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El papel de la potencia volumétrica en la produccion y glicosilacién de proteinas recombinantes en bacterias
filamentosas: APA (proteina de 45/47 kDa) de Mycobacterium tuberculosis en Streptomyces lividans

Resumen

Las bacterias del género Streptomyces producen una amplia gama de productos
naturales, tales como antibiéticos, antifungicos, antimicrobianos, agentes
antitumorales, asi como herbicidas, pigmentos y otros compuestos bioactivos.
Ademas, algunas cepas de Streptomyces lividans se utilizan como huéspedes

para la expresion de proteinas heterologas.

En cultivos sumergidos, S. lividans presenta una morfologia que va desde micelio
disperso hasta pellets. Esta distribucibn morfoldégica depende de las condiciones
hidrodindmicas y la tension de oxigeno disuelto en el sistema de cultivo, que a su
vez puede afectar la productividad del proceso. Durante los cultivos, estos
microorganismos estan sometidos a estrés hidrodindmico y la potencia volumétrica
(P/V) ha sido ampliamente usada para la caracterizaciéon de la hidrodindmica

macroscopica en biorreactores y para el escalado de los procesos microbianos.

En el presente trabajo, se caracteriz6 en linea, la P/V de los cultivos de S.
lividans en tres geometrias de matraz (matraz convencional -MC-, matraz
bafleado -MB- y matraz con resorte -MR-) y se determind el efecto de esta,
sobre el crecimiento, morfologia, produccion y O-manosilacién de una O-
glicoproteina  recombinante  (APA  de Mycobacterium  tuberculosis).
Adicionalmente, se reprodujo la P/V de MR en MC vy los cultivos de S. lividans se
escalaron a un biorreactor de 1.2 L, usando la P/V obtenida en MC y MR como

criterio de escalado.

Durante la fase exponencial del crecimiento, se obtuvo una alta P/V en MB (0.51
kW/m?), seguido de MR (0.44 kW/m3) y MC (0.22 kW/m?3). Durante la fase

estacionaria hubo una disminucion del 20 % de la P/V en MB y MR; mientras que,

1 ——
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en MC se encontré un aumento a 0.38 kW/m?3, probablemente por cambios en la
morfologia micelial y sus efectos sobre la reologia de los caldos.

Con el fin de determinar si la P/V tiene un papel importante en los cambios de
crecimiento y morfologia micelial, se hicieron dos aproximaciones para reproducir
la potencia volumétrica obtenida en MR en MC. La primera, manteniendo la
velocidad de agitacion a 150 rpm y disminuyendo el volumen de llenado a 15 mL
(15 mL-MC) y en un segundo experimento, aumentando la velocidad de agitacion
a 168 rpm con volumen de llenado de 25 mL (25 mL-MC). Encontrandose
diferencia en el crecimiento, morfologia y produccion de proteina. El
comportamiento en la velocidad especifica de crecimiento (0.15+0.01 hl), y
concentracion final de biomasa (4.7+0.3 g/L) en MC-15 mL fue similar a los
cultivos llevados a cabo en matraces con resorte (0.14+0.01 h'' y 5.2+0.1 g/L) Sin
embargo, diferencias significativas fueron encontradas en MC-25 mL (0.10+0.03 h-
1y 2.5+0.4 g/L) con respecto a MC-15 mL y MR. Se encontraron pellets mas
grandes, medidos como diametros promedio, en MC-15 mL y MC-25 mL (400 pm),
comparados con los MR (200 pum) y se obtuvo mayor produccién de proteina los
cultivos de matraces convencionales con 15 mL de medio (45+2 % de la proteina
total) comparados con los cultivos en matraces convencionales con 25 mL de
medio y matraces con resorte, donde la produccién de la proteina APA fue de

36+3 % y 35.2% de la proteina total, respectivamente.

Adicionalmente, la P/V medida en matraces convencionales y con resorte se usé
como criterio de escalado a biorreactores de 1.2 L, encontrdndose que la P/V
como criterio de escalado, no reproduce el comportamiento morfolégico y la
produccion de biomasa en los cultivos en MC, lo cual indica que la P/V no es un
parametro definitivo para determinar el crecimiento de bacterias y la morfologia, ni

siquiera, la produccion de glicoproteinas. Pero se podria proponer que la

LUZ DEISY MARIN PALACIO 2
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transferencia de oxigeno en el centro del pellet y el estrés hidromecanico podrian
ser pardmetros mas relevantes que la P/V.

(S —  —
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filamentosas: APA (proteina de 45/47 kDa) de Mycobacterium tuberculosis en Streptomyces lividans

Abstract

Bacteria of the genus Streptomyces are widely used to produce a wide range of
natural products such as antibiotics, antifungals, antimicrobials, antitumor agents
and herbicides, pigments and other bioactive compounds. Also, some strains of
Streptomyces lividans are commonly used as hosts for expression of heterologous

proteins.

In submerged cultures, S. lividans has a morphology ranging from dispersed
mycelia to pellets. This distribution of the mycelial morphology depends largely on
the hydrodynamic conditions of the system and the dissolved oxygen tension in the
culture, which may affect productivity processes. During cultivation, those
microorganisms are subjected to hydrodynamic stress and, volumetric power input
(P/V), which has been widely used to characterize macroscopic hydrodynamics in

bioreactors and scale-up.

In the present work, the evolution of the specific power input (P/V) was
characterized on-line during S. lividans growth in three flask geometries
(Conventional normal flask -MC-, Baffled flask —MB-, and Coiled flash -MR-) and
we determined its effect on the growth, morphology, production and O-
mannosylation of a recombinant O-glycoprotein (APA  of Mycobacterium
tuberculosis). During the exponential phase of growth, the highest P/V values were
obtained in MB (0.51 kW/m3), followed by the MR (0.44 kW/m?) and MC (0.22
kW/m?3). During the stationary phase, there was a decrease of 20% of the P/V in
MB and MR, while an increase in MC was found (0.38 kW/m?3), probably due to
changes in the mycelial morphology and their effects on the rheology of the broths.

In order to discern the specific role of P/V in the determination of growth and

morphology of S. lividans, two different approaches were taken: to increase the
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power input up to those values found in coiled flasks, but this time in conventional
normal Erlenmeyer flasks (MC). The first approach was setting the shaking
frequency to 150 rpm and decreasing filling volume of 50 mL to 15 mL (15mL-MC).
The second approach was to increase shaking frequency to 168 rpm to filling
volume of 25 mL. However, differences in growth, morphology and productivity of

the recombinant protein were found.

Specific growth rate behavior (0.15+0.01 h't), and final concentration of biomass
(4.7+0.3 g/L) in MC-15mL was similar to cultures performed in coiled flask
(0.14+0.01 ht and 5.2+0.1 g/L). However, significant differences were found in
MC-25 mL (0.10+0.03 h? and 2.5+0.4 g/L) with respect to MR and MC-15mL.
Larger pellets, measured as average diameters, were found in MC-15mL and MC-
25mL (400 pum) compared to MR (200 um). An increased in the production protein
was obtained in cultures MC-15 mL (452 % of the total) compared with MC-25 mL
and coiled flask, where APA production were to 36x3 % and 35.2 % of the total

protein, respectively.

Additionally, the P/V obtained in MC and MR were used as scale up criteria to 1.2
L bioreactor It was found that, the P/V does not reproduce the morphological
behavior and biomass production in the cultures of MC. Our data indicates that the
role of P/V, as a global parameter in S. lividans cultures in shake flasks, is not
clearly defined as an important parameter to determine S. lividans growth,
morphology, recombinant protein production, and its post-translational
modifications. But we could propose that the oxygen transfer in the center of the

pellet and the hydromechanical stress may be more relevant than the P/V.
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1. Introduccion

Una de las modificaciones postraduccionales mas importante en la biosintesis de
proteinas es la glicosilacion. En eucariotes los mecanismos de glicosilaciéon han
sido bien caracterizados (Jenkins, 2007; Li and d'Anjou, 2009), e inclusive se han
descubierto algunas enfermedades en humanos relacionadas con fallas en los
mecanismos de glicosilaciéon (Grunewald et al., 2002; Lehle et al., 2006). Sin
embargo, la informacion sobre la estructura, funcién y produccién de proteinas
glicosiladas de origen procariotico sigue siendo poca y mas aun, si se basa en la
produccion de proteinas heterélogas (Wieland, 1988; Brooks, 2004; Graumann
and Premstaller, 2006; Hitchen and Dell, 2006c; Brooks, 2009). Ademas, y muy
recientemente el estudio de la biosintesis y actividad de proteinas O-glicosiladas
en bacterias patégenas se ha tornado un tépico de investigacion relevante, pues
se ha demostrado la participacion de estas proteinas glicosiladas en la
patogénesis bacteriana, como también la relacion del grado de glicosilacion y la
actividad inmunogénica (Espitia and Mancilla, 1989; Horn et al., 1999; Benz and
Schmidt, 2002; Schmidt et al., 2003; Hitchen and Dell, 2006). Como es de
esperarse, la obtencion de estas glicoproteinas de sus hospederos patégenos no
es una tarea facil, tanto por los requerimientos de bioseguridad de los laboratorios
como por las pocas concentraciones que podrian recuperarse de cada proteina en
su hospedero natural (Young et al., 1992; Bellinzoni y Riccardi, 2003). Usar
hospederos no patdgenos procariotas es una buena alternativa para obtener estas
proteinas de manera heterdloga con patrones de glicosilacion similares, y esto
podria permitir revelar blancos terapéuticos novedosos para combatir las
infecciones bacterianas, asi como nuevos métodos de diagndstico (Tremblay et
al., 2002; Lara et al., 2004; Vallin et al., 2006). Son pocos los reportes en la
literatura donde se producen proteinas recombinantes glicosiladas en procariotas
(Lara et al., 2004; Graumann y Premstaller, 2006; Vallin et al., 2006; Gamboa-

Suasnavart et al., 2011; Gamboa-Suasnavart et al.,2013; Marin-Palacio et al.,
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2014), pero si se ha reportado que en muchos de los casos las proteinas
glicosiladas juegan papeles funcionales muy importantes en sus hospederos
(Espitia y Mancilla, 1989; Tissot et al., 2009; Devasahayam, 2007; Lairson et al.,
2008; Dalpathado y Desaire, 2008). Dentro de estas actividades funcionales se
puede mencionar el papel que juegan los carbohidratos en la superficie celular en
el reconocimiento y unidén selectiva a otras células o a moléculas solubles
(Schachter, 1984). Cabe remarcar ademas, la importancia de las proteinas
terapéuticas en el mercado mundial donde para el 2009, mas de 165 productos
habian sido aprobados por las agencias reguladoras y al menos 500 productos
estaban en desarrollo clinico o preclinico (Durocher y Butler, 2009). De estos,
aproximadamente el 70% fueron glicoproteinas producidas en eucariotes. A partir
de 2003, los productos del mercado mundial de biofarmacéuticos se estimé en
mas de $ 30 mil millones (Sethuraman y Stadheim, 2006) y para el 2006, este
mercado fue de 57 mil millones dolares norteamericanos con una tasa compuesta
de crecimiento anual del 12 % hasta 2010 (Durocher y Butler, 2009), esperando
alcanzar unas ventas de mas de 300 x 10° millones de délares para el afio 2050
(Palomares et al., 2002).

Especificamente, en Mycobacterium tuberculosis se han reportado varias
proteinas O-glicosiladas con funciones especificas en la patogénesis de la
bacteria (Espitia y Mancilla, 1989; Dobos et al., 1995; Espitia et al., 1995; Dobos et
al., 1996; Diaz-Silvestre et al., 2005). Aunque las proteinas O-glicosiladas
representan no mas del 10 % del total que es secretado por la bacteria, se ha
reportado que sus actividades antigénicas son importantes para ser estudiadas
como modelo de inmunizacién y/o vacunacion (Sable et al., 2011; Romain et al.,
1999; Sable et al.,, 2011). De manera particular, la proteina APA (Alanine and
Proline rich Antigenic, o proteina de 45/47 kDa) es uno de los principales
antigenos inmunodominantes que son secretados por la micobacteria (Dobos et

al., 1995; Espitia et al., 1995; Dobos et al., 1996). Aunque la funcién especifica de
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APA en M. tuberculosis no esta claramente definida se cree que tiene funcion de
adhesina (Ragas et al.,, 2007), como también aquella de elicitar respuestas
linfoproliferativas y produccién de citocinas (Kumar et al., 2003). Como antigeno,
se ha demostrado que la capacidad de elicitar la respuesta inmune en linfocitos T
y en cobayos es funcion del patron de O-glicosilacion de la proteina APA, lo cual
pudo demostrar las diferencias en la produccion heterdloga de APA en diversos
hospederos (Horn et al., 1999). Por lo descrito previamente, y la posibilidad de
modificar la O-glicosilacion de los cuatro residuos de treonina de APA y su
productividad en un hospedero como S. lividans, se considera a esta como una
candidata muy interesante para ser estudiada y posiblemente usada en
vacunacion y/o pruebas de diagnéstico (Espitia et al., 1995; Vallin et al., 2006;
Sable et al., 2011). Si bien es cierto, S. lividans ha sido usado para la produccién
de proteinas recombinantes desde hace afios (Anne y Van, 1993; Binnie et al.,
1997), hasta el momento, solo Gamboa-Suasnavart et al., (2011) ha demostrado
como se ve afectada la O-glicosilacion y la produccion de una proteina heterdloga
(APA) en cultivo sumergido por efecto de las condiciones de cultivo,
especificamente en S. lividans. En este trabajo, Gamboa-Suasnavart et al. (2011)
evalu6 el efecto de diferentes configuraciones de matraces (matraces
convencionales -MC- , matraces bafleados -MB- y matraces con resorte —-MR-) en
la morfologia final de S. lividans, la produccion y O-glicosilacion de la proteina
APA, observando agregados mas grandes en MC (diametro de 1.57+0.41 mm)
comparados con los MB (0.23+ 0.06 mm) y MR (0.16 = 0.05 mm). Adicionalmente,
altas productividades de la proteina APA fueron observadas en MB y MR, tres
veces mas que lo obtenido en MC. Por otra parte, en el péptido del carbono
terminal obtenido por degradacién con Lys-C hasta cinco residuos de manosas
unidas fueron encontrados en MB y MR y solo dos residuos de manosa en MC.
Estos resultados sugieren que tanto la morfologia micelal de S. lividans y la
produccion de APA esta siendo afectada por la geometria del matraz; esto

causado por un efecto combinado de la aireacién e hidrodinamica en el cultivo
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(Gamboa-Suasnavat et al., 2011). Recientemente en nuestro grupo, Gamboa-
Suasnavat et al. (2013) propusieron un criterio de escalado basado en la
morfologia de S. lividans. En este sentido, un modelo matematico de la literatura
(Tought y Prosser, 1996) que relaciona la morfologia con la potencia volumétrica
entregado al sistema fue utilizado por Gamboa-Suasnavart et al. (2013) para
obtener una morfologia de S. lividans en biorreactor similar a la producida en
matraces con resorte. Este criterio de escalado fue satisfactorio en cuanto a la
reproduccion de la morfologia, asi como en produccion de proteina APA y la
glicosilacion. Sin embargo, la concentracion de biomasa no fue similar, sugiriendo
que pueden existir otros factores que estarian influyendo en el metabolismo
celular. Durante los cultivos, los microorganismos son sometidos a estrés
hidrodindmico. La potencia volumétrica (P/V) es un parametro esencial para
especificar las condiciones de cultivo de microorganismos en matraces agitados y
biorreactores de tanque agitado. Muchas caracteristicas fisicas de los reactores,
como lo es el estrés hidrodinamico y la transferencia de calor estan directamente
relacionados con la P/V, por lo que se considera un parametro importante para la
optimizacién y escalado de los cultivos (Sumito et al., 1972; Klockner y Biichs,
2011). Adicionalmente, respuestas biolégicas como dafio celular esta influenciado
por la energia de disipacion a través de cambios de suministro de oxigeno,
eliminacién de diéxido de carbono, grado de mezcla y estrés hidrodinamico (Blichs
et al., 2001).

Es por ello que en este proyecto se evalué el efecto de la potencia por unidad de
volumen (P/V) presente en un cultivo sumergido sobre la produccion y glicosilacién
de la proteina APA recombinante en S. lividans, como funcion del metabolismo
celular asociado a los cambios morfolégicos miceliares, su cinética de crecimiento
y parametros reoldgicos de los cultivos. Inicialmente, se determinaron los perfiles
de P/V en los matraces con las diferentes geometrias de matraz y luego se

escalaron estas condiciones en un biorreactor de 1.2 L manteniendo constante la
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tension de oxigeno disuelto y la temperatura, y de esta manera determinar si el
cambio de P/V presenta alteraciones en la produccion y glicosilacion de la

proteina.

Nuestros principales interrogantes se han basado en determinar la energia en
términos de la potencia volumétrica que se entregan en las diferentes
configuraciones de matraces y que podrian ser escaladas a un biorreactor. Esto
con el fin de hacer un cambio de escala razonado de matraces a biorreactor y
poder cuantificar las diferencias en las cinéticas de crecimiento y la expresion y O-
manosilacion de la proteina APA. En términos mecanisticos queremos entender
como el efecto del estrés hidrodinamico, medido como P/V puede afectar la
morfologia miceliar de S. lividans y la expresion de la proteina de 45/47 kDa y a su
vez, como influye la velocidad de crecimiento y la morfologia miceliar de S.
lividans en la expresion de APA vy la glicosilacion, particularmente la cantidad de

manosas unidas en el extremo C-terminal.
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2. Antecedentes

2.1 Hidrodinamica en biorreactores agitados mecanicamente
2.1.1 Mezclado

En cultivo sumergido, la agitacion es un parametro importante para mantener la
homogeneidad y una buena transferencia de calor y de masa (Raposo y Lima-
Costa, 2006). Ademas, es necesario para minimizar los gradientes de
concentracion de nutrientes (Smith et al., 1990). En cultivos aerobios, la operacién
de transferencia de masa mas critica es la disolucién del oxigeno requerido para la
respiracion de los microorganismos y en gran medida, la potencia requerida para
este, viene dada por el agitador en un tanque agitado (Smith et al., 1990). Este
mezclado puede ser caracterizado por la escala y la intensidad de la mezcla (van'’t
Riet y Tramper 1991). La escala de la mezcla representa la dimension mas
pequefia (volumen, masa) del sistema analizado en el que se permite la falta de
homogeneidad; mientras que, la intensidad de mezclado es definido como la
desviacién de la mezcla perfecta (van’t Riet y Tramper 1991; Cascaval et al.,
2007).

El mezclado también puede ser analizado desde el punto de vista del nivel de
homogenizacion. Dos niveles de homogenizacion pueden ser encontrados dentro
del reactor: macromezclado y micromezclado (Martin et al.,, 2008). El
macromezclado consiste en la distribucion uniforme del contenido de la masa total
del sistema por medio del movimiento de liquido inducido por el agitador (Cascaval
et al., 2007). Este prevalece alrededor de la region del micromezclado, y
determina la homogenizacién interna, el movimiento de las burbujas a través del
reactor y los patrones de flujo en el cual los remolinos (eddies) de turbulencia son
del tamafio del reactor. Adicionalmente, la contribucion de la aireacion superficial
del tanque, asi como el efecto de la geometria del impulsor y el tanque a la

transferencia de masa dependen de esta escala de mezclado (Martin et al., 2008).
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El micromezclado prevalece cerca del impulsor, donde pequefios remolinos
denominados eddies definen los gradientes de velocidad que rodean las burbujas.
Consiste en una mezcla a escala molecular y es controlada por difusion molecular.
Independientemente del flujo generado en todo el sistema, a escala de
micromezclado, el flujo es laminar (Galaction et al., 2004; Martin et al., 2008). Para
la descripcion de eddies en un sistema de fluidos, a menudo se utiliza la teoria de
la cascada de la energia. Donde la energia cinética turbulenta se transfiere
continuamente a partir de grandes eddies a los més pequefios y los eddies mas
pequefios disipan la energia en forma de calor. El didmetro y la velocidad de estos
remolinos terminales se pueden expresar en caso de condiciones de turbulencia
isotropica por la microescala de Kolmogorov de longitud (Ak) o de velocidad (vk)
(Kolmogorov 1958; Kelly et al., 2006).

0.25
vg .
Ak —\— Ecuacion 1
£
— 0.25 .
Vg = (ULE) Ecuacion 2

La microescala de Kolmogorov o el tamafio de los eddies mas pequefios esta en
funcion de la velocidad de energia de disipacion (g) y la viscosidad cinemética del
fluido (vL). Altas potencias volumétricas generan eddies pequefos, causando
como resultado un incremento en la interaccion célula-eddy (van Suijdam y Metz,
1981; Ayazi-Shamlou et al., 1994; Rocha-Valadez et al., 2007). Los eddies de
dimensiones similares a las particulas suspendidas son responsables de la tensién
mecanica, la cual esta relacionada con la energia de entrada en el sistema de
reaccion (Hempel, 1988; Kusters, 1991). Dado que, segun la teoria de

Kolmogorov, la potencia por unidad de volumen determina la energia y el tamafio
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de los remolinos, la P/V ha sido utilizada tradicionalmente en el disefio y escalado
de reactores (Martin et al., 2008).

2.1.2 Potencia volumétrica

Durante los cultivos, los microorganismos son sometidos a estrés hidrodinamico,
junto con estrés nutricional. La potencia volumétrica (P/V) ha sido ampliamente
usada para la caracterizacion de la hidrodinamica macroscépica en biorreactores y
para el escalado de los procesos microbianos (Sumino et al., 1972; Bichs et al.,
2001). Es indudable, que uno de los factores que mas impacta la economia de un
proceso biotecnolégico es el consumo de energia; por esta razon, el consumo de
potencia especifica del motor para la agitacion de los caldos de cultivo es uno de
los puntos criticos en el escalado de un biorreactor. Por si fuera poco, la potencia
especifica también influye en los rendimientos y productividades de los procesos
de fermentacion aerobios (Aiba et al., 1973; Tamura et al., 1997; Rosa et al., 2005;
Yu et al., 2012). En efecto, la respuesta bioldgica, incluyendo el dafio celular se ve
muy influenciada por la energia de disipacion a través de cambios en el suministro
de oxigeno, eliminacion de dioxido de carbono, grado de mezcla y estrés
hidrodindmico (Blchs et al., 2001). La potencia (P) es generalmente considerada
como el producto del torque (M) y la velocidad angular (). De otro lado, el torque
puede ser descrito como el producto de la fuerza (F) y el brazo de palanca (r). La
fuerza es obtenida por la multiplicacion del estrés de cizalla (1) y el &rea de friccion

(A). Consecuentemente:

P=Mw=Frw=1tArw Ecuacién 3

El consumo de potencia por agitacion es una funcién de propiedades fisicas,
condiciones de operacion, geometria del tanque y del impulsor. El analisis

dimensional provee la siguiente relacion:
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El grupo adimensional del lado izquierdo corresponde al nimero de potencia (Np),
gue es la relacion de fuerza de arrastre en el impulsor y la fuerza inercial. El primer
término de la derecha es el nimero de Reynolds (Re), definido como la relacién
entre la fuerza inercial y las fuerzas viscosas y el segundo término es el nimero
de Froude (NF) que tiene en cuenta la fuerza de gravedad, que afecta el consumo

de energia debido a la formacion del vortice en un recipiente agitado (Dutta, 2008).

Para el caso de matraces Erlenmeyer, son pocas las publicaciones que tratan
aspectos ingenieriles para establecer estos como biorreactores agitados y de esta
manera permitir un incremento de escala del bioproceso. Se ha demostrado que la
potencia volumétrica en matraces agitados a bajas viscosidades puede describirse
en funcién del numero modificado de Newton (Ne"), el cual es funcién del numero

de Reynolds (Re), de acuerdo a lo descrito por Biichs et al. (2000a):

N . P y P: Potencia (W)
e = pn? d4 Vlf3 Ecuacion5 . \eiocidad de agitacion (s)
L
d: Diametro del matraz (m)
2 .
__ pnd . p: Densidad (Kg/m?)
Re = —— Ecuacion 6
n VL: Volumen de llenado (m3)

n: Viscosidad dinamica del fluido (Pa.s)

2.1.3. Efecto de las fuerzas mecanicas sobre la fisiologia de

microorganismos

Uno de los parametros claves en el desarrollo de procesos que utilizan
biocatalizadores es su sensibilidad al estrés hidrodinamico. Los biorreactores
pueden generar fuerzas en la regién del impulsor, a lo largo de las paredes, y en
las interfaces aire-liquido. Estas fuerzas pueden ser lo suficientemente intensas

1 ——
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como para inhibir o destruir de forma permanente la actividad de los catalizadores
biolégicos. Los hongos, las bacterias, células vegetales y células animales son
sensibles a las fuerzas generadas en biorreactores. Hay dos aspectos importantes
a este problema. El primero es la estructura celular y la fisiologia, que dicta como
una célula puede responder al estrés hidrodinamico. El segundo es el tipo de
fuerzas ejercidas en la célula y la magnitud y la duracion de la misma (Prokop y
Bajpai, 1992).

Adicionalmente, estd bien documentado que en cultivo sumergido los
microorganismos filamentosos como hongos y algunas bacterias, poseen la
habilidad de crecer en diferentes morfologias (desde micelio disperso hasta
pellets) dependiendo de las condiciones de proceso tales como: velocidad de
corte, tamafio de in6culo, reologia del caldo, disponibilidad de oxigeno y nutrientes
y geometria del reactor (Tamura et al., 1997; Cui et al., 1997; Amanullah et al.,
1998; Casas LoOpez et al.,, 2004; ; O'Cleirigh et al., 2005; Kelly et al., 2006;
Purwanto et al., 2009). Ademas, la formacién de producto puede ser dependiente
no solo de los niveles de biomasa sino también de los perfiles morfolégicos del

cultivo (Tamura et al., 1997).

Varios estudios han demostrado los efectos de las fuerzas mecénicas en la
morfologia de microorganismos filamentosos y la productividad del proceso global.
Por ejemplo, Tamura et al. (1997) para evaluar el efecto de las condiciones de
corte en la morfologia de S. fradiae (medida como area micelial) y la produccién
de tilosina, variaron la agitacion desde 250 rpm a 900 rpm manteniendo constante
la velocidad de aireacién a 1.0 vwm. Los autores reportan que velocidades de
agitacion iguales y mayores a 400 rpm favorecian la formacion de micelio
disperso, mientras que a velocidades menores, la morfologia de pellets, medida
como area promedio del pellet incrementaba. Ademas, encontraron que las
maximas velocidades de produccion de tilosina estaban relacionadas con altas

velocidades de agitacion sugiriendo que morfologias de micelio disperso y/o
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pellets de tamafio reducido (menores a 4x10° pm?) pueden maximizar la velocidad
de produccion, al ser comparado con los cultivos agitados a 250 rpm, donde el
area promedio del pellet estuvo alrededor de 1,1x10° um?, lo que podria causar
una limitacion de sustrato y oxigeno dentro del pellet (Tamura et al., 1997).
Aunque, Rosa et al. (2005) no evalué los cambios morfoldgicos ocurridos en una
cepa de S. clavuligerus al observar la produccion de acido clavulanico en medios
complejos con glicerol y derivados de soja como principales nutrientes, encontré
gue su produccion estaba fuertemente afectada por las condiciones de corte una
vez que se suministra el suficiente oxigeno (concentracion de oxigeno disuelto
superior al 20 %), concluyendo que las altas velocidades del impulsor, producen
altas velocidades de corte, mejorando la concentraciéon y la productividad del acido

clavulanico.

Amanullah et al. (1999), reportaron la influencia de las condiciones de agitacion en
la morfologia y la produccion de a-amilasas (proteina homébloga) vy
amiloglucosidasa (proteina heteréloga) en una cepa de Aspergillus oryzae en
quimiostato variando la velocidad de agitacion desde 1000 rpm hasta 550 rpm,
que corresponden a energia de disipacion en el cultivo desde 12 kW/m? hasta 2.2
kW/m3, encontrando que variaciones en la intensidad de agitacion generan
cambios en la morfologia micelial. Areas de pellets no superiores a 5 x10* pm?
fueron encontrados en los sitemas agitados a 1000 rpm (12 kW/m?3), mientras que
areas de pellets entre 5 y 9 x10* um? fueron obtenidos en los sistemas agitados a
550 rpm (2.2 kW/m?3). Sin embargo, los autores encontraron que la produccién de
las proteinas fue independiente de la velocidad de agitacion en el intervalo de 550
a 1000 rpm. Adicionalmente, la conclusion mas importante en este estudio fue que
variaciones significativas en la morfologia del micelio como consecuencia de los
cambios en la velocidad de agitacion no afectaron la produccién de proteinas, a

velocidades especificas de crecimiento constante.
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El efecto de la agitacion y aireacion fueron evaluados por Silva-Santisteban y
Maugeri (2005) en Kluyveromyces marxianus para la produccion de inulinasas.
Para ello, los autores evaluaron diferentes velocidades de agitacion (entre 50 rpm
y 550 rpm), aireacion (0.5 vwvm a 2.0 vvm) y tipo de impulsor (turbina Rushton,
propela tipo marina e impulsor de paletas inclinadas). Los resultados obtenidos
muestran que la produccion de la enzima estuvo afectada por las condiciones de
agitacion, mejorandose su actividad cuando se incrementaba la agitacion desde
150 rpm a 450 rpm. Al evaluar el tipo de impulsor, se encontré que la turbina
Rushton permite valores altos de Kia (102 ht) y un efecto negativo en la viabilidad
celular. La propela tipo marina generé un bajo Kia (17 h?) y un efecto poco
significativo en la viabilidad, mientras que el impulsor de paletas inclinadas mostro
un efecto intermedio. Con respecto a la actividad enzimatica, los cultivos agitados
con impulsor de paletas inclinadas, presentaron mayores actividades (176 Ul/mL),
seguido por la propela tipo marina (126 Ul/mL) y turbina Rushton (122 UI/mL).
Estos resultados muestran que el comportamiento del microorganismo no solo se
relaciona con la velocidad de transferencia de oxigeno, sino que la hidrodinamica
del sistema juega un papel importante ya que la sensibilidad al esfuerzo de corte
es una caracteristica intrinsica de cada microorganismo lo que podria llegar a ser
un factor limitante en la optimizacion de los procesos de escalado (Silva-

Santisteban y Maugeri, 2005).

Rodriguez-Porcel et al. (2005) evaluaron el efecto de la morfologia de los pellets
de Aspergillus terreus sobre la reologia de los caldos en tanque agitado.
Encontrando que el didmetro del pellet y su compactacion se vieron afectados por
la intensidad de la agitacion. Sin embargo, la productividad total de biomasa no fue
afectada. Intensidades de agitacion de hasta 300 rpm, correspondientes a
velocidades en la punta del impulsor de 1.02 ms, generaron pellets estables con
diametros aproximados de 2300 um. Mientras que, a velocidades de agitacion
superiores a 600 rpm (velocidad en la punta del impulsor mayor a 2.03 mst) se

obtuvieron pellets de hasta 900 um de diametro. Esta disminucion en el tamafio
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del pellet podria deberse a la erosion de la superfice, incluso a bajos niveles de
agitacion, donde no se presentd una reduccion inicial en el tamafio del pellet, se
favorecié una reduccion en los filamentos aparentemente debido a los eddies que
podrian estar forzando las hifas periféricas en el pellet, favoreciendo la
compactacion del mismo. Al correlacionar el diametro de los pellets con la
potencia gaseada por unidad de volumen Pg¢/V, los autores encontraron, que este

parametro influye significativamente en las dimensiones de los pellets.

En este mismo sentido, Purwanto et al. (2009) evaluaron el efecto de la agitacion
en los cambios morfologicos de Aspergillus niger durante la produccion de tanasa.
Se evaluaron velocidades de agitacion entre 0 y 200 rpm en matraces Erlenmeyer
de 250 mL con 100 mL de medio, encontrando que incrementos en la velocidad de
agitacion favorecia la actividad de tanasa (2.75 U/mL a 130 rpm), y que una
velocidad de 100 rpm favorece la produccion de biomasa. Los autores indican que
velocidades de agitacion por encima de 130 rpm reducen la producciéon de enzima,
condicién que puede ser debida a alteraciones en la célula causadas por altos
esfuerzo de corte y alta abrasion, lo que generaria una caida en la produccion.

De una manera general, las condiciones de operacion durante el cultivo pueden
tener un impacto en el crecimiento celular, sintesis de producto y morfologia de la
célula, que a su vez pueden influir en la reologia de los caldos afectando los
fendmenos de transporte en el biorreactor. Una relacion estrecha entre morfologia

y otros aspectos de los bioprocesos se muestra en la figura 1.
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Figura 1. Relacién entre la morfologia y otros aspectos de los bioprocesos (Modificado de
Kossen, 2000)

En este sentido, la respuesta al estrés hidrodindmico puede generar efectos
subletales que se manifiestan en alteraciones metabdlicas en la célula tales como
cambios en su morfologia, crecimiento y productividad y aunque se percibe como
perjudicial, en algunos casos puede ser beneficioso (Trujillo-Roldan y Valdez-Cruz,
2006), aumentando la concentracion celular en Bacillus subtillis (Sahoo et al.,
2003), aumentando la produccién de antraquinonas en cultivos de R. tinctorum
(Busto et al., 2008) y mejorando la produccion de lavendamicina en cultivos de
Streptomyces flocculus (Xia et al., 2014). Estudios en el efecto de la respuesta
celular al estrés hidrodinamico se ha evaluado en células de mamiferos, plantas y
hongos, como se ha descrito anteriormente. Sin embargo, la informacion de este
tipo de estrés en células bacterianas es escasa. Para el caso de bacterias, Sahoo
et al., (2003), evalu6 la respuesta al esfuerzo de corte en un biorreactor de flujo
tipo Couette con un cultivo de Bacillus subtillis. Los autores encontraron que el
tamafo celular disminuyé en un 50 % cuando la velocidad de deformacion
aumenté a 1482 s comparados con los crecidos en un cultivo control con una
velocidad de deformacién de 0.028 s, cuyas células fueron mas alargadas

alcanzando tamanos celulares promedio de 3.05 pum. Adicionalmente, la velocidad
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especifica de crecimiento se incrementd en un 245%, y la maxima concentracion
celular aument6 en un 190% cuando la velocidad de deformacion aument6 de
0.028 a 1.482 s. El nivel especifico de catalasa intracelular aumenté en un 335%
y de proteasa en un 87% a 1482 s, en comparacion con los cultivos de control a
una velocidad de deformacién 0.028 s?. Mas interesante aun; el nivel de corte
influyé en la expresion génica mediante el factor transcripcional c® y especies
reactivas al oxigeno (SiROS), donde las siROS fueron 9.3 veces mas altas a
elevadas velocidades de deformacién en comparacion con las condiciones de

control.

Aunque muchos estudios del efecto del estrés hidrodinAmico se han enfocado en
determinar los efectos subletales (cambios morfolégicos, crecimiento vy
productividad), algunos autores han evaluado como este tipo de estrés afecta la
glicosilacién de proteinas recombinantes en sistemas modelo de células de Ovario
de Hamster Chino (CHO). Por ejemplo, Senger y Karim (2003) investigaron el
esfuerzo de corte como posible parametro para el control de la glicosilacién de la
proteina recombinante activadora del plasmindgeno (r-tPA) en células CHO,
encontrando que la produccién total de r-tPA fue maximizada en condiciones
moderadas de estrés (valores de Re entre 5.59 y 7.46 x10%), como también la
viabilidad celular de las células CHO. Sin embargo, la composicién de la proteina
r-tPA producida bajo niveles perjudiciales de esfuerzo de corte (valores de Re de
9.31 x10%) fue enriquecida en la glicoforma tipo Il. Adicionalmente, Godoy-Silva et
al. (2009), manteniendo controlado la tensién de oxigeno disuelto en 30 %,
evaluaron la respuesta fisiologica de células CHO a estrés hidrodinamico,
cuantificado por la velocidad de disipacion de energia a la que las células fueron
expuestas en una una camara de tortura. Los autores encontraron en el
anticuerpo monoclonal, tres glicoformas mayoritariamente, GO, G1 y G2. Donde
G1 y G2 son glicoformas que difieren de GO en uno o dos azucares mas,

respectivamente. De estas tres glicoformas GO es la mas dominante, mientras que
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G2 se presenta en menor cantidad. Sin embargo, en condiciones de estrés
hidrodindmico, la distribucion de estas tres glicoformas fue significativamente
sesgada hacia G1 y G2, cambios que se direccionan hacia las glicosilaciones mas
complejas, sugiriendo que el estrés hidrodinamico induce la capacidad de
glicosilacion de células CHO.

Con los ejemplos presentados previamente, se puede concluir que cada
microorganismo es unico en su desarrollo morfolégico y fisioldgico y que la
produccion de metabolitos requiere un conocimiento detallado de las
caracteristicas de crecimiento y la fisiologia del microorganismo. Asi, por cada una
de las fermentaciones, las condiciones fisioldégicas y la etapa correcta del

desarrollo deben ser establecidas para maximizar la formacion de producto.

En concordancia con lo anterior, el objetivo de este proyecto es lograr determinar,
el efecto de la potencia volumétrica sobre la O-glicosilacion y productividad de una
proteina producida de manera heter6loga en un actinomiceto. Estos cultivos
inicialmente llevados a cabo en cultivos en matraces, se escalaron a biorreactor,
en funcién de la P/V. A su vez, se determin6 como son afectadas la velocidad
especifica de crecimiento, la productividad de la proteina heter6loga, como la
morfologia micelial y su posible relacién con la expresion y O-glicosilacion de la
proteina APA. Al final de este proyecto pretendemos presentar a S. lividans como
un posible actinomiceto no patdégeno que pueda producir de manera eficiente
proteinas O-manosiladas con caracteristicas similares a aquellos actinobacterias

patdgenas como los miembros de los géneros Mycobaterium

2.2 Cultivos filamentosos: Streptomyces como modelo de estudio

Los microorganismos filamentosos tales como los Actinomicetos y hongos
filamentosos son usados en varios bioprocesos. Streptomyces sp. €s un género
de Actinomicetos, un grupo de bacterias Gram positivas generalmente con alto

contenido de GC (65-75%) que son ampliamente usadas para producir un gran
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namero de metabolitos secundarios incluyendo antimicrobianos, antifingicos,
agentes antihelminticos, agentes antitumorales, herbicidas, pigmentos y otros
componente bioactivos (Rokem et al., 2007; Sanchez y Demain, 2011, Olmos et
al., 2013). Adicionalmente, algunas cepas son usadas para la expresion de
proteinas heterélogas ( Lee y Lee, 1996; Sianidis et al., 2006; Vrancken et al.,
2008; Anné et al., 2012).

Predominantemente, los Actinomicetos se encuentra en el suelo y en la
vegetacion en descomposicion, tienen un ciclo de vida complejo similar al ciclo de
los hongos. Creciendo en sustratos como micelio aéreo que luego forma esporas.
A escala industrial, son crecidos en cultivo sumergido, donde su micelio vegetativo
forma una red de hifas (Anné y Van Mellaert, 1993; Anné et al.,, 2012). Esta
formacion de agregados es tipica durante el crecimiento en cultivo sumergido y
puede dividirse en varios estados morfolégicos: pellets (son compactos y con
perimetros convexos mayores a 950 pm), clumps (menos compactos y con
perimetros convexos entre 950 um y 600 upm) y filamentos que pueden ser

ramificados o0 no, como se muestra en la figura 2 (Pamboukian et al., 2002).

Filamento
disperso

Disperso -

Agregado ] i[éég;:
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b
o

Figura 2. Tipos de morfologia de Streptomyces crecidos en cultivo sumergido
(Pamboukian et al., 2002).
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La morfologia y formacién de la estructura varian de una especie a otra, con base
en la genética de cepa (Jakimowicz y van Wezel, 2012) y de los mecanismos
fisiolégicos que estan implicados en el desarrollo de un tipo morfolégico en
particular (Kossen, 2000). Adicionalmente, la velocidad de crecimiento y los
cambios morfologicos dependen de las condiciones de cultivo: composicion del
medio, pH, temperatura, intensidad de mezclado, concentracibn de oxigeno
disuelto e indculo (Tought y Prosser, 1996; Cui et al., 1998; Celler et al., 2012).

En Aspergillus, los cambios de morfologia durante el crecimiento afectan el
consumo de nutrientes y la velocidad de consumo de oxigeno en cultivo
sumergido (Schugerl et al., 1983). Ademas, la morfologia puede tener un efecto
significativo sobre la reologia de los caldos de fermentacion y su rendimiento en el
biorreactor. El crecimiento filamentoso resulta en caldos con alta viscosidad, con
comportamiento no newtoniano de caracter pseudoplastico (Kristiansen y Bullock,
1988; van Wezel et al.,, 2006; van Wezel et al., 2009). Las altas viscosidades
tienen un impacto negativo en la transferencia de masa de los caldos,
especialmente en la velocidad de transferencia gas-liquido. El crecimiento en
pellets exhibe bajas viscosidades y comportamientos Newtonianos (Chain et al.,
1966). Sin embargo, con frecuencia la regidén central de los pellets grandes se
somete a autolisis por limitacion de nutrientes. El aumento de la agitacién, puede
mejorar el transporte, pero puede resultar también en rasuramiento o ruptura del
pellet y lisis (Meyerhoff y Tiller 1995), generando efectos significativos en el
metabolismo celular y la sintesis de producto (Philips, 1966; Elmayergi et al.,
1973, Papagianni, 2004).

2.2.1 Relacién entre la morfologia y la reologia de los caldos

El cultivo de microorganismos filamentosos en biorreactor es un proceso dinamico
complejo, que se ve afectado por las condiciones de flujo y la evolucion de las
propiedades reoldgicas del medio. Estas propiedades se ven afectadas

principalmente por cambios en la composicion del medio, la concentracién de
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biomasa y la morfologia de los microorganismos (Berovi¢ et al., 1993; Nufiez-
Ramirez., 2012).

La Ley de Newton es el modelo mas simple de los modelos reoldgicos. Aqui, la
viscosidad dinamica se define como la relacidon entre el esfuerzo de corte aplicado

y el movimiento resultante del fluido, definido como velocidad de deformacion

n= - Ecuacion 7
i

Donde n es la viscosidad (Pa s), t es el esfuerzo de corte (Pa) y y es la velocidad
de deformacioén (s?). La viscosidad de un fluido Newtoniano es independiente de
la velocidad de deformacién (Wucherpfennig et al., 2010). Para los fluidos no
Newtonianos la relacion es mas compleja y puede ser descrita por la Ley Ostwald
de Waelen (Nufiez-Ramirez et al., 2012)

T=K~"

Ecuacién 8

Donde K y n son parametros empiricos, K (Pa.s") es el indice de consistencia y n
(adimensional) es el indice de comportamiento de flujo. Debido a que n determina
precisamente el modo en que se desarrolla el flujo, si n<1 el fluido se denomina
pseudoplastico (estos fluidos fluyen méas facilmente aumentando la velocidad de
deformacion). Por el contrario, cuando n>1 la resistencia a fluir aumenta con un
aumento de la velocidad de corte, y el fluido se denomina dilatante (Nufiez-
Ramirez et al., 2012).

Comportamientos no newtonianos son caracteristicos de los sistemas de cultivos
de hongos y bacterias miceliares, las hifas pueden enredarse, resultando
suspensiones altamente viscosas que se caracterizan por ser dependientes de la
velocidad de deformacién (Ju et al., 1991; Berovic€ et al., 1993; Goudar et al., 1999;

Nufiez-Ramirez et al., 2012) .
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En el caso de Aspergillus terreus para la produccion de lovastantina; Casas Lopez
et al. (2005), encontraron que los caldos de cultivo presentaban comportamientos
no newtonianos, tanto de caracter pseudoplatico como dilatante. Para bajas
velocidades de agitacion (300 rpm) el indice de consistencia (K) incremento
debido al incremento del tamafo del pellet (1200-2500 pm), mostrando un
comportamiento no newtoniano de caracter pseudoplatico (n<1). Sin embargo, el
comportamiento reolégico cambio drasticamente en los cultivos llevados a cabo a
altas velocidades de agitacion (800 rpm), donde los tamafios del pellets
disminuyeron (1200- 600 um), encontrdndose un indice de consistencia constante
durante el tiempo de cultivo y presentdndose comportamientos no newtonianos de
caracter dilatante (n>1) (Casas Lopez et al., 2005). Estos resultados concuerdan
con los obtenidos por Rodriguez-Porcel et al. (2005), quienes encontraron
comportamientos dilatantes en cultivos de A. terreus a intensidades de agitacion
altas (800 rpm), donde los pellets son mas pequefios y compactos (diametros
entre 500 um y 1500 um), comparados con los obtenidos a velocidades de
agitacion de 300 rpm (diametro de pellet de 2500 um, aproximadamente) donde se
presentaban comportamientos de caracter pseudoplastico (Rodriguez-Porcel et
al., 2005). Estos resultados contrastan con lo obtenido por Pamboukian et al.,
(1998) quienes en cultivos de A. awamori siempre observaron comportamientos no
newtonianos de caracter pseudoplastico independiente de la morfologia

encontrada (Pamboukian et al., 1998).

Ghojavand et al. (2011) evaluaron el efecto del tamafio del inéculo, con la
morfologia y la reologia de los caldos en cultivos de Saccharopolyspora erythraea,
encontrando que en tamarfios de inoculos pequefios (10° y 10* esporas /mL)
dominan las morfologias en forma de pellets, generando reologias newtonianas.
Mientras que, si hay incrementos en la concentracion de clumps/micelio disperso;
debido al incremento en la concentracion de esporas; los caldos de cultivo
presentan comportamientos no newtonianos de caracter pseudoplastico
(Ghojavand et al., 2011).
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Pamboukian y Facciotti (2005) al evaluar los patrones reolégicos en cultivos de
Streptomyces olindensis en sistemas en lote y alimentado encontraron que el
medio de cultivo al inicio de la fermentacion presentaba comportamiento
newtoniano, pero a medida que transcurria el tiempo el indice de comportamiento
del fuido (n) disminuia hasta valores de 0.25, mostrando el fluido comportamientos
no Newtonianos de caracter pseudoplasticos. Adicionalmente, el indice de
consistencia (K), aumentaba a medida que disminuia el numero de pellets y
aumentaban los clumps y los filamentos dispersos (Pamboukian y Facciotti, 2005).
En este sentido Tamura et al., (1997) observaron en cultivos de S. fradiae, que
pellets grandes (area: 3x10%-1x10° um?) presentaban viscosidades menores a 50
cP al compararlas con pellets de areas mas pequefias (~3x103um?) que
presentaban viscosidades por encima de 100 cP, posiblemente debido a la alta

relacion entre filamentos y micelio disperso (Tamura et al., 1997).

La importancia de observar los patrones reoldgicos en los caldos de cultivo se
debe a que la viscosidad de los caldos de fermentacion afecta en gran medida los
fendbmenos de transporte en el biorreactor que, a su vez, tienen una fuerte
influencia en la eficiencia y la productividad de todo el proceso. Por lo tanto, una
comprension del comportamiento del flujo del fluido es necesaria con el fin de
desarrollar estrategias de cultivo que ayuden a superar las posibles limitaciones en
la transferenciande masa, cantidad de movimiento y transferencia de calor en

fermentadores (Papagianni, 2004).

Es por ello que varios autores han evaluado la regulacion de la morfologia de
pellets manipulando la viscosidad de los cultivos. O Clerigh et al. (2005) utilizaron
goma xantana como regulador de la viscosidad aparente de los caldos de
fermentacién de Streptomyces hygroscopicus var. geldanus, con el fin de controlar
la interaccion entre particulas, la agregacion y por lo tanto, la formacién de pellets.
Un aumento en la cantidad de pellets y en la concentracion de biomasa, asi como

una disminucion en el volumen de los pellets fue observada en los cultivos que
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fueron suplementados con 3 g/L de goma xantana (O’Cleirigh et al., 2005).
Resultados similares fueron obtenidos por Yen y Li (2014) quienes al incrementar
la viscosidad de los caldos con 3 g/L de carboximetilcelulosa podian disminuir el
diametro de los pellets de Streptomyces hygroscopicus de 0.34 mm a 0.18 mm,
maximizando la produccién de rapamicina, con respecto al control (Yen y Li,
2014).

2.2.2 Relacién entre la morfologia y produccion de metabolitos

Un factor importante en el uso de actinomicetos a nivel industrial es que, al igual
que los hongos filamentosos, estos microorganismos crecen como redes
complejas de hifas ramificadas, produciendo estructuras multicelulares
denominadas pellets. Estos cambios morfoldgicos resultan en altas viscosidades
de los caldos de fermentacion y bajos rendimientos por unidad de tiempo, como un

cuello de botella en las aplicaciones industriales (van Veluw et al., 2012).

Ciertas morfologias de crecimiento estan directamente relacionadas con la
produccion de compuestos de interés industrial, por ejemplo, el micelio disperso es
requerido en la produccion de penicilina por P. chrysogenum, mientras que los
pellets son preferidos para incrementar los rendimientos de la produccién de acido

citrico por A. niger (Solomons, 1980; Metz, 1976; Papagianni, 2004)

Gupta et al. (2007) evaluaron la produccion de lovastatina en cultivos de A. terreus
encontrando que la presencia de pellets intermedios entre 1.8-2.0 mm con
caracteristicas menos compactas favorecia la produccion del antibiético (Gupta et
al.,, 2007). Resultados similares fueron encontrados en Saccharopolyspora
erythaea donde los clumps favorecian la produccion de eritomicina (Ghojavand et
al., 2011). Por otra parte, morfologias de pellets pequefios de S. fradiae fueron
mas efectivos en la produccion de tilosina (Tamura et al., 1997), al igual que en la
produccion de natamicina por S. natalensis (ElI-Enshasy et al., 2000) y rapamicina

por S. hygroscopicus (Yeny Li, 2014).
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Van-Wezel et al. (2006) sobreexpresaron el factor SSgA que esta relacionado
funcionalmente con la divisién celular y la morfogénesis (Noens et al., 2005). Un
aumento de la expresion de SSgA altero la morfologia de S. lividans, resultando
en clumps mas pequeios con un efecto fuertemente positivo tanto en la velocidad
de crecimiento como en la produccién de tirosinasa (van Wezel et al., 2006). Para
el caso de Aspergillus sp. la relacion entre morfologia y produccion depende de la
especie. Lin et al. (2010) reportan que la produccion de glucoamilasa se ve
favorecida por pellets pequefos , irregulares y no estructurados de A. niger (Lin et
al., 2010). En el caso de A. sojae, la produccion de poligalacturonasa se ve
favorecia por la morfologia en forma de pellets (Gogus et al., 2006); mientras que,
la produccion de amilasas y amiloglicosidasas por A. oryzae no se ve afectada por
la morfologia del microorganismo (Amanullah et al., 1999). Gamboa-Suasnavart et
al., (2011) evaluaron el efecto de diferentes configuraciones de matraces
(matraces convencionales -MC- , matraces bafleados -MB- y matraces con resorte
-MR-) en la morfologia de S. lividans, y la produccion de una proteina
recombinante (APA de M. tuberculosis), los autores observaron que en los
diametros promedio de pellets mas pequefios, que fueron obtenidas en MB (0.23
+ 0.06 mm) y MR (0.16 + 0.05 mm), se obtenian mayores productividades con
respecto al MC donde se alcanzaron didmetros promedio de pellets de 1.57 +0.41

mm (Gamboa-Suasnavart et al., 2011).

2.3 Glicosilacién de proteinas

La glicosilacion es una modificacion postraduccional que se dan tanto en
eucariotes como en bacterias y arqueas (Chiba y Jigami, 2007; Lommel y Strahl,
2009). En eucariotes, se distribuye en un amplio espectro filogenético que va
desde organismos unicelulares, como las levaduras y los tripanosomas, a los
tejidos altamente diferenciados de los reinos animal y vegetal. Trece diferentes
monosacaridos y 8 tipos de aminoacidos participan en estos enlaces, para que al

menos 31 combinaciones de aminodacido-azlcar existan. Las uniones
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glicopeptidicas se pueden organizar en cinco grupos muy distintos (Figura 3). En
muchos casos, mas de un tipo de union aminoacido-azucar se puede producir en
la misma proteina, dependiendo de la maquinaria enzimatica disponible (Spiro,
2002).
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La abreviacion Hyl e Hyp se refiere a hidroxilisina e hidroxiprolina, respectivamente. DiAtrideoxyhexose se refiere a 2,4-
diacetamino-2,4,6-trideoxihexosa. Pse se refiere a acido pseudoaminico (5,7-diacetamino-3,5,7,9- tetradeoxi-L-glicero-L-

mano-acido nonulosinico

Figura 3. Representacion de los cinco tipos de enlaces azlcar-péptido que han sido
identificados (Spiro, 2002).

En los eucariotas, las posibilidades combinatorias de los carbohidratos se utilizan
para la modulacion de la funcién de las proteinas. Sin embargo, a pesar de la gran
cantidad de carbohidratos y glicoconjugados asociados a la pared celular, el
dogma aceptado habia sido que los procariotas no eran capaces de glicosilar
proteinas (Palomares et al., 2004; Chiba y Jigami, 2007). En bacterias Gram-
negativas muchas glicoproteinas estan asociadas con factores de virulencia de los
patdgenos de importancia médica (Schmidt et al., 2003; Palomares et al., 2004).
Ademas, pasos importantes en la patogénesis han sido vinculados a la sustitucion
de glicanos en la superficie, o que indica que la glicosilacion de proteinas
bacterianas tiene funciones especificas en la infeccion y patogénesis y pueden
interferir con la respuesta inflamatoria del sistema inmune del hospedero. Por lo
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tanto, las modificaciones de los carbohidratos y las vias de glicosilacion de las
proteinas bacterianas se han convertido en nuevos objetivos para las medidas
terapéuticas y profilacticas (Schmidt et al., 2003). Gran parte del conocimiento
sobre la glicosilacion de estas proteinas microbianas se ha obtenido de estudios
sobre la capa superficial de arqueas y bacterias. Durante los ultimos afios, la
glicosilacion de apéndices superficiales, como los flagelos y los pilli se han
descrito para bacterias. Muchas de las glicoproteinas descritas para bacterias
estan expuestas en la superficie (Harboe y Wiker, 1992; Diaz-Silvestre et al.,
2005), y se ha demostrado que estas no solo tienen un papel importante en la
patogenicidad sino que también pueden tener papeles en la adhesion, proteccion
contra cortes proteoliticos, solubilidad, ensamble de proteinas, variacion
antigénica e inmunidad protectora (Szymanski y Wren, 2005; North et al., 2009). Si
bien es cierto, que no se conoce completamente la relacion estructura-funcion de
la glicosilacion en las proteinas, hay muchas funciones biolégicas importantes que
han sido atribuidas a las O-glicosilaciones. Existen en la literatura varias
propuestas de un papel directo de estas en la supervivencia en ambientes hostiles
(Wieland, 1988; Lechner y Wieland, 1989; Baumeister y Lembcke, 1992),
confiriendo resistencia a proteasas al formar motivos estructurales con otras
proteinas adyacentes.Otros reportes han presentado las O-glicosilaciones como
coordinadores en los procesos de exportacion de las proteinas (Ostash et al.,
2008).

En el caso especifico de las O-glicosilaciones y en especial la O-manosilacion de
procariotes, se ha reconocido un gran niumero de proteinas modificadas post-
traduccionalmente en el grupo de los actinomicetos con alto contenido de GC. A
este grupo pertenecen miembros de los géneros de Mycobacterium,
Corynebacterium y Streptomyces (Lommel y Strahl, 2009; Espitia et al., 2010).
Para el caso de M. tuberculosis varias glicoproteinas han sido identificadas como
resultado de reactividad con lectinas, analisis de carbohidratos y también con

reconocimientos con anticuerpos especificos (Espitia et al., 1989). Por ejemplo,
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los epitopos inmunodominantes de la glicoproteina 38 kDa se han relacionado con
la modificacion del 25% de los hidratos de carbono (Espitia et al., 1989). Por su
parte, la glicolipoproteina de 19 kDa ha sido implicada con la respuesta inmune
humoral y celular y se ha encontrado que la funcion de la glicosilacion puede ser
para regular la escision proteolitica del antigeno (Herrmann, et al., 1996).
Adicionalmente, se ha caracterizado la O-glicosilacion de la proteina secretada de
45/47 kDa (APA) en el amino y carbono terminal (Dobos, et al., 1996). La proteina
APA no glicosilada expresada en E. coli causa una menor hipersensibilidad de tipo
retardado (DTH) o menor estimulacion de las células T. En M. smegmatis presenté
un patrén de O-glicosilaciéon diferente con efectos reducidos en DTH y en células
T, lo que indica que la proteina de 45/47 kDa requiere una determinada O-

glicosilaciéon para su actividad inmunogénica (Horn et al., 1999).

Se han reportado 13 proteinas O-manosiladas en M. tuberculosis (Smith et al.,
2014), 5 en S. coelicolor y 4 en Corynebacterium efficens (Espitia et al., 2010).
Gonzélez-Zamorano et al. (2009) reportaron 34 spots con afinidad a ConA en
geles de 2D, cuando se hace una purificacion del filtrado de cultivo de M.
tuberculosis por cromatografia de afinidad a ConA (Figura 4). Estos resultados
proponen gue aun falta investigacion sobre la determinacién y funcionalidad de las
proteinas O-glicosiladas en M. tuberculosis (Gonzéalez-Zamorano et al., 2009). De
toda la informacion publicada hasta el momento, en cuanto a las proteinas
actinobacterianas que son O-manosiladas, solamente APA de M. tuberculosis ha
sido producidas de manera heterdloga entre bacterias del género Mycobacterium y
Streptomyces (Lara et al., 2004; Vallin et al., 2006; Gamboa-Suasnavart et al.,
2011; Gamboa-Suasnavart et al., 2013) y se pudo demostrar que esta proteina
esta O-manosilada, revelando la capacidad de los Streptomyces de manosilar

proteinas heterdlogas (Lara et al., 2004).
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Figura 4. Ensayo de ligando de M. tuberculosis de fracciones enriquecidas con
glicoproteinas obtenidas a partir del caldo de cultivo filtrado e incubado con ConA resuelto

por gel 2-D (tomado de Gonzalez-Zamorano et al., 2009).

2.3.1 Proteina de 45/ 47 kDa (APA)

Debido a la interaccion temprana con el sistema inmune del huésped, APA ha sido
estudiada como posible candidata a vacuna y/o herramienta de diagndstico
(Gioffré et al., 2009). Este antigeno de 45/47 kDa fue identificado en M. bovis por
Romain et al., (1993), quien lo describié con abundantes residuos de alanina y
prolina que le permiti6 el nombre Antigeno rico en prolina y alanina (APA). En
adicién, esta proteina tiene un dominio de union a fibronectina y ha sido
identificada en diferentes especies de Mycobacterium (Romain et al., 1993).
Laqueyrerie et al., (1995) describié la clonacion y expresion de APA de M.
tuberculosis en M. smegmatis mientras que Espitia et al. (1995) estudio la proteina
ortéloga de M. bovis y encontré similaridades estructurales y antigénicas con la
proteina APA de M. tuberculosis. El andlisis de la estructura de glicanos realizado
por Dobos et al. (1996) mostrd que los residuos de treonina de las posiciones 10,
18, 27 y 277 son dlicosilados con enlaces a-(1,2) manosa, manobiosa o
manotriosa sustituyentes que resulta en un maximo de nueve residuos de manosa
por cadena peptidica. Los residuos Thrl0 y Thrl8 son glicosilados con
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disacaridos de a-D-Man-(1,2)-a-D-Man. Una sola a-D-Man estaba vinculada a
Thr27 y la Thr277 estaba modificada con a-D-Man o a-D-Man-(1,2)-a-D-Man o un
trisacarido a-D-Man-(1,2)-a-D-Man-a-D-Man. La glicosilacionn del residuo de Thr
277 fue confirmado por Smith et al. (2014) quienes adicionalmente encontraronm
uno, dos o tres hexosas entre los residuos Thr274, Thr276, Thr277 y Thr279.
Estas heterogeneidades en los resiuos de treonina del extremo carbono-terminal
podrian ser causantes de las diferencias en migracion de la proteina en 45/47 kDa

al ser evaluada por SDS.

Se plantea que las O-glicosilaciones de APA en M. tuberculosis incrementan su
estabilidad a ambientes intra y extra celulares y como soporte de esto es el hecho
de que APA O-glicosilada es mas resistente a la digestién proteolitica (Jentoft,
1990). Finalmente, uno de los roles mas importantes de estas modificaciones
recae como elemento clave en los aspectos de inmunogenicidad y patogenicidad
del microorganismo (Dobos et al., 1995; Dobos et al., 1996). En este caso, la O-
manosilacion de proteina de 45/47 kDa (APA) de M. tuberculosis es crucial para la
antigenicidad de células T durante las infecciones micobacterianas en seres
humanos y en ratones (Nandakumar et al., 2013) y ademas, presenta diferentes
capacidades de estimular la respuesta de linfocitos T cuando cambia su perfil de
O-manosilaciéon (Espitia et al., 1995; Horn et al., 1996; Horn et al., 1999).

Con la aparicidon de cepas de M. tuberculosis resistentes a los medicamentos, son
necesarias nuevas vacunas y medicamentos para controlar los principales agentes
de la enfermedad (Frieden et al., 2003). En este sentido, las proteinas
extracelulares de M. tuberculosis son claras candidatas en el desarrollo de
vacunas inmunogeénicas Yy los principales objetivos de nuevos medicamentos. Sin
embargo, los avances en este campo se han obstaculizado por la poca
disponibilidad de proteinas recombinantes extracelulares idénticas a la
conformacioén nativa. Un alto nivel de expresion y secrecidén de estas proteinas en

la forma nativa ha demostrado ser dificil de obtener en Escherichia coli
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(Laqueyrerie et al., 1995). Dos micobacterias no patégenas de rapido crecimiento
como M. smegmatis y M. vaccae, también han sido utilizadas como alternativa
para la produccién heterdloga de la proteina con rendimientos de 5-10 veces mas
que lo producido en M. tuberculosis (Harth et al., 1997; Lakey et al., 2000, Spratt
et al., 2003).

2.3.2 Streptomyces lividans como una opcién para la produccion heterdloga

de proteinas O-glicosiladas

En la produccion de ciertas proteinas recombinantes es de particular interés que
estas se sinteticen extracelularmente, con una estructura terciaria correcta para
mantener su actividad biologica. Es de mayor interés si la actividad biologica esta
comprometida por ciertas  modificaciones  post-traduccionales, como
glicosilaciones, y que estas proteinas sean obtenidas de forma eficiente, rapida y
econOmica (Palomares et al., 2004). En este sentido, cepas de Streptomyces son
bien conocidas por ser productoras de antibiéticos y estan caracterizadas por su
capacidad de excretar proteinas (Morosoli et al., 1997; Pozidis et al., 2001, Noda
et al., 2010). Como muchas otras eubacterias, Streptomyces tiene la capacidad de
glicosilar sus propias proteinas, asi como proteinas heterélogas (Kluepfel et al.,
1990; MacLeod et al., 1992, Ong et al., 1994). Dentro de estos microorganismos,
S. lividans ha sido el hospedero de eleccion para la produccion de proteinas
heter6logas, esto debido a que posee un bajo nivel de actividad proteolitica
endogena, carece de un poderoso sistema de restriccion-modificacion que actua
como una barrera de entrada y propagacién, fundamentalmente de vectores
bifuncionales derivados de E. coli y posee sistemas de vectores conocidos, (Anné
et al., 2012). La existencia de vectores de expresion de la proteina inducible en
Streptomyces permite la produccion de grandes cantidades de proteinas
adecuadas para la caracterizacion inmunologica y bioguimica de las glicoproteinas
(Lara et al., 2004).
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Por otra parte, S. lividans como modelo en la produccidn de proteinas heterdlogas
ha sido usada en la expresion de algunas proteinas provenientes de
micobacterias. Lara et al. (2004), expresaron la proteina 45/47 kDa de M.
tuberculosis en S. lividans; con el fin de evaluar el potencial del sistema de
expresion para la obtencion de O-glicoproteinas de M. tuberculosis como vacunas

y / 0 potencial de diagnéstico.

Igualmente, Vallin et al. (1996), expresaron la proteina de 45/47 kDa (Rv1860) de
M. tuberculosis en S. lividans, y produjeron la proteina en un biorreactor de 1.5 L
de trabajo, logrando recuperar por inmunocromatografia alrededor 80 mg de la
proteina recombinante por litro de medio de cultivo. Adicionalmente, pruebas in
vivo con la proteina APA purificada a partir de la S. lividans indujeron alta
respuesta proliferativa de linfocitos (Vallin et al., 1996). Estos resultados sobre la
produccion heteréloga de la APA, su inmunogenicidad y capacidad antigénica,
muestran el potencial de S. lividans como un valioso hospedero en la produccion
de proteinas recombinantes de M. tuberculosis. Es importante mencionar que el
trabajo de Vallin et al. (1996), fue el primer reporte donde escalaron la produccion
de APA en S. lividans. Sin embargo, los autores no indicaron el criterio de
escalado que utilizaron para hacer el escalado de matraces Erlenmeyer de 250 mL
al biorreactor de 2.5 L (volumen nominal), ni tampoco caracterizaron los patrones
de glicosilacién de la proteina que generaron la respuesta inmune. Sin embargo,
los autores resaltan que no controlar el pH en la fermentacion favorece altos

rendimientos de la proteina.

Como se mencion6 anteriormente Gamboa-Suasnavart et al. (2011) evaluaron la
produccion de APA recombinante en tres geometrias de matraz (Matraz
convencional —MC-, matraz con resorte —-MR- y matraz bafleado —MB-)
encontrando que en MR y MB donde los didmetros morfolégicos fueron mas
pequefios (~0.20 mm), se favorecia la produccién de la proteina, comparado con

diametros de ~1.57 mm obtenidos en MC (Gamboa-Suasnavart et al., 2011). Con

LUZ DEISY MARIN PALACIO 35



El papel de la potencia volumétrica en la produccion y glicosilacion de proteinas recombinantes en bacterias
filamentosas: APA (proteina de 45/47 kDa) de Mycobacterium tuberculosis en Streptomyces lividans

base en estos resultados, Gamboa-Suasnavart et al. (2013) establecieron una
estrategia de escalado a biorreactor de 1.5 L usando correlaciones entre potencia
volumétrica (P/V) y morfologia, adaptadas de Tough y Prosser (1996). Los
resultados obtenidos muestran que la estrategia de escalado fue exitosa en
términos morfolégicos, Sin embargo, la velocidad especifica de crecimiento se
redujo en el biorreactor (0.09 + 0.02 h't) comparado con matraces (0.12 + 0.01 h)
y de igual manera la producciéon de la proteina recombinante. En términos de la
calidad de la proteina (medido como numero de manosas encontradas en el
extremo carbono terminal) cinco manosas fueron encontradas en en la proteina
APA producida a nivel de matraces, mientras que la proteina obtenida en
biorreactor alcanz6 hasta 6 manosilaciones. Sin embargo, la concentracién de
biomasa final no fue similar. Lo que indica, que la morfologia de S. lividans pudiera
ser ecalada, utilizando esta estrategia de escalado. Sin embargo, factores como la
velocidad de transferencia de oxigeno, la energia de disipacion/circulacion pueden

estar influyendo en el metabolismo bacterial (Gamboa-Suasnavart et al., 2013).
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3. Hipotesis

Incrementos en la potencia volumétrica de los cultivo de S. lividans, disminuye la
morfologia miceliar de Streptomyces lividans, aumentando la produccion de la
proteina de 45/47 kDa, y la cantidad de manosas unidas a la proteina.
Principalmente, aquellas unidas al péptido carbono-terminal, que es donde se ha
reportado mayor variabilidad.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Evaluar el papel de la potencia volumétrica en cultivos de S. lividans sobre la
produccion y glicosilacion de la proteina de 45/47 KDa (APA) de Mycobacterium
tuberculosis usando Streptomyces lividans. En especial, la manosilacion de la

region carbono-terminal, que esta reportada como aquella de mayor variabilidad.

4.2 Objetivos especificos

> Caracterizar cuantitativamente los efectos de la potencia volumétrica
presentes en matraces convencionales, bafleados y con resorte y su efecto en el
crecimiento y morfologia miceliar de Streptomyces lividans.

> Escalar la potencia volumétrica presente en la geometria de matraz
convencional y con resorte en un biorreactor de 1.2 L.

> Determinar cdmo la potencia volumétrica afecta las cinética de crecimiento,
proteina total, morfologia y la produccion de APA en Streptomyces lividans.

> Determinar las concentraciones de proteina recombinante APA por
densitometria en geles de SDS-PAGE e identificar por Western Blots anti-APA y
ConA las fracciones glicosiladas.

> Evaluar la produccién de APA y asociar la produccién con las diferencias
morfologicas de Streptomyces lividans causadas por los cambios en la P/V.

> Determinar el efecto de la P/V sobre la cantidad promedio de manosas de la

proteina de 45/47 kDa (APA) usando espectrometria de masas.
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5. Metodologia

5.1 Condiciones de crecimiento

Se utilizé la cepa de S. lividans 1326 modificada con el plasmido plJ6021MT-45
que contiene el gen que codifica para la proteina de 45/47 kDa bajo el promotor
inducible de tiostrepton, previamente descrito por Lara et al. (2004). Las esporas
fueron obtenidas en medio sélido con la siguiente composicion (g/L): Agar (30),
Manitol (40) y Harina de soya (40) (De Smet et al., 1993) conteniendo kanamicina
(50 pg/mL). Se dejaron incubando por 10 dias a 30°C. Para la pregerminacién de
esporas estas fueron cultivadas en medio YT (Triptona 16 g/L, Extracto de
levadura 10 g/L y Cloruro de Sodio 5 g/L) a 37°C durante 8 h y 150 rpm. Las
esporas germinadas fueron centrifugadas a 3500 rpm por 10 min y resuspendidas
en 1 mL de medio LB (Triptona 10 g/L, Extracto de levaduta 5 g/L, cloruro de sodio
10 g/L) complementado con 34 % de sacarosa, pH inicial de 7.2 y fueron
inoculadas a una densidad optica de 0.015 u.a. (600 nm). Las esporas germinadas
fueron transferidas a matraces (Schott Duran) de 250 mL con tres diferentes
disefios previamente reportados por Gamboa-Suasnavart et al. (2011) (Figura 5) y
al biorreactor Applikon® de 1.2 L (volumen nominal), en medio Luria —Bertani con
kanamicina (50 pug/mL) complementado con 34% de sacarosa y pH inicial de 7.2 y
a una temperatura de 30°C. Estos cultivos se llevaron a cabo por 72 h, con adicién
de tioestrepton (10 pg/mL) en la mitad de la fase exponencial. Subsecuentemente,
los filtrados fueron obtenidos por remocion del micelio por centrifugacién a 3500
rom por 25 min a 4°C vy filtrados con filtros Millipore de 0.45 um. La proteina total
fue recuperada por precipitacion con metanol, cloroformo, agua usando la relacion
4:1:3 (v/v) por cada mililitro de sobrenadante (Wessel y Fliigge, 1984). La mezcla
fue centrigugada a 3500 rpm por 25 min y el precipitado obtenido fue
resuspendido en 100 pL de un buffer de fosfatos.
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Figura 5. Disefo de los matraces de 250 mL utilizados en estos experimentos. A. Matraz

B85cm

convencional, B. Matraz bafleado, C. Matraz con resorte (Gamboa-Suashavart et al.,
2011).

5.2 Métodos analiticos

La determinacion de biomasa se llevo a cabo por gravimetria de peso seco (g/L) y
por densitometria a 600 nm (Pefa et al., 2000; Gamboa-Suasnavart et al., 2011).
Los parametros reoldgicos fueron determinados en un Reometro-Physico MCR
301. Todas las determinaciones se hicieron a temperatura de 30°C usando la
aguja PP50/TG, una distancia plato-plato de 1 mm y una velocidad de deformacién
entre 0.1 y 100 s*. La determinacién de la viscosidad aparente fue calculada de

acuerdo a la ecuacion 9.
Donde

. sn—1 . Na: Viscosidad aparente (Pa.s)

Ng = Ky Ecuacién 9
K : es el indice de consistencia (Pa.s")
n: indice de comportamiento de flujo

(adimensional)

v: Velocidad de deformacion (s)
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La determinacion de proteina total se realizd por el ensayo de proteina de Bio-Rad
(Bio-Rad Protein Assay. Cat #500-0006). Este es un ensayo colorimétrico que
sirve para medir la concentracion de proteina total y el principio del método se
basa en la fijacibn de colorante de Bradford (Bradford, 1976). Para la
cuantificacion de proteina total, se tomaron 800 uL de muestra y se mezclaron con
200 uL del reactivo concentrado. La mezcla fue incubada por 5 min y

posteriormente se leyo la absorbancia a 595 nm.

5.3 SDS-PAGE y Western blotting

La electroforesis en geles de poliacrilamida al 12% que contienen SDS vy
subsecuentemente todos los procedimientos de transferencia se llevaron a cabo
usando meétodos estandar (Laemmli, 1970; Towbin et al., 1979). Veinte
microgramos de proteina total obtenida por la precipitacion con metanol-
cloroformo fueron mezclados con Loading Buffer 2x y cargados en los geles de
poliacrilamida. Para obtener los Western Blot, los geles fueron transferidos a una
membrana de PVDF (Millipore USA) previamente activada con metanol. La unién
no especifica fue bloqueada por incubacion de las membranas con leche
descremada al 5 % (w/v) en PBS-Tween 20 (0.05% v/v) durante 1 h y lavadas con
PBS-Tween 20 (0.05% v/v) por 5 min. Posteriormente, las membranas fueron
incubadas con el anticuerpo primario mAb6A3 en una dilucién 1:1000 durante 12 h
a 4°C o con anti-concanavalina A (ConA)-peroxidasa (Sigma) durante 1 h a
temperatura ambiente. Después de dos lavados con PBS-Tween 20 (0.05%), las
membranas fueron incubadas durante 1 h con el anticuerpo secundario anti-ratén IGg
(Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA) en una dilucién 1/2,000. La tincién de las
membranas se realizé usando un Super-Signal West Pico Chemiluminescent
Substrate (Pierce Chemical, Rockford, IL, USA) y las imagenes fueron tomadas
usando el escaner de quimioluminiscencia C-DiGit Chemiluminescent Western
Blot Scanner (Li-Cor, Lincoln, NE, USA).
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5.4 Andlisis de proteina por espectrofotometria de masas

Las bandas obtenidas en los geles de poliacrilamida, correspondientes al peso
observado de la proteina APA (45/47 kDa), fueron cortadas, lavadas con agua
ultrapura, destefiidas con una solucion de buffer de carbonatos (100 mM) y
metanol al 50%, deshidratadas con acetonitrilo y rehidratadas con buffer de
carbonatos (25 mM). Para la digestion de la proteina, la banda previamente
destefiida se mezcld con la enzima LysC (Roche, No. Cat. 11047825001,
Alemania) en concentracién 1:1000, permitiendo la digestiébn durante 16 h. La
recuperacion de los 8 péptidos generados se hizo con Acetonitrilo:agua:TFA
(70%:25%:5%). En la tabla 1, se presentan los péptidos tedricos de la proteina

APA usando la enzima LysC (Roche®, Alemania).

Para la determinacion de los sitios de glicosilacion correspondiente al péptido del
carbono terminal de la proteina recombinante APA, se recurrié a la espectrometria
de masas por MALDI-TOF. Las masas se determinaron en un equipo Bruker del
Instituto de Quimica de la UNAM (Bruker Daltonics GmbH, Leipzig, Alemania)
equipado con un laser de nitrégeno de 20 Hz a | = 337 nm. El espectro fue
detectado en modo lineal positivo para el rango de masas entre 3800 a 6000 Da.
1.0 mL de solucién de la proteina obtenida en cada digestién, se mezcl6 con 5 mL
de acetonitrilo al 30% y TFA 0.1%, y se saturé con &cido sinapinico.
Posteriormente, 1.0 yL de esta solucién fue depositado en la placa de MALDI-TOF

y se dejo secar a temperatura ambiente para su posterior lectura.
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LUZ DEISY MARIN PALACIO 42



El papel de la potencia volumétrica en la produccion y glicosilacién de proteinas recombinantes en bacterias
filamentosas: APA (proteina de 45/47 kDa) de Mycobacterium tuberculosis en Streptomyces lividans

Tabla 1 Péptidos tedricos de la digestion de APA utilizando la enzima LysC
(Roche ®, Alemania)

o Posicién | Tamafio del .

Péptido de corte | péptido (a.a) Secuencia Masa (Da)
DPEPAPPVPTTAASPPSTAAAPPAPATPVAPPPP
AAANTPNAQPGDPNAAPPPADPNAPPPVIAPNAP

P1 106 106 QPVRIDNPVGGFSFALPAGWVESDAAHFDYG 10310.43

SALLSK

P2 134 28 TTGDPPFPGQPPPVANDTRI VLGRLDQK 2987.36

P3 145 11 LYASAEATDSK 1155.22
AAARLGSDMGEFYMPYPGTR

P4 188 43 INQETVSLDANGVSGSASYY EVK 4604.05

P5 194 6 FSDPSK 679.72
PNGQIWTGVIGSPAANAPDA

P6 234 40 GPPQRWFVVWLGTANNPVDK 4199.69

P7 238 4 GAAK 345.39

ALAESIRPLVAPPPAPAPAP
P8 286 48 AEPAPAPAPAGEVAPTPTTP TPQRTLPA 4624.31

5.5 Morfologia miceliar

Las muestras de cada cultivo fueron fijadas con una solucién de formalina (10%

v/v) en una relacién 1:1. La imagenes fueron capturadas con una camara digital

Coolpix 4300 (Nikon, Tokyo Japan), acoplada a un microscopio (Nikon Optiphot-2,

Tokyo Japan). Usando un aumento de 4X. El andlisis de imagenes se hizo

utiizando el software ImageJ (National Institutes on Healt, NIH, Bethesda,

Maryland, USA) disponible en linea (http://imagej.nih.goVv/ij/index.html). Al menos

150 iméagenes fueron analizadas en cada tiempo de cultivo. Para la medicion de

area, diametro y perimetro de los pellets, las imagenes fueron transformadas a

escala de grises y procesadas utilizando el algoritmo del software. La prueba de

rangos multiples de Tukey HSD fue utilizada para el analisis estadistico usando el

Software Statgraphics Centurion XV.
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5.6 Cuantificacion de potencia volumétrica en matraces agitados

Las medidas de P/V se realizaron en el grupo del Dr. J. Bichs (Aachen University
of Technology, Alemania) en cultivos en matraces bafleados, con resorte y
convencionales.

El equipo para la medicion de la potencia volumétrica en matraces agitados que se
muestra en la figra 6, consiste en un dispositivo con un sensor de torque
integrado, una rueda libre, un acople flexible, un agitador orbital, medidor y
controlador de velocidad, medidor de torque, convertidor A/D y sistema de

adquisicion de datos (Buchs et al., 2000a).

A. B

Figura 6. Equipo para la medicion de potencia volumétrica en matraces agitados. A.

Plataforma de agitacion, B. Torque con sensor integrado.

La plataforma de agitacién se fija a un marco para evitar oscilaciones. La agitacion
del sistema es alimentada por una unidad con un sensor de torque integrado. Los

datos de torque y velocidad de agitacién son registrados y guardados en un PC a

1 ——
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través de un convertidor A/D, que se utiliza para calcular la P/V de acuerdo a la

ecuacion 10
Donde:
p [Ml—MZ)*E*ﬂ'*N 5 P: Potencia (W)
— = Ecuacion 10 M : Torque para sistema con liquido (Ncm)
VL Z*VL

M2: Torque para sistema sin liquido (Ncm)
n: frecuencia de agitacion (rpm)
z: Namero de matraces

VL: Volumen de llenado (mL)

Para la determinacién de M1 en en cada configuracién de matraces es necesario
ubicar en la plataforma de agitacion 26 matraces, cada uno con 50 mL de medio
de produccion y registrar en el tiempo los datos de torque bajo las condiciones de

cultivo a evaluar (para el caso inicial de nuestro trabajo 150 rpm y 30°C).

Para la determinacion de M2 (el cero del sistema), es necesario ubicar en la
plataforma de agitacion el peso equivalente a lo que pesa la plataforma con
frascos con liquido. Se mide el torque durante 15 h aproximadamente bajo las
condiciones de cultivo trabajadas (150 rpm y 30°C). Es necesario hacer el cero
cuando hay cambios significativos en el peso inicial de todo el sistema y cada que

se varia la velocidad de agitacion.

5.7 Configuracion del biorreactor

El biorreactor usado en este estudio es de 1.2 L de volumen nominal (Applikon®,
USA), con 0.8 L de volumen de trabajo. El biorreactor tiene una relacion
altura/diametro del tanque (H/Dt) de 2.0 y esta equipado con dos impulsores tipo
Rushton de 0.045 m de diametro y dos bafles. El control de la tension de oxigeno
disuelto (TOD) se llevé a cabo usando cascada de aire y oxigeno mediante un

controlador Applikon ®ADI1010 con una velocidad de burbujeo de aire de 0.5
. _____________________________________________________________________________________________________________|
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v.v.m, controlando la temperatura a 30°C. La P/V volumétrica obtenida en
matraces convencionales y con resorte con 50 mL de medio de cultivo fue usada
como criterio de escalado. La velocidad de agitacion a la que debe ser operados

los impulsores fue calculado usando la ecuacion 11y 12.

Donde:

P Np: Namero de potencia (adimensional)
Ecuacion 11 P: Potencia (W)

Np = SN3DS
i
N: Velocidad del impulsor (rpm)

Di. Didametro del impulsor (m)

p: Densidad (Kg/m3)

Para el célculo de la potencia gaseada, se usoO la ecuacion 12 propuesta por
Nagata (1975).

p D.\ 438 1 062t
Logio 2= 192 (D—;) v Re®115 « Fr %Dt « A, Ecuacien 12
Donde:
P: Potencia sin gasear (W) Re: Numero de Reynolds (adimensional)
Pg: Potencia gaseada (W) Fr: Nimero de Froude (N2Di/g) (adimensional)
Dt Diametro del tanque (m) g: gravedad, 9.8 m?/s
Di: Didmetro del impulsor (m) Ae: Numero de aireacion ( Fg/NDi®) (adimensional)
N: Velocidad del impulsor (rps) Fg: Caudal de aire (m3/s)

Finalmente, es importante considerar que la ecuacién 11 y 12 son para
biorreactores con geometria estandar, que incluyen cuatro bafles. Para obtener
una mejor aproximacion de la potencia volumétrica en términos de ndmero de
bafles usado en este trabajo, se utilizd la correccion propuesta por Dickey et al.
(2004). Cuando dos bafles son usados y la fraccion del bafle (w/Dt)trabajo/
(W/Dt)estandar €S de 1.2, la P/V calculada debe ser multiplicada por 0.8. Donde: w:
ancho del bafle (m) y Di: Didmetro del tanque (m).

1 ——
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6. Resultados y Discusion

6.1 Determinacién de la potencia volumétrica en matraces agitados

El desarrollo de la potencia volumétrica (P/V) en matraces de 250 mL
convencionales, bafleados y con resorte (MC, MB, MR) en cultivos de S. lividans,
medidos por el método descrito por Blchs et al. (2000a), se muestra en la figura 7.
Manteniendo la misma velocidad de agitacion de 150 rpm y el mismo volumen de
llenado de 50 mL, la P/V se mantiene practicamente constante durante las
primeras 50 h de cultivo. Las P/V mas altas se obtuvieron en MB (0.51 kW/m?3),
seguidas de los MR (0.44 kW/m3) y MC (0.22 kW/m?3). Posteriormente, el
comportamiento de la P/V no es constante, disminuye a 0.44 KW/m3en MB y a
0.35 kW/m?3 en MR; mientras que, en MC aumenta a 0.38 KW/m?3.

0.7
24
"o 0.6 ;
£ 5
S 051 -
G o
@
£ 04 18 2
3 &
: 2
=
= 0.3 1 15 o
@ 2
Q0.2 A S
= 52
% Ph o = 1-26 "fuera de fase"\ o - =2 <
o o1 -
/(0.9
0.0 T T T + 0.0
0 20 40 60 80

Tiempo de cultivo (h)

Figura 7. Medicién en linea de la potencia volumétrica de cultivos de S lividans
recombinante productora de APA (45/47 kDa) a 150 rpm y 30°C en tres geometrias de
matraz. Matraz convencional (MC), matraz bafleado (MB), matraz con resorte (MR). Y
numero de fase para cultivos en matraz convencional (o).
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Al comparar la P/V medida experimentalmente con la correlacién propuesta por
Biichs et al. (2000a, b), se encontra que para el matraz convencional con 50 mL
de volumen de llenado, la P/V obtenida por la correlacion fue de 0.22 kW/m3, no
habiendo diferencias con la obtenida experimentalmente. Sin embargo, para
matraces bafleados, donde el nimero modificado de Newton (Ne") solo depende
del volumen de llenado de acuerdo a la correlacién propuestas por Peter et al.,
(2006) se presenta un error del 67%. Posiblemente, estas diferencias se presenten
porque las dimensiones de los bafles usados en este experimento (25 mm de
profundidad y 45 mm de altura) son diferentes a los usados por Peter et al. 2006
(14 mm de profundidad y 35 mm de altura). Estas diferencias en las caracteristicas
de los bafles, asi como la posicién de estos pueden generar cambios significativos
en la velocidad de transferencia de oxigeno asi como baja reproducibilidad entre

los experimentos (Blchs, 2001; Suresh et al., 2009).

Los valores iniciales de P/V durante las primeras 50 h estan de acuerdo con los
valores obtenidos por Peter et al. (2006), quienes al trabajar con soluciones
acuosas de polivinilpirrolidona, reportaron mayor resistencia al flujo en matraces
con bafles al ser comparados con matraces convencionales, generando por ello
mayores P/V (Peter et al., 2006). También han sido empleadas técnicas
computacionales de dinamica de fluidos (CFD) utilizando parametros de
turbulencia con la finalidad de investigar las caracteristicas hidrodinamicas en
matraces convencionales y matraces bafleados. Li et al. (2013) model6 graficas de
contorno de velocidad del agua en ambos tipos de matraces, encontrando
velocidades de distribucion mas homogéneas en matraces convencionales,
mientras que en matraces bafleados se mostraron fuertes gradientes de velocidad.
Esto estd acorde con las altas intensidades de turbulencia que presentan los
matraces bafleados. Por ello, la energia de disipacion en matraces bafleados es
mucho mas alta que en matraces convencionales. Este desempefio en matraces
bafleados esta relacionado con la resistencia que presenta el bafle para el

movimiento del fluido. Cuando el liquido golpea contra el bafle, salpica sobre este
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generando velocidades y energias de disipacion local mas altas, lo que indica una
mejor mezcla y mejor capacidad de transferencia de masa (Li et al., 2013).

Por otro lado, la P/V en MR, presenta un valor intermedio entre MB y MC, lo que
sugiere que el resorte funciona como un obstaculo que aumenta la energia de
disipacion y promueve un aumento en el coeficiente de transferencia de masa, asi
como una buena incorporacion de la fase gaseosa en el sistema, a pesar de que

esas contribuciones sean mas pequefias que en MB.

Los valores constantes de P/V en el tiempo, durante las primeras 50 h de cultivo,
contrastan con los obtenidos por Pefia et al. (2007), quienes al evaluar, la potencia
volumétrica en cultivos de Azotobacter vinelandii para la produccién de alginatos
en matraces convencionales, encontraron un incremento exponencial (debido a un
incremento en la viscosidad de caldos de cultivo) durante la fermentacion,
alcanzando un valor maximo de 1.4 KW/m? después de las 40 h de cultivo. Sin
embargo, los autores reportan una disminucion de la P/V, después de las 48 h de
cultivo aproximadamente (P/V de 1.2 kW/m?3), debido a una disminucién en la
viscosidad de los caldos y posibles fendmenos de sistemas fuera de fase.
Ademas, Peter et al. (2006) demostré que en didametros de agitacion de 25 mm
(diametro de agitacion de las incubadoras de este trabajo) y matraces con bafles,
los sistemas podrian opera en fuera de fase. Este fendbmeno que ha sido descrito
por Bichs et al. (2001), para matraces convencionales, ocurre cuando las partes
del liquido no pueden seguir el movimiento de agitacion y por lo tanto permanecen
en el fondo del frasco con poco movimiento. Debido a que en este estado el
volumen de liquido no forma una hoz caracteristica y no puede moverse alrededor
de la pared del frasco, este fendmeno esta asociado con reduccién en la potencia,
reduccion en la transferencia de masa y en la irreproducibilidad del flujo (Biichs et
al., 2000b). En orden de determinar si un sistema esta fuera de fase; Buchs et al.
(2001) introdujeron un nimero adimensional denominado nimero de fase (Ph) que

indica que si el valor es mayor o igual a 1.26, el sistema podria estar operando “en
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fase” (Buchs et al., 2001). Los resultados de Ph obtenidos para MC (Figura 7)
calculados a partir de la correlacion de velocidad de corte efectiva (Giese et
al.,2014), revela que el Ph a las 60 h de cultivo es menor que el valor critico de
1.26; sugiriendo que para este tiempo, los cultivos presentan condiciones de fuera
de fase. Sin embargo, estos sistemas fuera de fase no pueden ser facilmente
asociados al final del cultivo en MB y MR, y la complejidad reoldgica de los cultivos

podria estar relacionada también con los cambios en la P/V.

6.2 Comportamiento cinético y morfolégico de los cultivos de Streptomyces

lividans en las tres configuraciones de matraz

La caracterizacion cinética del crecimiento bacterial de S. lividans crecido en
matraces con diferentes disefios (convencional, bafleado y con resorte) agitados a
150 rpm y 30°C en medio LB suplementado con sacarosa al 34 %, se presenta en

la figura 8.
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Figura 8. Cinética de crecimiento de S. lividans recombinante productora de APA (45/47
kDa) en matraces de 250 mL con 50 mL de volumen de llenado, incubados a 150 rpm,
30°C y diametro de agitacién de 25mm. Matraces convencionales (e), matraces bafleados
(w) y matraces con resorte (A)
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Se obtienen altas concentraciones de biomasa en MB (5.6+£0.2 g/L), y en MR
(5.240.1 g/L), lo cual ocurre a altas P/V (0.51 y 0.44 kKW/m3, respectivamente;
mientras que, a una P/V de 0.22 kW/m3, que corresponde a MC, la concentracion
de biomasa final obtenida fue de 2.1+1.2 g/L (Figura 8). Por otra parte, la
velocidad especifica de crecimiento (u) fue de 0.14+0.01 h* para MR 0.10+0.01 h
para MB, y de 0.08+0.01 h'! para MC. Estos resultados, estan de acuerdo con lo
reportado por Gamboa-Suasnavart et al. (2011) en términos de velocidad
especifica de crecimiento, quienes previamente reportaron un intervalo de 0.08 a
0.14 h't para los mismos disefios de matraz. Sin embargo, hay diferencias en la
concentracion final de biomasa obtenidas en este trabajo. Estas diferencias en
biomasa pueden ser atribuidas al tamafio del inéculo, como lo report6é previamente
Manteca et al. (2008) en S. coelicolor, donde a bajas densidades de in6culo (10°
esporas/mL) la velocidad de crecimiento era menor al ser comparado con un
tamafio de in6culo mayor (107 esporas/mL). Comportamientos similares a los
obtenidos en este trabajo en funcion de matraces convencionales y matraces con
bafles fueron encontrados por Yun et al. (2001), quienes al evaluar cultivos de S.
lividans en matraces bafleados y matraces convencionales con resorte y sin
resorte, encontraron velocidades de crecimiento mas bajas (0.17 h't) en cultivos
con matraces convencionales, comparados con los otros dos sistemas, donde las
velocidades especificas de crecimiento estuvieron alrededor de 0.29 hw.
Adicionalmente, en cultivos de S. pristinaespiralis, se encontré que la P/V afecta
positivamente la concentracion celular y la produccién de pristamicina (Mehmood
et al., 2010; Mehmood et al., 2011; Mehmood et al., 2012).

Comportamientos similares fueron obtenidos por Pefia et al. (1997) quienes al
evaluar la produccion de alginatos en cultivos de Azotobacter vinelandii en
matraces bafleados y convencionales encontraron una concentracion celular mas

alta (16 x 108 células/mL) y velocidades especificas de crecimiento mayores (0.15
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h1) en matraces bafleados comparados con matraces convencionales (8x108
células/mL y 0.09 hl). Estos resultados sugieren que el crecimiento celular en
matraces convencionales podria tener limitacion de oxigeno, comparado con los
matraces bafleados y con resorte (Galindo et al., 1993; Pefia et al., 1997). Es por
ello, que muchos estudios han usado matraces bafleados para mejorar la
oxigenacion o la mezcla de los caldos de fermentacion (Pefa et al., 1997; Yun et
al., 2001; Bermek et al., 2004; Galindo et al., 2004; Gamboa-Suasnavart et al.,
2011).

Para todos los cultivos se encontré una fase de latencia de aproximadamente 12
h. Adicionalmente, se observaron dos distintas etapas en el crecimiento
exponencial en los cultivos llevados en MC (Figura 8), pero se observé solo una
fase de crecimiento en MB y MR, como en los cultivos reportados por Gamboa-
Suasnavart et al. (2011). Estas dos fases de crecimiento son consistentes con lo
previamente reportado en S. coelicolor A3(2) (Manteca et al., 2007; Manteca et al.,
2008; Rioseras et al., 2014) donde fueron observados dos estados de crecimiento;
el primero, donde presenta micelio compartimentalizado (micelio primario), el cual
comienza a morir en el centro del pellet para continuar con la aparicién de micelio
multinucleado que crece a partir de hifas viables (Manteca et al., 2008). Este
fenémeno de dos fases de crecimiento podria estar asociado con bajas potencias
volumétricas en combinacion con bajos tamafios del inéculo en S. coelicolor
(Tough y Prosser 1996; Manteca et al., 2008; Manteca y Sanchez 2009), S. fradiae
(Tamura et al., 1997; Khaliqg et al., 2009), S. noursei (Jonsbu et al., 2002), y S.

natalensis (el-Enshasy et al., 2000).
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La cinética del tamafio de los pellets medido como didmetro promedio, area y
perimetro para MC, MB y MR fue evaluada en el cultivo a las 24, 36, 60y 78 h de

cultivo y mostrados en la tabla 2 y figuras 9, 10y 11.

Tabla 2. Comparaciéon morfolégica de los cultivos de S. lividans recombinante
llevados a cabo en matraces convencionales (MC), matraces bafleados (MB) y
matraces con resorte (MR) de 250 mL con 50 mL de volumen de llenado, incubados a

150 rpm, 30 °C. Los valores con la misma letra, para cada parametro morfol6fico misma no

difieren estadisticamente (p=0.05) por la prueba de rangos mdltiples de Tukey HSD.

MC MB MR
Tiempo h) Area(um?)
24 6776+4682P 3109+2052 5248+4762P
36 25955+1722¢ 8654+5372b¢ 8893+514ab«c
60 82372+4562' 10034+4802P¢ 14117+709¢
78 65436+2088¢ 10013+5602PC 12148+538°°¢
Perimetro (um)
24 518+263P¢ 366+172 446+232b
36 958+39¢ 551+18% 474+163P
60 2406+91° 588+19°¢ 653+19°
78 2246+58° 580+230¢ 634+19°
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Figura 9. Diametro promedio de pellets de S. lividans recombinante productora de APA
(45/47 kDa) crecida en matraces de 250 mL con 50 mL de volumen de llenado, incubados
a 150 rpm, 30 °C y didmetro de agitacién de 25 mm. MC (barras con lineas verticales),
MB (barras abiertas), MR (barras con lineas horizontales). Las barras que tienen la misma

letra no difieren estadisticamente (p=0.05) por la prueba de rangos multiples de Tukey HSD.

Durante etapas tempranas del cultivo, el didmetro promedio de los pellets fue de
aproximadamente 100 um para los tres disefios de matraz. En todos los casos, el
pellet crece hasta un estado estable. En MC, el diametro promedio del pellet
aument6 a 37082 um; sin embargo, se obtuvieron didmetros de pellets de hasta
700 um (Figura 10 y Figura 11). Mientras que en los cultivos realizados en MB y
MR, los diametros promedio de los pellets obtenidos fueron de 160+40 um, 60%
mas pequefios que los obtenidos en MC. Los tamafios de pellets fueron
significativamente mas bajos en MC que lo reportado por Gamboa-Suasnavart et
al. (2011), pero no se obtuvieron grandes diferencias en MB y MR (Tabla 2) contra
los reportados previamente (Gamboa-Suasnavart et al., 2011; Gamboa-

Suasnavart et al.,, 2013). Aparte de esto, la misma tendencia que reportd
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Gamboa-Suasnavart et al. (2011) fue encontrada en este trabajo, con pellets mas
grandes en MC y sin diferencias significativas entre MB y MR. Estas diferencias
entre ambos trabajos podrian atribuirse a diferencias del in6culo, como
previamente fue reportado para S. coelicolor por Manteca et al. (2008), indicando
que mientras la P/V es responsable de cambios morfologicos, el tamafio del
in6culo también juega un papel importante. Adicionalmente, en trabajos realizados
por Cui et al. (1998) en A. awamori, se demuestra que los tamafos de los pellets
disminuyen al aumentar la energia de disipacion en el intervalo evaluado de 0.2 a
5.7 WI/kg, concluyendo que el tamafio de estos esta determinado por las fuerzas

mecanicas.

A una P/V de 0.22 kW/m?3 los pellets observados son esféricos, compactos en el
centro y con una region esponjosa en la zona periférica; mientras que, los pellets
crecidos a 0.51 y 0.44 kW/m® (MB y MR) tienen forma ovalada y son menos
compactos presentando mayor cantidad de micelio disperso (Figura 10). Estos
cambios en los tamafos de los pellets entre las configuraciones de matraz,
podrian ser explicados por diferencias en la velocidad de energia de disipacion
debido a las diferencias en P/V entre los cultivos.
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Figura 10. Cinética de morfologia miceliar de S lividans recombinante productora de APA
(45/47 kDa) crecidas en matraces de 250 mL con 50 mL de volumen de llenado,
incubados a 150 rpm, 30 °C y didmetro de agitacién de 25mm. A. Matraz convencional
(MC), B. Matraz bafleado (MB), y C. matraz con resorte (MR). Las muestras fueron
tomadas a las 24, 36, 60 y 78 h de cultivo. (La barra indica 1000 um, aumento de 4X).
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Figura 11. Distribucién del diametro los pellets de S. lividans obtenidos en matraces de
250 mL con 50 mL de volumen de llenado, incubados a 150 rpm, 30°C. A. Matraz
convencional (MC); B. Matraz bafleado (MB); y C. Matraz con resorte (MR). Las muestras
fueron tomadas a las 24 (), 36 (-—), 60 (- - -), y 78(—) h de cultivo.
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6.3 Comportamiento reolégico de los cultivos de Streptomyces lividans en
las tres configuraciones de matraz

Las figuras 12 y 13 presentan los parametros reoldgicos y reogramas de las
suspensiones microbianas para los disefios de matraz evaluado a diferentes
tiempos de cultivo. Se observa que las suspensiones son dependientes de la
velocidad de deformacion, presentando comportamientos no Newtonianos de
caracter pseudoplastico, relacion que puede ser descrita por la Ley de Ostwald de
Waele o Ley de potencia. Este comportamiento pseudoplastico ha sido encontrado
en fermentaciones flngicas (Rodriguez-Porcel et al., 2005), cultivos de
actinomicetos (Warren et al., 1995) y cultivos bacterianos que producen
polisacaridos (Pefia et al., 2007). Adicionalmente, la viscosidad de los caldos
aumenta con el tiempo de cultivo. Esto debido a la formacion de biomasa (Peter et
al., 2004) y a la morfologia de los microorganismos (Packer and Thomas, 1990;
Rilly et al., 2000).

El comportamiento reolégico de los caldos de cultivo de S. lividans en las tres
configuraciones de matraz en términos del modelo de Ostwald de Waele, la
evolucion del indice de consistencia (K) y el indice de comportamiento (n) son
mostrados en las figuras 12.

Al final del cultivo, el indice de consistencia incrementa tres veces en MC (0.111 +
0.024 mPas") cuando es comparado con el MB y el MR (0.042 + 0.009 y 0.045 +
0.003 mPas", respectivamente), pero el indice de comportamiento disminuyd en
un 33% en MC (0.40 £ 0.06) al compararlo con MB y MR (0.62 = 0.05 and 0.63 *
0.01, respectivamente). Estos cambios en las caracteristicas reologicas de los
cultivos parecen estar relacionados con los cambios en la P/V encontrados entre
las 56 y 58 h de cultivo (Figura 7).
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Figura 12. Pardmetros reoldgicos de cultivos de S. lividans en matraces de 250 mL con
50 mL de volumen de llenado, incubados a 150 rpm, 30°C. A. indice de consistencia. B.
indice de comportamiento. Matraces convencionales (e), matraces bafleados (m) y

matraces con resorte (A).
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El aumento en P/V al final de los cultivos en MC o la disminucion en la P/V de MR
y MB, podrian estar relacionados con el aumento del indice de consistencia en MC
0 su disminucién en MR y MB (Figura 12.A), como también, con la disminucion del
indice de comportamiento en MC y su aumento en MR y MB (Figura 12.B). Esto
indica un aumento de la viscosidad aparente en los cultivos en MC o0 una
disminucion de la misma en MR y MB.

Los cambios pseudoplasticos pueden seguramente estar asociados con los
cambios en los tamafios morfolégicos de S. lividans en las etapas finales de los
cultivos en MC. Comportamientos similares fueron encontrados en cultivos de S.
clavuligerus (Gouveia et al., 2000), S. pristinaespiralis (Mehmood et al., 2010), y S.
olindensis (Giudici et al., 2004; Pamboukian y Facciotti 2005).

6.4 Reproduccion de la P/V obtenida en matraces con resorte en matraces
convencionales

Con el fin de determinar si la P/V tiene un papel importante en los cambios en
crecimiento y morfologia micelial, se llevaron a cabo dos aproximaciones para
reproducir la potencia volumétrica obtenida en resorte en matraces
convencionales. Con base en el valor de P/V obtenido en matraces con resorte el
namero modificado de Newton (ecuacion 5), se plantearon dos experimentos. El
primero, manteniendo la velocidad de agitacion a 150 rpm y disminuyendo el
volumen de llenado a 15 mL y un segundo experimento, aumentando la velocidad
de agitacion a 168 rpm con volumen de llenado de 25 mL. Los resultados de esta

equivalencia se muestran en la figura 13.
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Figura 13. Potencia volumétrica para S lividans recombinante reproduciendo la P/V de
matraz con resorte en matraz convencional con 15 mL de volumen de llenado y 150 rpm
(MC-15mL), matraz convencional con 25 mL de volumen de llenado y 168 rpm (MC-
25mL).

6.5. Caracterizacién cinética, morfolégica y reolégica de cultivos de S.
lividans en matraces convencionales, reproduciendo la P/V de matraces con
resorte

La caracterizacion cinética del crecimiento bacterial de S. lividans crecido en
matraces convencionales con un volumen de llenado de 15 mL (150 rpm) y 25 mL

(168 rpm), se presenta en la figura 14.
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Figura 14. Cinética de crecimiento de biomasa S. lividans recombinante productora de
APA (45/47 kDa) en matraces convencionales con volumen de llenado de 15 mL y 150
rom (-e-), y matraces convencionales con volumen de llenado de 25 mL y 168 rpm (-O-).

Matraz con resorte (- A-).

Como se muestra en la figura 14, la maxima concentracion de biomasa (4.7+0.3
g/L) fue obtenida en los cultivos llevados a cabo en matraces convencionales con
15 mL de volumen de llenado y agitados a 150 rpm (MC-15mL). Bajo estas
condiciones la velocidad especifica de crecimiento (i) fue estimada en 0.15 + 0.01
h-l. Para el caso de los cultivos agitados a 168 rpm (MC-25mL) con un volumen de
llenado de 25 mL, se alcanz6 una concentracion de biomasa de 2.5 + 0.4 g/L con
una velocidad especifica de crecimiento de 0.10 + 0.03 hl. Este comportamiento
en la velocidad especifica de crecimiento, y concentracién final de biomasa en
MC-15 mL fue similar a los cultivos llevados a cabo en matraces con resorte
(Figura 8). En contraste, los cultivos llevados a cabo en MC-25mL no presentaron
diferencias significativas en la concentracion de biomasa y la velocidad especifica

de crecimiento con los cultivos en MC y 50 mL de volumen de llenado. A pesar de
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que la P/V suministrada al sistema era la misma en MC-15 mL y MC 25 mL, los
resultados en crecimiento celular muestran que este tipo de estrategia para igualar
la P/V no es la mas adecuada, al menos para los cultivos micelares evaluados en
este trabajo. Esto es seguramente por las diferencias en la velocidad de
transferencia de oxigeno (OTR, por sus siglas en inglés; oxygen transfer rate). El
efecto del volumen de llenado en la OTR ha sido reportado previamente en otros
modelos como Corynebacterium glutamicum (Anderlei et al., 2004; Zimmermann
et al., 2006), E. coli (Losen et al., 2004), Hansenula polymorpha (Anderlei y Blichs,
2001), Pichia pastoris (Maier et al., 2004), asi como también el tipo de matraz en
la OTR (Maier y Bichs 2001). En S. pristinaespiralis, el efecto de la energia de
disipacién en el crecimiento celular son indirectos, a través de un aumento en la

velocidad de transferencia de oxigeno (Mehmood et al., 2012).

Con el fin de determinar si la P/V es la responsable de los cambios morfol6gicos
de S. lividans, se determinaron los parametro morfoldégicos promedio (area,
diametro y perimetro) de los pelles en los cultivos de matraz convencional con 15
y 25 mL de medio (Tabla 3, figuras 15y 16). Los didmetros promedio de los pellets
para ambos sistemas son mayores a 400 um para todos los tiempos de cultivo
evaluados, teniendo pequefias poblaciones de 1000 pum de diametro. Estos
tamafios contrastan con los obtenidos en matraces con resorte, donde el diametro
promedio no supero las 200 um. Estos datos indican que, no soélo la P/V (como un
parametro global en matraces agitados), esta jugando un papel importante en la
fisiologia de S. lividans, sino también la velocidad de transferencia de oxigeno y/o
los gradientes de energia especifica de disipacion asociados a las indentaciones

en MB o al resorte en el MR.
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Tabla 3. Comparaciéon morfolégica de los cultivos de S. lividans recombinante
productora de APA (45/47 kDa) llevados a cabo en matraces convencionales con
15 mL de volumen de llenado y agitaciéon de 150 rpm (MC-15 mL) y matraces

convencionales con 25 mL de volumen de llenado y 168 rpm (MC-25 mL). Los

valores con la misma letra, para cada pardmetro morfolégico indican que no difieren

estadisticamente (p=0.05) por la prueba de rangos mdltiples de Tukey HSD.

MC-15 mL MC-25 mL
Tiempo (h) Area (um?)
36 85175+39782P 130932+8681¢%%¢
48 104312+7306°¢ 75625+40752
60 152683+5376° 129501+4295¢
72 83767+29443b 89312+28743P
Perimetro (um)

36 1661+482 2076+85°
48 1844+413P 1683++443
60 2452++62° 2488+63°
72 1574+362 19867+54°
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Figura 15. Diametro promedio de pellets de S. lividas recombinante productora de APA
(45/47 kDa) crecida en matraces convencionales con volumen de llenado de 15 mL y 150
rpm (barras negras), y matraces convencionales con volumen de llenado de 25 mL y 168
rom MC (barras barras grises). Las barras que tienen la misma letra no difieren

estadisticamente (p=0.05) por la prueba de rangos mdultiples de Tukey HSD.

Yin et al. (2008) reportaron que limitaciones de oxigeno disuelto al inicio del cultivo
de S. avermitilis, generan pellets de mayor area y baja densidad. Esto sugiere que
los cultivos llevados a cabo en matraces convencionales podrian tener limitacion
de oxigeno. Trabajos realizados en nuestro grupo, indican que los cultivos en
matraces convencionales presentan menores velocidades de transferencia de
oxigeno (OTR). Sin embargo, este parametro no podria explicar completamente el
tamafio del pellet, ya que al comparar el comportamiento morfolégico de S.
lividans en matraces convencionales (50 mL, 25 mL y 15 mL de volumen de

llenado), los mayores diametros promedio se encontraron en los cultivos con 25
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mL y 15 mL, donde existe menor limitacibn de oxigeno (OTR> 4 mmol/Lh),
comparado con los cultivos en 50 mL (OTR< 2 mmol/Lh).
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Figura 16. Distribucion morfolégica de los pellets S. lividans recombinante en matraces
convencionales. A. Volumen de llenado de 15 mL y 150 rpm. B. Volumen de llenado de 25
mL y 168 rpm. Muestras tomadas a las 36 (), 48 (-—), 60 (- - -) y 72(—) h de cultivo.
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El comportamiento reologico de los cultivos de S. lividans en matraces
convencionales reproduciendo la P/V del MR, es mostrado en la figura 17. Para
ambos cultivos en MC-15 mL y MC-25 mL, se presentan comportamientos no
Newtonianos de caracter pseudoplastico, obtieniendose un aumento en la
viscosidad aparente con el tiempo de cultivo (Figura 17). El indice de consistencia
(Figura 19.A) aumenta con el tiempo de cultivo, alcanzando un valor de
0.056+0.005 mPas" para MC-15mL y de 0.085+0.013 mPas" para MC-25mL al
final del cultivo; valores mayores que los alcanzados en MR (0.045 = 0.003
mPas"), pero menores a los obtenidos en MC-50 mL (0.111 = 0.024 mPas").
Figura 12. El indice de comportamiento permaneci6 practicamente constante en el
tiempo de cultivo 0.62+0.01 y 0.56+0.05 para MC-15 mL y MC-25 mL,

respectivamente (Figura 17.B).

Al comparar el comportamiento reologico de los cultivos en MR (Figura 12) y
matraces convencionales con 15y 25 mL de medio (Figura 17), puede observarse
gue los MC alcanzan viscosidades similares a las obtenidas en MR. Sin embargo,
en los cultivos en matraces con resorte, la viscosidad disminuye al final del cultivo
a pesar de que en este tiempo se presenta la mayor concentracion celular. Esto
indica que la viscosidad estaria influenciada por el tamafio del pellet y su
concentracion, como fue reportado por Rodriguez-Procel et al. (2005) en cultivos

de A. terreus llevados a cabo en tanques agitados y columnas de burbujeo.
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Figura 17. Parametros reoldgicos de cultivos de S. lividans recombinante productora de
APA (45/47 kDa). A. indice de consistencia., B. indice de comportamiento. Matraz
convencional con volumen de llenado de 15 mL y 150 rpm (-¢-), y Matraz convencional

con volumen de llenado de 25 mL y 168 rpm (-O-).
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6.6 Identificaciéon de APA en matraces convencionales reproduciendo la P/V

de matraces con resorte

Estudios realizados previamente por Gamboa-Suasnavart et al. (2011), mostraron
que la produccion de la proteina APA de S. lividans se favorecia en cultivos
llevados a cabo en matraces con resorte y bafleados (concentracion tres veces
mayor que la obtenida en matraces convencionales), donde se presentaron los
menores tamafios morfolégicos. Proponiendo que la produccion de la proteina
puede ser atribuida a estos cambios morfoldgicos, los cuales estan determinados

por parametros hidrodinamicos y de transferencia de oxigeno.

Con el objetivo de determinar si los cambios en la produccion de APA de S.
lividans se debe a parametros hidrodindmicos, en este trabajo se reprodujo en
matraces convencionales la P/V obtenida en matraces con resorte. La produccion
de la proteina APA fue evaluada mediante SDS-PAGE, Western Blot (figura 18A,
B y C) y densitometria. Los analisis de densitometria muestran que la mayor
produccion de proteina fue obtenida en los cultivos de matraces convencionales
con 15 mL de medio (45+2 % de la proteina total) comparados con los cultivos en
matraces convencionales con 25 mL de medio y matraces con resorte, donde la
produccion de la proteina APA corresponde al 363 % y 35.2 % de la proteina
total, respectivamente. Mientras que bajas producciones fueron encontradas en
MC-50mL (25.2+3%). Estos resultados indican, que la morfologia de S. lividans,
no esta directamente involucrada en la produccion y secreciéon de la APA, como lo
propone el trabajo de Gamboa-Suasnavart et al. (2011). En este caso, al
reproducir la P/V de los matraces con resorte en matraces convencionales con 15
y 25 mL de volumen de llenado se obtuvieron tamafios morfolégicos similares y
mayores a los matraces convenciones con 50 mL de medio, y la produccién de la
proteina no fue desfavorecida. Esto sugiere que la P/V del sistema es un factor

clave en la produccion de APA. Este parametro global ha sido relacionado con
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muchos fendémenos fisicos que toman lugar en el biorreactor, como el suministro
de oxigeno, remocion de didéxido de carbono, grado de mezclado, intensidad de la
turbulencia, homogeneidad de la fase liquida y estrés hidrodinamico (Btichs et al.,
2001; Mehmood et al., 2010; Olmos et al., 2013). En la seccion 6.5 se expuso que
la OTR en matraces convencionales con 15 mL y 25 mL era superior a los 4
mmol/Lh, concentracion suficiente para mantener los requerimientos minimos de
oxigeno que esta alrededor de 2.5 mmol/kg h (Gamboa-Suasnavart, datos no
publicados), esto indica que la produccidn de la proteina podria esta influenciada
por la concentracion de oxigeno, especificamente en no haber limitacion de este;
como en el caso de matraces convencionales con 50 mL, donde la OTR es menor

(<2 mmol/Lh) a los requerimientos minimos.
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Figura 18. (A) SDS-PAGE de la proteina total secretada precipitada con Metanol.-
cloroformo en matraces convencionales con 15, 25 y 50 mL (C15, C25, C50), con resorte
(R), S. lividans silvestre (wt) APA de e.coli (C*). Western blot de APA de S. lividans
usando (B) AntiAPA Mab6A3, (C) Anti-ConA.

Se han reportado cuatro sitios de O-manosilacion en APA de Mycobacterium

tuberculosis, uno de los cuales se localiza en la regién carbono-terminal (Dobos et
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al., 1996; Horn et al., 1999). La composicion de carbohidratos de este sitio se
determind por espectrometria de masas y se encontraron hasta 6 residuos de
manosa en MC-50 mL, MC-15mL y MC-25 mL (Tabla 4 y figura 19). Los datos de
MC-50mL son diferentes a los reportados previamente en nuestro grupo por
Gamboa-Suasnavart et al.,, (2011), quienes encontraron hasta dos residuos de
manosas en los cultivos realizados en MC, y hasta cinco residuos de manosas se

determinaron en MR y MB.

Tabla 4. Pesos observados (Da) del Péptido correspondiente al extremo carbono-
terminal de APA generados de la digestién con Lys C (Roche ®, Alemania)

Peso observado (Da)

Matraz
Manosas
0 1 2 3 4 5 6
Resorte* 4645.2 | 4804.4 | 4967.7 | 5130.3 | 5274.7 | 5292.2 5455.5

Convencional
50mL y 150 rpm
Convencional
15mL y 150 rpm
Convencional
25mL y 168 rpm
*Gamboa-Suasnavart et al (2011). NI: No se logra identificar.

4627.7 | 4790.2 | 4952.3 | 5116.2 | 5278.2 | 5438.9 | 5601.1

4627.7 | 4788.7 | 4957.8 | 5112.9 NI 5435.8 | 5604.6

4627.8 | 4788.3 | 4950.0 | 5112.5 | 5271.1 NI 5604.1
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Figura 19. Analisis de MALDI-TOF para el péptido correspondiente al extremo carbono-
terminal generado de la digestién con Lys C (Roche ®, Alemania) producido en: a) y b)
Matraz con volumen de llenado de 15 mL y 150 rpm, ¢) Matraz con volumen de llenado de
25 mL y 168 rpm, D) Matraz con volumen de llenado de 50 mL y 150 rpm.

Las diferencias en el niumero de residuos de manosa que se encuentran en el
extremo carboxi -terminal de la APA recombinante en MC en este trabajo y los
residuos de s6lo 2 manosas reportados por Gamboa-Suasnavart et al. (2011), son
probablemente debidas a la diferencia de 4 veces en tamafo de los pellets de
nuestro trabajo comparados con los de Gamboa-Suasnavart et al. (2011). Esto
sugiere que también el suministro de oxigeno es un paso limitante en el interior de
pellets grandes, como los reportados por Gamboa-Suasnavart et al. (2011),

limitando seguramente modificaciones post-traduccionales tales como O-
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manosilacion de las proteinas recombinantes. También, como se discutio
previamente, las diferencias inevitables en crecimiento/morfologia pueden
atribuirse a diferencias en el tamafio del in6culo (Manteca et al., 2008; Mehmood
et al., 2010; Mehmood et al., 2011; Mehmood et al., 2012). Como consecuencia de
los cambios en el tamafio de pellets en este trabajo, se espera una concentracion
diferente de oxigeno critico para asegurar una difusion adecuada en el agregado.
De acuerdo con la correlacion propuesto por Cui et al. (1998), concentraciones de
0.8 mg/L y 1.2 mg/L de oxigeno disuelto serian necesario para una buena difusion
de este en pellets de diamétros de 370 £ 80 pm y 700 um (didmetro maximo de
pellets obtenidos en este trabajo). En contraste, se necesitarian 14.28 mg/L de
oxigeno para satisfacer los requerimientos en pellets con didmetros de 1.57+£0.41
mm, que fueron obtenidos por Gamboa-Suasnavart et al. (2011). Por lo tanto,
sugerimos que en agregados de 1.57 + 0.41 mm existe la limitacién de oxigeno,
pero en los pellets obtenidos en este trabajo posiblemente sea menos o no exista.

La hipotesis de que un valor limite en el tamafio de pellet seria necesario para
lograr un cierto numero de residuos de manosas, al menos en el extremo carbono-
terminal de la proteina APA, como resultado de una limitacion de oxigeno, podria
ser confirmada mediante un estudio sistematico. Esto se podria hacer con el fin de
demostrar que la P/V y velocidad de transferencia de oxigeno, junto con el tamafio
del in6culo tiene un papel importante en la aparicion de micelio multinucleado en
S. lividans, como la distribucion del tamafio de agregados. Esto podria realizarse
en cultivos en biorreactores, donde los fendmenos de transferencia de masa y
momento pueden ser estudiados por separado (Trujillo-Roldan et al., 2004). Por
ejemplo, Manteca et al. (2008) observaron que el centro de los pellets contiene
células inactivas, debido a un rapido consumo de los sustratos (nutrientes y/o
oxigeno) dentro del nucleo de los pellets. Yun et al. (2001) reportaron que para
pellets con didmetros menores a 2 mm las limitaciones en los fenbmenos de

transferencia de masa eran poco probables. Sin embargo, podria existir un limite
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en el tamafo del agregado que puede afectar modificaciones post-traduccionales
de proteinas, como en el caso de los agregados de MC reportados por Gamboa-
Suasnavart et al. (2011). Se puede proponer que no sélo el tamafio del inéculo,
sino también, la baja agitacién/aireacion pueden estar jugando un papel especifico
en la determinacion de los dos fenébmenos de la fase de crecimiento, sobre todo
en a bajas P/V (como en la MC), donde un arresto transitorio en la fase de

crecimiento podria ser activado (Manteca et al., 2008).

Los resultados sobre la determinacion de la P/V en matraces con diferentes
configuraciones, asi como su efecto en el crecimiento, morfologia miceliar de S.
lividans, parametros reologicos de los caldos de cultivos, asi como su efecto en la
producciéon y O-glicosilacion de APA de Mycobacterium tuberculosis fueron
publicados en Biochemical Engineering Journal, bajo el titulo “The role of
volumetric power input in the growth, morphology, and production of a recombinant
glycoprotein by Streptomyces lividans in shake flasks”. Luz D. Marin-Palacio,
Ramsés A. Gamboa-Suasnavart, Norma A. Valdez-Cruz, Luis Servin-Gonzalez,
Ma. Soledad Codrdova-Aguilar, Enrique Soto, Wolf Kloéckner, Jochen Biichs,
Mauricio A. Trujillo-Roldan (Anexo 1).

6.7 Escalado de P/V obtenido en matraces en biorreactor de 1.2 L

Los matraces agitados han sido ampliamente utilizados para el estudio y
optimizacibn de procesos biotecnoldgicos, ya que permiten llevar a cabo
numerosos experimentos con un minimo de material (Buchs et al., 2001). A pesar
de estas ventajas, los matraces agitados presentan diversas limitaciones, entre
ellas la de no poder controlar individualmente las condiciones ambientales de
cultivo, tales como pH, oxigeno disuelto, agitacion, entre otros. Sin embargo,
muchos procesos requieren producirse en mayor escala y estudiar por separado la
influencia de factores ambientales en el cultivo. Por esto, es necesario escalar los

procesos de matraces agitados a biorreactores, en los que es posible monitorear y
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controlar variables de proceso de manera independiente (Gamboa-Suasnavart et
al., 2013). Los procesos en matraces agitados han sido problematicos y poco
entendido, principalmente por la falta de conocimiento relacionado con los
procesos de transferencia de masa, hidrodinamica, potencia entregados al sistema
(Suresh et al., 2009), y los patrones de mezclado (Gerson y Kole, 2001). Gracias
al desarrollo de sistemas para medir la potencia volumétrica en matraces agitados
(Buchs et al., 2000a; Buchs et al., 2000b) ha sido posible caracterizar (en linea)
los cambios de P/V en cultivos con altas y bajas viscosidades. Parametro que es
usualmente usado para el escalado y operacién de biorreactores. Este pardmetro
global es conocido por estar relacionado con muchos fendmenos fisicos que
toman lugar en el biorreactor, tales como, suministro de oxigeno, remocion de
diéxido de carbono, macro y micro mezclado, intensidad de la turbulencia,

homogeneidad de la fase liquida y estrés hidrodinamico (Olmos et al., 2013).

Con el fin de establecer si los cambios en morfologia y en produccion de la
glicoproteina recombinante APA, en matraces agitados con diferentes geometrias
son debidos a cambios en la P/V, se utilizd una nueva estrategia de cultivo. En
este sentido, se escald la P/V obtenida a biorreactores de 1.2 L y asi observar si
se presentaban los mismos comportamientos en crecimiento, morfologia vy

produccion de la proteina APA que en matraces agitados.

Asumiendo que el biorreactor de 1.2 L con dos impulsores tipo Rushton opera en
flujo turbulento, y a partir de la figura 20, se determina el nUmero de potencia (Np)

gue arroja un valor de de 5.5.
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Figura 20. Relacion entre el nimero de potencia y el Reynolds. 1. Turbina Rushon. 2.

Paletas. 3. Propela marina (tomado de Doran, 1995).

Con el valor de Np, las P/V obtenidas en las diferentes geometrias de matraz y
teniendo en cuenta que se utilizaron dos impulsores tipo Rushton con una relacion
entre el diametro del tranque y el didmetro de impulsor de 3:1 y reemplazando en
la ecuacion 11 y 12, se obtienen las velocidades de agitacién a la que debe ser

operado el biorreactor (Tabla 5).

Tabla 5. ParAmetros de agitacion en biorreactores a las P/V de matraces agitados

Geometria P/Vexperimental PP N del bioreactor (rpm) | N del bioreactor (rpm)
matraz (KW/m?3) usando P usando Pq
Convencional 0.22 0.97 260 259
Resorte 0.44 0.96 340 336

N: Velocidad de agitacién, P: potencia por agitacion, Pg: potencia gaseada

Como se observar en la tabla 5, no se aprecian cambios significativos en la
velocidad de agitacion usando potencia sin gasear y potencia gaseada, por lo que
se decidié utilizar el valor de agitacion ajustado a la decena superior (260 rpm vy
340 rpm).
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6.8 Cinética de crecimiento bacteriano de S. lividans en biorreactores
agitados.

La caracterizacion cinética del crecimiento de S. lividans recombinante en
biorreactor agitado con dos impulsores tipo Rushton a velocidades de agitacion de
260 rpm y 340 rpm que suministran P/V iniciales de 0.22 kW/m? y 0.44 kW/m3
obtenidas en MC y MR respectivamente, se presenta en la figura 21.

=
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Figura 21. Cinética de crecimiento de de S lividans recombinante cultivado en
biorreactores de 1.2 L a 30°C y TOD del 10%, agitados a 260 rpm (Linea continua,-O-) y
340 rpm (Linea continua, -e-) y su comparacion con crecimiento de S. lividans
recombinate cultivado en matraces convencionales (Linea discontinua -O-) y matraces

con resorte (Linea discontinua, -e-).

El crecimiento celular de S. lividans, a velocidades de agitacion de 260 rpm (P/V:
0.22 kW/m?3) y 340 rpm (P/V: 0.44 kW/m?3) presenta una fase de latencia de 20
horas aproximadamente, a partir de la cual empieza a observarse una fase de

crecimiento exponencial con una duracién de 30 horas para ambos cultivos. Un
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crecimiento ligeramente mas rapido (Tabla 6) en la P/V de 0.44 kW/m3, puede ser
explicado por una mejor transferencia de masa y suministro de oxigeno. Sin
embargo, no se presentan diferencias significativas en la concentracion celular.
Estos resultados contrastan con los obtenidos por Kelly et al. (2006) y Lin et al.
(2010) quienes al trabajar con cultivos de A. niger AB1.13 encontraron que aunque
altas energias de disipacion favorecian la velocidad especifica de crecimiento,
promovian menores concentraciones de biomasa. Sin embargo, Rodriguez-Porcel
et al. (2005) en cultivos de A. terreus, no encontraron diferencias en la
concentracion celular al trabajar velocidades de agitacion entre 300 rpm y 800
rpm. Justen et al. (1998) al evaluar la influencia de las condiciones de agitacion en
el crecimiento de Penicillium chrysogenum encontraron que la velocidad especifica
de crecimiento al igual que la concentracién total de biomasa incrementaron con la
intensidad de agitacion (600-1400 rpm), sugiriendo que la alta fragmentacion de
micelio promueve el crecimiento por incremento en la formacién de nuevas puntas
hifales (Justen et al., 1998)

Adicionalmente, el crecimiento celular en matraces agitados y biorreactor fueron
comparados con base en peso seco de la biomasa obtenido al final del cultivo. Se
encontré que para el escalado de la P/V de MC (0.22 kW/m3) a reactor de 1.2 L
agitado a 260 rpm, 50 % méas biomasa fue obtenida en el biorreactor comparado
con el MC. Esta disminucion en MC puede ser debida posiblemente a que la
induccion de gas en el matraz es solo debido a la aireacién superficial, mientras
qgue en el biorreactor agitado a 260 rpm, el oxigeno disuelto puede ser suficiente
para estar disponible en el crecimiento del microorganismo, no habiendo
agotamiento de oxigeno disuelto, debido a la agitacion y aireacion que
proporcionan una buena mezcla al sistema (Shukla et al., 2001). Es por ello que
modificaciones en matraces convencionales por la introducciéon de bafles
(Freedman, 1970) o resortes de acero (Hopwood et al., 1985) y otros accesorios
son usados frecuentemente con el fin de proveer suficiente aireacion y evitar la

formacion de pellets en microorganismos filamentosos (Suresh et al., 2009).
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Para el caso del escalado de la P/V obtenida en MR (0.44 kW/m?3) a reactor de 1.2
L agitados a 340 rpm, no se encontraron diferencias significativas en la
concentracion de biomasa final, alcanzandose para ambos sistemas una
concentracion de biomasa 5.2 + 0.01 g/L, ni diferencias en la velocidad especifica
de crecimiento (biorreactores agitados a 340 rpm de 0.12 + 0.007 h*y MR 0.14 +
0.01 h'Y).

Tabla 6. Resumen de pardmetros experimentales a diferentes velocidades de

agitacion
Condiciones de ) oo
L Parametros cineticos
agitacion
Velocidad de Velocidad APA
o PIV } Xmax
agitacion especifica de (% proteina
(KW/m3) o (g/L)
(rpm) crecimiento (h1) total)
260 0.22 0.09 + 0.01 26.1+0.5 5.1 +0.05
340 0.44 0.12 + 0.01 25.4+2.2 5.2 +0.04

6.9 Comportamiento reoldgico de los cultivos de S. lividans en biorreactores

agitados

El comportamiento reoldgico de las suspensiones celulares de S. lividans
obtenidos en biorreactor de 1.2 L agitados a 260 rpm y 340 rpm, que suministran
una P/V de 0.22 kW/m3 y 0.44 kW/m3, respectivamente se muestran en la figura
22. Al comparar los parametros reoldgicos (K y n), entre las dos velocidades de
agitaciéon, no se presentan diferencias significativas. Los cultivos desarrollan
comportamientos no newtonianos de caracter pseudoplastico (n<1) (Figura 24),
similares a los obtenidos en cultivos en matraces (Figura 12). El indice de

consistencia (K) es esencialmente el mismo durante las primeras 30 h de cultivo, e
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incrementa para las 50 h de cultivo a un valor de 0.08+0.012 mPas" (Figura 22.A),
mientras que el indice de comportamiento (0.056+0.08) permanece constante

durante todo el tiempo de cultivo (Figura 22.B).

La viscosidad aparente de los caldos de fermentacion (Figura 22.C) fue calculada
con base en la ecuacion 13, utilizando la velocidad de deformacién (y) reportada
por Sanchez-Pérez et al. (2006) para flujos turbulentos en fluidos no Newtonianos

en tanque agitado (Ecuacion 12).

1/(1+n)

4N, pD?
Y = (::;—3&') N33[1+n) Ecuacion 13

Donde: Np: Nimero de potencia (adimensional)
v: Velocidad de deformacién (s2) p: Densidad (Kg/m?)

K : es el indice de consistencia (Pa.s") D: Diametro del impulsor (m)

n: indice de comportamiento de flujo N:Velocidad de agitacion (s)

(adimensional)

La figura 22.C presenta la evolucién de la viscosidad aparente del medio de cultivo
durante la fermentacion. La viscosidad de los caldos aumenta durante todo el
tiempo de cultivo para ambas velocidades de agitacion. Aumentos que pueden
explicarse por el incremento en la concentracion celular hasta el final de la fase
exponencial. Sin embargo, durante las etapas posteriores del proceso, el aumento
de la viscosidad no se explica por la concentracibn de biomasa ya que esta
permanece constante después de las 50 h de cultivo (Figura 23). Adicionalmente,
aunque el comportamiento en el crecimiento celular para ambas velocidades de
agitacion es similar, se obtuvieron mayores viscosidades en los cultivos agitados a
260 rpm (10.84+0.5 mPas) comparados con los cultivos llevados a 340 rpm
(5.96+2.1 mPas). Estos comportamientos coinciden con que a velocidades de
agitacion de 260 rpm se presentan valores mas bajos de velocidad de

deformacion, al ser comparados con los llevados a cabo a 340 rpm (Tabla 8).

1 ——
LUZ DEISY MARIN PALACIO 80



El papel de la potencia volumétrica en la produccion y glicosilacion de proteinas recombinantes en bacterias
filamentosas: APA (proteina de 45/47 kDa) de Mycobacterium tuberculosis en Streptomyces lividans

0.10 A

0.08 -

0.06 -

0.04 -

0.02 ¢

indice de consistencia K (mPas™)

0.00 T \ T

0.8

0.6

indice de comportamiento n (-)

Viscosidad aparente (mPa.s)

0t \ . T
0 20 40 60

Tiempo de cultivo (h)

Figura 22. Parametros reoldgicos de cultivos de S. lividans recombinante productora de
APA (45/47 kDa) en biorreactores agitados a 260 rpm (-O-) y 340 rpm (-e-). A. indice de

consistencia, B. indice de comportamiento.
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6.10 Parametros morfologicos de cultivos de S. lividans en biorreactor

Con el objetivo de determinar las caracteristicas morfolégicas de los agregados
miceliares, se tomaron muestras de biomasa al inicio, a la mitad y al final de la
fase exponencial y al final del cultivo. Estas muestras fueron analizadas por
microscopia determinandose el diametro, area y perimetro promedio (Tabla 7). La
distribucion morfologica de los pellets en diferentes tiempos de cultivo para los
sistemas agitados a 260 rpm y 340 rpm son mostrados en la figura 23. De acuerdo
a estos resultados se puede decir que el tamafio de los pellets incrementa,
después de la germinacion de esporas hasta la mitad de la fase exponencial,
tiempo en el que se observa una disminucion del tamafio que puede ser resultado
de la erosion o fragmentacion de la superficie. Esto concuerda con lo obtenido por
Rocha-Valadez et al. (2007) quienes al evaluar la influencia de la frecuencia de
circulacion en la morfologia de Thricoderma harzianum, encontraron una

disminucién en el tamafio de los pellets después de 96 h de cultivo.
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Tabla 7. Comparacion morfolégica de los cultivos de S. lividans recombinante
productora de APA (45/47 kDa) llevados a cabo en biorreactores agitados a 260 rpm

y 340 rpm. Los valores con la misma letra, para cada parametro morfolégico indica que no

difieren estadisticamente (p=0.05) por la prueba de rangos multiples de Tukey HSD.

Tiempo (h) 260 rpm 340 rpm
Area (um?)
24 9620+3832P 708142044
36 34752+1170° 23316+525¢
60 9990+5032P 15524+1698°
72 10796+555° 8631+5252P
Perimetro (um)

24 548+132P 490+102
36 1148+26° 936+17¢
60 605+18° 812+50°
72 602+19° 638+25P
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Figura 23. Distribucion morfolégica de los pellets S. lividans recombinante productora de
APA (45/47 kDa) en biorreactores agitados. A. 260 rpm, B. 340 rpm. Muestras tomadas a
las 24 (), 36 (——), 60 (- - -) y 72(—) h de cultivo.

Al observar el diametro promedio de los pellets, para las dos velocidades de
agitacion (Figura 26) a mitad de la fase exponencial, se encuentran agregados
mas grandes en los cultivos agitados a 260 rpm (244.5+5.1 um), comparados con
los pellets obtenidos a velocidades de agitacion de 340 rpm (214.1+13.6 pm), lo
que muestra la influencia de la P/V en los parametros morfolégicos, por lo menos
al inicio del cultivo. Sin embargo, después de la mitad de la fase exponencial, el
tamafio de los pellets disminuye para ambos sistemas, presentdndose paradmetros

morfologicos estadisticamente similares (Figura 24). Esto sugiere que las P/V
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evaluadas en estos sistemas (0.22 y 0.44 kwW/m?3), después de la fase exponencial
del crecimiento celular no tiene un efecto significativo en el tamafio de los pellets.
Justen et al. (1996) muestran que la P/V es un parametro que poco correlaciona el
dafio de las hifas cuando se utilizan diferentes escalas de operacion e indica que
los cambios en la morfologia (a las misma P/V) dependen significativamente de la
geometria del impulsor. Ademas, los mismos autores proponen que la energia de
disipacidn/tiempo de circulacion (EDCF) podria mostrar una mejor correlacion en
la morfologia micelial (Justen et al., 1998), se considera asi, que la fragmentacion
de la hifa es causada por un pasaje intermitente del micelio a través de la regién
del impulsor de alta energia de disipacion. Nuestros resultados sugieren que para
el caso de S. lividans una ECDF de 0.87 kW/m3s, que es generado a una P/V de
0.22 kW/m? podria ser suficiente para dispersar el micelio a un tamafio uniforme,

especificamente después de la fase exponencial del crecimiento.
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Figura 24. Diametro promedio de pellets de S. lividans recombinante productora de APA
(45/47 kDa) crecida en biorreactores agitados a 260 rpm (barras blancas) y 340 rpm
(barras negras). Las muestras fueron tomadas a las 24, 36, 60, 72 h de cultivo. Las barras
gue tienen la misma letra no difieren estadisticamente (p=0.05) por la prueba de rangos multiples
de Tukey HSD.
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Adicionalmente, la reduccion en el tamafio del pellet, puede deberse al
razuramiento o fragmentacion de hifas, que ocurre cuando las fuerzas de
cizallamiento locales exceden la resistencia a la traccion de las hifas (van Suijdam
y Metz, 1981). Como la microescala (A\) de Kolmogorov ha sido utilizado para
establecer el mecanismo responsable de esta fragmentacion (Li et al., 2002); en la
Tabla 8, se presentan los valores de A usando la viscosidad aparente de los caldos
y la energia de disipacion calculada para el inicio del cultivo de este trabajo. El
tamafio de la microescala incrementa durante el cultivo, alcanzando tamarnos de
282 y 149 pm en los cultivos agitados a 260 y 340 rpm respectivamente. La
disminucién en el tamafio del pellet después de las 36 h de cultivo, podria
explicarse por la abrasion que genera la interaccién pellet-eddie. Sin embargo, no
se encuentra una relacion directa entre el tamafio del eddy de Kolmogorov y la

morfologia de S. lividans en este trabajo.

Tabla 8. Microescala de Kolmogorov y diametro promedio de pellets, para

diferentes tiempos de cultivo en biorreactores agitados.

260 rpm 340 rpm

Tiempo de 4l Didmetro Al Didmetro
_ Y(57)  n(mPa.s) A (um) Y(5™)  n(mPa.s) A(um)

cultivo (h) pellet (um) pellet (um)
0 184.5 0.89+40.1 43.6 -- 322.1 0.66+0.1 29.1 --
24 193.8 0.7240.2 40.5 147.+4 274.8 0.81+0.4 36.9 131+3
36 152.2 1.3+0.1 58.2 245+6 202.3 1.4+0.8 58.4 214.0+4
60 78.3 4.6+0.6 157.6 138+4 133.3 3.7+1.7 109.2 160+10
72 53.1 10.8+0.5 282.3 146.3+43 108.4 6.0+2.1 148.9 13445

Al comparar el tamafio de los agregados entre matraces y reactores para la misma
potencia volumétrica de 0.22 kW/m?3, se observan diametros de pellets mas
grandes en matraces convencionales (382+102 um) al ser comparados con
cultivos agitados a 260 rpm, (244+4.0 um). Ademas, las morfologias encontradas

en matraces con resorte y biorreactor agitado a 340 rpm, presentan diametros
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maximos promedio de 168.7+42 pm y 214+4.0 pm, respectivamente. Estas
diferencias en tamafios morfoldégicos pueden responder a los diferentes patrones
de mezcla que se presentan en matraces agitados y en biorreactores con
agitacion mecanica. Es por ello, que el escalado de matraces a biorreactores
agitados puede verse obstaculizado (Gerson y Kole, 2001).

En este sentido, Biichs y Zoels (2001), demostraron que el consumo de potencia
se distribuye de manera mas uniforme en los procesos de agitacion orbital que en
los tanques agitados. Por lo tanto, el estrés hidrodinamico podria ser mas bajo en
matraces agitados explicando el porqué se encuentran tamafios de pellets mas
grandes en MC, que en biorreactores.

Intervalos mas estrechos de tamafios morfolégicos en cultivos en biorreactor
fueron encontrados (Tabla 7 y 8), resultados similares a los reportados por
Gamboa-Suasnavart et al. (2013), quienes en el proceso de escalado alcanzaron
diametros de 150+10 um en biorreactor agitado a 300 rpm y una TOD del 10%.
Esto puede indicar que la velocidad méaxima de disipacion de energia local en todo
el biorreactor es mas alta que la distribucion en matraces agitados. Esto esta de
acuerdo con Peter et al. (2006), quienes reportaron que en el mismo consumo de
energia, la velocidad maxima de disipacién de energia en los biorreactores de
tanque agitado es diez veces mas alta que en matraces agitados.

6.11 Determinacion de proteina APA en biorreactores agitados

La produccion de la proteina APA fue evaluada mediante SDS-PAGE, Western
Blot (figura 25 A, B Y C) y densitometria. Los analisis de densitometria muestran
que la produccion de proteina APA para el sistema agitado a 260 rpm, equivalente
a una P/V de 0.22 kW/m3, fue de 27+0.5 %, similar a la obtenida en matraces
convencionales con 50 ml de medio (25+3%). Mientras que para los cultivos
agitados a 340 rpm, donde se suministra una P/V de 0.44 kW/m3, la produccion de
la proteina fue 25+2.2 %, diez por ciento menos que lo obtenido en matraces con

resorte (35.2 %). Sin embargo, no se presentan diferencias significativas en la
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produccién de rAPA en los cultivos llevados en biorreactores de 1.2 L. Estos
resultados sugieren que la morfologia de S. lividans no estad directamente
relacionada con produccion y secrecion de la APA por lo menos en las
condiciones evaluadas, pues tamafos morfologicos similares a los encontrados en
matraces con resorte fueron obtenidos en los cultivos en biorreactores de 1.2 L,
sin igualar la produccion de APA obtenida en MR.
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Figura 25. A. SDS-PAGE de la proteina total secretada precipitada con Metanol.-
cloroformo en reactores agitados a 260 rpm y 340 rpm. Western blot de APA de S.
lividans usando (B) AntiAPA Mab6A3, (C) Anti-ConA. S. lividans silvestre (wt) APA de
E.coli (CY).

La caracterizacion de la O-glicosilacion del extremo carbono-terminal de APA
obtenido por digestion con LyC, se muestra en la tabla 9 y figura 26. Se observa,
gue para las velocidades de agitacion de 260 rpm y 340 rpm no se encuenta la
sefal correspondiente al péptido 8 sin glicosilar que tiene un peso teorico de
4624.3 Da, ni el péptido con una manosa. La union de una hexosa a una cadena
péptica, se caracteriza por el incremento en el peso molecular de 163 Da. Esta
diferencia fue encontrada en 7 sefiales posteriores a la del péptido sin glicosilar.
Estas cantidades de manosas (7 unidades) unidas al carboxilo terminal de la

proteina APA, no habian sido previamente reportadas, ni para la proteina nativa
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(Dobos et al., 1996), ni para la recombinante producida en S.lividans (Lara et al.,
2004).
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Figura 26. Analisis de MALDI-TOF para el péptido 8 generado de la digestion con Lys C
(Roche ®, Alemania) producido en biorreactores de 1.2 L a 30°C y TOD del 10%. A. 260
romy B. 340 rpm.

Tabla 9. Pesos observados (Da) del Péptido correspondiente al extremo carbono-
terminal de APA generado de la digestion con Lys C (Roche ®, Alemania)

obtenidos en biorreactores agitados y en matraces convencionales y con resorte.

Peso observado (Da)

Tipo de cultivo Manosas
0 1 2 3 4 5 6 7
Matraz Convencional | 4627.7 | 4790.2 | 4952.4 | 5116.2 | 5278.2 | 5438.9 | 5601.1 | ND
50 mL
Biorreactor ND ND | 4954.6 | 5117.7 | 5279.1 | 5442.6 | 5605.0 | 5767.7
260 rpm
Matraz con Resorte* | 4645.2 | 4804.4 | 4967.7 | 5130.3 | 5292.2 | 5455.5 ND ND
Biorreactor ND ND | 4952.7 | 5114.1 | 4277.2 | 5439.1 | 5602.6 | 5764.6
340 rpm

*Gamboa-Suasnavart et al., (2011). ND: No detectado
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Los resultados obtenidos hasta el momento indican que la potencia volumétrica
como criterio de escalado de matraz a biorreactor no reproduce el comportamiento
cinético de los cultivos de S. lividans en términos de velocidad especifica de
crecimiento (0.074+0.004 y 0.09+0.001 h'') para matraz convencional y reactor de
1.2 L agitado a 260 rpm, En cuanto a produccion de proteina recombinante
determinada por densitometria de geles, se obtuvo una produccion superior al
25.5 % respecto a la proteina total para todos los sistemas. Adicionalmente, la
calidad de la proteina recombinante medida como cantidad de manosas unidas al
péptido del carbono terminal, fue mayor en los cultivos llevados en biorreactor de
1.2 L. Se encontraron hasta siete manosas en cultivos llevados a cabo en
biorreactor de 1.2 L, una manosa mas que las obtenidas en matraces

convencionales y con resorte.
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7. Conclusiones

En este trabajo fue desarrollada una aproximacion para entender el rol de la
potencia volumétrica en la fisiologia de una cepa de S lividans productora de una
proteina recombinante APA de Mycobacterium tuberculosis usando tres disefios
de matraz. Como anteriormente fue sugerido por Gamboa-Suasnhavart et al.
(2011), la morfologia, el crecimiento y la produccién y la O-glicosilacion puede

verse afectada por los procesos de transferencia de masa y momento.

La evolucion de la P/V durante la produccion de APA por S. lividans fue evaluada
en tres disefios de matraz. Para las mismas condiciones de agitacion y volumen
de llenado, el MC proporciona aproximadamente, un 50 % menos de P/V que la
suministrada por los MR y MB. Estos cambios podrian explicar, las diferencias en
morfologia, velocidad especifica de crecimiento y produccion de proteina. Sin
embargo, al igualar la P/V de los matraces con resorte (MR) en matraces
convencionales, no se reproducen los tamafos morfoldgicos de S. lividans
obtenidos en MR, lo que sugiere que la transferencia de oxigeno y los patrones de
flujo en el cultivo, pueden estar influenciando la morfologia. Sin embargo, la
reproduccion de la P/V, fue satisfactoria en términos de la velocidad especifica de
crecimiento, produccion de APA vy glicosilacion; por lo menos, en el péptido del

carbono terminal obtenido por digestion con LysC.

La productividad especifica de APA recombinante probablemente no se ve
afectada por el tamafio de los agregados de la S. lividans, pero seguramente si
por la transferencia de oxigeno en el interior de ellos. Un aumento de OTR podria
estar ocurriendo a través del aumento de la P/V, como se puede observar en
matraces convencionales (MC-15 mL y MC-25 mL) donde la P/V se increment6
(0.44 kW/m?), y donde los tamarios de los pellets fueron similares a los obtenidos

en matraces convencionales con 50 mL de volumen de llenado (0.22 kKW/m?3).
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Nuestros datos indican que el papel de la P/V como un parametro global en
cultivos de S. lividans, no esta claramente definido para determinar el crecimiento,
la morfologia, produccion de la proteina recombinante y sus modificaciones
postraduccionales (en este caso la O-glicosilacién en el extremo carbono-terminal
de APA).

La P/V inicial como criterio de escalado de matraz a biorreactor de 1.2 L no
reproduce el comportamiento cinético de los cultivos de S. lividans en matraces
agitados, bajo las condiciones evaluadas. Sin embargo, los resultados son
satisfactorios en términos de produccién de la proteina APA y O-glicosilacién. Con
respecto al tamafio de los pellets, no se encontraron tamafios morfologicos
similares de S. lividans en los cultivos llevados a cabo en biorreactor agitado a 260
rpm, donde la P/V suministrada de 0.22 kW/m3, correspondia a la P/V de matraces
convencionales con 50 mL de volumen de llenado. Esto podria deberse a
diferencias en la evoluciéon de la P/V y a los patrones de flujo que se presentan

entre los matraces agitados y el biorreactor.

La reologia de las suspensiones celulares de S. lividans tiene un comportamiento
no Newtoniano en todos los tiempos de cultivo y la viscosidad aparente de los
caldos aumenta debido a la concentracion celular y a la morfologia de los
agregados. Sin embargo, no se puede describir una correlacion entre
concentracion de biomasa, diametro promedio de pellet y parametros reologicos
(indice de comportamiento, n; e indice de consistencia, k); esto puede ser debido
a la variabilidad pellet/micelio disperso que se presentan en los -cultivos
sumergidos evaluados en este trabajo que dificultan la caracterizacidén reoldgica

de los caldos.
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8. Recomendaciones

Como la hidrodinamica de los cultivos de S. lividans en la produccion de APA
recombinante no estan completamente entendidos; se recomienda por técnicas
computacionales de dindmica de fluidos (CFD) hacer una descripcién experimental
de las caracteristica de flujo del fluido tanto en matraces agitados como en el
biorreactor de 1.2 L que permita generar informacion util para mejorar las

estrategias de escalado.

Como nuestros resultados sugieren que no solo la P/V podria estar influyendo en
la produccion y O-glicosilacion de la proteina APA recombinante en S. lividans, se
recomienda hacer estudios de los cultivos en biorreactor, a diferentes velocidad de
transferencia de oxigeno (VTO) y asi determinar si la disponibilidad de este o su

limitacion modifica la expresion de la proteina APA y su O-glicosilacion.

Seria de interés evaluar el efecto del tipo de inéculo (esporas o micelio) y la
concentracion de este en la cinética de crecimiento, en la morfologia de S. lividans
y en consecuencia en la produccion y O-glicosilacion de APA. Un cambio
“drastico” en el diametro de los pellets puede ser critico en la produccion y O-
glicosilacién de APA ya que podria influir en la transferencia de masa al interior del

pellet y en la relacion de células activas en este.

Para describir una correlacion entre reologia y morfologia de S. lividas en la
produccion de APA recombinante, se sugiere, hacer medicién no solo del diametro
promedio del pelllet, sino también del tamafio del micelio disperso y determinar la
relacion de ambos en el cultivo. Esto con el fin de comprender el comportamiento
del fluido y asi poder desarrollar estrategias que ayuden a superar las posibles

limitaciones en la transferencia de masa, de momento.
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10. Anexos
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The impact of flask geometry on Streptomyces lividans growth and morphology, production and O-
mannosylation of a recombinant O-glycoprotein (APA from Mycobacterium tuberculosis) was described
and associated to the evolution of the volumetric power input (P/V) in three shake flask geometries. Dur-
ing the exponential growth, the highest P/V was found in baffled flasks (BF) with 0.51 kW/m?3, followed
by coiled flasks (CF) with 0.44 kW/m?3 and normal Erlenmeyer flasks (NF) with 0.20 kW/m? (flasks vol-
ume of 250 mL, filling with 50 mL and agitated at 150 rpm). During the stationary phase, P/V decreased

?ﬁﬁ’:ﬁ‘ﬁoreacmrs 20% in BF and CF, but increased two times in NF, surely due to changes in mycelial morphology and its
Morphology effects on rheology. Also, NF cultures were carried out at a filling volume and agitation of 15 mL, 150 rpm

(15 mL-NF), and 25 mL, 168 rpm (25 mL-NF), in order to raise P/V closely to the values obtained in CF.
However, different growth, morphology and recombinant protein productivity were obtained. These data
indicate that P/V is not a definitive parameter that can determine bacteria growth and morphology, not
even glycoprotein production. But it can be proposed that the oxygen transfer in the center of the pellets
and hydromechanical stress might be the more relevant parameters than P/V.

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

Orbital shaking

Power dissipation
Suspension rheology
Recombinant glycoproteins

1. Introduction non-branched hyphae, clumped and pelleted [9,11]. Few attempts

to understand a possible relation between morphology, growth and

Bacteria of the genus Streptomyces are widely used to produce
a large range of secondary metabolites including antimicrobial,
antifungal, antihelmintic and antitumor agents, as well as herbi-
cides, pigments and other bioactive compounds [1,2]. Also, some
strains as S. lividans are commonly used as hosts for the expression
of heterologous proteins [3-7]. Streptomyces are prokaryotes with
similar aspects to filamentous fungi, both are dispersed in the form
of spores and its growth is branching hyphae that form a vegeta-
tive mycelium [8-11]. Specifically, in submerged cultures S. lividans
presents a filamentous morphology that may be branched and

* Corresponding author. Tel.: +52 55 56229192; fax: +52 55 56223369.
E-mail address: maurotru@gmail.com (M.A. Trujillo-Roldan).

http://dx.doi.org/10.1016/j.bej.2014.06.010
1369-703X/© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

recombinant protein production have been reported [3,12,13]. Van
Wezel et al. [13] described the successful morphological engineer-
ing of S. coelicolor and S. lividans through a controlled expression of
the morphogene ssgA, leading to the improvement of growth by the
fragmentation of the mycelial clumps resulting in increased growth
rates for S. lividans of almost 45%, and the production of recom-
binant tyrosinase increased 2.5 times [13]. By using fluorescence
microscopy and viability staining, Manteca et al. [ 14] reported that
compartmentalized hyphae started to form pellets by radial growth
of S. coelicolor A3(2), and in the center of the pellets a relatively
quick cell death can be detected [14].

In various mycelial bacterial and fungal cultures it is known
that the morphology of the culture largely depends on the
hydrodynamic conditions, as well as on aeration and on culture
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Fig. 1. Schematic diagrams of shake flasks used: (A) conventional Normal (NF); (B) baffled (BF); and (C) coiled shake flasks (CF).

Diagrams taken with permission from Gamboa-Suasnavart et al. [3].

medium [15-19]. When using shake flasks, the effects on morphol-
ogy, growth, and recombinant protein production in filamentous
bacteria cannot be easily measured independently because the
hydrodynamic and aeration phenomena are interrelated. However,
shake flasks are the most commonly used bioreactors for cultures
in literature, and deciding which flask design to use for filamentous
cultures will be a key step in production or clone selection or in the
inoculum train [20-22].On the other hand, the power input per unit
of liquid volume (P/V) has been intensively used for the character-
ization of macroscopic hydrodynamics in bioreactors, and lately in
shake flask cultures [20,23-31].

The morphology of S. lividans depends on the hydromechanical
stress and on the oxygenation of the culture as was demonstrated
[3], both determined by the design of the shake flasks used to
grow these bacteria (normal conventional, baffled and coiled shake
flasks). Moreover, the shake flask design might be playing a role in
the regulation of the productivity and O-glycosylation of a recom-
binant glycoprotein. The small and dispersed mycelia aggregates
obtained in baffled (BF), and coiled (CF) shake flasks improve the
production and increase the degree of O-mannosylation of the
recombinant glycoprotein (up to five mannoses attached to the
carboxy-terminal of the protein), in comparison with the large
aggregates obtained in conventional normal (NF) shake flasks,
with just two mannoses attached [3]. These differences in flask
geometry, and therefore, the volumetric power input involved,
might play a role in the changes shown in morphology, growth
rate, and protein production in S. lividans, thereby suggesting that
hydrodynamic effects may be involved in the performance of the
microorganism. Moreover, mathematical models and experimental
data of S. coelicolor cultures in bioreactors have been used to cor-
relate volumetric power input and bacterial morphology [32,33].
With this model, a prediction of aggregate size of S. lividans in aer-
ated bioreactor cultures based on the volumetric power input was
made. These data were used to obtain a culture morphology in
the bioreactor, similar to that previously reported in baffled/coiled
shake flasks [33]. This successful scale-up strategy suggests that
power input has an important influence on growth, morphology,
and recombinant protein productivity of S. lividans. The aim of the
current study was to find out the role of the volumetric power
input by measuring the shear viscosity, the morphology and the
development of P/V during the cultivation of a recombinant S. livi-
dans strain, using the three shake flask configurations as previously
reported [3]. Additionally, a comparison of S. lividans growth and
morphology, rheology and recombinant protein production and
its O-mannosylation profile was made, when NF cultures were
carried out at a P/V value similar to the P/V values obtained in
CF.

2. Materials and methods

2.1. Microorganisms, culture conditions and analytical
determinations

Streptomyces lividans 66 strain 1326 was used in this work
[34,35], and it was transformed with plasmid pIJ6021MT-45, which
carries the M. tuberculosis apa gene (Rv1860), cloned under the
thiostrepton-inducible P;ps promoter [36]. Spores of S. lividans
were maintained in 20% glycerol and kept at —20°C, as a master
bank. S. lividans spores were pregerminated in YT medium for 8 h at
37°C, and 150 rpm [36]; the germinated spores were then washed
and inoculated to shake flasks at an optical density of around 0.015
at 600 nm (Beckman DU730 spectrophotometer, USA).

The same shake flask designs previously used by Gamboa-
Suasnavart et al. [3] were used (250 mL-flasks filled with 50 mL of
medium). Normal Erlenmeyer flasks (NF), Baffled flasks (BF) with
three baffles, 2.5 cm depth and 4.5 cm height, and coiled flasks (CF)
with a stainless steel spring at the bottom, 1.3 cm diameter, 19
standard wire gauge (SWG), as is shown in Fig. 1. Luria-Bertani’s
medium supplemented with 50 pg/mL kanamycin and 34% w/v
sucrose [36] was used. All cultures were carried out at 30°C and
150rpm for 72 h, with the addition of the inducer thiostrepton
(10 pg/mL) at 16 h of culture. At least 20 shake flasks were used
for each kinetic and two shake flasks were removed at each kinetic
data point for biomass, protein and image analysis [3].

The biomass was evaluated by dry weight; 5 mL of culture were
filtered through a 0.45 pum pore size membrane (Millipore, USA),
and washed once with one volume of distilled water. The mycelium
obtained was dried for 24 h in an oven at 55 °C, then placed for 2 h
in a desiccator, and weighed afterwards [3].

The amount of protein in the culture supernatant was deter-
mined using the Bradford Method (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
Electrophoresis in 12% polyacrylamide gels containing SDS and
subsequent immunoblotting procedures were carried out as pre-
viously described [3]. For Western blots, 30 g of total protein
separated by SDS-PAGE (10%) were transferred to polyvinylidene
difluoride membranes (Millipore). The membranes were incubated
with 5% (w/v) skim milk in PBS containing Tween 20 (0.05% v/v)
for 1h, washed with PBS Tween 0.05%, and then incubated with
primary antibody (mAb6A3) at a 1:1000 dilution overnight at 4°C
[3,36]. After three washes with PBS-Tween 20, the membranes
were incubated with diluted peroxidase-conjugated anti-mouse
IgG (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) at a 1:2000 dilution for
2 h. After incubation, the blots were stained by using the Super-
Signal West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce Chemical,
Rockford, IL, USA) and images were taken using the theC-DiGit
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Chemiluminescent Western Blot Scanner (Li-Cor, Lincoln, NE,
USA).

2.2. Protein digestion and MALDI-TOF analysis

O-linked glycans at the C-terminal region of recombinant APA
were characterized and the protein was purified and digested
with LysC with the aim to produce at least eight peptides as
previously reported [3]. The 45 and 47 kDa bands were excised
from SDS-PAGE gels, washed with water, distained with ammo-
nium bicarbonate buffer (100 mM, 50% methanol), dehydrated with
acetonitrile (100%), and rehydrated with ammonium bicarbonate
buffer (25 mM) containing the Lys-C enzyme (Roche) in 1:1000
dilution. Digestion was carried out overnight at 37 °C, and 20 p.L of
trifluoroacetic acid (TFA, 0.1% v/v) were added to stop the reaction.
A concentration step was carried out to obtain 20 L or less (Speed-
Vac concentrator, Savant-Thermo). Masses were determined in a
Bruker Microflex matrix-assisted laser desorption ionization time-
of-flight instrument (Bruker Daltonics GmbH, Leipzig, Germany)
equipped with a 20Hz nitrogen laser at [=337 nm. Spectra were
recorded in reflector and/or linear positive mode for the mass range
of 3800-6000 Da. 1.0 mL of sample solution was mixed with 5mL
of 30% acetonitrile, 70% water, 0.1% TFA, and saturated with o-
cyano-4-hydroxycinnamic acid or sinapinic acid. Then, 1.0 wL of
this solution was deposited onto the MALDI target, and allowed to
dry at room temperature. At least three MALDI-TOF analyses were
done at the end of each independent culture.

2.3. Measurements of power input

The development of the volumetric power input (P/V) was char-
acterized on-line during S. lividans growth and APA production
using the method previously described [24,25]. This method is
based on torque measurements in the drive of the shaking machine
with appropriate compensation of friction losses. Operating condi-
tions for all cultures were: 150 rpm, 30 °C, flasks with nominal flask
volume of 250 mL, filling volume of 50 mL (or as otherwise stated),
and shaking diameter of 2.5 cm.

2.4. Rheological measurements

Rheological parameters of the culture broth were measured
using 50 mm plate/plate geometry in a controlled stress Rheome-
ter (Physica MCR 101 Modular Compact Rheometer, Anton Paar,
Graz, Austria) at a constant temperature of 30 °C, using shear rates
between 0.1 and 100s~!, and a gap between two plates of 1 mm.
It was ascertained that the measurements were carried out within
the sensitive range of the rheometer used and with the adequate
time to reach the steady state in each shear rate. The dependency
of the viscosity on the shear rate was described by the Ostwald-de
Waele law:

n=Kky"! (1)

where 7 is the apparent viscosity (mPas), y is the shear rate (s1),
K is the consistency index (m Pas™) and n is the flow behavior index
(dimensionless).

2.5. Morphological measurements

The morphology of S. lividans in culture was measured as pre-
viously reported [3,33]. In brief, a sample of 20 L of culture broth
was fixed using a formalin solution (10%, v/v) in order to avoid the
losses of the actual morphology, placed on a slide, and carefully
covered with a cover slip. A minimum of 300 objects of each sam-
ple were analyzed for each determination. The image was captured
with a digital camera Coolpix 4300 (Nikon, Tokyo Japan) mounted
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Fig. 2. Evolution of the volumetric power input during the cultivation of Strepto-
myces lividans producing rAPA from M. tuberculosis, in conventional normal (NF),
baffled (BF), and coiled (CF) shake flasks with a nominal volume of 250 mL and 50 mL
filling volume, incubated at a shaking frequency of 150 rpm and a shaking diameter
of 25 mm.

on a microscope (Nikon Optiphot-2, Tokyo Japan) that used a 4x
magnification. Image analysis was performed with the software
package Image] (National Institutes on Health, NIH, Bethesda, MD,
USA) available on-line (http://imagej.nih.gov/ij/index.html).

3. Results and discussion

3.1. Measurements of power input in three different shake flasks
designs

The development of P/V for cultures carried out in three dif-
ferent designs of 250 mL shake flasks (normal, baffled and coiled
flasks, as is shown in Fig. 1) using a strain of S. lividans producing a
recombinant protein is shown in Fig. 2. Maintaining the same agita-
tion frequency of 150 rpm and the same filling volume of 50 mL, P/V
remains substantially constant during the first 50 h, and the high-
est P/V was obtained for baffled flasks near 0.51 kW/m?3, followed
by coiled flasks of roughly 0.44 kW/m?3, and then by conventional
flasks of around 0.20 kW/m3. Comparing the experimentally mea-
sured P/V in NF (0.20 kW/m?3), with the correlation proposed by
Buchs (0.22kW/m3) [24,25] a good approximation was achieved
with a difference of just 9%. However, in baffled flask, the corre-
lation predictions from Peter et al. [20] a difference of 67% was
found. This can be due to differences in baffles dimensions used
in this experiment (25 mm deep and 45 mm high) and those used
by Peter et al. [20] (14 mm deep and 35 mm high). Thereafter, the
behavior of the P/V is not constant, it decreases to 0.44 kW/m3 in
BF and to 0.35kW/m? in CF, respectively. In contrast, it increases
to almost 0.38 kW/m? in NF. The initial values of P/V during the
first 50 h are in agreement with values reported by Peter et al. [20],
who proposed that the greater resistance to fluid flow in baffled
flasks than in conventional normal ones generated greater P/V val-
ues [20]. By computational fluid dynamics (CFD) techniques, using
volumetric average of turbulence parameters, Li et al. [27] found
that each of these turbulence parameters in baffled flasks is greater
than those in unbaffled flasks [27]. Velocity performance indicates
that a greater velocity gradient is formed in baffled flasks. As a
result, energy dissipation in baffled flasks is higher than that in
unbaffled flasks. When the fluid hits the baffles, it splashes over
the baffles, resulting in higher local velocity and energy dissipation,
especially at the submerged corner between the baffle and the flask
wall. This results in a better mixing and mass transfer capacity of
baffled shake flasks [27].
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On the other hand, to our knowledge, this is the first time that
P/V was measured for any culture carried out in coiled flasks. P/V
in CF has an intermediate value between conventional and baffled
flasks (Fig. 2), suggesting that works as an obstacle that increase
energy dissipation and promotes an increase in mass transfer coef-
ficientaslongasagood incorporation of the gas phase in the system,
even though such contributions are smaller than in the baffled flask.

At the end of cultures carried out in NF, an increase in the
medium apparent viscosity might be responsible for the increase
of P/V [20,29]. An exponential increase in P/V, due to an increase
in viscosity in cultures of alginate producing bacteria Azotobac-
ter vinelandii, in normal conventional flasks has been found [29].
A maximum P/V of 1.4kW/m?3, but a reduction at the end of cul-
tures (1.2 kW/m3) were due to a decrease in apparent viscosity, and
the possible occurrence of the “out of phase” phenomena. Also, it
has been demonstrated that at least at shaking diameter of 25 mm
(shaking diameter employed in this study), cultures carried out in
baffled flasks were out of phase [20]. Out of phase phenomenon
is generated when parts of the liquid cannot follow the agitation
motion, and therefore, remain at the bottom of the flask with little
movement. This is associated with a reduction in power, a reduc-
tion in mass transfer, and flow irreproducibility [25]. However, out
of phase cannot be easily associated to the end of cultures in BF
or CF (Fig. 2), and the rheological complexity of cultures might be
related to these changes in P/V.

3.2. Biomass growth, morphology and rheology in three different
shake flasks designs

The highest biomass production was obtained in BF
(5.6+0.2¢g/L), and CF (5.2+0.1g/L), which occurred at the
maximum volumetric power input (0.51 and 0.44 kW/m?3, respec-
tively), while at P/V of 0.20 kW/m? obtained in NF, the final biomass
concentration was 2.1+1.2g/L (Fig. 3A). Moreover, the specific
growth rate (@) was significantly different in CF (0.14+0.01h-1),
BF (0.10+£0.01h~1), and NF (0.08 +0.01 h—1) flasks. These results
are in agreement with those reported by Gamboa-Suasnavart et al.
[3] in terms of the specific growth rate, which has been previ-
ously reported in the range of 0.08-0.14h~! for the same shake
flasks geometries [3]. However, there are differences in the final
biomass concentrations obtained in this work (Fig. 3A) and those
reported previously by other authors [3], where no significant
differences were reported among BF, CF and NF (with an average of
3.3+£0.2g/L). This differences in biomass growth can be attributed
to differences in the inoculum size, as previously reported for S.
coelicolor A3(2), where the low density inoculum (10° spores/mL)
grew at a lower specific growth rate, reaching lower biomass
than cultures with high density inoculum (107 spores/mL) [37].
Similar behavior was reported for S. pristinaespiralis where P[V
positively affects the biomass concentration and the concentration
of pristamycins, but they also are affected by the mass transfer
coefficient kpa [21-23]. Moreover, it should be noted that in
all the experiments carried out in this work, we used the same
transformed strain of S. lividans and the same master bank.

A lag phase could be observed during the first 12 h of culture
in all cases. However, in NF two stages in the exponential phase
was observed. This second growth phase in NF where consistent
with those previously reported [19,37,38].In S. coelicolor A3(2), two
growth stages are seen: a first where compartmentalized mycelium
(first mycelium) is obtained, which starts to die in the center of the
pellet to lead the appearance of a multinucleated mycelium (second
mycelium) that grows from the remaining viable hyphae [37]. This
phenomena of two growth phases seem to be associated with low
volumetric power input in combination with low inoculum size
in S. coelicolor [32,37,39], S. fradiae [18,40], S. noursei [41], and S.
natalensis [42].
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Fig. 3. (A) Kinetics of biomass growth of S. lividans producing rAPA from M. tubercu-
losis. (B) Average diameter and standard deviation of S. lividans pellets. (C) Evolution
of the flow consistency index K (m Pas") and (D) flow behavior index n (-) of cultures
in conventional normal (open dots); baffled (square); and coiled (closet dots) shake
flasks with a filling volume 50 mL incubated at a shaking frequency of 150 rpm and
shaking diameter of 25 mm.
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Fig. 4. S. lividans pellet diameter distributions in (A) conventional normal (NF); (B)
baffled (BF); and (C) coiled (CF) shake flasks. Samples were taken at 24 h (dotted),
36 h (dash-dot-dot), 60 h (long-dash), and 78 h (solid) of culture.

According to previously reported data for 100 mL shake flasks
[31], a P/V of around 0.1-0.2 kW/m3 was delivered to the cultures
using conventional 100 mL shaking flasks with a working volume of
20 mL, incubated at 200 rpm (shaking diameter was not reported)
[39], a value similar to that reported in this work for NF, that is
almost 0.22 kW/m? during the first 45 h of culture (Fig. 2).

The kinetics of the pellet size for NF, BF and CF was followed by
sampling cultures at 24, 36, 60, and 78 h of culture in triplicates,
and analyzing at least a minimum of 300 objects per sample for
each determination (Figs. 3B and 4). During the first hours of the
cultivation, the average diameter of the pellets to the three design
flask were approximately 100 wm. However, the pellet grows in
size until it reaches a stable state, being higher in normal flasks. In
NF, pellets increased up to an average pellet size 0of 370 + 82 um, but
a wide range of diameters was obtained, including pellets of up to
700 pm (Fig. 4), while in BF and CF cultures, the obtained average
diameter was up to 160+ 40 wm, with a narrow distribution and

approximately 60% smaller pellets in average than those obtained
in NF. Significant differences are shown only at the end of cultiva-
tion time between CF and BF. This might be due to the flow patterns
and velocity fields in these geometries that are different presenting
greater heterogeneity in the intensity of turbulence in CF, which
could to influence the greatest number of dispersed mycelium (Fig.
S2 and Table S1 included in the supplementary data). Apart from
that, the same trend as previously reported by Gamboa-Suasnavart
et al. [3] was found in this work, with larger pellets in NF and no
significant differences between BF and CF. This difference in pel-
let sizes between both works, might be attributed to differences in
the inoculum size, as previously reported for S. coelicolor [37], indi-
cating that while the power input is responsible for morphological
changes, the inoculum size also plays an important role.

At a P/V of 0.20kW/m3, the pellets were observed as internally
compact and fluffy in the peripheral region (Fig. 5). Meanwhile,
the pellets obtained at 0.51 and 0.44kW/m?3 (BF and CF) had an
oval shape and were less compact (Fig. 5). These changes in the
pellet size for the three flask geometries could be explained by
differences in the energy dissipation rates due to the P/V deliv-
ered to cultures. BF and CF had higher P/V (0.51 and 0.44 kW /m?3,
respectively), compared to conventional flasks (0.20 kW/m?3).

The rheological behavior of the bacterial cultures of S. livi-
dans for the three flask geometries in terms of the Ostwald-de
Waele model (The complete shear flow result is included as sup-
plementary data in the manuscript, Fig. S1), the evolution of the
flow consistency index (K), and the flow behavior index (n) are
shown in Fig. 3C and D. At the end of the cultivation, the flow
consistency index increases three times (0.111 4 0.024 m Pas™) in
NF cultures when compared to BF and CF cultures (0.042 + 0.009
and 0.045+0.003 mPas", respectively), but the behavior index
decreases by 33% in NF (0.40 £+ 0.06) in comparison with BF and CF
(0.6240.05 and 0.63 4 0.01, respectively). This change in the rhe-
ological characteristics of the cultures seems to be related to the
change in the P/V behavior found between 56 and 58 h of culture
(Fig. 2). The increase in P/V at the end of NF cultures or the decrease
in CF and BF, might be related with the increase in NF or decrease in
CF and BF of the consistency index. As also, with the decrease in NF
and the increase in CF and BF in the behavior index. This indicates
an increase in NF or a decrease in CF and BF in the apparent viscos-
ity of the culture, and also an increase in NF but a decrease in CF
and BF in the pseudoplastic behavior of cultures. The pseudoplastic
changes may surely be associated with the changes in morphologi-
cal sizes at late stages of the cultures in NF. Similar behaviors were
found for mycelial cultures of S. clavuligerus [43], S. pristinaespi-
ralis [23], and S. olindensis [10,44]. We could not realize whether
these rheological changes are due to morphology or composition
of the culture medium modifications, but these rheological changes
concur with P/V behavior at the end of cultures. Furthermore, we
observed dispersed mycelium and this was not quantified, and we
thought that this can also be affected volumetric power (through
rheological modifications).

3.3. Recombinant APA production and O-mannosylation in three
different shake flasks designs

Significant differences were found in the recombinant APA pro-
tein produced, similar to the data previously reported [3]. A lower
productivity was found in NF (lanes C50, Fig. 8) compare with CF
(lane R, Fig. 8). Likewise, specific host released proteins at the end
of cultures follow the same trend, with lower amounts of proteins
in NF, and higher amounts in BF and CF [3].

There are four putative sites of O-mannosylation in APA from
Mycobacterium tuberculosis, one of which is located at the carboxy-
terminal region [45,46]. The carbohydrate composition of this site
was determined by mass spectrometry and up to six mannose
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Fig. 5. Representative mycelial kinetic morphology of S. lividans cultured in (A) conventional normal (NF); (B) baffled (BF); and (C) coiled shake flasks (CF). Samples were

taken at 24, 36, 60, and 78 h of culture. (Bar indicates 1000 wm, 4x magnification).

residues were found in NF and CF. These data are different to those
previously reported in our group [3], where up to two mannose
residues in cultures carried out in NF, and up to five mannose
residues were determined in CF and BF.

The differences in the number of mannose residues found in
the carboxy-terminal of recombinant APA in NF in this work, and
the just two mannose residues previously reported [3], are most
probably due to the four times difference in pellet size found. This
suggests that also oxygen supply was a limiting step in the inside
of large pellets, as those previously reported [3], surely limiting
post-translational modifications such as O-mannosylation of the
recombinant proteins. Also, as previously discussed, unavoidable
differences in growth/morphology can be attributed to differences
ininoculumsize [21-23,37]. As a consequence of the changes in pel-
let size between works, a different critical oxygen concentration to
ensure a properly diffuse into the aggregate is expected. According
to the correlation proposed [15], 0.8 mg/L are required to suffice the
diffusion in pellets of 370 + 80 wm diameter (this work), even with
the maximal diameter of 700 wm, 1.2 mg/L are needed. Contrast-
ingly, 14.28 mg/L in 1.57 +£0.41 mm [3] are needed. The solubility
of oxygen in pure water at 25 °C is 8.5 mg/L, approximately. There-
fore, we suggest that in 1.57 + 0.41 mm aggregates there is oxygen
limitation but in the pellets obtained in this work there is not.

The hypothesis of a threshold value of aggregate size to achieve
a certain number of mannose residues, al least in the carboxy-
terminal of the APA protein, as a result of an oxygen limitation,
could be confirmed by displaying a systematic study. This can be
done in order to demonstrate that P/V and oxygen transfer rate, in
conjunction with mycelium inoculum size, has an important role in
triggering the multinucleated mycelium appearance in S. lividans,
as the corresponding aggregate size distribution associated to
this. This has to be done in cultures in bioreactors, where mass
and momentum transfer phenomena can be studied separately
[47]. It was reported that the center of mycelium pellets contains
inactive cells, due to a rapid consumption of substrates (nutrients
and/or oxygen) within the kernel of the pellets [37]. However, It
has been found that mass transfer concerns were negligible in S.
lividans growth, when pellets reach diameters around 2 mm, at
least in terms of oxygen transfer [48]. Nevertheless, this threshold
value of aggregate size can be smaller to affect post-translational

modifications of proteins, as in the case of NF aggregates reported
in previous works [3]. It can be proposed that not only inoculum
size, but also low agitation/aeration may be playing a specific role
in determining the two growth phase phenomena, mainly at low
power input (as in NF), where transient growth arrests can be
triggered [37].

3.4. Biomass growth, morphology and rheology replicating the
P/V from coiled flasks in normal flasks

In order to discern the specific role of P/V in the determination
on growth and morphology of S. lividans, two different approaches
were taken to increase the power input up to those values found
in coiled flasks, but this time in conventional normal Erlenmeyer
flasks (NF). The first approach was setting the shaking frequency to
150 rpm and decreasing filling volume of 50 mL-15 mL (15 mL-NF).
These operating conditions were obtained using modified New-
ton number [24,25]. The second approach was done by setting the
filling volume to 25 mL using modified Newton number equation
[24], which gave us the result of 168 rpm (25 mL-NF) as the shak-
ing frequency (Fig. 6). Even at the beginning of cultures the power
input was similar in 15 mL-NF and 25 mL-NF to data obtained in
coiled flasks, the decrease in P/V found at the end of cultures in CF,
was not found in the normal shake flasks where P/V was increased
(Fig. 6). For 15 mL-NF and 25 mL-NF, P/V measurements were 0.44
and 0.47 kW/m?3 respectively (Fig. 6), when compared those data
with the correlation prediction proposed by Buchs et al. [24,25]
values of 0.51 and 0.49 kW/m3 were obtained. This prediction just
has a difference of 14.7 and 5.1% to experimental data.

In cultures carried out in 15mL-NF, a final concentration of
biomass of 4.7 + 0.3 g/L was obtained with a specific growth rate
() of 0.15+0.01 h~'. However, for those cultures carried out with
a working volume of 25mL and 168 rpm, a final biomass con-
centration of just 2.5+0.4¢g/L with a u of 0.10+£0.03h~! was
obtained (Fig. 7A). In 15 mL-NF no significant difference in maxi-
mum biomass was found, and . when compared with CF, showed
a lag phase and a small growth become visible in the first 36 h
of culture. In contrast, in 25 mL-NF no significant difference was
found in maximum biomass and © when compared with NF filled
with 50 mL. In spite of a well-simulated volumetric power input
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Fig. 6. Evolution of the volumetric power input during the cultivation of S. livi-
dans producing rAPA from M. tuberculosis, in conventional normal (NF) shake flasks
with a nominal volume of 250 mL at coiled flask equivalent P/V changing filling
volume and agitation. 15mL, 150 rpm (15 mL-NF), and 25 mL, 168 rpm (25 mL-NF).
For comparison the P/V of a coiled flask (presented in Fig. 1) with a filling volume
50 mL incubated at a shaking frequency of 150 rpm and shaking diameter of 25 mm
is included.

in 15 mL-NF and in 25 mL-NF, biomass growth results showed that
this type of strategies to equate P/V were not adequate, at least
for mycelial cultures. This is surely due to the differences in oxy-
gen transfer rate (OTR) in NF, CF, 15 mL-NF and 25 mL-NF. The
effect of the filling volume on OTR has been previously reported
in other models as Corynebacterium glutamicum [49,50], E. coli [51],
Hansenula polymorpha [52], Pichia pastoris [53] among others, as
being also the effect of the type of shake flask on OTR [54]. In S.
pristinaespiralis the effects of power dissipation on biomass growth
were indirect, through the augmentation of oxygen transfer rates
[22].

Aggregate diameters similar to NF (370 & 80 wm) were obtained
in 15 mL-NF and 25 mL-NF (412 + 107 wm), and were higher than
those in CF (160 +40 wm), as can be seen in Fig. 6B. These data
indicate that not only P/V, as a global parameter in shake flasks, is
playing an important role in S. lividans physiology, but also oxygen
transfer rate and/or gradients of specific dissipation energy associ-
ated to shake flasks indentations in BF or springs in CF play that
role. Computational fluid dynamics associated to particle image
velocimetry might be important tools to resolve these inquiries
[27,31].

The rheological behavior of the bacterial cultures of S. lividans
for conventional normal flasks with a filling volume of 25 mL and
168 rpm (25 mL-NF) and 15mL and 150 rpm (15 mL-NF) in terms
of the Ostwald-de Waele model, the evolution of the flow consis-
tency index (K) and the flow behavior index (n) are shown in Fig. 7C
and D. At the end of the cultivation, the flow consistency index
was 0.055+0.004 mPas” for 15mL-NF and 0.080 +0.013 m Pas”
for 25 mL-NF and the flow behavior index was 0.62 +0.007 for
15mL-NF and 0.55+0.049 for NF-25mL. No significant differ-
ences were found with the rheological parameters obtained in
CF.

3.5. Recombinant APA production and O-mannosylation
replicating the P/V from coiled flasks in normal flasks

Interestingly, higher recombinant APA productivity was found
in 15 mL-NF (45 + 2% of total released proteins), no significant dif-
ferences were obtained in 25 mL-NF (36 43%), and coiled flasks
(35.2%), and lower APA productivity was found in NF (25.2 +3%)
(Fig. 8A). Also, this was corroborated by Western blots (Fig. 8B).
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Fig. 7. (A) Kinetics of biomass growth of S. lividans producing rAPA from M. tuber-
culosis, in conventional normal flasks (NF) at equivalent P/V of coiled shake flasks.
(B) Average diameter and standard deviation of S. lividans pellets. (C) Evolution of
the flow consistency index K (m Pas") and (D) flow behavior index n (-)of cultures
at equivalent P/V, with a changing filling volume and agitation frequency of 15 mL
and 150 rpm (15 mL-NF, triangles), and 25 mL and 168 rpm (25 mL-NF, open dots).
For comparison the data presented in Fig. 1 for coiled flasks are included (CF, closed
dots) with a filling volume 50 mL incubated at a shaking frequency of 150 rpm and
shaking diameter of 25 mm.
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Fig. 9. MALDI-TOF analysis for the carboxy-terminal peptide of the recombinant APA protein by LysC digestion and obtained in (A) conventional normal flasks with a filling
volume of 15 mL and 150 rpm (15 mL-NF) (B) the non O-glycoform with a molecular mass of 4628.16 Da in 15 mL-NF and (C) conventional normal flasks with a filling volume
of 25 mL and 168 rpm (25 mL-NF). Numbers above each peak mean the number of mannose units linked to the peptide. At least three MALDI-TOF analyses were done at the

end of each independent culture.

The positive control (APA protein produced in E. coli) was used as
molecular weight reference in western blots (Fig. 8B), using the
monoclonal antibody (mAb6A3) against the APA protein.

In other words, a significant effect on the specific heterolo-
gous protein productivity by increasing the volumetric power input
(0.44kW/m?3) in conventional flasks (15mL-NF and 25 mL-NF),
increases recombinant APA productivity, up to those obtained in
coiled flasks (0.44 kW/m?3), although sizes of the cell aggregates are
similar to those reported in conventional flasks (NF, 0.20 kW/m3).
On the other hand, the same O-mannosylation in the carboxy-
terminal region and up to six mannose residues were found in
15 mL-NF and 25 mL-NF (Fig. 9). These results might support the
idea that recombinant APA productivity is not being affected by
size of the aggregate, but surely by the oxygen transfer rate inside
the aggregate, through the increasing of the volumetric power
input.

4. Conclusions

In this work, an approach has been developed to understand the
role of the volumetric power input on the physiology of a recom-
binant strain of S. lividans producing the APA glycoprotein from M.
tuberculosis, by using three shake flask designs. As it was previ-
ously suggested, the mass/momentum transfer is associated with
the morphology, growth, APA production and O-mannosylation [3].

The specific recombinant APA productivity is probably not
affected by the size of the S. lividans aggregates, but surely by the
oxygen transfer inside them. The increase in OTR might be occur-
ring through the increasing of the volumetric power input, as it
can be seen in conventional flasks (15 mL-NF and 25 mL-NF), where
volumetric power input was increased (0.44 kW/m3) and although
sizes of the cell aggregates are similar to those reported in conven-
tional flasks (NF, 0.20 kW/m?3). Our data indicates that the role of
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P/V,as aglobal parameterinS. lividans cultures in shake flasks, is not
clearly defined as an important parameter to determine S. lividans
growth, morphology, recombinant protein production, and its post-
translational modifications (as it is the case of O-mannosylation of
the carboxy-terminal peptide of APA).

Finally, the effect of the filling volume and shake flask glass com-
position on the OTR have been previously reported in other models
[54]. However, to our knowledge no reports have been made on the
geometry of the flasks. It would be attractive to study the OTR of
filamentous bacterial cultures in order to determine whether this
parameter has any role in the determination of growth and mycelial
morphology.
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