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Resumen

Entre sus multiples aplicaciones, el ADN plasmidico (ADNp) es también empleado como
un vector alternativo en vacunacidén y terapia génica con una importante presencia y
progreso en estudios clinicos. Previendo una alta demanda de ADNp en el futuro, surge la
necesidad de mejorar la plataforma productiva existente. En la actualidad el ADNp se
produce en cultivos de alta densidad celular de Escherichia coli. Varias estrategias se han
dirigido para incrementar los rendimientos de ADNp entre las cuales la termo-induccion,
que consiste en incrementar la temperatura de cultivo, resulta atractiva por su efectividad y
facilidad de implementacion sin aumentar los costos de produccion. Esta estrategia ha sido
ampliamente investigada a escala de laboratorio pero sin considerar las condiciones de
trabajo de reactores de escala productiva (0.1 a 100 m®). Por esta razon, en este trabajo se
investigo el efecto de la tasa de calentamiento en un proceso de produccidon por termo-
induccion de ADNp. Primero se estudio el efecto de la temperatura de cultivo sobre el
desempefio fisiologico y productivo de E. coli DH5a. Se encontré6 que las mejores
temperaturas de crecimiento y produccion de ADNp fueron 35 y 42 °C, respectivamente.
Con este conocimiento, se definié el proceso de produccion por termo-induccién a evaluar
en un biorreactor de escala laboratorio, consistente en cultivos de alta densidad celular
operados en modo lote alimentado con incremento lineal de temperatura de 35 a 42 °C. Se
realizaron cultivos con el proceso descrito con tasas de calentamiento de 0, 0.025, 0.05,
0.10 y 0.25 °C/min, que pueden tener lugar durante el calentamiento en reactores de gran
escala. Tasas de calentamiento entre 0 y 0.10 °C/min permitieron incrementar el
rendimiento especifico y la productividad de ADNp hasta 79 y 250%, respectivamente,
siendo la mejor condicion de calentamiento 0.05 °C/min, en la que el rendimiento
especifico de ADNp fue de 9.29 + 0.59 mg/g, la productividad de 0.56 + 0.06 mg/g-h y el
contenido de plasmido superenrollado de 80 + 5%. Por otro lado, el biorreactor utilizado en
este trabajo se instrumentd con un sensor de impedancia por radiofrecuencia con el que se
realizaron mediciones de capacitancia y de conductividad en tiempo real de los cultivos. A
partir del analisis de los datos de capacitancia y de conductividad, se generaron modelos
con potencial predictivo de la concentracion de biomasa y acetato, asi como de la tasa de
crecimiento especifico. De esta manera, la capacidad dual del sensor de impedancia por
radiofrecuencia puede ser aprovechada para adaptar el control y seguimiento de un

bioproceso a los requerimientos regulatorios que surgen dia con dia.
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Abstract

Among its versatile applications, plasmid DNA (pDNA) is also used as an alternative
vaccination and gene therapy vector with a remarkable place and progress in clinical trials.
The advent of a high demand of pDNA requires improving the current manufacture
platforms. Nowadays, pDNA is produced in high cell density cultivations of Escherichia
coli. Several strategies have been targeted to increase pDNA yields. One that stands out for
its effectiveness is thermo-induction. This strategy, which consists in a cultivation
temperature up-shift, is effective, simple to implement and does not add costs to the
process. There are several reports concerning pDNA thermo-induced production at lab
scale. However, they do not take into account productive scale reactors” (0.1 to 100 m?)
process conditions. Considering this, the effect of heating rate on thermo-induced pDNA
production process was investigated in this work. First, the effect of cultivation temperature
on the physiological and productive performance of E. coli DH5a was studied. The best
temperatures for growth and pDNA production were found to be 35 and 42 °C,
respectively. Based on this knowledge, the thermo-induced pDNA production process to be
evaluated was defined. High cell-density cultivations performed in fed-batch mode with
linear temperature up-shifts from 35 to 42 °C, at heating rates of 0, 0.025, 0.05, 0.10 and
0.25 °C/min that could prevail during heating in large scale reactors, were carried out in a
lab scale biorreactor. Heating rates from 0 to 0.10 °C/min increased pDNA specific yield as
well as productivity up to 79 and 250%, respectively, where their highest values were
attained at 0.05 °C/min. At this latter heat rate, specific pDNA yield was 9.29 £+ 0.59 mg/g
and productivity was 0.56 = 0.06 mg/g h, with a pDNA supercoiled content of 80 = 5%. In
addition, the biorreactor used in this work was fitted with an impedance radiofrequency
sensor. From this sensor, real time measurements of capacitance and conductivity from all
cultivations were made. Taking advantage of the impedance radiofrequency sensor dual
capacity, accurate correlation models for biomass and acetate concentration, as well for
growth specific rate were obtained through capacitance and conductivity data analysis.
These correlation models have predictive potential that could fulfill bioprocess quality

control and monitoring needs according to the changing regulatory requirements.
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Introduccion

El reciente progreso que han mostrado las vacunas y tratamientos para terapia génica
formulados con ADNp en las evaluaciones clinicas, parece indicar que la demanda de
ADNp se incrementard en los proximos afios. Ante esta posibilidad, surge la necesidad de
desarrollar una plataforma altamente productiva y economicamente factible de ADNp para
su introduccion exitosa en el mercado. Actualmente el ADNp se produce en cultivos de alta
densidad celular de Escherichia coli. Diversas estrategias se han dirigido para incrementar
los rendimientos de ADNp que comprenden el disefio del vector, la ingenieria celular de los
hospederos de produccion y la ingenieria de proceso. Entre las estrategias de proceso, la
adicion de sustancias quimicas al medio de cultivo como el cloranfenicol, es bastante
efectiva pero tiene restricciones normativas e implicaciones econdémicas al proceso. Una
estrategia alternativa, simple, efectiva y no costosa, consiste en incrementar la temperatura
de cultivo y se conoce como termo-induccion. Su efectividad radica en el aumento de la
frecuencia de replicacion de los plasmidos tipo pUC con la elevacion de la temperatura de
cultivo. Esta estrategia ha sido bastante estudiada en reactores a escala de laboratorio. Sin
embargo, son escasos los trabajos en los que se aborda su estudio considerando las
condiciones de trabajo de los reactores de gran escala (0.1 a 100 m?), en particular la
creciente limitacion en la transferencia de calor al aumentar la escala del biorreactor (Lara
et al, 2006). Por lo tanto, los resultados obtenidos no son representativos de los reactores de
produccion dadas las diferencias en el comportamiento dinamico en los reactores y el
impacto sobre la fisiologia de las fabricas celulares, y por consecuencia de la productividad.
De acuerdo con lo anterior, en este trabajo se investigé el efecto de la tasa de calentamiento
en un proceso de produccion por termo-induccion de alta densidad celular de Escherichia
coli, de un plasmido modelo de vacuna simulando las condiciones de calentamiento de los
reactores de gran escala. Primero, se evalu¢ el efecto de la temperatura de cultivo sobre la
produccion de biomasa y ADNp en cultivos de E. coli DH5a en matraz a 30, 35, 37, 40, 42
y 45 °C, a fin de determinar las mejores temperaturas para su produccion. Después se
completd la definicion del proceso de produccion por termo-induccion de ADNp y se
evaluo el efecto de la tasa de calentamiento sobre la produccion de ADNp con indicadores

macroscopicos. Lo anterior fue llevado a cabo en cultivos de alta densidad celular de E. coli



DH5a en un biorreactor instrumentado operado en modo lote alimentado, con incremento
lineal de la temperatura de cultivo de 35 a 42 °C a tasas de calentamiento de 0, 0.025, 0.05,

0.1 y0.25 °C/min.

Adicionalmente, el biorreactor utilizado se instrumentd con un sensor de impedancia por
radiofrecuencia con el cual, se realizaron mediciones de capacitancia y de conductividad de
los cultivos en tiempo real. Los datos de dichas mediciones fueron correlacionados con la
concentracion de biomasa y acetato, respectivamente. Con el andlisis anterior, se generaron
modelos simples y parametros que estiman la concentraciéon de biomasa y de acetato a
partir de las mediciones de capacitancia y conductividad, respectivamente. Dado que el
desempeiio fisioldgico del cultivo estd estrechamente vinculado con la productividad y es
sensible a las condiciones de proceso, se determinaron ademas, la tasa de crecimiento
especifico y el rendimiento biomasa sobre sustrato, utilizando los estimados de
concentracion de biomasa junto con los computos del volumen de trabajo del reactor y

consumo de alimento.

Contar con estimaciones de variables de proceso a partir de mediciones en tiempo real de
propiedades fisicas del medio, permiten identificar el estado fisiologico del cultivo y
constituyen una herramienta poderosa para el control y seguimiento de bioprocesos, para la

cual esté prevista su implementacion obligatoria en la produccion de biofarmacos.



1. Antecedentes

1.1. El1 ADN plasmidico como principio activo en productos biofarmacéuticos

El ADN plasmidico (ADNp) es una molécula de ADN de doble cadena covalentemente
cerrada. Es un elemento extracromosomal presente en algunas bacterias, hongos y
levaduras. Estructuralmente se presenta en las isoformas superenrollada, circular relajada y
lineal, pero también como concatameros o multimeros (Figura 1.1). La importancia
bioldgica de los plasmidos radica en conferir ventajas adaptativas a los organismos
portadores, principalmente de resistencia a agentes fisicos y quimicos como radiacion UV y
antibioticos. La replicacion del ADNp es autonoma e independiente del cromosoma, y
emplea la maquinaria celular del hospedero. Los plasmidos pueden ser transferidos de una
célula a otra durante la division celular (transferencia vertical) o mediante conjugacion

(transferencia horizontal), inclusive entre células de otras especies (Lara y Ramirez, 2012).

Figura 1.1. Topologias del ADNp. (a) Circular covalentemente cerrada superenrrollada, (b) lineal abierta, (c) circular
covalentemente cerrada relajada, y (d) circular covalentemente cerrada dimérica (Adaptado de Schleef'y Blaesen, 2009).

En 1973, el trabajo de investigacion de Cohen y Boyer en torno a los plasmidos y las
enzimas de restriccion, marco el inicio de la tecnologia del ADN recombinante considerada
como uno de los desarrollos tecnoldgicos mas revolucionarios de la biologia en los ltimos
afios. Gracias a la universalidad del codigo genético, esta tecnologia permite el aislamiento
y manipulacion de genes de un organismo para transferirlos a otro (genes heterdlogos)
mediante un vector, siendo el ADNp el méas ampliamente utilizado. Con ello, ha sido
posible obtener organismos genéticamente modificados (OGM’s), dotandolos de
capacidades para atender las necesidades en rubros prioritarios de la sociedad como: salud,
alimentacion, energia, industria y medio ambiente. De hecho, una de las motivaciones

principales para el desarrollo de OGM’s fue la de producir proteinas idénticas a las



humanas para contender con problemas de salud, siendo la diabetes mellitus el caso mas
emblematico y la insulina humana la primera proteina recombinante obtenida (Bolivar,

2011).

Ademas de ser una herramienta imprescindible en el entorno biotecnoldgico para la
obtencion de OGM’s y la produccion de proteinas recombinantes con aplicaciones médicas
e industriales, el ADNp es también un prometedor vector no viral para inmunizacion y
terapia génica (Goncalves et al., 2012). Esta nueva generacion de biofarmacos consiste en
la introduccion en un paciente, de pldsmidos que pueden contener uno o varios genes.
Dichos genes codifican antigenos y péptidos terapéuticos que son expresados
intracelularmente, y generan respuestas fisioldgicas que confieren en ciertos casos, un nivel
de proteccion o accion similar al de los tratamientos basados en virus o microorganismos

atenuados, asi como de proteinas recombinantes (Danquah y Forde, 2007).

Por sus caracteristicas quimicas los tratamientos basados en ADNp tienen importantes
ventajas con respecto a los basados en virus atenuados y proteinas recombinantes complejas
como: menor riesgo de infeccion secundaria (Kutzler y Weiner, 2008); reduccion
significativa en el tiempo de desarrollo de producto (de meses hasta unas pocas semanas)
(Carnes y Williams, 2007); mayor estabilidad y prolongacion de la vida de anaquel con la
posibilidad de prescindir de una cadena de frio (Ongkudon et al., 2011); reduccién en
tiempo, nimero de operaciones unitarias, costo de materias primas y controles de proceso
al no requerir el empleo de sistemas de expresion de tercera generacion que se traducen en
un menor costo de produccion (Lara y Ramirez, 2012), y que al mismo tiempo mejoran la

capacidad de respuesta de la plataforma productiva ante una pandemia.

Hace dos décadas el ADNp demostrd su potencial terapéutico al expresarse el transgén de
la hormona de crecimiento humano en un ratén (Tang et al., 1992). A partir de ese
momento, el ADNp se ha consolidado en buena parte de los desarrollos de vacunaciéon y
terapia génica (Figura 1.2), particularmente para padecimientos en los que no han resultado
efectivos los vectores tradicionales como: hepatitis C, tuberculosis y SIDA, por mencionar

algunos. Sin embargo, no se ha logrado igualar el nivel de proteccion que brindan los



vectores virales, por lo que hasta el momento no se dispone de ningln tratamiento basado
en ADNp para su uso en humanos (Listner et al., 2006). No obstante, con la aprobacion de
4 vacunas para uso veterinario entre 2005 y 2007 (Kutzler y Weiner 2008), la tecnologia de
ADNp recobro6 interés; gracias a las innovaciones en formulaciones y métodos de entrega,
se han conseguido abatir en gran medida los problemas de expresion de genes e

inmunogenicidad (Goncalves et al., 2012).

Lo anterior se demuestra con el creciente numero de pruebas clinicas y el progreso que han
tenido los tratamientos basados en ADNp en los Gltimos 4 afios: en fase I, pasaron de ser
72 a 146; en fase I, de 20 a 46, y en fase III, de 2 a 10 (Datos obtenidos de Gene Therapy
Clinical Trials Worldwide, 2012).
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Figura 1.2. Evolucion en el tiempo de los desarrollos de terapias basadas en ADNp en estudio clinico en relacion con
otros vectores. Basado en datos de Gene Therapy Clinical Trials Worldwide, 2012.

Un aspecto fundamental del ADNp en vacunacion y terapia génica es el topoldgico. Por ser
mas compacta que otras isoformas, la isoforma superenrollada (véase Figura 1.1) se difunde
con mayor rapidez. En consecuencia, su capacidad de transfeccion (incorporacién de
material genético exdgeno en células eucariotas) es superior a la de otras isoformas.
También es menos susceptible a la degradacion por esfuerzos de corte y endonucleasas, lo

que le confiere mayor estabilidad, y tiene el menor riesgo de integracion cromosomal

(Schleef y Blaesen, 2009).



Dada la relevancia que tiene el ADNp como principio activo de biofarmacos, y la alta
probabilidad de que aparezca en el mercado el primer tratamiento basado en ADNp antes
del 2020 (Han ef al., 2009), las agencias regulatorias han emitido recomendaciones sobre
los aspectos de los productos de ADNp entre los que destaca el superenrollamiento. Por
ejemplo, la administracion de medicamentos y alimentos de los Estados Unidos (FDA)
establece que la fraccion de pldsmido en la conformacion superenrollada debe ser al menos

del 80% (FDA, 2007).

1.2. Produccion de ADN plasmidico

Situacion actual

El ADNp se produce principalmente por cultivos de Escherichia coli. Aunque existen
métodos de sintesis enzimatica in vitro, sus altos costos y dificultades técnicas inherentes
los hacen inviables para su aplicaciéon a gran escala (Carnes y Williams, 2007). Los
procesos de fermentacion existentes estan cimentados en las plataformas de produccion de
proteina recombinante (Goncalves ef al., 2012), y emplean cultivos de alta densidad celular
con rendimientos que van desde los 500 hasta 750 mg/L en la escala de 2000 L (Listner et
al., 2006) hasta 2,590 mg/L. (Carnes et al., 2011). En general constan de 3 etapas:
mantenimiento y proliferacion del banco celular, cultivo y purificacion (véase Figura 1.3).
En el banco celular, la cepa transformada con el vector optimizado se encuentra en
condiciones de almacenamiento que la mantienen viable por largos periodos. Después, en la
etapa de cultivo, el inoculo se cultiva en un medio nutritivo en un reactor de tanque agitado
en condiciones controladas de pH, concentracion de oxigeno disuelto y temperatura, a fin
de alcanzar la cantidad méaxima posible de plasmido. Por ultimo, en la etapa de
purificacion, el material celular se separa del medio de cultivo y se trata por métodos fisicos
o quimicos para liberar el plasmido. El plasmido se aisla de los restos celulares, se
recupera, y posteriormente se purifica por diversas técnicas (Durland y Eastman, 1998;

Levy et al., 2000; Ferreira et al., 2000).



Retos

Puesto que la cantidad de ADNp requerida para una dosis terapéutica es del orden de varios
miligramos, se requiere una capacidad de produccion del proceso de 100 g hasta 1.0 Kg
(Schleef y Blaesen, 2009). De no incrementarse, sera insuficiente para garantizar el abasto
de ADNp en los proximos afios, tanto para las cuestiones de aprobacion y licencia de los
tratamientos en evaluaciones clinicas, como para proteger a la poblacion mundial ante una

eventual emergencia sanitaria (Hoare et al., 2005).

Figura 1.3. Proceso de produccion de ADNp (Adaptado de Ghanem et al., 2013).

Diversas estrategias se dirigen a atender esta problematica como: el diseno de nuevos
vectores, la ingenieria celular y la ingenieria de procesos de cultivo y purificacion. Algunos
investigadores han destacado el impacto que las condiciones de cultivo tienen sobre el
rendimiento y la calidad del plasmido. Por ejemplo, Prazeres y colaboradores (1999)
seflalan que las limitaciones de oxigeno propician la inestabilidad segregacional del
plasmido, por lo que evitarlas, incrementaria el rendimiento especifico de ADNp, y por
consiguiente, la cantidad de pldsmido en relacion a otros componentes celulares (ADN
genomico, ARN y proteinas). Esto ultimo contribuye a hacer mas eficiente el proceso de
purificacién, y ejemplifica como las mejoras en el proceso de fermentacion inciden

positivamente en las operaciones de recuperacion de ADNp.

A pesar del estrecho vinculo que existe entre la produccion de proteina recombinante y la
produccion de plasmido, ambos procesos exhiben diferencias importantes. E1 ADNp tiene

una composicion diferente y un peso molecular mucho mayor al de las proteinas (Wang et

7



al.,2001). Por otro lado, la induccién de la expresion del gen heter6logo impone una carga
metabolica superior a la que se observa por mantenimiento y replicaciéon del plasmido
(Prather et al., 2003). Todo esto obliga a replantear el disefio de los procesos actuales,
ajustandolos a los requerimientos de la cepa productora de modo que contribuyan a
incrementar el rendimiento especifico de plasmido, desde la formulacion de medios de
cultivo y establecimiento de condiciones de proceso, hasta los métodos de induccién de la
replicacion del plasmido. La optimizacion y validacion de un sistema de cultivo a gran

escala son decisivas para la introduccion exitosa del ADNp en el mercado.

1.2.1. Hospederos de produccion

La bacteria gram negativa E. coli, es el hospedero mas empleado en la produccion de
proteinas recombinantes simples (sin glicosilaciones, modificaciones postraduccionales ni
puentes disulfuro), por lo que no es sorprendente encontrarla también en la produccion de
ADNp (Carnes y Williams, 2007). Entre sus ventajas, dicha bacteria requiere elementos
simples para su cultivo; su desempefio usualmente es robusto, y se posee un amplio
conocimiento y repertorio tecnoldgico para su manipulacién. Sin embargo, componentes de
su pared celular como los lipopolisacaridos, al ser contaminantes de alto riesgo en
preparaciones farmacéuticas de administracion parenteral, representan una dificultad
adicional al proceso de purificacion. Una alternativa atractiva que no tiene este problema es
el empleo de bacterias gram positivas como los lactobacilos, por su estatus de generalmente
reconocidos como seguros (GRAS), pero que por el momento su desarrollo es incipiente
para su aplicacion a escala industrial (Goncalves et al., 2012). Por lo tanto, a pesar de
algunos inconvenientes en su manejo, E. coli es el hospedero predilecto en la produccion de

principios activos biotecnologicos.

Varias de las cepas mutantes disponibles de E. coli se adaptaron para la produccion de
ADNp, muchas de ellas disefiadas para fines muy especificos como BL21 para la
produccion de proteina recombinante, y cepas de las series DH y JM para clonacién. DH5a
es una de las cepas comunmente utilizadas para la produccion de ADNp. Su genotipo es
080lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17(tk’, mk") gal’ phoA supE44 X
thi'l gyr496 relA1. Estas mutaciones (Tabla 1.1) dotan a la cepa de marcadores para su
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seleccion colorimétrica con X-Gal (5-bromo-4-cloro-3indoil-B-D-Galactopiranésido) e
IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosido), y mejoran la estabilidad del plasmido. No
obstante, la presencia de secuencias de insercion (transposones) en el cromosoma de
DH5a, comprometen la integridad estructural del plasmido. Esto plantea la necesidad de
disefiar una cepa especificamente para la produccién de plasmido. Para ello se proponen
modificaciones de genes clave del metabolismo central, de la replicaciéon del ADNp y de la
respuesta estricta que dirijan de manera mas eficiente los recursos materiales y energéticos
hacia la replicacion del plasmido, a la vez de reducir el desperdicio de carbono como
acetato. A pesar de algunas caracteristicas indeseables, los rendimientos mas altos de

ADND se han obtenido con E. coli DH5a.

Mutaciones que contribuyen a la estabilidad y rendimiento del plasmido
Gen Descripcion Referencia
Factor de conjugacion. Su eliminacion evita la inestabilidad del

F plasmido por transferencia horizontal. (Casali, 2003)

veedl COdlfiC?. re§9mb1na§as. Su eliminacién reduce la frecuencia de (Casali, 2003)
recombinaciéon homoéloga.

endAl Codifica endonucleasas tipo 1. Su eliminacion evita la (Casali, 2003)

degradacion del plasmido.

Inactiva el sistema de restriccion del hospedero protegiendo el
ADN por metilacion.

gyr496 Conjunto de girasas que enrollan el plasmido (Howe, 2007)
Codifica la ppGpp sintetasa I; ppGpp es un inhibidor de la
RNApol que se produce en respuesta a la limitacion de | (Bachmann, 1990;

hsdR17(r-, my+) (Howe, 2007)

reldl aminoacidos. Su eliminacion evita la activacion de la respuesta Howe, 2007)
estricta.
Mutaciones que permiten la seleccion colorimétrica de cepas
Gen Descripcion Referencia
080lacZAMI5 Complementacion o de P-tiogalactosidasa para seleccion de (Howe, 2007)

colonias blancas y azules en presencia de X-Gal e IPTG.
Eliminacion del operon lac que se extiende hasta el gen de la
biosintesis de arginina, indispensable para la seleccion de (Howe, 2007)

(lacZYA-argF)

169 colonias blancas y azules.
Mutaciones diversas
Gen Descripcion Referencia
gal- Impide la utilizacioén de galactosa. (Bachmann, 1990)
phoA Codifica la proteina fosfatasa alcalina. (Cha]u;g%e)t al,
supE44 2- Permite la infeccion por fago A. (Bachmann, 1990)
thi-1 Auxotrofia. Requiere la suplementacion de tiamina al medio de (Bachmann, 1990)

cultivo.

Tabla 1.1. Descripcion genotipica de E. coli DH5a..



1.2.2. Medios de cultivo

La composicion de un medio de cultivo es determinante en el rendimiento y calidad del
plasmido (Carnes y Williams, 2007). Mediante modelos estequiométricos y disefios
experimentales se han identificado los componentes que contribuyen a incrementar
significativamente los rendimientos de ADNp, y que satisfacen tanto los requerimientos del
hospedero, asi como criterios de proceso, econdmicos y normativos (Prazeres et al., 1990).
La aplicacion de los métodos racionales mencionados ha permitido identificar aminoacidos
y nucleosidos clave de la sintesis de acidos nucleicos (Wang et al., 2001; Matsui et al.,
1990), asi como las concentraciones Optimas de las fuentes de carbono, nitrégeno y fésforo
(O’Kennedy et al., 2000; Danquah y Forde, 2007; Ongkudon et al., 2011) de medios

definidos y semi-definidos que incrementan el rendimiento especifico de ADNp en E. coli.

1.2.3. Métodos de cultivo

A nivel industrial, los cultivos de alta densidad celular (20 g/L o superiores, medida como
peso seco) son la opcidon que permiten maximizar los rendimientos de ADNp, ademas de
ser econdmicamente viables para su introduccion al mercado a un costo accesible y
competitivo (Lara y Ramirez, 2012). La eleccion de un método de cultivo para alcanzar
altas densidades celulares depende en gran medida del metabolismo del hospedero

(Goncalves et al., 2012).

1.2.3.1. Modo lote

Por sus bajos rendimientos en biomasa y plasmido, el modo de cultivo lote solo se emplea
hasta ahora en etapas tempranas del proceso de produccion de ADNp. La principal
limitante de este modo de cultivo radica en el sobreflujo metabdlico que experimenta E.
coli con concentraciones elevadas de glucosa (50 g/ y mayores); la excrecion y
acumulacion resultante de &cidos orgénicos, principalmente de acetato, tienen serias
consecuencias fisioldgicas en el hospedero que conducen a bajos rendimientos de biomasa

y ADNp (Lara et al., 2008; Soto et al., 2011).
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Mediante estrategias de ingenieria celular, ha sido posible generar alternativas para reducir
el sobreflujo metabdlico que posibilitan el cultivo de alta densidad celular en modo lote,

para la producciéon de ADNp en E. coli (Borja et al., 2012).

1.2.3.2. Modo lote alimentado

Este modo de cultivo permite alcanzar altas densidades celulares en dos etapas. Primero en
condiciones no limitantes del crecimiento, el cultivo crece a su maxima tasa de crecimiento
(tmax)- Una vez agotada la fuente principal de carbono, comienza la etapa limitante del
crecimiento, en la que se controla el flujo de alimentacion de sustrato para mantener el
crecimiento a una tasa de crecimiento especifico deseada (i4e) por debajo de la tasa de
crecimiento especifico critica (irit), y asi evitar el sobreflujo metabdlico. El flujo de
alimentacion puede estar predeterminado de acuerdo a una funcion lineal, por pulsos o
exponencial, o bien, controlado mediante la retroalimentaciéon de alguna variable de
proceso como: la TOD (Cutayar y Poillon, 1989), la concentracion de glucosa (Luli ef al.,
1987), la cantidad de dioxido de carbono producido (Jenzsch et al., 2007) e inclusive el

calor generado por el metabolismo (Schaepe et al., 2011).
Un método sencillo que no precisa de control retroalimentado, consiste en la

predeterminacion del flujo de sustrato por una funcidén exponencial deducida a partir de los

balances de biomasa y sustrato (Ec. 1.1) (Korz ef al., 1995):

(1.1)

Uset X(tLA)V(tLA)euset(t_tLA)
FA = ( + m)
Yxs CSA - Cs

La adicién de sustratos altamente concentrados, la disminucion de la eficiencia de
mezclado y la consecuente limitacion de la transferencia de oxigeno en los reactores de
tanque agitado convencionales, son problemas técnicos inherentes a este modo de cultivo
que propician condiciones heterogéneas en el biorreactor. Dichas heterogeneidades inciden
en el desempeio de la fabrica celular, y se acentlian ademas, al incrementar la escala del

reactor (Enfors et al., 2001; Fyferling et al., 2008; Lara et al., 2006).
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Al igual que otros productos biotecnoldgicos, el ADNp se produce en cultivos de alta
densidad celular en modo lote alimentado bajo diversas estrategias. Por ejemplo, en la
produccion de plasmidos pBR322, Lahijani y colaboradores (1996), al emplear una
alimentacion exponencial predeterminada de glucosa en un medio semi-definido, e
incrementar la temperatura de cultivo de 37 a 42 °C, obtuvieron 220 mg/L de ADNp. Chen
y colaboradores (1997), al emplear un control retroalimentado por TOD (30%) y pH (7.2),
y un medio semi-definido, obtuvieron concentraciones de plasmido entre 82 y 98 mg/L. En
la producciéon de plasmidos multicopia tipo pUC, procesos patentados como el de Merck,
emplean alimentaciéon constante de glicerol en un medio definido con glutamato
monosodico y reportan un rendimiento Y,y de hasta 39 mg/g (Carnes et al., 2006; Chartrain
et al., 2005). Bochringer-Ingelheim emplea alimentacion exponencial (g ~ 0.1 h™)
seguido de alimentacion lineal, ademas de glucosa y un medio definido suplementado con
isoleucina, y reportan un rendimiento Y,y de 45 mg/g y una concentracion de ADNp de
633 mg/L (Carnes et al., 2006; Huber et al., 2005). Por ultimo, el proceso de Nature
Technologies Corp emplea alimentacion exponencial de glicerol (4. = 0.12 h'l) en un
medio semi-definido con incremento de temperatura de 30 a 42 °C, y reportan un
rendimiento Ypx de 43 mg/g y una concentracion de ADNp de 1.5-2.0 g/L (Carnes y
Williams, 2011).

1.2.4. Induccion de la replicacion de ADN plasmidico

Los plasmidos empleados en terapia génica contienen elementos que regulan la expresion
del gen terapéutico o profilactico en células eucariotas, asi como también para su

replicacion y mantenimiento en hospederos bacterianos (Figura 1.4).

Figura 1.4. Elementos basicos que componen un plasmido
terapéutico (Adaptado de Kutzler y Weiner, 2008).
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La mayor parte de los pldsmidos empleados en los desarrollos de terapia génica e
inmunizacion son del tipo pUC (Williams et al., 2009). Estos plasmidos son derivados
directos de los plasmidos pBR322, los que a su vez provienen de los plasmidos pColE1l
cuyo origen de replicacion es ori. Los plasmidos pColEl, a diferencia de otros plasmidos,
no requieren de la sintesis de proteinas para iniciar su replicacion, sino de un transcrito, por
lo que se dice que su replicacion es relajada. La replicacion de los pldsmidos pColEl se
lleva a cabo por un mecanismo zeta (0) y es bidireccional. Primero, el complejo de
helicasas DnaA, DnaB y DnaC, separa y desenrolla las cadenas alrededor de ori dejandolo
expuesto. La ARN polimerasa (RNApol) se une al sitio de inicio de replicacion y comienza
a sintetizar un transcrito de 555 nucledtidos denominado RNAIIL. Conforme se transcribe y
madura la estructura secundaria de RNAIIL esta se hibrida con el ADN complementario en
ori. El hibrido formado es roto por la enzima RNasaH, que deja libre un grupo 3’OH que es
sustrato de la DNApoll (Figura 1.5 izquierda). La DNApoll comienza a replicar la cadena
lider mientras que la DNApol3 retira el fragmento de RNAII (Summers, 1996).

La replicacion de los plasmidos pColE1l es regulada negativamente por un transcrito
antisentido de 108 nucleotidos denominado RNAI, y una proteina represora denominada
ROP (Represor del iniciador) /ROM (Modulador del RNAI) codificada en su secuencia.
RNALI interactua con RNAII y forma un complejo que es estabilizado por la proteina ROM
(Tomizawa, 1990), el cual impide la hibridacion de RNAII con el ADN complementario.
En consecuencia, se inhibe la replicacion, y una vez terminada la transcripcion del iniciador

inactivo, este se libera (Figura 1.5 derecha).

Los plasmidos pUC no contienen el gen rop/rom, y a diferencia de los plasmidos pBR322,
la base que precede la secuencia de RNAI es una guanina en lugar de una adenina. La
mutacion puntual A/G altera la estructura secundaria del RNAII, y en consecuencia,
dificulta la interaccién con RNAI Esto dio como resultado un incremento en el niimero de
copias de plasmido de 20 a 50 en cultivos de E. coli a 37 °C (Lin-Chao ef al., 1992). A esta
mutacion se asocia la capacidad de amplificacion del numero de copias del plasmido al
incrementar la temperatura en los cultivos de E. coli, obteniéndose ente 400-500 copias por

célula a 42 °C, 10 veces mas que a 37 °C (Miki et al., 1987). No obstante, esta capacidad se
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suprime a temperaturas de cultivo por debajo de 30 °C. Estas caracteristicas distinguen a los

plasmidos pUC de otros plasmidos derivados de pColE1 (Lin-Chao et al., 1992).

Inicio de la replicacion Inhibicion de la replicacion

Figura 1.5. Etapas en la iniciacion e inhibicion de la replicacion de los plasmidos pUC (Adaptado de Summers, 1996).

1.2.4.1. Métodos quimicos para la induccion de la replicacion de ADN plasmidico
Adicion de cloranfenicol

La efectividad del cloranfenicol en la amplificacion de los plasmidos pColEl fue
demostrada por Clewell (1972). Dicho autor observd que posterior a la adicion de
cloranfenicol a un cultivo de E. coli, la tasa de replicacion y el nimero de copias de
plasmido por célula se incrementaron hasta 8 y 125 veces, respectivamente. También

observo que la tasa de replicacion del ADN cromosomal disminuyd de manera importante.
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Este antibiodtico detiene el crecimiento celular, ya que al unirse a los ribosomas bacterianos,
inhibe la sintesis de proteinas (Reinikainen et al., 1989) (Drugbank, 3.0) y por
consiguiente, la replicacion del cromosoma (Hoffmann y Rinas, 2001). Esto permite que el
plasmido tenga un mayor niumero de enzimas de replicacion disponibles, lo que incrementa

su frecuencia de replicacion (Clewell, 1972).

Aunque la adicion de cloranfenicol es un método efectivo para incrementar la amplificacion
del ADNp, y ha sido considerada para la produccion de ADNp a gran escala, su empleo, al
igual que el de otros antibidticos, no es del todo recomendable, sobre todo si esta destinado
como biofarmaco por el riesgo que representa su empleo (Lahijani et al., 1996; Valdez-

Cruz et al., 2010), ademas de las implicaciones econdmicas.

Limitacion por aminodcidos

Cuando un amino4cido es limitante en el crecimiento de E. coli, activa lo que se denomina
la repuesta estricta. El primer evento de esta respuesta consiste en el rapido incremento de
la concentracion del nucledtido ppGpp (guanosina 5 difosfato 3 difosfato). Este nucledtido
inhibe la actividad de la RNApol, lo que suprime la sintesis de ARNr, ARNt y ADNp. La
sintesis y degradacion de ppGpp es realizada por las enzimas codificadas por reld y spoT,
que son ppGpp sintetasa I y ppGpp fosfohidrolasa, respectivamente (Silva et al., 2011;
Silva et al., 2012). Mutantes en rel4 no producen ppGpp durante la limitaciéon de
aminoacidos (Riethdorf ef al., 1989); ppGpp es degradado por la ppGpp fosfohidrolasa,
por lo que mantiene una baja concentracion intracelular de este nucleodtido. A este fenotipo

se le conoce como respuesta relajada (Neubauer ef al., 1996).

Durante la limitacion de aminoacidos se acumulan ARNt no cargados. Estos previenen la
formacion del complejo inhibitorio RNAII-RNAI en los plasmidos pColE1, e incrementan

asi la replicacion del plasmido (Silva et al., 2012).

Adicion de AMP

La adicion de adenosin monofosfato (AMP), a diferencia de la de otros nucleotidos,
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permite incrementar el nimero de copias de plasmido. Al igual que con la limitacion de
aminoacidos, el AMP también favorece la acumulacion de ARNt no cargados. El
mecanismo de accidn es el siguiente: al considerar las reacciones de uniéon de aminoacidos
a un ARNt (Ecuaciones 1.2 y 1.3), la adicion de AMP revierte el equilibrio hacia los

reactivos, lo que favorece la acumulacion de ARNt no cargados (Wang et al., 2007).

aminoacido A = aminoacil AM ; (1.2)

aminoacil AM At <= aminoacil A t AM (1.3)

Este método solo funciona en mutantes en rel4 como DH5a, ya que ppGpp inhibe la
sintesis de ARNt estables. Esta demostrado que la combinacién de AMP con la limitacion
de aminodcidos ejerce un efecto sinérgico en la amplificacion de ADNp. También estd
demostrado que la adenosina tiene un efecto similar al AMP pero de menor intensidad

(Wang et al., 2007).

1.2.4.2. Métodos fisicos para la induccion de la replicacion de ADN plasmidico
Incremento de la temperatura (termo-induccion)

El aumento en la frecuencia de replicacion de los plasmidos pUC con el aumento de
temperatura de cultivo, y la atenuacion de la respuesta del choque térmico del hospedero,
son la clave de la efectividad de esta estrategia. Entre sus ventajas, cuenta su facilidad de
implementacion y bajo costo, ya que no requiere equipos adicionales, dado que la mayoria
de los reactores a gran escala disponen de servicio de vapor y de agua de enfriamiento para
mantener controlada la temperatura del cultivo. Su efectividad en la produccion de ADNp
ha sido demostrada en varios trabajos que emplean diversos esquemas de calentamiento
(temperatura constante, escalones, rampas y oscilaciones). En cultivos en matraz de E. coli
DHS5a pUC a 30, 32, 37 y 40 °C, Silva y colaboradores (2009) reportaron un rendimiento
Yo« 5 veces mayor a 40 °C que a 30 °C. Ongkudon y colaboradores (2011) por su parte,
estudiaron diferentes esquemas de calentamiento en cultivos de E. coli DH5a pcDNA3F en
matraces. Primero, en cultivos a temperatura constante, obtuvieron un rendimiento de

ADNp ligeramente superior a 35 que a 37 °C. En otro experimento, incrementaron la
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temperatura de cultivo subitamente de 35 a 45 °C, y el rendimiento Y, fue hasta 2 veces
mas alto que en los experimentos a temperatura constante. En un tercer experimento,
alternaron la temperatura de cultivo entre 35 y 45 °C, y obtuvieron un rendimiento Y, alin
mayor con respecto a los esquemas previos. En lo que respecta a cultivos en biorreactor a
diferentes escalas, Lahijani y colaboradores (1996) reportaron por primera vez la aplicacion
del incremento de temperatura de 37 a 42 °C, en cultivos de DH10B en biorreactor de 10 L
operado en modo lote y lote alimentado, para la produccion de un plasmido terapéutico tipo
pUC. Los rendimientos Y, en dichos cultivos fueron 6.7 y 9.3 mg/g, respectivamente. El
rendimiento maximo en el cultivo por lote alimentado se alcanzo a las 19.5 h. Otro proceso
con incremento de temperatura de 30 a 42 °C, es el descrito por Williams y colaboradores
(2009). Este proceso se aplico en la produccion de un plasmido terapéutico optimizado tipo
pUC en cultivos de E. coli DH50. en biorreactor alimentado (ue; = 0.12 h™) de 6 L, y
emplea glicerol como fuente de carbono en todas las etapas de crecimiento. En dicho
proceso la temperatura se incrementa a razon de 0.5 °C/min cuando la concentracion celular
del cultivo se encuentra entre 40 y 60 unidades de DO. Bajo esas condiciones, fue posible

alcanzar un rendimiento Y px maximo de 43 mg/g en 43 h de cultivo.

Aunque existen trabajos que demuestran la efectividad del incremento de temperatura para
aumentar la replicacion del plasmido, la mayoria no justifica las temperaturas de
crecimiento de biomasa ni de producciéon de plasmido empleadas mediante estudios
preliminares. Tipicamente los cultivos se llevan a cabo adoptando el esquema de
produccion de proteinas recombinantes por termo-induccién, con una temperatura inicial
de 30 °C, bajo el supuesto de que la carga metabolica que impone la replicacion en el
hospedero a esa temperatura es baja, lo cual favorece la acumulacion de biomasa.
Posteriormente se eleva la temperatura de cultivo hasta 42 °C para incrementar la

frecuencia de replicacion del plasmido y por consecuencia el rendimiento Y px.

Ademas, gran parte de los trabajos enfocados al mejoramiento de la produccién termo-
inducida de ADNp, se llevan a cabo en reactores de escala laboratorio. Sin embargo son
escasos los estudios que emplean sistemas de cultivo que consideran las limitaciones de la

transferencia de calor de los reactores de escala productiva. Dichas limitaciones surgen
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principalmente por la reduccion de la superficie de transferencia de calor por unidad de
volumen de trabajo en funcién del volumen de los reactores de tanque agitado
convencionales (Figura 1.6.), y por consiguiente, de la tasa de calentamiento (Caspeta et
al., 2009).
-
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Figura 1.6. Transferencia de calor en biorreactores de escala industrial. Relacion superficie de transferencia de calor y
volumen del biorreactor (Adaptado de Caspeta et al., 2009).

La tasa de calentamiento parece ser un parametro relevante en bioprocesos inducidos
térmicamente, tal como lo demostraron Caspeta y colaboradores (2009), al evaluar la
produccion de proteina recombinante termo-inducida en cultivos de E. coli BL21 con
incremento de temperatura de 30 a 42 °C a tasas de calentamiento de 6, 1.7, 0.8 y 0.4
°C/min, tipicas de fermentadores de 0.1, 5,20 y 100 m3, respectivamente. Ellos encontraron
que a medida que la tasa de calentamiento era mas baja, la productividad de proteina
recombinante era mayor. Ademads, a partir de estudios transcripcionales de los genes de la
respuesta al choque térmico, maquinaria traduccional y transcripcional, observaron que el
incremento en el numero de transcritos de los genes de choque térmico era mas bajo,
mientras que los de la maquinaria traduccional eran mds altos conforme la tasa de
calentamiento era menor, indicando una mejor adaptacion de las células al estrés térmico.
Otro beneficio adicional que se observo con el empleo de bajas tasas de calentamiento, fue
una menor acumulacion de 4cidos orgénicos por la reduccion del desbalance entre las vias

glicoliticas y del ciclo de los &cidos tricarboxilicos (TCA) (Valdez-Cruz et al., 2010).

Con respecto a la produccion de ADNp, a la fecha, el unico antecedente que hace mencion

del efecto de la tasa de calentamiento sobre el rendimiento de ADNp es el trabajo de Carnes
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y colaboradores (2011). En ¢l se reporta un incremento de alrededor del 20% en la
concentracion de plasmido de un proceso de fermentacion de E. coli DH5a con incremento
de temperatura de 30 a 42 °C a raz6én de 0.0125 °C/min, con respecto a otro calentado a 0.5
°C/min. Este beneficio se debi6 en parte a una mayor acumulacion de biomasa. No
obstante, resulté que en el sistema calentado a la tasa mas baja, el rendimiento especifico
fue alrededor de 54 mg/g, mientras que en el cultivo calentado a la tasa mas alta, fue
alrededor de 88 mg/g. No obstante, dichos resultados estan sustentados en una sola
observacion experimental y las condiciones de calentamiento evaluadas son insuficientes
para describir el efecto de la tasa de calentamiento sobre los rendimientos de ADNp. Por
otro lado, es importante considerar que la expresion tanto de genes de resistencia como de
otras proteinas del hospedero, interfiere en la amplificacion del plasmido. Al mismo
tiempo, la disponibilidad de chaperonas, pueden estar involucradas en la estabilidad del

plasmido (Hoffmann y Rinas, 2001).

Goncalves y colaboradores (2012) han sefialado que los hallazgos de Caspeta y
colaboradores (2009) son extrapolables a la produccion termo-inducida de ADNp, dejando
implicita la posible relevancia de la tasa de calentamiento en la produccion de ADNp por
induccion térmica, la cual tendrda que ser demostrada con evidencia suficiente y robusta

estadisticamente.

1.3. Carga metabolica que impone la replicacion del plasmido en el hospedero

Carga metabdlica

El mantenimiento y replicacion del pldsmido provocan un redireccionamiento de los
recursos materiales y energéticos del hospedero que se conoce como carga metabodlica. Las
células que contienen plasmidos experimentan cambios en su crecimiento, morfologia y
metabolismo, e inducen respuestas de estrés que al mismo tiempo influyen en su estabilidad
(Wang et al., 2001). Por el lado de crecimiento, las células con pldsmido tienen tasas de
crecimiento especifico mas bajas y periodos de adaptacion mas prolongados. También
exhiben alteraciones morfologicas, que entre las mas notables se cuenta la filamentacion

celular, que resulta de la interrupcion de la division celular durante la elongacion y
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replicacion del cromosoma. Estudios transcripcionales sugieren que los cambios en la
actividad de las proteinas involucradas en la formacion de la pared celular son responsables

de este fenomeno (Silva et al., 2012).

Cabe sefialar que las células con plasmidos pUC, no presentan cambios importantes en el
crecimiento con respecto a las células sin pldsmido a temperaturas por debajo de 32 °C

(Silva et al., 2012; Wittmann et al., 2007).

En cuanto al metabolismo y las respuestas de estrés se refiere, estudios transcripcionales y
protedmicos revelan diferencias en la expresion genética entre células con y sin plasmido.
Por ejemplo, en E. coli DH5a transformada, se ha reportado una menor actividad en
glicdlisis, sintesis de aminoacidos y nucleoétidos, asi como en la cadena respiratoria con
respecto a E. coli DH5a sin plasmido, ademds de una mayor expresion de genes de
respuesta de estrés (principalmente de choque térmico) y del TCA. Sin embargo, no

presentan cambios en la expresion de genes de la via de las pentosas-5-fosfato (P5F) (Ow et

al., 2006).

Estabilidad del plasmido

La estabilidad del plasmido se aborda desde tres perspectivas: estructural, segregacional y
topoldgica. Por estabilidad estructural se entiende la inmutabilidad de la secuencia del
plasmido en todos los eventos de replicacion (Bernal, 2007). Factores como la tasa de
crecimiento, elementos genéticos del cromosoma del hospedero y el plasmido, asi como las
condiciones de cultivo, pueden inducir alteraciones estructurales como: inserciones,
eliminaciones, mutaciones puntuales y recombinacion. La falta de estabilidad estructural
compromete la funcionalidad terapéutica del ADNp. Ante esta posibilidad, algunos
investigadores advierten sobre la necesidad de secuenciar el plasmido como medida de

control de calidad (Silva et al., 2012).

Otro aspecto que influye en la estabilidad estructural es el tamafio del plasmido. Esta

reportado que en la produccion de plasmidos de diferentes tamafos, en cepas que codifican
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endonucleasas que reconocen patrones de metilacion, los plasmidos de mayor tamafio

fueron mas susceptibles a degradacion que los de menor tamaio (Yang, 2012).

La estabilidad segregacional consiste en la prevalencia del pladsmido en la bacteria durante
la division celular. Esta se determina a partir de la proporcion del numero de colonias en
medios selectivos y no selectivos. La falta de estabilidad segregacional conduce a la
reduccién en la productividad. Las bacterias con plasmidos son inherentemente inestables
por deficiencias en sus mecanismos de particion, por lo que tienden a perderlos durante la

division celular.

El empleo de antibidticos es una medida para contender con la segregacion de los
plasmidos, ejerciendo lo que se conoce como presion de seleccion, pero no es del todo
efectiva. La degradacion del antibidtico por la actividad de las enzimas que confieren la
resistencia, asi como por su inestabilidad en el medio y condiciones de cultivo, disminuyen
su actividad inhibitoria en células sin plasmido. En un bioproceso termo-inducido, la etapa
de crecimiento a baja temperatura constituye una estrategia que minimiza la probabilidad

de segregacion durante la generacion de biomasa.

Por otra parte, la topologia del ADNp es un aspecto de gran relevancia en su aplicacion
como biofarmacéutico. La isoforma superenrollada es reconocida como la de mayor efecto
terapéutico. El superenrollamiento del plasmido es el resultado de la actividad antagonica
de las topoisomerasas I y II, esta ultima dependiente de ATP y la que introduce el
superenrollamiento en el plasmido (Summers, 1996). Las condiciones de cultivo, la etapa
de crecimiento y el hospedero influyen en el superenrollamiento. Por ejemplo, el
incremento de la temperatura puede inducir cambios conformacionales en las moléculas de
plasmido, como consecuencia de la accion de las proteinas de choque térmico sobre la

actividad de las topoisomerasas (Silva et al., 2012).

1.4. Efecto de la temperatura de cultivo sobre el hospedero

Como se ha sefialado, incrementar la temperatura de cultivo es una estrategia efectiva en la

produccion de ADNp. Sin embargo, dicho incremento repercute en el desempefio
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fisiologico del hospedero al desencadenar en ¢l la respuesta de choque térmico. Esta
respuesta consiste en una rapida, transitoria pero muy intensa actividad de sintesis de mas
de 20 proteinas de choque térmico, principalmente chaperonas y proteasas, siendo las mas
abundantes: DnaK, Dnal, GrpE, GroEL y GroES (Figura 1.7). Estas proteinas protegen al
hospedero contra la desnaturalizacion térmica y controlan la homeostasis, lo que
incrementa la termo-resistencia de la célula (Valdez-Cruz et al., 2010). Su expresion se
regula a nivel transcripcional por el producto del gen rpoH, el factor o°2. Este se une a la
RNA polimerasa para transcribir los genes del regulon de choque térmico (Arséne et al.,
2000). La sintesis de o°* esta fuertemente regulada a temperaturas por debajo de 32 °C, ya
que el transcrito se encuentra plegado e impide el acceso a la RNApol. Este plegamiento se
desestabiliza con el aumento en la temperatura y permite la traduccion de rpoH. Los
niveles de o’ se incrementan en un tiempo breve, luego del cual disminuyen y se
estabilizan 15 min después del cambio de temperatura. o>> es regulado por las chaperonas
DnaK y Dnal; cuando existe una mayor cantidad de proteinas mal plegadas en relacion a
DnaK, esta proteina se disocia de c°2. Por el contrario, al ser escasas, DnaK/Dnal

mantienen inactivo a 6>~y dirigen su degradacion por FtsH (Valdez-Cruz et al., 2010).

A B

Degradada Inactiva Activa

P e B (o

|

Inductores

Figura 1.7. Regulacion de la respuesta de choque térmico y sus efectos en el metabolismo de E. coli. (A) La sintesis de
6°? es mediada por la transcripcién del gen rpoH ; su inactivacién y degradacion es promovida por las proteinas de los
sistemas DnaK/J y GrpE (Adaptado de Hasan y Shimizu , 2008). (B) Transiciones de ¢>* en sus formas activa, inactiva y

degradada (Adaptado de Arséne ef al., 2000).
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Esta respuesta implica una gran carga metabolica en el hospedero, y se acentiia con la
presencia del plasmido y la sintesis de proteinas codificadas en ¢l (Hoffmann y Rinas,
2001). Esto fue demostrado por Wittmann y colaboradores (2007) en un estudio de flujo de
carbono en la producciéon de proteina recombinante por termo-induccién. Se manifiesta en
la reduccion la tasa de crecimiento especifico y produccion de biomasa, asi como en el

aumento en la excrecion de subproductos, principalmente acetato (Wittmann et al., 2007).

A nivel de metabolismo central, el consumo especifico de glucosa es mayor y presenta un
flujo glicolitico mas activo. Sin embargo, los flujos de carbono son menores en vias clave
para el anabolismo como P5F y TCA, mientras que mas de la mitad del flujo de carbono
que llega al nodo de piruvato es excretado como acidos organicos, reduciéndose asi, el flujo
de carbono hacia TCA y por consiguiente hacia la cadena respiratoria. En estas condiciones
se activa la via del glioxilato como principal via anaplerdtica. En cuanto al estado
energético, los niveles de ATP son mas bajos por lo que demandan una gran actividad
respiratoria, denotada por el elevado consumo especifico de oxigeno y de produccion
especifica de CO, (Hasan y Shimizu, 2008), en tanto que los niveles de AMP y ADP son
mas altos, lo que indica una alta demanda energética, provocada principalmente por la
sintesis de proteinas como GroEl y Dnak. En concordancia con estas observaciones,
estudios transcripcionales muestran la represion de los genes del TCA, asi como la
sobreexpresion del gen cyd y la represion del gen cyo, debido a la mayor expresion del gen
arcA. Cyo es un citocromo de menor afinidad por el oxigeno pero es mas eficiente. Por el
contrario, Cyd tiene mayor afinidad por el oxigeno pero es menos eficiente (Spiro y Guest,
1991). La sobreregulacion de arcA es un efecto indirecto del cambio de temperatura por la

disminucion en la solubilidad del oxigeno (Hasan y Shimizu, 2008).

Otros cambios fisiologicos que tienen lugar son: la modificacion en la proporcion de lipidos
y proteinas de la membrana celular, la destruccion de ribosomas y la relajacion del ADN.
En cepas reld, la eventual limitaciéon de aminoacidos activa la respuesta estricta, lo que
acelera la degradacion de los ribosomas y como consecuencia interrumpe la sintesis de

proteinas (Valdez-Cruz et al., 2010).
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1.5. Aplicacion de la medicion de impedancia por radiofrecuencia en procesos de
produccion biotecnolégicos con E. coli

Contar con informacién en tiempo real del crecimiento de un cultivo, representa una
herramienta valiosa en el control de procesos que permite conocer el estado fisioldgico de
las células y tomar decisiones oportunamente ante situaciones que comprometen la
produccion. Para ello es necesario contar con mediciones confiables y robustas para la
estimacion de tasas especificas de crecimiento, consumo de sustrato y formacion de
producto (Hoffmann et al., 2000). Por otra parte, los andlisis fuera de linea requieren
tiempo e implican intervenciones que pueden poner en riesgo la produccion; con base en
ellos, se controla la calidad del bioproceso. A raiz de estas deficiencias, la FDA lanzo6 su
iniciativa de tecnologia analitica de proceso (PAT), la cual recomienda la implementacion
de herramientas de analisis y muestreo en linea, y sobre linea, para el control y seguimiento

de bioprocesos (FDA 2004; Gnoth et al., 2007; Kaiser et al., 2008).

Existen varios métodos disponibles para el seguimiento en linea del crecimiento celular,
entre los cuales, los opticos y de actividad respiratoria, son los mas cominmente utilizados
(Wechselberger y Herwig, 2012). Las mediciones de turbidez o densidad optica, aunque
son sencillas y rapidas, tienen varias limitaciones. Por ejemplo, son altamente sensibles a la
presencia de burbujas, particulas y suciedad, por lo que su funcionalidad se ve mermada
durante la produccion (Kaiser et al., 2008). Otra de sus desventajas, es que la correlacion
entre densidad optica y densidad celular solo es vélida en un intervalo limitado y cambia
por variaciones en la morfologia celular; ademas, no distinguen la viabilidad celular. En
contraste, las mediciones de actividad respiratoria a través del anélisis del gas de salida son
mas robustas, permiten seguir el crecimiento celular en un amplio intervalo de
concentraciones y caracterizar la viabilidad del cultivo (Knabben et al., 2011). No obstante,
las estimaciones pueden ser imprecisas al estar basadas en los rendimientos con respecto al
oxigeno, pues estos cambian bajo diferentes circunstancias, como en la induccion de genes

recombinantes (Hoffmann et al., 2000).

Un método alternativo y que va mas alld de la estimaciéon de biomasa, esta basado en la

medicion de conductividad y la cantidad de NH4OH adicionado para mantener el pH del
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cultivo constante. Este método propuesto por Hoffman y colaboradores (2000), contempla
la estimacion de la concentracion de metabolitos secundarios como acidos organicos. La
estimacion parte de considerar que el NH4OH esta dirigido a la produccion de biomasa, asi
como a la neutralizacion de los acidos orgéanicos excretados, principalmente acetato, con la
ventaja de que el rendimiento de biomasa con respecto al nitrégeno es practicamente
constante, aun en condiciones de induccion de genes heter6logos. Por otro lado, en ausencia
de acidos organicos, la conductividad tiene una tendencia lineal negativa a lo largo del
cultivo; las desviaciones positivas de dicha tendencia son proporcionales al incremento en
la concentraciéon de &cidos orgénicos. Este comportamiento pone a la medicion de
conductividad como una alternativa atractiva para el seguimiento de la excrecion de acidos
organicos. La medicion sobre linea de dacidos organicos requiere de sistemas
cromatograficos acoplados al fermentador mediante adaptaciones especiales para la toma
de muestra y su tratamiento antes de entrar a la columna. Esto implica costos y problemas
adicionales al proceso, pues los conductos de muestreo pueden bloquearse a medida que la
concentracion celular se incrementa (Hoffmann et al., 2000), ademas de que la medicion de

dichos analitos toma varios minutos.

Los métodos descritos hasta el momento permiten estimar las concentraciones de biomasa
viable y acidos organicos por separado. También requieren varios dispositivos y controles
para su operacion (analizadores de gases, cromatografos). Una opcion integral estd dada por
la espectroscopia de impedancia por radiofrecuencia (IRF), en la que gracias a las
diferentes propiedades eléctricas que exhiben las células y el medio de cultivo al exponerlas
a un campo eléctrico, pueden determinarse tanto la concentracion celular viable, asi como
la concentracion de 4cidos organicos. Este método es practicamente insensible al material
no celular y a las células no viables, ya que sus propiedades eléctricas son

significativamente diferentes a las de las células viables (Markx y Davey, 1999).

Espectroscopia de impedancia

La energia de un campo eléctrico puede disiparse como calor o almacenarse en la superficie
de los materiales en funcidén de dos propiedades: la conductividad (x) y la permitividad (¢).
La conductividad es una medida de la capacidad de conducir la carga, mientras que la
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permitividad es una medida del grado de polarizacién del material (Markx y Davey, 1999).
Ambas propiedades se relacionan en una cantidad denominada impedancia como se indica

a continuacion;

1
Z=R+jwX,=——— 1.4
JO3e K+ jwey&, (1-4)
Donde “Z” es la impedancia y es una cantidad compleja cuya parte real es la resistividad

“R” 'y su parte imaginaria la reactancia capacitiva “X,;” (Dean et al., 2008).

La impedancia conceptualmente refleja la perdida de carga por los elementos resistivos,
capacitivos e inductivos de un sistema. Esta similitud con la ley de Ohm permite relacionar
el potencial eléctrico aplicado al material a una frecuencia ®, con la corriente eléctrica
resultante, con lo que se obtiene la magnitud y fase de la impedancia (Barsoukov y
Macdonald, 2005; Xi et al., 2009). De esa manera se determinan los componentes real e
imaginario y se calculan la conductividad k = K /R, y la permitividad relativa €, = CK/¢,.
Donde “K” es una constante de celda que considera la geometria del electrodo y “C” la
capacitancia (Markx y Davey, 1999). Después de varias mediciones de permitividad a
diferentes frecuencias (Figura 1.8), los datos se analizan mediante un ajuste de minimos
cuadrados no lineal de la ecuacion de Cole-Cole o en un grafico de Cole-Cole (Markx y

Davey, 1999).
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Figura 1.8. Datos de capacitancia a diferentes frecuencias. El cambio en la capacitancia (Ag,) por la dispersion 3, esta
delimitado entre las frecuencias fl y f2. fc es la frecuencia caracteristica (Adaptado de Markx y Davey, 1999).

26



Aplicacion de la espectroscopia de impedancia en sistemas biologicos

Los materiales bioldgicos, a diferencia de otros, exhiben cambios en la permitividad a
medida que se incrementa la frecuencia. Estos cambios estan asociados a las transiciones de
diferentes eventos de polarizacion denominadas dispersiones. Por ejemplo, la dispersion
a se debe al flujo de iones a través de la membrana mientras que la dispersion 3 resulta de
la acumulacion de carga en la membrana (Davey y Kell, 1995; Markx y Davey, 1999)
(Figura 1.9).

log ®

Figura 1.9. Dispersiones de los materiales biologicos (Adaptado de Markx y Davey, 1999).

La heterogeneidad estructural y quimica en las bacterias, especificamente de los diferentes
estratos de la envoltura celular, son determinantes en sus propiedades eléctricas. Basta
tomar en cuenta la carga negativa en la superficie por los grupos carboxilo y fosfato
expuestos; los grupos cargados en la matriz de polisacaridos, la cual funciona como un
intercambiador 16nico y que estd fuertemente influenciada por la concentracion de iones del
medio. Por tltimo, la diferencia de potencial a través de la membrana celular y su caracter

no conductor (Takashima, 1989; Grant et al., 1978; Markx y Davey, 1999).

Relacion entre la impedancia con la concentracion celular

La relacion entre la capacitancia y la concentracion celular viable tiene sus cimientos en el
modelo de Wagner (Wagner, 1914), el cual describe la permitividad compleja de particulas
esféricas con propiedades dieléctricas homogéneas (gp*), suspendidas en un medio

homogéneo con permitividad (&, ), y viene dada por la ecuacion 1.5.

27



l+2(ﬂ>

. . fo & + 26",
fo (e*p + 2€*m>

Donde “f,,” es la concentracion de esferas expresada en fraccion volumétrica. El asterisco

denota que se trata de una variable compleja.

En analogia con una suspension celular, este modelo fue aplicado asumiendo que el
citoplasma estd envuelto por una membrana no conductora cuyo espesor es pequefio con
relacion al diametro de la célula (Pauly y Schwan, 1959; Harris et al., 1987). Esto permitié
después de varias simplificaciones obtener una relacion entre Aeg en la dispersion B y las

propiedades microscopicas de la célula:

_ v$lm

A
¢ 4e,

(1.6)
Donde “g” es el radio de la célula, “f,” la fraccion volumétrica de células (concentracion
celular) y “C,,” la capacitancia de la membrana. Por lo tanto, el tamafio y la concentracion
de las células con su membrana integra, contribuyen de manera proporcional al incremento

de la capacitancia relativa (Markx y Davey, 1999).

Medicion de capacitancia y conductividad

Al exponer las células a un campo eléctrico por radio frecuencia, estas se comportan como
capacitores microscopicos. La medicion de la relacion entre voltaje y corriente
(impedancia) entre dos frecuencias que comprendan la dispersion 3, permiten calcular el
incremento de permitividad o capacitancia, y la conductividad. La medicién de estas
propiedades eléctricas a través de un sensor de impedancia por radiofrecuencia en un
bioproceso, y su relacion con la densidad celular y la concentracion de iones, posibilitan su
aplicacion para el seguimiento del crecimiento celular, asi como del consumo y produccion
de sustancias ionicas en tiempo real (Markx y Davey, 1999; Wechselberger y Herwig,

2013).
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2. Justificacion

Hasta el momento, son escasos los trabajos sobre el estudio de la produccion termo-
inducida de ADNp que consideran las condiciones de calentamiento de los reactores de
gran escala, a pesar de estar orientados al establecimiento de una plataforma de
manufactura altamente productiva. Los pocos estudios que incorporan dicha consideracion
presentan evaluaciones deficientes. La tasa de calentamiento es una variable que ha
demostrado ser relevante en la produccion de proteina recombinante por lo que es muy

probable que lo sea también para la produccion de ADNp.

3. Hipotesis

Tasas de calentamiento inferiores a 0.5 °C/min aplicadas a un cultivo de Escherichia coli
para la produccién de ADNp por termo-induccion, incrementaran el rendimiento especifico

y volumétrico de ADNp, ademas del contenido de la isoforma superenrollada.

4. Objetivos
4.1. Objetivo general

Evaluar el proceso de produccion de ADNp por termo-induccién en cultivos de alta
densidad celular de Escherichia coli con incremento de temperatura a diferentes tasas de
calentamiento, a fin de verificar el impacto de esta variable sobre los rendimientos,

productividad y topologia del ADNp.

4.2. Objetivos especificos

e Realizar cultivos de E. coli DH5a en modo lote en matraz a diferentes temperaturas,
para determinar las mejores temperaturas de produccién de biomasa y ADNp a

partir de: 1, Y, concentraciones de acetato y plasmido, Yoy, g, y CSE.

e Realizar cultivos de alta densidad celular de £. coli DH50 en modo lote alimentado
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en biorreactor, incrementando la temperatura a tasas de calentamiento
representativas de reactores a gran escala, aplicando las mejores temperaturas de
produccion de biomasa y ADNp, para verificar su efecto sobre Yis, Ynmixs

concentracion de plasmido, Y., O, y CSE.

e Dar seguimiento a los cultivos de alta densidad celular de E. coli DH5a con un
sensor de impedancia por radiofrecuencia para medir los cambios en la capacitancia
y conductividad en el cultivo y posteriormente asociarlos con la produccion de

biomasa y la excrecion de 4cidos orgénicos.

5. Material y métodos
5.1. Cepa y plasmido empleado
5.1.1. Cepa

Como fabrica celular para la produccion del plasmido pHN, se empled la cepa comercial
DHS5a de E. coli (Invitrogen). Su genotipo es ¢80/acZAM15 A(lacZY A-argF)U169 recAl
endAl hsdR17(ry, my') gal phoA supE44 \- thi-1 gyrd96 relAl. Esta cepa fue
transformada con el plasmido pHN por el M. en C. Gheoghe M. Borja, quien amablemente

proporcion6 un indculo criopreservado a -80 °C para la realizacion de este trabajo.

A partir de ese indculo, se prepard un banco de trabajo sembrandolo en un matraz de
250 mL con 50 mL de medio LB liquido suplementado con glucosa (5 g/L) y ampicilina
(0.2 g/L), el cual se incub6 a 37 °C y 200 rpm. Una vez alcanzada una concentracion celular
de 5 unidades de DO, el cultivo se mantuvo en hielo. Se prepararon 50 crioviales de 2 mL,
cada uno con 750 uL de caldo de cultivo y 750 pL de glicerol al 80% (v/v) y se

mantuvieron en congelacion a -80 °C.

5.1.2. Plasmido

El plasmido modelo de vacuna de ADN empleado en este trabajo bajo la denominacién
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“pH ” (Figura 5.1), es un plasmido derivado del pcDNA3.1 (Invitrogen) de 6.1 kb que
contiene el gen de la hemaglutinina-neuraminidasa (HN) que codifica un antigeno del virus
de la parotiditis de 176 aminoacidos. El gen HN estd clonado entre las secuencias del
promotor del citomegalovirus humano (Pcvy) y de poliadenilacion de la hormona de
crecimiento bovino (BGH pA) que controlan su expresion en células de mamifero. SV40
ori y SV40 pA son las secuencias promotora y de poliadenilacion temprana del virus 40 del
simio, respectivamente. Entre estas secuencias estd clonado el gen de resistencia a la
neomicina para la seleccion de células de mamifero transfectadas. Ademads, cuenta con
origen de replicacion para su replicacion en E. coli; es tipo pUC, y contiene el gen que
codifica la enzima P-lactamasa que confiere al hospedero resistencia a la ampicilina con
fines de presion de seleccion (Herrera ef al., 2010). Este plasmido fue donado amablemente
por la Dra. Blanca Lilia Barron Romero (Escuela Nacional de Ciencias Biologicas-Instituto

Politécnico Nacional).

Figura 5.1. Diagrama del plasmido pHN (Tomado de Wunderlich, 2010).

5.2. Medio de cultivo

En todos los cultivos realizados en este trabajo, se empleé un medio quimicamente definido
(denominado PD) formulado para cultivos de alta densidad celular de E. coli (Soto et al.,
2011), suplementado con glucosa como fuente de carbono a una concentracion de 5 y 10

g/L para matraz y biorreactor, respectivamente. Su composicion se detalla en la Tabla 5.1.
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El medio PD se prepar6 incorporando al medio mineral estéril: glucosa, MgSO4-7H,0,
elementos traza (Tabla 5.2), ampicilina disddica e hidrocloruro de tiamina en las cantidades

requeridas para un volumen dado a partir de soluciones estériles concentradas.

Componente Concentracion (g/L)
K,;HPO4 17
KH,PO4 53
(NH4)SO4 2.5
(NHy)C1 1.0
Citrato de sodio 1.0
MgSO,4-7H,0 1.0
Ampicilina disodica 0.1
Tiamina-HCI 0.01
Solucion de elementos traza 250x 4 ml/L

Tabla 5.1. Composicion del medio PD.

Componente Concentracion (g/L)
Zn(CH;COO0); 2H,0 8.5
a 'ED A 3.5
CoCl, ‘6H,O 0.625
MnCl, -4H,0O 3.75
CuCl, -2H,0 0.375
H;BO3 0.75
Na,Mo0O4-2H,0 0.525
Citrato férrico 25

Tabla 5.2. Composicion de la solucion de elementos traza 250x.

El medio mineral se prepard disolviendo las sales de fosfato, citrato y amonio, en agua
destilada, en las cantidades requeridas para un volumen dado, ajustando el pH a 7.4 con
NH4OH 15% (p/p). Esta solucién, contenida en un matraz o biorreactor, se esterilizé a 121
°C por 30 min por calor huimedo. De la misma forma se prepar6 una solucién concentrada 5

veces de medio mineral (medio mineral 5x).
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Por separado, se prepararon soluciones concentradas de MgSQO4-7H,0 (500 g/L), elementos
traza (Tabla 5.2) y glucosa (650 g/L) con agua destilada. Estas soluciones se esterilizaron a

121 °C por 30 min por calor humedo.

También se prepararon soluciones concentradas de hidrocloruro de tiamina (10 g/L) y
ampicilina disédica (100 g/L) con agua destilada, ambas esterilizadas por filtracion con una
membrana con didmetro de poro de 0.2 um; alicuotadas en tubos para centrifuga de 1.5 mL

estériles, y conservadas a -20 °C protegidas de la luz.

5.2.1. Solucion de alimentacion

Para los cultivos en biorreactor alimentado, la composicion de la solucion de alimentacidon

utilizada fue la siguiente:

Componente Concentracion (g/L)
Glucosa 650
K,HPO4 17
KH,PO4 5.3
(NH4)SOg4 2.5
(NH4)Cl 1.0
Citrato de sodio 1.0
MgSO,4-7H,0 1.0
Ampicilina dis6dica 0.1
Tiamina-HCl 0.01
Solucion de elementos traza 250x 4 ml/L

Tabla 5.3. Composicion de la solucion de alimentacion.

Esta solucion se prepar6 incorporando a la solucion estéril de glucosa de 650 g/L: medio
mineral 5x, MgSO4-7H,0, elementos traza, ampicilina y tiamina de sus respectivas

soluciones estériles concentradas.
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5.3. Sistemas de cultivo

5.3.1. Cultivos en matraz

Para evaluar el efecto de la temperatura de cultivo sobre el crecimiento de E. coli DH5a y
la produccion de ADNp, se realizaron cultivos por duplicado a 30, 35, 40, 42 y 45 °C, en
matraces Erlenmeyer modificados con aletas deflectoras de 500 mL con 125 mL de
volumen de trabajo, y mantenidos en agitacion orbital a 200 rpm en una incubadora Innova
4230 (New Brunswick Scientific, Edison, NJ). Se colectaron muestras de 1 mL cada hora

para la cuantificacion de biomasa, metabolitos y plasmido.

Para cada cultivo, se realiz6 un precultivo sembrado a partir de un inoculo criopreservado a
-80 °C, el cual se incub6 a 37 °C y 200 rpm por 12 h. El precultivo se cosecho y centrifugd
a 7,500 rpm por 3 min y 10 °C; se descart6 el sobrenadante y se resuspendid el material
celular en medio mineral estéril. Con la suspension resultante se inocularon los matraces

para tener una concentracion inicial aproximada de 0.25 unidades de DO.

5.3.2. Cultivos en biorreactor

El efecto de la tasa de calentamiento sobre la produccion de ADNp se verificd en cultivos
de alta densidad celular en biorreactores en modo lote alimentado, incrementando la
temperatura de 35 a 42 °C a tasas de calentamiento de 0, 0.025, 0.05, 0.10 y 0.25 °C/min.
Los cultivos tuvieron una duracion de 24 h, y cada 2 h se colectaron muestras de 10 mL
para la cuantificacion de la concentracion de biomasa, metabolitos y plasmido, asi como del

contenido de la isoforma superenrollada. Cada condicion se evalud al menos por duplicado.

Para ello, se emple6 un biorreactor de tanque agitado de 1.3 L de capacidad con dos
impulsores Rushton de 6 4labes, dispuestos conforme a un disefio estandar. El biorreactor
se instrumentd con sensores de pH (Mettler-Toledo GmbH, Switzerland), TOD tipo
polarografico (Mettler-Toledo GmbH, Switzerland) y temperatura tipo resistencia de
platino, todos ellos enlazados a un médulo de control Bioflo/Celligen 115 (New Brunswick

Scientific, Edison, NJ) y al sistema de monitoreo y adquisicion de datos Biocommand
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Batch Control VC (New Brunswick Scientific, Edison, NJ). Adicionalmente, se incorporo
un sensor de IRF Futura (Aber Instruments Ltd, Averystwyth, UK) para seguir los cambios
en la capacitancia y la conductividad del medio. La sefial de este sensor fue procesada y
transmitida al programa de adquisicién de datos y monitoreo en linea Futura OPC Lite V4.0
(Aber Instruments Ltd, Averystwyth, UK). Un diagrama simplificado se muestra en la

Figura 5.2.

El biorreactor se cargd en cada cultivo con 500 mL de medio mineral; una vez calibrados
los sensores de pH e impedancia, se esterilizd en una autoclave con calor huimedo a una
temperatura de exposicion de 121 °C por 30 min. Una vez retirado el biorreactor del
autoclave, se conectaron los sensores al gabinete de control y se habilitaron los servicios de
aire, oxigeno, calentamiento y enfriamiento. Después de transcurrir 8 h, se calibraron las
bombas de adicion de las soluciones de base, antiespumante y alimento; se incorporaron la
glucosa, MgSQy,, ampicilina y tiamina al sistema agitado a 200 rpm y 35 °C, y se calibro el
sensor de TOD. El reactor se inocul6 para tener una concentracion inicial de biomasa de 2
g/L. La fase lote del cultivo se desarroll6 a una concentracion inicial de glucosa de 10 g/L a
35 °C. El fin de la fase lote se verifico por al menos una de las siguientes cuatro
condiciones: incremento drastico en la TOD; incremento sutil del pH; disminucion continua

y pronunciada de la capacitancia, y ausencia de glucosa en el medio.

El inicio de la alimentacion se hizo siguiendo un esquema de alimentacion exponencial de
acuerdo a la ecuacién 5.1. El algoritmo del esquema de alimentacién se presenta en los

apéndices Al y A2.

User X(tLA)Veuset(t—tLA)
Fy = ( + m) (5.1)
4 Yxs CsA
Donde:
User:  0.15 h! Yys: 047 g/g(35°C)y0.27 g/g (42 °C)

m: 0.059 g/g h (Villadsen et al., 2011) Csq: 650 g/
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El volumen instantaneo o real de trabajo del reactor se calcul6 sumando al volumen inicial
los volumenes de base, antiespumante y alimento adicionados, y restando el volumen por
toma de muestra (Apéndice A4). Los volumenes de adicion se estimaron considerando el
tiempo e intensidad de accionamiento (0-100%) de las bombas peristalticas y un factor de

calibracion en unidades de mL/min (Apéndice A3).

Al mismo tiempo, se inici6 el cambio de temperatura de 35 a 42 °C a una tasa de
calentamiento g de acuerdo con la ecuacion 5.2. El algoritmo para incrementar la

temperatura linealmente se presenta en el apéndice AS.

T =q(t—t) +T, (5.2)
T,=35°C; T,<T<42°C

A lo largo de todo el cultivo, el pH se control6 a 7.2 mediante la adicion de NH4OH; la
TOD se controld alrededor de 30% de saturacion con respecto al aire mediante el
incremento gradual de la velocidad de agitacion entre 200 y 1200 rpm, el flujo de
gasificacion entre 1 y 2 vvm y el enriquecimiento del gas de aireacion con O, conforme a
los requerimientos del cultivo. La temperatura se controld alternando la apertura de la
valvula de servicio de agua de enfriamiento y el encendido de una mantilla de

calentamiento eléctrica. Todas las variables de proceso se controlaron con un algoritmo PI.

5.3.3. Sensor de impedancia por radiofrecuencia

El sensor de impedancia por radiofrecuencia (IRF) Futura (Aber Instruments Ltd,
Averystwyth, UK), consiste en una sonda con 4 electrodos anulares de platino a través de
los cuales se genera un campo eléctrico por radiofrecuencia y que realizan las mediciones
de potencial e intensidad de corriente eléctrica. El sensor tiene acoplado un cabezal que
contiene un microprocesador electrénico que procesa la sefial de las mediciones. Los datos
del sensor son enviados a través de una interfase a una computadora en donde son
almacenados y visualizados mediante el programa Futura OPC Lite V4.0 (Aber Instruments

Ltd, Averystwyth, UK).
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Previamente a cada cultivo, las mediciones del sensor IRF Aber se verificaron empleando
simuladores de sefial de capacitancia de 0 y 100 pF/cm y de conductividad de 0 y 40
mS/cm. Adicionalmente, se verificd la capacitancia y la conductividad de un estandar de
KC1 0.1 N cuyos valores de capacitancia y conductividad a 25 °C deben encontrarse en 7 +

10 pF/em y 12.88 + 0.20 mS/cm, respectivamente, segin las especificaciones del

fabricante.

Flujo de gases Bomba peristaltica

Walvula con actuador
solenoide
Walvula reguladora

Flujo de liquidos

Sefial eléctrica

Transmision de datos

Sensor de impedancia por
radiofrecuencia

Sensor de pH
Sensorde TOD

Sensor de temperatura

Medidor de flujo masico
térmico

0000 |

de flujo
Motor eléctrico de CD

Filtro de esterilizacion de
gases 0.2um

Solucion de NH+OH 15%
Antiespumante

Solucion de alimentacion

ﬂ}@Eﬂ}X—E@

Fs1

Fs2

FS3

Figura 5.2. Diagrama simplificado de tuberias e instrumentos del biorreactor empleado en los cultivos. Los elementos
delimitados por las lineas discontinuas gruesas estan integrados en el modulo de control Bioflo/Celligen 115. La

simbologia se tom6 de Smith y Corripio, 1997.
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5.4. Métodos analiticos
5.4.1. Cuantificacion de biomasa

Para los cultivos en matraz, la biomasa se estim¢ a partir de mediciones de DO de muestras
de caldo de cultivo en celdas de poliestireno de 10 mm de paso de luz en un
espectrofotometro Beckman DU65 (Beckman Coulter, Atlanta GA) a una longitud de onda
de 600 nm; se realizaron diluciones de las muestras con medio mineral estéril desde 1:2
hasta 1:10, para obtener las mediciones dentro del intervalo lineal de respuesta del equipo
comprendido entre 0.2 y 0.6 unidades de DO. La concentracién de biomasa en peso seco se

determind con un factor predeterminado de 0.40 g/L por unidad de DO.

Para los cultivos en biorreactor, la biomasa se cuantificé por peso seco a partir del material
celular colectado a partir de 1.5-6 mL de caldo de cultivo en tubos para centrifuga de 2.0
mL, y centrifugado a 13,000 rpm por 10 min. Cada tubo se pesd antes y después de
mantenerlo en secado en un horno a 70 °C por al menos 18 h. La concentracién de biomasa
por peso seco se calculd a partir de dividir la diferencia de las pesadas del tubo con material

celular seco y el tubo vacio entre el volumen de muestra.

Adicionalmente, se estim6 la concentracion de biomasa en peso seco a partir la
concentracion de biomasa en peso himedo para verificar el progreso del crecimiento
celular durante el cultivo. Los tubos con material celular himedo se pesaron antes de
ponerlos a secar en el horno. La concentracion celular en peso himedo se calculé a partir
de dividir la diferencia entre las pesadas del tubo con material celular himedo y el tubo
vacio entre el volumen de muestra centrifugado. Esta concentracion se dividié entre un
factor de 4.23 con un error estandar de 0.02, obtenido de la correlacion de las
concentraciones de biomasa en peso humedo y peso seco (Figura 5.3), para estimar la

concentracion equivalente en peso seco.
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Figura 5.3. Correlacion entre la concentracion de biomasa en peso humedo y en peso seco.
5.4.2. Cuantificacion de metabolitos

Los metabolitos que se cuantificaron en este trabajo a partir del sobrenadante de las

muestras centrifugadas a 13,000 rpm y 10 min fueron glucosa y acetato.

Cuantificacion de glucosa

La glucosa se cuantifico en un analizador bioquimico YSI 2700 Select (Yellow Springs
Instruments Co., Yellow Springs, OH), el cual mide la corriente aplicada a un electrodo de
platino para reducir el peroxido de hidrogeno que se produce por la oxidacion de la glucosa

catalizada por la enzima glucosa oxidasa.

Previamente al analisis de muestras, las mediciones del instrumento se verificaron con

soluciones estandar de glucosa con las siguientes concentraciones:

Estandar 1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10
Concentracion de
glucosa (g/L)

Tabla 5.4. Concentracion de glucosa de los estandares utilizados para la verificacion del instrumento YSI Select 2700.

0101]025]|050]|075|10]2.0|3.0{4.0|5.0

De esta manera se obtuvieron correlaciones entre las mediciones del instrumento y la
concentracion de los estandares. La calidad del ajuste permitid verificar el correcto

funcionamiento del instrumento y corregir las lecturas obtenidas.
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Figura 5.4. Correlacion entre la concentracion de glucosa medida por el instrumento
y la concentracion de los estandares.

Cuantificacion de acetato

El acetato se cuantific6 en un sistema HPLC Waters (Waters Corp., Milford, MA)
mediante espectrofotometria a 210 nm y refractometria. Para ello se emple6 una columna
Aminex HPX-87H 300 x 7.8 mm de Bio rad (Bio-rad Laboratories Inc, Hercules CA) en
cuya matriz de poliestireno divinil-benceno sulfonatada con H" como contraién, tiene lugar
la separacion de: acidos orgénicos, alcoholes y azucares por mecanismos de exclusion de

tamafio e intercambio de ligando.

Se utilizd como fase movil una solucion acuosa de acido sulfurico 5 mM a un flujo de 0.6
mL/min y temperatura de 60 °C. El volumen de muestra inyectado en cada corrida fue de
20 pL. Cada muestra se procesé en 20 min empleando detectores de arreglo de fotodiodos
(AFD) e indice de refraccion (IR) acoplados en serie. Este tltimo se mantuvo a una
temperatura de 50 °C. Todas las muestras para el analisis en HPLC se filtraron a través de

membranas con didmetro de poro de 0.2 um.
Los estandares utilizados para la calibracion del método antes de cada corrida de analisis se

prepararon disolviendo acetato de sodio anhidro en agua deionizada. En la Tabla 5.5 se

presenta la concentracion de cada uno.
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Estandar 1| 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 11|12 13| 14

Concentracién de | | 1 | 9951 050|075 1.0 | 1.5 | 2.0 | 2.5 | 3.0 | 3.5 | 4.0 | 4.5 | 5.0
acetato (g/L)

Tabla 5.5. Concentracion de acetato de los estandares utilizados para la calibracion del método analitico.

Mediante el software Empower Il de Waters (Waters Corp, Milford, MA), se obtuvieron las
curvas de calibracion a partir de correlacionar el area bajo la curva con la concentracion de

los estandares. El tiempo de retencion del acetato bajo las condiciones de anélisis fue de

14.8 min.

Figura 5.6. Curva de calibracion tipica para la

Figura 5.5. Cromatogramas tipicos de los estandares de .- uiificacion de acetato.

acetato obtenidos con el detector de AFD a 210 nm.

5.4.3. Purificacion, cuantificacion y analisis topolégico de plasmido
Extraccion y purificacion de ADN plasmidico

El ADNp fue extraido y purificado a partir de 2 mg de biomasa empleando el paquete
comercial miniprep de Quiagen, el cual brevemente, consiste en la liberacion del plasmido
del material celular por lisis alcalina en un tiempo optimizado; el sobrenadante se separa de
los restos celulares y se transfiere a una columna de silica gel en la que el plasmido se
retiene y posteriormente se recupera por elucion en condiciones de baja fuerza i6nica. A
diferencia de lo especificado en el protocolo del fabricante, la elucion se hizo con 70 pL de
buffer EB a 70 °C en dos pasos de elucion-centrifugacion de 40 pL y 30 pL, con la

finalidad de mejorar la eficiencia de recuperacion.

41



Lisis alcalina

El material celular se trata con una solucién que contiene hidroxido de sodio y SDS en
presencia de RNasa. Bajo condiciones de alcalinidad, la envoltura celular se lisa por la
saponificacion y disolucion de los lipidos de membrana, y permite la liberacion de los
componentes intracelulares; tanto el ADN cromosomal como el ADNp se desnaturalizan.
Posteriormente, al neutralizarse el lisado con una solucidon de acetato de potasio y cloruro
de guanidina (un agente caotropico), el ADN cromosomal se reordena a una forma
insoluble de manera que precipita junto con los lipidos, proteinas y SDS, mientras que el
ADN plasmidico se renaturaliza y se mantiene en la fraccion soluble. El tiempo que
transcurre entre lisis y neutralizacion, no debe ser mayor de 5 min para reducir la

probabilidad de liberacion y degradacion del ADN cromosomal (Birnboim, 1983).

Adsorcion y elucion

Posterior a la lisis alcalina, las fracciones solubles e insolubles del lisado se separan por
centrifugacion. La fraccion soluble se recupera y se transfiere a tubos con una membrana de
gel de silice que separa selectivamente el ADNp en condiciones de alta salinidad. Después
de aplicarse una serie de lavados a la columna para la remocion de sales y proteinas unidas
al ADNp, el ADNp se recupera de la columna por elucion con una solucion de baja

salinidad y pH ligeramente alcalino (7.5-8.5) (Birnboim, 1983).

Cuantificacion de ADN plasmidico

El plasmido purificado se cuantifico a partir de la absorbancia medida a 260 nm de 2 pL de
muestra en un espectrofotometro Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, USA) bajo el
modo DNA-50 para ADN de doble cadena. La pureza del plasmido se determiné a partir de
las relaciones de absorbancia 260 nm/280 nm, y a 260 nm/230 nm. Esta es aceptable
cuando el valor de dichas relaciones es 1.8 y 1.8-2.2, respectivamente (Desjardins y

Conclin, 2011).
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Anadlisis topologico del ADN plasmidico

El anélisis topoldgico de los plasmidos se hizo por electroforesis en gel de agarosa con
muestras de 50 ng de plasmido en un volumen de 10 pL por carril, cargadas cada una junto
con 2 pL de buffer de carga 6x (60% glicerol; 0.03% azul de bromofenol; 0.03% xileno
cianol; Tris-HCL, 10 mM; EDTA, 60 mM) en un gel de agarosa al 0.8%, con 2 mg/L de
bromuro de etidio (como agente intercalante y de tincion) en buffer de corrida TAE (Tris-
acetato, 40 mM; EDTA, 2 mM) (Moore, 2001), a 50 V por 60 min. Los geles se revelaron
exponiéndolos a 260 nm en un fotodocumentador Chemidoc (Bio-Rad, USA). El analisis
densitométrico se realizo a partir de las intensidades de banda en cada carril mediante el

software ImageLab de Bio Rad.

5.5. Calculos cinéticos y estequiométricos

A partir de los balances de materia de biomasa, sustrato y producto basados en el modelo
cinético no estructurado de Monod para un biorreactor en modo lote (Villadsen et al.,
2011), se establecio el tratamiento adecuado de los datos obtenidos experimentalmente en

la fase de crecimiento exponencial.

Tasas especificas de crecimiento, consumo especifico de sustrato y formacion de producto:

1dX

=—— 53
M= Xar G-
1dC;
=—— 54
s X dt G4
1dP
_ 55
= X ar -2
Rendimientos especificos:
v <dX ) (5.6)
xXs — dCS
_(apr (5.7
e = ()
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Para la fase modo lote alimentado:

1.d@v)

=xXvae oY
_ X&)V (tp) = X(tLa)V (tLa) (5.9)
xs Cs(Va(tr) — Va(tra)) |
_X(p)V(tr) — X(tLa)V (tLa)
Yoy = Cnhy (Ve(tr) — Va(tLa)) o1
0, P(tp) — P(t1a) (5.11)

~ X (tp) — X)) (tp — tra)

5.6. Métodos y calculos empleados en el analisis de datos y obtencion de
estimadores

Anadlisis de regresion

Los analisis de regresion simple y multiple para determinar los factores de correlacion entre
las variables consideradas en este trabajo, se realizaron empleando los modulos de linea de
tendencia en Excel y de regresion de SigmaPlot (Systat Software, San Jose, CA). Estos
modulos determinan la aproximacion funcional de acuerdo al método de minimos

cuadrados (Nieves y Dominguez, 2002).

Suavizacion de datos

La distorsion en los datos de capacitancia y de conductividad adquiridos en linea dificulta
su utilizacion y andlisis. Por esta razon, se aplic el algoritmo de suavizacion de datos no-
paramétrico exponencial negativo del programa SigmaPlot V12.3 (Systat Software, San
Jose, CA), para obtener la tendencia de los datos crudos (con ruido) de capacitancia y de
conductividad. Este método consiste en la aplicacion de una funcion de regresion
ponderada (Ecuacion 5.12) con una funcidon Gaussiana (Ecuacion 5.13), a un conjunto de

datos vecinos al valor a suavizar. En este trabajo, se emple6 un polinomio de grado 1 con
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vecindades de 10% del total de los datos (Véase Figura 5.7).

yi=9x) +¢€ (5.12)
.2
flx)=e"* (5.13)
n [ A
‘,Conductividad XConductividad
Y w
Capacitancia Capacitancia
B © Conauctidad j ﬁﬂ p B
20 &«
£ Conductividad 3% 3 -
§ b g ? "\M | KConducthldad
H . 5 i
£ 0 %:q
| . w o
; Capacitancia : Capacitancia

0 2z 4 6 8 10 12 14 16 18 20 2
Tiempo (h)

Figura 5.7. Aplicacion del método de suavizacion de datos a las mediciones de capacitancia y conductividad. Datos crudos
(A y B lado izquierdo) y datos suavizados (A y B lado derecho). El método permite obtener tendencias claras.

Cdalculo de la tasa de crecimiento especifico

Para considerar el efecto de la dilucion del medio, la tasa de crecimiento especifico se
calculd con base en la cantidad de biomasa. Esta se determiné a partir del producto de los
computos del volumen total de reactor y la concentracion de biomasa como se indica en la

ecuacion 5.8.

La tasa de crecimiento especifico instantanea, g, se calculd a partir de la derivada de un
polinomio de Lagrange (p(x)) de grado n=2 (Ecuacion 5.14), que se aplic a los datos de
cantidad de biomasa experimental. Este método se programo en una macro de Excel
(Apéndice B1) de acuerdo al algoritmo presentado por Nieves y Dominguez (2002).
Finalmente, al dividir la derivada numérica dx/dt, entre la cantidad de biomasa al tiempo ¢,

se obtuvo el valor de i (Véase la Ecuacion 5.3).
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Sin embargo, para el calculo de la tasa de crecimiento instantanea a partir de los datos de
cantidad de biomasa estimados, se optd por el método de linealizacion de la funcion de
crecimiento exponencial, ya que la diferenciacion numérica por diferencias divididas o
polinomios de Lagrange dieron resultados con alta dispersion. Mediante una macro
programada en Excel (Apéndice B2), se obtuvo la pendiente de la recta de regresion
aplicada a los 15 pares de datos consecutivos de logaritmo natural de la cantidad de

biomasa y tiempo (Ecuacion 5.15).

InXV = ut + InX,V, (5.15)

Calculo del rendimiento biomasa en sustrato

El rendimiento Yy, se calculd a partir de la pendiente de la recta de regresion (Ecuacion
5.16) aplicada sobre los 60 pares de datos consecutivos de cantidad de biomasa y sustrato
anadido mediante una macro programada en Excel (Apéndice B3). La cantidad de sustrato
anadido se determind a partir del producto de la concentracion de glucosa en la solucion de
alimento y el volumen adicionado de solucién de alimento (obtenido del cémputo del

tiempo e intensidad de operacion de la bomba peristéltica).

XV =Y, SV + X,V, (5.16)
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6. Resultados y discusion
6.1. Cultivos en matraz

A fin de establecer las temperaturas para la produccion de biomasa y ADNp en cultivos de
alta densidad celular, se investigd el efecto de la temperatura de cultivo sobre el
crecimiento y la producciéon de ADNp de DHS5a transformada con el plasmido pHN. Para
ello se realizaron cultivos en modo lote a 30, 35, 37, 40, 42 y 45 °C, en matraces agitados
orbitalmente a 200 rpm, empleando el medio PD con una concentracién de glucosa y pH
iniciales de 5 g/L y 7.2, respectivamente. A partir de las cinéticas de crecimiento de estos
cultivos, mostradas en la Figura 6.1, se calcularon los parametros cinéticos y
estequiométricos que se presentan en funcidon de la temperatura de cultivo en las Figuras

6.2 y 6.3. La concentracion de ADNp se midi6 en el punto de agotamiento de glucosa.

En la Figura 6.1 se muestran los cambios en el tiempo de la concentracién de biomasa,
glucosa y acetato para todas las condiciones de temperatura evaluadas. Como puede
observarse, la concentracion de biomasa aumenté mondtonamente desde el inicio de cultivo
y alcanzo su valor méximo cuando se agoto la glucosa. Esto ocurri6 entre 9 y 10 h excepto
en los cultivos a 30 y 45°C cuya duracion fue de 12 h. A partir de ese momento, la
concentracion de biomasa se mantuvo sin cambios importantes y marcd el inicio de la fase

estacionaria.

El cambio en la concentracion de glucosa fue inverso al cambio de la concentracion de
biomasa (Figura 6.1). La concentracion de acetato aumento a la par que la concentracion de
biomasa, y se redujo al iniciar la fase estacionaria. Este comportamiento se puede explicar a
partir de que el acetato es un producto asociado directamente al metabolismo; al agotarse la
glucosa, el acetato excretado es utilizado como una fuente alterna de carbono, que
aparentemente satisface los requerimientos energéticos minimos de E. coli DH5a pHN, al

mantener la concentracion celular a un valor relativamente constante.

La excrecion de acetato surge del redireccionamiento del flujo de carbono a nivel de Acetil-

CoA hacia la via ACK-PTA (Chang et al., 1999), pero pudo intensificarse por el medio
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minimo empleado (Avison et al., 2001) o darse a través de la via POX conforme el caldo

de cultivo se acidifico (Dittrich et al., 2005; Borja, 2011).
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Figura 6.1. Curvas de crecimiento, concentracion de glucosa y acetato de cultivos de E. coli DH5a 30, 35, 37, 40,42 y 45
°C en modo lote en matraz. Las barras de error representan el error estandar entre 2 experimentos.

6.1.1. Efecto de la temperatura de cultivo sobre la produccion de biomasa

El resumen del efecto de la temperatura de cultivo sobre el crecimiento de E. coli

DHS5a pHN se muestra en la Figura 6.2.
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En la Figura 6.2.A se puede observar que el rendimiento Yy, disminuyé de manera
importante con el aumento en la temperatura de cultivo. Este mismo comportamiento fue

también observado en otros trabajos con cultivos de E. coli DH5a (Silva et al., 2009) y E.

coli TG1 (Wittmann et al., 2007) con plasmidos multicopia a diferentes temperaturas.

En cuanto a u, esta presentd un incremento de hasta 1.7 veces de 30 a 35 °C a un valor
alrededor de 0.33 h™, y se mantuvo sin cambios importantes hasta 40 °C, donde luego

disminuy6 con incrementos adicionales en la temperatura de cultivo.

Los resultados obtenidos en este trabajo a 37 °C, reprodujeron los obtenidos por Borja
(2011) con DH5a, aunque p fue 15% mas baja que la reportada por él. Esta diferencia
pudo estar asociada a una disminucién mas acentuada en el pH, al no incorporarse el agente
amortiguador MOPS en el medio de cultivo de este trabajo, dada la sensibilidad de x a los

cambios sutiles en el pH (Ongkudon et al., 2011).

Por el contrario a lo observado aqui, en el trabajo de Silva y colaboradores (2009) con
cultivos de E. coli DH5a con un plasmido pUC de 6 kpb a diferentes temperaturas, u
disminuy6 a partir de 32 °C con el incremento en la temperatura de cultivo y se mantuvo

sin cambios importantes entre 37 y 40 °C. También Wittmann y colaboradores (2007)
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reportaron un valor de ¢ mas bajo a 42 °C que a 30 °C en TG1 con un plasmido de 5 kpb
derivado de pBR322 (Seeger ef al., 1995), pero en TGI no transformada x fue mas alta a
42 que a 30 °C. Estos cambios se explican al considerar que E. coli es una bacteria mesofila
cuya tasa de crecimiento se incrementa en funcion de la temperatura, de acuerdo al modelo
de Arrhenius entre 20 y 37 °C. Por debajo de los 20 °C y por encima de los 40 °C, se tienen
desviaciones negativas en u de la tendencia predicha por el modelo de Arrhenius que
indican procesos de inactivacion enzimatica. Estos ultimos resultan principalmente de un
reajuste en la actividad de las enzimas, aunque también en la cantidad de las mismas
(Herendeen et al., 1979). Sin embargo, esto no sucede en cepas de E. coli con ADN
recombinante (Seo y Bailey, 1985). El aumento en el numero de copias de plasmido con el
incremento en la temperatura de cultivo (Figura 6.3.A) a partir de los 32 °C (Silva et al.,
2009) da lugar a una reduccion en la tasa de crecimiento especifico por la carga metabolica
que impone la replicacion y mantenimiento del plasmido. En consecuencia, u resulta del
balance entre el incremento en la actividad enzimatica; la induccion de la replicacion del
plasmido, y la expresion de proteinas del marcador de resistencia y de la respuesta de

choque térmico con el aumento en la temperatura de cultivo.

La diferencia en el comportamiento de x con la temperatura de cultivo entre el trabajo de
Silva y colaboradores (2009) y el presente trabajo, radico principalmente en los medios de
cultivo y fuentes de carbono utilizados. Ellos emplearon un medio semi-definido cuyas
fuentes de carbono y nitrégeno fueron glicerol y triptona, respectivamente, mientras que en
este trabajo se empled glucosa y un medio minimo. Se tiene conocimiento que las tasas de
crecimiento empleando glicerol como fuente de carbono son mas bajas que cuando se
emplea glucosa, y es posible que las actividades enzimaticas también sean menores y no se

observe un aumento sino una reduccion en la tasa de crecimiento especifico.

En la Figura 6.2 B se observa que la concentracion de acetato no tuvo cambios importantes
entre 30 y 37 °C, pero luego se incrementd mas de 2 veces de 37 a 45 °C. El acetato es el
principal subproducto de E. coli, el cual se excreta cuando el flujo de carbono sobrepasa la
capacidad del TCA tanto en condiciones aerobias como anaerobias con glucosa en exceso

(Wolfe, 2005). Este desbalance se acrecienta con la elevacion en la temperatura de cultivo
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dando lugar a una mayor acumulacion de acidos orgéanicos, principalmente acetato.

Aunque la excrecion de acetato representa una pérdida de carbono y energia en condiciones
de saturacion de la cadena respiratoria, la via ACK-PTA es una fuente alterna de ATP. La
activacion de la via POX significaria una menor generacion de energia y por consiguiente

una disminucién en la rapidez de crecimiento.

Por otro lado, la tasa de consumo especifico de glucosa se duplicé de 30 a 40 °C y
permanecid sin cambios notables a temperaturas de cultivo por arriba de los 40 °C (Figura
6.2 B). Con el incremento en la temperatura y el consecuente aumento en las tasas de
crecimiento y replicacion del plasmido, y activacion de la respuesta de choque térmico, la
actividad del TCA disminuye considerablemente al mismo tiempo que la demanda
energética aumenta (Wittmann et al., 2007). En respuesta a esta situacion adversa, E. coli
necesita elevar el flujo de carbono para poder regenerar los cofactores y producir ATP en
las vias de glicélisis y de metabolitos parcialmente oxidados (Wolfe, 2005). De hecho, la

demanda de ATP controla el flujo de carbono en glicolisis (Soini et al., 2005).

En conclusion, los cambios observados no solo se deben a la presencia del plasmido, sino al

aumento en la tasa de replicacion que tiene lugar a temperaturas superiores a 32 °C.

Tomando como criterio unico el rendimiento Yys, es evidente que 30 °C es la temperatura a
la que E. coli DHS5a tuvo la mejor utilizacion del sustrato en la produccion de biomasa.
Puesto que la finalidad es aplicar esta temperatura durante la fase lote en cultivos de alta
densidad celular en modo lote alimentado, se buscé ademas reducir el tiempo de proceso.
Para ello se incorpor6 ucomo criterio adicional y se consideréo 35 °C como segunda
opcion, ya que aunque Yys fue 10% mas bajo a 35 °C que a 30 °C, u fue hasta 70% mas alta
a 35 que a 30 °C. De acuerdo con los resultados obtenidos y al razonamiento anterior, se

propuso 35 °C como la mejor temperatura para la produccion de biomasa.
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6.1.2. Efecto de la temperatura de cultivo sobre la produccion de ADNp

El resumen del efecto de la temperatura de cultivo sobre los indicadores cuantitativos y

cualitativos del ADNp producido por E. coli DH5a., se muestra en la Figura 6.3.
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Figura 6.3. Efecto de la temperatura de cultivo sobre la produccion de plasmido. (A) Y, y g,. (B) Concentracion de
ADNp y CSE. Los datos experimentales representan el promedio + error estandar de 2 experimentos independientes, y
corresponden a las muestras con el rendimiento Y, mas alto, de un conjunto de muestras obtenidas en un periodo de 2 h
antes del agotamiento de la glucosa en los cultivos.

En la Figura 6.3 A se observa que tanto el rendimiento Y,x como g, se incrementaron con el
aumento en la temperatura de cultivo hasta los 42 °C, donde alcanzaron sus valores mas
altos que fueron 16.8 + 0.4 mg/g y 5.0 £ 0.7 mg/g h, respectivamente. Estos valores son
hasta 5 veces mayores comparados con los obtenidos a 30 °C. En comparacion con otros
trabajos, Silva y colaboradores (2009) reportaron un incremento ligeramente superior en
Y« entre 30 y 40 °C. Esta diferencia pudo deberse a que ellos emplearon una fuente

compleja de nitrégeno.

La reduccion de Ypx y ¢, entre 42 y 45 °C guarda relacion directa con el aumento en la

cantidad de acetato acumulada (Figura 6.2 B).

En la Figura 6.3 B se observa que la concentracion de ADNp aument6 hasta 4 veces en el
cultivo a 37 °C en comparacion con el cultivo a 30 °C, y donde alcanzé su valor mas alto
que fue de 20.6 £ 1.6 mg/g. Este comportamiento en la concentracion de ADNp resulta de

su estrecho vinculo con Yxs y Ypx.
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En cuanto al CSE (Figura 6.3 B), este no present6 cambios notables con el incremento en la
temperatura de cultivo y se mantuvo alrededor del 80% excepto a 30 °C, donde disminuy6.
Este comportamiento es contrario a lo esperado, ya que tanto la estructura del ADNp
superenrollado como la actividad de las topoisomerasas I y II son afectadas por la
temperatura (Adamcik et al., 2002). Sin embargo, algunos autores sefialan que el
superenrollamiento del plasmido puede mantenerse (aunque no al nivel original) en
condiciones precarias de ATP (Balke y Gralla, 1987), y también a temperaturas elevadas
con respecto a la optima por la asistencia preferencial de la proteina de choque térmico
DnaK a las topoisomerasas (Ogata et al., 1996), por lo que afirman que el proceso
homeostatico que realizan las topoisomerasas sobre el superenrollamiento es bastante

robusto (Snoep et al., 2002).

La imagen de uno de los geles de agarosa con la cual se efectuaron los anélisis topologicos
y de restriccion de los plasmidos purificados obtenidos de los cultivos de E. coli DHS5a a

diferentes temperaturas, se presenta en la Figura 6.4.

kpb ‘

10—
1

%

Figura 6.4. Gel de agarosa al 0.8% de los plasmidos purificados de los cultivos de E. coli DH5o en matraz a diferentes
temperaturas. Marcador de peso molecular de ADN lineal de doble cadena (M); plasmido digerido con la enzima de
restriccion EcoRI (D) y plasmido no digerido (ND).

En la Figura 6.4 se puede apreciar que en todas las temperaturas de cultivo los carriles con

plasmidos no digeridos (sin tratamiento con la enzima de restriccion EcoRI) presentaron 3
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bandas. En cada uno de estos carriles, la banda mas intensa y que migrd con mayor rapidez
corresponde a la isoforma superenrollada. La banda tenue intermedia corresponde a la
isoforma lineal abierta, y coincidi6 con la banda de 6 kpb del marcador de peso molecular
(el peso molecular del plasmido pHN es de 6.1 kpb), asi como también con la banda maés
intensa de los carriles con plasmido digerido. Por ultimo, la banda de intensidad media y
que migr6é con mayor lentitud, posiblemente corresponde a alguna forma multimérica del
plasmido dado que aparece también en los carriles con plasmido digerido y no es cortada

por la enzima de restriccion.

Es importante sefnalar que el método de EGA utilizado en este trabajo, no permite separar la
poblacion de plasmido superenrollado en sus distintos grados de enrollamiento. Para ello es
necesario emplear técnicas de EGA uni o bidimensionales a muy bajos potenciales
eléctricos (1-3 V), utilizando cloroquina como agente intercalante del ADN. Las
desventajas de estos métodos son baja resolucion y alto consumo de tiempo de analisis, por
lo que es recomendable considerar un método mas sensible y rapido como la electroforesis

capilar (Raucci et al., 2000).

En suma, es posible que la temperatura de cultivo haya alterado el grado de
superenrollamiento de la poblacion de plasmidos superenrollados, pero no al nivel de

reducir el contenido de ADNp superenrollado.

A fin de establecer la temperatura de produccion para los cultivos de alta densidad celular,
los criterios considerados fueron g, Ypx y CSE principalmente, de manera que pueda
obtenerse la mayor cantidad de ADNp superenrollado en el menor tiempo posible y con el
mejor nivel de pureza que satisfaga requerimientos normativos. De acuerdo con la Figura
6.3, todos estos criterios fueron satisfechos a 42 °C. Conforme a los resultados obtenidos y
al razonamiento anterior, se propuso 42 °C como la mejor temperatura para la produccion

de ADNp.
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6.1.3. Conclusiones parciales

El aumento en la temperatura de cultivo fue efectivo en incrementar el rendimiento y la
productividad especificos de ADNp. Con los resultados obtenidos, se establecieron las
mejores temperaturas de crecimiento y produccion para el proceso de produccion por

termo-induccion de ADNp, que fueron 35 y 42 °C, respectivamente.

6.2. Cultivos en biorreactor

A partir de las temperaturas de produccion de biomasa y ADNp propuestas en la seccion
anterior que fueron 35 y 42 °C, respectivamente, se definid el proceso de produccion por
termo-induccion de ADNp, sobre el cual se realizd la investigacion mas importante de este
trabajo que fue la evaluacion del efecto de la tasa de calentamiento sobre la produccion de
ADNp. Esta consistié en la realizacion de cultivos de alta densidad celular de E. coli DH5a.
en un biorreactor operado en modo lote alimentado, con incremento lineal de temperatura
de 35 °C a 42 °C, a tasas de calentamiento de 0.025, 0.05, 0.10 y 0.25 °C/min, las cuales
son representativas del calentamiento en reactores de producciéon de 1 hasta 100 m’
(Caspeta et al., 2009). Todos los cultivos se desarrollaron inicialmente en modo lote a 35
°C en medio minimo (PD) con concentraciones iniciales de glucosa y biomasa de 10 y 2
g/L, respectivamente. Concluida la fase lote (agotamiento de glucosa), se iniciaron el
incremento de temperatura y la alimentacion exponencial del cultivo para mantener el
crecimiento a = 0.15 h™. A lo largo del cultivo, el pH y la TOD se controlaron a 7.2 y
30%, respectivamente. Como control de referencia, se realizaron cultivos a 35 °C (¢ = 0

°C/min). Todos los experimentos se realizaron al menos por duplicado.

Para cada cultivo se presentan las cinéticas de crecimiento y produccion de ADNp; las
mediciones de capacitancia y de conductividad del sensor IRF; las condiciones de proceso
(T, pH, TOD), y las imagenes de los geles de agarosa empleados en el analisis topologico
de los plasmidos. Las Figuras 6.5 corresponden a los cultivos control a 35 °C; las Figuras

6.6 a 6.9 a los cultivos termo-inducidos.
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Se presenta ademds una tabla resumen con los parametros cinéticos y estequiométricos
obtenidos en los cultivos en biorreactor, y en la Figura 6.10 se muestran los indicadores de

produccion de ADNp en funcion de la tasa de calentamiento.

6.2.1. Cultivos a 35 °C

En el panel “A” de las Figuras 6.5.1 y 6.5.2 se observa que la concentracion de biomasa se
increment6d exponencialmente con el tiempo de cultivo, y alcanzé un valor de 65.6 = 5.6
g/L. En cuanto a la concentracion de glucosa, que inicialmente era de 10 g/L, se redujo
hasta agotarse por completo durante la fase lote y se mantuvo practicamente en 0 g/L a lo
largo de la etapa de alimentacion. Por otro lado, la concentracion de acetato se incremento
durante la fase lote donde alcanzo6 un valor de 0.98 + 0.06 g/L. Luego se redujo en las 4 h
posteriores al inicio de la alimentacion, y se mantuvo practicamente en 0 g/L hasta las 20-
22 h de cultivo. La concentracion de acetato al final del cultivo fue alrededor de 1.82 + 0.45

g/L.

En el panel “B” de las Figuras 6.5.1 y 6.5.2 se observa que la concentracion de ADNp se
incremento6 exponencialmente a lo largo del cultivo hasta las 20-22 h, en donde alcanz6 un
valor de 317.8 £ 43.3 mg/L, y luego se redujo. En cuanto al rendimiento Y, este aumento
durante la fase lote pero presentd una reduccion transitoria al iniciar la etapa de
alimentacion, después de la cual se mantuvo sin cambios importantes con el tiempo de
cultivo a un valor de 5.20 £ 0.00 mg/g. En cuanto al CSE, este se mantuvo sin cambios

importantes entre las 14 y 22 h. El CSE entre las 20 y 22 h fue de 81 £+ 5%.

En el panel “C” de las Figuras 6.5.1 y 6.5.2 se puede observar que la capacitancia tuvo un
incremento exponencial a lo largo del cultivo. Al inicio de la etapa de alimentacion, la
capacitancia presentd una disminucion transitoria, que en las ultimas 2 h tuvo una ligera
desviacion positiva con respecto a la tendencia marcada previamente. Por otro lado, la
conductividad no tuvo cambios notables durante la fase lote, pero al entrar en la etapa de
alimentacion, comenz6 a disminuir siguiendo una tendencia lineal hasta las 22 h, donde

alcanz6 un valor de 12 mS/cm, y luego se incremento en las 2 h restantes.
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En el panel “D” de las Figuras 6.5.1 y 6.5.2 puede observarse que la temperatura y el pH
estuvieron controlados a 35 °C y 7.2, respectivamente. En cuanto a la TOD, esta se
mantuvo alrededor de 30%, aunque mostrd perturbaciones, sobre todo al inicio de la

alimentacion y en las 8 h restantes del cultivo.

Por ultimo, en las Figuras 6.5.3 y 6.5.4, al igual que en la Figura 6.4, en todos los carriles se
aprecian 3 bandas principalmente, siendo las mas intensas las correspondientes a la
isoforma superenrollada. Las bandas intermedias tenues se asocian a la isoforma lineal
abierta. Finalmente, las bandas de intensidad intermedia que migraron con mayor lentitud,
posiblemente corresponden a una forma multimérica. Las bandas en los pozos pueden
sugerir la presencia de fragmentos de ADN cromosomal en la fraccion purificada de

ADND. No se detectaron fragmentos de ARN.

En la etapa lote el cultivo creci6 exponencialmente a un tasa de crecimiento de 0.22 + 0.01
h™' y tuvo un rendimiento Yy de 0.35 + 0.01 g/g. La glucosa, que inicialmente tuvo una
concentracion de 10 g/L fue consumida a una ¢, de 0.63 + 0.01 g/g h. El acetato se acumul6
hasta alcanzar una concentraciéon maxima de 0.98 + 0.02 g/L con un rendimiento Y,s de
0.08 £ 0.01 g/g. Al comparar estos pardmetros con los obtenidos en los cultivos en matraz
a 35 °C, resultaron ser mas bajos. Estas diferencias pudieron surgir principalmente por el
factor empleado en la estimacion de biomasa en los cultivos de matraz, que al parecer solo
es valido a 37 °C. Independientemente de esta situacion, u calculada a partir de la
estimacion de la concentracion de biomasa a partir de la densidad dptica, es mayor a la que
se obtiene con los datos de concentracion de biomasa en peso seco, ya que la evolucion del

numero de células no necesariamente es paralelo al de masa celular.

La concentracion de ADNp aumentd de manera similar a la concentracion de biomasa, y
alcanz6 un valor de 32.7 + 3.5 mg/L. En cuanto al rendimiento Y., que no se esperaba
aumentara con el tiempo de cultivo, tuvo un valor final de 6.8 + 0.6 mg/g. Este mismo
fendmeno ha sido sefialado por otros investigadores que han observado que el nimero de
copias se incrementa durante la etapa exponencial tardia y lo atribuyen a la reduccién

paulatina de la tasa de crecimiento (Namdev et al., 1993; Prather et al., 2003).
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Figura 6.5.1. Cultivo de alta densidad celular de E. coli DH5a en biorreactor en modo lote alimentado a 35 °C. (A) Curva
de crecimiento, concentracion de glucosa y acetato; (B) concentracion de ADNp, Y, y CSE; (C) mediciones de
capacitancia y de conductividad, y (D) mediciones de T, pH y TOD. La linea punteada vertical indica el inicio de la
alimentacion.
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Figura 6.5.2 Cultivo de alta densidad celular de E. coli DHSa en biorreactor en modo lote alimentado a 35 °C (Réplica).
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capacitancia y de conductividad, y (D) mediciones de T, pH y TOD. La linea punteada vertical indica el inicio de la

alimentacion.
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Figura 6.5.3. Geles de agarosa al 1% de los plasmidos purificados del cultivo de alta densidad celular de E. col/i DH5a en
biorreactor a 35 °C. Marcador de pesos moleculares de ADN lineal de doble cadena (M).

Figura 6.5.4. Geles de agarosa al 1% de los plasmidos purificados del cultivo de alta densidad celular de E. coli DH5a en
biorreactor a 35 °C (Réplica). Marcador de pesos moleculares de ADN lineal de doble cadena (M).

En la etapa lote alimentado la tasa de crecimiento especifico promedio fue 0.15 £ 0.00 h ™,
y se calculd con base en la cantidad de biomasa total a fin de considerar el incremento de
volumen del sistema con el tiempo. x observada correspondid a f4e, lo cual indica que los
parametros utilizados en la ecuacidon de flujo de alimentacion, fueron adecuados. El valor
de 1 empleado evitd el sobreflujo metabdlico hasta las 22 h cultivo. El acetato excretado
en las ultimas 2 h del cultivo, pudo originarse por la presencia de gradientes de oxigeno
disuelto; bajo las densidades celulares y condiciones de proceso observadas en dicho
periodo, es muy probable que el tiempo caracteristico de consumo de oxigeno (toc) haya

sido menor al tiempo de mezclado debido a que el volumen de trabajo en el reactor fue 1.5
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veces mayor que al inicio de la alimentacion, lo que redujo la potencia volumétrica y

consecuentemente alargo el tiempo de mezclado (Lara et al., 2006).

El rendimiento Y global (calculado a partir de los datos de concentracion de biomasa y
cantidad de glucosa afiadida en ausencia de acetato) fue de 0.43 £+ 0.00 g/g. Este
rendimiento fue mayor que el observado en la fase lote. Esto se debe a que el metabolismo
de E. coli, presentd en general un menor sobreflujo metabdlico y la glucosa fue convertida
con mayor eficiencia en biomasa. El rendimiento Ynp3 global (calculado a partir de los
datos de concentracion de biomasa y cantidad de base afiadida en ausencia de acetato) fue
de 4.5 £ 0.14 g/g. El valor de este rendimiento es razonable si se compara con el reportado
en cultivos de E. coli BL21 y TG1 para la produccion de proteina recombinante que es de 7

g/g (Schmidt et al., 1999).

La concentracion de ADNp dej6 de incrementarse a partir del momento en que comenzo a
excretarse acetato en el medio. También el rendimiento Y, tuvo una marcada disminucion

bajo la misma circunstancia.

Habiendo propuesto limitaciones de oxigeno como posible causa de la excrecion de acetato,
principalmente de la fraccion de biomasa que transitd por la zona de contacto con la
solucion de alimentacion, E. coli pudo cambiar su actividad respiratoria por la fermentativa.
En esas condiciones, el estado energético de E. coli basado en la relacion carga energia, es
mas bajo que en condiciones aerobias. Esta disminucion en los niveles de ATP pudo limitar
el desempeio de las vias anabolicas de las cuales participa la replicacion del plasmido. En
consecuencia, esto explicaria la reduccion del nimero de copias del plasmido por célula.
También se pens6 en la posibilidad de que haya disminuido la concentracion de biomasa
viable, pero de acuerdo al crecimiento celular (Figuras 6.5.1 A 'y 6.5.2 A) y al incremento
continuo en la capacitancia (Figuras 6.5.1 C y 6.4.2 C), no se tienen elementos que la
confirmen. En cuanto al CSE, esta reportado que la concentracion de oxigeno puede afectar
el superenrollamiento del pldsmido (Durland y Eastman, 1998). Algunos investigadores
sefialan que en condiciones de crecimiento anaerobio, el superenrollamiento negativo del

plasmido se incrementa (Dorman et al., 1988). Por otro lado, los periodos en los que se
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activa la represion catabolica y se reduce la tasa de crecimiento como sucede en la
transicion del crecimiento en modo lote y durante el tiempo en que se reasimila el acetato,
asi como los periodos en los que no estd disponible el sustrato (como es el caso de la
adicion intermitente de glucosa), inducen el relajamiento del plasmido pero de manera
transitoria (Balke y Gralla, 1987). En contraste con lo mencionado, existe evidencia
experimental de que los niveles de la proteina chaperona DnakK, la cual asiste a la DNA
girasa para mantener el superenrollamiento del pldsmido, se incrementan durante un cultivo
alimentado (Yoon ef al., 2003). Mas aun, el relajamiento del plasmido puede inducir la
expresion de rpoH (Kaneko et al., 1996), lo que indica que el CSE puede mantenerse en

circunstancias adversas del cultivo alimentado.

Al comparar las curvas de crecimiento (Figura 6.5.1 A y 6.5.2 A) con las mediciones de
capacitancia (Figura 6.5.1 C y 6.5.2 C) se puede constatar una gran similitud. La
capacitancia del medio estd directamente relacionada con la concentracién de biomasa
viable (Knabben et al., 2011; Marckx y Davey 1999). Gracias a la alta frecuencia de
medicidon pudo obtenerse una imagen mas completa de la evolucion del cultivo. Con estos
elementos, se puede afirmar que durante la etapa de lote alimentado, el cultivo se mantuvo
viable. Resultd interesante el cambio en la tendencia de la medicion de capacitancia a las 20
h (Figura 6.5.1 C) y 22 h (Figura 6.5.2 C), que coincide con la excrecion de acetato en el
medio. Esta situacion no se esperaba por el hecho de que solo el material celular integro y
viable es capaz de polarizarse. Una especie como el 4cido acético que a pH 7.2 el 99.7%
(calculado a partir de la ecuacion de Henderson-Hasselbach) se encuentra en su forma
16nica como acetato, no se polariza. Esto permite suponer dos cosas: 1) que el cambio en el
estado metabolico por la excrecion de acetato produce un cambio en la polarizacion de la
célula 6 2) la presencia de acetato altera de algin modo las propiedades eléctricas de la
célula. Esto podria ocurrir, ya que estd descrito que la constitucion quimica de la pared
celular en las bacterias es influenciada por la concentracion de especies ionicas del medio

(Markx y Davey, 1999).

En cuanto a la conductividad, ésta disminuy6 a lo largo de la fase lote alimentado. La

conductividad del medio esta influenciada principalmente por la concentracion de especies

62



i6nicas. Las sales presentes en el medio constituyen las fuentes de nitrégeno, fosforo,
azufre y cofactores, por lo que es de esperarse que la disminucion en la conductividad
refleje el consumo de dichos sustratos. Sin embargo, tal disminucién no se observo en la
etapa de fase lote. Esto se debid a que en esa etapa se acumuld acetato junto con el amonio
adicionado para mantener el pH constante; el balance entre el consumo y excrecion de
especies idnicas mantuvieron un valor de conductividad aparentemente constante. Por otro
lado, el incremento en la conductividad en las ultimas horas del cultivo estuvo asociado a la

excrecion de acetato.

6.2.2. Cultivos termo-inducidos

A diferencia de los cultivos no calentados, en los cultivos con incremento de temperatura
(ane 1 “A”, Figuras 6.6-6.9) se puede observar que la concentracion de biomasa alcanzada
al final del cultivo fue mas baja; ademas, dejé de incrementarse exponencialmente a edades
tempranas, pero continué haciéndolo de manera lineal hasta mantenerse sin cambios
importantes en el tiempo restante del cultivo como se aprecia en la mayoria de los cultivos
calentados a tasas superiores a 0.05 °C/min. Otras diferencias relevantes con respecto a los
cultivos alimentados a 35 °C consistieron en la excrecion de acetato y la acumulacion de
glucosa a edades tempranas del cultivo. Después de que el acetato alcanzé su concentracion
mas alta en los cultivos, que fue entre 8 y 15 g/L y en casos excepcionales (Figura 6.6.1 A)
hasta 25 g/L, se mantuvo sin cambios importantes en el tiempo restante de cultivo, aunque
en algunos casos (Figuras 6.6.2 A, 6.7.2 A y 6.8.2 A) disminuy6 entre las 20 y 24 h de
cultivo. Este comportamiento puede explicarse a partir de la generacion de acetato por la
poblacion celular viable, que en algunos cultivos no compenso el efecto de dilucion del
medio que se intensificd de manera importante entre las 20 y 24 h. Por otro lado, la
acumulacion de glucosa siempre estuvo precedida por la excrecion de acetato, y ocurrio a
concentraciones de acetato superiores a 5 g/L. La concentracion final que alcanzd la
glucosa en los cultivos estuvo en funcion de la duracion del periodo de acumulacion, el
suministro de solucion de alimento al reactor y la concentracion de biomasa viable, y llego

a alcanzar concentraciones desde 15 hasta 170 g/L.
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En lo que respecta a la produccion de ADNp, a diferencia de los cultivos no calentados, en
el panel “B” de las Figuras 6.6-6.9 se puede observar que la concentracion de ADNp dejo
de incrementarse exponencialmente en edades tempranas del cultivo (10-20 h); continud
incrementandose linealmente por un breve periodo después del cual, permanecidé sin
cambios importantes hasta el final del cultivo, con excepcion de algunos casos (Figuras
6.6.2 B y 6.8.1 B) donde disminuyd por bajos niveles de TOD. En cuanto al rendimiento
Y, a diferencia de los cultivos alimentados a 35 °C, present6d una reduccion transitoria al
iniciar la etapa de alimentacion, después de la cual continué aumentando hasta estabilizarse
a un valor relativamente constante, y luego disminuy6. En cuanto al CSE, este se mantuvo

sin cambios importantes en los periodos en que Y« se estabilizo, y fue alrededor del 80%.

En lo pertinente a las diferencias en las tendencias de las mediciones del sensor IRF entre
los cultivos calentados y no calentados, en el panel “C” de las Figuras 6.6-6.9 se puede
observar que la capacitancia se incrementd exponencialmente hasta alcanzar valores
maximos absolutos a edades tempranas del cultivo. El tiempo en que comenzé a disminuir
la capacitancia coincididé con el inicio de la acumulacion de glucosa. En cuanto a la
conductividad, esta se mantuvo durante la fase lote sin cambios importantes entre los 25 y
30 mS/cm; luego disminuyo linealmente en la etapa de alimentacion hasta alcanzar valores
entre 7 y 10 mS/cm y posteriormente se incrementd durante el tiempo restante de cultivo a
valores no mayores que 35 mS/cm. Tal incremento coincidid con el inicio de la excrecion

de acetato en el medio de cultivo.

En lo que toca al seguimiento de las condiciones de proceso ( ane 1 “D”, Figuras 6.6-6.9), a
diferencia de los cultivos no calentados, al inicio de la alimentaciéon la temperatura
comenzd a incrementarse linealmente hasta los 42 °C a la tasa de calentamiento
especificada para cada cultivo, y se mantuvo controlada a dicho valor hasta el fin del
cultivo. Las perturbaciones en la TOD, por otra parte, se incrementaron en frecuencia e
intensidad en la segunda mitad de los cultivos, y en algunos casos (Figuras 6.7.2 D y 6.8.2
D) se aprecid con claridad un incremento sostenido en la TOD. Estos cambios en la TOD
tuvieron lugar particularmente a partir del inicio de la acumulacion de glucosa y la

disminucién en la capacitancia.
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Figura 6.6.1. Cultivo de alta densidad celular de E. coli DH5a en biorreactor en modo lote alimentado con cambio de
temperatura de 35 a 42 °C a g = 0.025 °C/min. (A) Curva de crecimiento, concentraciéon de glucosa y acetato; (B)
concentracién de ADNp, Y, y CSE; (C) mediciones de capacitancia y de conductividad, y (D) mediciones de T, pH y
TOD. Las lineas punteadas verticales, de izquierda a derecha, indican el inicio de la alimentacion y que el cultivo ha
alcanzado los 42 °C, respectivamente.
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Figura 6.6.2. Cultivo de alta densidad celular de E. coli DH5a en biorreactor en modo lote alimentado con cambio de
temperatura de 35 a 42 °C a ¢ = 0.025 °C/min (Réplica). (A) Curva de crecimiento, concentracion de glucosa y acetato;
(B) concentracion de ADNp, Y, y CSE; (C) mediciones de capacitancia y de conductividad, y (D) mediciones de T, pH y
TOD. Las lineas punteadas verticales, de izquierda a derecha, indican el inicio de la alimentacion y que el cultivo ha
alcanzado los 42 °C, respectivamente.
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Por ultimo, en los geles de agarosa de las Figuras 6.6 a 6.9 se aprecian en todos los carriles
3 bandas principalmente, siendo las mas intensas las correspondientes a la isoforma
superenrollada. Las bandas intermedias tenues se asocian a la isoforma lineal abierta.
Finalmente, las bandas de intensidad intermedia que migraron con mayor lentitud,
posiblemente corresponden a una forma multimérica. Las bandas en los pozos pueden
sugerir la presencia de fragmentos de ADN cromosomal en la fraccion purificada de

ADNp. No se detectaron fragmentos de ARN.

Figura 6.6.3. Geles de agarosa al 1% de los plasmidos purificados del cultivo de alta densidad celular de E. coli DH5a con
incremento de temperatura de 35 a 42 °C a ¢ = 0.025 °C/min. Marcador de pesos moleculares de ADN lineal de doble
cadena (M).

Figura 6.6.4. Geles de agarosa al 1% de los plasmidos purificados del cultivo de alta densidad celular de E. coli DHS5a con
incremento de temperatura de 35 a 42 °C a ¢ = 0.025 °C/min (Réplica). Marcador de pesos moleculares de ADN lineal de
doble cadena (M).
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Figura 6.7.1. Cultivo de alta densidad celular de E. coli DH5a en biorreactor en modo lote alimentado con cambio de
temperatura de 35 a 42 °C a ¢ = 0.05 °C/min. (A) Curva de crecimiento, concentraciéon de glucosa y acetato; (B)
concentraciéon de ADNp, Y, y CSE; (C) mediciones de capacitancia y de conductividad, y (D) mediciones de T, pH y
TOD. Las lineas punteadas verticales, de izquierda a derecha, indican el inicio de la alimentacion y que el cultivo ha
alcanzado los 42 °C, respectivamente.
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Figura 6.7.2. Cultivo de alta densidad celular de E. coli DH5a en biorreactor en modo lote alimentado con cambio de
temperatura de 35 a 42 °C a ¢ = 0.05 °C/min (Réplica). (A) Curva de crecimiento, concentracion de glucosa y acetato; (B)
concentracion de ADNp, Y, y CSE; (C) mediciones de capacitancia y de conductividad, y (D) mediciones de T, pH y
TOD. Las lineas punteadas verticales, de izquierda a derecha, indican el inicio de la alimentacion y que el cultivo ha
alcanzado los 42 °C, respectivamente.
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Figura 6.7.3. Geles de agarosa al 0.8% (izquierda) y 1% (derecha) de los plasmidos purificados del cultivo de alta
densidad celular de E. coli DH5a con incremento de temperatura de 35 a 42 °C a ¢ = 0.05 °C/min. Marcador de pesos
moleculares de ADN lineal de doble cadena (M).

Figura 6.7.4. Geles de agarosa al 0.8% de los plasmidos purificados del cultivo de alta densidad celular de E. coli DH5a
con incremento de temperatura de 35 a 42 °C a ¢ = 0.05 °C/min. Marcador de pesos moleculares de ADN lineal de doble
cadena (M).

70



14 £14
i 3 EX]
) S +12 2
4 = 3
1]
(2] w o
m -+ 10 +=
E 8 s
(=] = [
8 o L3 &
5 3 3
e gl o
=] 8 o
(3] g e
. P, A
Lo
— 100
b
= + 80
E
o a -
= R
g 9 g0 T
< E w
@ i a
o 2 O
g (} + 40 +
=]
o
+ + 20
Lo
= (2]
‘s E
© =]
L E
S 3
5 B
Q
=]
£ o
: E 10
2 L5
0
-80 T 140
75 120
(&)
& =+ 100 _
© =
z a
® + 80
2 o
E' -
E + 80
'—
. -+ 40
£ 20
Lo

0 2 4 6 8 0 12 14 16 18 20 22 24

Tiempo (h)

Figura 6.8.1. Cultivo de alta densidad celular de E. coli DH5a en biorreactor en modo lote alimentado con cambio de
temperatura de 35 a 42 °C a ¢ = 0.10 °C/min. (A) Curva de crecimiento, concentraciéon de glucosa y acetato; (B)
concentracion de ADNp, Y, y CSE; (C) mediciones de capacitancia y de conductividad, y (D) mediciones de T, pH y
TOD. Las lineas punteadas verticales, de izquierda a derecha, indican el inicio de la alimentacion y que el cultivo ha
alcanzado los 42 °C, respectivamente.
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Figura 6.8.2. Cultivo de alta densidad celular de E. coli DH5a en biorreactor en modo lote alimentado con cambio de
temperatura de 35 a 42 °C a ¢ = 0.10 °C/min (Réplica). (A) Curva de crecimiento, concentracion de glucosa y acetato; (B)
concentracion de ADNp, Y, y CSE; (C) mediciones de capacitancia y de conductividad, y (D) mediciones de T, pH y
TOD. Las lineas punteadas verticales, de izquierda a derecha, indican el inicio de la alimentacion y que el cultivo ha
alcanzado los 42 °C, respectivamente.
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Figura 6.8.3. Geles de agarosa al 0.8% de los plasmidos purificados del cultivo de alta densidad celular de E. coli DH5a
con incremento de temperatura de 35 a 42 °C a g = 0.10 °C/min. Marcador de pesos moleculares de ADN lineal de doble
cadena (M).

Figura 6.8.4. Geles de agarosa al 1% de los plasmidos purificados del cultivo de alta densidad celular de E. coli DH5a con
incremento de temperatura de 35 a 42 °C a ¢ = 0.10 °C/min (Réplica). Marcador de pesos moleculares de ADN lineal de
doble cadena (M).
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Figura 6.9.1. Cultivo de alta densidad celular de E. coli DH5a en biorreactor en modo lote alimentado con cambio de
temperatura de 35 a 42 °C a ¢ = 0.10 °C/min. (A) Curva de crecimiento, concentraciéon de glucosa y acetato; (B)
concentracion de ADNp, Y, y CSE; (C) mediciones de capacitancia y de conductividad, y (D) mediciones de T, pH y
TOD. Las lineas punteadas verticales, de izquierda a derecha, indican el inicio de la alimentacion y que el cultivo ha
alcanzado los 42 °C, respectivamente.
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Figura 6.9.2. Cultivo de alta densidad celular de E. coli DH5a en biorreactor en modo lote alimentado con cambio de
temperatura de 35 a 42 °C a ¢ = 0.10 °C/min (Réplica). (A) Curva de crecimiento, concentracion de glucosa y acetato; (B)
concentracion de ADNp, Y, y CSE; (C) mediciones de capacitancia y de conductividad, y (D) mediciones de T, pH y
TOD. Las lineas punteadas verticales, de izquierda a derecha, indican el inicio de la alimentacion y que el cultivo ha
alcanzado los 42 °C, respectivamente.
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Figura 6.9.3. Geles de agarosa al 0.8% de los plasmidos purificados del cultivo de alta densidad celular de E.
coli DH5a con incremento de temperatura de 35 a 42 °C a ¢ = 0.25 °C/min. Marcador de pesos moleculares de
ADN lineal de doble cadena (M).

Figura 6.9.4. Geles de agarosa al 0.8% de los plasmidos purificados del cultivo de alta densidad celular de E.
coli DHS5a con incremento de temperatura de 35 a 42 °C a ¢ = 0.25 °C/min (Réplica). Marcador de pesos
moleculares de ADN lineal de doble cadena (M).
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El resumen del desempeiio de E. coli DH5a pHN en los cultivos en biorreactor se presenta

en las Tablas 6.1 y 6.2.

Tasa de calentamiento (°C/min)

0 0.025 0.05 0.10 0.25
w(h™h: 0.22+0.01 0.20 £ 0.02 0.19+0.02 0.17+£0.02 0.20+0.02
Y (g/8): 0.35+0.01 0.33 +0.00 0.32+0.01 0.30+0.02 0.33+0.03
Y. (g/2): 0.08 +£0.04 0.18+0.02 0.13+0.03 0.17+£0.02 0.10+0.03
qs(g/gh): 0.63+0.01 0.60 +0.05 0.59 +0.06 0.58 +£0.07 0.60 +£0.03
Y, (mg/g): 6.41 +£0.41 7.05+0.35 7.90+1.2 7.77 £0.26 6.53 £0.35
P (mg/L): 32.69+249 | 3895+295 | 3895+1.05 | 39.23+2.57 | 35.30+3.80
A (g/L): 0.98 £0.06 1.80 +0.00 0.90+0.10 1.30£0.25 1.00 +0.20

Tabla 6.1. Parametros cinéticos y estequiométricos de la fase lote de los cultivos en biorreactor de E. coli DH5a pHN. Los

datos se presentan como el promedio + error estandar de al menos 2 datos experimentales.

Tasa de calentamiento (°C/min)
0 0.025 0.05 0.10 0.25

g (°C/min): 0.00 £+ 0.00 0.025 +£0.00 0.05+0.00 0.11+0.01 0.27 £0.00
w(h™): 0.15+0.00 0.15+0.00 0.16 £0.01 0.16 £ 0.00 0.16 £0.00
Yy (g/2): 0.43 +0.00 0.32+0.03 0.25+0.06 0.27 £0.02 0.28 +£0.01
Y (&/8): 44+0.1 37+04 3.1+£0.8 34+04 42+03
P (mg/L): 317.8+43.3 | 301.5+10.5 | 264.9+404 | 2148+14.2 | 2229+21.5
X (g/L): 65.6+5.6 387+5.5 294 +1.5 252+0.9 31.1+£1.2
Y« (mg/g): 5.20£0.00 7.85+0.15 9.29+0.59 8.57+£0.63 8.93 £0.64
q, (mg/g h): 0.78 £0.00 1.18 £0.02 1.48 £ 0.00 1.34 £0.07 1.40+0.13
0, (mg/g h): 0.22 +£0.06 0.42 +£0.07 0.56 £ 0.06 0.53+£0.02 0.45+0.04
CSE (%) 81+5 83+2 82+2 75+9 80+4
tacetato (h): NA 5.6+0.5 74+04 53+14 7.1+£02
toroductivo (): NA 8.6+0.5 94+04 73+0.8 9.1+0.2
tyiable (h): NA 8.6+ 1.5 11.4+1.7 8.6+0.4 11.1+£0.2

Tabla 6.2. Parametros cinéticos y estequiométricos de la fase lote alimentado de los cultivos en biorreactor de
E. coli DH5a pHN. Tiempo que transcurre a partir de que el cultivo alcanza los 42 °C en acumular acetato
(tacetaro)> alcanzar el mayor rendimiento Y,x (fyroquciivo) Y €N acumular glucosa (#,.s.). No aplica (NA). Los
datos se reportan como el promedio =+ error estandar de al menos 2 datos experimentales, que para X y P, se
tomaron al tiempo de la acumulacion de glucosa en el medio; para Y, del promedio de las Gltimas 4 horas
antes de declinar, y para el CSE, al tiempo antes de declinar Y.
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La fase lote de todos los cultivos en biorreactor de este trabajo presentd practicamente el
mismo comportamiento (Tabla 6.1). Esta se desarroll6 a una tasa de crecimiento de 0.19 +
0.03 h™' y con un rendimiento Yy de 0.32 + 0.03 g/g. La glucosa fue consumida en su

totalidad a una g5 de 0.60 + 0.07 g/g.

El acetato se acumuld hasta alcanzar una concentracion de 1.19 £ 0.40 g/L con un
rendimiento Y,s de 0.13 = 0.05 g/g. La concentracion de ADNp y el rendimiento Yy
aumentaron durante esta fase y alcanzaron 37.07 = 4.61 mg/L y 7.14 £ 091 g/g,
respectivamente. Todas estas cantidades estan expresadas en promedio + desviacion

estandar de 12 observaciones experimentales.

En la etapa de crecimiento limitado la tasa de crecimiento especifica observada en los
cultivos termo-inducidos fue de 0.16 + 0.01 h™' (Tabla 6.2). Las desviaciones positivas de u
con respecto a i, pudieron deberse a la sobre-estimacion de la biomasa al inicio de la
alimentacion o de Yy, que fue de 0.27 g/g para 42 °C. El rendimiento Yy, fue practicamente
el mismo en todas las condiciones de cambio de temperatura. Como se esperaba, Yy fue
mas bajo a 42 °C que a 35 °C (Tabla 6.2). Por el contrario, el rendimiento Yxnus no tuvo
diferencias importantes entre los cultivos a 35 °C y los calentados (Tabla 6.2). Tasas de
calentamiento por debajo de 0.025 °C/min permitieron alcanzar una concentracién de
biomasa superior a los 33 g/L al momento que la concentracion de ADNp comenzé a

disminuir.

Cuando todos los cultivos alcanzaron los 42 °C, alrededor de las 7 h (Tabla 6.2) comenzo a
excretarse acetato en el medio y a incrementarse la conductividad del medio ( ane les “A” y
“C”, Figuras 6.6-6.9). En las 2 horas posteriores el rendimiento Y,x comenzo6 a decaer. La
glucosa empezd a acumularse 2 horas mas tarde cuando la concentracion de acetato fue
superior a 5 g/L; le sobrevino un incremento gradual en la TOD junto con la reduccion en
la capacitancia (ane les “A”, “C” y “D”, Figuras 6.6-6.9). Esto sugiere que la tasa de
calentamiento no evita los efectos inminentes que tienen lugar al aplicarse un cambio subito

y escalonado de temperatura a un cultivo.
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Es importante resaltar que la excrecion de acetato tuvo lugar cuando el rendimiento Y«
tenia su valor mas alto. Esto pudo deberse a que la carga metabdlica en ese punto rebas6 los
limites energéticos del hospedero, bajo una condicion en la que se mantiene una elevada
sintesis de proteinas de choque térmico y las vias de produccion de energia mas eficientes
se encuentran reprimidas. En esas circunstancias la via ACK-PTA es una fuente alternativa
de generacion de ATP que dirige en flujo de carbono a la excrecion de acetato. La
acumulacion de glucosa, acompafiada por el incremento de TOD y la reduccion de
capacitancia no indicaron mas que el declive de la viabilidad celular. Esto se debid
principalmente a que el acetato en el medio alcanzé concentraciones inhibitorias del
crecimiento (Luli y Strohl, 1990). Observaciones similares en la producciéon por termo-
induccion de ADNp por la presencia de acetato fueron reportadas por Carnes y

colaboradores (2011).

A pesar de los diferentes comportamientos del CSE observados en los cultivos, el CSE al
término del periodo estable de Y,x no presentd diferencias importantes con la tasa de

calentamiento (Tabla 6.2), y fue de 80 + 6%, muy cercana al requerimiento regulatorio de

la FDA.

La concentracion de ADNp aparentemente muestra una tendencia a incrementarse a tasas
de calentamiento por debajo de 0.1 °C/min (Figura 6.10 A), que por la magnitud del error
experimental en ¢ = 0.05 °C/min, no permite hacer una clara distincion. Este parametro es
sensible a pequefias diferencias en la concentracion de biomasa inicial, ya que se
magnifican a lo largo del tiempo e inciden directamente en el tiempo de induccion. Para
homogeneizar e incrementar el rendimiento volumétrico de ADNp, el inicio de la induccion
tiene que especificarse en funcion de una concentracion celular dada y que sea lo mas alta

posible.
El rendimiento Y, aument6 con la tasa de calentamiento y alcanzo su valor mas alto que

fue de 9.29 £ 0.59 mg/g en g = 0.05 °C/min. Incrementos adicionales en la tasa de

calentamiento no produjeron cambios importantes en Y, (Figura 6.10 B).
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Al igual que Yo, la productividad O, también aumentd con la tasa de calentamiento y

alcanzo6 su valor maximo en tasas de calentamiento entre 0.05 y 0.01 °C/min, que fue de

0.56 + 0.06 mg/g (Figura 6.10 C).
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Figura 6.10. Efecto de la tasa de calentamiento sobre la produccion de ADNp. (A) Concentracion de ADNp, (B) Y,y (C)
0,. Los datos puntuales representan el promedio de al menos 2 experimentos independientes; para la concentracion de
ADNp, los datos se tomaron al tiempo que inicié la acumulacion de glucosa; Y, se tomoé del promedio de las tltimas 4
horas antes de declinar y O, es la productividad comprendida entre el inicio de la alimentacion y el inicio de la
acumulacion de glucosa.

6.2.3. Conclusiones parciales

Aunque la tasa de calentamiento no demostré demorar la excrecion de metabolitos de
desecho como acetato ni prolongar la viabilidad del cultivo, si increment6 el rendimiento y
la productividad especifica de ADNp en el proceso de produccion por termo-induccion con
incremento lineal de temperatura de 35 a 42 °C en tasas entre 0.025 y 0.10 °C/min, sin
aparente repercusion en el CSE en los periodos de mayor rendimiento especifico de ADNp,

que se mantuvo alrededor del 80%.
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6.3. Utilidad del sensor de impedancia por radiofrecuencia

El cambio en la capacitancia en los cultivos es directamente proporcional a la
concentracion celular viable (Seccion 1.5). Por otro lado, la conductividad del medio es
directamente proporcional a la concentracion de especies idnicas. Sin embargo, la
conductividad es ligeramente reducida por las burbujas de aire (Hoffmann et al., 2000). A
partir de los datos de capacitancia y de conductividad adquiridos en linea, se propusieron y
validaron modelos simples y parametros para la estimacion de la concentracion de biomasa
y acetato. Adicionalmente se estimaron la tasa de crecimiento especifico y el rendimiento
Yys al integrar el computo del volumen total del reactor y el volumen adicionado de
solucion de alimento instantaneos. Contar con toda esta informacion en tiempo real a partir
de un sensor brinda la posibilidad de tomar decisiones con mayor oportunidad sin

incrementar los esfuerzos de analisis fuera de linea o de otros recursos de analisis en linea.

6.3.1. Modelo y parametros para la estimacion de concentracion de biomasa

Los datos de capacitancia y concentracion de biomasa durante las etapas de crecimiento no
limitado y limitado a 35 °C y 42 °C generados en todos los cultivos, fueron organizados y

correlacionados mediante regresion lineal (Figura 6.11).

El factor de correlacion obtenido a partir de 46 pares de datos de la fase lote de los cultivos
en la que esta presente la excrecion de acetato, fue de 0.38 + 0.02 pF L cm™ g con una r*
de 0.81 (Figura 6.11 A). Luego, para la fase lote alimentado o de crecimiento limitado a 35
°C sin excrecion de acetato, el factor de correlacion obtenido a partir de 15 pares de datos

fue de 0.26 £ 0.01 pF L cm™ g’ con una r* de 0.98 (Figura 6.11 B).

Por 1ultimo, en la etapa de crecimiento limitado a 42 °C sin excrecion de acetato, el factor
de correlacion obtenido a partir de 43 pares de datos fue de 0.29 + 0.01 pF L cm™ g™’ con
una r* de 0.89 (Figura 6.11 C).
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Figura 6.11. Correlacion entre capacitancia y concentracion de biomasa durante (A) crecimiento no limitado a 35 °C; (B)
crecimiento limitado a 35 °C y (C) durante crecimiento no limitado a 42 °C.

Es interesante notar que a pesar de las diferentes temperaturas de cultivo durante el
crecimiento limitado, no se tuvo una diferencia importante en los factores de correlacion.
Sin embargo, si se presentd una diferencia importante en el factor de correlacion en
crecimiento limitado y no limitado a 35 °C, siendo en este ultimo mayor posiblemente por

la excrecion de acetato.

En la seccion 6.2.1 se senald la desviacion de la tendencia de los datos de capacitancia

cuando comenzd a acumularse acetato en el medio. Aunque no existe relacion fisica entre
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el acetato y la capacitancia, su excrecion refleja un cambio en el estado fisiologico de la
célula. Bajo estas circunstancias, se sugiere que el grado de polarizacion de la bacteria esta

indirectamente asociado a la concentracion de acetato (Markx y Davey, 1999).

Para incorporar el efecto de la concentracion de acetato en la capacitancia, se propuso un
modelo lineal de la concentracién de biomasa y acetato (Ecuacion 6.1). Los factores de
correlacion se obtuvieron mediante regresion lineal multiple de Ae, X'y 4 a 35 y 42 °C

(Tabla 6.3).

As=b71X +c71A (6.1)
Temperatura b ¢! rzaj
35°C 0.27+0.01 | 2.41+0.39 | 0.99
42 °C 0.30+0.03 | 1.11+0.18 | 0.91

Tabla 6.3. Factores de correlacion de capacitancia y concentracion de biomasa (a) y capacitancia y concentracion de
acetato (b) a diferentes temperaturas de cultivo. Estos factores fueron estadisticamente significativos. El valor de cada
factor se reporta =+ error estandar del ajuste.

Como se aprecia en la Tabla 6.3, la concentracion de acetato parece contribuir a la
. . -1 -1 .
capacitancia aunque los valores de ¢ presentan mayor error que los de b y el coeficiente

de determinacion no fue distinto al obtenido en las regresiones lineales simples.

Los modelos y parametros que se proponen para estimar la concentracion de biomasa
considerando la temperatura y el modo de cultivo a partir de los factores determinados en

los andlisis de regresion simple y multiple se presentan en la Tabla 6.4:

Fase lote Fase lote alimentado
Xi=a-Ag  (6.2) Xi=b-(AC;—c-4;) (6.3)
Parametro Unidades 35°C 42 °C
a gempF' L' | 2.63+0.15 N/A
b gempF L' | 370+0.13 | 3.33+0.37
c pFLg em” | 241+£040 | 1.11+0.18

Tabla 6.4. Parametros para la estimacion de la concentracion de biomasa de los
modelos de las ecuaciones 6.2 y 6.3.
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6.3.2. Modelo y parametros para la estimacion de concentracion de acetato

Efecto de la concentracion de acetato sobre la capacitancia y la
conductividad

El primer paso consistio en verificar el efecto de la concentracion de acetato sobre la
conductividad y la capacitancia en soluciones de medio mineral con diferentes

concentraciones de acetato a pH 7.2 (Figura 6.12).
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Figura 6.12. Efecto de la concentracion de acetato sobre la conductividad
y la capacitancia de medio mineral 0.5x a 27 °C y pH 7.2.

Como puede observarse en la Figura 6.12 la capacitancia no presentd cambios importantes
con la concentracion de acetato. Por otro lado, la conductividad aumenté con el incremento
en la concentracion de acetato de manera lineal. El cambio en la conductividad con
respecto a la concentracion de acetato estd dada por la pendiente de la recta ajustada a los
datos presentados que fue de 1.26 mS L g”' cm™. Como la conductividad se incrementa con
la temperatura a razéon de 2% /°C (Vanysek, 2006), dicho factor tendra un valor

aproximado de 1.37 mSLg' em™ a35°Cyde2.22mSLg" ecm™ a 42 °C.
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Modelo del cambio de la conductividad del medio a lo largo del tiempo de
cultivo

Todas las especies idnicas contribuyen a la conductividad especifica del medio. Dado que
los componentes del medio mineral son sustratos para el crecimiento celular, su consumo
puede seguirse a través de la conductividad. También es posible identificar la presencia de

subproductos del metabolismo de E. coli como acetato.

Para entender el cambio en la conductividad por el consumo de sustratos i6nicos en el
medio, se realizd un balance de masa de estas especies en el biorreactor (Figura 6.13). Para
ello se considerd: (1) la solucion de alimentacion tiene la misma composicion de sales
minerales que el medio de cultivo inicialmente, (2) el cambio de volumen del reactor y (3)

el consumo especifico de cada especie ionica.

C (t) d(c;,v
FAlt) 2 G0 _ Fycy, - qixv (6.4)
4 Desarrollando la derivada:
av dc;
Cior+ Vd—t‘ = F4Ca; — qi XV (6.5)
vy | =

Teniendo en cuenta que Y_F 0
c(t) Xt t

Figura 6.13. Variables importantes
para el balance de masa de especies C.F.+V
idnicas en el biorreactor. 1ha

C
d_tl = FpCpy — qiXV (6.6)

Poniendo la ecuacion diferencial en su forma estandar y reacomodando los términos:

dc; F
d_tl = VA(CAi —C) —qiX (6.7)

Considerando la conductividad especifica molar de cada especie i6nica:

dc; FE
M (= - ) - X)) (6:8)
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Incorporando todos los componentes del medio:
dk; F,
d_tl = VZ(kio — ki) — Z q:Ki X (6.9)

Como X = X,ett, asumiendo los términos de consumo especifico de especies idnicas como
constantes y reuniendo la contribucion de todos ellos en el término “y” junto con otros

términos constantes, se obtiene:

dk F4
= Ak — k) — Pekt 6.10

De acuerdo con la ecuacion 6.10, la conductividad del medio disminuye por los términos de
diluciéon y consumo, pero la adicion de sales atenuara dicha disminucion conforme la

conductividad del medio y el consumo de sales se reduzcan.

Al incorporar el término de excrecion de acetato se obtiene la ecuacion 6.11. Esta expresion
solo es valida durante la fase de crecimiento no limitado, donde F4(?)=0. En esa etapa, la

conductividad no presentdé cambios importantes como se indicé en la seccion anterior.

dk
i (qq —P)e*t =~ 0 (6.11)

Durante la etapa de crecimiento limitado, la excreciéon de acetato incrementara la
conductividad del medio. De acuerdo con Hoffmann y colaboradores (2000), la
conductividad presenta una tendencia lineal en ausencia de acetato; las desviaciones

positivas de dicha tendencia son proporcionales a la concentracion de acetato en el medio.

En la Figura 6.14 se verifico esta tendencia en algunos de los cultivos para la produccion de
ADNp. Al extrapolar dicha tendencia a lo largo de todo el cultivo, se observa que las
regiones que presentan desviaciones de la tendencia lineal coinciden con la presencia de

acetato.
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Figura 6.14. Cambio de la conductividad con el tiempo de cultivo a diferentes tasas de calentamiento. Las lineas
discontinuas representan la extrapolacion de la tendencia lineal de la conductividad con el tiempo que se observa en
ausencia de acetato. Desviaciones positivas en la conductividad de esta tendencia se asocian con la presencia de acetato en
el medio.

Para todos los cultivos se determiné la pendiente de las lineas rectas ajustadas a los datos de
conductividad y tiempo en ausencia de acetato, que fueron de 0.73 = 0.28 y 1.80 £ 0.41

14 -1 .
mS cm™ h™, respectivamente.
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A partir de estos datos, el modelo y parametros propuestos para la estimacion de la
concentracion de acetato que consideran el efecto de la concentracion de acetato y la

temperatura sobre la conductividad, se presentan en la ecuacion 6.12 y la Tabla 6.5.

Concentracion de acetato

A; =6 Ak (6.12)

(6.13)
) dk
Ki=_E'ti+kO (614)
Parametro Unidades 35°C 42 °C
) gempS' L' | 2.63+0.15 N/A
dk/dt mS cm h! 3.70+0.13 | 3.33+0.37
k, mSg' em’ | 241+040 | 1.11+0.18

Tabla 6.5. Parametros para la estimacion de la concentracion de acetato de los modelos de las ecuaciones 6.12 a 6.14.

6.3.3. Aplicacion de estimadores

Los modelos y parametros propuestos inicialmente para la estimacion de la concentracion
de biomasa y de acetato, desarrollados a partir del analisis de una pequena fraccion de los
datos crudos de conductividad y de capacitancia de los cultivos de este trabajo, fueron
aplicados a todos los datos de conductividad y capacitancia de los mismos cultivos. En este
proceso, se modificaron algunos parametros para mejorar la estimacion con la ayuda de una
macro programada en Excel (Apéndice B4). Los datos de conductividad y de capacitancia
fueron tratados por medio de un algoritmo de suavizacidon por regresion lineal local
previamente a la aplicacion de los estimadores. En las Figuras 6.15 y 6.16 se comparan la
concentracion de biomasa experimental con la estimada. En las Figuras 6.17 y 6.18 se

comparan la concentracion de acetato experimental con la estimada.
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q=0.025 °C q=0.025 °C
(Réplica)

q=0.05 °C/min q=0.05 °C/min
(Réplica)

Figura 6.15. Comparacion de la concentracion de biomasa estimada a partir de la medicion de capacitancia con la
observada experimentalmente en cultivos para producir ADNp por termo-induccion a tasas de calentamiento de 0, 0.025 y
0.05 °C/min.
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Conc. de biomasa (g/L)

q=0.10 °C/min

40

® Biomasa (Experimental)
—— Biomasa (Estimado)

q=0.10 °C
(Réplica 2)

Tiempo (h)

q=0.25°C
(Réplica 1)

q=0.10 °C/min
(Réplica 1)

q=0.25 °C/min

q=0.25 °C/min
(Réplica 2)

Figura 6.16. Comparacion de la concentracion de biomasa estimada a partir de la medicion de capacitancia con la

observada experimentalmente en cultivos para producir ADNp por termo-induccién a tasas de calentamiento de 0.10 y
0.25 °C/min.
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La estimacion de la concentracion de biomasa cubri6 satisfactoriamente la mayor parte de
los puntos experimentales como puede observarse en las Figuras 6.15 y 6.16. En los
cultivos calentados se aprecia una pronunciada disminucion en la concentracion de biomasa
estimada, a partir de que la concentracion de biomasa experimental dejé de cambiar de
manera importante. Esto puede significar dos cosas: (1) que la concentracion de células no
viables aumento y (2) que una gran parte de ellas se mantuvieron estructuralmente integras.
En la mayoria de los cultivos calentados, entre las 6 y 14 h se observa que la concentracion
de biomasa estimada es mayor que la experimental, pero después ya no mostraron
diferencias importantes. Esto puede constituir un patron caracteristico de los cultivos con
incremento de temperatura y sugiere cambios en la composicién de la membrana y/o pared
celular (Marckx y Davey, 1999). Las diferencias positivas entre la concentracion de
biomasa en peso seco experimental y estimada pueden aprovecharse como un método de

estimacion de viabilidad alternativo al de cultivos selectivos en placa.

En cuanto a la estimacion de la concentracion de acetato, en las Figuras 6.17 y 6.18 se
puede observar que cubridé gran parte de los puntos experimentales. Sin embargo, no
alcanzo a estimar la concentracion de acetato residual en las primeras horas de la etapa de
alimentacion. El seguimiento de la concentracion de acetato desde la fase lote es muy util
ya que permite determinar el momento en que finaliza la fase de crecimiento no limitado;
todavia mas si se opta por iniciar la alimentacion cuando la concentracion de acetato en el
medio se ha agotado. De esta manera, puede considerarse como un buen indicador de esta
etapa de cultivo. Durante la fase de crecimiento limitado, se identifico el momento en que
comenzd a excretarse acetato en el medio. Esta informacion puede utilizarse para tomar
decisiones como: reducir el flujo de solucién de alimentacion, disminuir la temperatura de
cultivo o simplemente iniciar la cosecha. El método simple aplicado a los datos de
conductividad permitié obtener estimados precisos de la concentracion de acetato en los
cultivos de este trabajo. En miras de aprovechar la capacidad dual del sensor IRF y
consolidarla una herramienta PAT, es necesario verificar los estimadores propuestos con

datos de fuentes externas.
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Figura 6.17. Comparacién de la concentracion de acetato estimada a partir de la medicion de capacitancia con la
observada experimentalmente en cultivos para producir ADNp por termo-induccion a tasas de calentamiento de 0, 0.025 y
0.05 °C/min.
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Figura 6.18. Comparacion de la concentracion de biomasa estimada a partir de la medicion de capacitancia con la
observada experimentalmente en cultivos para producir ADNp por termo-induccion a tasas de calentamiento de 0.10 y
0.25 °C/min.

Los parametros empleados en la estimacion de la concentracion de biomasa y de acetato de
cada cultivo, se presentan en el apéndice A3. Los parametros que se proponen después de
verificar los iniciales (Tablas 6.4 y 6.5) se presentan en la Tabla 6.6. El tnico parametro

que cambidé de manera importante fue el “c”. Este pardmetro indica la contribucioén del
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determind en el andlisis inicial.

acetato en la capacitancia. Sin embargo, dicha contribucion fue mas débil de lo que se

Parametro Unidades 35°C 42 °C
a gempF' 'L | 2.63+0.00 | 2.63+0.00
b gempF' LY | 37100 | 339+0.14
c pFLg'em™ | 04+02 0.3+0.0
5 gemmS”' L | 0.65+0.00 | 0.45+0.00
dk/dt mSem™ h' | 071+£0.07 | 1.1+02
ko mS cm’ 301429 | 31.3+29

Tabla 6.6. Parametros para la estimacion de la concentracion de biomasa
y acetato. Los valores estan indicados como el promedio + desviacion
estandar.

A partir de los estimados de la concentracion de biomasa pueden estimarse pardmetros
cinéticos mas representativos del estado fisioldgico del cultivo como la tasa de crecimiento
especifico y el rendimiento biomasa en sustrato. Para ello, es preciso contar con los datos
instantaneos de la cantidad de solucion de alimento adicionado y del volumen del reactor a
fin de considerar el efecto de dilucion. En este trabajo, dichos datos fueron computados a
partir del tiempo e intensidad de operacion de las bombas peristalticas. La tasa de
crecimiento especifico se estimo a partir de la pendiente de la recta de la regresion lineal de
los primeros 15 pares de datos de /nx y ¢, y se compard con la tasa de crecimiento
especifico calculada mediante la derivada de un polinomio de Lagrange de grado 2 de los
datos de cantidad de biomasa experimental. Las tasas de crecimiento especifico estimadas y
experimentales de cada cultivo se comparan en las Figuras 6.19 y 6.20. Como puede
observarse en estas figuras, la tasa de crecimiento estimada cubri6 la mayor parte de los
puntos experimentales. En algunos casos se sobreestim6 la condicién inicial, asi como en
periodos de distinta duracion entre las 4 y 12 h de cultivo. Es interesante notar la reduccion
en la tasa de crecimiento a lo largo de la fase de crecimiento no limitado y como la tasa de
crecimiento se mantuvo a un valor alrededor de 0.15 h™" en los cultivos a 35 °C, pero de 0.2
h™' en los cultivos calentados. Luego, se observan reducciones en la tasa de crecimiento
cuando se alcanzan concentraciones por arriba de 5 g/L de acetato en el medio (comparar

con Figuras 6.17 y 6.18).
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Figura 6.19. Comparacion de y calculada a partir del peso de biomasa estimado con el observado experimentalmente, en
cultivos para producir ADNp por termo-induccion a tasas de calentamiento de 0, 0.025 y 0.05 °C/min.
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Figura 6.20. Comparacion de u calculada a partir del peso de biomasa estimado con el observado experimentalmente, en
cultivos para producir ADNp por termo-induccion, a tasas de calentamiento de 0.10 y 0.25 °C/min.
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El estimado de y tiene potencial como indicador adicional del fin de la fase de crecimiento
no limitado y de ajuste del flujo de adicion de solucion de alimento, a fin de que el cultivo
se mantenga en el valor de i, durante la fase de crecimiento limitado y no sobrepase el
valor de g, para evitar la excrecion de acetato en el medio. Se puede observar que u
durante la limitacion del crecimiento en los cultivos con cambio de temperatura fue mayor
a Uy y al calculado a partir de la regresion lineal de los datos de biomasa experimental y
tiempo antes de declinar el crecimiento (Tabla 6.2), que se puede entender como una tasa
de crecimiento aparente. Por otro lado, los picos pueden indicar perturbaciones en el estado
fisiologico celular, que a juzgar por la frecuencia con que se presentan, posiblemente se
debieron a la adicién de antiespumante. Todo esto pone de manifiesto la importancia de

contar con un estimado de la tasa de crecimiento durante el proceso de cultivo.

En cuanto al rendimiento Yy estimado, este se calcul6 a partir de la pendiente de la recta de
la regresion lineal de los primeros 60 pares de datos de cantidad de biomasa y glucosa
adicionada. Ambos rendimientos se comparan en las Figuras 6.21 y 6.22. Como puede
observarse en dichas figuras, el rendimiento Yy, experimental en los cultivos a 35 °C se
mantuvo alrededor de 0.43 g/g. En los cultivos calentados, el rendimiento Yy, experimental
se mantuvo alrededor de 0.30 g/g por periodos de diferente duracion y luego disminuyo
paulatinamente. Sin embargo, Yxs estimado tuvo poca cobertura sobre los puntos
experimentales. Esto pudo deberse a la propagacion del error en las numerosas operaciones
implicadas en las estimaciones y a la desincronizacion en la adquisicion de datos del sensor
IRF y del reactor. A diferencia de la estimacion de g, la estimacién de Yy requiere la
estimacion de la cantidad de alimento a partir del computo de volumen adicionado por la
bomba peristaltica, en el que se asume que el valor de calibracion de flujo es constante. Y
es un mejor indicador del estado fisiologico del cultivo y mas sensible que la tasa de
crecimiento especifico. La reduccion en este parametro puede reflejar la excrecion de
acidos organicos o un incremento en la actividad respiratoria. Métodos directos
adecuadamente sincronizados del seguimiento del consumo de alimento como el registro
del cambio de peso del frasco de solucion de alimento, pueden contribuir a mejorar su

estimacion.
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Figura 6.21. Comparacion de Y, calculado a partir del peso de biomasa estimado con el observado
experimentalmente y ¥, en cultivos para producir ADNp por termo-induccion a tasas de calentamiento de 0,
0.025 y 0.05 °C/min.
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Figura 6.22. Comparacion de Y, calculado a partir del peso de biomasa estimado con el observado
experimentalmente y ¥, en cultivos para producir ADNp por termo-induccion a tasas de calentamiento de
0.10 y 0.25 °C/min.
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6.3.4. Conclusiones parciales

Los datos de capacitancia y de conductividad adquiridos en linea a través del sensor IRF
fueron tratados para eliminar el ruido de cada medicion y analizados estadisticamente para
verificar su correlacion con la concentracion de biomasa y de acetato, respectivamente. Con
todo esto fue posible obtener modelos y parametros de estimacién sencillos de estas
variables de proceso. Adicionalmente, a partir de los estimados de la concentracion de
biomasa, de los computos de la cantidad de alimento adicionado y del volumen total de
reactor instantdneos, se obtuvieron estimados de la tasa de crecimiento especifico y del
rendimiento Yy que son indicadores mas representativos del estado fisiologico del cultivo.
Con excepcion de la estimacion de Yy, todas las cantidades estimadas fueron bastante

precisas y posibilitan su aplicacion para el seguimiento y control de bioprocesos.
A fin de ratificar el potencial predictivo de los estimadores propuestos, es necesaria su

verificacion previa en cultivos desvinculados de los empleados para su desarrollo, que fue

esencialmente correlativo.
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7. Conclusiones

El incremento de la temperatura de cultivo es una estrategia sencilla que permite
incrementar el rendimiento especifico de ADNp. La evaluacion de los parametros cinéticos
y estequiométricos en funcion de la temperatura de cultivo de E. coli DH5a en la
produccion de un plasmido terapéutico con origen de replicacion pUC, en el intervalo de 30
a 45 °C, corrobor6 la efectividad de esta estrategia y permitid establecer las mejores
condiciones de produccion de biomasa y ADNp superenrollado que fueron 35 y 42 °C

respectivamente.

Considerando las condiciones que pueden prevalecer durante el calentamiento en reactores
de escala industrial, se evalu6 el efecto de la tasa de calentamiento sobre la produccion
termo-inducida de ADNp en cultivos de alta densidad celular de E. coli DH5a a un nivel
macroscopico. Tasas de calentamiento entre 0 y 0.10 °C/min fueron efectivas en
incrementar el rendimiento especifico y la productividad de ADNp. La tasa de
calentamiento en la que se obtuvieron los valores mas altos de rendimiento especifico y
productividad fue 0.05 °C/min. Sin embargo, no tuvo influencia en la acumulacion de
acetato y glucosa. Por otro lado, la tasa de calentamiento no influyé de manera importante
en el contenido de isoformas superenrolladas, lo que puede significar un beneficio adicional

de esta estrategia.

A partir de las mediciones de capacitancia y de conductividad del sensor de impedancia por
radiofrecuencia de los cultivos de produccion de ADNp y su relacion directa con la
concentracion celular y de especies i0nicas, se establecido una metodologia de tratamiento y
analisis de datos con la que se consiguid plantear modelos simples y pardmetros que
permitieron estimar con buena precision, variables clave del proceso de fermentaciéon como
la concentracion de biomasa y acetato, asi como de la tasa de crecimiento especifico. De
esta forma, se tradujeron las mediciones de este sofisticado sensor en informacion funcional

con potencial de aplicacion en el control y seguimiento en linea de bioprocesos.
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8. Perspectivas

La metodologia seguida en este trabajo para definir y evaluar un proceso de termo-
induccion constituye un ejemplo valioso de disefio racional de un bioproceso proyectado
para su aplicacion en gran escala. Hasta el momento, esta es la evaluacion mas completa
del efecto de la tasa de calentamiento en un proceso de termo-induccion de ADNp de la que

se tiene conocimiento.

A fin de incrementar la concentracion celular en el proceso de produccion termo-inducida
de ADNp, se sugiere postergar la induccion térmica hasta alcanzar concentraciones de
biomasa entre 20 y 30 g/L. Dada la posibilidad de agotar los recursos de oxigenacion
tipicos de un reactor estandar en condiciones de alta densidad celular a 42 °C y el fuerte
impacto que tiene la limitacion de dicho sustrato en la produccion de ADNp, puede

implementarse una estrategia de presurizacion.

Resultaria importante verificar la efectividad del proceso de termo-induccion de ADNp
incorporando un esquema de alimentacion lineal empleando el medio PD suplementado con
aminodcidos clave de la sintesis de acidos nucleicos. Estudiar el efecto de cambios de
temperatura oscilatorios sobre la produccion de ADNp podria ayudar a entender el impacto

del tiempo de circulacion en el proceso de termo-induccion.

En cuanto al sensor de impedancia por radiofrecuencia, es necesaria la verificacion de los
estimadores mediante su aplicacion en cultivos ajenos a este trabajo. Por otro lado, la
aplicacion de los estimadores de concentracion de biomasa, acetato, tasa de crecimiento
especifico y rendimiento Yy en tiempo real en el proceso de termo-induccion de ADNp
constataria su gran utilidad. El sistema de control debera activar la bomba de adicion de
alimento, ajustar el flujo de alimentacion para mantener la tasa de crecimiento especificada
o reducirlo cuando comience a excretarse acetato en el medio hasta el punto en que el
crecimiento haya cesado, sin permitir en ningin momento la acumulacion de acetato o
glucosa en el medio. Esta plataforma puede programarse en un paquete de computo

especializado en adquisicion de datos y control como Matlab.
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Al. Rutina de alimentacion exponencial predeterminada

Figura A.1. u tina de alimentacion exponencial predeterminada programada en “Biocommand” en interfase grafica. Los datos de entrada (input) son tiempo de
proceso ¢ (EFT), temperatura 7 (Temp XM.S), inicio de lote alimentado #, (Inicio LA.P) y volumen total de reactor /' (Volumen.P). Todas estas variables se procesan
en la funcion F, que calcula el flujo de alimentacion A. En las instrucciones subsecuentes se convierten las unidades del flujo de alimentacion y se aplica el factor de
calibracion de la bomba F,,,;, (mbomba) para especificar el valor del punto de ajuste SP de la bomba de adicion (Pump3_XM). El tiempo de inicio de lote alimentado
se especifica en InicioLA. Las unidades de cada variable se indican sobre cada flecha entre corchetes.
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A2. Codigo de la funcion F de la rutina de alimentacion exponencial predeterminada

BioCommand Control Script Editor —— -
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* =2 Biit-In Functions «

Dim mm, xo,vo,m,vxsl,yxs2,s ALs Single

'Asignar wval

m=0.15 'h-1

20=5.1

ores a los parametros del modelo

/L Considerando fase lote con 10g/L de glucosa

yxs51=0.47 'Rendimiento biomasa sustrato a 35'C

yxs2=0.27 'Rendimiento biomasa sustrato a 42'C

3=636 "g/L C

oncentracion de sustrato en la alimentacion

m=0.057 'g/gh Coeficiente de mantenimiento

If ¥1» X3 Then

If X2<42 Then

F=((mu/yxsl)+m) * (x0*¥4/2) *Exp (mu* (X1-X3))

ElseIf X2=42 Then

End

Else

F=0

End If

End Sub

F=1{ (mu/vxs2) +m) * (x0*¥4/8) *Exp (ma* (X1-X3))

If

Figura A.2. Cédigo de la funcion “F” programada en lenguaje Visual Basic Application. Las variables se declaran en la
linea 12 y en las lineas 16 a 21 se especifican sus valores. X1,X2, X3 y X4 son las variables de entrada a la funcion “F”
(Figura Al). Si el tiempo de proceso es mayor al tiempo de inicio de alimentacion entonces empieza a calcular el flujo de
alimentacion en la linea 27 si la temperatura esta por debajo de 42 °C o en la linea 31 si la temperatura es igual a 42 °C.
Por el contrario, si el tiempo de proceso es menor al tiempo de inicio de alimentacion, el flujo es cero.
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A3. Rutina de computo de volumen adicionado de las bombas peristalticas

UserlLp

On

UserLp

On

Figura A.3. Rutina de computo de volumen adicionado por cada bomba. El computo del volumen adicionado por cada
bomba tiene como entrada el punto de ajuste de cada bomba ( umpX YM. ). El operador “Limit” asegura que el valor
del SP no esté fuera del intervalo 0-100. El valor del S es dividido entre 100 y entra al operador “ otalizer” en el cual se
especifica el flujo de calibracion de cada bomba (en ml/min). Este operador calcula el volumen adicionado de acuerdo a la
suma de los productos del intervalo de tiempo de operacion, set point de la bomba y flujo de calibracion a lo largo del
tiempo de operacion de la bomba. La bomba 1 se asignd para la adicion de base; la bomba 2 para la adicién de
antiespumante y la bomba 3 para la adicion de solucion de alimento.
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A4. Rutina de computo de volumen total del reactor

UserlLp

On

Figura A.4. Rutina de computo de volumen total del reactor. El volumen instantaneo del reactor es la suma del volumen
afiadido de base, antiespumante (AF) y alimento; el volumen inicial y volumen de reposicion, menos la diferencia del
volumen total de retiros por muestreo.

AS. Rutina de cambio de temperatura en rampa

Figura A.5. Rutina de computo de cambio de temperatura en rampa. Se convierten las unidades de la tasa de
calentamiento (q) de °C/min a °C/h. La tasa de calentamiento se multiplica por la diferencia entre el tiempo de proceso
(EFT) y el inicio de la alimentaciéon (INICIO_LAX.P). El resultado se suma a la temperatura inicial (35 °C) para
especificar el nuevo set point al control de temperatura del reactor (Temp XM).
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B1. Codigo de la macro para la estimacion de la tasa de crecimiento especifico con
polinomios de Lagrange

Sub mu_Lagrange()

Dim DP, P, P1, XD, S, X1, X2, x As Single
Dim i, j, k, n, d, columnax, columnay, columnad As Integer

filai =2
filaf = 1440

d = filaf - filai ' Numero de datos

columnax = 1 'Datos de tiempo.

columnay = 3 'Datos de cantidad de biomasa.

columnad =4 'Resultados de la estimacion de la derivada.
Forx=0Tod

n =2 'Grado del polinomio de Lagrange

XD = Cells(filai + x, columnax)

DP=0
i=0
Fori=0Ton
P=1
j=0
Forj=0Ton

Ifi<>j Then
X1 = Cells(filai + x + 1, columnax)
X2 = Cells(filai + x + j, columnax)
P=P*(X2-X1)
End If
Next j
S=0
k=0
Fork=0Ton

If i <>k Then

P1=1
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Forj=0Ton

Ifj<>1iAndj <>k Then
P1=P1 * (XD - Cells(filai + x + j, columnax))

End If

Next j

S=S+PI

End If
Next k
DP = DP + (Cells(filai + x + i, columnay) / P) * S
Next i

'Derivada
Cells(filai + x, columnad) = DP

mu
Cells(filai + x, columnad + 1) = DP / Cells(filai + x, columnay)

Next x

End Sub
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B2. Codigo de la macro para la estimacion de la tasa de crecimiento especifico a partir
de los datos adquiridos en linea

Sub Estimar_mu()

Dim x(), y(), pendiente, correlacion As Single

Dim frecuencia, i, filai, filaf, columnai, columnadl, columnad2 As Integer

frecuencia = 15

ReDim x(frecuencia - 1)
ReDim y(frecuencia - 1)

cont=0
filai = InputBox("Fila inicial: ")
columnai =6 'Datos de logaritmo natural de la cantidad de biomasa.
columnadl = 7 'Resultados de estimacion de mu.
columnad2 = 8 'Resultados de coeficiente de regresion.
Cells(filai, 2).Select
Selection.End(xIDown).Select
filaf = ActiveCell.Row
n = filaf - filai
Do
For j =0 To frecuencia - 1
x(j) = Cells(filai + j + cont, 1)
y(j) = Cells(filai + j + cont, columnai)

Next j

pendiente = WorksheetFunction.Slope(y, x)  'Tasa de crecimiento especifico.
correlacion = WorksheetFunction.Correl(y, x) 'Coeficiente de correlacion.

Cells(filai + cont, columnadl) = pendiente
Cells(filai + cont, columnad2) = correlacion
cont =cont + 1

Loop While (cont <= n)

End Sub
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B3. Cddigo de la macro para la estimacion del rendimiento especifico a partir de los

datos adquiridos en linea

Sub Estimar yxs()

Dim x(), y(), pendiente, correlacion, s, columnax, columnav, columnaa, columnadl, columnad2 As Double

Dim frecuencia, i, filai, filaf As Integer
frecuencia = InputBox("Ingrese el nimero de datos para estimacion: ")
s = Range("R1") ' Concentracion de glucosa en la solucion de alimentacion

ReDim x(frecuencia - 1)
ReDim y(frecuencia - 1)

cont=10

filai=2 'Fila inicial.

columnax =2 'Columna de datos de concentracién de biomasa estimada.
columnav =3 'Columna de datos de volumen .

columnaa =4 'Columna de volumen adicionado de alimento.

columnadl =5 'Columna de cantidad de biomasa.
columnad2 =6 'Resultados.

Cells(filai, 2).Select
Selection.End(x1Down).Select
filaf = ActiveCell.Row 'Fila final.

n = filaf - filai 'Numero de datos.

Fori=0Ton
Cells(filai + i + j, columnadl) = Cells(filai + i + j, columnax) * Cells(filai + i + j, columnav) / 1000
Next i
'Identificar inicio de alimentacion.
Fori=0Ton
If Cells(2 + i, columnaa) <> 0 Then
filai=2 +1i
GoTo SALIDA
End If
Next i

SALIDA:
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n = filaf - filai

Fori=0Ton

For j =0 To frecuencia - 1

y(j) = Cells(filai + i + j, columnadl)

x(j) = s * Cells(filai + i + j, columnaa) / 1000
Next j

Cells(filai i, columnad2) = WorksheetFunction.Slope(y, x) ‘Obtencion de la pendiente Yxs.
Cells(filai + i, columnad2 + 1) = WorksheetFunction.Correl(y, x)

Next i
Range("R1").Select

End Sub
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B4. Codigo de la macro para la aplicacion de estimadores de la concentracion de

biomasa y acetato de los datos adquiridos en linea

Sub Aplicacion_estimadores()

Dim ko, m, factor, prediccion, m2, t2, a, b, c, tla, t42 As Single

'Entrada de datos
factor = Range("Z6")
m = Range("Z7")

ko = Range("Z8")
m2 = Range("X10")
t2 = Range("X11")
'Capacitancia
a=Range("Z3")

b = Range("Z4")

¢ = Range("Z5")

tla = Range("X12")
t42 = Range("X13")

n = 1440
Dim cont As Integer
cont=0

Fori=0Ton

If Cells(2 + 1, 4) > t42 And cont = 0 Then

factor = Range("AB6")

m = Range("AB7")
ko = Range("AB8")
m2 = Range("X10")
t2 = Range("X11")

'Capacitancia

a = Range("Z3")

b = Range("AB4")
¢ =Range("AB5")

cont =1

End If
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If m2 =0 Then
prediccion = -m * Cells(2 + 1, 4) + ko
Cells(2 + 1, 7) = prediccion
If prediccion < Cells(2 + i, 5) Then
Cells(2 + 1, 8) = factor * (Cells(2 + 1, 5) - prediccion)
Else
Cells(2+1,8)=0

End If

Else

Ift2 > Cells(2 + i, 4) Then

prediccion = -m * Cells(2 +1, 4) + ko
Cells(2 + 1, 7) = prediccion
If prediccion < Cells(2 + i, 5) Then

Cells(2 + 1, 8) = factor * (Cells(2 +1, 5) - prediccion)

Else

Cells(2 +1,8)=0

End If
Else
If m2 < Cells(2 +1, 5) Then
Cells(2 + 1, 8) = factor * (Cells(2 + 1, 5) - m2)
Else
Cells2 +1,8)=0
End If
End If
End If
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'Capacitancia
If Cells(2 + i, 4) <= tla Then
Cells(2 +1,9) =a * Cells(2 + 1, 6)
Else
Ifb * (Cells(2 +1, 6) - ¢ * Cells(2 + 1, 8)) > 0 Then
Cells(2 +1,9)=b * (Cells(2 + i, 6) - ¢ * Cells(2 + i, 8))
Else
Cells(2 +1,9)=a * Cells(2 + 1, 6)
End If
End If

Next i

End Sub
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C. Valores de los parametros utilizados para estimar las concentraciones de biomasa y

acetato
Valores utilizados
g=0°Cmin | 9 M5 14— 0,05 °C/min
Parametro| Unidades Valor Lote 22 |Lote 23 |Lote 28 |Lote 29|Lote 26| Lote 32
propuesto
a gempF' L' [2.63+£0.15| 2.63 | 2.63 | 2.63 | 2.63 | 2.63 | 2.63
b gempF'L' | 3.7+013 | 3.7 3.7 3.7 3.7 3.7 3.7
350 ¢ pFLg em™ [2.41+040| 0.3 0.5 0.2 0 1 0.5
5 gemmS™! L 0.65 0.65 | 0.65 | 0.65 | 0.65 | 0.65 | 0.65
dk/dt | mSem™ h?' [0.73£0.28] 0.70 | 0.72 | 0.78 | 0.72 | 0.75 | 0.72
ko mS cm’™ 30 28.7 | 294 | 317 | 385 | 289 30
b gempF'L"' [333+£037] NA | NA | 333 | 333 | 3.7 3.6
c pFLg em” [ 1.1120.18 | NA | NA 0.3 0.3 0.3 0.3
42°C 5 gemmsS' L 0.45 NA | NA | 045 | 045 | 045 | 045
dk/dt mScm’ h' | 1.81£0.41 | NA NA 1.2 1.3 0.9 1.2
ko mS cm’™ 30 NA | NA 34 38 28.9 33
tla h NA 5.7 4.6 5 4.2 4.6 4
42 h NA 24 24 9.9 8.7 7 6.3
Valores utilizados
¢ =0.10 °C/min q = 0.25 °C/min
Pardmetro| Unidades Valor 1y e 20|Lote 21 |Lote 30| Lote 24 |Lote 25|Lote 30
propuesto
a gempF' L7 [2.63+£0.15] 2.63 | 2.63 | 2.63 | 2.63 | 2.63 | 2.63
b gempF'L"' | 3.7+£0.13 | 3.7 3.7 3.7 3.7 3.7 3.7
350C c pFLg em™ [2.41+040] 0.3 0.2 0.3 0.3 0.5 0.3
5 gemmS”' L 0.65 0.65 | 0.65 | 0.65 | 0.65 | 0.65 | 0.65
dk/dt mSem' h' [0.73£0.28| 05 | 072 | 072 | 072 | 0.72 | 0.72
ko mS cm’ 30 28.1 29 27.8 | 29.5 29 31
b gempF'L"' [3.33+037| 3.33 | 3.33 | 333 | 3.33 | 3.33 | 3.33
¢ pFLg'em” | 1.11£0.18 | 0.3 0.2 0.3 0.3 0.3 0.2
42°C 5 gemmS' L 0.45 045 | 045 | 045 | 045 | 045 | 045
dk/dt mScm” h”' | 1.81£0.41 | 0.9 0.9 1.4 1 1 1
ko mS cm™ 30 30 29 29 30 30 31
tla h NA 5.5 6.9 4 4.4 4.7 4
42 h NA 6.7 8.2 5.3 4.9 5.5 4.5
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