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Resumen

RESUMEN

En los cultivos aerobios, el oxigeno disuelto es de vital importancia, sin embargo en grandes
volimenes de produccién, el suministro se dificulta, dada su baja solubilidad. Por lo anterior y
aunado a las condiciones limitadas de transferencia energética en biorreactores a gran escala,
existe una alta probabilidad de que ocurran gradientes de oxigeno disuelto en cultivos a gran
escala. De tal forma, en el presente trabajo se disefid y caracterizé un simulador para
gradientes de oxigeno disuelto, compuesto por dos tanques agitados, instrumentados e
interconectados por medio una bomba, con la cual se intercambio ¢l medio de cultivo entre los
dos biorreactores. Uno de los biorrcactores (de 350 ml) simuld una zona bien aireada, mientras
que el otro (700 m1) fue burbujeado con nitrégeno para simular una zona limitante en oxigeno
disuelto. Con este sistema se simularon las zonas bien mezcladas asi como deficientes en el
mezelado y los tiempos de circulacion (tc;) mayores a 20 s que pueden presentarse en

biorreactores a gran escala.

Al intentar simular tc; tan cortos como 7 s, la dindmica superd los tiempos de los mecanismos
de tmnsfercncm de masa'y respuesta, debido a que el sisterna se equilibré y la TOD fue la

misma en ambos blorreactores por lo que no fue posible simular este tc; de 7 s o menores.

Una limitante para este tipo de sistema, son los altos esfuerzos de corte en el cabezal de la
bomba, por lo que dicho comportamiento se evalud haciendo un cultivo recirculado en un solo
biorreactor. Los parametros macroscOpicos cinéticos y estequiométricos no mostraron
diferencia significativa con respecto a los cultivos control, por lo que la bacteria tolerd

perfectamente los esfuerzos de corte generados durante la recirculacién.

Se evalud el efecto del tiempo de circulacion (tc;) sobre el metabolismo celular de Escherichia
coli W3110 trp+/pWplA, asi como la produccion 'de la proteim recombinante Trp-LE

proinsulina; Los tc; evaluados Fueron 0,20,.50,.90;'y. 180 s, con un-gradiente (diferencia entre

los blorreactores aeroblo y anaeroblo) promedlo de 9% de’ TOD. -
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Reswmen

El te; impactéd fuertemente la expresion de proteina recombinante reduciendo un ca. 95 % su
coneentracion y un ca. 90 % el rendimicento de la misma cn la condicion mas extrema (180 s)
comparado con cultives control a TOD constante de 10 % TOD. La velocidad especifica de
crecimiento (|) solo disminuyo de 0.37 h' (control) a 0.28 h™' paracl tcj de 180 s, en cambio el
rendimicnto celular (Yys) se afectd fuertemente dado que se redujo un 70 % con respecto a los
cultivos control. El consumo especifico de glucosa (gs) mostré un comportamiento interesante
al obtener su valor maximo a tej de 90 s ( ca. 2.66 g glucosa’8 ceita h) y no a 180 s (ca. 1.5 ¢
stucosa/& centa 1) Dicho comportamiento se justifica por el sibito incremento en la produccion de
lactato (ca. | g uico/2 caa h) ¥a que este metabolito contribuye a la reoxidacion del NADH.
De igual forma la produccion especifica de acidos, dcctico (ca. 1 g acaico/8 cotin h) y formico
(0.45 ¢ formico/2 cotula ) fue médxima a tejde 90 s. Esto indica que un te; de 90 s es suficiente para

desviar de manera importante el [lujo de carbono hacia la fermentacion dcido-mixta.

Adicionalmente. se llevaron a cabo cultivos a TOD constante, (0. 0.2, 1. 5. 10. 20 %) para
caracterizar ¢l comportamiento cinético del modelo de estudio. La [t se ajustd a un perfil tipo
Monod. con un valor de Koz ca. 1% TOD y una tyas de (0.39 h™'). el Y maximo obtenido fuc
de 0.4 g cotutasil? piucosss Sin embargo, conforme disminuy6 la TOD hasta 0.2 % este pardmetro se
redujo un 60 %. Por su parte el consumo especilico de glucosa fue maximo (ca.1.6 2 giucosa/tt

cetta 1) 8 0.2 % TOD y se redujo a | g glueosa/8 cata h al incrementar el TOD por arriba de S %.

L.os dcidos organicos mostraron una fuerte dependencia con la TOD debido a la regulacion de
la actividad enzimética por el oxigeno dando lugar a la ruta alterna conocida como
fermentacion dcido-mixta de £ coli. A TOD menor de 5% es evidente la aparicion de los
dcidos suceinico. lictico y formico. De especial importancia es el comportamiento del [drmico.
cuya produccion se dispara de 0.03 g acido/8 ceuta D @ 0.31 8 4cido/8 cetnta h @ TOD menores a 5 %.
A TOD mayor a 5 % cl acético se produjo (0.33 g scido/g cita h ) debido a un “sobreflujo
metabolico™: mientras que a TOD menores a 5 % la produccion (0.52 ¢ ician/g conna h) e
resultado de un cfecto combinado de la rutas de sobreflujo y fermentativa. La proteina
recombinante disminuyo ca. 80% a valores de TOD menor a 1% con respecto a la protein

producida a TOD 20%.

(3]
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Resumen

Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que el oxigeno disuelto cs de
importancia fundamental para el caso especifico de la ccph W3 10 trp+/pWplA. Por lo tanto cs
imprescindible establecer mejores estrategias para operaciones de escalamiento ascendente y
evitar la generacion de gradientes de TOD, para que la reproducibilidad de los resultados en
ambas ecscalas:sea similar, ya que inclusive pequefias desviaciones hacia‘el metabolismo

anacrobio puede reducir substancialmente la productividad de la proteina recombinante.
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Introduccion

Capitulo 1 Introduccion

Desde el punto.de vista comercial los procesos. blotecnologlcos y en especnal la: etapa_
fermentativa deben minimizar los costos de produccmn debldo al allo porcentaje que
representan las etapas de separacidn y purificacion. El obtener rendlmlentos ‘de: producto'

maximos, alta productividad asi como rcproducnbllldad son Ob_]eUVOS prlmordlales que se

deben cumplir mediante un buen-disefio-y operac:on del blorreactor Sm embargo,

objetivos han sido dificiles de alcanzar cuando se cambla de una escala a otra (Bylund\er al

2000).

La eficiencia de los biorreactores industriales es determinada por-un gran hfiméfo de factores
que se pueden clasificar en dos grupos: aquellos quc definen las propledades o caracteristicas
propias de las células y aquellos que controlan el ambiente fisico (Guillard er al., 1999) Entre
los factores que gobiernan el ambiente fisico estan, la calidad en el mezclado, asi como
también los fendmenos de transporte del sistema. No obstante, a medida que los ‘\'/oh'xmenes de
operacién aumentan, la imposibilidad de mantener estos factores dentro de intervalos éptimos
ocasiona problemas, como por ejemplo la aparicién de gradientes de las principales variables
ambicntales (oxigeno disuelto, pH, glucosa, etc), que afectan la eficiencia del sistema. Los
gradientes ambientales se originan principalmente por- limitaciones enérgéticas al no.
suministrar la potencia necesaria y otras condiciones operativas que serdn determinadas por la

caracteristicas propias de las células (Doran, 1993).

Se han identificado gradientes dentro del biorreactor para parimetros tales como: oxigeno
disuclto (Ossterhuis y Kossen,1984), pH (Amanullah er a/.,1992) y glucosa (Xu et al., 1999;
Bylund er al., 1998) y representan un reto a resolver durante el escalamiento ascendente. Las
condiciones de macro y micro heterogencidad en los biorreactores industriales desencadenan
una serie de reacciones metabdlicas y fisiologicas, que en algunas ocasiones no son deseables
para la integridad del proceso y que llegan a afectar la productividad global, tal y como lo
demuestran estudios recientes (Bylund et al., 1998). Especificamente en Escherichia coli,
siendo el modelo de estudio usado en este trabajo, algunas de las reacciones no deseables son:
disminucion en la velocidad de crecimiento, la acumulacién de metabolitos téxicos o
4
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Introduccion

inhibitorios (O'Beirne y Hamer, 2000), y para el caso de cepas recombinantes, la inestabilidad

de fos plasmidos (Ryan y Parulekar, 1991; Namdev et ali, 1993).

las altas concentraciones celulares, asi como las altas demandas nutricionales (oxigeno
disuclto), son en general caracteristicas tipicas de fermentaciones con £. coli. Aunado a esto,
se encuentra, la baja solubilidad del oxigeno en medio acuoso, situacion que resulta ser un
factor limitante para el desarrollo-del cultivo cuando no se puede satisfacer la demanda de
oxigeno, particularmente si se requiere mantener el oxigeno disuelto por arriba de los valores
criticos.

Los criterios de escalamiento ascendente son sistema-especifico y por lo tanto es necesario
ensayar el “comportamiento™ bioldgico en la fermentacion ante circunstancias adversas, como
por cjemplo la exposicion continua a gradientes, previo a una operacion de escalamiento
(Amanullah et al., 1992), Una herramienta para estudiar este problema es el escalamiento
descendente, concepto que se establece desde los afios 70°s como una alternativa de mejora en
los procesos existentes. Sin embargo, es hasta los afios 80’s cuando Ossterhuis, (1984) plantea
al escalamiento descendente como una metodologia semiempirica con la que es posible
generar estrategias que simulen a nivel laboratorio las condiciones prevalecientes a gran escala
y asi obtener informacion de condiciones que se asemejan a las reales pero sin la necesidad de

realizar experimentos a gran escala, lo cual resultaria impractico y costoso (Palomares y

Ramirez, 2000).

La simulacion experimental se ha realizado basicamente en dos tipos de configuraciones:
sistemas de uno o dos compartimentos. Ambos disefios se basan en el principio de representar
una zona bien mezclada (zona de descarga de los impulsores y cercanas a estos) y una zona
con mezclado deficiente (zonas alejadas de los impulsores) y por consiguiente, simular

ambientes {luctuantes.

En el presente trabajo se diseii¢ un simUlador de dos compartimentos compuestos de dos

tanques agitados. Este tlpo de-sistemas se han: caracterlzado por ser de respuesta mas rapida

con respecto a los de un soIo compartlmentor(Sérrato 2002; De Leon, 1996), ya que la

dinamica de los mismos estd en funcnon de la velocndad de recirculacidon entre ambos
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biorreactores, lo que posibilita simular tiempos de circulacién cortos (tc;) (Ossterhuis y
Kossen.,1985), = e e : 8

El arreglo experimental aqui‘usado, permitio observar la reSpuieSla'a gradiemes dc oxigeno
manifestada como cambios metabdlicos y fisioldgicos de E.-coli cepa W3110 trp+/pWplA,
modelo que expresa una proteina recombinante como cuerpo de inclusién. El presente:estudio
permitié conocer con mayor profundidad algunos de los mecanismos celulares utilizados por la
bacteria para responder ante {luctuaciones de oxigeno disuelto, asi como laﬁubién, proporciond
clementos necesarios para plantear mejores estrategias de escalamiento tomando en cuenta la

importancia potencial del oxigeno disuelto en el desarrollo de la fermentacion.




Antecedentes

Capitulo 2 Antecedentes
Oxigeno en Escherichia coli.

El oxigeno es un sustrato fundamental para ¢l crecimiento aerobio, esta molécula participa como
qccptor final de electrones en la cadena de transporte electrénico a través de los complejos
enzimaticos que participan en las reacciones de oxido-reduccion (Lehningher, 1993). La
disponibilidad del oxigeno en los microorganismos desencadena cambios a nivel metabolico que
alectan las funciones celulares (Li er al.,, 1991), impactando especialmente el rendimiento
cnergético. Estos cambios en el metabolismo son producto de la actividad de un sistema
regulatorio desarrollado por la bacteria para adaptarse a diferentes ambientes (0xicos y anoxicos)
(Becker er al.,, 1997). Por esta dualidad en su comportamiento, Escherichia coli es

microorganismo clasificado como anaerobio facultativo.
Regulacion por oxigeno.

Desde el punto de vista molecular, el oxigeno ejerce una regulacion a nivel transcripcional en £.
coli, la cual es llevada a cabo principalmente por los reguladores FNR (“fumarate and nitrate
reduction”) y ¢l sistema regulatorio de 2 componentes ArcA/ArcB (*aerobic respiratory control™)
(Unden et al., 1995). FNR es una proteina citoplasmatica la cual es el principal regulador de la
respiracion anaerdbica (Becker ef al., 1996; Unden ef al., 1997). La activacién e inactivacién de
esla proteina esta relacionada con la oxidacion del grupo Fe-S presente en la proteina, por medio
de una interaccion directa del oxigeno difundido en el citoplasma. Una vez activada, esta proteina
posee una regiéon de unién a ADN de sccuencia conservada en la cual ejerce su accién (mas
adelante se describen los genes regulados por FNR). Por otro lado ArcA/ArcB es el principal
sistema regulador del metabolismo aerobio. ArcB es una proteina de sefializacidén unida a la
membrana, la cual sufre autofosforilacion en condiciones limitantes de oxigeno. El grupo
fosforilo ¢s transferido a la proteina ArcA presente en el citoplasma, evento que activa a esta
proteina y de manera similar a FNR, contienc un sitio de reconocimiento sobre el ADN donde

regula la transcripeidn. ArcA es un represor transcripcional de al menos 6 genes del ciclo de

Krebs (Iuchi et al., 1989) (Figura 1).
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Genes Regulados

P ——-——>+° Mj::}x’:;’z“"
Me,m‘b’r‘ana ;
‘ : FNR,,
CITOPLASMA

Figura 1. Modelo para los reguladores y sensores (Arc y FNR) por medio de O,. El modelo
‘muestra ¢l estimulo (O2), el sensor (ArcB), cl regulador de respuesta (ArcA) y el
sensor-regulador citoplasmdtico FNR. La activacion y represion de los genes blanco
estd dado por + 6 -. (Adaptada de Unden y Bongaertz, 1997).

Cadenas respiratorias de Escherichia coli

La regulacion impuesta por los reguladores transcripcionales FNR y ArcA/ArcB se ve reflejada
como alteraciones metabdlicas en la cadena respiratoria, mediante las cuales la bacteria es capaz
de generar energia ya sea por respiracion o fermentacion. La cadena respiratoria de E. coli
consiste de 15 deshidrogenasas y 10 reductasas terminales u oxidasas las cuales estan ligadas a
quinonas (ubiquinona, menaquinona y dimetilmenaquinona), este nimero incluye isoenzimas
para algunos de los donadores de clectrones (Ha, formato, NADH vy glicerol-3-P) y aceptores (O2
y nitrato) (Unden y Bongaertz, 1997). Existe un uso preferencial de aceptores de electrones mas

electropositivos (O2 sobre nitrato), justificado por el rendimiento energético maximo aportado a

la célula.
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Tabla 1. Oxido- reductasas de la cadena resplratorm de Escherichia coli (Adnplada de Unden y

Bongactrz, 1997).-

Enzima Par Redox ~Genes
‘ Vljé‘s}li{ﬁ(&:c‘liﬁsa.\' primarias ([)I’i) o T
Formuto DHy HCO,/HCOy SdnGHI
Formato DH,, HCO,/HCOy JdoGHI
Formato Hidrogeno-Liasa SdhF hycA-H
Hidrogenasa | H*'/H, fl)'(lABCDEF
Hidrogensas 2 H*/H, hybABCDEFG
NADH DH I NAD*/NADH nuoA-N
NADH DH 11 NAD*/NADH ndh
Glicerol 3-P DHy DHAP/Gly-3-P &ipD
Glicerol 3-P DHg DHAP/ Gly-3-P 8IpACB
Piruvato oxidasa Acetato + CO,/Piruvato poxB
D-Lactato DH Piruvato/ D-Lactato did
L-Lactato DH Piruvato/ L-Lactato letD
D- Aminodcido DH — Oxoficido + NH*/Aminoicido (lndA
Glucosa DH Glucosa/gluconato ged
Succinato DH Succinato/Fumarato sdhCDAB
Reductasa terminales
Quinol oxidasa bo3 0,/H,0 cyoABCDE
Quinol oxidasa bd 0./H,0 cydAB
Quinol oxidasa I (Cyx) 0,/H,0 appBC(= cyxAB)
Nitrato reductasa A NO; / NOy narGHIJ1
Nitrato reductasa Z NOy /NOy narZYWV
Nitrato reductasa, peripldsmica NO; / NOy napFDAGHBC
Nitrito reductasa NO, / NH,* nrfABCDEFG
DMSO reductasa DMSO/DMS dmsABC
TMAO reductasa TMAO/TMA torCAD
Fumarato / succinato SrdABCD

Fumarato reductasa

Mediante experimentos en un quimiostato Becker et al. (1996) estudiaron los cambios en el

patrén de expresidn de los genes dependientes de FNR en funcidn de la concentracion de oxigeno:

constante en ¢l medio. Entre los genes caracterizados con genes reporteros estuvieron: fid-lacZ,

sdh-lacZ y pfl-lacZ que codifican para las enzimas fumarato reductasa, succinato deshidrogenasa,

9
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y pII'UV"iIO f’ormalo llasa respeclnvnmenle A.«traves de csta caracten/acmn observaron que e\clsten

tres regloncs dc oxlgeno dlSUC|l0 en la que se pucdc claSlﬁcar cstc patron de cxprcsmn (vcr

Tabla 2); ~

l‘abl.l 2. Claqnf“cacnén del p'uron de cxprcslon de los genes depcndlcmes de FNR (Adaptada de
Becker. etl., al 1996)

Ruta metabdlica Presidn Tob:
(mbar) %o
Respiracién Aerobia >5 >9.2
Respiracién Anaerobia 1---5 1.8-9.2
Fermentacion < <18

100 % TOD corresponden a 173.2 mbar de pO,.

En el crecimiento acrobio, las deshidrogenasas no acopladas son expresadas y utilizadas
preferencialmente, sin embargo estas enzimas son incapaces de conservar la energia libre de la
reaccion redox que genera el gradiente de protones o “fuerza protén motriz”. Para utilizar la
energia libre de las reacciones de oxido-reduccion catalizadas por las. deshidrogenasas, estas

enzimas deben acoplarse al movimiento de protones a través de'la membrana.

El intervalo de 1-5 mbar de O, (1.8-9.2% TOD), donde ocurre la I’Iamada respiracion anaerobia,
representa el punto de transicion entre la aerobiosis y anaerobiosis, momento en que existe una
sustitucion coordinada de enzimas entre ambas rutas metabélicas (por ejemplo entre succinato
deshidrogenasa sd/1 y fumarato reductasa fird ) (Figura 2). La presencia de un aceplor de
electrones diferente de O3 (nitrato, fumarato), asf como el acoplamiento de las deshidrogenasas
en estas condiciones energéticamente limitantes son esenciales para el funcionamiento de esta
via. Como se¢ muestra en la Tabla 2, la fermentacion comienza a estar presente a valores por
debajo de pO; menor a 1 mbar (ca. 1.8 % TOD). En el caso de las respiraciones acrobia y
anacrobia existe la presencia de un aceptor final de electroncs, el cual le permite a la célula
generar los equivalentes reductores. No obstante, en la fermentacidn es necesario producir los
metabolitos que acepten estos electrones y permitan producir el poder reductor y asi la formacion
de ATP.

El resultado neto de la oxidacidén de una mol de glucosa se puede observar en la siguiente

ccuacion:
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Glucosa + 10 NAD' + 2FAD + 41,0 + 4ADP+ dPi—p 6 COs + 10 NADH + 4H+ 2FADH, +4ATP

donde se producen 4 moles de ATP, 10 moles de NADH y 2 moles de FADH3, Sl consndcramos
que los electrones de las coenzimas reducidas entran a la cadena fosforllauva obtcndremos 3'
moles de ATP/NADH, y 2 moles de ATP/FADH- resultando un total de 38 moles ATP. por cada‘
mol de glucosa (Lehninger, 1993a). En cambio en la fermentacion (produécién dé ldctico o
etanol) solo se producen 2 moles de ATP/mol de glucosa, lo que denota la pajg:cggdiqiél]

energética.

Una caracterizacion de la etapa fermentativa en £. coli fue realizada porBeckcr et b[.,(l:997) al
estudiar los productos metabélicos de la fermentacion tales como formato, acetato, etanol, lactato
y succinato, en funcion de la pO,. Los autores plantean un parametro que denominan pQOo.sel cual
representa el valor de la pO, en el que se reprime-regula la actividad de las enzimas (piruvato
formato-liasa y alcohol deshidrogenasa, entre otras) al 50%. En la Tabla 3 se observan los
valores de pOg s asi como las concentraciones de los metabolitos. Estos valores se discutirin mas

adelante con los obtenidos en este trabajo

Tabla 3. Productos de fermentacion de E.coli bajo condiciones 6xicas y andxicas (Adaptada de
Becker er., al 1997).

... _Productos (g/l) ~  pOys _TOD

Producto o enzima Crecimiento  Crecimicnto  {mbar) %

. . Oxico Andxico N
Acetato 0.18 0.37 0.3 0.6
Formato 0 0.41 1.0 1.8
Etanol 0 0.15 0.4 0.7
Lactato 0 0.06 0.2 0.4
Succinato 0 0.07 0.2 04
Piruvato 0 --- .-
Piruvato formato-liasa(pfl)* - .- 5.0 9.2
_Alcohal deshidrogensa (adh)* - - 0.8 1.5

* Enzimas de la ruta fermentativa: evaluando su expresion en funcion de la pO,

Un componente importante en la ruta fermentativa es ¢l CO3, ya que este metabolito se incorpora
junto con fosfoenolpiruvato (PEP) para producir oxalacetato. El oxalacetato es precursor del
aminodcido aspartato y por consiguiente componente de las proteinas. Dado que en la

fermentacion, el ciclo de Krebs se encuentra inactivo (principal productor de CO,), el CO; debe
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generarse por alguna ruta alterna por cjemplo, la disociacion del férmico, metabolito presenic en

la fermentacion.

Hasta ¢l momento se han descrito los efectos de concentraciones bajas de oxigeno sobre el
metabolismo de £.coli, sin embargo es importante scilalar que presiones o concentraciones
clevadas de oxigeno asi como también incrementos stbitos de oxigeno. pueden causar estrés
oxidativo dentro de las células, el cual conduce a la oxidacién de proteinas especificas y
secuencias nucleotidicas. No obstante, la bacteria posee mecanismos de accién en contra de

especies reactivas de oxigeno (Konz er al., 1998).

Como se menciono anteriormente, la concentracion de oxigeno disuelto (TOD) desempeiia un
papel importante para el estado fisiologico y/o metabdlico de E. coli, y dicho estado es de
especial interés a nivel bioproceso con cepas recombinantes en las que se requiere altos
rendimientos del producto asi como la calidad del mismo (por ejemplo pureza, caracteristicas

fisicas del cuerpo de inclusidn, etc.)

El oxigeno en los bioprocesos.

Un problema encontrado ampliamente a nivel bioproceso con E. coli es la formacion de dcido
acético cuando se utiliza glucosa como fuente de carbono (O'Beirne y Hamer, 2000). La
formacién de este compuesto puede originarse a partir de dos vias: la primera de ellas es el
llamado ** metabolismo de sobreflujo” (Xu-et al., 1999; Bylund et al., 1998) representado en el
esquema general de la Figura 2. El “sobreflujo metabdlico”, conocido también como “efecto
Crabtree bacteriano”, ocurre cuando el consumo especifico de glucosa (qs) excede la capacidad
oxidativa del ciclo de Krebs (TCA), asi como también la formacion de biomasa a partir de la
glucosa consumida (Li et al., 2000). Cabe sefialar que bajo estas condiciones la bacteria se
encuentra en la etapa de respiracion acrobia donde no existe limitacion de oxigeno disuclto ni de
la fuente de carbono. A su vez, el otro mecanismo donde E. coli produce acético es la

fermentacidn acido-mixta (Xu er al., 1999), sin embargo como se mostrd en la Tabla 3, esta
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especie no es-la tinica prescntc en esta. condncnon sino que mmbxen existe la f‘ormamon de Iacuco

succinico, ct’mol y !’ormlco

GLUCOSA : an _
R ( " ) Mululoh ./ 2“'
R
(PEP) e ) Oxnluu'lum ’ Fumarato: « ) SUCC]N,\TO
) ) Jrd
ADP < D Aspartate”
r,\'rrd' 24 ST A e e :
ldh
Pl RUVATQ .................... > LACTATO
pdh " LV
"""" 00ggssacesaerserses) 2
 aieco, < /{ i » FORMATO > 21+ Co,
el = ACETIL CoA .
) . % Y ey ACETATO
: "> Acetil-CoA ”
Citrato s
: Oxalacetuto . x 4H ~ > ETANOL
: X/ . . Isocitrato
) B L *® 211+ o,
S : : M;“h;m;" : T CA 2-oxngluli\rulu
10’ . : ‘ - . ) % Xb 211+ €O,
e b ! * Enzi W A . PP
2:‘ : _ﬁu"m{ - : SuccinilCoA A"lnr;:(l)l:i;‘\qssn.pnml as por ArcA bajo condiciones
f : ) SV“‘“""““’ / < Enzimas activadas por FNR bajo condiciones
l} I e - Anaerobias.
s
P | o : —> Ruta central Acrobia
W[+ -Napu,FADH,
! i ~ «ed Fermentacion Acido-Mixta
Ao "Acarreadores de ¢
’E 1 . reducidos : = D> Sobreflujo Metahdlico
! ¢ :
T ) [
/‘; l .
B Cadena MWer 120,
0 " Respiratoria o Jrd Fumarato reductasa
L1 (Transferencia de ¢*) 2 .
7! Ui Lactato deshidrogensa.
g : ADP+ P, ATP pdh Piruvato deshidrogensa
: pfl Piruvato formato liasa
: sdh - Succinato deshidrogenasa
}
! . . §
L= = > Acetil-CoA—> Acwtil-#.—> ACETATO.
(PEP) Fosfoenol piruvato
{TCA) Ciclo de Krebs o de los dcidos Tricarboxilicos

Figura 2.- Rutas métabélicas presentes en Escherichia coli direccionadas por oxigeno (Adaptada
“ de'Konz et al., 1998; Lehninger, 1993a).
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Un efecto perjudicial de estas especies,. considerado de mayor importancia que el desvio del
carbono, es la toxicidad impuesta-a‘la célula; tal y como lo demostraron Luli y Strohl (1990) al
observar inhibicién de crecimiento por.acetato.a.concentraciones tan bajas como 30 mg/L, asi

como también una reduccion en la productividad de proteina recombinante.

Uno de los mecanismos hipotéticos planteados para tal efecto es que la sal de acetato no iénica
actua como agente desacoplante para el transporte de protones a través_de la membrana
citoplasmatica y dentro del citoplasma, debilitando asi, la fuerza motriz de protones que es
esencial para la fosforilacién oxidativa y otros procesos endergdnicos.de la membrana. No
obstante Rusell y Dicz-Gonzalez (1998) proponen que cste efecto inhibiiorio'resulta de la
naturaleza lipofilica débil del acido la cual le confiere la capacidad de cruz‘ar‘ la membrana,

resultando asi en una acumulacion anionica en el citoplasma y por ende modificando la

homeostasis celular.

O’Beirne y Hamer (2000) encontraron que el crecimiento de E.coli cépa W3110 K-12 es inhibido
a concentraciones de acetato menores a 1.25 g/L y que existe.una utilizacién secuencial entre
glucosa y acético adicionados como mezcla en el medio de cultivo, denotando un crecimiento
diauxico debido al cambio de sustratos. Por otro lado, Landwall y Holme, (1977) encontraron
que E.coli B soportd hasta 20 g/l de acético sin inhibicién, no obstante la inhibicion se presentd
cuando se combinaron acético, lactico, succinico, etc. y no solo por el acético, lo que denota que

el comportamiento es cepa-dependiente con respecto a la inhibicion.

El sobreflujo metabdlico se presenta principalmente al inicio del cultivo dado que no existen
limitaciones nutricionales, este fendmeno puede ser “ficilmente” controlado aplicando la técnica
del cultivo alimentado (Liden, 2002; Yamane y Shimizu, 1984). Dicha técnica permite manipular
distintos parametros y de especial interés la velocidad de crecimiento (i), misma que estd
directamente relacionada con la actividad metabdlica (produccion de acético). Majewski y
Domach, (1990) establecicron que la velocidad de alimentacién critica es de i=0.3 h™', valor por
arriba del cual se comienza a formar acético. En cambio, Sudrez y Kilikian (2000) establecieron

que atn a 1 tan baja como 0.05 h! la sintesis de dcido acético no se suprime.
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La aparicién de las especies mencionadas en un bioproceso es indeseable, ya que finalmente

rcpréscnta una pérdida a nivel energético, donde los esquelctos de carbono bfdéédchles dela
glucosa se destinan a la-formacién de-dichas especies que son-importantes payra la generacion -
de energia necesaria para las funciones bdsicas de la bacteria, pero que impactan fuertemente

¢l desarrollo del cultivo y resultan en pérdidas de rendimientos de los productos de interés

sobre ¢l sustrato.

Por otro lado, cuando se alcanzan altas concentraciones celulares las demandas nutricionales
(oxigeno) de igual forma aumentan, por lo que existe la necesidad de aumentar el suministro
para satisfacer la demanda y mantener un valor de la concentracién de oxigeno que: no limite

el crecimiento y evite el flujo metabdlico hacia la fermentacién acido-mixta.

Suministro y consumo de oxigeno.

En los cultivos acrobios, las células consumen cl oxigeno que esta disuelto en el medio. Para
que las moléculas de oxigeno procedentes del gas pucdan estar disponibles (disucltas) en el
medio de cultivo, deben vencer ciertas barreras difusionales ¢ en términos generales
resistencias al transporte de masa. Esta trayectoria de las moléculas va desde el seno de la
burbuja del gas, hasta el sitio de reacciéon o reconocimiento molecular. Las resistencias a
vencer dependen de las condiciones hidrodinamicas, temperatura, actividad celular, fenémenos
interfaciales, ctc (Bailey y Ollis, 1986). La expresidén matemdtica que representa la \{eloéidad

de transferencia de oxigeno esta dado porla ec, 1:

OTR=N,=ka (C', -C,). ' 1)

donde: V4 es la.velocidad de transferencia de oxigeno por unidad de volumen, la cual es a su
vez, una funcion de la fuerza motriz expresada como una diferencia de concentraciones (C*, —
C:) de oxigeno y el kza 6 coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno cuyo significado

fisico'estd relacionado con la capacidad del biorreactor para transferir oxigeno.
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l.a velocidad a la cual el oxigeno es consumido por las ‘células en un biorreactor: delermma la
velocidad a la cual debe transferirse del gas al liquido (Doran, 1993) chho consumo o
demanda esta influenciado igualmente por varios factores como son: la espccxe celular f’ase de -
crecimiento y la fuente de carbono utilizada. Matematicamente, la velocidad de consumo la

podemos expresar de la siguiente forma :

OUR=Qp =qpx = = e s (9)

donde: Qo2 Y go: son la velocidad volumétrica'y “especifica’ de consumo de oxigeno

respectivamente y x la concentracién celular.

La velocidad especifica de consumo (g0 depende también de la concentracién de oxigeno en
el medio (C.), siguiendo por lo general una cinética tipo Monod (Doran,1998). Este modelo,
andlogo al de Michaelis Menten, plantea la existencia de un pardmetro denominado
concentracién critica de oxigeno (C.u). La C..;, representa el valor de la concentracion de
oxigeno por debajo del cual un parimetro en ecste caso goz mostrard una dependencia
aproximadamente lineal, mientras que a valores mayores de C; esta dependencia sc pierde

alcanzando un maximo asintéticamente,

Asumiendo un estado-estacionario, donde no existe acumulacién y combinando las
cxpresiones mﬁtemz’nticas para la transferencia y consumo de oxigeno obtenemos-la:ecuacion
global de transferencia de oxigeno (ec. 3), ia cual es fundamental par‘a el d:iséﬁb d',e Qn
bioproceso.

"5} =k,a (C'y=Cy) ~qo.x 3)
En la ccuacién 3 se puede observar que, para que no existan limitaciones de oxigeno, el
término que representa a la transferencia de oxigeno u O7TR, debe ser mayor o igual al término
de consumo. Finalmente el objetivo es mantener la concentracion de oxigeno Cy. por arriba de
la Cerir Ya que esto garantizard que no existan cambios a nivel metabdlico que repercutan
negativamente ¢l desarrollo del cultivo. Cabe seifialar que dependiendo del modelo de estudio y
de la funcién objetivo a evaluar (velocidad de crecimiento, concentracion de biomasa, proteina

recombinante, ctc) los valores de las Cepr podran ser diferentes.
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Escherichia coli, sistema para la produccién dépr_otcinasl re¢qmbix’mn(cs.,

.

La produccién.de proteinas basada en la tecnologia_de-ADN.recombinante. ha sido objeto de

gran interés industrial dada las posibilidades que_rcprescnla‘\enfcuah‘tofa,la‘ educcion de costos

de produccion (Bylund et al., 2000). Sin duda alguna E: coli-es y?iia_’: 1dyqicl'prir‘1ycipal vector
para la expresion de proteinas recombinantes qué no rcquleren 'moc‘liﬁcacioncs
postraduccionales. Esto se debe a las ventajas inherentes-que presénta'sobre los otros sistemas
de expresion, como son la alta velocidad para crecer, altas concentraciones celulares y de
producto, asi como medio de cultivo sencillo y barato. Por otro lado, el sistema presenta
limitaciones para la expresion entre las que destacan la ineficiente produccion de proteinas
grandes y la incapacidad de realizar modificaciones postraduccionales (Palomares et al., 2002).
En general podemos clasificar a las proteinas recombinantes producidas a nivel industrial en 3

categorias como se muestra en la Tabla 4,

Tabla 4, Principales categorias de proteinas recombinantes (Adaptada de Sawers y Jarsch, 1996).

Prerrequisitos

Categoria - - Aplicacion
BT Cualitativos-Cuantitativos - APTEEOR
Enzimas: ej, proteasas y lipasuas para
Altos rendimientos detergentes en polvo.
| Bajo costo Proteinas para procesamiento de alimentos o
Pureza no es un problema principal suplementos.
Biocatalisis, ¢f. glucosa oxidasa.
Alta pureza - . . Lo
. Enzimas y proteinas para diagnostico in vivo,
Bajo costo " . :
2 ¢j. colesterol oxidasa, glucosa deshidrogensa

Los rendimientos son menos criticos
que la categoria 1
Muy alta calidad (pureza - ; .

y alidad (p ) Terapéuticos humanos, ej. activador de

3 Proceso compatible con los lasmindgeno de tejido humano, insulina
lineamicentos de la FDA plas & ) ST )

6 penicilina G acilasa.

Diversos procesos deben considerarse para optimizar la sobre-expresion de proteinas
recombinantes, entre los que destacan la estabilidad de los mRNA, la eficiencia de la
traduccidn, la exactitud de la incorporacion de aminodcidos, el plegamiento correcto de la
proteina, la formacion de¢ agregados de proteinas insolubles (cuerpos de inclusidn), la
susceptibilidad a la protedlisis etc. (Sawers y Jarsch, 1996). Estas son caracteristicas propias

del disefio y construccion del vector (plasmido) asi como de la proteina recombinante
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expresada. A nivel operacional (biorreactor) uno de los parametros de especial. interés es la
estabilidad del plasmido, la cual puede ser influenciada fuertemente por la velocidad de
crecimiento del-hospedero (Ryan y -Parulekar,-1990), condiciones de-aireacién-(Namdev e/

al.,1992), composicion del medio, ete.

En general se ha encontrado una relacion inversa entre la velocidad de crecimiento y el niimero
de copias del plasmido (Palomares ef al. 2002) y la concentracion de proteina recombinante
(Ramirez er al., 1994), aunque no necesarinmente un alto nimero de copias garantizara una
expresion adecuada del gene, ya que en algunos casos puede ser desventaja un exceso de
material genético heterdlogo para la célula (Ramirez et al., 1994). Por lo tanto, debe
encontrarse un equilibrio de las condiciones operacionales que por un lado permilmi; una
adecuada amplificacién del plasmido, y por el otro la miaxima produccién de proteina

recombinante,

El estrés hidrodindmico es un factor adicional que se suma a la lista de condicyi’oyncs que pueden
afectar la expresion de proteinas recombinantes, la morfologia y metabolyismo de E. coli.
Especificamente, en cepas recombinantes existen hipotesis las cuales establecen que la
susceptibilidad al estrés aumenta por la expresion de la proteina heterdloga lo que da lugar a
que las células presenten procesos de elongamicnto e hinchamiento por lo que se sostiene las
hace mas susceptibles. Por otro lado, csta bacteria es considerada como un microorganismo
“poco susceptible” al estrés hidrodinamico, dada la estructura rigida de la pared celular,
producto del entrecruzamiento del péptidoglicano, asi como el tamafio mismo de la célula

(Joshi et al., 1996).

Escalamicnto

Una ctapa - fundamental dentro del desarrollo tecnologico de proteinas recombinantes es el
escalamiento del bioproceso ya que es necesario en la industria biotecnoldgica para poder
llevar al mercado el producto de interés (Galindo, Ik996). El escalamiento ascendente, es la

operacion mediante la cual se traslada de un nivel menor (por ejemplo matraz) a uno mayor
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(por ejemplo fermentador), es decir se trata de-reproducir los resultados obienidos a nivel

laboratorio en un nivel industrial.

Escalar ascendentemente un bioproceso es una actividad dependiente de la eleccién de un
criterio de escalamiento. Estos criterios son parametros fisicos relacionados con las variables
de operacion. Generalmente la eleccion del criterio de escalamiento se hace de mancra
empirica (Palomares y Ramirez, 2000). Entre los parametros mas utilizados en el escalamiento
ascendente estan el coeficiente de transferencia de oxigeno (4.a), la potencia por unidad de

volumen (/) y la velocidad de punta del impulsor (VD) (Einsele, 1978),

Un problema inherente al escalamiento ascendente es que Ginicamente se mantiene una variable
constante mientras las demas cambian al pasar de una escala a otra, en otras palabras, existe
una interdependencia entre los parametros de escalamiento.. Como cohsecuyencia de tal
limitacién, el mezclado, la transferencia de masa y de calor; podn’ah no ser eficientes, por lo

que ¢l microorganismo experimentard diferentes microambientes al circular a través del

biorreactor.

Los fermentadores a escala laboratorio pueden ser operados con una alta potencia, dado que no
existen restricciones a nivel energético ni tampoco mecanico, situacidn que trae como
consecuencia un mezclado ideal del medio de cultivo (en el caso de que el medio de cultivo
muestre propiedades reoldgicas newtonianas) y una alta velocidad de transferencia de masa
principalmente. Igualmente los fendmenos de transporte restantes también se desarrollan
cficientemente. Una- situacién contraria se presenta en la escala industrial, en la cual la

potencia suministrada al sistema cstd restringida por razones mecdnicas y economicas,

causando problemas de mezclado y transferencia de masa.

Gradientes ambientales

Especificamente, al escalar una fermentacion a voliimenes mayores se presentan.
invariablemente problemas de heterogeneidad y de gradientes en las variables ambientales mas
19
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importantes. Entre las cvidencias que sustentan la motivacion para cste estudio sc encuentra lo
encontrado por Manfredini et al., (1983) asi como Oosterhuis y Kossen, (1984), El primero dc
cstos trabajos cfectud un estudio en un biorreactor de 112 m?® con el objetivo de obtener una
caracterizacion completa de las concentraciones de oxigeno disuelto y de temperatura a lo
largo de los ¢jes axiales y radiales del biorreactor. El modclo estudiado fue Streptomyices
aurofacies, cuyos cultivos exhiben caracteristicas reoldgicas no newtonianas. Encontraron que
en las posiciones de los clectrodos evaluadas en el biorreactor no hubo diferencias en las
mediciones en la direceion radial, en cambio axialmente existio un gradiente de ca. 40% TOD.
El biorreactor fue operado a una potencia de 2.5 kW/m® y una velocidad de agitacién variable,
de 50 hasta 100 rpm, la velocidad de flujo del gas fue mantenida constante en sus

experimentos, lo que resulto en un “holdup™ de ca. 9%.

Para el caso de lo reportado por Oosterhuis y Kossen, (1984), los autores realizaron
mediciones de igual forma de oxigeno disuelto en diferentes puntos o zonas de un biorreactor
de 20 m*, wtilizando simplemente agua. Encontraron que existe una distribucién espacial de
concentraciones de oxigeno disuelto tal y como se observa en la Figura 3. Las condiciones de
operacion al momento de las mediciones fueron de ca. 158 o 78 rpm constantes, variando la
velocidad de aireacidn, la cual se reportd en unidades arbitrarias. Dichas mediciones fueron
realizadas con el objetivo de establecer un modelo con ¢l que se pudiera predecir la
distribucion espacial de la concentraciones de oxigeno disuelto, as{ como la capacidad global
de transferencia de oxigeno como una funcion de la velocidad de agitacion y ¢l flujo de gas.
Las concentraciones encontradas a lo largo del biorreactor variaron desde 22 % TOD hasta
valores tan bajos como 3 % TOD, e incluso 0 % TOD en regiones alejadas de la zonas de
descarga de los impulsores.

Como se menciono en secciones anteriores, no solo se han tenido evidencias de la presencia de
gradientes de oxigeno disuclto o temperatura, también sc han encontrado distribuciones de.pH
(Amanullah er al. 2000), de concentracidon de sustratos alimentados (Xu ef al., 1999), y de
diéxido de carbono disuclto (Ozturk, 1996; Garnier et al., 1996), entre otras. Debido a tales
gradientes, los microorganismos estin sometidos a ambientes fluctuantes a lo largo de su

recorrido dentro del biorreactor,; pasando de zonas bien mezcladas a zonas mal mezcladas.
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Figura 3. Gradientes de oxigeno disueito en un tanque de 25 m? (Oosterhuis y Kossen, 1984).
g g q

Aunado a estas evidencias experimentales, las cuales han servido como base para otra serie de
lineas de investigacidén, en las que se encuentran los trabajos que predicen la presencia de

gradientes a partir de simulacién computacional o CFD (“computational fluid dynamics")

(Bakker, 2000).

Escalamiento Descendente

l.os cultivos a gran escala de E. coli se caracterizan por alcanzar altas concentraciones
celulares, resultando en una demanda elevada de Oa2. Dada las propiedades fisicoquimicas del
oxigeno (muy baja solubilidad), la posibilidad de que se generen gradientes de oxigeno es alta.
Ante tal situacidn, la bioingenieria establecid la metodologia del escalamiento descendente

como una alternativa para hacer frente a la problemadtica que se genera en torno al
21
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escalamiento ascendente. El concepto de escalamiento descendente (o''scale dmwf’con1o
comtinmente se refiere en inglés), se establecid desdé los afios 70°s como una alternativa de
mejora en los procesos cxistentes, Sin embargo, s hasta los afios 80's cuando:Ossterhuis,
(1984) lo plantca como una metodologia semiempirica con la que cs posible generar
estrategias que simulen a nivel laboratorio las condiciones prevalecientes a gran escala. A
través de csta simulacion es posible obtener informacidn bajo condiciones que se asemejan a
las reales pero sin la necesidad de realizar experimentos a gran.escala, lo cual resultaria

imprictico y costoso (Palomares y Ramirez, 2000).

Andlisis de Régimen Implementacién
| . Escala Industrial +
+ Escala Laboratorio ,
Simulacion s Optimizacién

Figura 4.- Metodologia del escalamiento descendente (Oosterhuis,; 1984).

Como se observa en la Figura 4 dicha metodologia consta de 4 etapas:

1.-Andlisis de régimen. Esta etapa en particular, como su nombre lo indica, consiste en analizar
¢ identificar los mecanismos limitantes del bioproceso a gran escala mediante la comparacion
de ticmpos caracteristicos (tca). Los te son una medida de la velocidad con que se llevan cabo
los dilerentes subprocesos, ya sca de los fendmenos biolégicos (consumo de oxigeno,
adaptacién de £. coli ante un cambio medio-ambiental, velocidad de crecimiento, ete) o de los
fenomenos de transporte (transferencia de masa, calor y momennum). Un valor pequefio de ten
indica un subproceso que se lleva a cabo rapidamente, en cambio un te, grande refleja un
subproceso lento. Diversos subprocesos y los te, asi como su magnitud, pueden observarse en

la Figura 5.
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Figura 5.- Diversos subprocesos y orden de magnitud de sus tlcmpos caracteristicos
(Adaptado de Palomares y Ramirez, 2000)

Los tea pueden ser determinados tedricamente a partir de correlaciones existentes en la
literatura o bien ser determinados experimentalmente.. La Tabla 5 muestra algunas de las

correlaciones tedricas para tiempos caracteristicos de fendmenos biolégicos y de transporte.

Un claro ejemplo de este andlisis de régimen es el realizado por Oosterhuis y Kossen (1984) en
un biorreactor tipo tanque agitado. Los resultados de tal anahsls se muestran en ]a T.:bla 6. Las

conclusiones mas sobresalientes que se derivan de este estudlo en partlcuhr son

e Los tiempos caracleristicos para el consumo y transferenciii de"‘oXigeho son del mismo
orden de magnitud y por lo tanto una limitacion pucde ocurr;r De lgu'xl forma el
tiempo de circulacion del liquido es'del mismo' orden que los llempos de consumo y
transferencia de oxigeno por lo que ¢s probable que ocurran gradicntes.‘

e Es poco probable que ¢l crecimiento y el consumo de sustrato afecten el desarrollo del
proceso debido a que cl orden de magnitud de sus t, supera al resto de los te; de los

demis subprocesos.
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Tabla 5.- Correlaciones de la literatura para determinar tiempos caracteristicos (Serrato, 2002).

Tiempo caracteristico Abreviatura Correlacion Referencia
Mezclado ty, V/2.6ND3 Sola y Godia, 1994
. Mf"nhfd“‘ . 1y L:‘/().36(gD"),"‘)”J Sweere et al., 1987
(columna burbujeada)
Circulacion I, ty /4 Feijen y]l()l:))ll'mccslcr.
Transferencia de masa L 1k, a Feijen yll()l:))fmccslcr.
Crecimiento L, 1/,ll Sola y Godia, 1994
Transferencia de calor /. VPC,./UA Sweere et al., 1987
Difusién T /D, Sola y Godia, 1994
Consumo de oxigeno [ C(): /(I(): X Sweere et al., 1987
Consumo de sustrato ! C,” /(/, X Sweere et al., 1987
Residencia del liquido T V/F Sola y Godia, 1994
Residencia del gas T E(V/F) Sold y Godia, 1994

Tabla 6. Analisis de régimen de una fermentacion de acido gluconico de 19 m? (Oosterhuis,

1984).

Fendémeno fisico.
Transferencia de oxigeno
Circulacion de liquido
Transferencia de calor
FFendmeno bioldgico
Consumo de oxigeno
Crecimiento
Consumo de sustrato
Gieneracion de calor

Tiempo(s)

12.3
330 - 650

45.5 (no coalescente)—1 1.2 (colaescente)

¢16 (orden cero) -- 0.7 (primer orden)

1.2x 10"
5.5X10°
350

4 El tiempo de transferencia de oxigeno se caleuld utilizando dos medios con propiedades diferentes: coleascente

y nho coalescente.

+ El tiempo caracterisitico de consumo de oxigeno fue calculado a partir de una forma integrada dc la ecuacién de
Michaclis Menten. Por lo tanto, para una cinética de orden cero suponen que S = Ks y primer orden si S < Ks

TSI 20N
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e - Dec la comparacion de los tiempos de generacion y. transferencia de calor, es posible
suponer que la transferencia de calor no serd un problema a esta escala y que los
gradientes de temperatura-no deben: presentarse-debido a-que el te-de-circulacién del

liquido es relativamente menor que el tiempo caracteristico de generacion de calor.

Otros analisis de régimen se han realizado utilizando distintos modelos biolégicos (levaduras,
hongos, células animales), como por ejemplo-el trabajo publicado por Sweere et al., (1987) con
Saccharomyces cerevisiae en una columna burbujeada. En dicho trabajo se concluye que
existia una alta probabilidad de agotamiento de oxigeno asi como también la formacion de
gradientes. Aunque estudios formales de andlisis de régimen para E. coli no se encuentran en
la literatura, resulta logico pensar que dada las caracteristicas inherentes del modelo como es el
alto consumo de oxigeno y altas densidades celulares, se presentard la misma problemaética que

cn los dos casos anteriormente descritos.

2.- Simulacion. El mecanismo identificado como limitante del proceso en escala industrial se
simula a nivel laboratorio. Es necesario seiialar que la condicion fundamental para llevar a

cabo la simulacién es que los tiempos caracteristicos seleccionados deben ser constantes en

ambas escalas.

3.-Optimizacion y modelamiento. En csta ctapa se observa la respuesta del microorganismo en
diversas condiciones que permitan generar modelos que describan de forma mas clara la
dinimica microbiana. En esta etapa se seleccionan las mejores condiciones que lleven a

optimizar la funcion objetivo.

4.-Aplicacion. La etapa final del método de escalamiento descendente es la‘implementacion de

las condiciones optimizadas a los procesos de escala industrial.

Tiempos de mezclado y circulacién.

Anteriormente se describid .que una de las principales causas por la que los biorreactores

25

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




Antecedentes

industriales son considerados como sistemas heterogéneos es por la ineficiencia en la
operacion de mezclado, Un parametro (til p'ara cevaluar la cficiencia de esta op‘cra'cién es el
tiempo de mezclado (tv), definido como ¢l tiempo necesario para alcanzar-un cierto grado de
homogencidad cn el medio, generalmente cuando se alcanza un porcentaje = al 90% de la
respuesta final (Doran, 1998). La metodologia aplicada para la estimacion experimental del
tiempo de mezclado se basa en la inyeccion de trazadores como acidos, bascs, colorantes etc, y
mediante sensores o clectrodos se monitorea la concentracion de dicho trazador en
determinadas zonas del biorreactor. Sin embargo, algunos de los trazadores no pucden
utilizarse para mediciones in site por el dafio que puede causar al mircroorganismo. Li ef al,,
(1990) desarrollaron un técnica para la medicion del tiempo de mezclado in situ utilizando
NADH y riboflavina como trazadores en cultivos de Candida wutilis. E1 monitoreo se realizd
mediante clectrodos de fluorometria. A su vez, Pedersen et al., (1994) emplearon un is6topo
radiactvo ('*™In) en fermentaciones de Aspergillus oryzae monitoreando la radiactividad
emitida por el trazador en diferentes puntos del tanque. En la Tabla 7 se muestra algunos

valores de tiempos de mezclado determinados experimentalmente.

Tabla 7.-Tiempos de mezclado determinados experimentalmente.

Configuracion Volumen  Método utilizado  Valor estimado Referencia
Tanque Agitado Is6topo . e ,
1,0 15 L Radiactivo >5s Pedersen et al. 1994
T HY 3 o 125
I‘.mqu% Agl..nflo (S0 L Fluorometrfa 5 15-20% Liet al. 1990
Candida utilis pH 125
Tanque Agitado 23 m: Isétopo
> s s 80 m’ L 10-70s Jansen et al. 1978
Penicillium 3 Radiactivo
160 m
Tanque Agitado 8s i
1.0 10s5L e () 2 s Mukataka etal. 1980.

a Desviacion estandar de la medicon,

Otro pardmetro que estd intimamente relacionado con el ty es el liempd de circulacioén (tcy). El
tej es importante en ¢l estudio de condiciones {luctuantes dado que provee 'un estimado del
tiempo promedio que tarda una célula en circular a través de diferentes regiones del biorreactor
y por lo tanto es un indicador del tiempo promedio en que un microorganismo permanece cn
diferentes condiciones de reaccién a lo largo de su recorrido. Evidentemente la consideracion

de un solo tiempo de circulacion en un tanque agitado es una aproximacion conceptual, ya que
26
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diferentes elementos del fluido que salen de la regidn de-los impulsores seguiran diferentes
traycctorias, resultando en diferentes tiempos de circulacion, Es decir, existird una distribucién
de tiempos-de ‘circulacion (DTC). Esta distribucién estara caracterizada por un ticmpo-de

circulacion promedio asi como una desviacion estandar.

Diversas correlaciones han sido propuestas para estimar tiempos de mezclado y circulacidn.

Una de’ellas relaciona ambos parametros como se muestra en la siguiente ecuacion:

!
e = 3)

esta correlacion fue propuesta para un tanque agitado de geometria estandar y usando un medio

de una sola fase (Doran, 1998; Luyben, 1993).

Anderson et al. (1982) reportaron para tanques agitados una correlac'ién"pzvﬁ'_'a Vt’iem:posjde
circulacion, los cuales pueden ser estimados en funcidén de la capacidad de bombed:de los™
impulsorcs (Q:) asi como de las propiedades reoldgicas del fluido. La capacidad de bombeo fue.

estimada mediante la correlaciéon de Norwood y Metzner para turbinas Rushton estandar de

acuerdo a:
4

04 PS5 ;
Q,=1.98X10*N D} w[D;'7 ] U-g3°5 @

donde: , : ; ,
g = relacion entre la velocidad angular de_,rlaﬁpuntva del impulsor y la velocidad éngular del

impulsor. S R O e
El tc; es estimado como la relacion entre el]_volifmCi‘iidgyl tanque )‘ivla‘.cap;_\cidad de bombeo de:
los impulsores:”
fep= e 35)
A su vez, Sweere et al., (1987) formularon una cOfrelﬁciéh‘ para el tc; en funcién de las
dimensiones del tanque asf como de l_a,velocidad de agitacion:
o v
te; = . 6
" 2HR’ND} )
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Para el caso espccn‘fico del sistema de dos.comparlimenlos Oosterhuis. y.-Kossen (1985)
propusieron una ecuacién que relaciona el volumen de ambos s1slemas y el flu_|o de
intercambio cntre ambos biorreactores, tal'y como- lo mucstr'x la sngunente ecuacnon'
V, +V,
;=
F

Simulacion en el Escalamiento Descendente.

El interds del presente trabajo se centra en la etapa de simulacién, misma que se basa en
representar las variables espaciales (gradientes de oxigeno disuelto) mediante oscilaciones

temporales (tiempo de circulacion promedio).

Los simuladores para gradientes de TOD y algunas otras variables se clasifican en dos grupos:
simuladores de un compartimento y dos compartimentos. El fundamento de ambos  disefios

estd basado en la suposicion de la existencia de dos zonas dentro del biorreactor:

a) Una zona homogénea o de “micromezclado” donde se llevan a cabo procesos a nivel de
torbellinos terminales (o “eddies ') controlados por la turbulencia del tanque de acuerdo
a la hipdtesis de Kolmogorov, asi como también mecanismos de difusién molecular
(Guillard y Trigardh, 1993). !

b) Una zona “macromezclada”, controlada por el flujo convectivo dirigido por los
impulsores. En esta zona pueden ocurrir condiciones limitantes cuanddr existgiuna
combinacién de factores como son el alto consumo de oxigeno por el c'ulti\"o' y un:aito

lc; y/o baja transferencia de masa.

Los simuladores de un compartimento consisten de un tanque agitado o bien un reactor tipo
airlift (Figura 6). La simulacion de fluctuaciones de gas disuelto (oxigeno) en este tipo de
modclos se lleva a cabo por medio de cambios, ya sea aleatorios como el que genera el método
Monte Carlo (Namdev ef al., 1982; Yegneswaran y Gray, 1991), sinusoidales (De Leén, 1996;
Serrato, 2002; Trujillo-Rolddan, 2001), o cuadrados, en los gases de entrada. Tales cambios dan
lugar a que cada punto de la curva o perfil describa un cambio en la presidn y por lo tanto en la
28

TSI CON

.o\..‘

. L__,%"A,LLA DE ORIGEN




‘Antecedentes

concentracion del gas disuclto como una funcion de tiempo. De ahi que cada punto reprcsenlu

una zona diferente en el biorreactor ¢ un elemento discretizado de un cultlvo en su cnrculacnon

a través de'las regiones de micro y macromezclado. i

Una desventaja de este tipo de configuracion es su lenta respueéta dindmica '(P'aloin‘ares y
Ramirez, 2000), especialmente en cultivos bacterianos en los que los tiempos caracteristicos
que limitan el proceso son muy cortos, situacién que complica su simulacién: Tal"dindmica
esta regida principalmente por los fendmenos de transferencia (adsorcion y/o desorcion del gas
para alcanzar un periodo determinado) asi como retrazos hidraulicos (por cjemplo en la tuberia
del gas) o mecanicos (por ejemplo en los actuadores como valvulas o controladores de flujo

masico).

Los simuladores de dos compartlmentos como lo denota su nombre, consisten de dos’ tanques

agitados o'la combmacxon de un tanque agitado y un reactor tipo piston (Figura 6).
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Figura 6.- Diseiios de sistemas de uno y dos compartimentos. A. Dos tanques agitados
interconcctados, B. Tanque agitado y flujo pistén. C. Tanque agitado. D.
Biorreactor tipo airlift (De Leén, 1996),

Los simuladores de dos compartimentos representan una alternativa para superar los problemas
antes mencionados de los sistemas de un compartimento ya que la respuesta dinamica es mas

rapida por ser funcion de la velocidad de recirculacién entre ambos reactores (Qosterhuis y
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Kossen, 1985). Tal configuracién no solamente da lugar a la simulacién de tiempos de.
circulacion cortos sino que tanﬁ'bién'a' diversas distribuciones de tiempos de circulacion,
resultando en-una- aproximacion mds-real a lo encontrado en reactores -industriales.-Un -~
esquema particular para simular gradientes de oxigeno disuclto consiste en suministrar aire a
uno de los reactores para representar la region bien mezclada, mientras el otro se mantiene en
condiciones anaerobias mediante burbujeo de nitrogeno para simular zonas muertas. e

Entre las desventajas de cste tipo de sistemas estdan que las oscilaciones se dan como cambios
escalonados debido a que se genera un perfil cuadrado. Otro aspecto importante es que el
microorganismo puede experimentar altos esfuerzos de corte en los circuitos de recirculacion,

ademas que se requiere doble equipo comparado con los sistemas de un compartimento.

Estudios realizados con fluctuaciones de oxigeno

En la Tabla 8 se presentan algunos de los trabajos reportados en la literatura que usan sistemas
de un compartimento en diferentes modelos bioldgicos. Especificamente estudios con E. coli
recombinante podemos destacar lo publicado por Namdev et al., (1993) quienes utilizando la
cepa DHSa/pUC19 la cual expresa [3-galactosidasa y emplearon el método Monte Carlo cuyo
algoritmo estaba programado para simular tiempos de circulacion de 8 a 44 s. Encontraron que
¢l plismido no fue susceptible a inestabilidad segregacional bajo las condiciones probadas
comparado con sus experimentos con aireacion continua. El crecimiento, rendimiento celular y
consumo de glucosa fuc equivalente en todos los experimentos. Aunque los rendimientos y
actividad de la proteina fueron similares, el nimero de copias del plasmido fue el doble en

aircacion continua sugiriendo que las condiciones de TOD pudieron afectar la replicacién del

plasmido.

De Ledn (1996) diseid y caracterizé un simulador de gradientes de. oxigeno disuelto
manipulado por un algoritmo de control PID el cual ‘mc'mye una subrutina de serpoint variable
(onda cuadrada o sinusoidal). El microorganismo utilizado fue la cepa E. coli IM101/pA102

productora de la enzima penicilino acilasa, dicha proteina requiere un procesamiento
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postraduccional que involucra una translocacién a- periplasma para su posterior excrecién al
medio de cultivo (Ramirez ef al., 1994). El efecto de las oscilaciones se éValué ‘Varianddel ejc
de oscilacion de 0.5 hasta 35 % TOD 'y amplitudes de 0.5 hasta 5% TOD, xﬁan"teniendofé'i,f,,:
periodo constante @ 400 s. Las oscilaciones de TOD mostraron que al aumentar el gje de 05 a
35%, la velocidad de crecimiento y ¢l rendimiento celular incrementaron de 0.17 a038 ! y-

de 0.25 a 0.55 g/g respectivamente. En cambio la actividad especifica de la;enzimavk{lismihUyc’)

de 0.17 a 0.09 U/g cel.

‘Tabla 8.- Estudios realizados en sistemas de un compartimento,

Método Condiciones Organismo Resultados Referencia
Fluctuaciones de _ . o ot i ;
presion parcial del E:3O % TOD Penicillinm ~ educcion en un 30% de la vel. Vardar y Lilly,

A=T7% esp. de produccién de
£4s en un tanque ‘ chrysogenum L 1982,
Q=120s penicilina

agitado.

Fluctuaciones de

Presiones | a 6 atm

Pseudomonas

Al aumentar la TOD de 102 70
ppm el rendimiento celular y la

Kataoka et al.

presion total n Q=60s5s-600s aeroginosa vel. esp de crecimiento 1986
columna burbujeada. Lo
disminuyeron ca. 70%.
E= 35% TOD
A=25% , La produccidn de dc. glucénico ; :
_ . Aspergillus o . . Trilger et al.
- ‘ Q=160s niger se ‘!feclé hasta los 200 s de 1991.
Cambios de flujo de periodo.
gases (O, y Ny ala
entrada de una i= 10% TOD Las oscilaciones no afectaron
biorreactor agitado, A=10% Kty e 108 rendimientos, ni el
controlados por un Q =300, 600 y u}\”c;r':’);:? “¢5 crecimiento, no obstante la act. Cortés, 1995
algoritmo PID de 1200 s i especifica de B-galactosidasa
control se redujo un 30%.
retroalimentado. E= 3% TOD z.atz‘nn:][;:gu‘llcv)uvluxullnlccm'
A=3 % Azotobacter dc crminoe ¢ peso mao ] ar Trujillo-Roldén,
Q= 1200, vinelandi 41 alginato producido. La 1999
2000 y 4000 s. OhClLlCl.On. no afecto la cinética
de crecimiento.

E= Eje de oscilacién, A=amplitud, Q= periodo

Los estudios con sistemas de dos compartimentos han sido descritos en varias publicaciones en
los cuales se cvaltan los gradientes de TOD. Cabe mencionar que uno de los trabajos que
anteceden este estudio es el realizado por Ooosterhuis y Kossen (1985) dentro del contexto del
escalamiento descendente. El sistema desarrollado consistia de dos tanques agitados,

conectados por una bomba. Los volumenes de trabajo fueron de 1.6 y 0.6 L. El biorreactor de
31
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menor volumen era mantenido por agitacién a 20% TOD mientras que ¢l de mayor volumen se
gascdba con nitrégeno hasta que bajara a 5 % de TOD antes de inocular. El modelo utilizado
fue Gluconobacter oxydans. Los tiempos de circulacion evaluados fueron desde 20 s hasta 120
s. Los resultados obtenidos mostraron que la produccion de acido glucénico se ve afectada
conforme aumenta el tc;, reduciéndose un ca. 50%. Por lo tanto, concluyen que el ticmpo de
residencia en el compartimento aireado es importante asi como ¢l flujo del liquido que va dcl
compartimento bien aireado al mal aircado ya que determina la cantidad de oxigeno que cs

transportada y la concentracion actual en esa parte del sistema.

Amanullah ef af. (1992) utilizaron un sistema muy similar al descrito anteriormente, los
tiempos de circulacion evaluados fueron entre 15 - 300 s, Bacillus subtilis fue utilizado como
modelo de estudio debido a que presenta una respuesta interesante ante cambios de oxigeno
disuelto, acetoina (Ac) se produce a niveles por arriba de 150 ppb mientras que butanodiol
(Bu) se produce por debajo de 80 ppb. De tal forma que la relacién Ac/Bu depende del
suministro de oxigeno y puede ser usada como una medida del estado metabdlico del
microorganismo. Los resultados obtenidos mostraron que la velocidad de crecimiento (1) y el
consumo especifico de glucosa (¢s) disminuyen con un incremento en ¢l tiempo de residencia
en la zona estatica, mientras que la velocidad de produccion de Ac es maxima y no se produce

Bu cuando el tiempo de residencia en el componente limitado por oxigeno es nulo.

Sweere et al. (1988b) utilizando- levadura de panificacion encontraron que el rendimiento
celular disminuy6 y la formacién de:dcido acético aumento al incrementar el tiempo de

circulacion evaluado.

Los trabajos anteriormente descritos son hasta el momento los tinicos ‘que han sido publicado

para cl caso de sistemas de dos t'mques '1gllad para snmular gradientes de oxigeno. No

obstante la combinacion de tanque agltado con reactor tipo plston utilizando Escherichia coli

ha proporcionado informacién muy: mtgrcsante sob\rc:larespuesta metabdlica de la bacteria.

Xu et al. (1999) cstudlaron la dmamlca e rcspuest'l de un reactor de flujo pistdn sin aireacion

encontrando que. las células producen a etlco y férmico dentro de un tiempo de exposicién de
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pocos segundos (54 s) bajo condiciones limitantes de oxigeno. Aunado a esto observaron que
existe una reasimilacion del 99.6% del lactico producido, 96.7% del acético prdduc'ido y 90%
del-formico producido al regresar a la condicion-anaerobia- El+10%-remanente del- formato-

producido sirve como un buen indicador de la existencia de zonas limitantes de oxigeno en el

biorreactor.

Hewitt er'al.(2000) demostraron mediante citometria de flujo-que un ambiente cambiante con
respecto a la concentracion de sustrato (glucosa y TOD) tiene un profundo efecto en la
fisiologia celular y en la viabilidad de la biomasa. Existe un cambio considerable en la
viabilidad. celular (del 20%), caracterizada por una despolarizacién y permeabilidad de la
membrana celular. En este trabajo en particular encuentran que el porcentaje de biomasa viable
incrementa con una disminucion de la calidad del mezclado, dicho resultado puede ser debido
a que una proporcion de las células expuestas a condiciones limitantes, inducen respuestas
regulatorias a estrés (por ¢jemplo la produccion de moléculas de sefializacion, ppGpp 6 cAMP)
fenémeno conocido como “respuesta estricta”, Dicho fenémeno da lugar a la inhibicidn de la
replicacion de ADN, una sintesis estable de RNA y por lo tanto a la produccién de enzimas de
estrés. Ademas, la actividad glicolitica y la sintesis de componentes estructurales son reducidos
permitiendo a que esta proporcion de células, también llamadas células “inactivas™ sobrevivan

en periodos de limitacién de nutrientes.

Bylund er al. (2000) evaluaron los gradientes de glucosa en la produccién de hormona de
crecimiento humana (WGH) por E. coli recombinante, encontrando que las limitacibncs de

oxigeno en presencia de alta glucosa resultaron preferentemente en la formacion de formico.
sobre la de dcido acético. Estas condiciones posiblemente redujeron la cantidad de proteasas
que degradan el producto, por lo que la degradacion del monémero thGH disminuyé en el -
experimento donde se simularon los gradientes. El formico tuvo una relacién directa con el

ADN liberado al medio debido a la lisis celular (Castan y Enfors S.-O., 2001).
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Oscilaciones metabdlicas en Escherichia coli,

El comportamiento anormal de una ruta regulatoria puede ser el resultado de las llamadas
oscilaciones metabdlicas, las cuales han sido reportadas para diferentes modelos bioldgicos tales
como Saccharomyces cerevisiae, Zymomonas mobilis 'y Klebsiella pneumoniae. Para el caso
especifico de Escherichia coli recombinante, Swartz (1995), demostré que dichas oscilaciones en
el oxigeno disuelto son el resultado de cambios en la utilizacion de oxidasas terminales presentes
en la cadena respiratoria, como lo es el pasar de citocromo oxidasa o (condiciones aerobias) a
citocromo oxidasa  (condiciones anaerobias). En cambio, Weber y Kaiser (2000) reportaron que
oscilaciones en la velocidad de consumo de oxigeno en un quimiostato fueron debidas a una
acumulacion repetida de metilglioxal seguida de una adicidon de glucosa en exceso. Asimismo,
Andersen ¢t «f. (2001) demuestran que una regulacion incorrecta de la biosintesis de isoluecina
trae como consccuencia un fendémeno que denominan toxicidad por valina, encontrando que el
comportamiento oscilatorio de la concentracion de valina en el medio esta directamente
relacionada con las oscilaciones de oxigeno disuelto. Para dar explicacion a dicho fenémeno, los
autores suponen que en periodos de sintesis activa de proteina y por lo tanto de utilizacién de
aminodcidos, la mayor parte de los intermediarios de carbono provenientes de la glucosa se
incorporan como proteina, lo que reduce el consumo de oxigeno debido a la baja demanda para
oxidar completamente la glucosa, esta reduccion en el consumo da lugar a un aumento de la TOD.
Sin embargo cuando algun aminodcido llega a ser limitante, la glucosa se oxida por lo que el

consumo de oxigeno aumenta y la TOD disminuye, dando lugar al comportamiento oscilatorio.

Con base en los antecedentes descritos en el presente estudio, los cuales mostraron la importancia
del oxigeno disuelto en la fisiologia y el metabolismo de Escherichia coli, se planted la siguiente
“hipdtesis”. Las condiciones fluctuantes de TOD, afectardn el metabolismo central y la
productividad de Trp-LE proinsulina en E. coli recombinante. Las condiciones fluctuantes de TOD
representan los gradientes de TOD que pueden presentarse en biorreactores de gran escala y que

se pueden simular en una sistema modelo de escalamiento descendente de dos compartimentos.

El desarrollar y aplicar estudios dc escalamicento descendente constituye una actividad tecnolégica
importante y 1util que permite predecir el comportamiento de distintos modelos bioldgicos en
fermentadores de gran escala, en donde la experimentacion. es virtualmente imposible de realizar

debido a los altos costos y/o inaccesibilidad-de los equipos’ industriales.
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Capitulo 3 Objetivos

Objetivo General

Estudiar el cfecto 'de’ condiciones oscilantes de-oxigeno disuelto en-un-sistema-de dos
compartimentos para simular gradientes espaciales presentes a gran escala utilizando como
modelo de estudio Escherichia coli recombinante para la produccion de la proteina Trp-LE

proinsulina,

Objetivos Especificos

Generar una estrategia de control de oxigeno disuelto para cultivos de la cepa W3110 #p +

/pWplA dadas sus caracteristicas fisioldgicas y/o metabdlicas.

Disefiar y caracterizar un sistema de dos compartlmentos mterconectados compuesto de dos

tanques agitados, para simular gradientes de omgeno dlsuelt

”que pueden presentarse en
biorreactores de gran escala. :
Estudiar el efecto de la tensién de oxigeno disuelto consta
sobre la cinética de produccion de Trp-LE proinsulina; cor
dcidos orgdanicos y etanol en cultivos por lote.
Evaluar el efecto del tiempo de circulacién (7, 20, 50, 90 Yy 180 v) enel snstema desarrol]ado‘
sobre los mismos parametros cinéticos cvaluados en los cultwos const'mtes establecnendo
condiciones constantes de TOD menores a | % para el blorreactor anacrobno y de ca. 10%

para el biorreactor aerobio.
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Capitulo 4 Materiales y Métodos

Modelo Biolégico

El estudio fue llevado a cabo con la cepa Escherichia coli w3110 trp+ la cual fue transfbrmada
con el plasmido pWplA de 4755 bps (l‘lgm a 7). Este plasmxdo connene un gene que le conﬁere
resistencia a tetraciclina y los genes estructurales del promotor de'trp (trp-L y trp- E) su:ndo clr
Trp-LE una proteina de fusion que se inserta con el objetivo de proteger a la proteina de interés
de la protedlisis intracelular, Esta proteina esta fusiohada con el gene de prOinéulina' La:
expresion de la proteina (Trp-LE proinsulina) esta regulada bajo el promotor #p, al cual se le.
eliminé el fragmento que corresponde a’ la atenuacion, permitiendo que la represnon por
triptofano sea el Gnico mecanismo. de control del promotor (Olmos ef al., 1994). Las,cepas
W3110 trp- y W3110 (w¢) fueron utilizadas en los experimentos para comparaf el
comportamiento de ceses transitorios en el consumo de oxigeno que ocurrian en algunas fases

del cultivo.

Smal
Xmal
Asp718l -
Kpnl:
Ecl136ll
Sacl

Sapl
Bst1107! Pvull

Figura 7.- Mapa genético del plasmido prIA (Olmos et al., 1994)
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Medios de cultivo.

El medio de cultivo utilizado para los estudios en biorreactor contenia (por kilogramo de agua
desionizada): KoHPQy, 3 g; Na;HPO,, 3 g; extracto de 1evédura, 5 g; (NH4)2HPO,, 17 g;
glucosa, 10 g; MgSQy4 7 H,0, 2 g; tetraciclina, 30 mg y sales traza 2 ml cuya composicion
contenia (por kilogramo de agua desionizada): CaCl; 2 HzO; 1 g; CuCly 2 H,0, 1 g; CoCly 6
H»0, 2 g; FeCl; 6 H,0, 27 g; ZnCl;y 4 H,0, 2 g; HiBOs, 0.5 g; NaaMoO4 2 H,0, 2 g; HCI

concentrado 100 ml.

El medio de cultivo utilizado para los indculos: contenia (por kilogramo de ,agu;a dcsidnizada):
K>HPOy, 3 g; Na:HPO,, 3 g; extracto de levadura, 5 g; (NH¢)HPOq, 1.7 g;’ glucosd,' 2 g;
MgSQO,y 7 H,0, 2 g; tetraciclina; 30 mg. La glucosa y el MgSO4 fueronkestefilizados por
separado, mientras que las sales traza y la tetraciclina fueron esterilizadas por filtracién con
membrana de 0.22 um de didmetro de poro. El pH de los medios de cultivo se ajusté a 7.4 con

NaOH 10 N previo a la esterilizacion por autoclave, la cual tuvo una duracion de 20 minutos a

120°C.

Para el banco celular de trabajo, asi como para la cuenta de viabilidad (UFC/ml) se utilizd
medio Luria el cual contenia (por kilogramo de agua desionizada): NaCl, 10 g; bactotriptona, 10
g; cxtracto de levadura, 5 g; y tetraciclina 30 mg. Para el caso de las UFC/ml se adicion6

ademds, bacto-agar, 15 g.

Conservacién de la cepa.

Banco celular

Una vez que la cepa silvestre fue transformada con el plasmido, se inocularon cajas petri en
medio Luria, incubadas a 37°C para asegurar la insercién del plasmido por parte del hospedero.
Posteriormente se tomd una colonia y se propagé en medio Luria liquido por ca. 5 h hasta

alcanzar una densidad optica (DO) de ca. 1, leida a 600 nm e incubadas a 300 rpm y 37°C. A
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partir de este cultivo se tomaron alicuotas de 500 ul y se colocaron en tubos de conservacién de
2 ml, mas 500 ul de una solucién de glicerol al 50%. Inmediatamente se congelaron los tubos y

se¢ mantuvicron a =70°C
Indculos

El contenido -total de-un -criovial de conservacion (ca. 1. ml), previamente descongelado,:fue.
vertido en un volumen equivalente al 10% del volumen total a LnVLiliz‘z'xrse'en el experimento,
siendo matraces Erlenmeyer de 250 ml para los cultivos a TOD constante y de 500 ml para los
cultivos a TOD oscilante. Los matraces se incubaron a 37°C y 300 rpm hasta alcanzar una DO

de ca. 3.5 para su posterior inoculacion al biorreactor.

Muestreco

Se tomaron muestras de 2 a 3 ml de las cuales se retird una alicuota de 1 ml que se centrifugd a
12,000 rpm por 3 min. El sobrenadante sc utilizé para la cuantificacion de glucosa y los perfiles
de acidos orgdnicos y etanol. El resto de la muestra original se destind para los analisis de

proteina total y proteina recombinante.

Métodos Analiticos.
Cuantificacion de biomasa y viabilidad.

El crecimiento celular fue monitoreado como densidad éptica (DO) a 600 nm en un
espectrofotometro (Beckman DU 650) y su conversidn a peso seco (g/L) se realizo
correlacionando con un factor (0.32) anteriormente calculado. Las unidades formadoras de
colonias (UFC) se obtuvieron mediante diluciones exponenciales en solucion salina y siembra

en cajas petri con agar y medio Luria,
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Cuantificacion de glucosa.

La cuantificacion de glucosa se realizé mediante un multianalizador enzimético YSI modelo
2700 Select Biochemistry Analyzer (Yellow Spring Instrument Co. Inc).

Cuantificacién de protﬂeinrh tbtaipor Bi‘ﬂdford.

L.as muestras de fermentacmn se prepararon de acuerdo al sngunente protocolo

l.- Se realizé un prnmer lavado con solucxon isoténica NaCl 0. 85%. de acuerdo a la Tabla 9.

Tabla 9.- Primera dilucion de las muestras de fermentacion.

DO (Muestra) Dilucion Vol. Sol. Isoténica(ul) Vol. Muestra (pl)
0a2 Sin Dilucion o 7 300
>2 1710 270 30

Una vez que se resuspendicron las muestras, se centrifugaron a 12,000 rpm por 3 min y se
descartd ¢l sobrenadante. Nuevamente se realizd un segundo lavado con solucién isotdnica
siguiendo el mismo protocolo. Una vez descartado el sobrenadante, el pellet celular se
resuspendié en agua desionizada. La siguiente ectapa fue el rompimiento celular mediante
sonticacion a 30% de amplitud en un sonicador (Vibracell, Sonics & Material Inc). El tiempo de

sonicacidn estuvo en funcidn de la densidad celular como se observa en la Tabla 10.

Tabla 10.- Tiempo de sonicacion de las muestras de fermentacion

DO (Muc.stra) Tiempo (s)

0a5  lpulsodeS
>2 2 pulsos de 7
>40a 120 2 pulsos de 10

Después de sonicar las muestras, se realizd una segunda dilucion previa a la adicién del reactivo

de Bradford de acuerdo a la Tabla 11,
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Tabla 11.- Segunda dilucion de las muestras de fermentacion

Vol. (ul) Vol. (uh) D;’.!;::z:lén

NaCl 150 mM = (Muestra)_

0a2 Sin Dilucién 0 100 1/10
>2.15 Sin Dilucién 270 100 . 1/100

DO (Muestra)  Dilucion

Después-de-la segunda dilucion. se-adiciond. 0.9.ml del reactivo Bradford a cada muestra. El
tiempo de reaccion fue de S minutos, inmediatamente después de este tiempo las muestras
leyeron a 595 nm., Una vez obtenidos los valores de absorbancia se calcularon las
concentraciones dc proteina de acuerdo a una curva estandar generada con albGmina bovrinz’il
(anexo I). , ‘
Nota: Es importante sefialar que todos los valores de proteina total que se reportan en este:
trabajo son referidos a albiimina bovina como estindar relativo, por lo que tales valqres
involucran un cicrto grado de incertidumbre dadas las limitaciones del método como lo son:
composicion de la proteina estandar utilizada (Rosenberg et al., 1996), para el caso de la
albliimina, esta proteina estd caracterizada por tener una alta capacidad de unidn al colorante asi

como la incapacidad del método para detectar proteinas con peso molecular mayor a 3-5 kDa

(Eastwood ef al., 1995).

Identificacidn y cuantificacion de proteina recombinante,

La separacion e identificacion de las proteinas contenidas en las muestras de fermentacién fue
hecha mediante geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 15%.
Preparacion de las muestras para electroforesis

A partir de las muestras de la fermentacion se tomd un volumen necesario para procesar el

mismo nimero de células en cada muestra, esto se realiz6 de la siguiente forma:

‘Vblufﬁéh de"ml;l_e\sttrkz:l (Vlﬁ‘l),_—'_:o.:; /DO (600 nm)
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El valor de 0.3 es-un-ntimero determih‘lddvantériorlnente, con el-cual se asegura una resolucién

aceptable en el gel (SDS PAGE) dc‘la c'mtldad dc prolemas presentes en la muestra;.

Los volumenes correspondlemes de cada una‘de.las muestras se cenlrlfugﬂron a2, 000 rpm por
3 miny se retird el sobremdante, posterxormeme se resuspendieron las celulas en 25 ul de agua

desionizada mas-25-pl-de buffer Laemli 2X. Las muestras se somcaron,con{’Z pulsos;de T

segundos cada uno, usando el mismo equipo descrito en la seccion anterlor. La etapa f'nal del
protocolo, establece que es necesario hervir las muestras durante 5 min;: sin embargo en
experimentos preelimiares no se observo diferencia entre muestras sin heryirﬂy hervidas, por lo

que los geles se realizaron sin hervir las muestras.
Cuantificacién de la proteina recombinante por densitometria. -

La cuantificacidn de la proteina recombmante se realxzo medmnte den51tometr1a por medio del
programa NIH unage. Este programa permlte comparar el drea delimitada por la proteina de
interés en cada uno de los carriles en una 1magen dlgltallzada (pixeles) del gel, asi como
también la intensidad de dicha:drea. El producto de drea « intensidad es el factor mediante el
cual se correlaciond la concentracion conocida del estéandar de cuantificacion, asi como el de las
muestras de cuya concentracion de proteina recombinante se desconocia. Se utilizd como
estindar de cuantificacion una proteina de concentracidon conocida (anhidrasa carbdnica bovina)
(Amersham Pharmacia Biotech), cuyo peso molecular (ca.28.5 KDa) es muy similar a la
proteina recombinante (ca. 28.1 KDa), asi como también ¢l porcentaje de aminodcidos de
adena lateral cationica (por ejemplo, lisina y arginina) que interactian con la cadena sulfonada
anidnica del colorante (Coomassie Brillant Blue R-250) (Eastwood et al., 1995). Los
porcentajes de tales aminodcidos calculados de la secuencia para cada proteina, fueron 10.5 %
para ¢l Trp-LE proinsulina y 9.2 % para la anhidrasa carbénica bovina. La secuencia de las

proteinas se muestran en el anexo 1L,
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Cuantificacion de dcidos orgdnicos y ctanol,

'La cuantificacion de dcidos org'lmcos y etanol se realizo medlame cromatogra(‘a de llquxdos de
alta resolucion (HPLC) usando una columna de intercambio iénico (7.8 x 300 mm AMINEX-
BIORAD, 125-0140) a 50°C, acoplada a dos detectores conectados.en serie, fotoarreglo de
diodos (WATERS, 996) y un refractémetro diferencial (WATERS 410). El detector de
fotoarreglo de diodos permitié cuantificar y verificar la pureza_de los picos separados. La
cuantificacion fue realizada extrayendo el cromatograma a 210 nm. E! refractometro se uso
debido a que existen reportes en la literatura donde es utilizado para detectar glucosa, acetato y
ctanol. Sin embargo en ambos detectores fue posible cuantificar los estandares, asi como las
muestras de la fermentaciéon. Como cstandares se utilizaron los dcidos succinico, lactico,
férmico y acético de concentracion conocida, con los cuales se generaron la curvas mostradas
en ¢l anexo 1 y mediante las cuales se obtuvieron la concentracidn de los dcidos organicos en
las muestras al correlacionarlas con el drea de las curvas estindar. Los dcidos organicos fueron
separados usando H2SO4 5 mM como fase mdvil a un flujo constante de 0.5 ml/min.

Tal y como se describié en los antecedentes, el ctanol es otro subproducto importante de-la

fermentacion, sin embargo no se detectd en ninguna de las muestras.

Diseiio del simulador,
Sistema de dos compartimentos

El simulador estd compuesto por dos tanques agitados Virtis, uno aerobio (Racrobio) Yy uno
anaerobio (Rumerobio) (Gardiner, NY), instrumentados e interconec_tédos por medio de una bomba
peristaltica (Masterflex mod. 7592-40), doble cabezal tipo ‘k‘easy load”‘ (Masterflex, mod 77601-
10) y tuberia de ncopreno (Masterflex 06402-82). Este tipo de tuberia presenta una
permeabilidad a oxigeno de 200 cc x ecm/cm® s cm Hg, un diémetro interno de 12,7 mm-y un
flujo de operacion maximo de 13 LPM (Cole Parmer, 2000) (Figura 8). Los volimenes de

operacion utilizados en ambos biorreactores fueron de ca 350 (Racrobio) ¥ 700 ml (Rypacrobio)
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respectivamente y un volumen muerto en la tuberia de ca 50 ml. El esquema-del arreglo

experimental sc muestra en la Figura.8.

Cada uno de los bxorxe'lctores f'ue cquxp'ldo con dos turbm'ls Rushton (Dl/D-—O 5) de seis

paletas planas, la aireacion fue mediante burbUJeo sin embargo el llpo de dlfusor fuc diferente »

para cada biorreactor. En Ruerobio S¢ empled un difusor de punta de S orificios de ca. | mm de
diametro, mientras que Ryperobio fue aireado con 2 difusores de tipo sinterizado.

Por medio de la bomba fue posible manipular el flujo en el sistema, dando lugar a la sxmulacnon

de los tiempos de circulacion del cultivo (lc;).

R Acrobio R Anacrobio

—>  — -

37' l [] 00 l;] E BT [ L D E
. ¢o6e0
Figura 8.- Sistema experimental de dos compartimentos. T aic CO
Vivda

El diseiio de entradas y salidas por donde se intercambid el medio de cultivo fue mediante la
adaptacion de dos conectores por cada jarra con un espaciamiento de 180° y a una altura de 3

¢m con respecto al fondo del tanque como se muestra en la Figura 9.

El biorreactor Raernio, €1 cual simuld la zona bien mezclada, se conectd a un sistema de control y
adquisicion de datos. Dicho sistcma consiste de una computadora Macintosh 11 VX, la cual
recibe las sciiales amplificadas provenientes de los electrodos de TOD y pH via una tarjeta de

interfase MacADIOS A/D & D/A. Los valores de los porcentajes de los flujos de gases, la TOD
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y ¢l pH fueron almacenadas en el disco duro, controlados y mostrados en linea usando un
programa escrito en Microsoft QuickBasic mediante un-algoritmo rctroalimentado de tipo
proporcional-integral-derivativo (PID) el cual manipula la apertura de los controladores de flujo
masico para Oz y Ny para mantencer la TOD en uﬁ valor constante. Por otro lado, al biorreactor
R, ierabio SO0 se le burbujed nitrégeno y solo se adquirié la respuesta del electrodo de TOD, lo
que dio lugar a la simulacién de una zona mal mezclada. El control del pH fue mediante una
subrutina automatica de “prendido/apagado™ ejecutada por.el amplificador de pH. El valor del
pH fue ajustado a 7.3 con NaOH 2 N para todos los cultivos, El sistema fue inoculado con 10%

(v/v) del volumen final.

Figura 9.- Vistas superior A) y lateral B) de los fermentadores.
Las condiciones de operacion de los biorreactores fueron:

Tabla 12.- Parametros operacionales de los biorreactores en el sistema de 2 compartimentos.

, Biorreactor Biorreactor
Parametro
e+ e Raerobio - — Raperobio
Agitacién (rpm) 500 600 - 750
g pm constantes variable
Aireacion (vvm) 1 1-1.5
T*C) 37 37

Gascs Oxigeno / Nitrdégeno Nitrégeno
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Los tiempos de circulacién simulados en el sistema de dos compartimentos, asi como también el

flujo aproximado al cual fue operada la bomba se muestran en la Tabla 13. Estos flujos fueron

calculados segin'la ecuacion 7.

Tabla 13.- Tiempos de circulacion simulados y flujos de la bomba utlilizados.

e .. Flujo (L/min)
e e e e T 9.43

20 3.3

50 1.32

90 0.73

180 0.36

E! flujo fue calculado en funcién del volumen utilizado
Para mantener los volumenes constantes en cada uno de los biorreactores se -adaptaron
abrazaderas de precision en la tuberia de salida de los biorreactores con la finalidad de regular el

flujo y asi poder establecer los volumenes deseados.

La adicidn de antiespumante al medio, fue realizada de forma manual segiin lo demandaba el
cultivo. La frecuencia y el volumen en la toma de muestra fue descrita anteriormente, sin

embargo el muestreo en el sistema de dos compartimentos fue realizado en el compartimento

aerobio.

Cultivos Constantes y Recirculados

Los cultivos a TOD constante (0, 0.2, 1, 5, 10 y 20 %), fueron realizados en un-solo biorreactor
(Racrobio), €l cual se conectd al sistema de control y adquisicion de datos con los mismos
pardmetros operacionales tal y como se mostré en la Tabla 12. El volumen de trabajo para estos

cultivos fue de 500 ml.

Para ¢l caso de los cultivos recirculados realizados para probar el efecto del estrés
hidrodinamico generado en los cabezales de las bombas, se adapté un se‘gmentb' (ca: 65 cm) de
tuberia que unia los conectores (Figura 9) del biorreactor Reerobio. De forma tal que el medio de

cultivo controlado a 20 % TOD, se hacia recircular continuamente al mismo biorreactor después
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de pasar por cl cabezal de la bomba. La condicién ensayada en este sistema fue la que simularia

un tc; de 5 s, siendo ésta la condicidon mas drastica (flujo 6 L/min) a las que se someterian las

células.

Consideraciones matematicas

Determinacion de la velocidad especifica.de crecimiento, velocidad. especifica de consumo de

glucosa y velocidades especificas de produccion.de dcidos orgdnicos.

Los calculos que se muestran chel: presente est se-reélizaron utilizando la velocidad

especifica de crecimiento (W) Lap fue determmada en la fase de crecimiento exponencnal

donde: ;
dXr ‘
= X
dr ('u ) T
Integrando:
X
Inj 2 |l=ut
XO

donde X y Xo son la concentracmn de celulas totales al tiempo t y al inicio del cultivo,

respectivamente. La (- se calculd a través de la regresion lineal obtenida de la grafica de

In(X/Xo) contra tiempo.

Los coeficientes metabélicos de glucosa y dcidos orgédnicos se determinaron mediante le

ecuacion:

donde Y es el rendimiento de células totales con respecto al metabolito de interés, y se calculd
como la pendiente de la regresion lineal (en fase. exponencial de crecimiento) entre la

“ ”

concentracion de células totales y el metabolito
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Capitulo 5 Resultados y Discusiones

Los rcsullados dcl presente estudio serdn mostrados, comenzando con el anilisis de los cultivos
control a TOD constante. Posteriormente se mostrard la caracterizacion del sistema de dos
compartimentos asi como la evaluacion de una de las limitaciones potenciales de los sistemas de
dos compartimentos como lo e¢s, los esfuerzos de corte encontrados en los cabezales de la
bomba y tuberias de recirculacion del medio. Una vez abordados estos puntos, se mostraran y
analizaran los resuliados del efecto de las oscilaciones sobre las cinéticas de crecimiento,
produccién de proteina recombinante, y la respuesta metabolica de las células. Finalmente se
hard una breve descripcién del comportamiento peculiar encontrado en nuestro modelo de

estudio con respecto a ceses transitorios en el consumo de oxigeno

Cultivos a TOD constante.

Los cultivos a TOD constante se llcvaron a cabo con el objetivo de evaluar el comportamiento
cinético del modelo bioldgico de estudio en funcién de la TOD. Tal comportamiento se ajusté a
un modelo matemadtico tipo Monod con el que se obtuvo un valor estimado de la constante de
saturacidon para TOD (Ko2). Para estos cultivos a TOD constante, se calcularon diversos
pardametros cinélicos (rendimientos, velocidades especificas de consumo y produccion, ete.) con
los cuales fue posible cstablecer la base comparativa contra los cultivos oscilados en el sistema
de dos compartimentos. Los valores de TOD evaluados fueron: 0, 0.2, 1,5, 10y 20 % TOD.

En la Figura 10 sc muestra ¢l perfil cinético tipico de un cultivo a 20 % TOD. Los resultados
para cada uno de los cultivos realizados a TOD constantes se encuentran en el-anexo 111 En la
Figura 10-A se presenta el control de oxigeno disuelto y pH. Noétese qu‘e, la TOD presentd
perturbaciones en la etapa exponencial temprana. Este comportamiento sc describird
posteriormente en la seccién de control de la TOD. Para el caso del pH se control6 a ca. 7.3, sin
cmbargo se observa una pequefia elevacion entre las 6 y 7 horas del cultivo. Este
comportamiento fue muy frecuente en los cultivos restantes (anexgd 111) debido a que se traté de
minimizar la adicion de antiespumante al medio dando lugar a una acumulacién de una capa de

espuma cn todo ¢l espacio de cabeza del biorreactor, situacién que evitaba que la base (NaOH
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2N) llcg’xra directamente al medio de cultivo. La clevacion subsecucme del pH s sefial del

agotamiento de la glucosa asi como ¢l consumo de acetato alredcdor de’ las 9 horas

50 = g
A
401 pH - 7.5
8 30-
= - 7
s 20
10 TOD 6.5
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Figura 10 .- Perfil cinético tipico de un cultivo a 20 % TOD constante.
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LLa Figura 10-B muestra la cinética de crecimicento. La fase lag de los cultivos sin limitaciones
de TOD fue de ca. 2 h, al término de la fase exponencial se alcanzd una concentracidn celular
maxima de 3.8 g/L, mientras que la velocidad de crecimiento maxima (i max) fue de 0.37 h'',
En la misma figura sc muestra la concentracion de glucosa la cual se agota alrededor de’la hora
9 del cultivo. La velocidad especifica de consumo maxima de glucosa estimada fue de ca. 0.85 g

glicosa’/B eeuta h €0 la fase exponencial del cultivo.

En lo que respecta a la produccion de proteina total y recombinante las concentraciones
maximas alcanzados fueron ca. 0.83 mg/ml y 0.32 mg/ml, respectivamente (Figura 10-C).
Ambos méaximos se obtuvieron alrededor de las 9 h, sin embargo la produccién de proteina
recombinante sc inicia alrededor de las 6 h de cultivo, momento en ¢l cual la concentracion de
triptofano debi6 agotarse. Aunque no se realizaron mediciones de triptofano lo anterior se puede
suponer ya que en el vector empleado, la expresién del gen heterélogo se induce al agotarse el
triptofano. Después de las 10 h se noté una ligera disminucién de la proteina recombinante

debido posiblemente a protedlisis intracelular (Shen, 1984).

Si consideramos la composicion molecular promedio de Escherichia coli, la proteina ocupa un
ca. 55 % el peso seco de la misma (Neidhardt es al., 1996), por lo que al comparar los datos en
la Figura 10-C, se observa que el maximo obtenido de proteina total solo es un ca. 23 % del
valor de biomasa a las 9 horas del cultivo (Figura 10-B). Esta discrepancia en los porcentajes
puede atribuirse a la nota referida en la seccion de Materiales y Métodos ya que si observamos
la curva estandar realizada con IgG (anexol)la ecuacién por la cual se correlaciona la
absorbancia resulta ca. ¢l doble que con BSA, dado lo anterior estos valores de proteina total
son relativos dependiendo del estandar utilizado. Una 'ecuacic')n que integra ambas
concentraciones de proteinas estindar se muestra en el anexo I De tal fomm, los datos referidos
a 1gG muestran que el % de proteina total fluctud entre. 45 y 50 %, intervalo consistente con el

comunmente reportado (Neidhardt er al., 1996).
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Los dcidos organicos cuantificados (succinico, lactico, féormico y acético), se muestran cn la
Figura 10-D. Las cuatro especies fueron detectadas en cultivos a 20 % TOD, sin embargb la
especie que se encontré en mayor proporcion tal y como muestra la Figura 10-D fue el acético.
La produccion para el resto de los dcidos cuantificados fue pricticamente nula, comportamiento
que coincide con lo reportado por Becker et al. (1997). El acético encontrado es producto del
llamado “sobreflujo metabglico” en condiciones no limitantes de TOD (Xu et al., 1999). Al
momento del agotamicento de la glucosa (9 h) el icido acético llega a su mdxima concentracion
para después ser consumido por la células. Este comportamicento ha sido descrito anteriormente
(Xu er al., 1999), aunque a diferencia de otros reportes (O'Beirne y Hamer, 2000) no existié

aumento en la concentracion de biomasa.

En la Figura 11 se muestra una cinética tipica a 0.2 %, siendo la condicién a TOD constante
mas limitante donde existié crecimiento. Entre las diferencias mas relevantes de la cinética a 0.2
% TOD con la de 20 % TOD (Figura 10) se encuentran las siguientes: la fase lag dur6é ca. 17 h,
la concentracién celular solo alcanz6 1.33 g/L y la u maxima fue de 0.18 h™' (Figura 11-B). En
cuanto al perfil de glucosa se observa que en la fase lag (0 — 17 h) existe una ligera caida de ca.
2 g/L en la concentracidn indicativo del estado latente del cultivo y de un consumo de fuente de
carbono destinado a energia de mantenimiento. La produccidn de proteina recombinante, como
sc observa en la Figura 11-C fue pricticamente nula. En cuanto a la produccién de dcidos
organicos (Figura 11-D) fue posible detectar las cuatro especies anteriormente mencionadas en
cantidades considerables, predominando los acidos acético y fdrmico cuyas concentraciones
miximas fueron ca. 2.8 g/L. Tal resultado muestra claramente el desvio del flujo metabdlico
como respuesta de la condicién de limitacién de oxigeno a la que fueron sometidas las células.

El resto de los cultivos a TOD constante se muestran en el ‘anexo 111,

Para el cultivo a 0.2 % TOD existid la neccsndad de realizar camblos opcrac:ona]es como por
cjemplo, el uso de aire en lugar de O, para- mantener el control ‘dela TOD a.un, valor. Este:
cambio fue necesario debido a limitaciones del controhdor de ﬂu_]o mdsico. La agntacnon fue

disminuida a 300 rpm para reducir la dlspersmn de gas.
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En la Figura 12 sc observa la dependencia de la velocidad de crecimiento () con 're,spcct‘o a-la
TOD constante, Los piintos mostrados se obtuvieron del promedio de eXpe'rt‘ifm’é‘nto's por
duplicado, a los que se les ajusto un modelo tipo Monod. Del ajuste sc oﬁbl,uyj;:ﬁrrgn ]{as_:s:iguiemes
constantes: u max. 0.39 h' y Koa 1 % TOD. Por analogia con la cinética de Michaelis ~Menten
¢l valor de it max es aproximadamente al valor de yt cuando el sustrato (en este caso TOD) es
ca. 10 Koz (Doran 1999). Considerando lo anterior, en la Figura 12 se muéstra como a TOD
menores a 10 % la i comienza a ser una fuerte funcion de la TOD. Un resultado interesante es
la ausencia de crecimiento en condiciones de anaerobiosis (0 % TOD). Por un lado se conoce
que £. coli es un organismo facultativo capaz de crecer tanto en ambientes aerobios como
anaerobios, sin embargo, la incapacidad observada para crecer a 0 % TOD, puede atribuirse a la
falta de selenio en el medio de cultivo (Lester y De Moss, 1971), 1a ausencia de un aceptor de
clectrones diferente de O, asi como una regulacién anormal por parte de la proteina FNR
(Unden y Bongaertz, 1997). Resultados similares fueron obtenidos por De Ledn (1996) con la

cepa JM101/ pPal02 productora de penicilino acilasa recombinante.

Velocidad especifica de crecimiento, !

O-hl 1 1 I I | I I I I  | I
0 ) 24

TOD %

Figura 12 .- Efccto de la TOD constante sobre la velocidad especifica de crecimiento (W), Las
barras indican el rango de dos experimentos independientes, puntos sin barra significa.que ¢l
simbolo es mas grande que la barra.
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L.a Tabla 14 mucstra una comparacion de distintos estudios en los cuales se estimaron las

constantes de Monod para diferentes cepas de £. coli cuando ¢l oxigeno es ¢l sustrato limitante.

Tabla 14. Constantes de Monod tipicas para cepas de £. coli cuando O; es el sustrato
limitante (Adaptada de De Leén 1996).

Cepa pmax (h-1)  Kea(ppm) Medio de cultivo Referencia
W3110 (pWplA) 0.37 0.058 Glucosw/Sales/Ext.Levadura Este trabujo
IMI01 (pPA102) 0.38 0.043 Glucosa/ Sules De Ledn, (1996)

TB-1(pUCI19) 0.49 0.038 Luria Liet al., (1992)
B/r-ATCC12407 1.01 0.013 Glucosa/Sales Chen et al..(1985)

Como se observa en la Tabla 14 la cepa utilizada por Chen et al. (1985) presenta el mayor valor
de p max , lo cual podria explicarse debido que se trata de una cepa silvestre (w¢) cuyo
crecimiento no estd afectado por la presencia de algiin plasmido, como lo es en el resto de los
casos de la tabla. Igualmente, la composicién del medio de cultivo puede ser un.factor

determinante de la menor dependencia de Oa reflejado en el bajo valor de Koz

El efecto de la TOD sobre el rendimiento Yyis (8 ca/8 gucosa) S€ presenta en la Figura 13, la cual
muestra que se alcanza un rendimiento maximo de ca. 0.4. A medida que disminuye la TOD el
rendimiento se ve fuertemente afectado dadas las restricciones energéticas, ta]'y_ coino se

discutira mas adelante.

Con respecto al valor maximo alcanzado, Gosset et al. (1993), utilizando la cepa (W3110 trp =)
pero con un pliasmido diferente, obtienen un Yy; de ca. 0.21 g /g giucosa- Esta diferencia puede
estar determinada por un nimero de factores adicionales tales como medio y condiciones de
cultivo. Por ejemplo, Da Silva y Bailey (1986) estimaron que los rendimientos tedricos
maximos para £ .coli recombinante eran de 0.42 g coi/8 yucosa Y 0.64 £ ce/g giucosa Para proteinas
sccretadas al medio de cultivo y retenidas intracelularmente, respectivamente. La diferencia en
rendimientos se debe al costo energético del transporte de la proteina. Cabe sefialar que para

obtener dichos valores los autores establecieron una serie de suposiciones que no
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necesariamente se ajustan para- nuestro caso, ya que el rendimiento es un parimetro

estequiométrico dependicnie de la cepa;tal y como'la mayoria de’los pardmetros cinéticos.

0.5

0.4

a/g glucosa)
|

Rendimiento celular (g,

0 T T T T T T T T g
6 8 10 12 14 16 18 20 22
TOD %

Figura 13 .- Efecto de la TOD constante sobre ¢l rendimiento celular (Yyss ). Las barras indican cl
rango de dos experimentos independientes, puntos sin barra significa que el simbolo es mas grande

que la barra,

Como se menciond en el capitulo 2, ¢l metabolismo de Escherichia coli se encuentra
fuertemente regulado por ¢l oxigeno disuclto presente en el medio, en especial los complejos
enzimiticos regulados transcripcionaimente responsables de la direccionalidad del flujo de
carbono en la via glicolitica. Dicha regulacidn se puede interpretar en términos energéticos. En
la Figura 14-A se muestra el consumo especifico de glucosa (qs) en la fase exponencial. En
condiciones no limitantes de oxigeno disuelto mayores a 5 % TOD, el (qs) se mantiene
constante alrededor de | g glucosa/8 celula-h, no obstante a medida que se hace mas restrictiva la
disponibilidad dc oxigeno, ¢l consumo aumenta hasta un valor maximo de ca. 1.6. 8 glucosa/8
celuta-h. El aumento del qs se debe a la diferencia entre los rendimientos energéticos, tal y.como
se mostré en la ecuacidn para la oxidacion completa de glucosa que produce 38 ATP /mol,
mientras que en fermentacion solo se producen 4 ATP/mol. El valor maximo obtenido en estos

cultivos, se encuentra dentro de los valores calculados por Lin et al. (2000), quien report6 un

maximo de ca. 1.86 g gucosa/8 cétula-h para la cepa W3110.
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En la Figura 14-B sc muestra la velocidad especifica de produccion de los acidos orgdnicos
anteriormente mencionados. En términos generales en la Figura 14-B se muestra la baja
cficiencia en la utilizacién de la fuente de carbono desde el punto de vista de un bioproceso para
la region de TOD menor a 5 % debido a que es en esta region donde los perfiles de las
velocidades especificas de produccion aumentan conforme disminuye la TOD. Ademas que la
presencia de estos dcidos no s deseada dado los efectos fisiologicos que causan a la célula,

La aparicion de cstos acidos es el resultado de la respuesta metabdlica por parte de la célula ante

las limitaciones de TOD impuestas.
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Figura 14 - Efecto de la TOD constante sobre el consumo especifico de glucosa (q;) y la

velocidad especifica de produccién de dcidos organicos (qac). Las barras indican el
rango de dos experimentos independientes, puntos sin barra significa que el simbolo ¢s mas

grande que la barra. Las valores de (Js Y Qac @ TOD 0% fueron 0.
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A valores de TOD no limitantes la velocidad de produccion especifica de dcidos (q,ﬁc;dgs 8 acido/B
centa—h) ldctico, succinico y formico es pricticamente nula dado qu‘e la Célula no tiene la
necesidad de generar equivalentes reductores y energia por vias alternas que no seaﬁpo‘r via
glicolitica y cadena respiratoria. Sin embargo, en condiciones limitantes de TOD y dada la
regulacion impuesta por el regulador transcripcional ArcA (Figura 2), la activacién de enzimas
como la piruvato formato-liasa (pf7) se hace evidente llegando a tener una q rsrmico de ca. 0.5 g
acido/g coa—h. El perfil obtenido para la produccién de-formico es muy similar al reportado por
Becker er al. (1997) quienes compararon los valores de pOgs para la expresion del genpfl a 5
mbar (9.2 % TOD) y la sintesis de formato a | mbar/ .8 % TOD (Tabla 3), encontrando que cl
valor de la pOg s para la expresion de la piruvato formato-liasa supera en un factor de 5, 1a pOgs
para la formacién del férmico. Es decir, existe expresion del gen mucho antes de que la
actividad de la enzima sea maxima o en su caso el valor medio (pOps). En nuestro caso el valor
estimado de pOgs obtenido a partir de un ajuste de tipo hipérbola inversa a los datos de la
concentracion de formico, fue de ca. 1.7 % TOD. La discrepancia anterior puede explicarse
debido a que la enzima requicre una modificacion postraduccional y su activacioén ¢ inactivacion
csta directamente relacionada por la presencia del oxigeno (Knappe er al., 1984). Dado lo
anterior, podemos sugerir que en nuestro caso también existié expresion de la enzima piruvato

formato-liasa antes de que su actividad haya sido maxima.

La produccién de acético sigue una tendencia de incremento a medida que disminuye el TOD.

A niveles de 20 % TOD, la generacion de este metabolito se debe al “sobreflujo metabolico”.
(Figura 2), es decir la velocidad con la que se incorpora la glucosa a la via excede la capacidad
oxidativa del TCA dando lugar a que el acetil-CoA producido por la piruvato deshidrégeﬁ:asia[
sea convertido a acético. Sin embargo, en condiciones anacrobias, Arc e¢s répresof
transcripcional de la piruvato deshidrogenasa (pdh), mientras que FNR es activado'vr:, d‘e{lal
piruvato formato-liasa (»/7) resultando en la formacién de féormico asi como también de 'ﬁi:éficq,¢
reacciones dentro de la llamada “fermentacion acido-mixta”. Como se menciond antérioﬂ‘rméme,;;
la enzima piruvato formato-liasa presenté una pOps de ca. 1.7 % TOD por lo que s¢ puede
suponer que si la generacién de acético por esta via es dependiente de dicha enzima y no existe”
produccién de férmico a valores de TOD por arriba de 5 % (Figura 14-B) el acético presente en
este rango es generado exclusivamente por el “sobreflujo metabolico™,
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El lactato puede llegar a ser un producto terminal alternativo importante en mutantes que son
severamente alteradas en la respiracion aerobia. Tal fue el caso de la mutante en (ubid) al crecer
aerébicamente (Becker er al. 1996). UbiA es una quinona la cual es.esencial en el crecimiento
acrobio. Esta mutante, al crecer acrébicamente produjo grandes cantidades de lactato a partir de
glucosa, el acctato y COa fueron productos minoritarios. Pareciera ser que la oxidacién. de
piruvato es fuertemente reducida y que la mutante tiende a crecer por fermentacidn ldctica, sin

embargo esto no ocurrid en nuestro caso ya que la produccion de este metabolito fue nula

excepto a | % de TOD.

En la Figura 15-A se muestra la concentracidon de proteina recombinante la cual alcanzé un
maximo de ca. 0.32 mg/ml a 20 % de TOD, a valores de TOD menores a 10% la concentracion
disminuye severamente a diferencia del rendimicnto proteina recombinante con respecto a
biomasa Ypys (8 rprot. ree/ 8 céuta) (Figura 15-B) resulté de igual forma ser fuertemente
dependiente de la TOD. Los datos se ajustaron aceptablemente a un perfil de tipo hiperbdlico.
El valor médximo alcanzado fue de ca. 0.09 g prot. rec/ 8 celula €0 condiciones no limitantes de
oxigeno (20 % TOD) y a medida que la TOD disminuye hasta ca. 5 % TOD este parametro solo
sc redujo un 20 %. El efecto mas dristico se observd por debajo de S % de TOD, llegandoa 0 g

prot. ree/ g eslula 80 % TOD.

La Figura 15-B indica que el efecto observado en el rendimiento de proteina recombinante con
respecto a biomasa fue debido a la TOD. Sin embargo es necesario sefialar que en la reduccion
de la concentracion de proteina recombinante (Figura 15-A) con respecto a la TOD, la
concentracion de triptofano en el medio juega un papel fundamental en la expresién de pl‘Ot:Cl'na’.i
recombinante. Dado lo anterior podemos sugerir que esta disminucidn en la concentracién de:
proteina recombinante pudo haber sido ¢l resultado de 2 situaciones: a) que la TODrhaya,
ejercido efecto unicamente sobre la concentracion celular y que dicha conce’ntracit’}ﬁ‘ nohaya
agotado o consumido completamente el triptofano en el medio, ya que esla:niolééﬂlﬁiact(xa‘.:
como represor de la expresion y/o b) que haya sido un problema de expresion por célula como
tal, suponiendo que los niveles de triptofano en todas las condiciones evaluadas permitian la
expresion de la proteina recombinante. Este problema en la reduccién de expresion y/o

concentracion celular, pudo haber sido debido a los efectos fisiolégicos causados por los acidos
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organicos presentes cn el medio en condncnones llmnantes dc TOD constantes, tal y como lo

demostraron Luli 'y Strohl (1990), “al ‘observar’ mhlblcmn ‘de. crecimiento por-acetato” a

concentraciones. tan_bajas como},O,mg/L,,as; ,gomo,}amb;cn,una;r,e,ducc;on ‘en _lja;prrqgl,gcgy;dg(ir

de proteina recombinante.

0,4

Concentracion de
Proteina Recombinante

HmA

Rendimiento de Proteina Recombinante
(& prot. recomb /g célula )

12 14 16- 18 20 22 24

|
0 24 6 8 10

TOD %

Figura 15 .- Efecto del TOD constante sobre la concentracion (A) y el rendimiento de proteina
recombinante (Ypux ) (B). Las barras indican el rango de dos experimentos independientes,
puntos sin barra significa que ¢l simbolo es mas grande que la barra,

Estos resultados contrastan con lo obtenido por De Ledn (1996), el cual encuentra que en
condiciones limitantes de oxigeno (0.2 % TOD) la actividad especifica de la enzima
recombinante penicilino acilasa fue mixima (ca. 0.165 U/mgc) mientras que en condiciones no

limitantes (> 5 % TOD) la actividad se reduce un 80%. Por su parte Unutmaz er al. (1997)
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usando la cepa JM109/M 1 90A productora de una proteasa - lltlca observaron un incremento de

50 a 750 U/L al reducnr ]'l TOD de V'IIOI‘CS mayorcs a 30 % a V'1lores cercanos a 0 % en cultivos

porlote. .~ .ol

Una explicacion mas general de la rcduccnon enla produccnon de la: protelm recombmante recae
en argumentos de energética. Como se observa en la Figura 15, a TOD menor a 5 % el
rendimiento de proteina recombinante cae drasticamente, rango de TOD-que coincide con cl
inicio de la actividad de la piruvato formato-liasa (»/l), en otras palabras es un periodo en donde
existe un sustitucion coordinada entre las enzimas de la respiracion acrobia y anacrobia ¢
incluso de la fermentacion. Bajo tal situacion la célula necesita generar poder reductor y en su
caso otro aceptor de electrones con ¢l cual genere energia que utilizard para sus funciones. Dada
la baja cficiencia energética de las rutas empleadas a TOD menor a 5%, la célula utilizara

preferencialmente el ATP formado para funciones esenciales sobre aquellas que representen una

carga genélica extra,

TOD OSCILANTE

Caracterizacion del simulador de dos compartimentos.

El disciio del sistema de dos compartimentos se realizé con el objetivo de poder simular

tiempos de circulacién cortos (tc;) < 5 s. A continuacién se discutirdn’ algunos'de los detalles

que fueron fundamentales para el disefio del sistema.

Tal y como muestra la (ecuacién 7) el tc; es funcién del volumen y el-flujo, por lo que los
volumenes de 350 y 700 ml! fueron seleccionados con base a la capacidad médxima de la bomba
disponible (13 L/min) para obtener un tc; de 5 s. La relacion de los volimenes de los
biorreactores aerobio y anacrobio (Vaerobio/ Vanaerobio) fue mantenida constante en todos los
experimentos en un valor de ca. 0.52. Oosterhuis y Kossen (1985) utilizaron relaciones de
V Acrobio/ V Anacrobio desde 0.14 hasta 0.43, mientras que Amanullah et a/. (1993) emplearon dos
valores (0.25 y 0.43),
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Los biorreactores se conectaron por medio de una tuberia de neopreno,y dicho ana'tc:rizrxl fue
seleccionado”debido a que en experimentos preliminares se observé una alta;lféhi‘sferéncﬁia de
oxigeno por la tuberia de silicén, lo que dificultaba climinar ¢l O, dcrlfR;..!ncr;,'bio.:El,discﬁé de las
entradas y salidas de cada biorreactor (Figura 9) tuvo la finalidad de reducir el volumen muerto
del sistema. Con respecto a los difusores utilizados en los biorreactores su eleccién fue para
aumentar ¢l &, de desorcion en el compartimento burbujeado con nitrégeno (Rangerobio). Con el
difusor sinterizado se obtenian burbujas de didmetro menor.que con el difusor de punta usado en

¢l Ruerobias 10 que resultaba en un incremento del drea interfacial y por ende un aumento de la

respuesta dinamica del sistema.

La caracterizacion del sistema consistio en determinar ¢l gradiente maximo que se podia
alcanzar al recircular el medio de cultivo. Inicialmente dicha evaluacion se efectué con agua
como medio modelo. Como se resumi6 en-la (Tabla 12) la agitacion utilizada en el Raerobios fue

mantenida constante a 500 rpm, en cambio la del Rynerobio S€ manipulé en un-intervalo desde

500 a 900 rpm.

La Figura 16 muestra los perfiles generados de TOD en cada uno de los biorreactores :agitado‘s,
‘usando 700 rpm en Ranaerobio, dicha agitacion fue seleccionada como un prorﬁe'd'io para los
experimentos con recirculacion. Esta agitacién, permitié encontrar un equilibrio entre la
cantidad de espuma formada en el Ranaerobio Y Una desorcion aceptable del oxigeno. Para el caso
de la simulacidn de un te; de 50 s, se alcanzé un gradiente final de ca. 9 % TOD mientras que
para los tc; de 20 y 5 s los gradientes fueron de ca. 7 y 5.3 % TOD respectivamente. Los
resultados obtenidos establecen una clara tendencia, a medida que se disminuye el tc; simulado,
cl gradiente obtenido se reduce. Perfiles similares fucron obtenidos a 500 y 900 rpm los cuales
se presentan en el anexo 1V. Estos resultados sugerian que el uso de este sistema probablemente
no seria optimo para simular tc; tan cortos como 5 s, ya que ¢l gradiente obtenido era muy
pequeiio. Por lo que, se decidié probar el sistema con células esperando que el consumo de
oxigeno en el Rynerobio ayudara a la desorcion del oxigeno. Es interesante que los perfiles de
ambos biorreactores (aerobio y anacrobio) para las distintas condiciones sean paralelos lo que

indica una fuerte interdependencia entre ambos.
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25 - : , , T

Rncmbiu aerobio .

acrobio

~ranaerobio

TOD % .

anacrobio’

o 1c50 8- o

02 03 04 05 06 02 03 04 05 06 02 03 04 05 06 0.7

Tiempo (h) Tiempo. (h) Tlempo (-

Figura 16..- Caracterizacion del sistema de 2 compartlmentos utlllzando agua y agxtac:on de
500 rpm en Ryerobio Y 700 rpm en Ranacrobio- : :

En la Figura 17 se muestra el perfil obtenido al intentar simular un tc; de 7 s en un cultivo.
Desde el inicio de la cinética el sistema se equilibré y permanecié de la misma forma a lo largo
de todo el cultivo dada la alta velocidad de recirculacion. Notese que existen partes en la grafica
en donde el valor de TOD es mayor cn el Ryperobio al que se le burbujed N2, que el Racrobio al que
se le suministraba oxigeno. Esto se debe a que la dinamica del bombco supera el tiempo del
mecanismo de transferencia, asi como el tiempo de respuesta de los electrodos de TOD. Aunado

a esto, existicron problemas operacionales para controlar los voliimenes constantes en cada

biorreactor.
50
40 4
X 30+
o
=
20 Rncrobiq
10 S
Ranncrobio
0 T T T T T T T —T
0 | 2 3 4 5 6 7 8 9

Tiempo (h)

Figura 17 .- Perfil de TOD obtenido al simular un tc; de 7 s en un cultivo.
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En la Figura 18 se muestra un perfil tipico de un cultivo oscilado-a tc; de:20 s en el cual se

.observa cl gradiente méximo alcanzable en dos situaciones diferentes; -

50

R

aerobio

TOD %

204
10
0 anaerobio
T T T T T ;
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tiempo (h)

Figura 18 .- Perfil de TOD en un cultivo oscilado a un tc; de 20 s.

Al inicio del culliva el setpoint del Ryerabio fue fijado a 20% de TOD mientras que el Rannerabio
solo se burbujed Ny, al término de la primera hora del cultivo el sistema llega‘a un est'\do
“estacionario” con respecto al TOD observandose un gradiente de ca. 9 % TOD. Sln embargo, )
al cambiar el serpoint en Raerobio @ 10 % TOD, nuevamente se obtuvo el mismo gradlente aunque
ahora, Riuerobio S€ encontraba en la zona deseada de limitacién de omgeno Este resultado

demuestra claramente la utilidad del sistema disciiado para ciertas condiciones operatlvas

particulares.

TEHMS COn \‘\

i { UR;&IL‘-\-
Resistencia al estrés hidrodindmico E L_\;‘.i:—)-—\-—-""’

La siguiente etapa fue determinar si el estrés hidrodinamico gencrado por la recirculacién a
través de los cabezales de la bomba cra perjudicial para el modelo biologico. Los cultivos

recirculados se hicieron por duplicado, tal y como se describié en el capitulo 4, el tiempo de
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circulacion (tc;) simulado fue de 5 s, siendo este tiempo ¢l menor. tc; propuesto inicialmente y

por consiguiente el mayor estrés hidrodindmico al que estarian sometidas”las células; Dadoel

volumen utilizado.y de_acuerdo.a la_ecuacion 7, la velocidad glq;rgck;‘i,r:g‘:}jlqc,igrjﬁr(ﬁ)fu;:_dc 6

L/min. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 15,

Tabla 15, Comparacidn entre cultivos control y recirculados.

1 max Biomasa pix. Yxis Prot. Rec.
Cultivo .
(h") (g/L) (8 cee/ £ giuc) (mg/mi)
Control 0.37 £0.05 3.654£0.15 0.37 £0.05 0.30 0.2
20% TOD
Recirculado 20%  0.37 £0.06 3.7 £0.02 0.36 £0.02 0.285 £0.05
TOD

Las datos mostrados son ¢l promedio de dos experimentos y £ ¢l intervalo definido por los valores
experimentales,

Como se muestra en la Tabla 15 no existieron diferencias evidentes entre ambos cultivos en
cuanto a los pardmetros macroscépicos calculados como la velocidad especifica de crecimiento,
concentracion de biomasa, proteina recombinante y rendimiento de células sobre glucosa. Sin
cmbargo, tal y como sc observa en la Figura 19, la viabilidad del cultivo disminuy6 al inocular

el reactor y comenzar la recirculacién de ca. 6x10° UFC/ml (tiempo = -1, en la Figura 19-A)

alcanzando un minimo de ca. 4.5x10° UFC/ml. Esto concuerda con una ligera pendiente

negativa del porcentaje de oxigeno en las 3 primeras horas del cultivo (Figura 19-B) este

comportamiento fue similar en el duplicado del experimento. Para ‘el caso de cultlvos sm

recircular, en la fase lag el porcentaje de oxigeno se mantiene constante y no muestra n'

por lo que puede inferirse que el numero de células no se vio afectado. A pesar de esta’ perdldaxv'

en la viabilidad en el cultivo, las células tienen la capacidad de adaptarse a(;ta!;amiblcnte‘

e, 2 . . ) [
llegando a un méaximo de ca. 1.2x10'* UFC/ml y, mas importantemente, generando la:misma

biomasa y expresando la misma cantidad de proteina recombinante comparada con.los cultivos.

120 % TOD constates (Tabla 13).

Es importante sefialar que los cdlculos.para la velocidad especifica de crecimiento se realizaron

considerando las células totales, por lo que, aunque la viabilidad disminuyd al inicio en el
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cultivo recirculado, su p fue la misma en fase exponcncial una vez que las células se adaptaron

a dicha condicién de estrés.

1E+13
TE+12
1E+11
IE+10- o

1E+09 ~ *
1 E-+08
1E+07

1E+06 T T T T T T | s T T

"UFC /ml

12,5
10
7.5

% Oxigeno

5

2.5 4

4 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Tiempo (h) k

Figura 19 .- Monitoreo de la viabilidad y del porcentaje de oxigeno en un cultivo recirculado a
20 % TOD constante. UFC/ml (A) y % de apertura de la vélvula de oxigeno (B).

Los resultados obtenidos mostraron que el efecto de tal estrés fue nulo en cuanto-a los
parametros macroscopicos calculados, datos que concuerdan con lo reportado.por chronﬂeh,
(1999) para una cepa de E. coli recombinante. Dicho autor demostréd que'elfaumen;ordel
rendimiento de proteina recombinante (p24Gag derivada de HIV-1) fue debidq a un efecto
directo del oxigeno disuelto y no a un estrés hidrodindmico con respecto a cultivos realizados a
una mayor agitacion, tal afirmacion la sustento al realizar un cultivo en el que controld la TOD
burbujeando aire enriquecido con oxigeno, en lugar de agitacion. Lo anterior contrasta con los
datos publicados por Lange er. al., (2001) el cual nunca recupero la viabilidad perdida en una
cepa silvestre (wr) de E. coli, al someterla a estrés hidrodinamico. Tal estrés fue generado
haciendo pasar las células a través de varios capilares-de diferentes didmetros, donde la

intensidad maxima del esfuerzo de corte fue generada por el flujo del fluido como una funcion
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radial. La conclusién interesante fue que E.coli resulté mas susceptible que Saccharomyces
cerevisiae ante cl estrés, debido a que la capa de peptidoglicano (ca.2x10m) es menor que la

de pared de la levadura compuesta de glucano y manano. ..o~ =

Los resultados obtenidos en el presente estudio son una evidencia mas de que la susceptibilidad.
de una cepa recombinante, en este caso E. coli W3110/pWplA en condicibnes de estrés
- hidrodinamico, no pierde la capacidad de sintetizar.1a proteina:-hibrida atin cuando la.viabilidad

en un inicio se ve disminuida.

Cultives a 'TOD oscilante

A partir de la caracterizacién del sistema, se establecié que el valor del setpoint para cl
" biorreactor que simularia la zona bien aircada deberia ser 10% de TOD, y segun la
caracterizacion a TOD constante (Figura 12) se estaria dentro de una zona no limitante para el
crecimicnto, Dado lo anterior se realizaron cultivos simulando un tc; de 20, 50, 90 y 180 s, los
cuales se realizaron por duplicado. Las condiciones de cultivo restantes (pH, medio de cultivo,

temperatura, etc) fueron las mismas que en los cultivos a TOD constante.

Los perfiles de TOD para cada biorreactor en los cultivos oscilados a 20, 50, 90 y 180 s, se
muestran en la Figura 20. Tal y como se observé en la caracterizacion con agua, el gradiente
obtenido se reduce conforme disminuye el tci. Los gradientes promedio se calcularon a partir
del gradiente puntual entre los birrcactores a lo largo de la cinética y los valores obtenidos
fucron 5.8, 9.8, 8.0 y 12.3 % TOD para los cultivos presentados en la Figura 20, A su vez el
control de TOD alcanzado en Ryewbio S€ mejora al aumentar el te; ya que la dindmica del sistema
¢s menor. Es importante resaltar que el presente trabajo es el unico hasta la fecha que reporta los
perfiles de TOD gencrados para cada uno de sus componentes en un sistema de dos
compartimentos. Esto permite establecer los intervalos de tolerancia del modelo con respecto a

la funcion objetivo evaluada.
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Figura 20 .- Perfiles. de TOD en cultivos oscilados a tc; de 20 (A), 50 (B), 90 (C)y 180 s (D).
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L.as perturbaciones en los perfiles pueden atribuirse a varias situaciones. Fue un reto mantener
los voliimenes constantes de cada biorreactor ya que en ocasiones la succion/descarga de la
bomba se desequilibraba, dando lugar a alteraciones en los volumenes. Otra complicaciéon
fueron los pulsos de antiespumante y por ultimo los ceses transitorios en la respiracion que se
describiran posteriormente. Otra diferencia con respecto a los diversos tc; ensayados, es el
tiempo de duracién de la cinética. A tc; de 20 y 50 s, el tiempo de cultivo fue de ca.ll h
mientras que para tc; de 90 y 180 s fue de 14 h, Esto cs debido a que al aumentar cl- tc;,-¢l

periodo de adaptacion (fase lag) se incremento.

Los perfiles cinéticos para cultivos oscilados a tc; de 20 y 180 s se muestran en las Figuras 21 Yy
22, Estas dos cinéticas se eligieron ya que fueron las condiciones extremas evaluadas e ilustran
el comportamiento tipico de los cultivos recirculados, ademas que se pueden apreciar
diferencias importantes en los parametros cinéticos, las cuales se discutirdan mas adelante. El
resto de los perfiles cinéticos para los cultivos oscilados se encuentran en el anexo V. En ambas 7
figuras se observan los perfiles de TOD anteriormente discutidos y el control de pH, cuyo valor
se mantuvo constantc a lo largo del cultivo hasta cl agotamiento de la glucosa, cuando

incrementa constantemente en la mayoria de los casos.

Con respecto al crecimiento, se observa que para un tc; de 20 s, se alcanza una concentracion
celular maxima de 3.5 g/L (Figura 21-B) en cambio para el cultivo de 180 s solo se alcanzé 2.1
g/L (Figura 22-B). Las velocidades de crecimiento para cada uno de los cultivos fueron 0.35 y
0.27 ' respectivamente. Es importante sefialar que en el cultivo a tc; de 180 s el muestreo se
realizd en ambos biorreactores y la cuantificaciéon de biomasa, glucosa y dcidos fue la misma en
cada punto de la cinética. Por tal razon se decidié solo muestrear en uno de los reactores
(Rucrobio). En el panel C de ambas figuras se muestra la concentracion de proteina total y
recombinante, se puede notar que cn la condicién mas severa (180 s), la concentracién de
proteina recombinante se reduce un 93%, mientras que a un tc; dvq‘Z,O s solo es un 25% menor

con respecto al cultivo control (10 % TOD constante). Este comportamicnto se discutird mas a

adelante.

TESISCON 6
FALLA DE ORIGEN




Resultados y Discusion

8
A b7
s I
1 o
£
-6
Racrobio
Ranacrobio
i I 5
- 10
B 7 85
o —&— Biomasa B =
& 2 - 6 2
= T Q
g —O0— Glucosa i El
@ 4 O
" - 2
0 1 1 I 1 L 1 1 ! 0
£ C
§ 0,9 -] —®— Proteina Total =
x P
> E ——  Proteina Recomb.
s & 0.6+
e E
. 0,3
2
-3
0 -8
<]
171
=
3
e
S%
174
8
=
Q
<
13

Tiempo (h)

........ Do Succinico —®—— Ladctico

ceer Qe

Férmico

—&—  Acético
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La produccion de dcidos orgdnicos para cada cultivo se muestra en el paliel D de las Figuras 21
y 22. El écido dcetico es el principal metabolito en ambos cultivos; y su perfil resulté estar
asociado al crecimiento. En el cultivo a tc; de 20 s se alcanza una concentracion maxima de este
subproducto de ca, 3.5 g/L. (Figura 21-D), en cambio ¢l maximo para el cultivo a tc; de 180 s
fue de ca. 4 g/l (Figura 22-D). En los cultivos control a 10% TOD, la concentracién
volumélrica maxima obtenida de dcido acético fue de ca. 2.7 g/L.. A 10 % de TOD se considera
que el oxigeno no cs limitante para el crecimiento y que el dcido acético producido se debid al

“sobreflujo metabolico”.

Por lo tanto, el dcido acético formado por arriba de 2.7 g/L en los cultivos oscilados se debe al
transito de las células por el compartimento anaerobio, lo que da lugar al desvio metabdlico
hacia la fermentacion dcido-mixta. Para cl caso de los dcidos ldctico y férmico, se alcanzaron
valores de ca. | g/L para el cultivo de 180 s mientras que para el de tc; de 20 s la concentracion

solo alcanzo6 ca. 0.5 g/L. Los cultivos restantes se muestran en el anexo V.

En la Figura 23 se resumen los resultados del efecto del tc; sobre la velocidad de crecimiento
(1) y el rendimiento celular (Yys). Como se observa, conforme aumenta ¢l tc; -la velocidad
especifica de crecimiento disminuye hasta en un 30 % en la condicién mas critica (180 s) con
respecto a los cultivos control. Amanullah er al. (1992) encontraron una tendencia similar con
Bacillus subtilis, sin embargo en el intervalo de tc; estudiado por ellbs, de 0a30s,lap
disminuy® drasticamente en un ca. 40 %, mientras que en su condicién més critica (tci de 300 s)
se reduce hasta un 55 %. Tales resultados los obtuvieron utilizando la relacidon de
V aerobio/ V anacrobio d€ 0.43. Al cambiar la relacién de Vacrobio/ Vanacrobio @ 0.25 el efecto se
incrementa hasta un 70%. Un resultado que contrasta con lo anterior ¢s el obtenido por De Leon
(1996) en un cultivo de un compartimento con periodo de 400 s, eje de 7 % TOD y amplitud de
ca. 7 % TOD. Noétese que el valor de 7 % TOD, es muy similar al gradiente promedio utilizado
en este trabajo. De Ledn (1996) encontrd que el comportamiento de sus cultivos oscilados fue
muy similar al cultivo control (constante) cuando el eje de oscilacién era el valor del cultivo
constante, es decir no existio efecto alguno ya que la velocidad: de crecimiento de la E. coli

recombinante empleada y su rendimiento celular fueron muy similares.
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El rendimiento celular se muestra e¢n la Figura 23-B este p'\rzimetro moétré Una ‘fucrtc
dependencia“con respecto al tei. A'te; de 20s existeuna reduccmn de casn 20%; mientras-que
para tc; de 90 s, que fue la condicion de mayor xmpacto se aproxnmo h'lSl'l un 70 % dc

reduccion con respecto a los cultivos control.-Para el tc; de 180 s la tendencia no mostré camblo

comparado con el tc; de 90 s,

Si bien el efecto obscrv'xdo del e sobre Ia u no fue tan. gravc ain_en la cond|c1on mas critica __

evaluada (180 s), el efecto sobre cl :
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Figura 23 .- Efecto del tc; sobre la velocidad especifica de crecimiento (u) y rendimiento
celular ( Yws). Las barras indican el rango de dos experimentos independientes, puntos sin barra
significa que ¢l simbolo es mas grande que la barra.
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El efecto del te; sobre la concentracion celular maxima se muestra en la Figura 24. En ¢l cultivo
control a 10 % TOD (t¢; de 0 s) se produjeron ca. 3.7 g/L, a tc}'de‘ 20 s la concentracién solo se
redujo un 5 %, sin embargo conforme sc aumenta el tiempo_de girgg:l,a;c‘i’cv')nj,hasta 90 s, la pérdida
en la concentracion celular presenta una caida constante disminujehdo hasta ca. 40 %. Si bien
hasta tc; de 90 s se observo un efecto importante sobre la concentracion, para el cultivo a tc; de
180 s siendo la condicion con mayor tiempo en una condicidn limitante evaluada, la biomasa

maxima producida fue muy similar a la obtenida en tc; de 90:s. .
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Figura 24 .- Efecto del tc; sobre la concentraciéon celular maxima. Las barras indican el rango de dos
experimentos independientes, puntos sin barra significa que el simbolo es mas grande que la barra,

En la Figura 25-A se muestra el consumo especifico de glucosa (qs) en los cultivo oscilados.
Tal y como se obscrva, este pardmetro mostré un aumento constante desde 0 s de tc; hasta 50 s.
A te; de 90 s existié un aumento importante en el qs, donde alcanzé un maximo de ca. 2.66 g
glucosa/ & cétuta Ny sin embargo en te; de 180 s, este parametro disminuyé hasta 1.86 g glucosa/& cétula h.
El valor maximo obtenido de 2.66 g giucosa/ cétula h s¢ encuentra entre el rango para q; de 2.7
~4.4 g uucoss/8 centa h reportado por Xu et al. (1999) y Chen er al. (1997) en condiciones
limitantes de oxigeno en un reactor tipo flujo-pistén. Dicho valor rompe la tendencia légica en

¢l comportamiento del g, ya que se obtuvoe un valor mayor de ¢s a tc; de 90 s que a tc; de 180 s,
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siendo este ultimo, la condicién mas severa a la que se estarian expuestas las células y por ende
se esperaria un mayor costo energético reflejado en el valor del g5, ademas de que como se
observo en:la Figura 24, la concentracion celular méxima fue muy similar a tc; de 90y 180 s.
Dado lo anterior, el valor del’ Qs atc; de 180 s sc hubiera esperado mayor 6 por lo menos un

valor igual a los datos de tc; inmediatamente menores (tc; 90 s).

Consumo especifico de glucosa
(& gluc/8 cerh)

Velocidad esp. de produccion de acidos
(8 4cido’8 cerh)

T T T
1007120 :140°

te; (s):

"""" B Sucecinico —&——  Ldctico -=--@---  Férmico  —e— Acélico

Figura 25 .- Efccto del tc; sobre el consumo especifico de glucosa (A) y la velocidad especifica
de produccion de dcidos orgdnicos (B). Las barras indican el rango de dos experimentos
independientes, puntos sin barra significa que el simbolo es mas grande que la barra.

Otro caracteristica interesante cn el comportamiento descrito para qs, es que segn los datos
mostrados c¢n la Figura 14-A, ¢n los cultivos mantenidos a una TOD constante de 0.2 %, la qs
maxima obtenida fue de 1.7 g gucosa/B coluta N Este valor de qs considera que el 100 % de la
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poblacion celular fue mantenida a 0.2 %, mientras que a tc; de 90 s laxpob'lacién esta cambiando

continuamente de condicién ambiental:” Por tal razén, resulta dificil explicar"cl"valbr de qs-

obtenidoateide 90s, = .- . e

La Figura 25-B muestra las velocidades espcciﬁéas de produccion 'de_ écidds _otg’z'inicos.j Las
velocidades calculadas para el succinico, férmico y: lactico hasia tc; de 50 s,’son. muy bajas
(menores a 0.1 g icido/8 cou h), NO obstante existe un incremento notable a tc;.de 90 s para el
succinico y el formico alrededor de 0.4 g sciao/8 caiuia h, posteriormente a tc; de 180s la velocidad
de estos dos dcidos fue practicamente constante. Para el caso del ldctico el incremento a tc; de
90 s fue mas importante, alcanzando una velocidad de produccion de 0.97 g jactico/B céiuia 1 casi 8
veces mas que a te; de 50 s, sin embargo a tc;de 180 s la velocidad cayd drasticamente a 0.27 g
licico’8 celta N La velocidad especifica de produccion de dcido acético presentd una tendencia
muy similar a la observada al qs, nétese una pendiente de aumento constante conforme se
aumentaba el tci, alcanzado un maximo de ca.l g scetico/g cétuta It @ tci de 90 s, Una caida similar al

qs a tci de 180 s fue observado para el acético.

Una posible hipdtesis para explicar la formacion del dcido lactico se mencidné en la discusion
para los cultivos constantes, en la cual se sefialé que dicho metabolito puede l‘legar a ser un
producto terminal alternativo importante en mutantes que son severamente alteradas en la
respiracion acrobia (Becker et al., 1999). Tal fue el caso de la mutante en (vbid) al crecer
aerdbicamente, produjo grandes cantidades de lactato a partir de glucosa, mientras que acetato y
CO: fueron productos minoritarios. Ademas de que una forma de regenerar el poder reductor en
condiciones limitantes de oxigeno, recae en la enzima LDH- lactato deshidrogenasa dependiente

de NAD-+, lo que supone un gasto energético extra, reflejado como un aumento en el qs.

Un andlisis acoplado entre la velocidad especifica de consumo de glucosa y las velocidades
especificas de produccién de dcidos orgdnicos podria explicar el valor caleulado paré,’el ds ate
de 90 s. Si observamos la Figura 25-A el valor de 2.66 g glucosa/8 il podria justificarse por el
incremento en la velocidad de produccion de los dcidos, especialmente por el stibito aumento en

la velocidad de produccion del dcido lictico (Figura 25-B).
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Otra hipdtesis que surge para poder explicar el incremento en-el qs, esta basada en la
caracterizacion realizada por Xu er al. (1999) en la cual evaluaronla respuesta dinamica de las
células sometidas a limitaciones de TOD, encontraron que ca. 54 s son necesarios para que la_
célula responda ante la condicidn de TOD impuesta, asi mismo en 27 s la cantidad de mRNA de
p/l se incrementa de 2 a 3 veces (Schweder er al., 1999). Entiéndase como respuesta, el tiempo
en el que es posible detectar el metabolito(s), en este caso el formico. Es decir, es el tiempo en
¢l que_la célula lleva a cabo todo el proceso de reconocimiento de las condiciones ambientales y.
“sintetiza” la enzima piruvato formato-liasa o la activa ya que dicha enzima aun en condiciones
aerobias se encuentra en niveles basales de forma inactiva, (Neidhardt et al., 1996). Este
proceso de “sintesis-activacion” podria incluir el mecanismo de un plegamiento adecuado asi-
como la modificacién postraduccional requerida de la enzima para ser activa (Knappe et al.,

1984).

Comparando el tiempo caracteristico de respuesta (54 s) con el valor de los tc; evaluados, se
observa que precisamente el (c; de 90 s (equivalente a que la poblacion celular en promedio
permanece 45 s en ¢l compartimento mal aircado) es muy similar al tiempo caracteristico de
respuesta de las células. Por lo que, si consideramos una fraccion de la poblacion celular que
entra al Ranaerobio, 45 § son suficientes para comenzar el proceso de sintesis de la enzima, sin
embargo dicho proceso puede verse truncado debido a que esa fraccidn de células regresa al
Racrobio €n un tiempo menor al que puede completarse el procesamiento. Dado lo anterior dichas

perturbaciones continuas pudieron contribuir a un gasto energético extra.

Uno dc los principales resultados del estudio, fue dar respuesta a la interrogante planteada en la
hipdtesis al inicio del proyecto. Las condiciones fluctuantes de TOD encontradas en biorrectores
a gran escala y simuladas en un sistema de dos compartimentos gafectarin la productividad de

Trp-LE-proinsulina cn E. coli recombinante?

La Figura 26 mucstra el efecto que tiene el tc; sobre la concentracién de proteina (A) y cl
rendimiento (Yewc) (B). Como puede observarse, tanto la concentraciéon como rendimiento de
proteina recombinanie se vicron fuertemente afectados a medida que se aument6 el tc;. Al

menor tc; evaluado (20 s), el rendimiento disminuyé un 20 % con respecto al control, mientras
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que al mayor t; (180 s) la disminucion lleg6 a ser del 90 %. La proteina mqstré un- perfil muy

similar,

0.4

Proteina Recombinante
(mg/mi)

Rendimiento de Proteina Recombinante
(8 prot rccomb/ g cclula)

0 T T T T T T — T T o7 ‘
0 20 40 60 80 100 120 ..140 ,16()_. 180 :200 -

te; (s)

Figura 26 .- Efecto del tc; sobre la concentracion y rendimiento de proteina recombinante. Las
barras indican el rango de dos experimentos independicntes, puntos sin barra sngnlf'ca que el
simbolo es mas grande que la barra.

El comportamiento descrito es similar a lo obtenido por Oosterhuis y Kossen, (1985) -ya que en
su caso el producto de interés (ac. glucénico) se reduce al aumentar el tc.. Sm embargo no
existen en la. literatura reportes en el que utilicen E.coli recombmante y cuya protema sea
expresada como cuerpo de inclusion en una configuracion de dos tanques agitados. Es
importante senalar que la discusion realizada sobre el efecto de laVkTOD"éonstante sobre la
concentracién y rendimiento de proteina recombinante (Figura 15) también puede aplicarse

para este caso pero tomando en consideracion que el efecto es debido al tc;.
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Tal y como se mostr6 el “efecto negativo™ del tc; fue mucho mas pronunciado sobre cl
rendimiento “de proteina recombinante que para la’ velocidad especifica de crecimicnto-y ¢l

rendimientocelular. .

Siguiendo los principios del ‘escalamiento descendente, la. comparacién: de - tiempos
caracteristicos podrian ser un indicador del dominio de ciertos proé‘esos médio-ambicntales.
sobre- subprocesos biologicos. Para el caso de.la elongacion de un péptido, la velocidad de
traduccién cstimada es entre 13 -16 aminoacidos /s (Koplove -y Cooney, 1979). Si
consideramos la velocidad de traduccion promedio, asi como el nimero de aminodcidos de
nuestra proteina recombinante (260 a.a), se requieren de ca. 18 s para completar la formacién
por lo que el menor t¢; (20 s) simulado estaria en el mismo orden de magnitud y por lo tanto
podria interferir en dicho proceso. Para el caso especifico de una proteina recombinante
expresada en E.coli el andlisis de transcripcién mostré que el mRNA de B-galactosidasa fue

formado en un tiempo < 300 s siendo una proteina de 1024 aminoacidos (Sandén et al., 2002).

Resulta dificil establecer y ascgurar que a partir de una comparacion de este tipo, un mecanismo
en particular fue el limitante, y por ¢l cual, la expresion de la proteina recombinante se vio
reducida. Finalmente se llega a suponer, dado el andlisis que se hizo en secciones anteriores,
que csta fuerte dependencia del rendimiento de proteina recombinante es el resultado de una
estricta regulacién metabdlica ante fluctuaciones de oxigeno disuelto. Es decir conforme
aumenta el tiempo de circulacidn existe un tiempo de residencia mayor de la poblacién celular
en condiciones limitantes, lo que conduce a sugerir una utilizacion preferencial de mecanismos
de produccion energética para funciones esenciales sobre procesos secundarios como la

produccidn de una proteina heterdloga.

Control de oxigeno disuclto.

A continuacién se describird un comportamiento especial de la cepa utilizada encontrado al
inicio del estudio con respecto al control del-oxigeno disuelto -la- cual ‘trajo consigo una

modificacion en la estrategia de control de la TOD. Esta estrategia fue necesaria ya que, tal y
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como sc describié en ¢l capltu]o 2l prmclplo del sistema de dos compartlmcntos, el cualf

cslablece que es necesario tener condlclones controladas o constantes .¢n cada uno de los

biorreactores, ademas de que fue necesaria_ um caractcn/acnon cinética de la cepa con respecto o
a la TOD constante. ‘ ’

La caracterizacién inicial consisti6 cn rcalwar cultivos controlados a.20 % TOD Un perﬁl
llplCO obtenido con la estrategia inicial dc control (ver Materxales y Métodos) se: muestra enla

TOD %

Flujo de Gases %

Tiempo (h)

Figura 27.- Perfil tipico obtenido al intentar mantener el cultivo a 20% TOD constante con la
estrategia inicial del control. Tensién de oxigeno disuelto (A) y porcentaje de flujo
de gases establecidos automaticamente por el algoritmo de control a través de
controladores de flujo masico.

En etapas tempranas de la fase exponencial del cultivo (ca.2.5 h), se observé un aumento en la
TOD, resultado de un cese transitorio en ¢l consumo de oxigeno (Figura 27-A). Esta
perturbacion provocaba que el sistema ejecutara accidn de control, cerrando la vdlvula de
oxigeno tal y como se muestra cn la Figura 27-B. A partir de este momento, se perdia el buen

control que se habia mantenido hasta entonces. La demanda de un organismo por oxigeno (go2)
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depende fundamentalmente de la fisiologia de la célyla'a»sri‘com‘o;t,am;bién de las condiciones
medio ambientales. Los modelos de creciniiento michbi"iﬁdeUﬁbhé’ﬁ"L‘iri‘:'cbhsﬁ’héi"é'spc'ciﬁco”de :
sustrato constante en fase exponencial (Dor'm, 1999), situacién’ que no.se. cumplia para.el caso_..
de nuestro modelo. : = S

Para determinar si la pérdida de control de TOD podia ser debido al propio algoritmo de control
se realizaron cultivos sin control de TOD (burbujeado con aire) (Figura 28). En estos cultivos
sc obscrva que la pendiente en el consumo de oxigeno en fase exponexwial,: presenta -
perturbaciones transitorias reflejadas en la TOD tanto con la cepa recombinante (Figura 28-A)
como con la no transformada (Figura 28-B). Tales perturbaciones equivalen a las observadas en
los cultivos controlados. Ndtese que después del cese transitorio, el consumo nuevamente

recobré la tendencia inicial de una pendiente relativamente constante (Figura 28-A).

100
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Figura 28.- Perfiles de TOD sin control de TOD y burbuJeado ¢on aire para la cepa
recombinante (A) y silvestre (B).

A partir de tales resultados se descartaron posibles causas que. podrian: dar. lugar a la
perturbacidn de la TOD como lo eran la manipulacién ¢ afinacién inadecuadas de las constantes

del algoritmo PID de control (Stephanopoulos, 1984), agotamiento de glucosa (Lin et. al.,
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2000), inicio de la expresion de la proteina recombinante (Ryan y Paru]ekar 1990) y/o adwlon

de '1nl|cspum'1nle al medio (Morao et. al., 1999).

Una hipétesis alternativa que se planted para cxplicar tal: comportamiento fue que el
agotamiento de algun nutrimento presente en el extracto de levadura (aminoacido, cofactor,
vitamina, etc) era la causa del comportamiento descrito. Para corroborar esta hipétesis se realizo
un cultivo en el cual se enriquecio el medio de cultivo con 50 % mas de extracto,de;‘levadura, .

aunque la perturbacion se presentd nuevamente en ctapa exponencial esta se retrazo ca. 3 h,

En la Figura 29 se muestra el efecto del medio de cultivo sobre la densidad dptica (DO) ala
que ocurre la perturbacion en la TOD. En la figura se muestran resultados de las cepas
evaluadas, dos de las cuales eran recombinantes y genotipicamente distintas, asi como la cepa
silvestre (wf). Las tres cepas presentaron la perturbacién al mismo tiempo a (ca. 4 de DO) al
usar la composicidn original del medio. Sin embargo con el medio enriquecido el momento de
la perturbacion se desplaza hasta ca. 6.5 de DO. Los resultados de los experimentos anteriores
confirmaron que por una parte los ceses transitorios en el consumo de O: no eran exclusivos de
la cepa recombinante, ya que la cepa silvestre (sw/) también los presentd. Ademds sostenian la
hipétesis planteada debido a que existia un componente en el medio que se agotaba,

manifestindose como la perturbacion de la TOD observada.

Para contender con tal situacion, se planted otra estrategia de control de la TOD, la cual
consistio en manipular el “tiempo de control” (tc) del sistema, un parametro de importancia
relevante para el algoritmo de control y que esta definido como el tiempo en que el sistema
compara, decide y actua, enviando la seiial de cierre o apertura a los controladores de flujo
mdsico para compensar el valor deseado de TOD. En el nuevo algoritmo este parametro (tc) se
modifica segundos despuds de observar en pantalla la primera perturbacion de la TOD (Figura
30-A) asignindole un valor tal que la accion de control se suspende y las aperturas de los
controladores s¢ mantiencn constantes en su Gltimo valor (Figura 30-B) hasta que el consumo
se reestablece reflejado esto como una caida pronunciada en la TOD. En ese momento

nuevamenle sc reestablece el tc al valor original. Por medio de esta estrategia de control semi-
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automitico se obtuvo un mejor control de la TOD tal y como el que se observa en‘la Figura 30-
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Tipo de Medio de Cultivo

Figura 29.- Efecto del medio de cultivo sobre la DO a la que ocurre la perturbacién en la TOD
en cultivos a 20% TOD constante usando diferentes cepas.
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Figura 30.- Control a 20 % TOD constante manipulando el tiempo de control (tc) al momento
de la perturbacion, indicado en el recuadro. Tension de oxigeno disuelto (A) y
porcentaje de flujo de gases establecidos automdticamente por el algoritmo de
control a través de controladores de flujo masico
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Capitulo 6 Conclusiones

Debido al- mtcres tecnolégico. del_modelo de estudio. utlllzado, los. resultados Vdelr preseme_ B
trabajo enriquecen la vasta informacién generada hasta el momento sobre la ﬁsnologla de
Escherichia coli, particularmente sobre el efecto-de condncnones camblantes de oxigeno

disuelto en la produccién de una proteina recombinante.

El sistema desarrollado dentro del contexto de la metodologia del escalamiento dcscehdénte
representa una herramienta versatil para evaluar el comportamiento dinz’:micd de diversos
modelos biolégicos ante fluctuaciones de oxigeno disuelto que simulan los gradiémes
potencialmente encontrados en biorreactores a gran escala. Es importante resaltar que el
presente trabajo es el Gnico hasta la fecha que reporta los perfiles de TOD generados p';ira cada
uno de sus componentes en un sistema de dos compartimentos. Esto permite establecer los

rangos de tolerancia del modelo con respecto a la funcion objetivo evaluada.

La caracterizacion realizada para los cultivos a TOD constante permitié conocer el
comportamiento cinético de la cepa ademas que dichos cultivos fueron la base comparativa
para los cultivos oscilados. La velocidad espec1t‘ca de crecimiento se ajusto a un modelo tipo
Monod (it méx de 0.39 h'' y Koz de ca. 1-%), el rekndlmlento celular maximo obtenido fue de
0.4 B coluls/8 glucosa- LOS valores de rendimiento también ‘se ajustaron a una curva de tipo

hiperbodlico con respecto a la TOD.,

Para la regién de TOD. menor a. 5 % el comportamlento del consumo especnﬁco de glucosa (gs)

fue inverso al obtenido con l'\ velomdad esp de creCImlento (u) y: el rendlmlento celular (Yys)

Es dccir mlcntras disminuia la TOD el qs aumento mlentras que u ¥ Yx/s ( ‘lsmmuyeron. El qs

maximo alcanzado fue de'ca. 1.6'g I;hmm/g célild h- a 0 2 % de TOD constant

La reduccion en la expresion de la proteina recombinante en los cultivos a TOD constante pudo
haber sido debido a 2 factores, a un efecto directo sobre la concentracion celular y/o sobre la

expresion por célula. Ciertamente sea un efecto u otro, el desempefio del bioproceso en especial
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¢l rendimiento de la proteina recombinante se hace dependiente a valores de TOD menores a 10

posnble diferenciar el origen de su produccién. En el intervalo entre 5 1y ‘20 % TOD su o
generacion fue debida principalmente al sobreflujo metabdlico, mxentras que a valores menores

a 5% TOD es producto de la combinacién entre el sobreﬂmo met'lbohco y fermentacnon acxdo- ’

mixta,

En los cultivos oscilados, el gradiente obtenido entre los biorreactores aerobio y ananerobio
mostré una fuerte dependencia con la dinamica del sistema. El gradiente méximo obtenido fue
ca. 12 % de TOD para el cultivo a tc; de 180 s, mientras que para la condiciéon mas dindmica

(20 s) esta se redujo a ca. 6 % de TOD %.

El tc; afectd la velocidad especifica de crecimiento aunque de forma relativamente menor ya
que aan en la condicién mas critica (180 s) solo se redujo un 25 %, en cambio el rendimiento
celular se vic’) fuertemente afectado disminuyendo un 70 %. El rendimiento de proteina

rccombmante mostro una fuerte dependencia con respecto al tc;, dlsmmuycndo hasta un 90 %

en tc; de 180 s.

A te; de 90 s el valor maximo para el consumo especifico de glucosa (qs) puede justificarse
especialmente por la alta velocidad especifica de produccion de lactico, lo que sugiere una alta
actividad de la enzima LDH lactato-deshidrogenasa en dicha condicién. Lo anterior indica que
a tc; de 90 s existié una alta demanda en la reoxidacién del NADH. Si bien a tc; de 50 s existi6
un ligero aumento en la velocidad de produccion de los dcidos férmico y succinico con
respecto a te; menores, es hasta tc; de 90 s donde se hace mas evidente un desvid del

metabolismo hacia la fermentacidn acido mixta. El perfil en la produccion de dcido acético de
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igual forma podria sugerir que hasta tc; de SO s su formacion es debido principalmente

sobreflujo metabdlico. o S e e T

Al intentar simular tc; tan cortos como 7 s, la dnnamlca del snstema, supero ]os uempos de 'los
mecanismos de transferencia de masay respuesta, dando lugar a que . el snstema se; equnllbrara

igualandose las concentraciones de TOD en ambos biorreactores a lo largo_de toda la cinética.

La comparacién de los parametros cinéticos y estequiométricos entre cultivos control .y .
recirculados demostraron que las células fueron capaces de adaptarse a los altos esfuerzos de

corte generados en el cabezal de la bomba peristaltica al simular un te; de 5s.

La manipulacién del tiempo de control (tc) resultd ser una estrategia exitosa, para contender

con las los ceses transitorios en el consumo de oxigeno de la bacteria, ya que mejoré el perfil

constante de la TOD.

El andlisis comparativo de tiempos caracteristicos puede sugerir que la similitud de magnitudes
de ciertos subprocesos bioldgicos con los subprocesos medio-ambientales podrian limitar el
proceso de expresion de proteina recombinante. Sin embargo no es posible puntualizar o
atribuir ¢l efecto a un solo mecanismo. Una hipétesis que se propone para poder entender y
explicar el comportamiento de la bacteria cn condiciones dindmicas es que, ante condiciones
constantes de TOD la maquinaria celular sufre ajustes coordinados entre las rutas alternativas
que posee, las cuales le permiten producir los metabolitos para generar la energia necesaria en
las condiciones a la cual se somete a la bacteria. En otras palabras, en la condicidn constante de
TOD se establece un “estado metabélico estacionario” predeterminado, mientras que en
condiciones fluctuantes 6 dindmicas como las evaluadas en este trabajo dicho “estado” se
convierte en cambios o alteraciones continuas en la que la célula trata de reéjustarvsu

maquinaria, lo que desbalancea el proceso.

Dado el efecto potencial de los gradientes de la TOD sobre la disminucién en produccién de la

proteina recombinante en esta cepa en particular, es necesario establecer estrategias mas
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racionales para futuras operaciones de escalamiento ascendente y evitar a maximo la

generacion de gradientes de TOD para que la reproducibilidad cn ambas escalas sea similar.
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Capitulo 7" - Perspectivas

Las perspectivas del presente estudio’pueden ser"divididasen dos enfoques distintos, uno de™"
cllos tienc que ver con la mejora en el diseiio del sistema de dos compartimentos, mientras que
¢l otro cstaria basado en tratar de entender con mayor profundidad la respuesta fisioldgica y

metabdlica de la bacteria ante condiciones fluctuantes.

Uno- de los puntos que fue determinante en el sistema fue la rapidez para desorber el oxigeno
en el Rypaerobio,. En este trabajo se probd burbujear helio en lugar de nitr(’)gend en Ranacrobio, YA
que este gas presenta una mayor solubilidad que el nitrégeno, sin embargo no hubo mejoria en
la rapidez de la desorcion. Para mejorar el disefio del sistema resultaria provechoso buscar
alternativas con las cuales se pudicra aumentar la dinamica del sistema y poder simular
tiempos de circulacion (tc;) tan cortos como 5 s y en os que se mantuviera un gradiente de al
menos 10 % de TOD. Como sabemos la concentracion del oxigeno en el medio y en general de
un gas es funcion de la presion total del biorreactor y parcial del gas, asi como de la
temperatura. E] principio del sistema de control utilizado fue modificar la presion parcial del
oxigeno, suministrando una mezcla de O,/N; para mantener constante la TOD. Una estrategia
que podria ensayarse para lograr aumentar la dindmica, seria el aumentar la presién total del
biorreactor que simula la regién bien mezclada con lo cual se aumentaria la solubilidad del
oxigeno y por otro lado reducir la presion total del biorreactor anéerobio con lo cual se
disminuiria la solubilidad en este compartimento, de forma tal que esta presidén en el
biorreactor anaerobio de lugar a una concentracién de saturacion en el iiqdido.(C*) menor a la
que proviene el liquido del compartimento bien aireado y por medio de este cambio habria una
climinacién instantdnea de al menos una fraccién del oxigeno proveniente del biorreactor .
acrobio. El resto del Oz que entra al reactor anacrobio-y que no es climinado por el cambio de

presion, se desorberia por la corriente de gas inerte burbujeado. -

Es necesario mencionar que la alternativa anterior lleva implicito ciertos riesgos como el que

representa presurizar recipientes de vidrio por lo que-debe de tomarse las medidas necesarias

para llevar cabo dicha propuesta.
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Tal y como se describid en la seccién de resultados, no fue posible puntualizar la causa que di6
lugar a la reduccién en la expresién de proteina recombinante tanto_a TOD. constante como
oscilante. Para discriminar entre una falta en la acumulacién de biomasa y por ende una falta
en el agotamiento de triptofano (represor de la induccion) y un efecto directo de la TOD sobre
la maquinaria biosintética de la proteina heterdloga, se propone realizar cultivos constantes a
20 y 0.2 % de TOD, en los cuales se cuantifique la concentracion de triptofano usando el
medio de cultivo utilizado en este estudio o en medio minimo suplementado con una
concentracion conocida de triptofano. y asi poder observar si existe algin umbral en la
represion de la expresion de la proteina recombinante.

Otra alternativa seria el uso de un vector que no dependa de la concentracién de biomasa ni de
la triptofano por ejemplo una induccién con un agente quimico, temperaturé e indluso un
promotor constitutivo. Mediciones adicionales como cuantificaciéon delht’xrﬁefd de ‘cqbyikas‘dé
plasmido pueden realizarse para observar la relacion entre la concentracién de pfbtéiha y el

nuimero de copias.

Para un mejor andlisis metabdlico Ia cuantificacién en linea de los gases a la salida del sistema
puede proporcionar informacién importante para fines practicos de balances de carbono, asi
como también el uso de medios simples y definidos. Al cuantificar el oxigeno y el biéxido de
carbono se puede calcular el coeficiente respiratorio o RQ, con este coeficiente es posible
inferir cambios en la cadena respiratoria inducidos por las fluctuaciones de oxigeno disuelto.
Para analizar los gases normalmente se realiza acoplando un analizador paramagnético para el
caso de oxigeno y un analizador infrarrojo para el bidxido de carbono e incluso un

espectrometro de masas.

Dado el comportamiento peculiar de la bacteria con respecto- a los ceses. transitorios en el
consumo de oxigeno, resultaria interesante investigar cual es el componente clave que esta

dando lugar a dicho comportamiento.
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Scria interesante evaluar en el sistema desarrollado, el comportamiento de cepas de E. coli que
han sido modificadas por ingenieria’de’vias metabdlicas, especificamente -aquellas’'que tienen
bloqueado el transporte de glucosa (por ejemplo cepas PTS’ glk+) ya que se ha stgrypgp una’

disminucion en la acumulacidn de acético en el medio.

Finalmente la incorporacion de técnicas como ¢l uso de microarreglos de ADN y métodos
propios de la proteémica, podrian generar informacién-valiosa sobre el comportamiento de
Escherichia coli en condiciones fluctuantes de oxigeno disuelto, datos que hasta el momento
no existen en la literatura y que ayudarian entender lo que sucede en los biorreactores a gran
escala desde un punto de vista de la fisiologia de la bacteria. Mediante estas técnicas se
podrian conocer por ejemplo, los tiempos en que la bacteria responde ante una fluctuacion a
nivel de mensajero asi como también la concentracién de una proteina especifica siendo de
especial interés el perfil a lo largo de la cinética de la enzimas piruvato formato-liasa y lactato

deshidrogenasa, las cuales son claves en la ruta fermentativa.
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Anexos

Anexo I. Curvas estandar de proteina total y dcidos orgdnicos.

]
0.75 4
g
N
2 0.5
B8
<
0.25
O O IgG
0 T T T T — T T T T -
0 4. 8 12167 7 20 24 28 32 36

Concentracion de Proteina’ (ug/ml)

y=o.0638x+'o.01?1'9 2= 0997 s"

y=00241 X + 0.1164 ,r2 09906 klg’:(_;

Conc.'de"Per” Total; 2 64 Conc de Prot Total BSA (..g/m.) -4.33

Figura 1-1.- Curva esta dar de albumma bovma (BSA) y gama globulma (IgG) para:
cu'mllf'c'lcnon de protelm total. : o ;
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Anexos

Succinico
Formico
Acético

8E+06

y T y —T
4 6 -8 100 12 14 16 18 20 2224 2628 30~

Tiempo (mih)

GE+06

4E+06

Area, mV

2E+06

0E-+00

Concgntraqién L)

Acidos Organicos

O

A

og

Acético y = 2011592.770x + 40981.094 r2 = 0.999
Férmico . Y= 1191166.060x + 22754.288 12 =0.999
Lictico .~ y=2930304.781x + 82721428 12 =0.999

 Succinico. .y =3129911.026x + 4674.005 1> = 1.000

Figura I-2. Cromatograra de estandares (A) y curva esténdar (B) de 4cidos organicos
cuantificados en detector de indice de refraccion (IR).
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Area, Abs (210 nm)

Anexos

0.4
0.3
024

0.1

Abs (210 nm)

-0.1.4

Acético

Succinico
Férmico

LI L = T

-0.2 T T T T

187 20 2224 26" 2830

Tiempo (h)

S8E+06

GE+06

4E+06

2E+06

0E+00 -

Acidos Organicos

L4 Acético
o Formico
a Lactico
L4 Succinico

Conccngracién (g/L): k

y = 2871719.222x + 52671.640 12 = 0.999
y= 3766493.808x + 89803467 12 = 0.999
y = 3774490.440x + 119414.405 12 =0.999
y =2917930.816x + 60668.297 r? =0.999

Figura I-3. Cromatograma de estandares (A) y curva estandar (B) de dcidos orgénicos
cuantificados en detector de arrcglo de diodos (PDA).
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Anexo I1.

Anexos

Tabla II-1.- Secuencias de proteinas Anhidrasa carbénica Bovina y Trp-LE proisulina

Anhidrasa

Trp-Le

Aminodcidos Carbonica 256 aa . . 260 aa
s proinsulina
Bovina
PM: 28490 Dalton PM: 28115Dalton
noon(%) M PM(%) n. n%) BV PM(%)
A ala alanine 17 6.6 1207 4.2 32 12.3 2273 8.1
C cys cysteine - - - 9 3.5 927 .- 3.8
D asp aspartic acid 16 6.2 1840 - 6.5 11 4.2 1285 4.5
E glu glutamic acid 10 3.9 12900 " 4.5 - : S7:3
F phe phenylalanine 1 4.3 1817 . 5.7 2,
G gly glycine 20 7.8 1140 .00 45
H his histidine 11 4.3 1507 - . 5.3
I ile isoleucine 5 2., 565
K lys lysine 18 e 2505" T
L leu leucine 26 10.2° 2940  10.3° "
M met methionine 3 .2 393 1.4
N asn asparagine 13 5.1 1482 ;5.":2",
P pro proline 19 7.4 1844 . 6.5
Qgin glutamine 12 4.7 1536 - 5.4
R arg arginine 9 3.5 1404"‘ . 4597
S ser serine 16 - 6.2 1392 1 4.9
T thr  threonine 14 5.6 14147 "5
V val valine 20 7.8 1981 7
W trp tryptophan 7 _2.'7 ' »"1":‘370”2" 4.6
X ---  unknown - o :
Y tyr tyrosine 8 3.1 1304 4.6
Z --- STOP 1 0.4 - -

T (O
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Anexo II1. Cultivosa TOD constante,
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"""" &+ Sueccinico ——&——--Lactico 2722022 Férmico —®— Acético

Figura I11-1 .- Perfil cinético de cultivo a 0.2 % TOD constante. (Duplicado)
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Preteina Total y Recomb.

Acidos Organicos

Anexos

10 /
8— : H
H 7,5
o 7 L jas)
E 4 A (=9
rop »
27 oy Am -
.- s v apapansy _n
0 1 1 ] 1 L 1 1 |
B
1,5 7,5
2 .
« Biomasa B
g 4
.S Glucosa
@ 0,5 - 2,5
0 1 1 —
037 —a— Proteina Total ¢
:E‘ 0,24 —®— Proteina Recombinante
&n
E
1 1
D
2
14 - -15 16 1 fE O L 20 0 212220023
"""" B Sl'lCCI'niCO‘ —ﬁ— Léc,tt'i'coj,:' (<as0nec: ('F’éﬁnié‘o - ——8—  Acético

Figura 1112 .- Perfil cinético de cultivo a 1 % TOD constante.
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Anexos
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Figura II1-3 .- Perfil cinético de cultivoa 1 % TOD constante (Duplicado). Los datos de acidos
organicos no son mostrados debido a problemas de contaminacién en las muestras de la~

fermentacion.
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Anexos
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Figura I11-4 .- Perfil cinético de cultivo a 5 % TOD constante.
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Anexos
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Figura II1-5.- Perfil cinético de cultivo a 5 % TOD constante. (Duplicado). Los datos de écidos
orgdnicos no son mostrados debido a problemas de contaminacidn en las muestras de la
fermentacion.
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Acidos Orgénicos
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Figura I11-6 .- Perfil cinético de cultivo a 10 % TOD constante.
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Figura I11-8 .- Perfil cinético de cultivo a 20 % TOD constante. (Duplicado)
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Anexos

Anexo 1V.- Caracterizacién del sistema doble a 500 y 900 rpm en R, yucronio
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T T T T —T" l B z
0203 04 05 06 02 03 04 05':'0"6 02 03 04 05 06 0.7
Tiempo (h) Tlempo (h) ‘ : Tlempo (h) '

Figura IV-1 .- Caracterizacién del sistema de 2 comp'lrumentos uuhzando una agltac1én 500
rpmen Rumhloy 900 rpmen Ranncmbm ‘ : : o
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Figura 1V-2 .- Caracterizacién del sistema de 2 compammenlos uuhzando una aglt'xclon 500
lprn en thl’()blﬂy 500 rp,n en Run.u.ruhm
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Anexo V.-,Cul;ivos,:zAi,TOD_cl)rscrilan:tg,
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Figura V-1 .- Perfil cinético de cultivo a un tc; de 20 s. (Duplicado)
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Figura V-2 .- Perfil cinético de cultivo a un tc; de 50 s.
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Figura V-3 .- Perfil cinético de cultivo a un tc; de 50 s. (Duplicado)
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Figura V-5.- Perfil cinético de cultivo a un tc; de 90 s. (Duplicado)
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Figura V-6.- Perfil cinético de cultivo a un'tc; de 180 s. (Duplicado)
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