tiempo de fermentaciéon de 7 h en medio complejo (medio Schaeffer. tabla VI.2.2). Conmdemndu I

liro de volumen de fermentacitn y la proteina celular de B. subrilis (tabla VI.4.1). se obtiene una

actividad volumétrica de 57 500 U mL" y una productividad de 8 214 U (nL hy". Utilizando la

misma cepa. en el presente trabujo se lograron alcanzar 316 000 U (mg,o)”. 914 700 U mL" y 4[
600 U (mL h)' de actividud especificu. volumétrica y productividad volumétrica. respeguv.xmeme

(tablu VI.4.2 y tabla VI.3.1). Esto es un incremento de pricticamente 2. 16 y 5 veces en ]n\'

parimetros mencionados anteriorments. respectivamente. con respecto a los c.ultwna en m.m‘uy Y

medio rice. Estos incrementos indican la importancia del medio de cultivo y de l.xs ‘condiciones

ambientles utilizadas a nivel fermentador.



v CONCLUSIONES Y APORTACIONES

En resumen, utilizando una cepa recombinante de B. subrilis (1a BB804), en la cual el gene

lacZ de E. coli es expresado cromosomalmente por la regidn de contol del gene aprE, las principales
conclusiones y aportaciones que se obtuvieron son:

1.-

Se disefio un medio mineral suplementado con glucosa. el cual permite que en cultivos lote se

obtenga produccion de B-galactosidasa en B. subrilis parcialmente asociada a crecimiento.

La frecuencia de esporulacién que se obtuvo en cultivos lote durante la fase de crecimiento y
hasta las primeras seis horas de la fase estacionaria fue menor al 1%. En cultivos realizados
con medio complejo se obtuvo udnicamente produccién de B-galactosidasa no asociada a
crecimiento. Estos resultados indican que la expresién del gene aprE durante la etapa de
crecimiento se debe a un efecto ocasionado por medio de cultivo mineral y no al fondo

genético de la cepa utilizada. ni a un efecto mediado por el proceso de esporulacién.

Se sugiere que la produccién de B-galactosidasa parcialmente asociada a crecimiento se puede
deber a que las células sensan un medio ambiente limitado en cuanto a fuentes de carbono y
nirégeno complejas, de manera que mediante 1a reduccién de la velocidad de crecimiento, en
comparacién con medios complejos. se provoca la expresién del gene aprE durante la fase de
crecimiento como un intento para obtener fuentes alternas de nutrientes.

En comparacién con el medio complejo (medio Schuetfer), normmalmente utilizado para
evaluar la expresién del gene aprE y la trecuencia de esporulacién en B. subrilis, se logré
incrementar hasta en aproximadamente el doble la actvidad especifica de B-galactosidasa
cuando se utilizé el medio mineral suplementado con glucosa ’
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Adicionalmente, en cultivos lote se observs, que se pueden utilizar concentraciones elevadas
de glucosa. de hasta 30 g/L., sin dewimento en la velocidad de crecimiento, ni en el
rendimiento biomasa / glucosa. En consecuencia, al incrementar la concentracién inicial de

ghucosa de 11 a 26 g/L, se logrS incrementar tres y dos veces la actividad y productividad
voluméuica de B-galactosidasa, respectivamente.

Alimentando glucosa de acuerdo a un coeficiente de mantenimiento de 0.11 g, . / (g D). s€
evité un fendémeno de lisis dristica durante la fase estacionaria de los cultivos. De esta
manera, al mantener integra pricticamente a toda la poblacién durante la fase estacionaria de
este cultivo,: se consiguig duplicar la actividad volumétrica obtenida en comparacién con

cultivos lote realizados en condiciones similares, pero en los cuales no se alimento glucosa
durante 1a fase estacionaria.

Se disefio y establecié un sistema de fermentacién automatizado para realizar cultivos
alimentados exponencialmente. El sistema permite controlar y adquirir datos en lfnea para
monitorear los proceso de fermentacién a wravés de la velocidad de agitacién, la temperatura,
el pH, el nivel de oxigeno disuelto. asf como a partir de 1a velocidad de consumo de oxigeno y
de evolucién de bidxido de carbono y del coeficiente respiratorio. El sisterna se afiné para

controlar automddticamente el nivel de oxfgeno disuelto a través de la velocidad de agitacién.

Mediante Ia implementaciéon de cultivos alimentados exponencialmente,
predeterminados de alimentacién de glucosa,

con perfiles
permitieron obtener un estado pseudo-
estacionario respecto a la velocidad especffica de crecimiento, a la concentracién de glucosa y
acetato en el medio de cultivo, asf como en el incremento exponencial de la velocidad de
consumo de oxfgeno y de evolucién de bidxido de carbono. Mediante la utilizacién de los
cultivos alimentados, se logré reducir la acumulacién de acetato y obtener un incremento en
el tiempo de crecimiento exponencial y, en consecuencia en aumentar nusve veces la cantidad

masica de celulas generadas. cuando se redujo la velocidad de crecimiento de 0.37 a 0.058 h™.
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10.-

11.-

12.-

El estado pseudo-estacionario se perdio, no obstante que la glucosa fue alimentada de acuerdo
a los perfiles predeterminados y de que todos 1os minerales del medio de cultivo estaban
presentes en concentraciones no limitantes. Este comportamiento indica que probablemente
el(os) factor(cs)Adc esporulacién o los efectos plcit.r<_$picns de la mutacién degU32(Hy)

limitan el incremento de la biomasa.

Contrario a la hipétesis de trabajo planteada, en los cultivos alimentados exponencialmente
limitados por glucosa se encontré que. a velocidades especitica de crecimiento menores a la
miixima, la actividad de B-galactosidasa se redujo dristicamente durante la etapa de
crecimiento exponencial. Este resultado indica que la expresién del gene aprE es reducida por

la velocidad de crecimiento cuando ésta es controlada mediante 1a limitacién por glucosa.

También, contrario a lo que se esperaba, cuando los cultivos alimentados exponencialmente
se llevaron a cabo a velocidades de crecimiento menores a la mdxima, la produccién de 8-
galactosidasa, fue pricticamente nula durante la etapa posterior a la de alimentacién de
glucosa. Sin embargo, ha sido reportado que la produccién de proteasas y la expresion del

gene aprkE, en cultivos continuos realizados con medios complejos y en cultivos alimentados

. limitados por nitrégeno, se incrementa conforme la velocidad de crecimiento se reduce. Estas

diferencias indican que el tipo de nutriente limitante tiene un efecto sobre la expresion del
gene aprE, y que evitar la limitacién por glucosa es importante para obtener una buena

expresién del mismo.

Sin embargo. a velocidades de crecimiento cercanas a la velocidad mdxima, al igual que en
los cultdvos lote, se obtuvo una produccién de B-galactosidasa parcialmente asociada a
crecimiento. Estos hechos sugieren que la limitacién por glucosa reprime la expresién del

gene aprkE.

TESIS N8 BEBE
gﬂ“ BE LA BiBLOTECA
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13.-

14.-

Utilizando cultivos lote con una concentracisn inicial de glucosa de 26 g/L, o bien cultivos
alimentados exponencialmente realizados a una velocidad de crecimiento cercana a la
velocidad miédxima, se lograron obtener incrementos de 2, 16 y 5 veces en la actividad
especifica, en la actividad volumétrica y en la productividad volumétrica de B-galactosidasa,
respectivamente, con respecto a los resultados obtenidos en cultivos lote con medios

complejos.

Finalmente, los datos obtenidos de la velocidad de consumo de oxfgeno y de evolucion de
biéxido de carbono permiten detectar en lfnea el inicio de la fase estacionaria, el agotamiento

de ia giucosa y, si se requicereia biomasa durante la fase exponencial.
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RECOMENDACIONES

En base a los resultados obtenidos, para trabajos futuros se recomienda:

Evaluar si el efecto de des-represiSn de genes de enzimas degradativas no asociadas a
crecimiento utilizando medios minerales se presenta comiinmente en diferentes fondos
genéticos de Bacillus subrilis. Ast mismo. tratar de discernir si dicho efecto se debe a cambios
en la expresién de las proteinas reguludoras u a owa propiedad molecular, tal como el
enrollamiento del ADN y/o la expresiion de factores sigma.
.

Con el fin de reducir el efecto adverso de la lisis celular durante la fase estacionaria, establecer
patrones de alimentacién de glucosa durante la fase estacionaria de los cultivos de B. subrilis.
Complementar estd estrategia mediante la construccién de cepas que carezcan de la(s)

enzima(s) que favorezcan la lisis celular. tales como la serin-proteasa intracelular (ISP-1).

Para incrementar la actividad y la productividad wvolumétrica de B-galactosidasa, se
recomienda emplear medios complejos suplementados con glucosa. de manera que se obtenga
una concenwacién celular elevada, un crecimiento rdpido y se minimice el efecto de lisis.
debido a la composicién compleja del medio.

Evaluar la respuesta de la cepa recombinante bajo condiciones en las cuales la glucosa no
fuese limitante durante la fase de crecimiento exponencial de cultivos alimentados, pero que
tampoco estuviese en concentraciones elevadas. Dicha estrategia puede ser lograda limitando
con otro nuwiente, por ej. nitrégeno o tésforo. controlando la velocidad de crecimiento
mediante la dilucién del medio en cultivos alimentados exponencialmente, o bien mediante
estrategias de control predictivas y/o estableciendo un control de lazo cerrado. La medicién de
glucosa en linea, mediante un analizador automitico permitirfa establecer el control de lazo
cerrado. Mientras que los datos obtenidos de velocidades especificas de consumo de oxigeno
y glucosa. asf como los de evolucién de bidxido de carbono permitirfan establecer un conwol
predicdivo



10.-

Utilizando cepas con diferentes mutaciones en los reguladores de la expresién del gene aprE
y realizando la adicién de sobrenadantes de cultivos con una frecuencia de esporulacién aita.
evaluar si la perdida del estado pseudo-estacionario se debe ul fondo genético de la cepa o a la
formacicn de (los) factores de esporulucion

Mediante la construccion de cepas no productoras de proteasas intrucelulires o midiendo la
actividad de las mismas y evaluando la acumulacién de material de reserva. determinar cual
es el pardimewo fisiolégico que disminuye la produccién de 83-galactosidasa cuando los
cultivos son limitados por glucosa.

Con el propésito de lograr concentraciones celulares mayores, utilizar otras cepas
sobreproductoras que no presenten los efectos pleitrépicos de la cepa degU32(Hy), es decir

emplear cepas en las que la esporulacién se pueda reprimir mediante 1a adicién de glucosa.

Realizar cultivos alimentados exponencialmente en medios complejos para evaluar, si la
acumulacién de metabolitos. tales como los factores de esporulacién y el tipo de medio.

influyen sobre la cantidad que se puede obtener de biomasa y de B-galactosidasa.

En el medio mineral. evaluar si un cambio de velocidad de crecimiento de lento a uno
alrededor de la velocidad de crecimiento miixima permite obtener concentraciones celulares
elevadas e incrementar la concentracidén de actividad enzimatica.

Aprovechando que B. subrilis puede crecer hasta temperaturas de 50°C, determinar si variando
la velocidad de crecimiento por temperatura, en cultivos lote con el medio mineral

suplementado con glucosa, permite incrementar la actividad enzimdtica de 8-galactosidasa.
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X APENDICES

En esta secci6én se presentan con un mayor detalle aspectos metodolGgfeos y resultados
presentados de manera muy resumida-en los manuscritos.

X.1 Mapa genético de Bacillus subtilis

Con el fin de complementar la informacitn referente a la construccion de la cepa BB804.
realizada por Bolafios (1994). en la figura X.1.1 se muestra el mapa genético de B. subrilis 168.
En dicha figura estin resaltados con un pequeiio marco los genes relevantes empleados para la
construccion de Ia cepa BBE04.

Fig. X.1.1 Mapa genético de Bacillus subtilis 168 (Piggot et al, 1990). Los pequeiios
recuadros muestran los genes que codifican para: las enzimas alfa-amilasa
(amykE), proteasa alcalina (uprfE) y proteasa neutra (nprE); los aminodcidos
zlicina (g/v B) e histidina (/is A): y para las proteinas reguladoras del
promotor de la subtilisina DegU (degU) y Hpr (/ipr).
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X.2 Determinacion de peso seco

Secar, por 24 h a 65 °C y en vacio, membranas de teflén con un corte nominal de 0.22 ym
(dos membranas por cada muestra). Colocar las membranas en un desecador y pesarlus en balunza
analftica. Tomar muestras de 100 mL., por duplicado. de un cultivo cuando la densidad dptica a 600
nm sea aproximadamente de: 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6 y 0.7. Filtrar con vacio los 100 mL de medin
utilizando las membranas de tefldn. Secar las membrunas con las células a 65 °C y en vacio por 24
horus. Pesar lus membranas con las célulus secus. Por diferencia de peso y de acuerdo al volumen de
Ia muestra calcular la concentrucion celular en /L. Relacionar por medio de una regresidn lineul lus
lecturas de densidud Optica con el peso seco determinado. A muanera de ejemplo, la figura X.2.1
muestra una curva de calibracidn que se obtuvo para la estimacion del peso seco (DCW por sus siglas
en inglés) a partir de mediciones de densidad dptica a 600) nm en el espectofotdmetro DU-70 de
Beckmun. Como puede observarse una unidad de densidad éptica equivale a 0.35 g/L de c¢élulas en

buase seca.

0.25
o9

Joz0 [ DO=03slgL DCw] .-
S I = 0.9978 L.
g o.1s | e
g - e - -
o 0.10 : R -
P73 -
& o005 | .S

o-oo he -. — P 1 i I 2 L —_ I 1

0.0 0.1 0.2 0.3 04 0.5 0.6

DO (600 nm)

Fig. X.2.1 Curva de peso seco de Bacillus subtilis en funcién
de la densidad déptica medida a 600 nm.
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X.3 Determinacion de proteina por el método de Lowry
Este método estu basado en la formacidn de un compuesto colorido a partir de resu.luos de
aminodicidos aromdticos proveniente de lu hidrdlisis alcalina de proteina celular,

Preparar las siguientes soluciones

REACTIVO A CuSO,5H,0 ul 0.5% y Twtruto de Na-K al 19%. Antes de realizar las
determinaciones, mevelar (en la cantidad necesaria) 1:1 las dos soluciones
anteriores.

REACTIVO B Nu,CO, al 29 en NaOH (.1 N. Disolver 20 g de Carbonuata de Sodio y 4g de
Hldunudn de Sodioen 1 L de agua.

REACTIVOC A 49 mL de Reactivo B agregar 1 mL de Reuctivo AL

REACTIVO D Solucion 1:1 de Reactivo de tolin y agua.

PROCEDIMIENTO

1.- Tomar una muestra de 1 mL del caldo de fermentacién en un tubo eppendort de 1.5 mL.

Centrifugar por 3 minutos a [2 000 rpm. Sepwrar el sobrenadunte del paquete celular.
Congelar las muestras en hielo seco. Si las muesuwas no son analizadas inmediatumente
almacenarlas en congelador.

2.- Resuspender la pasta celulur en | mL de agua destiluda.
3.~ En un tubo de ensayo colocar 1 mL de Reuactivo C y agregar 200 pL de muestra. Mezchar y

dejar reposar por 10 min. Agregar 100 ul. del Reuactivo D. Mewclur y dejur reposar por 30
min. Leer el color producido en el espectrototémertro a una longitud de onda de 590 nm. Leer
contra blunco de reactivos. Para esto utilizvar 200 pl de Agua destilada procesada de igual
manera que la muestra. Realizar cada determinacion por duplicuda.

ELABORACION DE CURVA PATRON

A partir de una solucidn patrén de albdmina bovinu de 1 mg/mL. prepurar las siguientes
concentraciones de albdmina en agua destilada: 0.00, 0.025. 0.50. 0.10, 0.15. 0.20 y 0.30 mg/mL.
Procesar lus muestras de acuerdo al procedimiento antes descrito. Relucionur por medio de unua

regresicn lineal las lecturas de densidud Gptica con la concentracion de albdmina de referencia.
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X4 Determinacién de actividad de B-galactosidasa por el método modificado de Miller

El método se basa en la formacion de un compuesto colorido, el ONP, o p..um de la hidrdalisis

especifica del ONPG (O-nitrotenil-3-D-galactopiranosido) por medio de la enzima L'b-"d.l..lLtnsld;L\..l.
de acuerdo a Fervari er ul (1986).

Prepurive lus siguientes soluciones

LISOZIMA 10 my/mL Disolver 100 mg de lisozimu en |'mL de g

solucion en l'efri"eruciﬁn Nu utili'/;u' la

ONPG 4.5 myg/mL Disolver 45 myg de ONPG’ (O-nluuteml-l{ D LlLtnpll.lhn\uIn) en 10
mL de agua destitada. thp..u’zu' I..\ R quun el “dTa del ensaya, Proteger
de la tuz. : S :

Na,CO, 1.2 M. Disolver 12.72 g de NuCO, (M=105.993) en 100 mL de agua
destilada.

TRITON X100 10%. Solucién al 10% V/V de Tritdn en agua destilada.

AMORTIGUADOR Z. Na.HPO, 0.06 M: NaH, PO, 0.04 M: KCI1 0.01 M: MgSO, 0.001M: B-
Mercaptoetanol 0. 05M (Ad:cmn.u' el B- Mclcaptoet.mol antes del
ensayo).

PROCEDIMIENTO:

1.-

Tomar una muestra de 1 mL del culdo de termentacion en un tubo eppendorf de 1.5 mL.
Centrifugar por 3 min. a 12 000 rpm. Separar el sobrenadunte del puquete celulur. Congelar
las muestras en hielo seco. Si las muestras no son analizadas inmediutamente ulimacenarias en

congelador.
2.- Resuspender la pasta celulur en 1 mL de amortiguador Z.
3.- Tomar 20 uL de muestra y agregur 710 L de amortiguador Z. Preparar, al mismo tiempo. un

blanco que contenga 730 pl de amaortiguador Z y procesarlo junto con las muestras. Procesar
las muestras por duplicado.

4.- Agregar 10 L de la solucion de lisozima y merclar perfectamente. Incubar los tubos 5 min. a
37°C en baifio de agua.

5.- Retirar los tubos del baiio y agregur 10 pL. de la solucidn de Tritén al 109%.

6.- Agregar 100 uL de 1a solucidin de ONPG. Cronometrur el tiempo de inicio de la reaceion.

7.- Transferir los tubos inmediatamente a un baiio de agua a 28°C por exactamente 15 min. ’
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8.- Agregar 150 pL de la solucicon de Na ,CO, para detener la reaccion.

9.- Leer lu absorbuncia a 420 nm contra el blanco. Si la muestra tiene una actividid muy elevada.
de manera que lus lecturas de densidad Optica sean mayores a (0.7, prepavar una dilucidn
apropiada de la muestra y procesarla de nuevo. a partir del puso No. 3. para realizar la
determinacion de actividad. .

La actividad volumérica en U/mL a 28°C se calcula de la siguiente munera:
AV = DO % 380 x V.. x Dil.
tX Vy

Donde:

AV = Actividad volumétrica [U/mL] o [nmoles de ONP formado /7 (min. mL)]

Do = Densidad Gptica promedio a 420 nm [Abs.]

380 = Reciproco del coeficiente de extincién molar del ONP {nmol de ONP/ (mL Abs.)]
Vi = Volumen total de la reaccién (1 mL)

Dil. = tactor de dilucion de la muestra

t = tiempo de reaceion para la formacion de ONP (15 min)

Vi

= Volumen de muestra utilizado en la reaccion (20 pL)

La actividad especifica (U/mg,,. es decir: nmoles de ONP formado / (min mgg.,.) ) se

calcula dividiendo la actividad volumétrica (U/mL) entre la proteina determinada (mg,,.. / mL) para
la misma muestra.
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X.5

Determinacién de iicidos orginicos por HPLC

Nota: Todo el material utilizado para preparar las soluciones debe estur perfectumente limpio y
enjuagado abundantemente con ugua grado bi-destiluda.

1.-

Preparar dcido sulftirico 5§ mM con agua grado bi-destilada recién recolectada. Filtrae 1a
soluciton con membruna de 0.25 pm. Degasar el amortiguador haciendo fluir helio grado
cromatogsifico durante 15 min.

Tomar una muestra de 1| mL del caldo de fermentacidn en un tubo eppendont de 1.5 mL.
Centritugar por 3 min. a 12 000 rpm. Sepurar el sobrenadante del puquete celular. Congelar
el sobrenadante en hiclo seco. Almacenar las muestras en congelador.

Una ver. que lus muestras de sobrenadunte van a ser analizadas por HPLC, descongelur o
muestras y centrifugarlas de nuevo por 20 minutos a 10 000 "g”. Tomuar 0.5 mL dJdc’
sobrenadante (tener mucho cuidado de no tomar partes del paquete celular ni "nat” que sc
forma en lu parte superior de algunas muestrus de fermentacion) y colocarlos en los viales
especiales pura el autvinyector. ldentificar las muestrus y colocarlas en el autvinyector
(Waters 717).

Inyectar las muestras automiiticamente con la ayuda del autoinyector y del mddulo
programable para el suministro de solventes (Modelo 590 de Waters). Todo el sistema se
configurd para que sea controlado por el software para cromatografin de Waters denominado
Maxima 820. '

La temperatura de la columna se cantrola a 60°C. El sistema de separacién estd constituide
por una pre-columna (lonpuk pre-column, 6x350 mm de Waters) y por una columna do
separacién (fast fruit juice column, 7.8 x 150 mm de Wauters) empacadas con una resina
sulfonada de estireno-divinilbenceno. La elucidn se llevo a cabo isocriticamente utilivande
H.SO, como fuse mdévil a 40°C y utilizando un flujo de 1| mL/min. Los compuestos tueron
detectados con un retractémetro diferencial (Waters 410) a una sensibilidad de 256

Preparacion de curvas de calibracion. Disolver en agua la cantidad suficiente de log
compuestos i determinur en una concentracidan de 5 g/L. Realizar diluciones. y mevclarlus cen
lus otras soluciones de los compuestos que se vayan a determinar, para tener concentracioness
de 0.02 a 1 g/L. La columpa fue calibrada con soluciones patrén de lactuto. acetuto y
propionato. Dichos compuestos tfueron analizadas bajo las mismas condiciones descritas
anteriormente para lus muestras. Los tiempos de elucién pura los compuestos mencionados
anteriormente fueron: 16.33, 13.86 y 18.97 minutos. respectivamente.
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La tigura X.5.1 muestra las curvas de calibracidn que se obtuvieron para lu estimacion de
‘lactato. acetato y propionato a partir del aniilisis realivado por HPLC. )

- 1.60E+06
% - Acetato
E 1.20E+06 | |-- Lactato
E . |~ Propionato
2 8.00E+05 |
2
- A
o
< 4.00E+05 [
o.mEm A e =L re i Y 1 2, 1 1.
0.00 0.20 0.490 0.60 0.80 1.00

Concentracion (g/L)

Figura X.5.1 Curvas de calibracién para acetato, lactato y propionato.

X.6 Sistema de fermentacién, programa y algoritmos de control

El equipo de fermentuciaon utilizado en el presente trabajo. asf como la instrumentacicn
auxiliar para monitorear y controlur lus fermentuciones se muestrun esquemiiticamente en la
figura X.6.1. Se utilizé una jurra de fermentacion equipada con 4 mamparas. de un termentador
Biofflo de la compaiiia New Brunswick, con un volumen nominal de 1.6 L. Dicha jurra fue
adaptada al amplificador-controlador “Mauestro™ de la compaiiia Biolafitte. este equipo permite
controlar dos fermentadores al mismo tiempo. El aire se suministré por medio de un aspersor de
orificio colocado debajo de un agitador de turbina de 6 paletas plunas. La presién de entrudu de
aire se reguld. con la ayuda de un regulador de presion. a | kg/em?, y el flujo de aire se controld

manualmente mediante un rotimetro y se suministro de manera estéril con un filtro absoluto de
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0.22 um. Para medir y controlar algunus variables tisico-quimicuas. el fermentador se instrumentd
con sensores de pH (Ingold). oxigeno disuelto (Ingold), temperatura. conductividad (para el
conuol de espuma) y velocidud de agitacion. Las variables antes mencionadas fueron
amplificadus y controlas por medio del amplificador-controlador Maestro. La espumu fue
eliminuda mediunte Ju adicion automiitica de silicon grado alimenticio al 10% (Dow-Corning)._
El pH se controld automidticamente. durante la fase de crecimiento exponencial.  mediante la
adicion de NaOH 2 M y durante la fuse estacionaria, mediante Ia adicion de H,PO, ().674' M. La

temperatura se controld automidticamente a 37°C. mediunte el suministro de agua u temperatura

umbiente u través de lu chaqueta metilica del fermentador y de suministro de calor, por m

una parrilla de calentumiento colocada en ia base del fermentador. El pH. la espur

temperatura se controlaron mediante controles del tipo apagado/encendido.

Gas de ventco
— S

I

Acido Buse  Anticspummante

Espectrometro
de Masas Computadora Personal
P 386 y progranm de

Control **Mentor®!

Solucion de glucosa pura
Cultivos Alimentados

Figura X.6.1 Sistema de fermentacién para cultivos lote y
cultivos alimentados exponencialmente.
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La velocidad de agitacion xnlcmlmcnte se control§ a 600 rpm y cuando el nivel de

-,

oxfgcno dnucho bajo del 209 se estableci un control en cascada para incrementar y dnmmuu

de manera nutom.mca la velocidad de agitacidn. con el fin de mantener el nivel de nxfg:no

disuelto al 209%. Cuando la actividad metabdlica de las células disminufu. debido principalmente

un control proporcional-integral-derivativa, u(ili‘/.undn los "gmemes p.namenu‘

: PFOPOI‘LIODJI de 90. un tiempo integral de 50 sy un ncmpo dcerJnV() ‘de 1's.

Perkin Eimer). El gas que se sumistré al espectrﬁmeu‘o de masus se acondncmn() p.u'..l

vapor de agua y las particulas sélidas menores a 0.22 pm.. Esto se rcalu(‘o cnncctando un

wampa de humedad (RT 100A. Savant).
anal6gicas(0-10 VDC) para cada uno de los gases

wansmitidas al controlador Muaestro.

Los valores de pH tempcmtur’ . cnnducnvldad (parn el cnntrol de

calculados. durante el wranscurso de las ferrnem..\cmneﬁ. medxame el programa Mentor. Con 1.1 ,ﬁ'

ayuda del pmgram.x Mentor se rvealizd cl almncen.xmxcmo dc lac ~variables antes menuonadas de

acuerdo al siguiente algoritmo:
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START 7/ FINISH PROCESS B

Elapsed Time: 0 ‘/ g Profile Time: 0 "
Start Date: ©~ 29 SEP 94 Finish Date:- 5%
Start Time: .. 10:00:00 Finish Time:

Batwch Number: 69 Product: .
Operator: LSL-BIOLAFITTE " Status: Ferm
Step - Action ' P1 P2, P3P
I3 SAFE : L
2 LOGGINON - 02801 02TOL 02DO 2A0 102801
3 LOGGINON 02X01 02C0 1 02N01 020UR’ ()’7CER 02 RQU
4 GOTO 2 : e
3 END
-~ donde: *=-®

- SAFE es un comando que mdxua que [L'NJ..!S l.x.\ v.m.xble\ en cstc dasa dc plant.x 2 son

puestas en un estado de manera que m cl v..xlm' de la vunable ‘.onnolada rebasa uextos" -

limites el conwuol deja de funcionar. Por ::_]emplo 51 el pH pasa de un valor el c.omml dcr:“

* pH deja de funcionar )
- P1 a P8 se refiere a los par.xmetro; .nwn.xdos a l..u acciones plOHldmdddb.

refiere a la jarra de tcrmenmc16n1 No.

por el operador. SO1 = vcloudad de = temperatura. DO

disuelto, AOL = pH. LOl = conductiv

carbono gaseoso. NO! = nitrégeno ‘g
CER = velocidad de evolucisn de bic
- LOGGINON es el comando que uulxza cl
una frecuencia de 1 minuto.

- GOTO 2 es un comando que indica que 'r'e‘bit:i el paso No. 2

- END indica el termino del algoritmo.

En el caso de los cultivos alimentados se utilizé una bomba peristiltica de velocidad

variable (Mastertlex de Cole-Parmer). Dicha bomba puede ser controluda de manera remota
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mediante una seifiul analégica de 4 a 20 mA. La dnica seital analGgica que presenta el sistema
Maestro es el de la velocidad de agitacion del motor. La velocidad de agitacion. en el sistema
Maestro, es controlada por medio de una sefial analégica de 0 a 1 VDC. Considerando lo antes
mencionado y tomando ventaju de que el sistema Maestro puede controlar dos fermentadores al -
mismo tiempo, se construyé un dispositivo electronico para convertir la seftal analdgica del
control de velocidad de 0 a | V a la seiial analdgica. de 4 a 20 mA, de la bomba peristiltica. De
esta manera, con el controlador-amplificador Muaestwro y el programa Mentor se puede controlar
de muanera automiitica la velocidad de rotacién de lu bombu peristiltica. Para llevar a cabo este

control se utilizé el siguiente algoritmo en el programa Mentor:

START / FINISH PROCESS
* Elapsed Time: 0 )

Profile Time: 0 : Time: “11:00
Start Date: 29 SEP 94 Finish Date: Plant: i
Start Time: 12:00:00 Finish Time: Sequence: 10
Batch Number: 69 Product: B. subtilis Page: 1
Operuator: LSL-BIOLAFITTE Status: Fermenting Finished
Step Action P1 P2 P3 P4 Ps P6 P7 P8
1 SAFE )
2 ALARMON ' 01801
3 PROFILE 01S01 21
4 CONTRLON 01801 300 310 350 500 G600
5 MAESTCON 01S01 ON
6 LOGGINON 01801
4 GOTO 6
s END
. donde:

- ALARMON es un comando gque permite estublecer liimites (superior e int‘erim‘).'pur:i :
mostrar una alarma si son rebasados.

- PROFILE indica que se aplicard un pertil preestablecido. en este caso purtiuul:ir en Na..

21 sobre la variuble 01S01. Como se menciondé anteriormente. ei control “sobre la -
velocidad (01S01) de agitacién de uno de los controladores del’umplificudnr—cunti'olndcu'
Maestro se utilizé para controlar de manera automiitica la VelOCid'ud de rotacidn, y en
consecuencia el flujo suministrado por medio de la bomba de ulimentacidon- de . las
soluciones de glucosa. ’
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- CONTRLON y MAESTCON son dos comandos que se utilizun combinados. La aceicn

de ambos permiten controlar el funcionamiento de una variable (01S01) desde el

programa Mentor. Es decir poner a funcionar la bomba. establecer lfmites inferior (300)
¥y superior (600). asf como puntos de control, inferior (310). intermedio (350) y superior

(§00). En este caso los ndmeros 300, 310, 350, 500 y 600 indican la velocidad relutiva

que se uplicariu al control de velocidad de agitacidn. es decir u la velocidad de rotacicn:.

de [a bomba peristaltica.

A manera de ejemplo la figura X.6.2 muestra un perfil exponencial uplicado. en mL/min

o rpm. u un cultivo alimentado en funcion del tiempo de alimentacicn. En dicha figura se

muestran las primeras 11 horas de alimentacidn de la corrida de fermentacion mostrada en las

figuras 1. del manuscrito Etfect of growth rate on the produc;.'tiun of B-guluctosiduse trom

Escherichia coli in Bacillus subrilis using glucose-limited exponential fed-batch cultures, y

X.11.4, del apéndice X.11: Cinéticas de fermentacidn de cultivos alimentados exponencialmente.

. 0.65
0.55
0.45
0.35
0.2s
0.15
0.08

Flujo (mL/min)

Figura X.6.2 Perfil predeterminado exponencial. Los parametros utilizados

Tiempo (h)

el perfil predeterminado de acuerdo a la ecuacién:

F = (uX,V.exput) / (S, Y )

fueron:

uH=017330"; X, =04g/L; V,=1L; S, =274g/L; Y, =04 g/g

o
" [ mL/min oo 480
- o rpm o® o 1 460
°° a
L 02 a®" 1 440
°° nn
- oo L - 420
-]
- 0=’ as” 4 a0
. o a9
-"“,;ooo"n::u 4 aso
20gue®9® " | " N P . i 360
0 2 4 6 8 10

b peristaltica (epin)

nvida por es sistema de

para disefiar
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B Como se muestra en la figura X.6.2. la variacidon del flujo de lu bomba se pxm_rumu' puar:
variar en intervalos de 15 minutos. En cada corrida de fermentucion. en” mado de “cultivo
alimentado exponencialmente. la bomba de alimentacién de -"luo.n\‘u (tu_. XK.6:1) se- cuhbm

previamente. midiendo los flujos (mediante cronpémetro y.probeta). que . se abtenfun ul variar la

velocidad de rotucion de la bomba a través de la sefial. En todas

: las; c()i'ltid:i.§ de ferment:

utilizd un cabezal del No. 13 y manguera de silicdn. mmbién,dcl Einlibre. 13 de._l.: compaitia Cole
Purmer. La curva de calibraciGn obtenida. con un coeficiente de uunel.u.mn de 0.YYRE, parn el
pertil mostrado en la figura X.6.2 fue:

Flujo de la bomba (mL/min) = rpm x 0.005234 - 1.77813

donde:

rpm representa la sefiul, de velocidud de agitacién del motor del fermentador No. 1 del
amplificador-controludor Maestro, que envia el programa Mentor por medio del

perfil
predeterminado.

Cabe aclarar que debido a que se estublecieron perfiles de alimentacidn predeterminudos,
la bomba de alimentacién se podria haber Lnrmol.xdo de mauanera independiente con oua
computadora. Sin embargo. se considerd conveniente controlaria de la munera antes descrita.

para poder aplicar a tuturo un control de luzo cerrado para la alimentucitn del (los) nutriente(s)

Debido a limitacion de espacio y pnnupalmente a que el que suscribe no lo considera
conveniente. detalles adicionales sobre la. opera mm.mn.xmlenm -del ..unphhcudm- "

Informacidn adicional y detalluda puede, s;:’ n € ! 'v‘r‘\:,‘de’l
controludor y programa. . T ' : R Ve

101

acion se . .



X.7 Cilculo de la velocidad de consumo de oxigéno, velocidad de evolucién de biéxido

de carbono y coeficiente respiratorio

La velocidad de consumo de oxigeno (OUR) y la velocidad-de evolucion de bidxido de
curbono (CER), fueron calculados en-linea mienuas se realizaban las corrida de fermentacion

por medio del programa Mentor. Se estublecié un balance guseoso sobre el fermentudor y el

OUR y el CER se calcularon tomando en cuenta las siguientes consideraciones:

- La composicitn del aire, es decir la concentrucidn del oxfgeno, bidxido de curbono y
nitrégeno guseosos, a la entrada del fermentador. fue medida antes de iniciur lus corridas
de fermentacion.

- El volumen de cultivo en el fermentador fue culeulado, manualmente, en funcion de:
volumen inicial; de lus adiciones de idcido, buse. antiespumante y. en su caso de lu(s)
solucidn(es) de glucosa: y del volumen retirado al tomar las muestras. De esta mnnc;'u el
volumen de operaciSn fue actualizado en el progruma Mentor. En algunos 'cultivus .
alimentados la cantidud de dcido, buse, antiespumante y glucosa adicionudos fue.
excesiva. en funcion de la capacidad nominul del tfermentador (1.6 L). En consecuencia
fue necesario drenar un volumen considerable de caldo de fermentacién. En estos casos
el volumen de operacitn también fue actualizado en el programa Mentor. .

- El rotdmetro que se utilizé para suministrar el aire a la entruda del fermentador se

calibré mediante el desplazamiento de agua utilivando una prabeta invertida.

La velocidad de transtferencia de oxigeno se cilculo de acuerdo a la siguiente ecuuciGn:

s )

A, 16666.7
vV Vm:

X.7.a OTR = o,

donde:
OTR =
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Q. = flujo volumétrico del aire (L / min)
v - = volumen de operacion en el termentador (L)

Vm = volumen molar (22.4 L/mol)

emtrada del termentador (-)

O,y = ftraccién de oxigeno presente en el air

O,qr = fraccion de oxigeno presente en el .gus'c sulida dcl fermentudor (-)

N, = fraccidn de nitrdgeno presente en el aire u la entradu del fermentador (-)
N, = fraccion de nitrdgeno presente en el gus de sulida del fermentador (=)

16666.7= factor de conversion de mol / (L. min) a mmol /. (m® 5)

La velocidad de consumo de oxigeno se calculd de acuerdo a la siguiente ec:

X.7.b OUR = OTR -4©O.D)
dt
donde:
OTR = velocidud de consumo de oxigena (mmol de oxfgeno / (m* s))
d(O.D)/dt = cambio del nivel de oxigeno disuelto respecto al tiempo

En los cultivos realizados en esta tesis el nivel de variacién del oxigeno disuelto respecto

al tiempo no fue significativo, de manera que se puede estublecer OUR = OTR.

Finalmente, la velocidad de evolucidén de bidxido de carbono se cdlculo de acuerdo a la

siguiente ecuacién:

N,
X7e CER = Q_ﬂeﬂ[co(__)_co]
vV Vm K

donde:
CER = veloudad de evolucidn de bidxido de L.xrbonn (mmnl de CcO,/ (m \))

CO,,xy = fraccitn de CO, presente enel uire u 1a enu ad.x del l’cnnent.xdm (- )
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CO, i = traccion de CO, presente en el gus de satida del fermentador (-)
El coeficiente respiratorio (RQ en imoles de CO, cdnsumido entre moles de O,
consumido). que es la relacion entre la velocidud de evolucién de bidxido de carbono y la

velocidad de consuimo de oxigeno, se culculd dividiendo el CER entre el OUR.

X.8 Afinaciéon de parimetros para el control autonuitico del oxigeno disuelto

Para realizar el control automdtico del oxigeno disuelto. el amplificador-controlador
Maestro permite utilizar un control en cascada a través de la velocidad de agitaciéon. El diagrama

mostrado en la figura X.R. 1 ilustra como se lleva a cabo dicho control:

Control Control
Maestro Esclavo

SP1 | Controlador de

velocidad de
agitacion

Fermentador

Figura X.8.1 Diagrama para el control del nivel de oxigeno disuelto
en cascada con ¢l control de la velocidad de agitacion.

En este esquema el controludor calcula el error (E) sustrayendo el valor medido (MV) del
punto de contral No. 1 (SP1) en el controlador de oxigeno disuelto. El controlador realiza un
cdlculo sobre un ciclo de control del tipo Proporcional-Integral-Devivativo (PID) 'y genera una

sefial de salida. Esta sefial de salida es enviada al conwolador de la velocidud de agitucion.

generindose un nuevo punto de control (SP2). Se genera una sefial de salida analdgica (OP) la

cual es enviada a la tarjeta de control de la velocidud de -ugitucion.
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disminuye la velocidad de agitacion con el prnp(x.sim de mimt:nen un valorsconstante de SPI.

Para generar lu sefal de salida. el control PID del amplificador-cantrolador. Maestro utiliza la

siguiente tormula: - . . . )
) . ) . .

100 100} ijdt + 100 D x_LE
. P(RH-RL)I dt

Sefiul de sulida = o=t X E 4 ———
ehul de S = P (RH—RL) P(RH - RL) |

donde:
E es el error (valor del punto de control - valor medido)
t es el tiempo
P es lu banda proporcional
I es el tiempo integral
D es el tiempo derivutiv.o

RH es el valor miximo de lu variable u controlar
RL es el valor minimo de la variable a controlar

El ciclo de control PID se afing de acuerdo al método de ciclo cerrado de Ziegler y
Nichols (Lim and Lee, 1991). siguiendo las instrucciones indicadas en el manual proporcionado

por Biolafitte (LSL Mentor. Mentor Concepts. 1989, pp. 15):

1.- Colocar el valor de (1.5 a la constante P.
Colocar el valor de 0 a lu constunte I
Colocar el valor de 0 a la constuante D.
Colocar el valor deseado en el punto de control del nivel de Lxigeno disuelto (209%).

Poner a funcionar el controlador y registrar los datos.

la variable a afinuar (% de oxigeno disuelto). Lus

2.~ Observar el comportaumiento de
mediciones deben oscilur ulrededor del punto de control. Permitir que ocuarrun varias

oscilaciones y graficar lus mediciones en funcidn del tiempo.

A partir del grifico obtenido culcular los siguientes pardmetros iniciales:
P = (Tumuaho de la oscilucidn / (RH - RL)) x 100%

I = Periodo del ciclo en segundos
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D = (Perfodo del ciclo en segundos) / (500)

La mdxima velocidad de adquisicion de datos del pl'n'grumu Mentor es de | min, de
manera que para realizar la afinacion del conwol PID: no resulta conveniente utilivar el registro

de datos por medio del programa mencionada, En consecuencin para afinar los purdimetros PID
del control de oxigeno disuelto, a un nivel del 209, 1os diitos se registruron cada segundo can la
ayuda de una impresora de matriz. de puntos. La tigura X.8.2 muestra las mediciones obtenidas
para el % de oxigeno disuelto, en tuncidn del tiempo de acuerdo al procedimiento descrito
anteriormente. Tules mediciones fueron obtenidas en un cultivo por lote de la cepa de Hacillus
subrilis 804, utilizando paru ésto el medio mineral suplementado con 10 g/L iniciales de glucosa.

Los datos fueron obtenidos durante la etupa de crecimiento exponencial, cuando se tenia una
concentracion cetular de aproximadamente 2 g/L.

60

50

40

30

Oafgeno disuelto (%)

10

Figura X.8.2 Ciclo de afinacién de control PID pura el oxigeno disuelto. Pura mayores

detalles consultar el texto de la seccién X.8.
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De acuerdo a la figura X.8.2 los valores iniciales que se obtuvieron para los parimetros
PID fueron: P = 50%: 1 =60 s: D =0.12 s (en términos pricticos este valor es iguidl a cero). Sin
embargo. al emplear directamente tales valores en una corrida de fermentacién (figura X.8.3). en
condiciones similares a las descritas para la t’ig’v.lru X.8.2. lus variaciones en el control del
oxfgeno disuelto eran muy grandes. En esa misma corrida se decidid re-ajustar de manera
empfirica los pardmetros antes mencionados. Riesenberg er o/ (1990) reporta valores de P iguales
@ 50 y V0%, para fermentaciones de E. coli. en fermentadores de 30 y 450L. respectivamente.
por esti razon se decidié probar un valor de P = 90%. Sin emburgo como se observa en la figura
X.8.3, con el fin de estabilizar ridpidamente el nivel de oxigeno disuelto. se requiere de un valor
de I > 0 Como se muestra en lu figura X.8.3 los pariimetros con los cuales se obtiene un control
del oxigeno disuelto sin grandes variaciones son: P = 90%: [ = 500 s: D = 0 s. En una
fermentacién posterior se observd que a concentraciones celulares mayores a 2 g/L al aplicar los
pardmetros PID antes definidos el nivel de oxfgeno disuelto no se estabilizaba ripidamente. este
comportamiento se corrigié ajustando €l valor de D = 1 s. En consecuencia. para las corridas de
fermentacién reportadas en este trabajo el oxfgeno disuelto se controld mediante un control
proporcional-integral-derivativb. utilizando los siguientes parimetros: una banda proporcional de
90, un tiempo integral de 500 s y un tiempo derivativo de 1 s. No obstunte. como puede
observarse en varias corridas de fermentacién en la seccién X.11, el control de oxigeno disuelto
presenta grandes variaciones. Estas variuciones se deben principalmente a que el control se
desestabiliza cuando se agrega antiespumante, y a que cuando el los cultivos que se alcanzan
concentraciones celulares mayores a 10 g/L. los parimetros antes atinados no resultan del todo

adecuuados y la amplitud de las oscilaciones en el control se amplifican.

X.9 Diseiio del medio mineral suplementado con glucosa

Con el propésito de evaluar la respuesta fisiolégica y la produccion de B-galactosidasa u
variaciones en la velocidad de crecimiento, en la cepa de Bacillus subtilis 804, se disefi¢é un medio
mineral conteniendo Gnicamente una fuente metabolizuble de carbono (glucosa) y una de nitrégeno

(sulfato de amonio).

107



»
H

w
H

.

Oxigenn Disuelto (%)

-
e

L] L L i
0 {0 0.5 1.0 2.5 3.0
Contante Thlem (h)

P 60 10 90 90 90
X 100 120 Soo (1] [1] 500
D o (1) (L] (1] (4] 0

Figura X.8.3 Reajuste de pariametros de control PID para ¢l oxigeno disuelto. Las lineas
verticales indican el tiempo al cual se cambiaron las constantes de acuerdo a
la tabla inferior. Las flechas indican el tiempo al cual el controlador se apagé
con el fin de inducir una perturbacién. Consultar el texto para detalles
adicionales.

Considerando que utilizando medios minerales con glucosa se obtiene un rendimiento
aproximado de 0.6 g de biomasa / g de glucosa (Frankena er al. 1985: Snay er al, 1989). iniciulmente
se decidid elaborar el medio con 10g/L de glucosa para obtener alrededor de 5 /L de biomuasu en
base seca. Valores alrededor de esta densidad celular se consideraron convenientes para obtener
material para realizar andlisis de las muestras de fermentacién y para evitar, en Ja medida de lo

posible, limitaciones por transferencia de oxigeno en el fermentador. Para que el medio estuviese
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limitado por glucosa. se utilizd una relucion C/N de 5.5. De manera ¢ue la concentracion de sulfato de
amonio en el medio de fermentacién es de 4 g/l y se vuelve limitante cuando se alcunzun
concentruciones de biomasua muayores a 6.4 wL. Asi mismo, pura proporcionar un  poder

amortiguante. a un pH=7, el medio de cultivo se complementd con fostatos a una concentracicn

molar de 0.07 (5.32 y 6.4 ¢/ de K.HPO4 y KH,PO4. respectivamente). Finulmente, el medio se
suplementd con Jus sules adicionudas ul medio de cultivo Schaetfer (Wang., 1992), las cuales se
agregun en el siguiente orden y en cantidad suticiente para obtener lus siguiente concentraciones en

mg/L: MgSO4.7H.0 400 MnCl, 5: CuCl, 40: y FeSO,.7H.O 30.

El medio de cultivo base se prepara disolviendo el sulfato de amonio y sales de fostuto en la
cantidad cotrespondiente de agua destiluda. Se ajusta el pH=7 con sosa concentruda y se esteriliza
durante 15 minutos. Se pl‘ebmun y se esterilizan por separado soluciones patrén de lus demiis suies.’ y
se adicionan en el orden mencionado en el pdrrato anterior al medio de cultivo base frio. La solucidon
patwrén de glucosa se prepara y esteriliza por separado. Dependiendo del tipo de cultivo a reulizar (lote
o lote alimentado) la glucosa se adiciona desde en inicio en la concentracion deseuada, o se ulimenta de

acuerdo a los pertiles de alimentacion antes descritos.

X.10 Cinéticas de cultivos lote a nivel fermentador

que la fuente de nitrégeno (sulfuto de amonio) en el medio de cult

concentracién celular de 6 g/L. en algunos de estos cultivos huba nece
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Primer panel: crecimiento celulur (Biomass). protefna intrucelular (Protein) y velocidud
de consumo de oxigeno (OUR). ’

Segundo panel: glucosa remanente en el medio de cultiva (Glucase) y nivel de nx'fgcnn
disuelto en el medio de cultivo (Dissolved O,). '

Tercer panel: produccidn de acetato (Acetate). velocidad de evolucién de CO, (CER) y
coeficiente respiratorio (RQ).

Cuarto panel: actividad especfifica (Specific B-gal activity) y volumétrica (f3-gal activity)

dc B-galactosidasa intracelular.
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X.11 Resultados de cultivos alimentados exponencialmente

X.11.1 MANUSCRITO: Effect of growth rate on the production of B-galactosidase from
Escherichia coli in Bacillus subtilis using glucose-limited exponentially fed-batch
cultures

El efecto que tuvo la velocidud especifica de crecimienta sobre la produccién de f3-
galactosidasa utilizando cultivos alimentados exponencialimente se presentan en el manuscrito: Effect
of growth rate on the production of B-galactosidase from Escherichia coli in Bacillus subtilis using
glucose-limited exponentially fed-batch cultures (pags. 117- 140 de esta tesis), el cual se someterd a

Enzyme and Microbial Technology, y por consiguiente estd integrado en esta seccion.
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ABSTRACT
The effect of specific growth rate (i), using glucose-limited exponentially fed-batch cultures, on the

production of B-galactosidase from Escherichia coli in Bacillus subtilis was d. The mutatdons

hpr2 and deglU32(Hy)., which are known to overexpress the subtilisin (aprE) gene, were used jin
combination with the /lacZ gene chromosomally integrated under conwol of the regulatory region of
the aprE gene. Constant p. in the range of 0.058 to 0.35 h’', were maintained using mineral media and
computer-controlled pre-determined glucose feeding profiles. At all growth rates tested, a pseudo-
steady state in g was obtained. As pre-determined pu was reduced from 0.35 to 0.0S8 h™, pseudo-
steady state was maintained from 9 to 46 hours. However after such elapsed times, a characteristic
sudden decrease in the slope of log of biomass concentration against ime and an accumulation of
glucose and acetic acid, indicated that control on u was lost. Moreover, commitment to the stationary
phase was irreversible, in spite the fact that glucose was fed in accordance with the pre-determined
profile and that all other minerals were present at non-limiting concentrations. R-eduction of p -resulted
in a decrease of accumulated acetate and a 4-fold increase in maximum biomass concentration For
cultures maintained at a growth rate close to the maximum, specific enzyme activity remained
relatively constant during the fed-batch phase. In contrast, for cultures maintained at a p lower than
0.2 hl specific and volumetric B-galactosidase activity decreased during the fed-batch phase, reaching
a value close to zero before glucase feeding was stopped. Maximum 8-galactosidase activity, during
the stationary phase, was obtained at the maximum p, whereas it srongly decreased at lower values of
u. This suggests that glﬁcose limitation and p reduction during exponential growth phase, represses 3-

galactosidase production during the exponential and the stadonary phases.

2
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INTRODUCTION

bue to its capability to produce and secrete large ammounts of proteins and to its GRAS status (de
Boer and Diderichsen, 1991), Bacillus subtilis is commonly used as a host for the industrial
production of enzymes (Arbige and Pitcher, 1989).,chcrnl expression systems have been used for
such a purpose. One of the best described in the literature is based on the use of the regulatory region
of the aprE gene (Ferrari et al., 1993). This gene codes for the alkaline protease subtilisin, and its
expression is regulated through a very complex network (Valle and Ferrari, 1989, Ferrari er al.,
1993). As a model w0 swudy the effect of different fermentation variables on protein production in
recombinant B.subtilis strains, the production of B-galactosidase from E.coli. using the aprE
regulatory region to express the /acZ gene has been used (Pierce er al., 1992; Rincon er al., 1994;
Martinez er al., 1997). However, despite of the large ammount of data on the basic aspects of aprkE
regulation, the information of the effect of specific growth rate (u), fermentation conditions and the
behavior during fermentation of ovcrproduciﬁg B. subrilis recombinant strains, is scarce (Pierce er
al., 1992; Rincén et al., 1994; Oh et al., 1995).
Particullarily for B. subtilis cultures the appeareance of asporogenic and non-producer mutants can
limit the utility of chemostats (Dawes and Mandelstarn, 1970; Heineken and O'Connor, 1972).
Furthermore, it has been found that the sporulation process in B. subrilis is wiggered by the
accumulation of sporulation factors (Grossmann and Losick, 1988; Waldburger ez al., 1993). Thus in
order to obtain the maximum production of recombinant proteins associated to the sporulation

process, as is the case for the aprE gene, a very low dilution rate or a strategy of two-stage continuous

cultures could be required. However, in contrast to chemostats, in exponentially fed-batch cultures

3
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(EFBC) all cellular products are accumulated in the culture broth. the stationary stage can be easily
induced through nutrient depletion. and it can be operated at or ubove the maximum specific growth
rate without washing;out the.culture. Furthermore, EFBC have been used to obtain high-cell-density
and high-productivity cultures (Yamaneé and Shimizu, 1984; Yee and Blanch, 1992; liiesenberg eral.,
1990), and have been shown to be a powertul experimental tool to assess the effect of growth rate on
heterologous protein production (Ramirez er wf., 1994). Therefore, in this work we evuluated if a
controlled growth rate during exponential growth phase, have un etfect on B-galactosidase production

during the vegetative and stationary phases, using glucose-limited EFBC.
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MATERIALS AND METHODS

Culture medium and strain. A mineral media, rep;:rtcd elsewhere (Martinez et al., 1997), was
used in this study. All cultures had an initial glucose concentration that ranged between 0.4 to 0.6 g/L.
Such an initial glucose concentration was due to carry-over from inocula. Two h after inoculation,
glucose concentrated solution, ranging in the various experiments tfrom 40 to 500 g/L.. was added
aseptically according to a pre-determined profile described below. To prevent nitrogen-source and
other nutrient limitations, all the mineral salts were added again when biomass reached 6 g /L., as
the nitrogen source becomes limiting at such biomass concentration. The strain used in this study was
a B. subtilis with the lacZ gene from E.coli under the control of the aprE regulatory region, integrated
into the chromosome. The strain also has the hpr2 and degU32(Hy) mutations, which are known to
cause aprE overcxpression (Ferrari ez al., 1986; Martinez et al., 1996).

Fed-batch culture;s. A 1.6-liter fermenter, operated at 37 °C and sparged with 1 lpm of air, was
maintained at a constanit pH of 7.0 and at a dissolved oxygen concentration abO\;e 20?6 of mr
saturation. After an initial batch phase of 2 h, the fed-batch operation was initiated. The fed-batch
scheme was implemented using a computer controlled open-loop with a pre-determined exponentially
increasing feeding profile. It is important to point out that in an EFBC, upon reaching a quasi-steady
state, the glucose concentration remains constant and close to zero, and the specitic growth rate (u)
can then be controlled at a constant and pre-determined value. Hence, glucose flow rate (F) profiles

were established according to the following equation (Yamane and Shimizu, 1984, and Yee and

Blanch, 1992):
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X8 i

where S, is the substrate concentration in the inlet sweam, V, and X, are the volume and biomass at
the initiation of the fed-batch phase, t is the elupsed time of the fed-batch phase, and Y, is the cell
yield on glucose. This equation shows Ehm EFBC can be employed for conwolling p at a pre-
determined or desired value, simply by selecting the limiting substrate flow rate and knowing the cell
yield, initial volume and cell concentration. According to the mcasu.red V, and X,, and the desired p,
an S, was chosen based on the minimum resolution flow rate of the feeding pump used (Masterflex,
Cole-Parmer, Barrington, IL). Thus, the lowest p tested, corresponded to the lowest S, used. In the
experiments at low p, after a high biomass concentration was reached, a shift to a higher S, and lower
F was performed. Such a strategy was used to avoid large volume increases. In all cultures, V, was 1
liter and Y, was taken as a constant value of 0.4 g,../2,,.c as determined elsewhere (Martinez er al.,
1997). Experimental g was calculated from total cell mass by taking into account the volume change
during the cultures.

Analytical methods. Oxygen uptake rate (OUR) and carbon dioxide evolution rate (CER) were

determined from a gas phase balance and using a Perkin Elmer mass specuometer (MGA, Pomona,

CA). Intracellular protein was measured by the Lowry method and cell concentration was determined

first as an OD measurement. This value was converted to dry cell weight using a standard curve.

Glucose and organic acids in the supernatant were determined in an enzymatic analyzer (Ektachem

[

122



bTGO O, Kodak, Rochester. NY), and by HPLC, respectively. Intracellular B-galactosidase activity
was determined by a modification of the method of Miller (Ferrari er al., 1986). One enzymatic
activity unit is dcﬁncfl as the amount of enzyme hydrolyzing 1 nanomol of o-nitrophenyl-8-D-
galactgpyranoside (ONPG) per minute at 28 °C.

A detailed description of cell bank, inocula development, fermenter operating conditions,
computerized control systems, and description of all analytical methods can be found elsewhere

(Martinez er al., 1997).
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RESULTS

To asses the effect of specific growth rate (n) on B-galactosidase production and on the relevant
kinetic and stoichiometric parameters, initially EFBC of B. subrilis were conducted at relatively high
and lower values of u. The typical behaviors of EFBC operated at p close to halt and close to the p
obtained during exponential growth of batch cultures (0.42 h; Martinez ¢z al., 1996), are summarized
in Figs. 1 and 2, respectively. The fed-batch phase can be identified in Figs. la and 2a from the
culture time when glucose mass flow rate profiles increased exponentially.

Fed-batch phase culture evaluation. For the culture maintained at a pre-determined p of 0.17 h*,
a pseudo-steady state was rapidly reached after initiation of the fed-batch phase, as observed from a
controlled exponential increase in biomass concentration (Fig. 1a), and a glucose concentration close
to zero (Fig. 1b). Moreover, the profile of consumed glucose showed an exponential increase (Figs.
1b), which closely followed the increase in biomass concentration. This indicates that constant
specific glucose consumption rates were obtained during the fed-batch phase. A charactéxistic sudden
decrease in the slope of log of biomass concentration against time (Fig. 1a), and an accumulation of
glucose and acetic acid (Figs. 1b and 1c¢), indicated that control on p was lost after 10 h under the
pseudo-steady state, eventhough glucose was fed in accordance to the pre-determined profile and that.
all other minerals were present in the culture medium. The specific and volumetric B-galactosidase
activities. obtained for the culture maintained at a pre-determined p of 0.17 h”, decreased during the

fed-batch phase, reaching a value close to zero before glucose feeding was stopped (Fig. 1d).
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For the culture at pre-determined p of 0.35h”, cells grew exponentially, but glucose accumulated
constantly from the beginning of the fed-batch phase (Fig. 2a and 2b). A pscudo-stead)-' state in
bion.mss increase (i.e. in p) and in acetate accumulation was obtained. However, in comparison with
the culture carried at a pre-determined p of 0.35 h'', conuol on pu was lost in a shorter period of time
(10 and 8 h of elapsed time under pseudo-stedy sate conditions, respectively). Acetate began to
accumulate 2 h after that control on p was lost (Fig. 2¢). In contrast to the behavior observed for the
culture conducted at a pre-determined u of 0.17 h*, for the culture at a pre-determined p of 0.35 h™',
specific enzyme activity during the fed-batch phase remained relatively constant ut 95 kU/mg,,., (Fig.
2d). In turn, volumetric enzyme activity increased éxponentially, from 10.5 to 232 kU/mL, following
the increase in biomass concentration. A relatively constant respiratory quotient (equal to 1; data not
shown), was observed during the fed-batch phase of both EFBC.

Post-fed-batch phase culture evaluation. After a consistent glucose accumulation and a decrease in
H were observed, glucose feeding was stopped in EFBC. The cultures were then maintained in a
second batch phase which was terminated 5 to 6 h after the residual glucose from the fed-batch phase
had been depleted. After glucose feeding was stopped, metabolic activity was still detected as a
consumption of residual glucose (Fig 1b and 2b), production of acetic acid (fig lc and 2¢), and a
finite positive OUR and CER values (data not shown). It should be noted that during the second batch
phase of both cultures a severe cellular lysis ocurred after glucose depletion. Cellular lysis was
measured as decrements in dry cellular weight and prowin in cell pellets (Fig. la and 2a), and yielded

an average specific lysis rate of 7.5 x 107 h” (assuming first order ciecay kinetics).
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For the culture maintained at pre-determined p of (.17 h™. neither specific nor volumetric activity
increased during the’ post-fed-batch phase (Fig. 1d). In conwurast, for the culture maintained at a pre-
determined p of 0.35 h”, an important increase in specific and volumetric activity, compared to the
activity reached at the end of the fed-baich phase, was observed (Fig. 2d). Accordingly, specific

B-galactosidase activity increased 3-fold to a final value of 311 kU/mg_,. while the volumetric

Syt
activity increased 4-fold to a maximum value of 910 kU/mL. Such enzyme activity values. compare
well with the activity obtained in batch cultures for the same struin. and culture medium (Murtinez er
‘al., 1997).

Effect of growth rate on B-galactosidase and stoichiometric anci kinetic parameters. To asses the
effect of p on the physiological behavior of B. subrilis, the kinetic and stoichiometric parameters were
evaluated in. glucose-limited EFBC, operated at a broad range of pre-determined p values ranging
from 0.058 to 0.35 h'. In all cultures belpw growth rates of 0.2 h”, attainment of pseudo-steady state
was reached within less than 3 h of initiating substrate feeding. A summary of the kinetic and
stoichiometric variables obtained during the exponential growth stage of EFBC is shown in Fig. 3. In
such cultures, a pseudosteady-state -with respect to g, glucose and acetate concentration- was attained.
As seen in Fig. 3a, the experimental p closely ‘matched the pre-determined p, where the dashed-line
coiresponds to the ideal case. Such results indicate that EFBC can be used to conuol growth rate at a
preselected value, even with microorganisms as B. subrilis that present a differentiation process when
exposed to suboptimal growth conditions. Figure 3a also shows that control on p was lost in a larger
elapged time as u was decreased, i.e. from 6 to 46 hours as predeterminde p was reduced from 0.35 to

0.058 h’. In fed-batch cultures, the Craburee effect can be suppressed if the carbon source

10
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concenwation is maintained at a low value (Yee and Blanch, 1992). This can be observed in Fig. 3b,
for the EFBC conuolled at a p below 0.25 h”, where acetate production during pseudosteady-state-
was drastically reduced (see also F_igs. 1c and 2¢). However; biomass yield on glucose was constant
only for a narrfow range of p (i.e. from 0.1 to 0.2 h™"). Such behaviour indicates a metabolic shift
above and below such 1. As a consequence of the reduced acetate production, the maximum biomass
generated under the pseudosteady-state, increased (Fig. 3c¢) with decreasing p. Accordingly, in
comparison with EFBC at p above 0.15 h', about a 6 to 10-fold increase in biomass generated was
observed, when EFBC was performed at a pre-determined p of 0.058 h'. In Fig. 3¢ and 3d it cun also
be seen that specific glucose consumption rate (Qg ) and specific oxygen uptake rate (Q,.), during
pseudosteady-state, increased with increasing p (Fig. 3¢ and 3d, respectively). Due to the metabolic
shift, oply the data that correspond to a constant biomass yiedl was adjusted to the Pirt model (Fig. 3¢
and 3d). The yield and the maintenance coefficient on glucose were 0.55 gow/Bauc and 0.079
| Bowd8ocw h; respectively. Meanwhile, the yield and the maintenance coefficient on oxygen were
54.47 g ./mol,, and 5.53 mmol, /g, h, respectively. Yiel and maintenance coefficient values on
glucosa are larger (from 20 to 25%, and from 20 to 80%, respectively) than that reported for other
Bacillus species (Frankena et ul, 1985, Rodriquez y de la Torre, 1996). Furthermore, maintenance
value on oxygen is 5-fold larger than values reported for B. licheniformis an for B. rhuringiensis
(Frankena et al, 1985, Rodriquez y de la Torre, 1996). In the range of p of 0.16 to 0.07 ’h", the
maintenance coefficient on glucose account from 20 to 60% of specific glucose consumption,

respectively. As the respiratory quotient remained relatively constant at a value of 1, during pseudo-

11
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steady state, the specific carbon dioxide evolution rate closely followed the specific oxygzen
consumption rate (data not shown).

B-galactosidase production was evaluated in order to assess if the way in which the gulture was
conducted (i.e¢. growth rate during exponential growth, glucose limitation., and by-product
accumulation). has an effect on uprE expression during the stationury phase. A summary of the eftect
of u on maximum B-galactosidase activity obtained during stationary phase, is shown in tuble 1. As
seen, the highest specific enzyme activity was obtained at the highest growth rate. whereas it sharply
decreased as p decreased below 0.35 h'. We have previously shown that in batch cultures. the
maximum specific enzyme activity, and maximum specific growth rate obtained were around 300
kU/mg,qor and 0.42 h™ (Martinez er al., 1997), respectively. Such values compared very well with the
EFBC results obtained at predermined p of 0.35 h”. Three additional parameters can be calculated
which yield important process information, namely, the volumetric enzyme activity (VA), the
volumetric enzyme productivity (P), and the maximum enzyme activity obtained per total glucose
consumed (Y ;). The latter parameter indicates the conversion etficiency of the limiting substrate on
the product of interest, and should be a target variable to optimize in a commercial processes. As seen

{able 1, VA, Pand Y, evaluat_ed during stationary phase. followed the same wend as the specific

enzyme activity with respect to pu. That is. a sharp decrease in all the parameters evaluated was

observed as u decreased.

12
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) Ny DISCUSSION

It has been well dm.umenlcd lhut p is one of the most tundamenul \‘un..\ble.\ for m.my 1euombm.m: :

and wild- typc mluobml cultor

(Yee .md Blanch, 1992 Ramucl. et

Demain, 1990). Reduction of p has also been shown to increuse lhcfpx

proteins, either in continuous (Meyer and Fiechter, 1985) or fed- b.m,h cultu s. (Lee! :md Pmu]ek.u.

1993). Other reports using B. subrilis have shown that the nature of ‘t.hqL_],in}itmg;subswate can

determine the kind of degradative enzyme produced (Heineken and O'Coni_mr, 1972). Furthermore,

for fed-batch cultures. the concentration of the limiting substrate can also aftect 'the amount of protein

encoded by plasmids, as demonstrated by Park er «l. (1992) and Cuayuela e7 al 1993)

In the case of recombinunt protein production regulated by the subtilisin'p

moter, it hus been
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In this work the utility of glucose- hmncd fcd b.m.h cultures was cxplnlcd as an expcnmcnml tool <<}

characterize the effect of mowth rate on the physxoloay of a hpr?.. (Iz'gU32(Hy) aplE.-.'IacZ

recombinant B. subrilis dunmz vcget.mve:and smtxonm'y phaseq The expenmenml plocedme

followed. the .mammcnt

based on the glucn e-limited :: EFBC. ullowed

accordance with the pre-determined exponential profile, control of g was lost. This behavior implies

that another physiological constraint, such as differentiation factors(s), might be limiting the increuse
of biomass concentration of sporogenic B. subrilis. The effect of differentiaion factor(s) are
dependent on cell density (Groosman and Losick, 1988; Waldburger er al., 1993), and probably, as
suggested by the data obtained in this work.l on growth rate when controlled by glucose limitation. In
addition, fed-batch cultures of B. subrilis asporogenic mutants in complex medium, with plasmid
encoded proteins have resulted in very high cell densities (Park er al., 1992; Cayuela er al.. 1993).
Accordingly asporogenic mutants could be useful to improve the quantity of biomass obtained and to

prevent the differentiation process during EFBC. However. it is known that several mutations that

block the sporulation processes drasticully reduce the quantity of heterologous proteins encoded ‘by'v
the regulatory region of aprkE gene (Ferrari er al.,1986; Perego et al., 1991; Ohnos er al;,’ 19§6). ;

Therefore, in this study we decided to conduct the characterization of an overproducer sporogchic B.

subtilis strain.

14

130

—

nor

e
!

™

107

.

|

(.



Normally, during stationary phase of B. subrilis bawch cultures, uprE expression and protease
production rate becomes maximal (Ferrari ez al., 1986; Ferrari er al., 1993; Murtinez et al., i997). In
the present work, glucose-limited EFBC were used to evaluate if a controlled growth rate during
exponential growth phase could have an eftect on B-galuctosidase production during the stationary
phase. As was shown, very consistent low B-galuctosidase activities were obtained during the
exponential growth and stationary phases of glucose-limited EFBC at p below 0.2 h'. Such data
showed that the efficiency of aE gene transcription is affected by p when it is controlled by
glucaose-limitation. It has been widely reported that uprE gene expression is derepressed in the
stationary phase during cultivation of B. subrilis in complex medium (Ferrari er al., 1986; Fervari er
al.,1993). In this study, we found that the production of B-galactosidase, i.e. aprE expression, is
represséd in the stationary phase of cultures preceded by glucose-limited EFBC eventhough a
complex medium exists due to cell lysis. As mentioned above, protease production and aprk&
expression in continuous cultures using complex medium increases as g is reduced (Rincén er al
1994). This difference suggest that, as for B. flicheniformis (Hanlon and Hodges, 1931), the kind of
nutrient limitation has a different etfect on uprf gene expression. Furthermore, our data also shows
that preventing glucose limitation is importunt to obtain production of B-galactosidase (or to avoid
repression of uprE gene) in the glucose-minerul,mediﬁm. Evaluuation of the etfect of limit‘u(iornll‘::yjét'v ‘
another nutrient (for instance niwogen or phosphorus), and maintaining a low levelofglucoae
concentration using fed-bawch cultures, on the physiology of the recombinant B. ;S't;bril};'Sﬁuln }lsé;l.

remains to be studied.
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The enzyme activity datu from EFBC suggest that g is not the unique factor thut affects f3-
galactosiduse production. Protein degradation by intrucellulur serine proteinase is an instrinsic process
during the stationary stage of B. sulrilis cultures in complex or chemically defined media (Burnet ¢z
al., 1986). Probably. u high level of B-galauctosidase degradation occurs in EFBC performed ut p
bellow 0.2 h™ and no B-galactosidase accumulation wus detected. Maoreover. probably under glucose
Iimitation. us suggested by the lurge maintenunce coefficient. glucose was mainly used for primury
metabolism (i.e. for cellular growth) and hence the formation of secondary metabolites und storage

materiul wus reduced. Therefore no material was availuble tor B-galactosidase formation.
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Figure legends.

Figure 1.-

Figure 2.-

Figure 3.-

Kinetics of an exponentially fed-batch culture at a pre-determined p of 0.173 h'.
Vertical lines indicate beginning and end of glucose feeding. according to the pre-
determined profile. Arrow shows time of addition of all salts to avoid limitation of
minerals. The wide line on biomauss data indicute the elupsed time under pseudo-
steudy state. Experimentally obtuined p during exponential growth was 0.185h",

Kinetics of an exponentially fed-batch culture at a pre-determined p of .35 h™.
Vertical lines indicate beginning and end of glucose feeding. according to the pre-
determined profile. Arrow shows time of addition of all salts to avoid limitation of
minerals. The wide line on biomuss data indicate the elupsed time under pseudo-
steady state. Experimentally obtained p during exponentiul growth was 0.38 h''.

Summary of kinetic results obtained during the conuolled exponential growth phuse
of exponentially fed-batch cultures. p. Q. cerr Qo and Q. denotes specific rates for
growth, acetate production. and glucose and oxygen consumption, respectively.
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Table 1. Enzyme activity obtained during the stationary phase of cultures preceded by un
exponential glucose-limited fed-butch phase. p denotes the experimental specific
growth rate obtained during the pseudo-steady state of the exponentiul growth phase.

Mauaximum B-galuctosiduse activity during stationary phase

H Specific Volumeuic Productivity Yield on glucose
th™" kU/mg,.o0) (kU/mL) (kU/ mL h) MU/g, )
0.380 316.2 914.7 41.6 32.9
0.362 192.6 226.1 15.1 27.0
0.240 108.4 124.7 6.4 1.7
0.185 5.1 5.2 0.2 0.4
0.162 7.1 13.5 0.5 0.7
0.106 7.3 25.8 0.7 . 1.0
0.105 3.0 11.5 : 0.3 . R .05 .
0.069 8.4 43.5 . 0.5 ; 1.0~
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X.11.2 Cinéticas de fermentacion de cultivos alimentados exponencialmente

En las siguientes pdginas se presentan las cinéticas de fermentacidn para todos los
cultivos alimentados reportados en el manuscrito: Etfect of growth rate on the production of B-
galactosidase from Escherichia coli in Bacillus subrilis using glucose-limited exponentially fed-
batch cultures. Debido a que Ia fuc.ntc de nitrégeno (sulfato de amonio) en el medio de cultivo sxe
vuelve limitunte a una concentracion celulur de 6 g/L. en algunos de estos cultivos hubo
necesidad de agregar. de nuevo y en condiciones asépticas, todas las sales del medio de cultivo.
El tiempo al cual se realizaron dichas adiciones estin indicadaus mediante tlechus dobles. Las
lineas verticales continuas indican el inicio y finalizacién de la alimentacién de la glucosa de
acuerdo a los perfiles predeterminados. La linea horizontal dacotada indica el periodo de tiempo
durante el cual se obtuvo el estado pseudo-estacionario respecto a la velocidad de crecimiento

predeterminada.

En resumen en las figuras se presentan los siguientes pardmetros:

Primer panel: concentracién celular (Biomass), protefna intracelular (Protein) y velocidad
de consumo de oxigeno (OUR). R

Segundo panel: biomasa en términos misicos (Biomass), volumen en el reactor (V) y
velocidad especifica de crecimiento (p) obtenida en los intervalos muestreados, la cual fue
calculada a partir de biomasa en términos misicos. En este panel la linea continua gruesa trazada
Sobre los dutos de biomasa indica el periodo durante el cual se obtuvo el estado pseudo-
estacionario. .

Tercer panel: glucosa remanente en el medio de cultivo (Glucose), glucosa consumida
(Consumed Glc.) y nivel de oxigeno disuelto en el medio de cultivo (Dissolved O,).

Cuarto panel: produccién de acetato (Acetate), velocidad de evolucién de CO, (CER) y
coeficiente respiratorio (RQ).

Quinto panel: actividad especifica (Specific B-gal activity) y volumétrica (B-gal activity)

de B-galactosidasa intracelular.
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X.12 Cinéticas de cultivos lote a nivel fermientador en los cuales se cuantificé el

porcentaje de esporas resistentes a calor

En las siguientes piginas se presentan lus cindticus de fermentacidn para todos cultivos

lote, a nivel fermentador. en los cuales se cuantificd lu formacion de esporas resistentes a culor,

En resumen en las figuras se presentan los siguientes parimetros:

Primer panel: crecimiento celular (Biomass). proteina intracelular (Protein) y velocidad
de consumo de oxfgeno (OUR). o o

Segundo panel: glucosa remanente en. el medio de cultivo (Glucose) y nivel de 'nxfgenu :
disuelto en el medio de cultivo (Dissolved O,). : .

Tercer panel: produccion de acetuto (Acetate). velocidad de evolucion de CO, (CER) y
coeficiente respiratorio (RQ). :

Cuarto panel: actividad especffica (Specitic B-gal activity) y volumérrica (I3-gual activity)

de B-galactosidasa intracelular. y frecuencia de esporulacién (Sporulation).
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lucosa de 1.98 g/L.

lde g

«

con una concentracidn inicia

Time (h)

Figura X.12.1 Cinética de cultivo lote
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