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Capitol 0: RESUM

0 RESUM

En aquest treball s’ha optimitzat el procés de produccid de lipases de Rhizopus
oryzae amb el fenotip Mut’ de Pichia pastoris mitjangant la utilitzacié de substrats

mixtes establint les condicions de procés més favorables.

Inicialment es planteja comprovar la funcionalitat d’un sistema de 48 milibioreactors
en paral-lel de 12 ml de volum de treball a la Universitat Técnica de Munich sota la
direcci6 del Dr. Weuster-Botz, amb 1’objectiu d’optimitzar el procés de seleccid de
I’estrategia de cultiu més efectiva, aixi com la seleccio dels clons i sistemes d’expressio
optims, un del punts febles del sistema P. pastoris a 1’utilitzar el metanol com a substrat
inductor. Quan els cultius es realitzen utilitzant els fenotips Mut® i Mut™ de P. pastoris
sota els promotors induibles AOX 1 FLD s’obté com a resultat un creixement deficient.
La principal problematica recau en el sistema de condensacié que presenten els
milibioreactors a la part superior, no sent efectiva i permeten una peérdua de metanol
corresponent a 0.5 gyt 1" h!. Es descarta la utilitzaci6 del sistema de 48 milibioreactors
per soques induibles. D’altra banda, s’utilitza el promotor GAP (constitutiu) utilitzant
glicerol i glucosa com a substrats, els que permeten obtenir resultats satisfactoris de
creixement del microorganisme, oferint valors similars als que préviament s’obtenien a
escales superiors de treball (5 1), demostrant la viabilitat del sistema de 48

milibioreactors pel seguiment de bioprocessos que utilitzin aquest tipus de substrats.

Posteriorment davant les avantatges que presenta la utilitzacié de substrats mixtes en
soques de fenotip Mut® sota el promotor AOX, s’utilitzen sorbitol o glicerol juntament
amb el metanol per observar I’efecte del cosubstrat sobre la produccié de ROL. A
I’utilitzar el sorbitol es realitzen diversos experiments per optimitzar el procés de
produccio. Es realitzen cultius en semicontinu mantenint la concentracié de metanol
fixada en 0.5, 2 i 4 g I'' mitjangant un algoritme de control predictiu combinat amb un
controlador PI, i es manté la p fixada en 0.01 i 0.02 h"' mitjancant una addicid
exponencial preprogramada d’una solucidé concentrada de sorbitol. S’observa que la
concentraci6 de metanol residual en el medi de cultiu és el parametre clau per
I’optimitzacié de la produccié de ROL, trobant-se els valors maxims quan aquesta es

troba fixada a 2 g 1'. A l'augmentar o bé disminuir aquesta concentracid, la
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productivitat disminueix considerablement (2 vegades). D’altra banda, s’observa que
I’efecte de la p és molt inferior, obtenint valors de productivitat similars,
independentment de la p utilitzada. També s’analitzen les velocitats especifiques de
creixement, consum de substrats i produccid. Finalment en col-laboracio amb el grup
liderat del Dr. Cerda de la Universitat de Palma de Mallorca, es valida un sistema SIA

per a I’analisi de sorbitol en linia.

El sorbitol es considera un cosubstrat excel-lent que permet augmentar la
productivitat 1.35 vegades en comparacio a la utilitzacid del metanol com a unica font
de carboni. D’altra banda, 1’inconvenient del sorbitol és la baixa pmax que presenta en
comparaciéo amb les velocitats que es podrien registrar, treballant amb altres fonts de
carboni, fent aixi que el procés de producci6 sigui més efectiu. Es decideix utilitzar com
a cosubstrat el glicerol, que tot i que en situacions actua com a repressor del promotor
AOX, permetra treballar a p 5 vegades superiors. Es realitzen cultius en semicontinu
mantenint la concentracié de metanol fixada en 2 g I"' (valor optimitzat préviament). A
I’escollir la p de treball es consideren les aportacions realitzades per altres autors,
recomanant treballar a valors de p al voltant de pmaxn, per aixi evitar la repressio del
promotor AOX. En aquest treball es realitzen diferents cultius on la p es manté fixada
en 0.1, 0.05 i 0.02 h' mitjancant ’addicié exponencial preprogramada de glicerol
concentrat. Al treballar a la p de 0.02 h™' tant el valor d’activitat lipolitica maxima com
la productivitat volumetrica obtinguda son similars als valors registrats a 1’utilitzar el
sorbitol. Tanmateix, la productivitat especifica i el Yp/x son gairebé 2 vegades inferiors.
D’altra banda, a I’augmentar la p la productivitat disminueix de forma severa. Es
conclou que per evitar la repressié del promotor AOX la relacié establerta entre les
velocitats especifiques de creixement ha de ser inferior a 6 (ugii pme'), degut que al

superar aquest valor s’observa una clara repressio del promotor AOX.

Arribats a aquest punt es decideix realitzat el canvi d’escala de les condicions més
productives: utilitzacid6 del sorbitol com a cosubstrat mantenint la concentracido de
metanol fixada a 2 g I'". Amb col-laboracié amb la PPF del departament d’Enginyeria
Quimica de la UAB, es realitzen varis cultius utilitzant el reactor UD50 (B. Braun,
Melsungen, Alemanya) a un volum inicial de treball corresponent a 30 1. Després
d’estimar un favorable canvi d’escala (obtenci6 de kya superior, similitud geométrica,

etc) es reprodueixen les condicions obtingudes al millor dels processos. Durant aquest
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primer cultiu s’obtenen valors de productivitat volumetrica 1 especifica 2.8 vegades
inferiors als obtinguts préviament en 5 1. Aquesta disminucié pot ser deguda a les
caracteristiques del sistema que poden dificultar la mescla d’aquest, juntament amb les
caracteristiques del substrat inductor, el metanol. Es realitzen experiments per
comprovar la mescla del metanol al reactor UD50 mostrant un gradient maxim de 0.5
SMet I'! a les diferents alcades. Davant d’aquest resultats es realitza una modificacié al
sistema d’addicio del metanol, addicionant-lo de forma submergida a mitja algada del
reactor (préviament aquesta es realitzava pel capgal del reactor). Després d’aquesta
modificaci6 els resultats milloren en un 48%, en comparacio a I’addici6 pel capcal del
reactor. Tot i aixi sera necessari continuar investigant en aquesta linia, ja que la

productivitat encara és un 38 % inferior en comparaci6 a treballar a 5 1.

Finalment es treballa amb una nova construccid genética del fenotip Mut® de P.
pastoris que inclou la coexpressié del gen HAC1. Es treballa amb 2 soques, la primera
coexpressa el gen HAC1 de forma induible sota el promotor AOX i la segona ho realitza
de forma constitutiva sota el promotor GAP. Quan s’utilitza la soca que coexpressa el
gen de forma induible, es troben millores significatives (augment de 1.5 vegades de la
productivitat) al realitzar una estratégia amb substrats mixtes (sorbitol i metanol) a les
condicions préviament optimitzades. Quan s’utilitza la soca que coexpressa el gen de
forma constitutiva, no es presenten millores en el procés de produccié. Tanmateix a
I’utilitzar el metanol com a tnica font de carboni els resultats obtinguts no presenten
millores, 1 incliis son inferiors als trobats préviament a 1’utilitzar el metanol com a tinica

font de carboni.
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1 INTRODUCCIO

1.1 Sistemes d’expressio per a proteines recombinants.

L’expressio genica és el procés pel qual tots els organismes procariotes o eucariotes
transformen la informaci6 codificada als acids nucleics en proteines necessaries pel seu
desenvolupament 1 funcionament. Actualment la demanda de noves proteines
recombinants esta augmentat de forma considerable, aixi com la seva produccio en el
menor temps possible. La industria demanda proteines actives per 1’us biotecnologic, de
forma de cada vegada es produeixen més molécules o proteines en sistemes biologics.
Els sistemes d’expressid per a proteines recombinants estan basats en sistemes
procariotes o bé eucariotes, presentant cadascun d’ells avantatges i inconvenients.
Alhora d’escollir el sistema d’expressid6 més convenient sera necessari considerar
diferents aspectes que inclouen tant la productivitat del sistema com la bioactivitat de la
proteina d’interes, aixi com les caracteristiques fisico-quimiques. Alhora sera important

valorar aspectes economics i de bioseguretat del sistema (Yin et al., 2007).

1.1.1 Sistemes procariotes.

Dintre dels sistemes procariotes es troba 1’organisme per excel-léncia Escherichia
coli la que ha estat ampliament estudiada (apareixen 280060 entrades a Pubmed a finals
del mes de febrer del 2011.) Aquesta bactéria presenta grans avantatges referent a
I’elevada velocitat especifica de creixement (imax=0.4 h™) i el relatiu baix cost dels seus
cultius, perd tanmateix presenta limitacions com la impossibilitat de realitzar
modificacions post-translacionals (N- 1 O-glicosilacions, fosforilacions, formacié de
ponts disulfur). Aquestes modificacions sén importants per les estructures terciaries i
quaternaries de les proteines i, per tant, per a la seva activitat, estructura i estabilitat.
També es poden presentar problemes de plegament de les proteines, degut a la manca de
les xaperones adequades pel seu plegament. Una altra limitacidé important ¢&s
I’optimitzacié dels codons més adients per a I’expressié d’una determinada proteina. No
obstant aix0, s’estan desenvolupant diferents estratégies per corregir aquestes
limitacions (Sahdev et al., 2008). Tot i aixi E. coli ha estat utilitzat com a sistema

d’expressio per a moltes proteines en escala de grams litre” (Georgiou i Segatori, 2005).



Estratégies d’operacié per a la produccio de ROL amb el fenotip Mut® de P. pastoris mitjangant
substrats mixtes

La utilitzacio del sistema procariota Bacillus subtilis permet evitar algunes de les
limitacions que presenta I’organisme anterior. Aquest s un microorganisme reconegut
com a generalment segur (GRAS: Generally Regarded As Safe) i presenta alguns
d’aquests avantatges: no produeix lipopolisacarids al medi, subproducte tipic d’E. coli
que pot produir desordres degeneratius en humans i animals, és de facil manipulacio
genética i pot ser facilment transformat, pot secretar proteines plegades al medi, el que
facilitat en gran part el procés de purificacid, i pot créixer fins a altes densitats cel-lulars

en medis senzills 1 barats.

Tot i aixi encara presenta limitacions comunes amb E. coli com serien la generacio
de gran quantitat de proteases que provocaran la degradaci6 de les proteines
expressades, la inestabilitat dels plasmids 1 en ocasions la impossibilitat d’expressar

algunes proteines o de fer-ho a nivells acceptables.

A banda d’aquests sistemes procariotes, n’han aparegut d’altres d’alternatius en els
ultims anys com ara Pseudomonas fluorescens i Ralstonia eutropha. Tot i que poden ser
prometedores alternatives a E. coli encara hi ha poc coneixement sobre aquests sistemes

(Georgiou i Segatori, 2005).

1.1.2 Sistemes eucariotes.

1.1.2.1 Els llevats.

Els llevats com a sistema d’expressié comparteixen amb els sistemes procariotes la
simplicitat de cultiu, les velocitats relativament altes de creixement i uns baixos costos,
amb la disponibilitat d’un sistema que permet que proteines expressades
intracel-lularment siguin secretades al medi. Al ser sistemes eucariotes tenen la
possibilitat de produir proteines solubles que hagin experimentat les modificacions post-
translacionals necessaries per la seva funcionalitat. Els llevats son cel-lules més
facilment manipulables genéticament que les cel-lules animals 1 es poden cultivar fins a
altes densitats cel-lulars. Altres avantatges serien la preseéncia de promotors forts que

permeten conduir 1’expressio de la proteina d’interes i facilitar I’obtenci6 de grans
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quantitats de productes. No obstant aix0 aquests sistemes difereixen de les cel-lules
animals en la forma en qué N- i O- glicosil-len les proteines d’interés. Malgrat tot,
s’estan produint avangos per humanitzar aquestes glicosil-lacions (Hamilton et al.,

2006; Kim et al., 2006).

Saccharomyces cerevisiae és un organisme eucariota unicel-lular conegut com el
llevat del pa o de la cervesa. Ha estat modificat genéticament per expressar diferents
gens heterolegs durant gairebé 25 anys (91923 entrades a Pubmed a finals del mes de
febrer 2011). Degut a la seva solvéncia economica i al complir totes les regulacions de
bioseguretat per aplicacions a humans, s’ha utilitzat per la produccié de medicines com
la vacuna de I’hepatitis B (DiMiceli et al.,2006). Tanmateix aquest organisme presenta
algunes limitacions ja que acostuma a hiperglicosilar les proteines i les N-

glicosil-lacions acaben en un enllag a1,3-manosa potencialment al-lergen.

Existeixen sistemes alternatius per evitar aquests desavantatges. Actualment Pichia
pastoris (3208 entrades a Pubmed a finals del mes de febrer 2011) (Cregg et al.,2000;
Zhou et al.,2006) i Schizosaccharomyces pombe (S. pombe) (9235 entrades a Pubmed a
finals del mes de febrer 2011) (Giga-Hama i Kumagai, 1999; Kumar 1 Singh, 2004) es
presenten com a sistemes habituals d’expressio de proteines recombinants, aixi com una

alternativa a S. cerevisiae.

Tanmateix existeixen altres llevats anomenats “no convencionals” que també s’han
establit com a sistemes d’expressio, com per exemple: Arxula adeninivorans (Terentiev
et al., 2004), Hansenula plymorpha (Kulkarni et al.,2006), Kluyveromyces lactis
(Donnini et al.,2004; van Ooyen et al.,2006), Yarrowia lipolytica (Madzak et al.,2004).
Tots ells presenten menys de 1000 entrades a Pubmed a finals de febrer del 2011. Boeer
et al.,(2007) fan una bona descripcié d’aquests sistemes i dels seus avantatges i

aplicacions.

1.1.2.2 Els fongs filamentosos.

Els fongs filamentosos també han estat explotats com a sistema per a la produccid de
proteines recombinats (van Hartingsveldt et al.,1987; Sims et al.,2005). Tenen la

capacitat de secretar grans quantitats de proteines extracel-lulars. Aspergillus niger i
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Aspergillus oryzae han estat utilitzats en el camp de 1’alimentacié des de fa temps i
estan reconeguts com a segurs, tanmateix la produccio de proteines heterologues es
troba limitada. El sistema de secrecid dels fongs filamentosos és poc conegut en
comparacio amb el dels llevats. Tot i aixi, a la bibliografia es poden trobar bones

revisions d’aquest topic (Punt et al., 2002).

1.1.2.3 El sistema ceél-lules d’insecte-baculovirus.

Aquest sistema d’expressid es basa en la infeccid per baculovirus de cel-lules
d’insecte. La infecci6 per baculovirus esta limitada als insectes, per tant no sén
perillosos ni per humans ni per bestiar o aviram. Cal insertar el gen d’interés en un
vector de transfeccid que s’incorpora al genoma del baculovirus. S‘han expressat molts

gens heterolegs amb aquest sistema (Lecina et al., 2006; Douris et al., 2006).

Un dels majors avantatges d’aquest sistema d’expressido ¢és la capacitat de
processament de les proteines expressades, 1 esta considerat com una bona eina per a
I’expressio de glicoproteines. Els productes expressats tenen una conformacié semblant
a la forma nativa, els processos post-translacionals es donen correctament, no hi ha

contaminacio per endotoxines i la proteina d’interes és transportada correctament.

Aquest sistema presenta algunes deficieéncies, aixi com que cada sintesi requereix la
infeccid d’una nova cel-lula i1 aixo fa que aquest sistema sigui inferior en capacitat de

cultiu en discontinu als sistemes d’expressio procariotes o basats en llevats.

Aixi mateix les cel-lules d’insecte i les de mamifer difereixen en els seus patrons de
glicosil-lacid, en la longitud dels oligosacarids i en el contingut de manoses (Kost i
Condreay, 1999; Marheineke et al.,1998), per aixo la bioactivitat de les proteines
produides poden diferir de les natives. Malgrat aquests inconvenients, s’han transformat
cel-lules d’insecte amb gens constitutius de mamifer i es poden expressar glicoproteines

humanitzades en linies cel-lulars d’insectes.
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1.1.2.4 Sistemes d’expressio basats en cel-llules de
mamifer.

Aquests sistemes d’expressié presenten alguns avantatges respecte als anteriors
sistemes ja que organitzen la sintesi, el processament i la secreci6 de la proteina
glicosilada particularment de les proteines eucariotes. Per tant la qualitat 1 I’eficacia
d’aquests sistemes per a I’expressido de proteines eucariotes €s superior a la d’altres
sistemes d’expressiod (Jain i Kumar, 2008). Tanmateix, una de les principals limitacions

son els baixos nivells d’expressié (Houdebine 2009).

El sistema pot utilitzar-se per 1’expressio transitoria basats en cél-lules COS (COS
TES), o bé per a ’expressio estable basats en cél-lules d’ovari de hamster xinés (CHO

SES) (Edwards i Aruffo, 1993; Davis et al.,1990; Hanai et al., 2004).

Malgrat que els elevats costos, la complexitat de la tecnologia i la potencial
contaminacié amb virus animals poden ser factors limitants per la utilitzacidé dels
sistemes basats en cel-lules de mamifers, aquests han estat ampliament utilitzats per
expressar moltes proteines heterologues incloent proteines estructurals de virus i péptids

bioactius per analisis especifics (Gasser i Mattanovich, 2007; Jain i Kumar, 2008).

1.1.2.5 Animals transgénics.

Els animals transgenics es presenten com a un bon sistema de produccié de proteines
farmaceutiques recombinats, ja que tot i que sigui menys costos produir-les a partir de
microorganismes com bacteris o llevats, aquest no realitzen varies de les modificacions
post-traduccionals que son requerides pel correcte funcionament in-vivo de les proteines
d’interés. Per aquest motiu, és importat arribar a produir altes concentracions de
proteines recombinats en animals que funcionin com a bioreactors (Melo et al., 2007).
Aquestes proteines d’alt valor biomedic es poden produir en varis fluids biologics com
la sang, I’orina, el liquid seminal, saliva i la llet en funcié del promotor que s’utilitzi a la
construccié (Dyck et al., 2003). Per exemple s’ha obtingut eritropoictina humana
recombinat (Zbikowska et al., 2002a) i a-1-antitripsina humana (Zbikowska et al.,

2002b) en orina de ratoli mitjangant el promotor de la uromodulina.
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No obstant degut a la gran quantitat de volum que es pot obtenir i la facilitat de la
seva recollida, la llet és utilitzada com a vehicle d’expressié de proteines de valor
biomedic en animals transgénics. La glandula mamaria pot expressar més de 2 g de
proteina recombinat per litre de llet (van Berkel et al., 2002). Per exemple de la llet
d’ovelles transgéniques es va obtenir 1’expressio de 1’alfa antitripsina (Wright et al.,
1991) i de factors de coagulacio VIII i IX (Niemann et al., 1999), alhora la llet de conill
transgeénics s’esta utilitzant per a la produccio de calcitonina (McKee et al., 1998). Un
dels principals inconvenients és la dificultat de purificar la proteina d’interes d’altres de
procedencia animal. També cal prendre especial precaucié en comprovar que patogens

animals actius en humans no es troben presents en les preparacions proteiques.

A nivell industrial la principal desavantatge en 1’Gs dels animals transgenics és el
temps requerit per assegurar nivells de produccio, els quals es troben entre els 3 1 32
mesos depenent de I’espécie, temps en el que es requereix el manteniment de 1’animal
sense obtenir beneficis (Yin et al., 2007). Alhora la complexa tasca de generar un
animal transgénic i1 els estrictes controls als que han de ser sotmesos els productes
obtinguts mitjancant animals transgénics fan que aquesta tecnologia encara no es trobi

implementada a nivell industrial.

1.1.2.6 Sistemes d’expressi6 basats en plantes
transgeniques.

Les plantes han estat modificades gencticament per produir valuoses proteines 1 han
demostrat el seu enorme valor com a bioreactors per generar anticossos monoclonals per

malalties humanes i animals (Ko i Koprowski, 2005).

Les plantes ofereixen diversos avantatges: no poden contenir patogens animals, tenen
un baix cost de producci6 i son sistemes facilment escalables. Les proteines poden
acumular-se en diferents parts de la planta (fulles, llavors), que poden ser
emmagatzemades facilment. Pel contrari també presenten algunes limitacions:
glicosilen les proteines de manera diferent a com ho fan els animals, la purificacié de les
proteines a partir de plantes pot ser una tasca laboriosa i tenen baixes eficiéncies de

transformacio i expressio (Yin et al., 2007).
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Utilitzar plantes per produir proteines no desperta controveérsies etiques pero si
preocupacio per la virtual disseminacié de les proteines si les plantes son cultivades a
camp obert. Les plantes haurien de ser estérils per evitar disseminar el gen transgenic.
Es podrien cultivar les plantes en hivernacles perd aixi s’encaririen els costos de
produccio, que son un dels principals atractius d’aquest sistema. Es proposen diferents
alternatives per solucionar aquests inconvenients, entre elles cultivar cél-lules de plantes

(Houdebine 2009).

El potencial comercial de les plantes transgéniques no es pot obviar i s’estan
desenvolupant alguns sistemes en animals model com a vacunes “sense agulla” per

prevenir malalties en bestiar i humans (Giudice i Campbell, 2006).

1.2 Pichia pastoris com a sistema d’expressio

Al final de la década dels 60, davant dels excedents de 1’industria petroquimica, es
planteja la utilitzaci6 del metanol com a font de carboni pel creixement de
microorganismes. Els microorganismes capagos de créixer amb aquest substrat son
bacteris i llevats on els segons destaquen per un contingut superior en vitamines, lipids,

acids nucleics 1 aminoacids.

Aquests llevats son anomenats metil-lotrofics per la seva capacitat d’emprar el
metanol com a unica font de carboni. L’estudi d’aquests es desenvolupa per poder
realitzar la comercialitzacio dels mateixos en forma de proteina unicel-lular (SCP -
single cell protein) (Cereghino i Cregg, 2000) 1 per poder estudiar els compartiments

especifics de degradacio d’aquests substrats, els peroxisomes (Faber et al., 1995).

Un d’aquests llevats és P. pastoris, que és el protagonista del treball experimental

presentat en aquest treball.

Posteriorment, amb la crisi del petroli dels 70, disminueix ’interés per la produccio
de biomassa amb P. pastoris degut a I’encariment del metanol, no fent viable

econdomicament el bioproces. Pero els estudis realitzats durant la decada dels 80, per la
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Phillips Petroleum Co. en col-laboracié amb el Salk Institute Biotechnology / Industrial
Associates Inc (SIBIA, La Jolla, CA, USA) aconsegueixen aillar els gens i promotors
d’aquest llevat, permetent plantejar protocols de manipulacidé genetica per I’expressio i
produccié de proteines heterologues, fent de P. pastoris un sistema alternatiu

d’expressio als classics de Escherichia coli i Saccharomyces cerevisiae.

A partir d’aquests avangos sorgeix I’interés per part de Invitrogen Co. per aquest
sistema d’expressid i aconsegueix una llicencia per poder explotar-lo comercialment
fins a data d’avui (Cereghino 1 Cregg , 2000). Fins a I’actualitat, emprant aquest sistema
biologic, s’han expressat més de 500 proteines (Cregg et al., 2000; Macauley-Patrick et
al., 2005).

P. pastoris combina la capacitat de créixer en un medi minim a elevades densitats
cel-lulars amb la secreci6 de la proteina produida al medi de cultiu, simplificant de
forma important el seu procés de purificacid. A més a més, permet realitzar algunes de
les modificacions post-traduccionals dels organismes eucariotes com sén el plegament
de proteines, processat proteolitic, la glicosil-lacio 1 la formacié de ponts de disulfur.
Dins de totes aquestes capacitats cal destacar la que potser fa de P. pastoris un
microorganisme hoste diferenciat, 1’existéncia d’un promotor fortament regulat, el

corresponent al gen de I’alcoholoxidasa, PAOX1 (Cregg et al., 2000)

1.2.1 Avantatges al treballar amb Pichia pastoris

Pichia pastoris ha esdevingut un dels sistemes més utilitzats per a 1’expressio de
proteines heterologues per diferents factors (Lin et al., 2002), entre ells els més

importants son:

— Com qualsevol llevat, P. pastoris és un microorganisme unicel-lular de facil
manipulacié i cultiu. La seva similitud amb S. cerevisiae fa que totes les
tecniques de manipulacio genética desenvolupades per aquest ultim siguin

facilment aplicables a P. pastoris.
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No produeix fenomens de hiperglicosilacid de les proteines heterologues com S.
cerevisiae, disminuint les respostes immunogéniques de les proteines

d’organismes superiors.

En tractar-se d’un microorganisme eucariota 1li aporta un gran nombre
d’avantatges ja que es capa¢ de realitzar modificacions post-traduccionals

(plegament, enllacos disulfur, glicosil-lacio, etc...) a les proteines expressades.

S’aconsegueixen grans nivells d’expressi6 de proteines hostes intra i

extracel-lulars en medi sintétic 1 barat.

L’existéncia del promotor de 1’expressio del gen d’AOX de facil manipulacio,
simple, eficient 1 fortament regulat per la preséncia de metanol al medi. Aquesta

¢s sens dubte una de les principals propietats que justifiquen el seu exit.

La gran preferéncia de P. pastoris per un creixement respiratori facilita
enormement que s’aconsegueixi arribar elevades densitats cel-lulars en

comparacio amb els llevats fermentatius.

Aquest sistema d’expressio de proteines heterologues té forga eéxit ja que es
caracteritza per ser un metode rapid, facil i barat (Invitrogen, 2006) comparat
amb els sistemes d’expressid d’eucariotes superiors, com la utilitzacié de

cel-lules d’insectes o mamifers.

P. pastoris no excreta practicament proteines natives al medi extracel-lular,
facilitant d’aquesta forma la recuperacid i posterior procés de purificacid

d’aquelles proteines produides (quan la seva expressio €s extracel-lular).

En tractar-se d’un microorganisme haploide, qualsevol modificacié genética es

manifesta fenotipicament a generacions posteriors.
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1.2.2 El metabolisme del metanol en P. pastoris

P. pastoris presenta la particularitat de ser un llevat metilotrofic, que és capag de
créixer en aquest substrat com a unica font de carboni. No és I'iinic génere de llevats
metilotrofics, també ho sébn Hansenula, Candida i Torulopsis (Macauley-Patrick et al.,
2005). Tots comparteixen un mecanisme d’assimilacié del metanol amb uns enzims

anics.

D’aquest punt parteix la base conceptual de la utilitzacié6 de P. pastoris com a
sistema d’expressio: alguns enzims necessaris per al metabolisme del metanol només
son presents a nivells substancials quan les cél-lules creixen en metanol (Egli et al.,

1980; Veenhuis et al., 1983).

L’enzim alcohol oxidasa (AOX) catalitza el primer pas en I’assimilacié del metanol,
la seva oxidaci6 a formaldehid i peroxid d’hidrogen (Harder i Veenhuis, 1989). L’AOX,
aixi com els altres dos enzims involucrats en els primers passos de 1’assimilacio del
metanol (la catalasa 1 la dihidroxiacetona sintasa -DHAS-), estan continguts als

peroxisomes.

El peroxid d’hidrogen generat en el primer pas del metabolisme del metanol es

degrada a aigua i oxigen amb ajuda de la catalasa.

Pel que fa al formaldehid, part abandona el peroxisoma i s’oxida a format i dioxid de
carboni al citosol per donar energia, i una altra part s’assimila a constituents cel-lulars.
Aquesta ultima via comeng¢a amb la condensacié del formaldehid al peroxisoma
catalitzada per la DHAS. Els productes d’aquest condensacio: el gliceraldehid 3-fosfat i
la dihidroxicetona abandonen el peroxisoma i entren a la via citoplasmatica de
regeneracid de la xilulosa 5-monofosfat. Per cada tres cicles es genera una molecula

neta de gliceraldehid 3-fosfat.

L’AOX i la DHAS estan presents en quantitats considerables durant el creixement
cel-lular en metanol perd no son detectables en presencia d’altres fonts de carboni. En
c¢l-lules induides amb metanol ’AOX pot arribar a representar el 30% de la proteina

total soluble de la cél-lula.
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Figura 1.1: Representacié esquematica del metabolisme del metanol en llevats metilotrofics.

En el peroxisoma: 1:

AOX; 2:

catalasa; 5:DHAS. Al citoplasma:

3:formaldehid

deshidrogenasa; 4: format deshidrogenasa; 6: dihidroxiacetona quinasa; 7: fructosa 1,6-
bifosfat aldolasa: 8: fructosa 1,6-bifosfat fosfatasa. Font: Cereghino i Cregg (2000).

1.2.3 Promotors

L’alcohol oxidasa és el primer enzim responsable de 1’assimilacié del metanol 1 té

com a funcié la reaccié enzimatica d’oxidaciéo del metanol a formaldehid (Harder i1

Veenhuis, 1989). P. pastoris t¢ dos gens de 1’alcohol oxidasa que codifiquen la

produccié d’aquest enzim. El primer és el gen de 1’alcohol oxidasa 1 (AOX1),

responsable del 90% de 1’enzim produit per la cél-lula, 1 el segon, el gen de I’alcohol

oxidasa 2 (AOX2) el responsable de la resta. Hi ha tres tipus de fenotips de P. pastoris

depenent del grau d’assimilacié del metanol. La primera és la salvatge o també

anomenada fenotip Mut™ (Methanol utilization plus) i la resta depenen del grau de

delecio dels gens descrits: Mut® (Methanol utilitzation slow) per delecié del gen AOX1 i

Mut™ (Methanol utilization minus) per delecié d’ambdos gens. El promotor que regula

la sintesis del gen AOX1 (pAOX1) s’utilitza per controlar I’expressié de proteines

recombinants, ja que és un promotor molt fort i altament regulat.
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Tot 1 que una gran varietat de proteines s’han produit de forma satisfactoria utilitzant
el promotor AOX, ens podem trobar en situacions en que 1’is d’aquest promotor no
sigui el més adequat (Shen et al., 1998). Per exemple, al treballar amb flascons agitats o
microplaques, el substrat inductor (metanol) s’evapora rapidament presentant dificultats
en mantenir aquest substrat més o menys a una concentracié coneguda, sent dificil
realitzar calculs relacionat amb el consum del substrat. Alhora el metabolisme del
metanol requereix alts nivells d’oxigen (fenotip Mut'), i ’expressié de proteines
recombinats es pot veure greument afectada per limitacions d’aquest. També cal tenir
present la toxicitat i la inflamabilitat d’aquest substrat, dificultant la presencia d’aquest
als laboratoris. Valorant les limitacions que presenta 1’is d’aquest promotor, en els
ultims anys s’han realitzat esforgos per tal d’evitar 1’us del metanol, i aixi desenvolupar

promotors alternatius.

Una alternativa a la utilitzacié del promotor AOX, ¢és la utilitzacié del promotor
constitutiu gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa (pGAP), el qual ha estat utilitzat
previament per produir proteines recombinants en P. pastoris (Waterham et al., 1997).
Aquest promotor permet I’expressid constitutiva de proteines recombinants, 1 per tant
no ¢s necessari utilitzar el metanol com a agent inductor de ’activitat d’aquest. Tot i
aixi, cal destacar que 1’is de promotors constitutius no sé6n una bona opcio per la sobre-
expressid de proteines, presentant toxicitat cel-lular. Hohenblum et al., (2004) i
Menendez et al., (2004), utilitzen el promotor constitutiu pPGAP i obtenint nivells de
proteina recombinant, similars als obtinguts mitjancant la utilitzacio del promotor AOX.
El substrats utilitzats de forma més habitual per aquest promotor sén la glucosa o el
glicerol, tanmateix Doring et al., (1998), obtenen activitats dues vegades superiors de

rPEPT2 a I’utilitzar glucosa, en comparaci6 amb la utilitzaci6 de glicerol i metanol.

Una altra alternativa ha estat la derivada de I’aillament del gen de la formaldehid
deshidrogenasa i del seu promotor (pFLD1) (Shen et al., 1998). Aquest promotor
controla I’expressio del gen FLDI1, el qual codifica un enzim involucrat en la degradacié
del formaldehid. Aquest enzim és clau en el metabolisme del metanol i també en el
metabolisme de la metilamina quan aquesta ¢és utilitzada com a font de nitrogen. Es creu
que I’enzim FLD té un important paper alhora de protegir a les cél-lules dels efectes

toxics del formaldehid, si aquest s’acumula. L’avantatge d’utilitzar aquest promotor, es
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que la seva expressio pot estar induida tan pel metanol com a font de carboni, o bé per
la metilamina com a font de nitrogen. Per tant, mitjancant la utilitzacié d’aquest
promotor, el metanol pot ser substituit per alguna altre font de carboni com la glucosa o
el glicerol (Shen et al., 1998) o el sorbitol (Resina et al., 2004). Resina et al., (2004)
han demostrat la importancia d’aquest promotor obtenint produccions similars de lipasa
del fong Rhizopus oryzae (ROL), emprant sorbitol i metilamina, com a fonts de carboni
1 de nitrogen respectivament, que les obtingudes amb el promotor AOX , emprant el

metanol com a Unica font de carboni.

L’any 2003, es va descriure la utilitzacio del promotor de ICL1 (isocitrate lyase) per
la producci6 de dextranasa de Penicillium minoluteum (Menendez et al., 2003), emprant

com a agent inductor I’acetat.

La productivitat d’un sistema recombinant depén de molts factors genctics i
fisiologics com son: el codd emprat pel gen expressat, el nombre de copies del gen, una
transcripcio eficient resultat de la utilitzacié de promotors forts, el péptid senyal de
secrecio, procés de produccid en el reticle endoplasmatic i a 1’aparell de Golgi i1

finalment la secrecio a ’exterior de la cél-lula.

Per tant, la simple inserci6 del gen de la proteina d’interés en un vector i la
transformacié a 1’hoste no és una garantia de tenir un procés viable. El nivell
d’expressié per una determinada proteina d’interés esta condicionat per propietats
inherents a la mateixa com son la seqiiencia d’aminoacids, la seva estructura terciaria i
el lloc on s’expressa (Hohenblum et al., 2004). Com aquests factors son independents,

¢s dificil optimitzar el sistema per a obtenir la perfecta expressio.

Un cop salvades aquestes dificultats s’ha de plantejar la producci6 a escala industrial
per poder fer rentable la comercialitzacio del producte i en aquesta situacié s’han de
tenir en compte altres factors claus per obtenir una bona rendibilitat: optimitzacio de les
estratégies operacionals, la composicid del medi, la definici6 de parametres claus de

produccio, etc.
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1.3 Produccio de proteines heterologues en P. pastoris.

1.3.1 El mediiles condicions de cultiu.

La majoria de treballs publicats que utilitzen P. pastoris com a sistema d’expressio
utilitzen medis de cultiu, tant complexes com definits, descrits als protocols
d’Invitrogen (Pichia Fermentation Process Guidelines, Invitrogen Co., San Diego, CA).
La producci6 de proteines heterologues a gran escala 1 la necessitat de poder millorar la
reproductibilitat entre lots requereix la utilitzacié de medis definits amb preferéncia

respecte als medis complexes.

El medi basal definit per Invitrogen ha estat considerat com un medi estandard per a
P. pastoris i es complementa amb 1’adici6 de sals traca i biotina (micronutrients),
segons les especificacions d’Invitrogen. No obstant aix0, presenta diferents limitacions,

entre elles; la precipitaci6 de sals i I’elevada carrega ionica.

Com a alternativa s’han proposat altres medis com [’especificat per D’Anjou i
Daugulis (2000) o el descrit per Brady et al., (2001) que pretenen superar les
limitacions del medi basal estandard d’Invitrogen. En ambdds casos la concentracio de
sals presents al medi és inferior al medi estandard. En el cas de Brady et al., (2001) la
redefinici6 del medi va permetre millorar la viabilitat cel-lular i la posterior purificacio

de la proteina d’inter¢s.

Una altra parametre important dins la formulacié dels medi és la font de nitrogen.
Normalment aquest element s’addiciona a partir d’hidroxid d’amoni, que s’utilitza
paral-lelament pel control del pH del medi, o bé s’addiciona des de I’inici del cultiu. Es
poden utilitzar altres fonts de nitrogen com extracte de llevat o casaminoacids perd
representen addicionar al medi un agent complexa que pot no ser desitjable per a la
produccié a gran escala. Cos et al., (2006b), emprant el medi basal estandard
d’Invitrogen, han determinat la composicié elemental del microorganisme produint
ROL (CH; 7800.62N0.18S0.0006) per cultius en semicontinu, estimant que el nitrogen
s’exhaureix a partir d’una concentracié de biomassa d’uns 50 g I'". Si tenim en compte

que la manca de nitrogen esta directament relacionada amb 1’augment de 1’activitat
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proteolitica 1 en conseqiliencia amb la degradaci6 de la proteina heterologa extracel-lular,
¢s convenient realitzar addicions puntuals de la font de nitrogen per garantir-ne el no
exhauriment. Aquest suplement convé realitzar-lo amb cura perqué una concentracio
excessiva de nitrogen pot provocar la inhibicid del creixement cel-lular (Yang et al.,

2004).

Referent al pH, el rang de treball habitual esta entre les 5 1 6 unitats, tot i que P.
pastoris pot créixer en un rang de pH entre 3 i 7 (Cregg et al., 1993). Aquest rang no
afecta significativament el creixement aixi que es pot utilitzar la variaci6 del pH per
millorar alguns inconvenients, com els fenomens de protedlisi del producte d’interes
(Curvers et al., 2001). Sovint s’escull un pH de 5.5 per minimitzar I’efecte de les
proteases en el medi (Kobayashi et al., 2000b) i afavorir I’estabilitat de la proteina

heterologa.

Referent a la temperatura, les condicions optimes per al creixement i la produccié en
P. pastoris son 30°C, per sobre dels 32°C I’expressio de les proteines s’atura i el
creixement disminueix. Alguns autors proposen treballar a temperatures inferiors per
afavorir la produccio de proteines heterologues. Entre ells, Li et al., (2001) treballant a
23°C han augmentat tres vegades la producci6 de la proteina d’anticongelant de 1’areng
i Jahic et al.,(2003) han demostrat que implementant un perfil decreixent de temperatura

aconsegueixen disminuir 1’activitat de les proteases i la lisi cel-lular.

En cultius amb elevada densitat cel-lular, la formacié d’escumes és una problematica
habitual per les necessitats d’agitacid i cabal d’aire associades als requeriments de
transferéncia d’oxigen. Generalment, solucions de tipus mecanic son insuficients per
poder eliminar les escumes pel que cal addicionar en el medi algun agent
antiescumejant. S’ha generalitzat 1’Gs d’aquests en base a silicones pero cal anar en
compte amb les concentracions i tipus escollits per evitar efectes negatius en el
creixement del llevat i en la transferéncia d’oxigen. Referent als requeriments d’oxigen,
es treballa per sobre del 20% d’aire. Aquest percentatge s’aconsegueix mitjangant
I’addici6 d’aire a partir d’un difusor, a un cabal entre 0.5-2 | min", i agitant el medi de
cultiu en torn a les 900-1000 rpm. Aquests valors s’utilitzaran al treballar amb el fenotip
Mut’, ja que si es treballa amb el fenotip Mut", els requeriments d’oxigen es troben en

valors superiors.
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1.3.2 L’estrateégia de cultiu en semicontinu

La productivitat d’un sistema depen de molts factors genetics 1 fisiologics pero també
de I’optimitzacié de 1’estratégia de cultiu. P. pastoris pot créixer fins a elevades
concentracions cellulars (fins a 150 g I'") en bioreactor sota condicions controlades. El
cultiu estandard esta definit per al promotor AOX com a element regulador de
I’expressio 1 inclou diferents fases de cultiu encaminades a aconseguir elevades

densitats cel-lulars 1 una bona inducci6 de I’expressio.

Davant les possibles estratégies de cultiu en semicontinu, existeix la possibilitat
d’utilitzar el metanol com a tnica font de carboni, o bé la utilitzacidé de substrats mixtes
utilitzant el metanol juntament amb una font de carboni alternativa. La utilitzacié de
substrats mixtes inicialment va ser recomanada a Iutilitzar el fenotip Mut® de P.
pastoris, ja que presenta una velocitat especifica de creixement molt inferior en metanol
a la que presenta el fenotip Mut", disminuint aixi la productivitat del procés (Thorpe et

al., 1999; Files et al., 2001).

A la bibliografia es troben varis estudis que remarquen els avantatges que
proporciona la utilitzacid de substrats mixtes a nivell de produccid utilitzant el fenotip
Mut® (Thorpe et al., 1999; Xie et al., 2005; Ramon et al., 2007). Cal remarcar que
I’estratégia de substrats mixtes s’utilitza també¢ al treballar amb el fenotip Mut” ja que la
presencia d’un cosubstrat permetra reduir el consum del metanol, presentant avantatges
operacionals (Jungo et al., 2007a; Jungo et al., 2007b; Celik et al., 2009; Calik et al.,
2009).

Per tant, en general 1’estrateégia de cultiu en semicontinu es du a terme en tres fases:

1.3.2.1 Fase discontinua amb glicerol

L’objectiu d’aquesta fase és 1’obtencio rapida de la quantitat de biomassa, prévia a la
induccid, per assolir la maxima productivitat possible. La concentracié de glicerol en
aquesta fase és de 40 g I"' (concentracions superiors podrien inhibir el creixement;

(Invitrogen Corporation CA USA 2006)). La velocitat especifica maxima de creixement
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de és de 0.18 h™' (Cos et al., 2005a) i el rendiment biomassa substrat (Yxs) correspon a
0.5 gx gaii', per tant generalment s’obté una concentraci6 final de 20 g I'' de biomassa
al finalitzar aquesta fase. La finalitzacié d’aquesta fase es pot observar per un augment

sobtat del oxigen dissolt en el medi de cultiu.

1.3.2.2 Fase de transicio

La fase de transicido té com a objectiu I’assoliment final de la concentracié de
biomassa desitjada preévia a la induccio i facilitar, el més rapidament possible, el canvi
metabolic per comengar la degradacio del substrat inductor (Curvers et al., 2001). S’han
descrit moltes estratégies per aconseguir aquest proposit usant el metanol com a Unic
substrat: alguns autors mantenen un cabal d’addicié de glicerol fix (Chiruvolu et al.,
1998), altres mantenen un nivell de glicerol de zero per no tenir una inhibicid sobre el
promotor AOX1 (Minning et al., 2001) i altres realitzen una addicié exponencial
decreixent de glicerol per obtenir un nivell de creixement limitat (Kobayashi et al.,
2000a) (Kobayashi et al., 2000b). Sigui quina sigui I’estratégia seguida, la majoria dels
autors aturen aquesta fase quan s’assoleixen aproximadament els 30 g 1" de biomassa.
Tal 1 com s’ha indicat anteriorment, 1’addicio de glicerol es complementa amb un cabal
de metanol per afavorir I’activacié del promotor AOX. L’experiencia del grup
d’investigacio ha permes constatar que una de les millors estratégies passa per fer una
addicio preprogramada de glicerol, en condicions de substrat limitant, simultaniament a

una addicio constant de metanol.

Al treballar mitjancant la utilitzacid de substrats mixtes, tamb¢ existeixen diferents
formes de realitzar aquesta etapa. Ramon et al., (2007) a I’utilitzar metanol i sorbitol
com a substrats mixtes, un cop es finalitza el glicerol, introdueixen un pols de 5 g 1" de
metanol i 10 g 1" de sorbitol. Jungo et al., (2007a) a I"utilitzar glicerol com a cosubstrat,
introdueixen al reactor una mescla de metanol i glicerol dues hores abans de la
finalitzacio del discontinu de glicerol mantenint la w en 0.06 h"'. D’altra banda, a
I’utilitzar el sorbitol com a cosubstrat al finalitzar-se la primera fase addicionen al
reactor durant 1h un cabal 20 g 1" glicerol al 50% (g g") Posteriorment addicionen un
pols de metanol de 1.5 g 1" i es disminueix en un periode de 3h el cabal de glicerol de

20 a 0 g I"'(Jungo et al., 2007b). Celik et al., (2009) a l’utilitzar el sorbitol com a
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cosubstrat, un cop es finalitza la primera fase en discontinu amb glicerol inicien una
addicié exponencial preprogramada d’una soluci6 de glicerol al 50% a condicions
limitants. Posteriorment addicionen un pols de metanol de 1.5 g 1", i quan aquest es
consumit inicien la fase d’inducci6. Per tant, aquest autors, tot i incloure el sorbitol a la

fase d’induccid, la transicio es realitzada amb glicerol.

1.3.2.3 Fase d’induccio

Arribats a la fase d’induccid en la que es dura a terme la produccié de la proteina
d’inter¢es, la millor estratégia ha de ser ajustada en cada cas i és funcio de la proteina

expressada. Cos et al.,(2006b) i Potvin et al., (2010) en presenten una extensa revisio.

Una de les estratégies d’induccié més comuna utilitzant el fenotip Mut” és aquella en
qué, una vegada transcorreguda la fase de transicid, s’alimenta metanol com a Unica
font de carboni. Si la densitat cel-lular és molt elevada, no es pot mantenir durant
suficient temps el cultiu a una velocitat especifica maxima de consum de substrat ja que
la consigna d’oxigen dissolt no es pot mantenir per sobre del 30%, tal i com recomana
Invitrogen, i conseqiientment s’ha d’alimentar el metanol en condicions limitants.
Aquesta estratégia es coneix comunament com a cultiu en semicontinu en condicions de

metanol limitant.

El manual de fermentacions de 1’empresa Invitrogen Corporation (San Diego, CA,
EEUU) recomana controlar ’adici6 de metanol si s’empra aquesta estratégia basant-se
en el senyal d’oxigen dissolt del medi. Aquest esquema de control presenta pero
diferents inconvenients. Si la concentracié de metanol assolis valors elevats 1 inhibitoris,
la senyal d’oxigen dissolt augmentaria i la resposta del sistema seria la d’alimentar més
substrat. Aquesta situacio portaria a valors encara més alts de senyal 1 a acumulacions

indesitjades de substrat.

Altres estratégies estan basades en el manteniment d’una concentracid6 de metanol
fixada al llarg de la fase d’inducci6 (Surribas 2008; Cos et al., 2006b) o bé una
alimentacié exponencial de metanol per tal de mantenir una velocitat de creixement

determinada en condicions limitants (Zhang et al., 2000b).
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D’altra banda també s’ha estudiat 1’addicié mixta de substrats. Majoritariament
S
s’aplica a soques Mut malgrat que tamb¢ hi ha alguns exemples on s’ha aplicat a fases

N
d’induccioé de soques Mut (Jungo et al., 2007a; Celik et al., 2009). Generalment es
coalimenten metanol i glicerol, que és un substrat repressor del promotor AOX1. La
naturalesa repressora del glicerol fa que s’hagin cercat altres substrats per coalimentar

amb el metanol i evitar reprimir el promotor AOX. S’han reportat millores en la

N
productivitat de cultius de soques Mut amb alimentacions mixtes de sorbitol 1 metanol

(Xie et al., 2005; Ramon et al., 2007).

Alhora a I'utilitzar el promotor induible FLD durant la fase d’inducci6é generalment
es realitzen addicions exponencials preprogramades. Resina et al., (2005) troben les
millors produccions de la proteina heterologa d’interés al realitzar una addicio

exponencial d’una soluci6 que conté sorbitol i metilamina

A Tutilitzar el promotor constitutiu GAP generalment durant la fase d’induccid
s’utilitza glucosa o glicerol, no tenint resultats concloents sobre la millora d’un sobre
I’altre. Zhang et al., (2009) realitzen una extensa revisio sobre les estratégies de cultiu

emprades utilitzat aquest promotor.

1.4 El monitoratge del cultiu.

La Food and Drug Administration (FDA) ha desenvolupat un programa adrecat a
impulsar la Tecnologia Analitica del Procés (PAT). El PAT no només persegueix la
implementacié de nous instruments de mesura sind que pretén ser un sistema de
disseny, analisi i control de la producci6 a través de mesures en el temps de les variables
critiques per a la qualitat i el correcte desenvolupament del procés. No és només una
analisi del procés de cultiu sin6 que també va dirigit a la supervisido de les materies
primeres 1 als processos de purificacié que influeixen en la qualitat final del producte.
Aixi doncs, el que es pretén amb el PAT és guanyar coneixement sobre la influéncia de

les diferents variables del procés sobre la qualitat del producte 1 utilitzar immediatament
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aquest coneixement per supervisar i controlar el procés. La qualitat no pot ser només

testada als productes sin6 que ha de ser construida durant el procés o ser-hi per disseny.

El primer objectiu d’aquesta iniciativa és la de definir la “Qualitat per al disseny”, és
a dir, utilitzar el coneixement generat del procés per localitzar les variables critiques 1
poder redissenyar-lo de manera que es faci més robust a les inherents variabilitats i
distorsions d’aquestes variables. Un exemple especific seria el de redissenyar la primera
fase de creixement cel-lular per tal de poder assegurar que els nivells de biomassa finals
abans de comencar la induccid seran iguals, independentment de la variabilitat en la

quantitat i qualitat de ’inocul utilitzat (Gnoth et al., 2007).

El segon objectiu que plantegen és el d’utilitzar técniques matematiques per
localitzar quines son les variables critiques. Els enginyers de bioprocessos prefereixen
models mecanistics amb diferents variables que cal mesurar per tal de validar el model
proposat. La consecucié d’aquestes dades analitiques constitueix sovint un dels
principals colls d’ampolla i d’aqui la importancia del PAT per afavorir la recerca en
aquesta linia. Per exemple, encara no esta disponible una lectura directa en linia de la
biomassa aplicable de manera universal, tot i que han aparegut diverses técniques
potencials. No obstant aix0, que no es pugui mesurar aquesta variable no vol dir que no
es pugui obtenir informaci6 del bioprocés. El PAT proposa també utilitzar técniques
d’analisi multivariables per estimar les variables clau del procés a partir de la

informacio que actualment ja se’n genera analiticament.

Finalment, 1’obtencié d’informaci6 en linia d’un procés només té sentit si s’utilitza
per corregir-lo en cas que s’observin desviacions del curs desitjat. Fins ara per assegurar
la qualitat d’un producte s’intentava repetir exactament el mateix procés. Aquesta
aproximacio no tenia en compte la variabilitat que es pot donar durant I’operacio, en les
materies primeres i els productes intermitjos i no constitueix una estratégia optima des
del punt de vista de control del procés (Kéansédkoski et al., 2006). A partir de les mesures
en linia es poden prendre decisions i portar a terme correccions, en forma de control
retroalimentat automatic, per tal de reaccionar rapidament i evitar que el procés surti
d’especificacions. Un exemple seria controlar directament 1’evolucié de la biomassa
mitjangant la modulacio de 1’alimentacié (Gnoth et al., 2007) enlloc de fer un control de

la velocitat especifica de creixement.
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Malgrat les directrius del PAT, no s’han utilitzat de manera comuna metodes de
mesura sofisticats ja que la disponibilitat de sensors en linia per al monitoratge del
processos ¢€s relativament baixa. Alguns requeriments especifics dificulten el disseny de
sensors aptes per als bioprocessos com serien: la necessitat de condicions ase€ptiques, la
possibilitat de mesurar un elevat nombre d’analits, la capacitat d’analitzar
concentracions baixes de ’analit en una matriu complexa, la necessitat que I’analitzador
no contamini el procés ni que cap dels seus components vessi dintre el procés, la
disponibilitat d’una bona freqiiéncia d’analisi amb un retard curt. A banda hi ha altres
restriccions addicionals que tampoc faciliten aquesta tasca (Clementschitsch i1 Bayer
2006): no han de presentar problemes d’embrutiment per precipitacié de components
del medi damunt I’element sensor i aixi aconseguir que puguin funcionar durant
setmanes sense necessitat de recalibrar-se o que es puguin recalibrar in situ. Per aquest
motiu, i en sintonia amb les directrius de la FDA, s’han de desenvolupar o aplicar
sistemes analitics que permetin mesurar i controlar variables significatives en els

bioprocessos.

Addicionalment, Kansédkoski et al., (2006) fan un recull de les necessitats existents
per a la millora del control i I’optimitzaci6 dels bioprocessos que queden recollides en

els seglients punts:

- Modelitzar els bioprocessos i desenvolupar técniques de simulacio.

- Desenvolupar eines per modelitzar i/o analitzar els bioprocessos des d’un
punt de vista de fluxos metabolics.

- Incorporar noves mesures analitiques.

- Aplicar analisis on-line combinades amb modelitzacio.

- Incorporar mesures analitiques in situ.

- Desenvolupar estratégies de control dinamic.

- Desenvolupar eines informatiques per al control supervisor.

Totes aquestes mesures no s’han d’aplicar només a la fase de produccio sind també
durant la purificaci6, que tradicionalment constitueix la fase més critica des del punt de
vista economic i de qualitat del producte. No obstant aixo, la recerca actual,

especialment en I’ambit de la fisiologia cel-lular, ha evidenciat la connexi6 entre la fase
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de produccid6 1 purificacid. Aixi doncs treballar per augmentar el control i millorar la
qualitat durant la produccié ajudara a reduir la variabilitat en la purificaci6 i la posterior

qualitat del producte final.

El PAT doncs va sorgir com una reaccid per evidenciar les discrepancies entre les
possibilitats actuals de supervisio i control de processos i la seva aplicaciéo en els
processos industrials i es presenta com un marc de recerca i innovacié molt important.
En els cultius de P. pastoris el metanol esdevindra doncs una variable clau a mesurar

per poder garantir la reproductibilitat del procés.

Un del aspectes més importants en 1’expressio amb el sistema de P. pastoris
utilitzant el promotor AOX ¢és la concentracié de metanol. Monitorar i controlar aquesta
variable ¢és de gran importancia degut al seu possible efecte inhibidor (Zhang et al.,
2000b) 1 també a la seva gran influéncia en la productivitat del sistema. D’altra banda,
el monitoratge d’aquest substrat també pot ajudar a evitar perills operacionals durant la

producciod a gran escala (Jahic et al., 2006).

La concentracid de substrat es pot controlar de manera relativament senzilla i
indirecta mitjancant dos grans grups de metodes: amb la mesura de la concentracio
d’oxigen dissolt o amb la implementacié d’un esquema de control de metanol en llag
obert basat en un model de creixement. Ambdos metodologies tenen I’inconvenient que
es poden donar grans desviacions de la consigna de substrat i per aix0 sorgeix la
necessitat de determinar directament la concentracid de metanol del medi de cultiu. El
metanol també es pot mesurar de forma directa, utilitzant sondes especifiques per aquest

substrat, el que permetran realitzar un control de la concentracié d’aquest més rigoros.

Malgrat que la concentraci6 de metanol és una variable clau en el control i la
optimitzacio6 dels processos de produccié amb P. pastoris, hi ha altres variables, com la

biomassa 1 la proteina d’interes, a ser monitoritzades.

Una estratégia molt comuna amb P. pastoris i tamb¢é en d’altres sistemes d’expressio
¢s la obtencié d’una elevada densitat cel-lular prévia a ’inici de la induccié. Gnoth et
al., 2007) mostren la dispersié obtinguda en els nivells de biomassa abans i al final de la

induccio en diferents repeticions d’un mateix cultiu d’E. coli. Aquesta variabilitat es
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tradueix també en una gran dispersio en els nivells finals de proteina d’interes. Aixi
doncs, la quantitat i també la qualitat de la proteina d’interes produida depenen en gran
mesura de la qualitat del procés productiu i de I’evoluci6 de les seves variables, entre
elles la biomassa. La qualitat del procés és una variable molt lligada a la seva

reproductibilitat.

1.5 Lipases

1.5.1 Definicio

Les lipases son glucoproteines i es defineixen com a trigliceridhidrolases que
catalitzen la degradacié dels triglicerids a diglicerids amb la conseqiient formacio de
monoglicerids i acids grassos. A part dels substrats naturals com esters 1 triglicerids
insolubles, les lipases catalitzen la sintesi i la hidrolisi enantio i regioselectiva d’un

ampli ventall d’esters naturals o sintétics (Bornscheuer 1995; Santaniello et al., 1993).

A la natura les lipases tenen un rol molt important, catalitzant el primer pas del
metabolisme dels greixos i olis, que no podrien ser consumits sense ser préviament

hidrolitzats.

En I’ultima decada les lipases han despertat grans expectatives en altres reaccions
com son la resolucié de mescles racémiques de compostos quirals, la interesterificaci6 o
intercanvi del grup acil entre triglicérids i un acid gras o un ester d’un acid gras (Jaeger

et al., 1994) i la sintesi de productes enantiomeéricament purs (Gil et al., 1997).

La diferencia entre les lipases i la resta d’enzims que també poden hidrolitzar esters
¢s la necessitat d’una interfase organic-aquosa per realitzar la seva funcio catalitica. Les
esterases, per exemple, no hidrolitzen esters insolubles, o ho fan molt lentament.
L’activitat esterasica és funcio de la concentracid de substrat, tal com descriu la cinética
de Michaelis-Menten, arribant a la velocitat maxima de reaccié molt abans que el medi
es trobi saturat de substrat, de manera que la formaci6é d’una emulsi6 substrat-aigua no
afecta a la velocitat de reacci6. En canvi, les lipases quasi no presenten activitat en

condicions de saturacio, 1 és quan s’excedeix a concentracions superiors a la solubilitat
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de substrat i té lloc la formacié d’una emulsio, que es produeix un augment brusc en

I’activitat enzimatica (figura 1.2). Aquest fenomen es coneix com activacio interfacial.
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Figura 1.2: Velocitats de reaccio en funcié de la concentracié de substrat.

Aquesta reaccid no es pot descriure mitjangant una cinética tipus Michaelis-Menten,
ja que el procés d’hidrolisi té diverses etapes (Verger 1997). En primer lloc, la lipasa
s’adsorbeix sobre la fase organica, seguit de la formacié del complex enzim-substrat, i
finalment s’alliberen els productes a la fase aquosa i1 es produeix la regeneracid de

I’enzim.

1.5.2 Obtencio

Les lipases poden ser produides per animals, plantes o microorganismes (Antonian
1988; Khachatourians i Hui, 1995). Les primeres lipases utilitzades eren extretes del
pancrees dels mamifers (generalment del porc). Pero els productors més interessants a
nivell industrial son els microorganismes com els llevats i els bacteris. Els principals
productors de lipasa comercial son Aspergillus niger, Mucor sp., Geotrichum candidum,

Pseudomona sp., i sobretot Rhizopus sp., Candida rugosa i Candida antartica.

Un gran nombre d’empreses que comercialitzen enzims a nivell industrial, estan
dedicant molts esfor¢os per aconseguir microorganismes superproductors d’aquestes
proteines i, que al mateix temps, siguin classificades com “inofensives” (GRAS). En el

cas de la lipasa, Novo Nordisk ha desenvolupat processos de produccio d’aquest enzim a
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escala industrial, utilitzant Aspergillus niger com a microorganisme hoste i utilitzant els

gens de Rhizomucor miehei i de Humicola lanuginosa (Boel, 1991).

1.5.3 Lalipasa nativa de Rhizopus oryzae (ROL)

El fong Rhizopus oryzae (figura 1.3), es troba en el seu estadi natural en el fruit de la
palma. D’aquest fong se n’ha aillat una lipasa extracel-lular coneguda amb el nom de
ROL (Rhizopus oryzae Lipase) (Hiol et al., 2000). La ROL nativa és una proteina de
392 aminoacids dividits en uns 26 primers aminoacids que conformen la seqiiéncia
senyal, seguits d’una pro-regido de 97 aminoacids i finalment els 269 aminoacids que
contenen la seqiiéncia de la proteina madura (Beer et al., 1998). La proteina madura té
un pes molecular de 32 KDa, presenta 4 punts potencials de N- glicosil-laci6 1 tres ponts
disulfur (entre els aminoacids 152 - 391, el 163 - 166 i el 358 — 367) (BenSalah et al.,
2006). L’enzim natiu €s estable a 30°C a pH entre 4.5 1 7.0.

Figura 1.3: Fong Rhizopus oryzae

Les lipases son ampliament utilitzades a la industria, especialment al sector
farmacéutic (Lopez et al., 2002; Shin et al., 2005). També es poden utilitzar per
realitzar resolucions de les mescles racemiques, degut a la seva alta selectivitat i
especificitat (Oliveira et al., 2006; Yadav et al., 2007). Altres aplicacions de les lipases
es troben en la produccié de biosulfactants pels aliments, en la industria cosmeética

(Dossaf et al., 2002; Plou et al., 2002), en la produccio de biodi¢sel (Matasumoto et al.,
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2001), en la sintesi d’antitumorals, antioxidants, i compostos fluororganics, en la
construccié de bisensors (Hasan et al., 2006), i en un gran nombre d’altres aplicacions

interessants.

1.6 Revisi6 de I'obtencid heterologa de ROL

Els treballs previs realitzats amb ROL comencen amb I’expressiéo aconseguida per
Beer et al., (1996) emprant el sistema d’expressio de E. coli. Aquest sistema d’expressio
provoca la formacid de cossos d’inclusié que dificulten la deteccid de I’activitat de
I’enzim. La formacié dels cossos d’inclusié és una resposta davant de la toxicitat de
ROL pel microorganisme. La purificacid posterior permet assolir una concentracié de

10 a 15 mg de ROL activa per litre, perd encareix substancialment el procés productiu.

Posteriorment, s’ha pogut véncer aquesta limitacié mitjangant els treballs de Di
Lorenzo et al., (2005) que han permés obtenir una ROL activa i correctament plegada

amb la soca de E. coli origami (DE3).

Resultats semblants s’han obtingut amb el llevat S. cerevisiae que ha permeés obtenir
de forma extracel-lular la ROL pero assolint nivells de producci6é del producte actiu

inferiors (Takahashi et al., 1998) .

Els primers en produir ROL en P. pastoris han estat Minning et al., (1998). Aquest
han produit, sota el control del promotor AOX1, 60 mg per litre de cultiu en un volum
de fermentaci6 de cinc litres. Les caracteristiques de la proteina obtinguda son 30kDa,

un pH optim d’activitat de 8.1 a 30°C 1 un punt isoeléctric al voltant de 9.3.

En els darrers anys, aquest procés ha estat ampliament estudiat en el grup
d’enginyeria de bioprocessos i1 de biocatalisi aplicada del departament d’Enginyeria
Quimica de la UAB, intentant identificar i optimitzar el bioprocés per a poder reduir els
seus colls d’ampolla, estudiant des d’aspectes genétics i fisiologics a operacionals i de
monitoritzacio i control ( Minning et al., 2001; Ramon et al., 2004; Resina et al., 2004;
Cos et al., 2005b; Resina et al., 2005; Cos et al., 2006a; Cos et al., 2006b; Marx et al.,
2006).
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Cos et al., (2006a) han realitzat experiments, demostrant la importancia de mantenir
una determinada concentracidé de metanol en el cultiu per poder incrementar la
productivitat del procés utilitzant el metanol com a unica font de carboni. Han
comprovat que la concentracié de substrat és un dels parametres claus en la produccid
de ROL emprant P. pastoris sota el promotor AOX1 per a una soca Mut®. Ramon et al.,
(2007), realitzen una primera aproximacio en la producci6 de ROL amb P. pastoris

mitjancant una estratégia en semicontinu utilitzant substrats mixtes (sorbitol i metanol).
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2  OBJECTIU

L’objectiu global d’aquest treball és el de millorar la productivitat de ROL utilitzant
el fenotip Mut’s de P. pastoris mitjangant la utilitzacié de substrats mixtes. Alhora

aquest es pot classificar en diferents petits objectius:

— Comprovar la funcionalitat d’un sistema de 48 milibioreactors treballant en
paral-lel amb P. pastoris utilitzant els promotors induibles AOX i FLD, i el

promotor constitutiu GAP.

— Optimitzacié de la produccié de ROL utilitzant com a cosubstrats el sorbitol i
el glicerol. Estudi de I’efecte de la concentracid del substrat inductor i de la

velocitat especifica de creixement sobre la proteina d’interes.

— Validaci6 d’un sistema SIA per ’analisi de sorbitol en linia.

— Canvi d’escala del procés més productiu passant de treballar de escala

laboratori (5 1) a escala pilot (50 1).

— Optimitzacié de la produccié de ROL amb el fenotip Mut’s de P. pastoris
aplicant técniques d’enginyeria genetica. Efecte sobre la produccio de ROL de

la coexpressiod del gen HAC1 de forma induible i constitutiva.
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3 MATERIALS I METODES

En aquest apartat es recullen tots els materials, equipaments i protocols d’analisis

utilitzats en la realitzaci6 d’aquest treball.

3.1 Solucions

3.1.1 Solucid 500 X Biotina (0.02%)

Dissoldre 20 mg de Biotina (Sigma, ref: 47868) en 100 ml d’aigua destil-lada. Filtrar
en condicions estérils 1 guardar a 4 ° C. El temps de caducitat d’aquesta soluci6 és de 1

any.

3.1.2 Solucio antiescumejant

Dissoldre 10 mg d’antiescumejant (Antifoam 204, n° batch:035K01501, Sigma) en
un litre d’aigua destil-lada. La concentracié optima d’AF al medi de cultiu és al voltant
de 10 mg/l. Per tant, s’ha de tenir en compte que només amb 5 ml d’aquesta solucid
d’AF s’aconsegueix la concentracio optima dins els 5 litres del reactor. Cal vigilar en no
addicionar grans quantitats d’AF, ja que altera I’equilibri de 1’oxigen dissolt entre la

fase liquida i gasosa, dificultant la seva transferéncia.

3.1.3 Solucié6 tampé Tris-HCI 400 mM CaCl; a pH 7.25
(Analisi activitat lipolitica)

El volum final de la solucio sera de 11. Abans de regular el pH amb I’acid clorhidric,

s’afegeix el clorur de calci. Aquesta soluci6 sera utilitzada per I’analisi d’activitat

lipolitica.
Nom component Pes () Proveidor
Clorur de calci anhidre 1.11
Tris (hidroximetil) aminometa 48.4 Panreac

Acid clorhidric 37% Fins ajustar pH a 7.25
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3.1.4 Solucio de sals traca

Pesar les quantitats indicades en la segiient taula, per a preparar 11 de solucié:

Nom component Pes (g) Proveidor
Sulfat de Coure pentahidratat 6.0 Merck
lodur de Sodi 0.08 Panreac
Sulfat de Manganés monohidratat 3.0 Panreac
Molibdat de Sodi dihidratat 0.2 Panreac
Acid Boric 0.02 Panreac
Clorur de Cobalt 0.5 Merck
Clorur de Zinc 20.0 Panreac
Sulfat de Ferro heptahidratat 65.0 Panreac
Biotina 0.2 Sigma
Acid Sulfuric (96%) 5ml Panreac

Dissoldre’ls en aigua destil-lada fins arribar al volum final d’un litre. Un cop

realitzada la mescla, cal filtrar-la a la cambra de flux amb un filtre estéril de 0.22 pm

(Millipore, Bedford, USA). Aquesta soluci6 s’emmagatzema a 4 °C i té una durada

aproximada d’un any.

3.2 Medis de cultiu

3.2.1 Medi per a cultius en flascons agitats

Per la preparacié d’un litre de dissolucid, s’utilitzen les quantitats indicades:

Nom component Pes (g) Proveidor
Glucosa 20 Quimivitia
Peptona 20 Oxoid
Extracte de llevat 10 Oxoid
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S’afegeixen 100 pg ml™” de zeozina per seleccionar els transformats. Per realitzar

I’esterilitzaci6 dels compostos, la glucosa s’esterilitza separadament de la resta de

components.

3.2.2 Medi per a cultius en discontinu

Per a la preparaci6 d’un litre de dissolucio, s’utilitzen les concentracions indicades:

Nom component Pes (g) Proveidor
Sulfat d’amoni 25 Panreac
YNB (Yeast Nitrogen Base) 1.7 DIFCO
Antiescumejant 204 5 gotes Sigma

Depenent de I’estratégia escollida s’addicionaran diferents fonts de carboni. Altres

medis de cultiu utilitzats es troben detallats en els capitols corresponents.

3.2.3 Medi per a cultius en semicontinu

Medi extret del manual que subministra Invitrogen (Pichia fermentation processs

guidelines, invitrogen), medi sintétic utilitzat per a cultius en semicontinu. Per a la

preparacié de 3.2 1 de dissolucid s’utilitzen les concentracions indicades a continuacio:

Nom component Concentraci6 (g 1) Proveidor
Acid ortofosforic (85%) 26.7 ml 1" Panreac
Sulfat de calci 0.93 Panreac
Sulfat de potassi 18.2 Panreac
Sulfat de magnesi heptahidratat 14.9 Panreac
Hidroxid de potassi 4.13 Panreac
Antiescumejant 204 5 gotes Sigma
Glicerol 40 Panreac
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En funcié de I’estratégia escollida s’addicionaran diferents substrats durant la fase
d’induccid i transici6. Altres medis de cultiu utilitzats es troben detallats en els capitols

corresponents.

3.2.4 Composicio substrats a la fase d’induccio

La solucio d’addici6 de metanol durant la fase d’induccié estara composada per:

metanol pur, sals traca 5 ml "' i biotina 2 ml 1™,

La soluci6 d’addici6 de sorbitol durant la fase d’inducci6 exponencial
preprogramada estara composada per : sorbitol 300 g 1", sals traca 5 ml I'' i biotina 2

ml .

La soluci6 d’addici6 de glicerol durant la fase d’inducci6 exponencial
preprogramada estara composada per : glicerol 550 g "', NHCI, 204 g 1, sals traga 5 ml

1""i biotina2 ml 1.

La solucié d’addicio de sorbitol durant la fase d’inducci6 utilitzada en els capitols 7
(Canvi d’escala per a la produccié de lipasa de ROL en el sistema d’expressid de
Pichia pastoris mitjancant I’Us de substrats mixtes) i 8 (Efecte de la coexpressié del gen
HAC1 de Pichia pastoris sobre la produccié de ROL amb el fenotip Mut®) d’aquest
document estara composada per: sorbitol 300 g 1", NH,CI 108 g 1", sals traga 5 ml 1" i
biotina 2 ml I". En aquests cultius el nitrogen requerit es addicionat de forma

exponencial juntament amb la font de carboni.
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3.3 Soques de treball

Les soques utilitzades en aquest treball son les seglients:

Soca Promotor Actuacié n° copies ROL  n°copies HAC Nomenclatura
KM100 1 AOX2 induible una Mut?,
X33clon 7 AOX1 induible una Mut’
X33500 1 AOX1 induible multiples P Mut ",
GS115 FLD induible una pFLD
GS115 GAP constitutiu una pGAP
KM100 1 AOX2 induible una una HAC1\p-Mut’,
KM100 1 GAP constitutiu una una HAC1cons-Mut’s

(Y21

Els subindexs “s” i “m” emprats en aquesta taula fan referéncia a I’inicial de les

sigles en anglés de una copia o multiples copies, singlecopy i multicopy, respectivament.

3.4 Tecniques microbiologiques

3.4.1 Preparaci6 plaques de Petri (YPD)

Per preparar un total d’1 litre (aprox. 20 — 30 plaques):
1. Dissoldre 10 g d’extracte de llevat, 20 g de peptona 1 20 g d’agar en
900 ml d’aigua destil-lada.
2. Esterilitzar durant 30 minuts a 121°C.
3. Amb I’ampolla calenta (35-40 °C), afegir 100 ml de soluci6 de
glucosa (200 g I'") esteril.
4. Omplir les plaques de Petri, en condicions estérils, 1 esperar que

solidifiquin al refredar-se.
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3.4.2 Determinacio de la concentracio de biomassa total

Per la mesura de la concentraci6 de biomassa total (suma de la viable i no viable)

existent al fermentador s’han emprat 1’analisi del pes sec.

3.4.2.1 Analisi del pes sec

. Recollir en un tub 5 ml de mostra i centrifugar a 6240 g (Megafuge

1.0, Heraeus, Barcelona, Espanya) durant 5 minuts.

Separar la solucio del pel-let.

Resuspendre el pel-let en 5 ml de solucid isotonica (NaCl 0.9% en
pes) i repetir la centrifugacio.

Repetir els passos de separacio, centrifugacid i separaci6 3 vegades.
Resuspensio del pel-let resultant en 5 ml de solucio isotonica.

Passar la solucio resultant per un filtre de microfibra de vidre
(Whatman GF/F, Maidstone, Regne Unit), préviament tarat en sec.
Rentar amb 10 ml d’aigua destil-lada per assegurar que només queda
la biomassa 1 perqué es dissolguin les possibles sals d’alguns
components del medi.

Els filtres amb biomassa es deixen durant 24 hores a 100°C.

Un cop secs, es posen en un dessecador amb silica gel fins assoliment

de pes constant.

10. La concentracio de biomassa es pot calcular com la diferéncia de pes

entre la tara del filtre i el pes final amb biomassa dividint aquest valor

pel volum de mostra utilitzat.

3.5 Metodes analitics

3.5.1 Determinacio de I’activitat lipolitica extracel-lular

Aquesta analisi esta basada en una modificacid del test (n® 1821792, LIP kit, Roche,

Mannheim, Alemanya) desenvolupat per a la detecci6é de la lipasa humana. El pH i la
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temperatura fixades pel test han estat modificades atesa la diferent naturalesa de la
lipasa, utilitzant les condicions on la lipasa de ROL presenta la maxima activitat (pH:

7.4 130 °C) (Minning, Schmidt-Dannert, Schmid, 1998).

Las lipases es defineixen com triagliceridhidrolases que catalitzen la degradacié dels
triglicerids a diglicérids (alguns inestables) amb la posterior formacidé de monoglicerids
1 acids grassos, com a productes finals. El metode utilitzat es basa en la degradacié d’un
substrat cromofor especific per a la lipasa, el 1,2-O-dilauril-rac-glicero-3-acid glutaric-

(6-metilresorufina)-ester.

1,2-O-dilauril-rac-glicero-3-acid glutaric-(6-metilresorufina)-éster

lLipasa

1,2-O-dilauril-rac-glicerol + acid glutaric-(6-metilresorufina)-éster

lDegradacié espontania

acid glutaric + metilresorufina
Figura 3.1: Reaccio utilitzada per a la quantificacié de I’activitat lipolitica.

En soluci6 alcalina, I’ester es degrada sota I’acci6 catalitica de la lipasa formant-se el
1,2-O-dilauril-rac-glicerol i I’acid glutaric-(6-metilresorufina)-éster, producte intermedi
inestable. Aquest Ultim es degrada espontaniament en acid glutaric i metilresorufina,
compost de color vermell, el qual és directament proporcional a 1’activitat lipolitica
existent a la mostra. L’aparicid del producte de color és mesura fotométricament.

L’activitat lipolitica de la lipasa es calcula com la velocitat d’aparici6 del producte de
color, la metilresorufina. Per tant, es correlacionara el pendent de la recta d’aparicié de

producte amb I’activitat lipolitica del medi (annex 11.2)
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La metodologia analitica és la segiient:

1. Recollir 1.5 ml de mostra.

2. Centrifugar la mostra 1-2 min a 17000 g. (Biofuge fresco, Thermo
sientific, Waltham, Estats Units)

3. Realitzar la dilucid necessaria perque el valor obtingut es trobi inclos en
el rang de mesura de I’analisi, depenent del moment de I’extraccié de la
mostra.

4. La reacci6 €s dura a terme en una cubeta (mod. 101302000, Sudelab SL,
Barcelona, Espanya) en les quals s’introduiran:

e 500 pl tamp6 Tris-HCI (400 mM CaCl, a pH 7.25)
e 500 pl mostra
e 300 pl reactiu (LIP kit , Roche, Mannheim, Alemanya)

5. Per la determinaci6 de la velocitat de produccid de metilresorufina
mitjangant el métode ja descrit, s’utilitza un espectrofotometre (Cary 300,
Varian Inc., Palo alto, USA)

6. Per realitzar el calcul de I’activitat lipolitica, s’empra la recta de

calibracio, inclosa a I’annex 11.2.

3.5.2 Determinacio de I'activitat lipolitica intracel-lular

L’activitat lipolitica intracel-lular va ser mesurada a partir dels sobrenedants
centrifugats de ceél-lules lisades. Les cel'lules van ser disruptades mecanicament
utilitzant el disruptor One Shot (Constant Systems Ltd, Daventry, UK). Inicialment es
recullen mostres del cultiu i sén centrifugades a 6240 g (Megafuge 1.0, Heraeus,

Barcelona, Espanya) durant 10 minuts a 4°C. Es descarta el sobrenedant per altres
-1 -1 -1
analisis 1 es renten les c¢l-lules amb tampd PBS (8 g1 de NaCl; 0.2 g1 KCI, 1.44 g1

-1
Na HPO 4i 024 ¢1 KH_PO,, pH=7.4) per duplicat.

Es mesura la densitat Optica de la mostra un cop ha estat resuspesa per segona vegada

i abans de la disrupcié cel-lular. Posteriorment es disrupten les ceél-lules seguint les



Capitol 3:MATERIALS I METODES

instruccions del fabricant a una pressié de 2.85 KBar 1 amb un sol pas de disrupcio. Es

manté el sistema experimental a una temperatura d’aproximadament 4°C.

La suspensi6 que en resulta es centrifuga per tal de separar-ne la fraccid insoluble a
6000 rpm durant 10 min 1 a 4°C (CentriKon H-401 ZK401, Kontron Hermle, Zurich,
Suissa). La fraccid soluble és la que s’utilitza per fer I’analisi d’activitat lipolitica

intracel-lular.

3.5.3 Quantificacié de proteines

Per a la quantificacié de proteina total s’ha utilitzat el kit comercial de Pierce basat
en el metode de Bradford (Bradford, 1976) seguint les instruccions del fabricant. Aquest
metode colorimétric es basa en la reaccid dels aminoacids basics 1 aromatics de les
proteines amb el reactiu Coomassie G-250 que genera un complex proteina-colorant que
es pot mesurar a 595 nm. L’absorbancia es mesura en plaques de 96 pous utilitzant
I’espectrofotometre Microplate Reader 2001 (Whittaker Bioproducts Inc., Walkersville,
MD, USA).

3.5.4 Activitat proteasica

L’activitat proteasica del sobrenedant de les mostres es va analitzar utilitzant el Kit
d’analisi d’activitat proteasica QuantiCleave™ Fluorescent (Pierce, Rockford, Estats

Units), d’acord amb les instruccions del fabricant.

3.5.5 SDS-PAGE

Els gels de proteines de poliacrilamida sodi dodecil sulfatat (SDS) al 12% es van dur
a terme en un unitat Mini-Protean II (BioRad, CA, USA) seguint el protocol recomanat

pel fabricant d’acord amb el protocol de Laemmli (1970).

3.5.6 Western Blot

El Western Blot es va portar a terme després de la transferéncia de la proteina des del

gel SDS-PAGE a una membrana de nitrocel-lulosa utilitzant una cél-lula de
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transferéncia electroforética Mini Trans-Blot durant 90 min a 400 mA (BioRad, CA,
USA). Un cop la transferéncia va ser completada es va incubar en un buffer bloquejant
(Na,HPO, 1.42 g1, KC10.2 g 1", KH,PO, 0.2 g 1", NaCl1 8 g 1, Tween20 1 ml 1" i llet
en pols al 5%) durant 12 h a 4°C. Per a la deteccié de la ROL les membranes es van
incubar en una soluci6 al 3% de llet en pols amb 1’anticos primari, un anticos de rata
anti-ROL a una dilucié de 1:100 durant 90 minuts a temperatura ambient. Posteriorment
es realitza un rentat de la membrana (Na,HPO, 1.42 g I'', KC10.2 g1', KH,PO, 0.2 g
1", NaCl 8 g 1", Tween 20 1 ml I'") tres vegades durant 10 min. Posteriorment es realitza
la incubacié amb I’anticos secundari, anti-rata (Anti-mouse IgG whole molecule
alkaline-phosphatase, Sigma-Aldrich) produit en cabra a una diluciéo 1:5000 en una
solucié als 3% de llet en pols durant 1h a temperatura ambient. Posteriorment es
realitza el rentat de la membrana tres vegades i el senyal va ser revelat amb un reactiu
especific per DI’anticos secundari (Alkaline Phosphatase Conjugate Substrate Kit
(BioRad)) fins a identificar les bandes. La reacci6 va ser aturada mitjangant el rentat

amb aigua destil-lada.

3.5.7 Zimograma

El zimograma es va realitzar partint dels gels SDS-PAGE abans de ser tenyits. El
SDS del gel s’elimina al submergir-lo en una soluci6 2.5 % Triton X-100 durant 1 h a
temperatura ambient. Posteriorment el gel es renta dues vegades amb Tris-HC1 20 mM a
pH 7 durant 15 min i s’incuba amb una solucié de 100 uM MUF-butyrate al mateix pH
i Tris-HCI a la mateixa concentracié durant 30 segons. Posteriorment el gel s’exposa a
llum UV amb [’objectiu de detectar les bandes fluorescents. Posteriorment si es
requereix el gel pot ser tenyit utilitzant Commassie G250 col-loidal amb 1’objectiu de

detectar el pes molecular de les bandes actives.

3.5.8 Determinacié de la concentracié de glicerol i sorbitol

El glicerol i el sorbitol sén determinats per HPLC amb 1’equip HP 1050 liquid
chromatograph (Hewlett Packard, Palo Alto, CA, USA) utilitzant la columna de
bescanvi ionic ICSep ICE-COREGEL 87H3 (Transgenomic). Com a fase mobil
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s’utilitza una soluci6 d’acid sulfuric 6 mM amb un volum d’injeccid de 20 pl i el temps
de I’analisi correspon a 40 min. Les dades son quantificades i tractades pel programari
comercial Chromeleon 6.80 Software (Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, USA). La

desviacid estandard residual (RSD) d’aquest métode és del 3 % .

3.5.9 Determinacio de la concentracio de metanol

El metanol és analitzat per cromatografia de gasos amb I’equip HP 5890 gas
cromatrography (Hewlett Packard, Palo Alto,CA, USA) utilitzant una columna capil-lar
Tracil TR-FFAP de 25mx0.53 mm X 1 pm (Tracer-Teknokroma, St. Cugat del Valles,
Barcelona, Espanya) i equipat amb un injector automatic (HP 7376) amb un detector de
tipus FID. Les condicions d’operacié son 200°C i 280°C per I’injector i el detector,
respectivament. La temperatura interior del forn segueix un perfil que comenga a 40 °C
(2 min), a un increment constant de 20°C min™ fins arribar a 200 °C, mantenint-se a
aquesta temperatura final durant 5 minuts. El temps total de mesura és d’uns 15 minuts.
S’utilitza un cabal gasos de 9 ml min™ de heli per arrossegar la mostra per ’interior de

la columna. El gas combustible del detector €s 1’hidrogen.

La mesura es porta a terme amb un patré intern d’isopropanol de concentracid
coneguda (4 g 1) barrejat al 50 % (v/v) amb la mostra préviament filtrada amb un filtre
de 0.45 pm (Durapore, Millipore, Bedford, USA). Les dades sén quantificades 1
tractades pel programari comercial Millenium 32 software (Waters Corporation,

Mildford)

L’analisi de metanol també¢ es dura a terme on-line mitjancant una sonda introduida
al interior del reactor, descrita en 1’apartat 3.6.2 Control i analisis de metanol en linia

d’aquest treball.

3.5.10 Determinacio de la concentracié d’amoni

La concentracié d’amoni €s mesurada utilitzant un test colorimétric comercial (Dr.
Lange LCK302 kit , Diisseldorf, Alemanya). El principi de mesura es basa en que els
ions d’amoni a pH 12.6 reaccionen amb els ions d’hipoclorit i salicilat en preséncia de

sodi nitroprusit com a catalitzador per formar 1’indofenol blau. El rang de mesura
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d’aquest kit és entre 60-167 mg/l d’amoni. Les possibles interferéncies del metode
poden ser ions metal-lics com Ag’,Pb*",Sn*" Fe*". S’ha de tenir en compte que en cap
dels medis de fermentacid utilitzats es superen les concentracions critiques d’aquests

compostos que podrien provocar interferéncia en la mesura.

S’utilitzen 0.2 ml de mostra que es mesclen en un vial d’un Unic s que cal agitar
vigorosament i esperar uns 15 minuts perque la reaccio arribi a la seva fi. A continuacio,
es mesura |’absorbancia a 550 nm de la solucié directament del vial en [’aparell
subministrat per Dr. Lange (model CADAS, Dr. Lange, Diisseldorf, Alemanya). Aquest
equip disposa ja internament del calibratge entre absorbancia i concentracié d’amoni,
mostrant directament el resultat en unitats de concentracid (mg I). La desviacio

estandard residual (RSD) del métode ¢€s al voltant del 8% del rang de mesura.

3.5.11 Determinacio de la concentracio de metilamina

La metilamina es analitzada per HPLC (Hewlett Packard 1090) amb un detector tipus
UV/VIS utilitzant una columna Hypersil AA-ODS (Hewlett Packard, Palo Alto, Estats
Units) treballant amb una precolumna Hypersil ODS. L’eluent A correspon a; 20 mM
acetat sodic, 0.3% (v/v) tetrahidrofura (THP), 0.018% (v/v) trietilamina (TEA). L eluent

B correspon a; 10 mA acetat sodi, 40% (v/v) metanol, 40% (v/v) acetonitril.



Capitol 3:MATERIALS I METODES

3.6 Equipament emprat

L’equipament emprat per a la realitzacio del treball experimental es recull a la figura
3.1. En aquesta figura s’inclou tot I’equipament que ha estat necessari per poder

realitzar la monitoritzacid 1 estratégies de control.

®
A
Nos/

Metanol

: ANALITZADOR DE METANOL

T

Base
NH4OH/KOH

Metanol Co-substrat

Figura 3.1: Diagrama de procés del muntatge experimental.
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3.6.1 Fermentador

Aquest ¢s 1’element principal del sistema en qliestio, espai fisic on es realitzen els
cultius. Aquest equip (F-01), Biostat B (B. Braun, Melsungen, Alemanya), equip
comercial (figura 3.2). Aquest equip consta de tres moduls: un de cultiu que inclou la
cuba de fermentacid, les sondes que monitoritzen el procés i el sistema d’agitacio; els
segon modul, la DCU, on s’adquireix la informaci6 corresponent a les sondes i on es
troben implementats els controladors de pH (AIC-10), pO2 (AIC-09), temperatura (TIC-
08) 1 agitacid (SIC-11) i finalment el modul de maniobra, que inclou tot I’aparellatge
eléctric, pneumatic i hidraulic que permet mantenir constants els parametres basics del

cultiu.

Figura 3.2: Fermentador Biostat B (B. Braun, Melsungen, Alemanya)
A més a més, hi ha una série d’equips associats que permeten realitzar la resta de la

monitoritzacid, llagos i accions de control que son:

3.6.2 Sistema d’addicio de substrats

Per a la realitzacid d’algunes de les etapes vinculades al procés fermentatiu: addicio

preprogramada per mantenir una velocitat de creixement constant i implementacio dels
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llagos de control de substrat. Amb aquesta finalitat es disposa de les microburetes
motoritzades (B-03 i B-04) model microBUR 2031 (Crison, Alella, Espanya) que
mitjancant I’ordre donada des d’un ordinador dispensen de forma periodica les

quantitats establertes per 1’estratégia programada.

Figura 3.3: Microburetes motoritzades model microBUR 2031 (Crison, Alella, Espanya)

Previ a la utilitzaci6 de les microburetes durant els cultius es realitza una
esterilitzacié quimica de les xeringues i els tubs implicats. Per a la esterilitzacio es
realitzen cicles de 10 injeccions dels segiient substrats amb el segiient odre: aigua, acid

clorhidric (1M), aigua, hidroxid de sosa (1M), aigua, etanol (70% (v/v)), aigua.

3.6.3 Controlianalisis de la concentracio de metanol en linia

El llag de control la concentraci6 de metanol en el medi de cultiu pels cultius
realitzats amb soques que empren aquest substrat com a font de carboni utilitza
I’analitzador de metanol (Methanol detector and sensor unit, Raven Biotech Inc.,
Vancouver, Canada). Aquest equip es composa d’una sonda (figura 3.4 B) per I’interior
de la qual circula un cabal constant d’aire sintétic que arrossega el metanol el qual es
difon a través d’una membrana especifica per compostos volatils. El cabal d’aire sec es
manté constant mitjangant un manoreductor i un rotametre. Aquest corrent d’aire
arrossega el metanol, fins 1’element de detecci6. Aquest sensor donara com a resposta
una senyal de voltatge que correspondra a la concentracié de metanol present en el

cultiu (figura 3.4 A). Préviament a I’utilitzaci6 del aparell en fermentacions, es realitza
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el calibrat d’aquest per trobar una relaci6 entre el voltatge i la concentraci6 de metanol
(annex 11.1). L’aparell t¢ un temps de resposta de 120 segons. Aquesta mesura es
recollida per un ordinador que aplica una llei de control determinada i que envia 1’accio
corresponent a una microbureta motoritzada (B-04) model microBUR 2031 (Crison,
Alella, Espanya) que dispensa la quantitat corresponent per fer realitat 1’objectiu de

control.

B)

Figura 3.4: Detector de metanol (A) i sonda (B) (Raven Biotech INC, Vancouver, Canada).

Per poder realitzar el control en linia de la concentraci6 de metanol, s’ha utilitzat un
controlador combinat desenvolupat per Cos et al., (2006). Aquest esta format per dos
blocs, el primer basat en el balang de substrat entorn al cultiu que permet establir el
consum del metanol que té el microorganisme, i el segon de tipus PI, per poder
respondre davant de pertorbacions i de canvis de consigna, descrit en la seglient equacio

(Equacio 3.1):

Vv dMm At
Ft+At = Ft - (|\/| - M ) dt + Kp (gt _gt_l)+z'i & (eq. 3.1)
consum T;|
On;

F: Cabal d’alimentacio (1 h™).
My: Concentracié de metanol al aliment (g 1™").
M: Concentraci6 de metanol a I’interior del bioreactor (g 17).

V: Volum de medi a I’interior del bioreactor (1).
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K,: Guany del controlador proporcional.
1 : Parametre de 1’efecte integral.
e: Diferencia entre el valor de la consigna i la concentracié de

metanol en el medi de cultiu.

Aquest sistema de control, inclou el calcul del consum de metanol durant tot el
cultiu, i permet superar desviacions no desitjades, o bé canvis en la consigna de la
concentracié de metanol durant el cultiu, ja que aquest algorisme inclou el terme de

control retroalimentat de tipus PI de velocitat (Cos et al., 2006).

La combinaci6 d’aquesta estratégia permet fixar els parametres de control al llarg de
tota la fermentacio, fet dificil de realitzar en el cas d’altres controladors utilitzats en el
grup d’investigacid (Cos, 2005) que davant d’un sistema no-lineal com el proposat
obliguen a modificar els parametres del controlador en funci6 del temps. En els
experiments realitzats en aquest treball s’han utilitzat com a parametre de guany del
controlador el valor de 0.08 pl 1 g’ min™', i com a parametre de I’efecte integral de 2.5

minuts.

3.6.4 Sistema d’addicio de cosubstrats (Sorbitol i Glicerol)

Davant la no existéncia de sensors especifics de sorbitol o glicerol s’empra una
estrategia d’addicidé preprogramada amb [’objectiu de controlar, en llag obert, la

velocitat especifica de creixement del microorganisme durant la fase d’induccié.

Si es considera que hi ha un pseudo — estat estacionari per cada instant de temps, a
partir del balang de substrat a la fase en semicontinu, es pot obtenir la relacié entre la
velocitat especifica de creixement , el cabal de substrat addicionat i la biomassa en cada
instant (equaci6 3.2).

Yys u(t) S,
)=—— eq. 3.2
"OT Vo x0 (¢d.32)

Si a més s’integra el balang de biomassa en la fase d’induccid s’obté la equacio 3.3.
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XOVO= X ) V) exp [ut—t)) (eq. 3.3)

I combinant i reordenant les equacions 3.2 i 3.3, s’obté el cabal (u(t)) que cal
addicionar per poder mantenir la velocitat especifica de creixement constant (equaciod

3.4).

o O Xt vit,)]

Y. .5, exp [y (t—to)] (eq. 3.4)

Aquest cabal depén del volum inicial (V(tp)), de la concentracié de biomassa inicial
(X(to)) 1 de Yxs que es considera constant al llarg de la fermentaci6 i que es determina a
partir dels experiments realitzats en discontinu. Aquests valors es troben especificats als

capitols corresponents.

Si no es complis la hipotesi plantejada sera necessari modificar els cabals d’addici6
del cosubstrat. Per aixo cal fer un seguiment de la concentracié d’aquest compost en el
medi de cultiu mitjangant HPLC. Amb aquesta dada i1 mitjancant el balang¢ del
cosubstrat es pot quantificar el consum en cada un dels intervals de temps i reajustar el

cabal consumit en cada moment.

3.6.5 Equipament informatic

Tots els anteriors equips estan monitoritzats 1 controlats per un maquinari que fa de
suport per poder implementar tot el programari necessari per poder dur a totes les
estrategies de control proposades i per poder recollir en forma de base de dades la

informacié vinculada a cada cultiu.

El programari emprat per poder realitzar la implementaci6 de les diferents estrategies
¢s el programari Visual Basic 6.0 i el potent programari de calcul MATLAB
6.5.0.1.80913a Release 13.
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3.7 Cultius amb Pichia pastoris

3.7.1 Cultius en flascons agitats

Les soques utilitzades en aquest treball experimental son conservades en petites
quantitats (crio-vials de 1 o0 2 ml) a — 80 °C en un medi ric en glicerol, tal com recomana
el manual de Invitrogen (Pichia fermentation manual). D’aquests se n’agafen 10 o 20
ul, que s’estenen sobre la placa de petri en condicions esterils. La placa s’ha de
mantenir durant 48 h a 30 °C, tapada amb parafilm o amb paper d’alumini per tal

d’evitar que la continua circulacié d’aire a dins de 1’estufa assequi 1’agar.

A continuacio, es prepara un litre del cultiu tal com s’ha explicat en I’apartat 3.2.1.
Medis de cultiu en flascons agitats. S'autoclava el medi preparat dins de flascons agitats

d’un litre de capacitat amb taps d’alumini a 121 °C durant 30 minuts.

Es deixen refredar i s’afegeix, en condicions estérils, 100 pg ml'de zeozina per
seleccionar els transformats. S’inoculen i s’introdueixen a I’orbital a 30°C 1 200 rpm

durant 40 hores.

3.7.2 Cultius en fermentador d'un litre

Per treballar a densitats cel-lulars superiors s’utilitza un fermentador model Biostat B
(B. Braun, Melsungen, Alemanya) amb una cuba de 1.5 litres. Les condicions de treball
per aquest cultius son de temperatura i agitacido fixades a 30°C i a 500 rpm,
respectivament. El pH es mesura mitjangant una sonda introduida al interior del reactor
(mod. InPro 3030/3100, CRISON Inpro, Alella, Espanya) i es manté a un valor de 5.5
mitjancant 1’addicié de KOH 1M o bé d’amoniac (30%) depenent del cultiu a realitzar.
El percentatge d’oxigen dissolt en el medi es mesura mitjangant una sonda d’oxigen
(mod. 33187703, Mettler Toledo, Kiisnacht, Suissa). La regulacio del cabal d’aire que
permet mantenir un minim del 20% d’oxigen dissolt, es realitza mitjangant 1’addicid
d’aquest cabal entre 1 i 2 1 min™ mitjangant un cabalimetre massic (Bronkhorst HY TEC,
Ruurol, Holanda) incorporat al sistema controla la quantitat d’aire que s’introdueix dins
del fermentador entre un rang de 0 —10 1 min™. Les sondes de pH i d’oxigen dissolt es

calibren per cada cultiu. Com a medi de fermentacio s’utilitzaran els descrits en I’apartat
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3.2 Medis de cultiu. El medi s’esterilitza juntament amb el reactor i les sals traga, la
biotina 1 el metanol, s’afegeixen un cop esterilitzada la resta, filtrant-les amb un filtre
esteéril de 0.45 um (Millipore). L’inocul es realitza a partir del cultiu en flascons agitats
tal com s’ha descrit a 1’apartat 3.7.1 Cultius en flascons agitats. Aquest cultiu es
centrifuga (CentriKon H-401 ZK401, Kontron Hermle, Zurich, Suissa) a 5000 g durant
10 minuts. Les cél-lules es resuspenen amb 50 ml de soluci6 isotonica estéril 1 s’inocula

el fermentador.

3.7.3 Cultiu en fermentador de 5 litres

S’han realitzat els cultius en semicontinu amb el fermentador B. Braun model Biostat
B (B.Braun, Melsungen, Alemanya) amb una cuba de 5 litres. Les condicions de treball
per aquest cultius son de temperatura fixada a 30°C 1 agitacié fixada entre 800-1000
rpm. El pH es mesura mitjangant una sonda introduida al interior del reactor (mod.
InPro 3030/3100, CRISON Inpro, Alella, Espanya) i es manté¢ a un valor de 5.5
mitjancant 1’addicié d’amoniac (30%) durant la fase de creixement amb glicerol. Un
cop finalitzada aquesta fase, la base es canvia per KOH 5M, per tal d’evitar
interferéncies amb la sonda de metanol. El percentatge d’oxigen dissolt en el medi es
mesura mitjancant una sonda d’oxigen (mod. 33187703, Mettler Toledo, Kiisnacht,
Suissa), aquest es manté per sobre del 20% mitjancant un cabal d’aire de 4 1 min™ per la
fase de creixement en glicerol i de 2 1 min™ per les posteriors fases. Un cabalimetre
massic (Bronkhorst HYTEC, Ruurol, Holanda), incorporat al sistema, controla la
quantitat d’aire que s’introdueix dins del fermentador entre un rang de 0 —10 1 min™". Les
sondes de pH 1 d’oxigen dissolt es calibren per cada cultiu. Com a medi de fermentacio
s’utilitzen els descrits en 1’apartat 3.2 Medis de cultiu. El medi s’esterilitza amb el
reactor i les sals traca i la biotina s’afegeixen un cop esterilitzada la resta, filtrant-les
amb un filtre estéril de 0.45 um (Millipore). L’inocul es realitza a partir d’un cultiu en
flascons agitats tal com s’ha descrit a I’apartat 3.7.1 Cultius en flascons agitats. Aquest
cultiu es centrifuga (CentriKon H-401 ZK401, Kontron Hermle, Zurich, Suissa) a 11300
g durant 30 minuts. Les cél-lules es resuspenen amb 50 ml de soluci6 isotonica esteril i

s’inocula el fermentador.
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A T’utilitzar el sorbitol com a cosubstrat els cultius presenten 3 fases: la primera un
cultiu en discontinu de 40 g 1" de glicerol, la segona una fase de transicio i la tercera
una fase d’induccid. Un cop esgotat el glicerol en el medi de cultiu de la primera fase,
s’inicia la fase de transicié. S’afegeixen al cultiu dues addicions puntuals de 5 g "' de
metanol i 10 g I de sorbitol, esterilitzats préviament. Un cop finalitzada la fase de
transicio, indicada per un augment al senyal de pO, degut a I’esgotament dels substrats,
s’inicia la fase d’inducci6. S’activa el control de metanol, i per realitzar el control de la
concentracié d’aquest al interior del reactor, es posara en marxa I’estratégia de control
descrita a I’apartat 3.6.2 Control i analisis de la concentracié de metanol en linia
desenvolupat per Cos et al., (2006). El sorbitol s’introduira al interior del reactor,
mitjancant una addici6 exponencial preprogramada, equacio descrita en I’aparat 3.6.3
Sistema d’addici6 de cosubstrats (Sorbitol i Glicerol), d’aquest treball. Al arribar als 40
g "' de biomassa al interior del reactor, s’afegeix la font de nitrogen en forma de clorur

d’amoni 4M, per evitar limitacions d’aquest durant el cultiu (Cos et al., 2005).

A Tutilitzar el glicerol com a cosubstrat els cultius presenten 2 fases: la primera un

cultiu en discontinu de 40 g I"" de glicerol i una segona una fase d’induccio. A Iutilitzar
el glicerol com a cosubstrat no es realitzara fase de transicié degut a que es continuara
utilitzant el glicerol com a font de carboni en la posterior fase. L’estratégia d’addicio
dels substrats es realitzara de la mateixa forma que s’addicionen a 1’utilitzar el sorbitol

com a cosubstrat.

A T’utilitzar el metanol com a unica font de carboni, els cultius inclouran 3 fases: una

primera fase corresponent a un discontinu amb glicerol de 40 g 1, una segona fase de
transicio 1 una tercera fase d’induccid. La fase de transicio tindra una durada de 5 h,
modificant la seqiiéncia proposada préviament per Katahura et al., (1998). Durant les
primeres dues hores 1’addicié de glicerol correspon a 300 ul min™. Posteriorment
aquesta disminueix a 160 pl min" durant la tercera hora, a 100 pl min™" durant la quarta
hora i finalment a 65 pl min" durant la cinquena hora. D’altra banda, I’addicié del
metanol s’inicia a la tercera hora i es manté constant a un cabal de 100 ul min™ fins al
final d’aquesta fase (3h). Aquesta estratégia permet 1’adaptacié del metabolisme de P.
pastoris al metanol, substrat que s’utilitzara com a unica font de carboni en I’etapa

d’induccid.
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Aquestes estratégies d’addicido de substrats seran necessaries per a mantenir les
concentracions establertes dels substrats en cada cultiu i emprant com a elements
actuadors dues microburetes automatiques esterilitzades quimicament préviament a la

seva utilitzacio.

3.8 Calculs

En aquest apartat es presenten les bases teoriques i les eines utilitzades pel calcul

d’alguns parametres que ajuden a interpretar i obtenir més informacié dels cultius.

3.8.1 Calculdelap, qsiqp

A partir de les principals variables de seguiment durant la fermentacid, la
concentracié de biomassa, de substrat i d’enzim es poden calcular les velocitats
especifiques de creixement (u), de consum de substrat (qs) i de produccio de lipasa

expressada com unitats d’activitat (qp), respectivament.

Aquestes variables poden donar informaci6 molt valuosa per analitzar a posteriori
I’evoluci6 de la fermentacid, per relacionar-les amb I’estat fisiologic del

microorganisme i per a la detecci6 de canvis de comportament.

Es suavitzen aquestes dades experimentals mitjangant rutines matematiques (Matlab

6.1 Curvefit Toolbox, The Mathworks Inc., Natick, USA).

Durant el cultiu la quantitat de biomassa augmenta de tal forma que el volum de la
fase aquosa es redueix progressivament. Algunes dades experimentals, com [’activitat
lipolitica extracel-lular i la concentracié de substrats, es determinen inicament a partir
dels sobrenedants. Aixi doncs cal tenir en compte el volum ocupat per la biomassa a
I’hora d’expressar les concentracions determinades en la fase liquida en funcié del
volum total del bioreactor (Borzani 2003). Els valors expressats al llarg d’aquest treball
corresponen a les concentracions de substrat i activitat lipolitica determinades per unitat
de volum de brou de cultiu. Els cabals de substrat addicionats es determinen a partir de

les alimentacions de les microburetes, aixi com també el cabal de base introduit al
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sistema. El volum del fermentador s’estima a partir del volum inicial i el comput de les
addicions successives de substrats i extraccions puntuals significatives. Es descompten
els volums retirats del bioreactor, que es poden entrar informaticament per a la correccio

del volum.
Les velocitats especifiques es calculen a partir de les dades recollides 1 els balancos
de materia del cultiu mitjancant un programari desenvolupat anteriorment pel grup

d’investigacio (Cos et al., 2005; Cos 2005).

A continuacié s’indiquen els corresponents balancos per cultius en discontinu i

semicontinu.
3.8.1.1 Cultiu en discontinu
Biomassa
axX 1 15
= — eq. 3.
=00 x 1
Substrat
dS 1 16
= cqd. o.
s dt X a
Producte
q dP 1 37
=—"— eg. 3.
odt X a

3.8.1.2 Cultiu en semicontinu

El procés en semicontinu es caracteritza per |’entrada de substrat amb la

corresponent variacié de volum ja que no hi ha cap corrent de sortida.
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Biomassa

dX 1 N F 38
=t eq. 3.
#T0 x T 1
El calcul de la p per a un cultiu en semicontinu depén del cabal de substrat

addicionat, el volum, la biomassa i la variacié d’aquesta ultima al llarg del temps.

Substrat

s Z—[dS+F.(S_SO)j- : eq. 3.9

dt V X

Per al calcul de g5 s’ha de concixer el valor de la biomassa, el cabal addicionat, el
volum, la diferéncia de concentracions de substrat entre 1’aliment i a 1’interior del

bioreactor, i la variacié de la concentraci6é d’aquesta al llarg del temps.

Producte

P F-P) I
L 13,10
A (dt Y Jx =

Per determinar la q, és necessari con€ixer la concentraci6 de producte a I’interior del
fermentador, juntament amb la seva evolucio al llarg del temps, el cabal d’alimentacio,

el volum 1 la concentracio de la biomassa.

3.8.2 Calculs dels valors mitjans

En molts casos sera de gran ajut concixer els valors mitjans d’algunes d’aquestes
variables calculades en un periode o etapa de la fermentacid. La metodologia de calcul
¢s integrar 1’evolucid d’aquesta variable en el temps pel periode desitjat i dividint aquest

valor per al increment de temps, com s’indica a 1’equaci6 3.11.
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t

1

= (tz_tl)E!‘X

(t)dt eq.3.11

En molts casos perd, només es disposa de valors puntuals a certs moments del cultiu
1 no com es requereix per aquest calcul, una funcié que depengui del temps. Per tant, en
aquests casos s’ha d’aproximar els valors puntuals mitjangant una equacid i
posteriorment realitzar la integracié d’aquesta en el periode de temps desitjats. El
procediment utilitzat doncs, és molt similar al seguit per al calcul de les derivades.
Igualment cal tragar una funciéo de “splines” suavitzada que aproximi els punts de

I’evolucié temporal de la variable que es desitja coneixer el valor mig.

3.8.3 Calcul dels rendiments

Els rendiments son parametres molt importants ja que representen l’eficacia de
conversi0 d’una variable respecte wuna altre. Per exemple, el rendiment
substrat/biomassa, ens dona la idea en quin tant per u de cada gram de substrat passa
directament a biomassa. Es poden calcular en un interval determinat de la fermentacio,
sent rendiments parcials o pel contrari per tota la fermentacid, anomenant-se rendiments
totals. Es important entendre que aquests coeficients no es mantenen constants durant
tota la fermentacio, ja que canvien amb rapidesa segons les necessitats energetiques del
microorganisme. Alguns autors (Pirt,1985) han deduit I’estreta relacié existent entre el

rendiment biomassa/substrat i el coeficient de manteniment.

A continuacio es presenta la forma de calcul dels diferents rendiments, en tots el

casos per a cultius en discontinu o semicontinu.

3.8.3.1 Rendiment biomassa / substrat (Yx/s)

Y ———X 3.12
eq. 3.
X /S AS q
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3.8.3.2 Rendiment producte / biomassa (Yp/x)

Y =— 3.13
eq. 3.
P/X AX q

3.8.4 Calcul de les productivitats

La productivitat es pot definir com la relacié entre la quantitat de producte obtingut
amb els factors per obtenir-la en un determinat periode de temps. De forma més
concreta en el cas dels bioprocessos la productivitat volumeétrica es defineix com la
quantitat de producte format per unitat de volum i temps. Analogament, la productivitat
especifica es calcula com la quantitat de producte format per unitat de massa cel-lular i

temps.
Evidentment, i de manera semblant als rendiments, es pot calcular el seu valor per un
periode de temps o per tot el cultiu, tot i que és aquest ultim el que potser €¢s més util ja

que conté una informacié més valuosa.

La metodologia de calcul és senzilla,

AP
Productivitat Volumétrica= —— eq. 3.14
. , AP
Productivitat especifica= eq. 3.15
AX At

on
AP: Increment de productivitat (UA 17).
At: Increment de temps (h).

AX: Increment de la concentracié de biomassa (g 17).
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4 Optimitzacio del sistema de producci6 de ROL en Pichia
pastoris utilitzant un sistema de 48 milibioreactors
agitats treballant en paral-lel

4.1 RESUM

La realitzacié de nous processos biologics requereix llargues etapes d’optimitzacio
del procés de producciod abans d’arribar a produccions a escales superiors. En aquest
capitol es presenta un sistema de 48 milibioreactors agitats amb un volum maxim de
treball de 15 ml que possibilita la realitzacidé de diverses condicions de cultiu a la
vegada, disminuint el temps requerit durant les primeres etapes d’investigacid (seleccio
dels clons més productius, dels medis de cultiu, dels substrats Optims, etc), substituint
els classic sistema de flascons agitats. Aquest sistema millora el sistema de flascons
agitats, en el sentit que possibilita el control del pH, la monitoritzacié del pO; 1 un
sistema de presa de mostres automatic que permetra realitzar un seguiment exhaustiu
del creixement cel-lular. Aquest treball es realitza en col-laboraci6 amb el grup liderat

pel Prof. Weuster-Botz de la Universitat Técnica de Munich (Garching, Alemanya).

S’utilitzen soques de P. pastoris productores de ROL sota promotors induibles (AOX
1 FLD), i sota el promotor constitutiu GAP. Al treballar amb el promotor AOX s’utilitza
metanol i sorbitol com a fonts de carboni, 1 al treballar amb el promotor FLD s’utilitza
sorbitol com a font de carboni i metilamina com a font de nitrogen i agent inductor a la
produccid. Finalment a ’utilitzar el promotor constitutiu GAP s’utilitza glucosa com a

font de carboni.

Inicialment es realitzen cultius en discontinu utilitzant el glicerol com a font de
carboni amb el fenotip Mut™ de P. pastoris, per avaluar el creixement dels
microorganisme sota el nou sistema. Es realitza un canvi d’escala favorable obtenint

valors similars als obtinguts préviament per altres autors treballant a escales de 5 1.

Posteriorment es realitzen cultius en discontinu utilitzant el fenotip Mut™ de P.
pastoris amb metanol com a tnica font de carboni, i alhora utilitzant substrats mixtes

(sorbitol 1 metanol). A I'utilitzar el metanol com a tnica font de carboni no es registra
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un augment de la densitat optica, D’altra banda el cultiu que contenia sorbitol va
presentar un lleuger augment de la densitat Optica durant les primeres hores de cultiu,
associat al consum del sorbitol. El problema principal restava en la pérdua del metanol
per stripping a la sortida dels reactors a una velocitat de 0.5 gy I h™'. Posteriorment es
decideix realitzar cultius mitjancant una estratégia en semicontinu incloent una primera
fase de creixement amb glicerol per tal d’obtenir biomassa, i posteriorment s’inicia la
fase de produccid, on el metanol i el sorbitol son afegits al llarg del cultiu. A 1’utilitzar
el fenotip Mut" s’addiciona el metanol suposant una gsmet corresponent a 0.06 gyt gX’1 I
I'{ amb el fenotip Mut® corresponent a 0.024 gy gx'1 I''. A Dutilitzar el sorbitol
(fenotip Mut®) aquest s’addiciona suposant un consum corresponent a 0.022 gsor gx ' 17
Alhora es realitzen cultius en discontinu amb metanol com a font de carboni (fenotip
Mut") i utilitzant substrats mixtes (sorbitol i metanol) (fenotip Mut®). Independentment
de I’estratégia escollida, en tots els cassos s’addiciona el metanol corresponent a la
perdua d’aquest per stripping. En tots els cultius realitzats en semicontinu s’observen
acumulacions dels substrats, no registrant-se augments en la densitat optica, alhora al
realitzar cultius en discontinu, tampoc es registren augments en la densitat Optica.
S’analitza 1’activitat lipolitica dels cultius, no obtenint activitat en cap de les condicions
testades. Per tant, es descarta la utilitzacid els sistema de 48 milibioreactors per treballar

amb soques induibles amb metanol.

Posteriorment es treballa amb el promotor alternatiu induible FLD. Es realitzen
cultius en discontinu estudiant I’efecte de les diferents proporcions dels substrats
(sorbitol/metilamina). No s’observa un augment de la densitat optica en cap de les
condicions provades. Aquest fet es relaciona amb la fase de laténcia presentada (aprox.
10 h) pels microorganismes abans no inicien el consum del substrats. Es registra una
disminuci6 en la densitat Optica després de 10 h de cultiu, associada a la lisi cel-lular i
adheréncia de la biomassa a les parets dels milibioreactors. Es troba una estreta relacio
entre la p registrada i la funcionalitat del sistema de 48 milibioreactors, no trobant-se

resultats favorables a p inferiors a 0.1 h™'.

Es descarta la utilitzacié de promotors induibles amb el sistema de milibioreactors, i
finalment s’estudia el promotor constituiu GAP per a la produccié6 de ROL amb P.
pastoris que permetra treballar a p superiors a 1’utilitzar com a font de carboni la

glucosa. Es realitzen cultius en discontinu obtenint augments de la densitat Optica
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equivalents a sistemes de treball amb volums superiors. No es detecta activitat lipolitica,
perd tot 1 aixi, I’activitat lipolitica obtinguda a volums superiors de treball (1 1) es troba
molt per sota dels nivells registrats al treballar amb el promotor AOX. Per tant, el
sistema de 48 milibioreactors es proposara com una eina util per optimitzar el procés de
produccié de ROL amb P. pastoris utilitzant el promotor constitutiu GAP, un cop la
soca hagi estat optimitzada mitjancant eines d’enginyeria genetica, per millorar els
problemes d’expressid que actualment presenta. Posteriorment es podra realitzar la
seleccio del clon més productiu i1 es dissenyara ’estratégia més eficient utilitzant el

sistema de 48 milibioreactors.
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4.2 INTRODUCCIO

Al desenvolupar un nou procés o producte amb activitat biologica, els quals
s’obtenen a partir de processos biologics, es requereix de diferents passos abans no
s’arriba a produccions industrials. Aquestes primeres etapes inclouen entre altres;
enginyeria genctica per tal d’expressar el producte d’interées de forma recombinat,
selecci6 de la soca més efectiva, optimitzacié del medi de cultiu, determinacio dels
parametres cel-lulars (de creixement, d’expressid, metabolisme, etc), optimitzacid del
procés de produccid, avaluacio de la qualitat del producte obtingut, etc. Totes aquestes
determinacions requereixen llargs periodes d’investigacid, degut a la complexitat del
procés a desenvolupar. A la vegada, també és important dur a terme els diferents passos
mirant de que les condicions siguin semblants a com seran en el procés final, per tal de
poder determinar biomassa final generada, generacid de subproductes, toxicitat

d’aquests, etc, 1 que els processos siguin repetitius.

Cal tenir present totes les fases que implica la realitzaci6 d’un procés, des del
moment que s’inicia el procés biologic, fins a la comercialitzacié del producte. Doran
(1998), mostren de forma generica les etapes que poden incloure el desenvolupament
d’un bioproces. A la figura 4.1, les primeres etapes (1-7) estan relacionades amb la
manipulacié genetica de I’organisme hoste, on s’hi incorpora ADN provinent d’un altre
organisme que li proporcioni la capacitat de produir una determinada molecula. Les tasques
d’enginyeria genctica son realitzades a petita escala, habitualment per bidlegs moleculars,
que en termes de bioprocés, tenen com a parametres principals 1’estabilitat de les soques
obtingudes 1 el nivell d’expressid6 del producte desitjat. Després del clonatge, les
caracteristiques de les soques i la seva productivitat es mesuraran en funci6 de I’ambient de
cultiu (etapa 8), de manera que seran necessaries tasques d’optimitzaci6 de tal ambient de
cultiu (medi, temperatura, pH si es pot controlar), realitzant els analisis cinetics 1 de
productivitat pertinents. Una vegada conegudes les condicions optimes del cultiu a petita
escala comenga el procés de canvi d’escala, comencant per un reactor a escala laboratori
(500 ml - 5 1), equipat amb instrumentacié per a seguir i ajustar temperatura, pH,
concentracidé d’oxigen dissolt, velocitat d’agitacio i altres variables del procés. En aquesta
etapa (etapa 9) s’obté informacié sobre les necessitats d’oxigen, caracteristiques de
generacid d’espuma, entre altres, 1 també caldra decidir I’estratégia de cultiu (continu,

discontinu, semicontinu, perfusio). En les etapes segiients (etapes 10-11), s’augmentara
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progressivament el volum dels bioreactors, tenint com a objectiu que el canvi del disseny,
geometria, sistemes d’agitacid i1 aeracid no afectin significativament al creixement i
productivitat oOptimes establertes a escala laboratori. Una part molt important del procés la
constitueix la recuperacio del producte (etapa 12). El cultiu resultant de la fermentacio es
sotmet a una série de passos per tal d’obtenir el producte final amb la puresa desitjada, en
funcié de la naturalesa del producte (intracel-lular/extracel-lular), i dels seus contaminants.
Cal tenir en compte que la purificacié pot suposar una part molt important del cost total del
procés, arribant-se en determinats casos fins el 80-90% del cost del procés. Una vegada el
producte ha estat aillat i purificat de forma suficient, aquest pot ser envasat i comercialitzat
(etapa 13).
\ o
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N

3.Microorganisme 4. Plasmid 6. Plasmid tallat B. Plasmid 8. Erlenmey er
hoste recombinant
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Figura 4.1: Etapes pel desenvolupament d’un bioproces fins a la comercialitzacié d’un
producte biotecnologic (Doran, 1998).

Un altre element a tenir en compte en el desenvolupament de bioprocessos €s 1’elevada
importancia del factor temps, ja que les empreses intenten minimitzar els mesos dedicats al
desenvolupament, per a facilitar I’entrada del procés en la fase productiva i la rapida
comercialitzaci6 del producte, tan bon punt supera les fases cliniques i rep la corresponent
aprovacio. En alguns casos aquesta pressio per iniciar la fase comercial provoca que es
desenvolupin processos de forma suboptima, de manera que quan aquests operen a escala
de produccio, el volum (i per tant, el cost) de I’equipament de procés emprat sigui major al
que es requeriria si s’hagués realitzat una millor aproximacid a 1’0ptim d’operaci6. Parlant
des del punt de vista de I’equipament emprat, de forma general es pot considerar que les
etapes de desenvolupament d’un determinat producte d’origen biotecnologic, consten

d’unes primeres fases d’experimentacid a petita escala on el nombre d’experiments a
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realitzar és molt elevat, i a continuacio, una vegada identificades les molécules/clons
d’interés, es procedeix cap a majors escales, acostant-se progressivament a la que sera

I’escala de produccio.

El classic sistema utilitzat mitjangant 1’Gs de flascons agitats en els primers passos
alhora de generar d’un nou producte, es troba limitat, en el sentit que no presenten
sistemes de monitoritzacio ni control de variables com per exemple, el pH o pO, . Per
tal de superar aquestes limitacions diferents empreses comercials han desenvolupat
sistemes per poder garantir aquest producte al mercat. Aquests sistemes haurien de ser
automatitzats, que permetessin realitzar les primeres fases d’estudi dels processos, en
les condicions finals i que aquests garanteixin una repetitivitat, per aixi emprar el minim
temps possible i1 aixi accelerar el procés de desenvolupament dels bioprocessos i

facilitar el llancament del nou producte al mercat.

Mentre que en les primeres etapes de seleccid existeixen robots que permeten
I’analisi d’activitats d’un nombre molt elevat de cel-lules i moleécules en temps reduits, a
escala comercial practicament no existeixen productes amb un concepte similar al de
HTS (High Throughput Screening; analisis d’alt rendiment) a nivell de minibioreactors,
que permeti realitzar de forma fiable i en petits volums (d’uns pocs mil-lilitres) les
proves que habitualment es realitzen o bé en sistemes de cultiu sense seguiment de les
variables critiques o bé en bioreactors de volums més elevats, que fan que els processos

d’elecci6 siguin lents 1 tinguin associat un cost elevat.

Aixi doncs, es considera que seria interessant disposar de sistemes de multiples
minibioreactors agitats i monitoritzats que permetin realitzar les primeres fases del
desenvolupament del bioprocés de forma rapida, sistematica i amb informacié rellevant
sobre 1’evolucid de les principals variables de cultiu, de forma que es pugui passar a les
segiients etapes del procés (amb bioreactors de volum superior) amb un coneixement
real de les capacitats d’un determinat cultiu en relacié a les principals variables del
cultiu. D’aquesta manera, en els subseqiients canvis d’escala es podra discriminar entre
aquells efectes directament relacionats al mateix, 1 els provocats pels canvis en les

condicions ambientals del cultiu.
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Cal indicar que el desenvolupament 1 la utilitzacié dels minibioreactors no implicaria
una substitucid total dels bioreactors convencionals, ja sera necessari continuar
efectuant els estudis de canvi d’escala, perd si que permetria la realitzacio de scries
d’experiments molt més amplies en un temps menor, menors costos, i amb resultats
rellevants que, per tant, permetrien millorar de forma notable la quantitat i qualitat de
les dades obtingudes en les primeres etapes de desenvolupament de bioprocés, abans de
passar a les segiients on ja s’emprarien bioreactors convencionals, a partir de 1’extens
coneixement previ adquirit. Existeixen diferents sistemes comercials, que implementen
la utilitzaci6 de milibioreactors. A continuacid es presenta un resum de les

caracteristiques principals dels diferents equips disponibles al mercat:

— Bioscreen C MBR (Oy Growth curves, Helsinki, Finlandia) és un
sistema per a I’automatitzacié de treball microbiologic, que permet el cultiu en
microplaques fins a 200 pous de cultiu, amb una capacitat de 400 ul cadascun.
L’equip disposa d’un sistema d’agitacio orbital de la placa, control de temperatura
1 mesura d’absorbancia a diferents longituds d’ona. Es adequat per cultius amb
bacteris 1 llevats. No permet ni la mesura ni control de la concentracié d’oxigen
dissolt. Les mesures en linia de creixement es realitzen a partir de la terbolesa del
medi, sense donar cap informaci6 addicional sobre 1’estat metabolic del cultiu. A
la figura 4.2 es mostra una imatge de 1’equip, aixi com el tipus d’informacid
obtinguda al realitzar cultius. Concretament les corbes de creixement que es
mostren corresponen a cultius de Salmonella, dels quals s’estudia els temps de

laténcia després de tractaments térmics.
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Figura 4.2: A I’esquerra, imatge del sistema de minibioreactors Bioscreen C MBR (Oy Growth
Curves, Finlandia). A la dreta, corbes de creixement (evolucié de 1’absorbancia a 600 nm en el
temps) per a cultius de Salmonella obtinguts amb aquest equip. Font: Stephens et al., (1997), i
www.bioscreen.fi.
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— Biolector® (m2p-labs, Aachen, Alemanya). En aquest cas es tracta d’un
lector de plaques multipou, amb capacitat per plaques de 48 i 96 pous amb un
volum de treball compres entre 100 1 2000 pl. L’agitacié és realitza mitjangant
placa agitadora orbital situada sota els minibioreactors que es mou juntament amb
aquests. L equip té la capacitat de seguir, individualment per cada minibioreactor,
pH, oxigen dissolt i absorbancia. Aquest sistema, tot i no presentar agitadors
individuals per cada un dels minibioreactors permet garantir 1’aireacio suficient
per a soques com P. pastoris, E. coli, S. cerevisiae, entre d’altres. La figura 4.3
mostra una imatge de 1’equip, aixi com el tipus d’informacid obtinguda al realitzar
cultius. En aquest cas es mostren les corbes de creixement per a 96 clons diferents
de Hansenula polymorpha (es segueix la terbolesa a partir de la llum dispersada),
aixi com la produccié de GFP (s’empra el canal de mesura de fluorescéncia, que

alternativament pot ser utilitzat per a seguir o I’oxigen dissolt o el pH).
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Figura 4.3: A I’esquerra, imatge del sistema de minibioreactors Biolector (m2p-labs, Aachen,
Alemanya). A la dreta, corbes de creixement de Hansenula polymorpha seguint a dalt el
creixement dels cultius per la terbolesa de la suspensio cel-lular (scattered light intensity) i a baix,
emprant el canal de mesura de fluorescéncia que pot ser emprat per a seguir el pH o 1’oxigen
dissolt, per a seguir I’expressié de GFP (green fluorescent protein).

Font: www.dasgip.com (distribuidor equip actual).
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— Micro 24 Bioreactor® (MicroReactor Technologies, Mountain View,
Estats Units; actualment part de Pall Life Sciences). Sistema amb 24
minibioreactors que poden operar en paral-lel, amb capacitat de controlar
diferents temperatures a cadascuna de les posicions. El conjunt de
minibioreactors esta inclos en una placa d’un sol us, que s’agita mitjancant una
placa agitadora externa que es mou juntament amb els minibioreactors.
Cadascun d’ells t¢ uns 10 ml de volum (volum de treball entre 3 i 7 ml), de
forma tubular, efectuant-se 1’aeracio a través de membranes permeables a gasos.
El seguiment de pH i d’oxigen dissolt es du a terme mitjangant membranes amb
fluorofors incorporats. A la figura 4.4 es mostra una imatge de I’equip, aixi com
el tipus d’informacio6 obtinguda al realitzar cultius. En aquest cas, es mostren les
corbes de seguiment per a 24 cultius a una unica condici6 amb cél-lules de

CHO, on es monitoritza I’oxigen dissolt i I’evolucié del pH.
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Figura 4.4: A D’esquerra, imatge del sistema de minibioreactors Micro 24 Bioreactor®
MicroReactor Technologies, Mountain View, Estats Units). A la dreta, corbes de seguiment
per a 24 cultius de CHO a les mateixes condicions. A dalt seguiment de I’oxigen dissolt
(dissolved oxigen) en el temps, i a baix, seguiment de I’evolucio6 del pH en el temps.

Font: Chen et al., (2009); www.applikon-bio.com (nota: Applikon ha estat el distribuidor de
I’equip durant els darrers anys fins a I’adquisici6 de I’empresa per part de Pall).
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- HexaScreen (HexaScreen Culture Technologies S.L., Barcelona, Spain;
actualment distribuit per Telstar Technologies, Barcelona, Spain). Sistema amb 6
minibioreactors d’un sol is amb un volum de treball de 10-15 ml. Permet mesures
i control sobre I’agitacio, el pH, el pO, i facilita I’adquisicié d’indicadors
addicionals de creixement 1 metabolisme cel-lular. Cal destacar, que els estudis
realitzats amb aquest sistema es centren en cultius amb c¢l-lules animals, no
obtenint resultats favorables per cultius realitzats amb P. pastoris, ja que el
sistema no presenta la capacitat per subministrar 1’oxigen necessari per garantir
el creixement del microorganisme. A la figura 4.5 es mostra una imatge de
I’equip (estacié de treball 1 placa composada per 6 minireactors), aixi com el
tipus d’informacié obtinguda al realitzar els cultius. En aquest cas es mostren
les corbes de seguiment per a 6 cultius d’hibridomes treballant sota idéntiques

condicions de cultiu, on es monitoritza 1’evolucié del pH 1 la concentracid

cellular (10° cél-lules ml™)
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Figura 4.5: A I’esquerra, imatge del sistema de minibioreactors HexaScreen (HexaScreen
Culture Technologies S.L., Barcelona, Spain; actualment distribuit per Telstar Technologies,
Barcelona, Spain). A dalt el sistema de 6 minireactors de 15 ml de capacitat equipats amb
filtres a ’entrada i sortida d’aire. A baix el sistema HexaScreen. A la dreta, corbes de
seguiment per a 6 cultius d’hibridoma a les mateixes condicions. A dalt el seguiment de
I’evolucié del pH en funcié del temps, i a baix, el seguiment de 1’evolucié del la concentracid
de céllules en el temps.

Font: Soley (2010); www.telstar-lifesciences.com.



Estratégies d’operacié per a la produccio de ROL amb el fenotip Mut® de P. pastoris mitjangant
substrats mixtes

—  Cellstation™ (Fluorometrix, USA). El concepte d’aquest producte és
d’un sistema de multiples bioreactors (12 en paral-lel) on es controlen parametres
com |’agitacid, oxigen dissolt i pH, 1 es segueix 1’evolucié de la concentraci6
cel-lular a partir de I’absorbancia. En aquest cas, els reactors utilitzats no son d’un
sol Us 1, per tant, requereixen neteja i esterilitzacié en cada us. El volum de treball
d’aquest correspon a 35 ml. A la figura 4.6 es mostra una imatge de 1I’equip, aixi
com el tipus d’informacid obtinguda al realitzar cultius. En aquest cas, es mostren
les corbes de seguiment per a un cultiu de E. coli realitzades durant la validaci
tecnologica del sistema, on es segueix 1’evolucido del cultiu mitjangant
I’absorbancia a 600 nm, el seguiment del pH (que mostra una basificacid
progressiva fins que aquesta s’estabilitza quan el cultiu arriba a un plateau de
creixement), 1 de 1’oxigen dissolt que en aquest cas evidencia limitacions al

sistema d’aeracio.
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Figura 4.6: (a) Evolucié temporal de 1’absorbancia (OD) a 600 nm, (b) evolucié temporal del pH,
(c) evolucido temporal de 1’oxigen dissolt, i (d) imatge del sistema de minibioreactors
CellstationTM (Fluorometrix, USA).

Font: Kostov et al., (2001); www.fluorometrix.com.
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— MiniBioreactor (Applikon Biotechnolgy B.V., Schiedan Holanda). Es
un sistema composat per 4 minibioreactors en paral-lel d’un volum de treball
entre 200 1 800 ml. Aquest sistema presenta caracteristiques similars amb els
bioreactors de volums superiors (agitaci6 amb pales tipus Rushton, entrada
d’aire i substrats, control i monitoritzacié de pH, temperatura, pO,, biomassa,
etc). La figura 4.7, mostra el sistema de reactors. Aquest sistema es

comercialitzara a partir de I’ Abril 2011.

Figura 4.7: Imatge del sistema Minibioreactor (Applikon Biotechnolgy B.V., Schiedan
Holanda).
Font: www.applikon-bio.com

A part dels sistemes comercials que presenta el mercat, a la bibliografia existeixen
diferents treballs en aquesta mateixa linia, on I’objectiu ha estat disminuir el volum de
treball per a dur a terme processos en parallel optimitzant el desenvolupament
d’aquests (Kostov et al., 2001; Lamping et al., 2003; Vallejos et al., 2006; Harms et al.,
2006; Betts et al., 20006).

També¢ hi ha hagut un gran interés en augmentar el nombre de bioreactors en paral-lel
de forma eficient, per tal de poder realitzar diferents condicions de cultiu al mateix
temps, evitant aixi el consum de temps que suposaria realitzar els experiments de forma
individual. Un factor important que s’ha hagut de tenir en compte, és el de garantir la
reproductibilitat dels bioprocessos. El problema més important relacionat amb la
reproductibilitat dels processos ha estat relacionat amb el sistema d’addici6 d’aire al

sistema, havent de ser igual per a tots els bioreactors.
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Davant d’aquesta problematica Puskeiler et al., (2005), desenvolupen un sistema
d’agitadors magnétics, utilitzant un cabal d’aire entrant. Utilitzen un volum de treball
de 10 ml (volum maxim 15 ml), i els estudis de kpa realitzats per aquets autors
determinen un valor de kpa corresponent a 0.4 s, Els 48 milibioreactors (ordenats amb
6 files 1 8 columnes) disposen d’un agitador magnétic, que permet agitar a la mateixa
velocitat tots els reactors (Weuster-Botz et al., 2005). Per tant, aquest sistema permetra
I’optimitzaci6 eficient de processos tant en discontinu com en semicontinu, ja que si es
compara amb el temps que requeriria un cultiu realitzat a escala laboratori on el temps i
el treball huma €és molt superior, aquest sistema redueix considerablement el temps
requerit per a dur a terme el procés (Knorr et al., 2007). Puskeiler et al., (2005),
realitzen experiments en paral-lel (48 bioreactors) utilitzant estratégies tant en

discontinu com en semicontinu amb Escherichia coli obtenint resultats reproduibles.

Recentment Kusterer et al., (2008) equipen el bloc de bioreactors amb 48 reactors
d’un sol Us, disposant cada un d’ells agitadors mecanics, sensors de pH i de pO,,
permetent la monotoritzacio i control d’ambdos parametres. Préviament Knorr et al.,
(2007), realitzen amb éxit el procés de canvi d’escala utilitzant el mateix sistema, pel
procés industrial en semicontinu per produir riboflavina amb Bacillus Subtilis.
Posteriorment Vester et al., (2009), realitza un estudi exhaustiu de diferents soques
productores de riboflavina, utilitzant diferents estratégies de procés. Aquests estudien el
comportament de les diferents soques en el bloc de reactors, amb un volum de treball de
10 ml. Les soques seleccionades com a més productives es cultiven en reactors a
volums de 3161 de treball, obtenint resultats similars en totes les escales utilitzades.
Kusterer et al., (2008) realitzen estudis utilitzant Saccharomyces cerevisiae, obtenint ¢l
mateix perfil de creixement per una escala de 10 ml i de 20 litres. Per tant, es realitza

favorablement el canvi d’escala.

Tal 1 com expliquen els anteriors autors, aquesta técnica pot ser utilitzada per
realitzar la seleccidé de diferents clons, permeten treballar en condicions similars a les
que ens trobariem en el processos industrials, facilitant la realitzacio de répliques dels
cultius garantint la reprodubilitat dels processos. Alhora cal destacar que aquest sistema
permetra treballar en condicions similars a les que ens trobariem en les posteriors

etapes, sobretot pel que fa a les taxes de transferéncia d’oxigen.
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Per tant, observant que el sistema de 48 milibioreactors permet treballar de forma
satisfactoria tant amb llevats com amb bacteris, I’objectiu ha estat avaluar la
funcionalitat de 1’equip de 48 milibioreactors, desenvolupat pel grup liderat pel Dr.
Weuster-Botz, durant una estada a Alemanya als laboratoris del TUM (Thechnical
University of Munich), per a la produccio de lipases de Rhizopus oryzae amb diferents
soques de P. pastoris. Aquest sistema permetra avaluar diverses condicions en el
mateix temps possibilitant la disminucié del temps de les primeres fases de
desenvolupament del procés biologic, alhora que permetra reduir costos degut al baix

volum de treball utilitzat.

En aquest treball s’utilitzaran diferents construccions genétiques de P. pastoris: sota
el promotor AOX (Mut” i Mut®), i utilitzant promotors alternatius (FLD i GAP). Es
realitzaran diferents estratégies de cultiu en discontinu i en semicontinu, en funcié de la
soca utilitzada. S’avaluaran les diferencies en quan al creixement i la produccié en
funcid de les condicions de cultiu emprades i es compararan amb els valors préviament
obtinguts a escales de treball superiors (Ramon et al., 2007; Cos et al., 2006; Resina et
al., 2005). Els problemes que inicialment es poden preveure es relacionen amb les
limitacions d’oxigen a I’utilitzar el fenotip Mut™ de P. pastoris. Tot i aixi el sistema
permet la utilitzacid6 d’oxigen pur en el cas que fos necessari el subministrament
d’aquest. Per la resta de soques utilitzades, inicialment no es preveuen problemes

destacats.
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4.3 MATERIALS I METODES

4.3.1 Bioreactors a escala mil-lilitre

Es van utilitzar reactors d’un sol Gs (Mini-Reaktor HTBD, PreSens, Regensburg,
Alemanya) préviament esterilitzats de poliestir¢ (H+P-Labortechnik, OberschleiBheim,
Alemanya). Aquests presenten 4 deflectors, tenen una capacitat maxima de 15 mli sén
equipats de forma individual amb un agitador mecanic (figura 4.8). L oxigen dissolt 1 el
pH es monitoritzen a partir de les lectures de 1’evolucio de la fluorescéncia mitjancant
dos sensors quimics immobilitzats a la part inferior de cada un dels bioreactors (figura

4.8 ampliada).

Figura 4.8: A I’esquerra de la imatge es troben els milibioreactors (Mini-Reaktor HTBD, PreSens,
Regensburg, Alemanya) utilitzats on s’hi observa a la part inferior d’aquest la presencia de dos
sensors quimics que permeten la monitoritzacié del pH i de I’oxigen dissolt (imatge ampliada). A
la dreta de I’imatge s’observen els agitadors mecanics que disposen cada un dels milibioreactors.
Tot i trobar-se situats a dalt de la imatge, aquests quan estan operatius es troben situats a la part
inferior del suport metal-lic

Els milibioreactors es troben emmagatzemats en bosses per mantenir-se esterils. Es
retiren de les bosses a una cambra de treball estéril i es col-loquen en les respectives
posicions al bloc de reactors. Aquests milibioreactors operen en un bloc de bioreaccid
per a 48 reactors (figura 4.9), que inclouen en la part inferior 6 lectors de florescéncia
que disposen de 8 llums d’excitacio 1 receptors de fotodiodes per a mesurar el pH 1
I’oxigen dissolt (figura 4.9 A 1 B). El sistema disposa d’un sistema de fred al capgal dels
milibioreactors per evitar I’evaporacié del fluid (figura 4.9 C), i d’un sistema de 8
xeringues disposades en paral-lel que permetran introduir substrats o extreure mostres

dels milibioreactors (figura 4.9 D). Després de cada addicid de base o acid es realitza la
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neteja de les xeringues automatica amb aigua, al manipular mostres biologiques es

realitza un cicle de neteja amb etanol al 70% (v/v) per evitar contaminacions dels

cultius.
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Figura 4.9: A D’esquerra de la imatge es troba el bloc en funcionament. Es pot observar: 6
receptors dels senyal (A) dels sensors quimics que proporcionen mesures de pH i oxigen dissolt
(B), sistema de fred (C), sistema de 8 xeringues en paral-lel per extreure o addicionar fluids als
milibioreactors (D), unitat de distribucié6 de gas estéril pels milibioreactors (E) i sistema
d’escalfament per mantenir la temperatura dels cultius a 30°C (F). A I’esquerra de la imatge es
pot observar el bloc de 48 reactors sense la tapa superiors en que permet veure com quedarien
disposats els milibioreactors en la superficie de treball.

Cada un dels 48 milibioreactors estérils d’un sol us disposats en la unitat magnética,
s’omplen amb 12 ml de medi de cultiu inoculat en un ambient estéril. Posteriorment es
tanca la part superior mitjangant la unitat de distribucio de gas estéril (figura 4.9 E)
connectada amb els agitadors, i posteriorment es trasllada a la taula de treball del robot
(Genesi PSR 150, Tecan, Crailsheim, Alemanya). A la taula de treball s’hi troben les
diferents unitats implicades en el procés (figura 4.10): dispensador d’aigua per realitzar
la neteja de les xeringues (A), recollida de residus (B), bloc de bioreactor (C),
disposador d’acids, bases, substrats, antiescumejant i etanol (D), sistema de neteja per la
microplaca en la que es realitzaran les lectures de densitat optica (Columbus Washer,
TECAN, Crailsheim, Alemanya) (E), sistema de xeringues mecanitzades (RSP 150,
TECAN, Crailsheim, Alemanya) (F), bra¢ mecanitzat que permetra 1’extracci6 i addicid
de substrats als milibioreactors i1 la mobilitzacié de la microplaca (G), espectrofotometre
per realitzar lectures de la microplaca (Fluostar Galaxy, bmg labtech, Offenburg,

Alemanya) (H), unitat de control del sistema de gasos (WMR 4008, Westphal Mess-und
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Regelungstechnik, Ottobrunn, Alemanya) (I), bombes connectades a les xeringues que
permetra 1’aspiracid i1 expulsio dels fluids (J), el sistema d’entrada de gasos a la taula de

treball (K) i cabalimetres massics (Brooks Instruments, Veenendaal, Paisos Baixos) (L).

Figura 4.10: Diferents unitats implicades en el sistema de treball de 48 milibioreactors
(laboratoris de recerca a la Universitat t€cnica de Munich).

Un cop el bloc es troba a la taula de treball, s’inicia 1’agitacid, fixada a 2800 rpm 1
s’inicia D’aireaci6 (aire esteril). El cabal d’aire es regula mitjangat cabalimetres massics i
una unitat de control, que permet regular el cabal d’entrada. El cabal d’aire per a tot el
bloc ¢és de 4.8 1 min™, el que correspon a 0.1 1 min™' per cada un dels bioreactors (8.3
vvm). S’enriqueix el cabal d’entrada amb oxigen pur (1 | min™ d'oxigen pur i 3.8 | min™
d'aire), si el percentatge d’oxigen dissolt no es manté per sobre del 20 %. La
temperatura de cultiu es manté a 30 °C mitjangant la unitat encamisada, i la temperatura
de la part superiors dels reactors es manté a 4°C, per tal de reduir 1’evaporacié dels

components, especialment si es treballa amb compostos volatils.
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4.3.2 Control en paral-lel del procés

La comunicacio entre els dispositius es realitza mitjancant el programari DASGIP
fedbatch-XP 1.0.0.213 (DASGIP, Jiilich, Alemanya), les addicions de les xeringues es
controlant mitjancant el programari TECAN Germini 3.40SP1 (TECAN, Crailsheim,
Alemanya) i la comunicaci6 amb el lector de microplaques es realitza mitjancant el

programari LabView (Versio 6.1, National Instruments, Munic, Alemanya).

Les mostres s’extreuen aproximadament cada 4 h i es retira un volum de 10 pl de
cada un dels bioreactors per realitzar 1’analisi de la densitat Optica. Aquest volum es
transferit a una microplaca, la qual és transportada mitjangant un brag mecanic al lector
de microplaques. Un cop la lectura s’ha realitzat, el mateix bra¢ mecanic transporta la
microplaca a la posicio on es realitzara el rentat d’aquesta, la qual es reutilitzara en el

posteriors analisi.

Quan I’estratégia és en discontinu, els substrats s’addicionen manualment a 1’inici
del cultiu. D’altra banda, quan I’estratégia és en semicontinu, s’afegeixen adicions
programades cada minut dels substrats implicats (explicades en detall en 1’apartat de
resultats d’aquest capitol). Es realitzen addicions intermitents d’entre 2-7 pl
d’antiescumejant diluit amb aigua destil-lada en una proporcié 1:4. S’afegeixen a cada
un dels bioreactors 70 ul h™' d’aigua estéril per tal de compensar els efectes de
I’evaporacio del medi (Kusterer et al., 2008). La biomassa final dels reactors es
determina mitjangant analisis de pes sec (explicats en el Capitol 3: Material i metodes
d’aquest document) i el volum final del reactor és estimat de forma gravimetrica al

finalitzar el cultiu.

Per tal d’assegurar I’esterilitat en el bioprocés, les agulles encarregades de treure
mostra a cada un dels reactors, es netegen amb aigua després de cada addicid, i es
realitza un cicle de neteja amb etanol 70% (v/v) al finalitzar el procés de presa de

mostra.
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4.3.3 Monitoratge de I'oxigen dissolti el pH

Es realitzen lectures individuals per cada un dels reactors de I’oxigen dissolt i el pH,
mitjangant la mesura de fluorescéncia en funcié dels temps dels dos sensors quimics
situats a la part inferior de cada un del bioreactors. Les mesures tant del pH com
I’oxigen dissolt es prenent 6 vegades per minut per cada un dels reactors. Sera necessari
realitzar un calibrat previ al cultiu per al pH (varis punts) i del oxigen dissolt (un nic

punt; 100%). L’efecte de la temperatura es compensa electronicament.

4.3.4 Medis utilitzats en els cultius

En aquest treball s’utilitzen diferents medis de cultiu, en funciéo de les soques

utilitzades. Els medis de cultiu seran els segiients:

— Medi A: conté les segilients concentracions per litre d’aigua destil-lada:
H3PO4 (85%) 26.7 ml, CaSO4 0.93 g, K,SO,4 18.2 g, MgS0O4-7H,0 14.9 g, KOH
4.13 g, 435 ml de sals traca, 2 ml I biotina i 0.1 ml I"" d’antiescumejant

(Mazu DF 7960).

— Medi B: conté les segiients concentracions per litre d’aigua destil-lada:
(NH4)2S04 5 g, YNB 3.4 g (Detroit, MI, USA), 4.35 ml de sals traca, 2 ml "'
biotina i 0.1 ml 1" d’antiescumejant (Mazu DF 7960).

— Medi C: conté les segilients concentracions per litre d’aigua destil-lada:
KH,PO4 4.8 g, MgSO4-7H,0 1.88 g, CaCl,:2H,0 0.144 g, 1 ml de sals traga, 1
ml 1" biotina (400 mg " i 0.1 ml I d’antiescumejant (Mazu DF 7960)
(D’Anjou i Daugulis, 2001).

A tots els cultius s’hi afegeixen 100 pg ml”' de zeozina, per tal d’evitar possibles
contaminacions degut a les caracteristiques del sistema de 48 milibioreactors. Durant el

cultiu el pH es manté a 6, mitjancant 1’addicié de KOH 1 M o Amoniac al 30%, en
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funcié del medi de cultiu utilitzat. La resta de fonts de carboni (metanol, sorbitol i

glicerol) 1 nitrogen (metilamina), s’afegeixen en funcio6 de I’estratégia portada a terme.
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4.4 RESULTATS I DISCUSSIO

4.4.1 Calibrat dels sensors quimics per les mesures de pH

Préviament a ’inici dels cultius es necessaria la realitzacié d’un calibrat per cada un
dels medis de cultiu que s’utilitzaran. Per realitzar el calibrat, és necessari ajustar cada
un dels medis a 8 pH diferents dintre del rang 4-9. Posteriorment es registren els valors
del senyal dels sensors a cada un dels pH, 1 s’obté el perfil mostrat a la figura 4.11. Es
pren I’equaci6 4.1 per ajustar els punts experimentals, trobant 4 parametres per cada un
dels medis a utilitzar (a, bic). A lataula 4.1 es troben resumits els parametres trobats

per cada un dels medi de cultiu.

a—>b
) =
Senyal(%) pH—c eq.4.1
1+ exp( d )
70
® MediA
60 7 O MediB

Senyal (%)

pH

Figura 4.11: Calibrat dels sensors de pH del sistema. Els bioreactors
s’emplenen de medi préviament ajustat al pH corresponent en un rang
comprés entre 41 9.

Tal 1 com mostra la figura 4.11, el rang de pH optim de treball es troba entre 6 1 8,
degut a I’augment del pendent en aquest tram de pH. Treballs previs realitzats amb P.
pastoris per a la produccio de ROL (Cos et ., 2005; Ramon et al., 2007; Surribas 2008)

utilitzen un pH de treball corresponent a 5.5. Cal destacar que en aquest treball, no
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s’utilitza aquest valor degut a la disminucié del pendent (figura 4.11), i s’augmenta fins
a 6. Préviament a la realitzacid dels cultiu a escala mil-lilitre, es realitzen cultius a
volums superiors (2 1) mantenint el pH fixat a 6, no registrant-se diferéncies

significatives ni el creixement ni en la produccié de ROL.

Taula 4.1: Valors dels diferents parametres de 1’equacio 4.1 pels
diferents medis utilitzats.

Parametres equacio

a b c d
Medi A 533 19.3 6.5 0.5
Medi B 53.9 16.7 7.1 0.6
Medi C 53.6 19.3 7.0 0.6

4.4.2 Experiments emprant estratégies en discontinu i
semicontinu mitjancant I'us del promotor induible AOX

S’inicia I’estudi realitzant cultius en discontinu utilitzant el glicerol com a font de
carboni. Es treballa amb el fenotip Mut” de P. pastoris a un volum de treball de 12 ml,
utilitzant el medi de cultiu A. En aquests cultiu s’avalua el creixement dels
microorganismes al sistema de 48 milibioreactors, avaluant aixi 1’efectivitat del procés
de canvi d’escala. Degut a la utilitzacié dels glicerol, no s’analitza 1’activitat lipolitica,
ja que el promotor AOX es troba reprimit per la presencia del glicerol en el medi de

cultiu.

La figura 4.12 mostra I’evoluci6 de la densitat Optica, expressada en unitats
d’absorbancia, al llarg del temps utilitzant dues concentracions inicials de glicerol, 20
(figura 4.12 A) i 40 (figura 4.12 B) g I''. A cada una de les figures es poden observar 6
perfils corresponents a les 6 repeticions realitzades per cada una de les condicions
estudiades. Cal remarcar la reprodubilitat dels cultius presentant un error maxim de
+1.0, en les mesures de densitat optica a I'utilitzar el glicerol com a font de carboni. Per
tant, aquest primer experiment mostra la capacitat de reproduir els experiments sota les

mateixes condicions hidrodinamiques.
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Figura 4.12: Evoluci6 de la densitat optica en cultius realitzats en discontinu a
partir de concentracions inicials de 20 (A) i 40 (B) g I'' de glicerol utilitzant el
fenotip Mut" de P. pastoris.

Quan la concentracié inicial de glicerol correspon a 20 g 1" (figura 4.12 A), aquest va
ser consumit aproximadament després de 12 h de cultiu. S’analitza el pes sec a la mostra
inicial i final del cultiu, obtenint 2.5 g I"' de biomassa a I’inici del cultiu i 11.7 g 1" de
biomassa al finalitzar el cultiu. El Yxss correspon a 0.46 gx ggii' i la pmax registrada sota

aquestes condicions correspon a 0.18+0.03 h™.

Alhora quan la concentraci6 inicial de glicerol correspon a 40 g 1" (figura 4.12 B)
aquest va ser consumit aproximadament després de 18 h de cultiu. Es realitzen analisis
de pes sec a la mostra inicial i final del cultiu, obtenint 2.7 g I'' de biomassa a ’inici del
cultiui22.7 g 1" de biomassa al finalitzar el cultiu. El Yxs correspon a 0.5 gx ggu'l ila

lmax Obtinguda sota aquestes condicions correspon a 0.15+0.02 h™".
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Cal destacar que en ambdos cultius els valors obtinguts son similars als obtinguts per
Cos et al.,(2005) al treballar volum de 2 1. Per tant, cal destacar que els resultats
obtinguts utilitzant els sistema de milibioreactors a les condicions de treball establertes,

reprodueixen els resultats préviament obtinguts a escales superiors de treball.

A T’observant un comportament favorable a I’utilitzar el glicerol com a forn de
carboni, es decideix establir noves condicions de cultiu utilitzant diferents fonts de
carboni, alhora inductores a la produccid, i aixi avaluar tant el creixement com la
productivitat al sistema de milibioreactors. Per tant, es realitzen cultius mitjancant una
estratégia en discontinu utilitzant diferents fonts de carboni (metanol i sorbitol).
S’utilitzen diferents fenotips de P. pastoris, el Mut' i Mut,", els quals presenten una
assimilacio rapida del metanol, i els diferencia el nombre de copies del gen de la ROL,

sent d’una tnica copia pel fenotip Mut, ', i de varies copies pel fenotip Muty, .

La figura 4.13 mostra I’evolucié de la densitat optica per cada una de les condicions
testades on cada una presenta 6 répliques. A tots els cultius realitzats la concentracid
inicial de metanol és de 10 g I, i quan s’utilitza sorbitol (A) aquesta també correspon a
10 g I''. Es pot observar que a I’utilitzar el metanol com a tnica font de carboni
(simbols: 01 ¢), independentment del fenotip utilitzat, ’augment de la densitat Optica al
llarg del cultiu és gairebé inexistent, presentant una tendencia a disminuir a partir de les
20 h de cultiu, probablement deguda a la lisis cel-lular i adhesi6 de la biomassa a les
parets del milibioreactor. D’altra banda, el cultiu que utilitza el sorbitol com a
cosubstrat (A) presenta un lleuger augment de la densitat optica durant les primeres 16 h
de cultiu, presentant posteriorment un comportament similar a la resta de fenotips
utilitzats. Es important destacar que el pO, es manté per sobre del 10 % en totes les

condicions testades i el pH es manté al voltant del valor de la consigna (pH=6).
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Figura 4.13: Evolucio de la densitat optica en cultius realitzats en discontinu utilitzant diferents
fenotips (Mut,"/Mut,,") de P. pastoris sota diferents fonts de carboni (sorbitol i metanol/
metanol) utilitzant el medi A.

A les 30 h de cultiu s’analitza la concentracid de substrats pels diferents experiments,
trobant que la concentracié de metanol al medi de cultiu correspon a 0 g I en tots els
reactors. D’altra banda, la concentracié de sorbitol es troba al voltant de 3.2+1.1 g 1",
Préviament Ramon et al., (2007) descriuen que a l’utilitzar el fenotip Mut’™ de P.
pastoris mitjangant substrats mixtes (sorbitol i metanol) el metanol es consumeix
inicialment 1 quan aquest s’ha exhaurit es consumeix el sorbitol. Suposant que el primer
substrat ha consumir-se és el metanol a una pn.x aproximada de 0.05 h™' (Cos et al.,
2005), i el rendiment Yx/s correspon a 0.2 gx gMet'l, durant les primeres hores de cultiu
s’hauria de registrar un augment de la densitat Optica. Per tant, sembla que existeix un
problema amb el metanol, ja que desapareix perd no es registra un augment de la
densitat optica. L’augment de la densitat Optica observada al cultiu que conté sorbitol
(figura 4.13; A), probablement ¢€s degut a la presencia del sorbitol, ja que els cultius que
no en disposen no s’observa aquest augment. La p registrada en aquest cultiu entre les
4.8 hiles 16.8 h correspon a 0.022 h™', valor similar a I’obtingut a escales superiors a
I’utilitzar el sorbitol com a substrat. Alhora a les 30 h de cultiu es realitzen analisis
d’activitat lipolitica en tots els cultius no obtenint activitat en cap de les condicions

provades.
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El sistema de milibioreactors es troba obert per la part superior, presentant forats
d’aproximadament de 2 mm de diametre, pel que hi entraran les agulles per extreure
mostres, per addicionar base, aigua esteril per compensar 1’evaporacié i com a sortida
de gasos. Per tant és probable que degut a la caracteristica dels sistema, el metanol
s’evapori 1 es perdi per la sortida de gasos dels milibioreactors, tot i que la part superior
d’aquests es trobi refrigerada a partir d’un sistema de fred, equivalent a un sistema de
condensaci6. Cal destacar que s’utilitza un elevat cabal d’aire (8.33 vvm) el que pot
afavorir a la peérdua del metanol per la sortida dels milibioreactors. D’altra banda,
I’elevat cabal d’aire afavorira al manteniment de I’esterilitat dels cultius, evitant en gran

part les possibles contaminacions.

Per comprovar realment si existeix la pérdua de metanol per la sortida dels
milibioreactors, es realitza un experiment amb una concentracid inicial de metanol de
10 g 1! utilitzant el medi A, sense biomassa i mantenint les condicions d’aireacio, on

s’analitzara la concentraci6 del metanol al llarg del temps.

La figura 4.14 mostra I’evolucié del metanol al llarg del temps, on es pot observar
que inicialment la concentracié d’aquest correspon 10 g I i després de 30 h d’operacid
aquesta es veu reduida a una concentracié de 0.59 g I''. Es pot observar també que
després de 5 h la concentracié de metanol es veu reduida a la meitat. Per tant, el
metanol desapareix a una velocitat de 0.5 guet I'' h'!. Cal destacar que P. pastoris,
presenta una fase de laténcia al incorporar-se en un nou medi de cultiu, i amb un nou
substrat a metabolitzar d’aproximament 5 h, el que permetra al microorganisme adaptar-
se a les noves condicions. Per tant, quan el microorganisme tingui adaptada la
maquinaria metabolica per iniciar el consum del metanol, inicament quedara en el medi
de cultiu aproximadament la meitat del substrat del disponible inicialment. Davant
aquesta problematica es plantejara una solucid per tal de poder utilitzar el metanol amb

el sistema de 48 milibioreactors.
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Figura 4.14: Evolucio6 de la concentracié de metanol al llarg del temps als milibioreactors
on s’utilitza el medi A sense biomassa.

D’acord amb els resultats obtinguts préviament, a 1’utilitzar el glicerol no es
presenten problemes de creixement i es reprodueixen els parametres cinétics trobats a
escales de treball superior. Per tant, es decideix planificar una estratégia en semicontinu,
el que incloura una primera fase de creixement amb glicerol (40 g I'"), i posteriorment es
realitzaran addicions de metanol el qual sera utilitzat com a tnica font de carboni, a
Iutilitzar el fenotip Mut", i addicions de metanol i sorbitol com a substrats mixtes, a

I’utilitzar el fenotip Mut’.

Durant I’etapa d’induccid6 es realitzen diferents addicions de metanol, en funcié del
fenotip utilitzat. La qeet mitjana trobada per Cos et al., (2005) en cultius en
semicontinu a un volum de treball de 5 1 correspon a 0.14 gy gX’l h! a Putilitzar el
fenotip Mut's i a 0.024 gy gx ' h™' a Iutilitzar el fenotip Mut’s. Pel fenotip Mut', el
valor que es prendra com a valor de referéncia de la qever sera de 0.06 et gx'l h'l,
degut a les limitacions del volum del reactor. Es prenent aquests valors de referéncia,
suposant que la p mitjana durant el semicontinu correspondra a 0.036 i 0.005 h™'(Cos et
al., 2005), a I’utilitzar el fenotip Mut's i Mut,, respectivament. Per tant, el cabal
d’addici6 inicial a la fase d’inducci6 sera de 15.2 pl h™ a I'utilitzar el fenotip Mut' i de
5.1 ul h™" a I'utilitzar el fenotip Mut’; (el cabal d’addici6 es calcula cada hora en funcid
de la p suposada per cada fenotip). El volum inicial dels milibioreactors es redueix a 10

ml quan es realitza una estratégia en semicontinu. Alhora s’addicionen inicialment 6.3
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ul h™! per compensar la pérdua del metanol per stripping (0.5 gwe I'' h™), valor que

augmentara a mesura que augmenti el volum total del milibioreactor.

A més a més al treballar amb el fenotip Mut’s, s’utilitzara el sorbitol com a
cosubstrat, ja que préviament Ramon et al., (2007) han demostrat els avantatges que
presenta la utilitzaci6 d’aquest cosubstrat per a la produccid6 de ROL amb aquest
fenotip. Per tant, el sorbitol s’addiciona suposant un consum de 0.02 gs.r gx h™' (Resina
et al., 2009) i suposant una p de 0.01 h' (Ramon et al., 2007). Per tant, el cabal
d’addici6 inicial a la fase d’inducci6 sera de 20.0 ul h™ (aquest valor també es calculara

cada hora en funci6é de I’augment de la biomassa suposat).

Alhora es realitzaran cultius en discontinu amb els fenotips Mut’s i Mut’. A
I’utilitzar el fenotip Mut’s la concentracié inicial de metanol sera de 10 g I, i a
I’utilitzar el fenotip Mut’s les concentracions inicials de sorbitol i metanol correspondran
també a 10 g I'". En aquests cultius el volum inicial dels milibioreactors correspon a 12
ml, i es realitzen addicions de metanol corresponents a 7.6 pl h™' per tal de compensar

I’stripping del metanol.

A la figura 4.15, es pot veure 1’evolucid de la densitat optica en funcié del temps pels
cultius realitzats mitjancant una estratégia en semicontinu (A) i en discontinu (B) pels

diferents fenotips.

A la figura 4.15 A s’observen dues etapes, una corresponent al discontinu de glicerol
(les primeres 23 h) i una corresponent a I’etapa d’induccié. Es pot observar un augment
de la densitat optica durant les primeres hores, corresponent al consum del glicerol
arribant a una biomassa final corresponent a 20.3+1.2 g 1" a 'utilitzar el fenotip Mut'; i
de 17.6+0.6 g I'" a I'utilitzar el fenotip Mut's. Quan tot el glicerol és consumit s’inicia la
fase d’induccié i s’addicionen els substrats corresponents, tal i com s’ha indicat
anteriorment. Durant les posteriors hores, 1’augment registrat de la densitat Optica és
gairebé nul per ambdos fenotips utilitzats, no registrant-se els valors de pu préviament
suposats. Es decideix, per tal d’evitar acumulacions dels substrats (sorbitol i metanol)
fins a nivells toxics, disminuir els cabals d’addicié. L’addicié de metanol es redueix a 8
ul h' (addici6 corresponent a la pérdua per stripping) i la del sorbitol es redueix a 10 pl

h' (suposant un consum de 0.01 gsor gx' h™). Tot i reduir les addicions dels substrats, el
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metanol s’acumula fins a 12.7 42.0 g I'' a les 72 h de cultiu. Aquesta acumulaci6 indica
que el consum del metanol ha estat gairebé nul per ambdds fenotips estudiats. Cal tenir
en compte, que el metanol al superar els 10 g I, presenta efectes toxics pel
microorganisme, inhibint el creixement. Alhora el sorbitol s’acumula fins a una
concentracié maxima de 22.8 g I"'. Tot i aixi, cal destacar que aquest substrat no

presenta efectes toxics pel microorganisme fins als 50 g ™",
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Figura 4.15: Evolucié de la densitat Optica en cultius emprant una estratégia en semicontinu
(A) i en discontinu (B) pels fenotips Mut' i Mut’,. A I’utilitzar el fenotip Mut',, s’utilitza
com a font de carboni el metanol, D’altra banda, a I’utilitzar el fenotip Mut’; s’utilitzen el
sorbitol i el metanol com a fonts de carboni, independentment de 1’estratégia emprada.

Per tant, no s’observa un augment en la densitat Optica durant la fase d’induccid,
independentment del fenotip i estratégia utilitzada. Es important destacar la disminuci6
de la densitat optica observada durant les ultimes hores d’inducci6. Aquesta disminucid
pot ser conseqiiencia de I’augment del volum del milibioreactors, alhora associada amb

la possible lisis cel-lular deguda a les condicions estressants del medi de cultiu. També
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al finalitzar els cultius, part de la biomassa restava enganxada a les parets dels
milibioreactors, el que emmascara les lectures de la densitat Optica. Es important
destacar, que les dificultats presentades en el creixement no sén conseqiiéncia de
limitacions d’aire, ja que el pO, es manté per sobre del 10% en tots els cultius, i alhora
el pH es manté al voltant de la consigna seleccionada. Les dificultats presentades en
quant al creixement del microorganisme poden venir donades per les acumulacions
registrades del metanol en els cultius, actuant com a inhibidor del creixement. Tot i no
haver observat un bon creixement es realitzen analisis d’activitat lipolitica de les

mostres finals dels cultius, no obtenint activitat lipolitica representativa.

La figura 4.15 B mostra el perfil de la densitat Optica dels cultius realitzats en
discontinu. Els substrats, tant el sorbitol com el metanol, es troben en els
milibioreactors a I’inici del cultiu, i el metanol s afegeix a un cabal de 8 pl h™', per tal de
compensar les pérdues del metanol per stripping. Per tant, en aquest cas 1’addicio del
metanol sera la mateixa independentment del fenotip utilitzat, ja que Unicament es

realitza la compensacio de la pérdua.

A T’utilitzar el fenotip Mut’s (#) (figura 4.15 B), a les 70 h de cultiu el sorbitol és
consumit perd D’altra banda el metanol correspon a 4.2+ 1.5 g I''. Es registra un
augment en la densitat optica obtenint una p de 0.027 h™' durant les primeres hores de
cultiu (les primeres 29 h). D’altra banda, a I’utilitzar el fenotip Mut s (0) (figura 4.15 B),
no es registra un augment de la biomassa durant el cultiu. La concentracid inicial de
metanol correspon a 10 g "', i a les 70 h de cultiu aquesta es troba a 8.2 +2.2 g I"'. Per
tant no es registra un consum del metanol sota aquestes condicions de treball. Alhora
en ambdos cultius realitzats es registren disminucions de la densitat optica durant les

ultimes hores de cultiu.

Es pot concloure que a I'utilitzar el metanol, o bé el sorbitol i el metanol com a
substrats mixtes, s’obtenen problemes relacionats amb el creixement cel-lular, 1 no
s’obté activitat lipolitica en cap de les condicions testades. L’estratégia de compensacio
per I’stripping haura de ser estudiada per tal d’evitar les acumulacions del metanol al
medi de cultiu. Quan es realitza I’estratégia en semicontinu, no es poden prendre com a
referents les velocitats especifiques de consum de substrats obtingudes a escales

superiors de treball (5 1), mostrant de forma clara que el canvi d’escala no es realitza de
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forma satisfactoria. Per tant, sera necessaria la realitzaci6 de posteriors estudis perque la
utilitzacié del sistema de 48 milibioreactors per a la produccio de ROL amb P. pastoris

utilitzant fenotips induibles amb metanol sigui possible.

Tot 1 aixi, existeix la possibilitat de treballar amb sistemes alternatius per a la
producci6 de ROL amb P. pastoris que no requereixen la utilitzacio de metanol.
Posteriorment es realitzen experiments treballant amb el promotor FLD induible tant
amb metanol com amb metilamina i el promotor GAP constitutiu (produccié no

induible).

4,43 Cultius realitzats en discontinu amb el promotor
induible FLD

A T’utilitzar el promotor FLD de P. pastoris per a la produccié de ROL s’utilitza una
estratégia de substrats mixtes descrita préviament per Resina et al., (2004). Aquest
promotor és induit mitjangant la utilitzacié de metilamina en el medi de cultiu de forma
que s’evita la utilitzacié del metanol com a agent inductor, i el sorbitol s’utilitza com a
font de carboni. La utilitzacié d’ambdds substrats és necessaria, ja que la metilamina
actua com a agent inductor i1 alhora com a font de nitrogen, 1 el sorbitol com a font de

carboni.

Resina et al., (2004), realitzen cultius en discontinu utilitzant una relacio entre els
substrats de 0.4 g metilamina g sorbitol”. Posteriorment Resina et al., (2005) realitzen
diferents cultius en semicontinu utilitzant durant la fase d’induccié una relacio fixada
entre ambdos substrats corresponent a 0.118 g metilamina g sorbitol”, creixent sota
diferents velocitats especifiques de creixement. Els nivells de productivitat més elevats

s’obtenen al treballar propers a la pmax (0.02 h™).

Es decideix realitzar un estudi sobre I’efecte de la relacio d’ambdds substrats en el
medi de cultiu sobre la produccio de ROL en P. pastoris. Es pren com a referéncia la
relacid utilitzada per Resina et al., (2004), i es realitzen diferents cultius en discontinu

augmentant 1 disminuint aquesta proporcid, de manera que s’utilitzen les segiients
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relacions: 0.15, 0.37, 0.62 i 1.2 g metilamina g sorbitol™. De cada una de les condicions

provades es realitzen 6 répliques.

La figura 4.16 mostra 1’evolucio6 de la densitat optica en funcié del temps, i1 en funci6
de les diferents proporcions de substrats inicials utilitzades. No s’aprecien diferéncies
significatives en el comportament dels cultius en funcié de la relacid de substrats
utilitzada, i en general no s’observa un augment en la densitat optica. La concentracid
de substrats obtinguda a les 82 h de cultiu és similar a les concentracions inicials, no

consumint-se al llarg del temps.
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Figura 4.16: Evolucio de la densitat optica en funcié dels temps en cultius en discontinu
utilitzant el promotor FLD de P. pastoris. La concentracio inicial de sorbitol correspon a 10 g I'!
per tots els cultius realitzats i concentracio inicial de metilamina es canvia, utilitzant el medi de
cultiu C.

El medi de cultiu utilitzat és el mateix que utilitzen Resina et al., (2004) (medi C), els
quals utilitzen un volum de treball de 1 1. Aquest autors, determinen al realitzar cultius
en discontinu, la presencia de gairebé 15 h de fase de laténcia abans els
microorganismes no inicien el seu creixement, aixi com el consum dels substrats a
I’utilitzar sorbitol i metilamina. La p obtinguda sota les condicions de treball d’aquests
investigadors correspon a 0.025 h™'. Es probable que degut a les condicions de treball

emprades en aquest sistema (agitacid; 2800 rpm; aireacid; 8.33 vvm), el manteniment
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cel-lular no sigui possible durant les primeres 15 h aproximades de laténcia. La figura
4.16 mostra una clara disminucié de la densitat optica a partir de les 10 h de cultiu.
Aquesta disminuci6 pot ser conseqiiéncia de la lisi cel-lular, i similar al que s’havia
observat préviament al finalitzar els cultius utilitzant el metanol com a font de carboni,
on la biomassa quedava adherida a les parets del milibioreactor, emmascarant les

mesures de la densitat Optica.

Sembla que el creixement cel-lular i obtencidé de producte recombinat d’interes al
treballar amb soques induibles, ja sigui amb metanol o bé amb metilamina, al sistema de
48 milibioreactors no es realitza de forma satisfactoria. Es probable que un dels factors
que estigui afectant de forma negativa son les baixes velocitats especifiques de
creixement. Tal i com s’ha vist anteriorment a 1’utilitzar glicerol com a font de carboni
on la u es trobava entre 0.18 1 0.15 h™', els resultats obtinguts eren similars als obtinguts
a escales de treballs superiors, donant-se el canvi d’escala de forma favorable. Alhora
altres treballs presents a la bibliografia treballant amb el sistema de 48 milibioreactors,
obtenen canvis d’escala favorables al treballar amb Escherichia coli (u= 0.4 h™;
Puskeiler et al., 2005), Streptomyces tendae (u= 0.1 h’'; Hortsch et al., 2010),
Saccharomyces cerevisiae (u= 0.2 h'; Kusterer et al., 2008), on totes les velocitats

especifiques de creixement son superiors a les emprades en aquest treball.

Davant la impossibilitat de treballar amb soques induibles amb el sistema de 48
milibioreactors, es decideix treballar amb el promotor constitutiu GAP, el que permetra

treballar a velocitats especifiques de creixement més elevades.

4.4.4 Cultius realitzats amb el promotor GAP

S’utilitza el promotor constitutiu GAP per a la produccio de ROL amb P. pastoris, el
que permetra utilitzar glucosa com a font de carboni, i possibilitara augmentar la
velocitat especifica de creixement trobant-se el valor de pma.x al voltant de 0.193 h'!
(Mattanovich et al., 2009). Es realitzen per tant cultius en discontinu utilitzant la
glucosa com a font de carboni a una concentraci6 inicial de 20 g 1", on s’estudiara
I’efecte, tant en el creixement com en la produccid, de dos medis de cultiu minerals, el

medi C (figura4.17 A) i el medi A (figura 4.17 B)
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La figura 4.17 mostra 1’evolucié de la densitat Optica al llarg del temps de les 6
répliques realitzades per cada un dels medis de cultius utilitzats. Inicialment es pot
observar que la utilitzacié dels diferents medis no presenta diferéncies significatives,
obtenint comportaments molt similars independentment del medi de cultiu utilitzat.
També cal destacar la reprodubilitat dels cultius obtenint una desviacié maxima de la

densitat Optica corresponent a 0.6 unitats.
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Figura 4.17: Evolucio de la densitat Optica en cultiu realitzats en discontinu
utilitzant el promotor constitutiu de P. pastoris per a la produccié de ROL amb el
medi de cultiu C (A) i el medi de cultiu A (B) utilitzant glucosa com a font de
carboni.

Referent a les variables monitoritzades durant el procés, el pH es manté en tots els
cultius a la consigna seleccionada, i el pO, es manté superior al 10% durant tot el cultiu.
Quan s’utilitza el medi C la biomassa final obtinguda correspon a 9.20+0.53 g1, i a
I’utilitzar-se el medi A aquesta correspon a 10.27+0.48 g I'". La pm.y obtinguda a
I’utilitzar el medi C correspon a 0.10+0.02 h™', i a I'utilitzar el medi A aquesta correspon

a 0.12£0.01 h™'. Cal destacar que els valors registrats de la u sén inferiors als trobats a
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escales de treball corresponents a 1 1 (0.193h™"; Mattanovich et al., 2009). Tot i aixi
degut a un problema informatic, no s’extreuen mostres entre les 4 i 16 hores de cultiu, el
que dificulta realitzar el calcul de la pmax Obtinguda, trobant-se en aquest periode el

maxim augment de biomassa.

El Yys treballant amb el sistema de milibioreactors correspon a 0.40 gx gs' a
I’utilitzar el medi C i correspon a 0.34 gx gs™' a I'utilitzar el medi A, trobant-se per sota
al valor obtingut al realitzar els cultius en flascons agitats de 1 1 de capacitat maxima
(0.5 gx gs™). Aquesta diferéncia pot venir donada per la presencia de biomassa adherida

a les parets dels milibioreactors, el que modificaria el valor de biomassa final registrada.

Es realitzen analisis d’activitat lipolitica a les 15 1 29 h de cultiu, no obtenint-se
activitat lipolitica en les mostres analitzades. Per tant amb el sistema de milibioreactors
s’obté un bon creixement cel-lular, perod la produccié del producte recombinant d’interes
no ¢és favorable. Cal destacar perd que experiments préviament realitzats amb flascons
agitats de 1 1, es detecten nivells d’activitat lipolitica especifica de 0.006 UA ODgso' a
les 19 h de cultiu, sent molt inferior als valors trobats préviament amb flascons agitats
per Cos et al., (2005) amb el fenotip Mut’s (1.8 UA OD650'1 )i Mut ' (0.2 UA OD650'1)
de P. pastoris. Per tant la baixa productivitat de la soca és deguda a una deficient
expressio de ROL sota aquest promotor, fent-se necessaria una optimitzacio preévia de la
soca aplicant técniques d’enginyeria genctica, abans de realitzar una optimitzacio del

procés de produccio.

Per tant, el bloc de 48 milibioreactors es presenta com un bon sistema per optimitzar

el procés de produccié de ROL amb P. pastoris utilitzant el promotor constitutiu GAP.
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4.5 CONCLUSIONS

— El disseny del sistema de 48 milibioreactors no és adequat per a la
utilitzacio de compostos volatils (metanol), presentant deficiéncies al sistema
de refredament en la part superior dels milibioreactors, registrant-se perdues

de 0.5 gy I 07

— La utilitzaci6 de substrats mixtes amb el promotor AOX (metanol/
sorbitol) o amb el promotor FLD (metilamina/sorbitol) de P. pastoris no

possibilita el creixement al sistema de milibioreactors.

— La realitzaci6 de cultius en semicontinu permet obtenir un creixement
satisfactori durant la primera fase del cultiu amb glicerol, sense ser favorable
durant la posterior fase d’induccid, no obtenint-se ni creixement ni activitat

lipolitica.

— La utilitzacié de glicerol com a font de carboni en cultius en discontinu
permet reproduir els valors obtinguts a escales superiors de treball (1.5 1), tant

en el creixement com en el Yy, garantint in favorable canvi d’escala.

— El bloc de 48 reactors es presenta com a un sistema valid per a la
optimitzaci6 del sistema de produccié de ROL mitjancant la utilitzacid del

promotor constitutiu GAP de P. pastoris.

— Sembla que pot existir una relacié entre la velocitat especifica de
creixement dels microorganismes 1 la funcionalitat del bloc de 48

milibioreactors, trobant resultats satisfactoris al treballar a p superiors de 0.1

n!
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5 Producci6 de ROL recombinant amb P. pastoris
mitjancant la utilitzacié de sorbitol i metanol com a
cosubstrats en semicontinu

5.1 RESUM

Préviament a aquest treball, Cos et al., (2005) realitzen cultius amb el fenotip Mut’
de P. pastoris per a la produccio de lipases de Rhizopus oryzae. Aquests autors
utilitzaven el metanol com a unica font de carboni, el que els permetia obtenir valors de
qp superiors als registrats amb el fenotip Mut™ i majors facilitats operacionals, perd
aquests no es mantenien al llarg del cultiu, sin6 que disminuien fins arribar a valors de

zero a les poques hores d’haver registrat el valor maxim.

Posteriorment, Ramon et al., (2007) van realitzar un primer cultiu utilitzant el
sorbitol com a cosubstrat. La utilitzacié del sorbitol els permetia arribar a valors
similars de qp, perdo com a efecte més important, permetia mantenir els valors de qp

sense que presentessin una important disminucio.

Continuant amb aquest treball, es realitza I’estudi sistematic de 1’efecte de la
concentracid6 de metanol 1 la velocitat especifica de creixement en cultius en
semicontinu utilitzant el sorbitol com a cosubstrat. Es realitzen diferents cultius on la
consigna de metanol és manté a 0.5, 2 i 4 g-1”, controlada mitjangant un algoritme de
control predictiu combinat amb un controlador PI. Alhora es realitza 1’addici6 del
sorbitol, mitjancant una addicid exponencial programada, mantenint la velocitat
especifica de creixement en les segiients consignes: 0.01 i 0.02 h'. S’analitzen
I’activitat lipolitica, Yp/x, la qp, productivitat volumetrica i especifica, i alhora la g, de
sorbitol i metanol. Els resultats obtinguts permeten determinar la concentracié de
metanol com a parametre clau per a la produccié de ROL, trobant els valors més elevats
al mantenir la concentracié fixada a 2 g 1" en el medi de cultiu. Cal destacar que els
efectes de la p utilitzada no representa diferéncies significatives en quan a la
productivitat del procés, trobant-se valors similars en ambdues velocitats provades sota

la mateixa consigna de metanol.
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Finalment s’estudia la funcionalitat d’un sistema SIA per a la determinacié en linia
de sorbitol, 1 aixi poder implementar un sistema de control de sorbitol, que permetra
treballar a concentracions fixades de sorbitol. Es realitza una primera aproximacio, que

permet la determinacid del sorbitol en cultius utilitzant substrats mixtes.
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5.2 INTRODUCCIO

El llevat metilotrofic P. pastoris ha estat extensament estudiat ja que €s un sistema
d’expressid per a proteines recombinats molt efectiu (Macauley et al., 2005). Aquest
sistema d’expressio utilitza promotors fortament induibles amb metanol. En aquest
treball s’ha utilitzat el fenotip Mut®, ja que presenta avantatges durant el procés de
produccio, en referéncia al menor consum d’oxigen vinculat al menor consum de
metanol, 1 alhora presenta una menor sensibilitat al metanol residual en el medi, en
comparacié6 amb el fenotip Mut® (Stratton et al., 1998). Degut a aquestes
caracteristiques es pot estimar un procediment de canvi d’escala menys complicat que a
I’utilitzar el fenotip Mut’, tant per I’emmagatzematge del metanol als laboratoris de
produccio, com pels requeriments d’alts cabals d’oxigen. Tanmateix, el fenotip Mut®, al
produir ROL, presenta una baixa velocitat especifica de creixement (0.004 h™) utilitzant
el metanol com a font de carboni, factor que limita en gran part la productivitat del

procés (Cos et al., 2006b).

Per tal d’augmentar la densitat cel-lular, i aixi augmentar la productivitat del procés,
tot disminuint la duraci6 de la fase d’induccio, s’han utilitzat sistemes d’alimentacié de
fonts de carboni utilitzades com a cosubstrats juntament amb el metanol durant la fase
de produccio (Files et al., 2001). Aquest tipus d’estratégia s’ha utilitzat majoritariament
pel fenotip Mut®, degut a la seva capacitat limitada d’assimilar el metanol, el qual dona
com a resulta llargues fases d’induccié (minim de 100 h). Autors com Loewen et al.,
(1997) i Brierley et al., (1990), realitzen els primers experiments utilitzant estratégies en
semicontinu mitjangant 1’Gs de substrats mixtes (metanol i glicerol). Addicions limitants
de glicerol garanteixen un augment en el creixement cel-lular, tot permetent la induccio6
de la produccié de les proteines recombinats (Thorpe et al., 1999). Tanmateix, cal tenir
present que un excés de glicerol reprimira I’activitat del promotor AOX concloent en
baixes productivitats de la proteina recombinats d’interés (Thorpe et al., 1999; Xie et
al., 2005).

Per tant, la utilitzacio d’altres cosubstrats diferents al glicerol poden millorar les
limitacions d’aquest, produint augments en les productivitats dels processos mitjangant
estratégies en semicontinu (Jungo et al., 2007). El sorbitol pot considerar-se un

excel-lent cosubstrat per a la produccio de proteines recombinats mitjangant P. pastoris.
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A diferencia del glicerol, les acumulacions del sorbitol en el medi de cultiu durant la
fases d’induccio, no afecten al nivell d’expressido de proteines recombinants. De fet,
experiments realitzats per Resina et al., (2005), els quals utilitzen el promotor FLD
(formaldehid deshidrogenasa) per a la producci6 de lipases de Rhizopus oryzae, obtenen
la maxima producci¢ al treballar amb una acumulacié de sorbitol en el medi de cultiu de
fins a 8 g I'', en front dels cultius realitzats utilitzant la mateixa estratégia, perd
mantenint el sorbitol limitant durant la fase d’induccid. Experiments realitzats en
flascons agitats, demostren que el sorbitol presenta efectes inhibitoris per al creixement
cel'lular quan les acumulacions d’aquest superen els 50 g "' (Jungo et al., 2007). Aixi
doncs, el control de I’acumulacié de sorbitol durant la fase de produccioé sera menys
critica que en cultius on s’utilitzi una mescla de glicerol 1 metanol. Altres autos com
Sreekrishna et al., (1997), implementen 1’as de sorbitol i metanol en estratégies en
semicontinu per a la produccio de MMP (matrix metallproteibase). A més a més,
Thorpe et al., (1999), realitzen cultius en semicontinu, comparant I’efecte de les mescles
sorbitol-metanol 1 glicerol-metanol per a la produccidé recombinant d’una proteina
anticongelant (srAFP) mantenint la concentracié de metanol durant la fase d’induccio6
entre 1-2 g 1. Tot i que els rendiments obtinguts eren inferiors a I’utilitzar el sorbitol,
aquesta disminucié va ser compensada per les superiors velocitats especifiques de

produccio6 obtingudes, tot i arribar a nivells de biomassa finals inferiors.

D’altra banda, autors com lan i Meagher (2001), comparen 1’efecte de diferents
cosubstrats (glucosa, glicerol, etanol, acetat, sorbitol, manitol, trehalosa i alanina) sobre
el creixement cel-lular i la produccié de B-galactosidasa utilitzant els fenotips Mut' i
Mut en flascons agitats, per tal de mirar de promoure la utilitzaci6 del fenotip Mut'".
Aquests conclouen que el sorbitol, I’alanina, el manitol i la trehalosa, es comporten com
a excel-lents cosubstrats, no presentant efectes negatius sobre 1’activitat del promotor

AQOX, a diferéncia de la utilitzacié de glucosa, glicerol i etanol.

Varis autors han utilitzat diferents estratégies de cultiu en semicontinu, utilitzant
mescles de metanol i sorbitol. Per exemple, Thorpe et al., (1999) realitzen 1’addici6 dels
dos substrats durant la fase d’induccid, mirant de mantenir la concentracié de metanol
per sota de 2 g 1" i el sorbitol sota condicions limitants no utilitzant cap control en linia,
realitzen un control manual dels cabals d’addicio. Boze et al., (2001), realitzen durant la

fase d’induccid, una addicid exponencial preprogramada d’ambos substrats (control en
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llag obert). Xie et al., (2005), addicionen metanol al cultiu durant la fase d’inducci6 per
tal de mantenir la concentracié d’aquest a 5 g I”', mitjancant 1’as d’un algorisme de
control 1ligat a mesures realitzades on-line. El sorbitol és controlat de forma manual, no

obtenint acumulacions d’aquest durant la fase d’induccio.

Jungo et al., (2007), realitzen un estudi quantitatiu de la influéncia de la relacio de
metanol-sorbitol per a la produccié recombinant d’avidina mitjancant 1’as del fenotip
Mut" de P. pastoris. Aquests investigadors demostren que utilitzant una estratégia amb
substrats mixtes, s’arriben a obtenir valors de produccid similars, i en alguns casos
superiors, a quan D’estratégia de cultiu és realitza mitjancant la utilitzacié unica del
metanol. A més a més, la introduccid del sorbitol com a cosubstrat presenta importants
avantatges operacionals, aixi com que les acumulacions d’aquest en el medi de cultiu no
afecten a la productivitat del producte recombinant d’interés, ja que aquest no és
repressor del promotor AOX. Alhora la presencia d’aquest, disminueix el consum
d’oxigen 1 el calor generat durant el cultiu, en comparacié amb els cultius on el metanol
o bé el glicerol son utilitzats com a Uniques fonts de carboni. Tal i com puntualitzen
aquests mateixos autors, 1’entalpia de combustié del sorbitol és un 8 % inferior a la del
glicerol, i un 30% inferior a la del metanol. Per tant, per una mateixa velocitat especifica
de creixement, la calor de combustié generada en un cultiu on s’utilitzi sorbitol/metanol
com a substrats, sera inferior al que generaran cultius realitzats amb glicerol/metanol o
bé utilitzant Unicament el metanol. Cal destacar que tant la reduccid del consum
d’oxigen com la reduccié del calor de combustio, presenten grans avantatges alhora de
realitzar cultius a grans densitats cel-lulars de P. pastoris, especialment al treballar a
grans escales, ja que garantir una correcta transferéncia d’oxigen al reactor, aixi com
refredar el reactor per tal de controlar la temperatura del procés, son dues de les
principals limitacions alhora de dur a terme processos amb P. pastoris a gran escala

(Hensing et al., 1995; Schilling et al., 2001; Jenzsch et al., 2004).

Celic et al., (2009), realitzen una estratégia similar per a la produccié recombinant de
eritropoietina humana (RHuEPO) utilitzant el fenotip Mut” de P. pastoris. Durant la
fase d’induccio, el metanol es addicionat exponencialment a una pu determinada (0.02
0.03 i 0.04 h™), i el sorbitol es addicionat en forma de pols al finalitzar la fase de
transicio (50 g I'"). A diferéncia de realitzar els cultius amb el metanol com a tinica font

de carboni, a I'introduir del sorbitol en el procés, disminueixen la fase de laténcia
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presentada a ’iniciar la fase d’induccid, augmenten 1.8 vegades la quantitat de proteina
recombinant produida, redueixen la produccidé de proteases 1.2 vegades, disminueixen

el consum d’oxigen 2 vegades, i obtenen rendiments Yp/x 1.4 vegades superiors.

Ramon et al., (2007), realitzen una primera aproximacié per a la producci6 de la
lipasa de Rhizopus oryzae utilitzant el fenotip Mut® de P. pastoris, aplicant una
estratégia en semicontinu amb la utilitzacio de substrats mixtes, obtenint productivitats
més elevades que les trobades utilitzant el metanol com a tnica font de carboni. A més a
més, Pestratégia utilitzada on el metanol es manté a 0.5 g 17 i el sorbitol és limitant, ha
permes augmentar la produccié de la proteina d’interés recombinant, tot eliminat les
drastiques reduccions observades en la velocitat especifica de producci6 a ’inici de la
fase d’induccié quan el metanol era utilitzat com a unica font de carboni (Cos et al.,

2006a).

Altres autors (Minning et al., 2001), indiquen que la produccié de ROL disminueix
la p registrada per P. pastoris, utilitzant el metanol com a substrat en comparacié amb
una soca no productora. Alhora altres estudis (Marx et al., 2006; Resina et al., 2007),
indiquen que la sobre-expressié de ROL, planteja un problema important relacionat amb
la fisiologia de les cél-lules de P. pastoris, provocant una acumulacié de proteines mal
plegades en el reticle endoplasmatic, el que activara la resposta de proteines mal
plegades (UPR). Es important destacar la relacié que pot presentar aquest efecte amb la

u registrada durant el cultiu, observant-se una major UPR a I’augmentar la p de treball.

Després de realitzar una visié global de I’estat de la qiiestio i dels camps de treball
realitzats, es decideix continuar amb el treball iniciat per Ramon et al., (2007), elaborant
un estudi sistematic en semicontinu, de com la concentracié de metanol residual en el
medi i la p de treball utilitzada, en funcié de 1’addicié de sorbitol, poden afectar sobre la
produccié de ROL utilitzant el fenotip Mut® de P. pastoris. Per tant, es treballara amb 3
consignes de metanol (0.5, 2 i 4 g I'"), les quals es mantindran fixades durant la fase
d’induccid, i a dues p (0.0210.01 h™"), que vindran regulades per I’addici6 del sorbitol.
Mitjangant aquest estudi, s’obtindran les condicions optimes per a la produccié de ROL

utilitzant el fenotip Mut® de P. pastoris utilitzant una estratégia de substrats mixtes.
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5.3 RESULTATS I DISCUSSIO

5.3.1 Cultiu en discontinu usant com a unic substrat el
metanol

L’objectiu principal d’aquest capitol, és verificar els avantatges que presenta la
utilitzacio de substrats mixtes en el procés de produccié de ROL amb el fenotip Mut® de

P. pastoris.

Inicialment es realitza un cultiu amb el fenotip Mut® en discontinu utilitzant el
metanol com a unica font de carboni (figura 5.1). Aquest cultiu, permet apreciar les
limitacions que presenta aquest fenotip, alhora de metabolitzar metanol. S’observa
I’aturada del creixement cel-lular produit a les 16 hores de cultiu amb uns nivells de
producci6 residuals (1 UA ml™). Per tant, es descarta 1"Gs individual del metanol amb
aquest fenotip com a unica font de carboni, al presentar una deficiéncia important en el

creixement, 1 conseqiientment en la produccio.

Concentracié de metanol (g 1)

A Tanalitzar ’evolucié de la concentracié de metanol, es pot observar una

Concentraci6 de biomassa (g 17)
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Figura 5.1: Evolucié de la concentracié de biomassa, metanol i activitat lipolitica per una
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fermentaci6 en discontinu de la soca Mut® de P. pastoris emprant com a tnic substrat el metanol.

disminucié entre les 8 i les 15 hores associada al consum d’aquest. Posteriorment,

I’eliminaci6 del metanol es produida probablement, pels requeriments associats al
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manteniment del microorganisme i majoritariament per 1’arrossegament del metanol de

la fase vapor (stripping).

Posteriorment, es realitza un experiment sota les mateixes condicions de cultiu, perd
utilitzant en aquest cas, metanol i sorbitol com a cosubstrats. Les concentracions inicials

d’aquests corresponena 10 g 1",
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Figura 5.2: Evoluci6 de la concentracié de biomassa, sorbitol, metanol i activitat lipolitica
per un cultiu en discontinu amb el fenotip Mut® de P. pastoris emprant una combinaci6 mixta
de substrats .

A D’incloure el sorbitol en el medi de cultiu, es presenten diferencies significatives en
el transcurs del cultiu (figura 5.2). La utilitzaci6 del sorbitol com a cosubstrat, permet
assolir nivells de biomassa superiors, fins als 5 g I, registrant una p de 0.022 h™.
L’assimilaci6 simultania dels dos substrats permet el creixement del microorganisme, el
qual no era possible en preséncia de metanol com a Unic substrat i també presenta
destacades millores en els valors d’activitat lipolitica, arribant a obtenir un maxim de
53 UA ml"". Cal recordar, que al treballar unicament amb metanol, I’activitat restava en
valors residuals, al voltant d’1 UA ml". La productivitat i la productivitat especifica
augmenten fins arribar a obtenir un maxim de 757 UA I h' i 151 UA gx' h',
respectivament (taula 5.1), els quals eren inexistents en preséncia de metanol com a nic

substrat.

Activitat lipolitica (UA-ml™)

>
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El mateix experiment en discontinu ha estat realitzat per Ramon et al., (2007), usant
el fenotip Mut' de P. pastoris per a la produccié de ROL. En aquest cultiu el consum
dels substrats es realitza de forma seqliencial (creixement diauxic), consumint-se en
primer lloc el metanol i en segon lloc el sorbitol. L’activitat lipolitica augmenta fins a
un valor maxim de 10.4 UA ml™. Cos et al., (2005), realitzen un cultiu en discontinu
amb la mateixa soca productora de ROL (Mut"), pero utilitzant el metanol com a tinica
font de carboni a una concentracié inicial de 10 g I"'. En aquestes condicions I’activitat
lipolitica maxima registrada va ser de 6.1 UA ml™. Si es comparen els resultats que
obtenen ambdos autors treballant amb el fenotip Mut’, és pot veure un augment
significatiu (1.7 vegades) de I’activitat lipolitica maxima registrada al treballar amb el

sorbitol com a cosubstrat.

A la taula 5.1, es troben resumides les dades més significatives pels diferents cultius
realitzats. Es pot observar que a I’utilitzar el fenotip Mut', tot i assolir nivells d’activitat
i de Y, lleugerament superiors emprant substrats mixtes (taula 5.1), els nivells de
productivitat i productivitat especifica son inferiors. Per tant, Ramon et al., (2007)
conclouen que la utilitzacié de substrats mixtes en soques Mut', no millora de forma

significativa la produccio de proteina heterologa de ROL.

Taula 5.1: Recull comparatiu dels parametres i variables associats a la produccid en discontinu dels
fenotips de P. pastoris produint ROL sota el control del promotor pAOX1. Els parametres resultants
han estat calculats en base a 1’activitat lipolitica maxima. ( " Cos et al., 2005), ( “2 Ramon et al.,

2007).
Fenotip Mut™ ™ Mut" ™ Mut® Mut®
Conc. metanol (g 1) 10 10 10 10
Conc. sorbitol (g1™) - 10 - 10
Act. lipolitica max. (UA ml™) 6.1 10.4 1.0 53.0
Yex (UA gx) 1413 1825 333 10600
Productivitat (UA I h™) 201 153 8 757
Productivitat esp. (UA gx ' h™) 47 27 3 151

D’altra banda, si es compara 1’efecte de la utilitzacid del sorbitol com a cosubstrat

entre els dos fenotips estudiats, es pot veure que presenta una major influéncia en el
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fenotip Mut’ (taula 5.1). Alhora, els valors registrats de produccio utilitzant el fenotip
Mut® amb substrats mixtes, es troben entre 4 i 6 vegades superiors als trobats pel fenotip

Mut", sota les mateixes condicions de cultiu (taula 5.1).

Tenint present els resultats obtinguts en els cultius realitzats en discontinu, es
planteja la necessitat de seleccionar un fenotip per a poder centrar la investigacié en
base a la capacitat productiva i realitzar el treball d’optimitzacio de 1’estratégia de

cultiu. La seleccio del fenotip es realitza tenint en compte els segiients parametres:

1. Els valors obtinguts de productivitat, Yp/x 1 productivitat especifica.
2. Aspectes operacionals de I’estrateégia de cultiu, principalment fent referéncia a
les necessitats d’oxigen pels diferents fenotips i la dinamica de consum de

metanol del cultiu.

L’experiéncia del grup d’investigacio amb el fenotip Mut™ ens indica que
operacionalment és més senzilla emprar una soca amb una velocitat de consum de
metanol lenta (Mut®), que no una que sigui més elevada (Mut"). El cultiu d’aquesta
ultima implica treballar amb un microorganisme amb una velocitat de consum d’oxigen
molt elevada que dificulta D'operacié del procés per la generacid d’escumes,
I’arrossegament del metanol present i la necessitat de tenir un controlador de la
concentracio de metanol que pugui operar amb una dinamica prou rapida. Tots aquests
aspectes dificulten 1’operativitat del procés 1 afavoreixen la desestabilitzacié del mateix,
i a més, poden provocar una dificil reproductibilitat dels experiments (Ramon et al..

2007).

Tenint present els resultats préviament obtinguts per Cos et al., (2005) i Ramon et
al., (2007), i els resultats obtinguts en els cultius realitzats en discontinu, el fenotip que
s’escull per a continuar aquest treball, valorant els aspectes relacionats amb el punt 1 i

2, és el Mut®.
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5.3.2 Estrategia per realitzar els cultius en semicontinu
utilitzant el fenotip Muts

Per poder portar a terme cultius en semicontinu s’ha de definir una estratégia per
realitzar 1’addicié del metanol 1 del sorbitol al fermentador, i1 aixi estudiar 1’efecte de la
p i de la concentracié de I’agent inductor (metanol), sobre la productivitat del procés en

semicontinu.

L’addicié del sorbitol, es realitzara de forma exponencial, tal i com s’ha explicat en
I’apartat 3.6.3. Sistema d’addicié de cosubstrats (Sorbitol i Glicerol). A I’equaci6 5.1 es
poden veure els parametres que caldra utilitzar per a dur a terme 1’addicié exponencial.
Sera necessaria la realitzaci6 de cultius amb sorbitol en discontinu, per tal de determinar

el Yxss i el valor de la pumax per aquest substrat, per tal de poder dur a terme ’addicio.

() [X(ty) V(t,)]
= exp [ u (t—to)]

u(t)
Yy/s So eq.5.1

Aquest cabal depén del volum inicial (V(tp)),de la concentracié de biomassa inicial
(X(to)), de la concentraci6 de sorbitol inicial (Sy), del Yx/s i de la p. Es realitzen
diferents experiments en discontinu utilitzant la soca Mut’, amb diferents
concentracions de sorbitol, per tal de trobar la velocitat maxima especifica de
creixement (Umax) 1 €l Yxss. Es parteix de la hipotesis que el responsable majoritari del
creixement del microorganisme en la fase d’induccid és el sorbitol, com ja s’ha
comentat anteriorment. Aquest cultius s’han realitzat utilitzant el medi de cultiu que

s’usara posteriorment als experiments en semicontinu.

Es realitzen tres cultius en discontinu utilitzant diferents concentracions inicials de
sorbitol, 51.4,35.8126.7 g I'". A la taula 5.2, es troben recollits els valors calculats per

a cada un dels cultius de la p i del rendiment biomassa/substrat (Yyys).
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Taula 5.2: Recull comparatiu dels parametres i variables associats al creixement en
discontinu per la soca Mut® de P. pastoris usant com a inic substrat el sorbitol amb diferents
concentracions inicials

Nom fermentacio DS-1 DS-2 DS-3
Conc. sorbitol inicial (g17) 51.4 35.8 26.7
Conc. biomassa final (g 1") 17.5 13.1 12.4
n (hh 0.016 0.020 0.021
Ys (gx Zsor') 0.31 034 040

En el cultiu en discontinu DS-1 s’observa que el valor de p, és inferior al registrat en
els cultius DS-2 i DS-3. Cal destacar que en DS-1 el consum de sorbitol és més lent que
als altres dos cultiu, sobretot durant les primeres hores de cultiu. Aquest fet sembla
indicar que es pot presentar una inhibicid per substrat al treballar amb la concentracid

inicial de sorbitol de 51.4 g 1™",

Per tant, davant dels resultats trobats en els diferents cultius, la velocitat especifica de
creixement obtinguda es troba al voltant de 0.02 h™'. Tot i que s’espera que la pmex en els
cultius en semicontinu es trobi per sobre d’aquest valor, degut a I’aportacié energetica
del metanol, el qual estara present en el medi de cultiu. Experiments realitzats per Cos
et al., (2006a) en semicontinu utilitzant el fenotip Mut’ de P. pastoris, on la
concentracié de metanol es troba fixada en 0.5 g "' durant la fase d’induccid, es registra

un valor de pmigana de 0.003 h'.

El valor de Yxss, que s’utilitzara pels posteriors experiments en semicontinu, sera de
0.3 gx gsor . Tot i que als experiments en discontinu realitzats en aquest apartat (DS-1,
DS-2 i DS-3), el valor es troba en 0.31, 0.34 i 0.40 gx gsor ', experiments realitzats per
Resina et al., (2005), utilitzant com a principal font de carboni el sorbitol, obtenen un
valor d’aquest parametre inferior i igual a 0.3 gx gsor ', al treballar en semicontinu. Si no
es complissin els valors trobats en els cultius en semicontinu, sera necessari recalcular
els cabals d’addicio de sorbitol durant el cultiu. Per aixo, és necessari realitzar un
seguiment de la concentracié d’aquesta font de carboni en el medi de cultiu mitjangant

analisis en I’HPLC.
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5.3.3 Estrategia d’addici6 del metanol

Per dissenyar ’estratégia d’addicié de metanol, es parteix del coneixement del
comportament de la soca Mut® de P. pastoris en metanol com a tinic substrat (Cos et al.,
2006a). A la taula 5.3, es pot veure I’evoluci6 dels diferents parametres per les
concentracions fixades de metanol a 0.5, 11 1.75 g I'". Aquests experiments verifiquen
que la induccid per la producciéo de la proteina heterologa ROL, és més rapida al
treballar a concentracions baixes de metanol (0.5 g 1™). En aquest cas la produccié de la
proteina s’inicia a la primera hora d’induccio, i la g, arriba a un maxim de 376 UA g
""a les 3 hores d’inducci6. Malauradament, a partir d’aquest moment aquesta
disminueix, 1 a les 38 hores d’inducci6 el valor de la q, és inferior a 10 UA g’ h'. Per

tant, tot i no aconseguir mantenir els valors maxims registrats, aquesta arriba a un

maxim a les 3 hores d’induccid.

Taula 5.3: Recull comparatiu dels parametres i variables associats al creixement en
discontinu per la soca Muts de P. pastoris usant com a unic substrat el metanol amb diferents
concentracions inicials. (Cos et al., 2006a)

Consigna metanol (g1™) 0.5 1 1.75
Activitat lip. max.(UA ml™) 137 490 150
Gomax (UA gx' h) 376 440 60
Yex (UA gx™) 3917 11236 3017
Productivitat vol. (UA 1" h™) 1996 4901 1228
Productivitat esp. (UA gx' h™) 57 112 25

*
Calculat durant la fase d’induccio

Cos et al., (2006a), indiquen que al mantenir la concentracié de metanol a 1 g 1"
durant la fase d’induccid, es registra la maxima activitat lipolitica (taula 5.3). En aquest
cas, entre les 30 1 50 hores de cultiu, no s’aprecia cap registre significatiu de proteina
recombinant extracel-lular, tot i que el microorganisme estigui consumint metanol. A
partir de les 50 hores i durant les 40 hores restants hi ha un increment practicament
lineal d’activitat fins arribar a un valor maxim de 490 UA ml”. A partir de les 90 hores

de fermentaci6 i fins al final d’aquesta la producciéo de ROL resta totalment aturada.
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Quan la concentracié de metanol es manté a 1.75 g 1" durant la fase d’induccid, el
valor maxim d’activitat registrada és de 150 UA ml”, inferior a I’ obtinguda quan la
concentracio de metanol es mantenia a 1 g I (Cos et al., 2006a). Al treballar a una
concentracié fixada de 0.5 g 1" la qp presenta un maxim a les 13 hores d’inducci6 1 al
treballara 1 g 17, la qp presenta un maxim a les 38 hores d’induccid, pero en ambdos
casos, disminueix fins a fer-se practicament nul-la. Quan la concentracio es troba fixada
a 1.75 g I'", no s’aprecien de forma significativa maxims ni minims d’aquest parametre.
En aquest cas la g, es manté constant entre les 40 1 120 hores de cultiu, presentant una
lleugera disminucio d’aquest parametre a partir de les 130 hores, pero registrant valors

molt inferiors als obtinguts amb la resta de consignes utilitzades.

Un cop analitzats els antecedents dels comportament de la soca Mut® de P. pastoris,
en les diferents concentracions fixades de metanol, s’escullen tres concentracions
d’aquest substrat per realitzar el posterior estudi en semicontinu, utilitzant una estratégia
amb substrats mixtes. Amb aquesta estratégia es preveu vencer les limitacions
presentades per la soca Mut® de P. pastoris a I’usar el metanol com a {inic substrat,

premissa verificada als experiments realitzats en discontinu.

La primera concentraci6 escollida és de 0.5 g I'' de metanol a la fase d’induccio del
cultiu, degut a la rapida producci6 de la proteina heterologa ROL. La segona
concentracio seleccionada per continuar aquest treball sera de 2 g I'' de metanol. Tot i
no ser la concentracié amb la que s’obtenen valors maxims d’activitat lipolitica ni de
productivitat als experiments realitzats per Cos et al., (2006a), aquesta concentracio pot
apropar-se al comportament observat en ’experiment on la concentracié de metanol
esta fixada a 1.75 g 1", i presenta I’avantatge de mantenir un valor de qp constant durant
gran part de la fase d’induccid. També es realitzara un cultiu a 4 g I"', per veure I’efecte

de la concentracié fixada més elevada en el procés de produccio.

Per realitzar el control de la concentraci6 de metanol durant els cultius en
semicontinu, es dura a terme un control de tipus PI (actua en funcié del senyal rebut de
la concentracié en linia 1 de la consigna seleccionada) combinat amb un control
predictiu, que permetra establir el consum del microorganisme en funcio del temps
partint del balang de matéria del metanol préviament descrit per Cos et al., (2006a) i

explicat en I’apartat 3.6.2 Control i analisis de metanol en linia d’aquest treball. Per dur



Capitol 5: Substrats mixtes: Sorbitol i Metanol 141

a terme la mesura de la concentracié de metanol a I’interior del reactor en linia durant
els cultius en semicontinu, s’utilitza una sonda de metanol en linia (Raven Biotech Inc.,
Vancouver, Canada) descrita també en 1’apartat 3.6.2 Control i analisis de metanol en

linia.

5.3.4 Evolucio dels diferents cultius realitzats

Tots els cultius presentaran una primera fase en discontinu de consum de glicerol, i
una posterior fase de transicid, comu per tots els experiments realitzats, explicades en
detall a I’apartat 3.7.3 Cultius en fermentador a 5 litres. La fase d’induccio en tots els
cultius s’iniciara mitjangant 1’estratégia d’addici6 exponencial programada amb sorbitol
(control en llag obert), per tal de mantenir la p al valor desitjat, explicat préviament en
I’apartat 3.6.3. Sistema d’addicio de cosubstrats (Sorbitol i Glicerol). De la mateixa
forma, per tal de mantenir la concentracié de metanol en la consigna desitjada s’utilitza
un algorisme de control descrit préviament per Cos et al., (2006a) i explicat en I’apartat
3.6.2 Control i analisis de metanol en linia, en ’apartat materials i métodes d’aquest
treball. En tots els cultius la concentraci6 residual de metanol en el medi de cultiu és
manté en el valor de la consigna amb desviacions inferiors al 15%, demostrant la
robustesa del sistema de control de metanol i per tant de les avantatges de la
implementacid de la tecnologia analitica de procés (PAT) pel monitoratge i control del

sistema P. pastoris.

A la figura 5.3 s’observa el comportament del cultiu quan la consigna de metanol es
trobava fixada a 0.5 g 1", treballant a les diferents p, les quals venen marcades pel cabal

de sorbitol afegit en llag obert.
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Figura 5.3: Evolucio dels diferents parametres en cultius en semicontinu amb el fenotip Mut®
utilitzant una estratégia de substrats mixtes mantenint la p a 0.01 h™(A) / 0.02 h" (B) i la
concentraci6 de metanol fixadaa 0.5 g I,

Fent referéncia a la fase de transicid, es pot veure que a la figura 5.3 A, la
concentracié de metanol no s’esgota abans d’iniciar la fase d’inducci6 a diferéncia de la
figura 5.3 B, en la que aquest s’esgota fins arribar a zero. Degut a problemes
operacionals, es decideix iniciar la transicid en el primer cultiu abans de que es finalitzi

la concentraci6é de metanol, no presentant aquest fet cap efecte negatiu sobre el cultiu.

Tal i com es pot observar, I’augment de la biomassa €s progressiu durant tot el cultiu,
arribant a una biomassa final de 38.7 g I'' quan la p era fixada a 0.01 h™", i de 48.0 quan
la u era fixada a 0.02 h'. La p mitjana durant la fase d’induccié va ser de 0.012 h™ en el
primer cas i de 0.016 h™ al segons cas. Quan la consigna de p era de 0.01 h™', el sorbitol
es va mantenir limitant durant tot el cultiu, perd D’altra banda quan la consigna de p era
de 0.02 h', el sorbitol es va acumular fins a una concentracié maxima de 5 g 1”,
conseqiiencia de treballar propers al valor de la pm.x. Per tal de corregir les

acumulacions d’aquest substrat, es disminueix el cabal i es fixa el nou cabal
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corresponent a la biomassa i volum obtinguts en el moment que es registra

I’acumulacio.

La concentraci6 de metanol, es manté en ambdos cultius al voltant de la consigna
seleccionada, exceptuant les ultimes hores del cultiu en el que la p es fixada a 0.01 h™,
en les que el metanol s’acumula durant les ultimes hores d’induccié fins a un maxim de

1.3 g 1" (figura 5.3 A).

Fent referéncia al producte recombinant d’interés, 1’activitat lipolitica augmenta
progressivament als dos cultius arribant a un maxim de 216.3 UA ml” quan la pn era
0.01 h"ia279.5 UA ml" quan la p era 0.02 h. Per tant, a I'utilitzar la p més elevada,
I’activitat maxima registrada augmenta 1.3 vegades. Cal destacar, que si es realitza el
calcul d’unitats d’activitat per grams de biomassa generats, és pot veure que per ambdos
cultius el resultat és molt similar (5653.1 versus 5816.9 UA gx'), presentant les

cel-lules una similar capacitat de produccio.

A la figura 5.4, es pot observar el comportament dels cultius quan la consigna de
metanol es troba fixada a 2 g 17, a les dues velocitats especifiques de creixement; 0.01 h”
"(A)10.02 h"" (B). Quan la p va ser fixada en 0.01 h' la biomassa final obtinguda, va
ser de 45.4 g I'' i quan va ser fixada en 0.02 h™' va ser de 47.0 g I'". En aquests cultius es
pot veure una tendéncia similar a la observada quan la consigna de metanol era de 0.5 g
1", en el sentit de que es registren acumulacions de sorbitol fins a un maxim de 5.5 g 1,
al treballar a la p més elevada, i D’altra banda, quan la p era de 0.01 h™', no s’observen
acumulacions d’aquest substrat, restant limitant durant tot el cultiu. Si es realitza el
calcul mig de la p durant els cultius, s’obté un valor de 0.013 h™' en el primer cas, i de
0.02 h' al segon cas. En aquest cas, la concentracié de metanol es troba al voltant de la

consigna, no representant-se acumulacions d’aquest substrat.

Fent referéncia a 1’activitat lipolitica, es pot veure una evolucié creixent durant tot el
cultiu, presentant valors maxims de 621.2 1 487.5 UA ml” (taula 5.4), quan la p era de
0.01 1 0.02 h', respectivament. Per tant, contrariament al que s’havia observat en els
cultius on la consigna de metanol era de 0.5 g "', el valor d’activitat lipolitica registrada

augmenta 1.3 vegades quan la p de treball és inferior.
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Figura 5.4: Evolucio dels diferents parametres en cultius en semicontinu amb el fenotip Mut®

utilitzant una estratégia de substrats mixtes mantenint la p a 0.01 h™(A) / 0.02 h” (B) i la
concentracio de metanol a2 g 1.

També al realitzar la comparacid de 1’activitat lipolitica registrada per grams de
biomassa, es pot veure que en el cultiu creixent a 0.01 h™' aquest valor correspon a
13688.8 UA g, i quan el creixement es troba en 0.02 h™', aquest correspon a 10369.1
UA g, (taula 5.4). Per tant si es comparen el resultats obtinguts per ambdues consignes
de metanol, el pot veure que al fixar la concentracié de metanol en 2 g 17, la produccié
de lipasa per unitat de biomassa es troba entre 2.5 1 1.7 vegades superior a la trobada a

la consigna de 0.5 g 1", al mantenir la pa 0.01 1 0.02 h™', respectivament (taula 5.4).

Finalment, per tal de comprovar els efectes del metanol sobre la produccié de ROL a
concentracions superiors, es decideix realitzar un ultim cultiu on la consigna de metanol
ésmanté a4 g 1" ilapa0.0l h' (figura 5.5). Al treballar amb aquesta consigna, es
decideix realitzar un Unic cultiu, ja que com previament s’ha pogut observar la p no

presenta millores significatives, a diferéncia de I’efecte de la concentracié de metanol.

Activitat lipolitica (UA ml™)

*

Activitat lipolitica (UA ml'l)

>
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Figura 5.5: Evoluci6 dels diferents parametres de cultiu en semicontinu amb el fenotip Mut®
utilitzant una estratégia de substrats mixtes mantenint la p a 0.01 h™ i la concentracié de
metanol a 4 g 1™

En aquest cultiu la biomassa final obtinguda va ser de 40.5 g I"', presentant una p
mitjana durant la fase d’induccié de 0.015 h™'. Aquest valor es troba per sobre de la
consigna seleccionada, degut a una sobre estimacié dels cabal de sorbitol a I’inici de la
fase d’inducci6. El sorbitol es manté limitant durant tot el cultiu no presentant
acumulacions. La concentracio de metanol es manté al voltant de la consigna durant tot
el cultiu. Fent referéncia a I’activitat lipolitica, aquest augmenta progressivament durant

tot el cultiu, obtenint un maxim de 378.2 UA ml™".

Si es comparen els nivells d’activitat lipolitica maxima obtinguts als diferents cultius
realitzats, es pot observar que 1’activitat maxima s’obté al treballar a 2 g "' (taula 5.4).
Per una consigna de metanol, per sobre o per sota d’aquesta, els valors disminueixen en
1.6 vegades si la consigna és de 4 g 1", i 2.8 vegades si la consigna és de 0.5 g "' (taula
5.4). Cal destacar que al treballar a 4 g I"', Iactivitat lipolitica maxima registrada
augmenta 1.7 vegades, en comparacié amb la consigna de 0.5 g 1"'. Alhora, al treballar a
4 g 1" s’obté un valor corresponent a 9423.1 UA gx ', superior que a I’utilitzar una

consigna de 0.5 g 1", i inferior a la consignade 2 g I'".

)

Activitat lipolitica (UA ml’

*
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Taula 5.4: Comparaci6 dels parametres de producci6 obtinguts a 1’utilitzar les diferents estratégies
de cultiu (diferents consignes de metanol i velocitats especifiques de creixement).

u(h™ 0.01 0.02 0.01 0.02 0.01
Consigna metanol (g 17 0.5 0.5 2.0 2.0 4.0
Activitat lip. max.(UA ml™") 216.3 279.5 621.2 487.5 378.2
Yo (UA gx) 5653.1 5816.9 13688.8 10369.1 9423.1
Productivitat vol. (UA I h™) 2953.8 3217.0 6623.6 6345.6 4168.4
Productivitat esp. (UA g h™") 77.2 67.0 146.0 135.0 103.9

* Valors calculats durant la fase d’induccio

5.3.5 Comparaci6é dels resultats obtinguts en les diferents
condicions

Un cop s’ha observat el comportament de les fermentacions per cada una de les
condicions provades, es passara a realitzar les comparacions entre tots els cultius
realitzats. A la figura 5.6 es pot observar el comportament dels parametres més

representatius pels cultius realitzats a les diferents condicions de treball.

A la figura 5.6 A, es pot observar el perfil de ’activitat lipolitica registrat per cada
una de les condicions provades. Es pot observar, que la consigna de metanol utilitzada
afecta de forma clara i significativa sobre la produccié de ROL. Tanmateix, sota la
mateixa consigna de metanol, I’efecte de la p no presenta diferéncies significatives. Al
comparar 1’augment registrat en funcié de la consigna de metanol utilitzada, es pot
observar que a I’utilitzar la consigna de 2 g 1", I"augment registrat és de 2.9 i 1.8
vegades a I'utilitzar la p corresponent a 0.01 i 0.02 h™', respectivament en comparacié

als valors obtinguts quan la consigna era de 0.5 g 1" de metanol.

D’altra banda, si es comparen els resultats obtinguts quan es treballa a la mateixa
concentracio de metanol per les diferents i, es pot veure que els augments registrats es
troben al voltant de 1.3 vegades, no presentant una diferéncia significativa, en

comparacio a I’efecte de la consigna de metanol.
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Al observar el cultiu realitzat a 4 g 1, és pot veure una disminuci6 als valors

d’activitat lipolitica registrada, en comparaci6 als valors obtinguts a 2 g I"'. Cal destacar,

que experiments realitzats per Surribas (2008), on s’estudiava I’efecte de la

concentracié de metanol en la produccié de ROL amb el fenotip Mut™ de P. pastoris,

varen observar un comportament similar. Els valors maxims de produccio els varen

obtenir al treballar a la concentracio de 2 g I”', obtenint valors inferiors a la consigna de

51

Per tant, es pot veure amb claredat que 1’efecte de la consigna de metanol sera el

parametre clau, alhora de maximitzar la produccié6 de ROL amb el fenotip Mut® de P.

pastoris.

Velocutat especifica de

produccio (q,) (UA g'h")
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Figura 5.6: Evolucié dels diferents parametres representatius en cultius en semicontinu
mitjangant 1’ds de substrats mixtes utilitzant diferents consignes de metanol i velocitats
especifiques de creixement. (A) Activitat lipolitica. (B) Velocitat especifica de produccio.
(Els diferents simbols corresponen a les segiients condicions provades: (—) 0.5 g I'" metanol
iwde0.01 b () 0.5 g 1" metanol i pu de 0.02 h™". (— —) 2 g I"' metanol i p de 0.01 h™.
(——=)2 g 1" metanol i p de 0.02 h™". (- =) 4 g 1" metanol i pu de 0.01 h™".
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A la figura 5.6 B, es pot veure 1’evolucié de la velocitat especifica de produccio6
presentada en cada una de les condicions provades. Es poden observar dues tendéncies
clares, en funcid de la consigna de metanol utilitzada. Tal i com s’ha comentat
anteriorment, 1’efecte de la p és molt inferior a I’efecte que presenta la concentracié de
metanol sobre el producte recombinant d’interés. Quan la consigna de metanol és de 2 g
I, la qp augmenta durant les primeres hores d’inducci6 arribant a un maxim al voltant
de 400 UA g h', el qual es manté entre les primeres 8 i 25 h d’induccio, en ambdos
casos. Posteriorment, aquests valors presenten una disminuci6 estabilitzant-se al voltant
de 200 UA g h™'. D’altra banda, quan la consigna utilitzada és de 0.5 g 1", el valor de
la qp, es manté estable durant tota I’etapa d’induccid, en ambdos casos. Pero cal destacar
que el valor maxim registrat és de 145.6 i 185.2 UA g h™' quan la p és de 0.01 i 0.02 h°
! respectivament. Finalment, a 1’utilitzar la consigna de 4 g 1, el comportament de la dp
és més similar al observat quan la consigna és de 2 g I, obtenint un maxim de 241.7
UA g h', durant les primeres hores d’induccid, manifestant una disminuci6 a partir de
les 35 h, estabilitzant-se al voltant de 160 UA g™ h™'. Per tant, es pot observar que el
comportament de la qp, és significativament diferent per les tres concentracions

provades.

Cal destacar que a I’utilitzar el metanol com a unica font de carboni, al treballar amb
el fenotip Mut', és pot observar una tipica inhibicié per substrat (Cos et al., 2006b;
Schenk et al., 2007). En aquest cas, a I’utilitzar substrats mixtes amb el fenotip Mut’, les
diferents consignes de metanol utilitzades, no afectaran de forma tant clara al
creixement cel-lular, ja que aquest es troba majoritariament controlat per 1’addicié del
sorbitol. Tanmateix, cal destacar que la g, és veu fortament influenciada per la consigna
de metanol utilitzada, ja que el valor maxim obtingut quan la consigna és de 2 g 1", és 3
vegades superior a 1’obtingut quan la consigna és de 0.5 g I, i 1.8 vegades superior
quan és de 4 g I''. Com s’ha comentant anteriorment, a la consigna de 2 g I”', es pot
observar una disminucié després de 30 h d’induccid, no presentada amb la mateixa
forga en la resta de condicions trobades. Pero tot 1 aixi, el valor mig de la qj, registrat en
2 g1, és2.81 1.5 vegades superior als registrats quan la consigna de metanol és de 0.5 i

4 g1, respectivament (taula 5.5).

A la taula 5.5, es poden observar els valors obtinguts relacionats amb el producte

d’interés dels diferents processos. Pel que fa a la productivitat tant volumeétrica com
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especifica, les millores presentades per 1’efecte de la p es troben entre el 5 - 10 % per a
la mateixa la consigna de metanol, indicant el lleu efecte de la p utilitzada sobre la
productivitat del procés. Pero d’altra banda, quan es comparen els resultats obtinguts al
treballar a les diferents concentracions de metanol sota la mateixa p, es troba que s’obté
el doble tant de productivitat especifica com volumetrica al comparar les consignes de
0.5 12 g 1" de metanol. D’altra banda al comparar els consignes de 2 i 4 g I, tant
productivitat especifica com volumeétrica presenten millores de 1.4 i 1.6 vegades

respectivament.

Referent a Yp/x el comportament és similar amb lleugeres millores al comparar els
cultius realitzats sota la mateixa concentracid6 de metanol (taula 5.5), perd presenta
diferéncies importants al comparar les diferents consignes utilitzades. Al comparar les
concentracions de 2 i 0.5 g I"'de metanol, es poden observar millores en I'Yp/x de 2.4 i
1.8 vegades al treballar a les diferents p 0.01 1 0.02 h™' respectivament. D’altra banda
en la mateixa taula es poden comparar els resultats obtinguts a les concentracions de 2 1

4 g 1" obtenint-se valors 1.5 vegades superiors al treballara 2 g I"".

Taula 5.5: Comparaci6 dels parametres de producci6 obtinguts a 1’utilitzar les diferents estratégies
de cultiu (diferents consignes de metanol i velocitats especifiques de creixement).

u(h™) 0.01 0.02 0.01 0.02 0.01
Consigna metanol (g I™) 0.5 0.5 2.0 2.0 4.0
Activitat lip. max.(UA ml™) 216.3 279.5 621.2 487.5 378.2
QPmax (UA g' ) 145.6 185.2 433.0 451.4 241.7
QPmig (UA g' h) 109.7 138.2 306.3 326.1 198.2
Yo (UA gx™) 5653.1 5816.9 13688.8 10369.1 9423.1
Productivitat vol. (UA I h™") 2953.8 3217.0 6623.6 6345.6 4168.4
Productivitat esp. (UA g" h™") 77.2 67.0 146.0 135.0 103.9

* Valors calculats durant la fase d’induccid

Per tant, I’efecte de la velocitat especifica de creixement €s molt inferior, en
comparaci6 amb D’efecte que presenten les variacions la concentracid residual de
metanol en el medi de cultiu. D’altra banda, cal destacar, que els cultius realitzats a la p

més baixa, presenten avantatges operacionals, no presentant acumulacions de sorbitol,
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conseqiiencia de les limitacions d’un control en llag obert. Per tant, es pot concloure que
les condicions optimes, tant des del punt de vista de produccié com operacional, son en

les que la concentracié de metanol és manté fixadaen2 g1, ilapa0.01 h™'.

A la figura 5.7 A, es pot veure I’evolucio de la velocitat especifica de consum de
metanol presentada en cada una de les condicions provades. Es pot observar un
comportament similar, en el sentit que en tots els casos, es presenta un augment (més
pronunciat a l’augmentar la concentracié de metanol), durant les primeres hores
d’induccid, 1 posteriorment es registra una important disminucid, sent més pronunciada
al treballar a concentracions superiors de 0.5 g I''. També s’observa una relacio6 entre la
consigna de metanol 1 la velocitat especifica de consum d’aquest, presentant valors
superiors de consum, a I’augmentar la concentracié remenen en el medi de cultiu, fins a
Iarribar a la concentracié que semblaria presentar efectes inhibitoris, (4 g I'"), on la

gsMet Mitjana registrada tornara a disminuir lleugerament (taula 5.6).
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Figura 5.7: Evolucié dels diferents parametres representatius en cultius en semicontinu
mitjangant 1’ds de substrats mixtes utilitzant diferents consignes de metanol i velocitats
especifiques de creixement. (A) Velocitat especifica de consum de metanol. (B) Velocitat
especifica de consum de sorbitol. Els diferents simbols corresponen a les segiients condicions
proves: (—) 0.5 g I'' metanol i p de 0.01 h™. (***) 0.5 g I"" metanol i p de 0.02 h™. (— —) 2
g I metanol i p de 0.01 h'. (——) 2 g I'' metanol i u de 0.02 h™". (— —) 4 g 1" metanol i u de
0.01h™.
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Al treballar amb la consigna de metanol de 2 g 17, la tendéncia que presenten la gyt
(figura 5.7 A) 1 q, (figura 5.6 B) son similars, tot 1 que la disminucid que presenta la qp
¢s menys acusada que la que presenta la qovet. A partir de I’observacié d’aquest perfil,
es pot veure que existeix una relacid entre la qgwme 1 la qp, indicant que una major

velocitat de consum de metanol afavoreix a la produccié de ROL.

A la figura 5.7 B, es pot veure I’evolucié de la velocitat especifica de consum de
sorbitol presentada en cada una de les condicions provades. Les acumulacions d’aquest
substrat s’observen quan la p utilitzada ¢és la més elevada (0.02 h™'). Al presentar-se
acumulacions d’aquest substrat en el medi, provoquen augments en la qssor (figura 5.7
B), disminuint a la que es corregeix I’acumulacié d’aquest. Per contra, en els cultius on
no hi han acumulacions de sorbitol, la gssor €5 manté estable durant tot el cultiu. En el
cultiu on la concentracié de metanol va ser fixada en 4 g 1, la ggsor, €5 troba una mica
per sobre dels resultats trobats per a la mateixa p fixada, ja que es va realitzar una
sobreestimaci6 dels cabal de sorbitol afegit. Tot i aixi, les acumulacions registrades no

superen els 5 g 1", estant per tant lluny de la concentraci6 inhibitdria, de 50 g 1.

Taula 5.6: Comparacio de les diferents velocitats especifiques de consum pels diferents substrats
i de la velocitat especifica de creixement mitjana pels diferents cultius realitzats amb el fenotip
Mut® de amb P. pastoris produint ROL. (Valors calculats durant la fase d’induccio)

u(h™) 0.01 0.02 0.01 0.02 0.01
Consigna metanol (g I 0.5 0.5 2.0 2.0 4.0

SMetmax (8 & ) 0.057 0.049  0.091 0.085 0.086
QSMetmig (g g 0 0.034 0.029 0.049 0.045 0.041
QSsorbmax (2 € h) 0.021 0.062  0.030  0.079  0.039
QSsorvmig (8 & h7) 0.017 0.049  0.025  0.052  0.035
Umig () 0.012 0.016  0.013 0.020  0.015

La figura 5.8, permet relacionar de forma clara, el comportament de les velocitats
mitjanes de consum de metanol i de producciod, en funcié de la consigna de metanol

utilitzada. Els perfils mostren un caracter similar, trobant-se els valors Ooptims per a la
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., -1 . . . . .
concentracio de 2 g 1", trobant valors inferiors, tant a 1’augmentar com al disminuir
aquesta concentracio. Cal destacar, que la variacio en la g\t mitjana, presenta un efecte

important sobre la q, mitjana obtinguda.
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Figura 5.8: Efecte de la concentracié de metanol sobre la velocitat especifica de producci6 i
la velocitat especifica de consum de metanol per a la produccié de ROL sota el control del
promotor AOX en bioreactors on la p és de 0.01 h™.

5.3.6 Comparaci6 amb resultats obtinguts utilitzant el
metanol com a unica font de carboni

En molts dels casos trobats a la bibliografia, els autors utilitzen el metanol com a
unica font de carboni al treballar amb P. pastoris sota el promotor AOX. En treballs
previs realitzats amb el fenotip Mut® per a la produccié de ROL utilitzant el metanol
com a Gnica font de carboni en I’etapa d’induccid, on aquest es manté fixat en 0.5 g 1,
el valor de g, maxim obtingut és 2 vegades superior a 1’obtingut utilitzant els substrats
mixtes, per a les mateixes condicions, perd cal destacar, que aquest valor disminueix
fins arribar a zero, a les poques hores d’induccio (Cos et al., 2006a). Per contra, la qp

mitjana obtinguda ¢és 2.1 vegades superior, a l’'utilitzar 1’estratégia de cultiu amb
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substrats mixtes, ja que en aquest cas, el valor de la g, es manté gairebé estable durant

tot el procés, 1 no es presenta cap aturada.

Quan el metanol va ser utilitzat com a tnica font de carboni, els valors maxims de
productivitat i rendiments es van obtenir al treballar a la consigna de 1 g 1", i al
augmentar (1.75 g 1) o al disminuir (0.5 g 1"") aquesta (taula 5.3), els valors relacionats
amb la productivitat disminuien significativament (Cos et al., 2006a). Quan s’introdueix
el sorbitol com a cosubstrat i es manté la consigna de metanol en 2 g I”', els resultats
obtinguts de Y, son similars, pero al comparar els valors de productivitat especifica i
volumétrica, s’obtenen millores de 1.3 vegades. Aquestes millores probablement es

troben relacionades amb 1’augment de la p a ['utilitzar el sorbitol com a cosubstrat

(0.004 vers 0.02 h'™).

Cal destacar que al treballar amb substrats mixtes, no es presenta la fase de laténcia
d’aproximadament 20 h obtinguda per Cos et al., (2006a), abans no es registren nivells
d’activitat lipolitica significatius (més de 50 UA ml™), ja que amb el sorbitol a les
poques hores d’induccid, s’obtenen valors d’activitat per sobre d’aquest valor (figura
5.6 A). Tambg¢, els valors registrats de q, maxima a les dues condicions Optimes sén
similars (sobre 440 UA g’ 1), tot i que a 'utilitzar I’estratégia amb substrats mixtes, el
valor de g, és manté durant tota la fase de produccio, mai registrant valors inferiors a
200 UA g' I, arribant a zero a I’utilitzar el metanol com a tnica font de carboni. Al
comparar els valors mitjans obtinguts de qp, es pot veure que el valor mitja d’aquest
durant la fase d’induccio, a 'utilitzar substrats mixtes és 2.2 vegades superior ( 326.1

vers 148 UA g I'") que a I'utilitzar imicament el metanol.

Referent a la ggwvet, quan el metanol va ser utilitzat com a tnica font de carboni (Cos
et al., 2006a), el valor mitja d’aquest parametre durant la fase de producci6é var ser
similar, independentment de la consigna de metanol amb la que es va treballar (al
voltant de 0.027 g g h™"). D’altra banda, a Iutilitzar I’estratégia de cultiu, utilitzant
substrats mixtes, el valor de la qgu. mitjana obtinguda és superior en totes les
condicions utilitzades (taula 5.6), degut a I’efecte sinergetic de 1’us mixte de substrats.

Per tant, el sorbitol, sembla que presenta un efecte positiu sobre consum de metanol.
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Es poden observar més diferencies significatives entre la utilitzacio de substrats
mixtes i la utilitzacié de metanol com a unica font de carboni, ja que Cos et al., (2006a),
presenta la millor produccié per a la consigna de metanol de 1 g 1", perd en aquestes
condicions la gsver mitjana és inferior que per a la resta de condicions utilitzades. Per
contra, els experiments realitzats en aquest capitol, la qsver mitjana, presenta una clara
relacié amb la produccié de ROL (figura 5.8), presentant els valors més elevats de qgsmet

mitjana, en les condicions on la producci6 és maxima.

Cal destacar que préviament Cereghino i Cregg (2000), treballant amb P. pastoris
demostren que els nivells de transcripcid inicials del promotor AOX1 poden augmentar
entre 3 1 5 vegades al treballar en condicions limitants de metanol, a diferéncia de
treballar amb excés de metanol en el medi de cultiu. Alhora Cos et al., (2006a), troben
que indirectament els seus resultats confirmen el treball realitzat pels primers autors, ja
que mitjangant 1’analisi del pendent que presenta la q, durant les primeres hores
d’inducci6é (2h), es pot realitzar un analisi indirecte de la produccié de ROL. Aquests
autors, troben que quan la concentracio és de 0.5 g 1", el pendent registrat durant les
primeres hores d’induccio, és 5 vegades superior que al treballar a 1 g I (106 versus
20.5 UA gx' h?). D’altra banda, al incloure el sorbitol com a cosubstrat, el major
pendent registrat en la q, durant les primeres hores d’induccid, es troba quan la
concentraci6 residual del metanol en el medi de cultiu es trobaa 2 g I (100 UA gx' b
%), disminuint al treballar a 0.5 g 1" (40 UA gx ' h?)ia4 gl (50 UA gx'' h). Per tant
la utilitzacié del sorbitol com a cosubstrat, ha permes treballar obtenint velocitats
maximes d’induccid similars a les obtingudes utilitzant el metanol com a tnica font de
carboni a la consigna de 0.5 g 1. Perod alhora presenta una altra millora en el procés de
producciod, disminuint de forma important 1’aturada de la producci6 obtinguda després

de registrar el valor maxim, sota aquestes condicions de treball.

D’altra banda, és necessaria la realitzacié d’estudis relacionats amb els nivells de
transcripcio dels enzims involucrats en el procés de produccid, per tal de veure si tal
com determinen Cereghino i Cregg (2000), els nivells de transcripcid dels enzims
implicats son superiors al treballar a baixes concentracions de metanol residual. Tot 1
aixi, inicialment tot sembla indicar que la utilitzacié del sorbitol com a cosubstrat,
presenta avantatges en el procés de produccid, no fent-se evident aquesta afirmacio, ja

que el pendent registrat en la q, durant les primeres hores d’induccio, és 2.5 vegades
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superior al treballar a 2 g 1" en comparacié amb mantenir la concentracié de metanol a
0.5 g I utilitzant el sorbitol com a cosubstrat. Alhora és important tenir present que els
valors obtinguts del pendent de la q, durant les primeres hores d’inducci6 al mantenir la
consigna a 2 g 1", és similar a ’obtinguda per Cos et al., (2006a), al treballar a la
consigna de 0.5 g I' de metanol. Per tant, a ’utilitzar el sorbitol, s’obtenen pendents
similars, el que es podria traduir a nivells de transcripcid similars, pero en el cas del
sorbitol, aquests es mantenen no arribant a bloquejar el sistema d’expressid observat en

el cultiu de Cos et al., (2006a).

Estudis realitzats per Marx et al., (2006), posposen que en P. pastoris, la sobre-
expressid de ROL potencia la UPR (unfolded protein response). La UPR s’activara a
I’acumular-se proteines mal plegades en el reticle endoplasmatic. En la mateixa linia de
treball, Resina et al., (2007) demostren que la sobre-expressio i secrecio de ROL
mitjangant P. pastoris sota el control del promotor PFLD1, indueix I’activacio de la
UPR. De la mateixa forma, I’elevada q, obtinguda a I’inici dels cultius quan el metanol
va ser utilitzat com a unica font de carboni, sota el control del promotor AOX1, pot
provocar I’acumulacié de proteines mal plegades o un volum excessiu de proteina, el
qual pot resultar en estrés cel-lular, considerant-se aquesta una de les possibles causes
de I’aturada de la g, a les poques hores d’inducci6. Per tant, es podria dir que aquest
problema amb 1’0s del sorbitol com a cosubstrat es minimitza, ja que el valor de la g,
durant la fase d’inducci6 es manté gairebé constant presentant una lleugera disminucio,
perd mai arribant a valors de zero. Tot i que, seran necessaris, tal i com s’ha comentat
préviament, estudis dels nivells de transcripcid dels enzims involucrats per tal de poder
fonamentar aquesta informacid, i1 aixi poder veure la influéncia del sorbitol com a

cosubstrat sobre els nivells d’activaci6 de la produccié de ROL.
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5.3.7 Monitoratge del sorbitol en cultius amb P. pastoris
aplicant la tecnica d’analisi d’injeccio seqiiencial (SIA)

Davant de la possibilitat de realitzar experiments mantenint una concentracid fixada
de sorbitol a D’interior del reactor, el que pot presentar efectes positius sobre la
produccio de ROL, es planteja implementar en un futur un sistema automatic d’analisi
per tal de poder monitoritzar i controlar la concentracié de sorbitol, mitjancant un
sistema similar a ’utilitzat amb el control de la concentracié de metanol. Resina et al.,
(2009), demostren que els millors resultats de produccid6 de ROL, els obtenen al
treballar amb excés de sorbitol (8 g I'). Al treballar en aquestes condicions I’activitat
lipolitica maxima registrada durant la fase d’induccié és 7 vegades superior a les
trobades al treballar amb aquest limitant. La implementacio del sistema automatic
d’analisi que es proposa en aquest treball permet avaluar la influencia de I’excés de
sorbitol, sobre el producte recombinant d’interés, mantenint el sorbitol fixat a una
concentracio optima. La implantacid d’aquest sistema permetra aplicar les tecnologia

PAT per ambdds substrats, garantint una major repetitivitat dels cultius.

En la majoria dels casos, la determinacié del sorbitol es realitza off-line mitjangant
I’as d’HPLC per a mostres de medis de cultiu (Thorpe et al., 1999; Boze et al., 2001) o
per a mostres biologiques (Kiyoshima et al., 2002; Hallsworth i Magan., 1997). D’altra
banda, els beneficis que produiria una determinacid multi-component es troba en
contradiccio amb el temps d’analisi de les mostres 1 els costos de manteniment i reactius
necessaris. Usant 1’electroforesi capil-lar no s’obtenen millores satisfactories, ni en la
freqiiéncia de mostreig ni en el pretractament de la mostra (Soga i Ross., 1999;
Pospisilova et al., 2007), i els sistemes que utilitzen sensors enzimatics (Wu et al.,

2001; Mataix 1 Luque de Castro., 2000), estan limitats per seu temps de vida i robustesa.

Els métodes anteriorment explicats comporten limitacions importants al realitzar un
seguiment en linia del bioprocés. Les metodologies de flux discontinu so6n adients per
I’automatitzaci6é de procediments analitics complexos, ja que presenten I’avantatge de
la integraci6 de totes les etapes del procés analitic en un Unic equip; inclos pot
implementar-ne un pretractament de la mostra si fos necessari, resolen en gran part els
problemes que presenten altres métodes analitics. Dintre de les metodologies de flux, la

técnica d’analisi per injeccidé seqiiencial (Sequential Injection Analysis, SIA), esta



Capitol 5: Substrats mixtes: Sorbitol i Metanol

caracteritzada com a estratégia d’automatitzacié robusta, amb un baix consum de
solucions, una alta versatilitat en funci6 d’altres possibles analits a determinar, una alta
precisié 1 una minimitzacid considerable del volum de mostra requerit per realitzar

I’analisi.

Per tant en aquest treball, es realitzara una primera aplicacidé d’aquesta técnica de
flux per tal d’analitzar la concentraci6 de sorbitol de les mostres de fermentacid, i aixi
poder arribar a implementar un sistema d’analisi de sorbitol en linia amb 1’objectiu final
d’avaluar I’efecte de la concentracié de sorbitol sobre la producci6 de ROL amb P.

pastoris.

El grup del professor Victor Cerda, del departament de Quimica de la Universitat de
les Illes Balears, i el professor Olaf Elsholz, del Research Center of Bioprocess
Enginnering and Analytical Techniques de la Universitat de Ciencies Aplicades
d’Hamburg, havien desenvolupat préviament un sistema SIA per la determinacio del
glicerol en mostres de cultiu treballant amb P. pastoris (Horstkotte et al., 2007). Davant
la seva experiéncia es contacte amb el Dr. Cerda, per tal d’inciar un treball
conjuntament als que ells desenvolupessin un analitzador automatic basat en la técnica
SIA similar per analitzar sorbitol, el qual seria testat als nostres laboratoris en un procés

biologic amb P. pastoris.

La tecnica SIA, es basa en el concepte de la dispersid 1 penetracié mutua de les zones
de mostra i reactiu. El fonament de 1’analisi per injeccio seqiiencial es basa en la mescla
seqiiencial de la mostra amb els reactius. Aquesta metodologia de flux presenta
avantatges degut a la integracié de dos elements basics: una microbureta automatica,
que permetra dispensar volums perfectament coneguts, i una valvula sel-lectora. Quan
aquests elements actuen de forma sincronitzada es pot realitzar la mesura de volums
prefixats de mostra i reactiu utilitzant una Unica microbureta automatica. Aquest
instrument, és a la vegada 1’element propulsor que gestiona els fluids i 1’element
impulsor d’aquests fluids al sistema de flux. Les operacions basiques comuns com la
injeccio de la mostra, la injeccio del reactiu, la mescla de reactiu 1 mostra, el rentat del
detector i I’acondicionament posterior, poden realitzar-se mitjangant un analitzador per

injeccio seqiiencial.
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La técnica SIA esta basada en al mesura de volums exactes de la soluci6 portadora,
reactius 1 mostra, aspirats per etapes en un tub d’acumulaci6 amb una microbureta a
través d’una valvula sel-lectora. Aquesta microbureta requerira un control precis per
executar moviments d’impulsié o aspiracid, parada o posta en marxa (Ruzicka i

Marshall, 1990).

Préviament a I’explicar el funcionant detallat del sistema d’analisi desenvolupat, cal
fer referéncia a les reaccions que es duen a terme per tal de determinar la concentracio
del sorbitol en el bioreactor. Es duran a terme dues reaccions acoblades; la primera on el
polialcohol s’oxida a formaldehid mitjangant 1’acci6 del periodat (Malaprade Reaction)
(White et al., 1974; Lee i Frasch., 2001), i la segona on el formaldehid produit reacciona
amb acetilacetona i amoniac, donant com a producte 2,4-diacetil-1,4-dihidrolutidine
(DDL) de un groc intens que absorbeix a Amax= 412 nm (Hantzsch Reaction). La reaccio

requereix una temperatura de 45°C per a dur-se a terme (Nash et al., 1953).

Els avantatges d’aquest métode d’analisi, és que la quantificaciéo del formaldehid
permet una alta selectivitat, si es compara amb la quantificacié del consum de periodat

(Jic et al., 1998; Horstkotte et al., 2007).

El sistema SIA desenvolupat, tal i com es pot observar a la figura 5.9, esta constituit
per una valvula sel-lectora de 8 ports (SV), i una microbureta model Bu 4S (Crison Inst.
S.A, Alella, Spain) equipada amb una xeringa de 2500 pl de volum (Hamilton Bonaduz
AG, Bonaduz, Switzerland). Una valvula de tres vies (V1), permet la connexi6é amb el
tub d’acumulacié (HC) o alternativament amb el reservori d’aigua, per tal reomplir la
microbureta. El sistema de control que s’estableix entre els diferents moduls del sistema
automatic es realitza mitjangant connectors RS232C connectats en série. Una segona
valvula de tres vies (V2) és utilitzada per afegir I’acetonitril per tal de netejar els tubs 1
eliminar les bombolles d’aire que es puguin acumular. Entre el tub d’acumulacié (HC) i
el detector (D), es troba el tub de reaccié (RC) amb I’objectiu de millorar el flux axial
de la soluci6 per augmentar el grau de mescla al sistema i, per tant, el grau de reaccio.
Aquest tub es troba submergit en un bany a una temperatura de 45°C per tal d’accelerar
la velocitat de la reaccid. A continuacid, 1 abans de la etapa de deteccid, s’instal-la un
sistema de desgasificacio (DB) per tal d’eliminar les bombolles que es generin en el tub

de reaccio. Per a la deteccid és s’utilitza un espectrofotometre USB-2000 (D) equipat
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amb un cel'la de flux. Finalment es va utilitzar uns sistema de pressiéo (BC), per tal
d’aplicar pressi6 al sistema i aixi permetre que les bombolles traspassessin la membrana
del desgasificador amb més facilitat. Tots els tubs que es van utilitzar en aquest sistema
son resistents als agents quimics utilitzats (ETFE: EtileTetraFluoroEtile; PEEK:
PoliEterEterCetona; FEP: EtilePropileFluorat; PTFE: PoliTetraFluorEtile).

Flow cell

Figura 5.9: Sistema SIA desenvolupat per I’analisi de sorbitol. SV: Valvula sel-lectora de 8
vies (R1:reactiu 1; R2: reactiu 2; H,O: entrada d’aigua; Waste: sortida cap al dispensador de
residus; Sample: entrada de la mostra); HC: tub d’acumulacio; V2: valvula addicié
acetonitril; V1: valvula de tres vies; RC: tub de reaccio; DB:desgasificador; D: detector;
BC:sistema de pressio.

Els primer reactiu (R1), correspon a I’addicié de 0.2 (v/v%) acetilacetona a una
solucié mare de 2 mol 1" d’acetat d’amoni, 40 mmol 1" fosfat potassic i 0.3 v/v %
d’acid acétic glacial ajustat a un pH de 6.0. El segon reactiu (R2), conté 100 mmol 1”
periodat sodic. La seqiiéncia d’analisi es realitza en tres etapes. La primera ¢és
I’aspiracio de la mostra i dels reactius cap al HC: inicialment s’aspiren 30 ul de mostra,
posteriorment s’aspiren 300 pl d’aigua, després 140 pl de R1 i finalment 70 pl de R2.
L’aspiracio de 1’aigua és realitza per diluir la mostra. En la segona etapa aquests volums
resten en el tub d’acumulacié (HC), fins que sén desplagats cap al tub de reaccio, el qual
es troba a 45 °C. La reaccio es du a terme durant 60 s, 1 finalment, en la tercera etapa, la

solucid es desplaca fins al detector (D). Després de cada analisi i amb 1’objectiu
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d’eliminar les possibles bombolles d’aire acumulades en el tub d’acumulacié (HC),
s’aspiren 200 upl d’acetonitril, descarregant-se en el dispensador de residus.
L’acetonitril, degut al seu caracter hidrofobic, presenta una major afinitat cap a les

parets dels tubs i cap a les bombolles, desplagant-les i aixi netejant el sistema d’aire.

Per tal d’implementar 1’analisi al bioprocés, es realitza un cultiu en discontinu
utilitzant el sorbitol i el metanol com a fonts de carboni, a concentracions inicials
corresponents a 10 g 1'. S’extreuen manualment mostres cada 80 minuts, i so6n
centrifugades, posteriorment el sobrenedant restant és utilitzat per 1’analisi off-line. En
el moment que es van realitzar aquest experiments, no es disposava d’un sistema
d’extraccid de mostra lliure de biomassa en discontinu, aixi que les mostres van ser
extretes de forma manual, tractades i posteriorment es van analitzar mitjancant el

sistema SIA i el métode estandard de referéncia: ’HPLC.

Préviament es realitza ’estudi de les possibles interferéncies obtingudes en el senyal
analitic pels components del medi de cultiu, aixi com possibles metabolits presents
també¢ en el medi de cultiu. Aquests substancies es proven a concentracions similars a
les reals, o bé més elevades. Es descarten inhibicions produides pels segiients substrats,
fins a les concentracions indicades: formaldehid (20 g 1), acid formic (6 g '), acid
acétic (5 g 1™, acid tartaric (10 g I'), acid oxalic (10 g I')), acid piruvic (2 g 1),
glucosa (1 g 1), galactosa (1 g 1), lactosa (10 g 1), sacarosa (10 g I'") i metanol (10 g
1""). Es important destacar la importancia de que el metanol no sigui interferent, ja que
els cultius es realitzaran amb presencia de metanol, degut a I’ utilitzacié d’una estratégia

de substrats mixtes.

A la figura 5.10, es pot observar el comportament del cultiu realitzat. Es pot veure
I’evolucié del metanol, la biomassa i1 I’activitat lipolitica. Alhora es poden veure les
concentracions de sorbitol obtingudes amb el sistema SIA i amb la cromatografia

liquida

Per avaluar la qualitat del sistema SIA desenvolupat s’han comparat els resultats
obtinguts en ambdds metodes: el sistema SIA 1 el metode de referéncia (HPLC). A la
figura 5.11, es pot observar la comparacié de metodes mitjangant el test estadistic de la

regressio lineal. On es considera que no existeixen diferencies significatives entre dos
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metodes analitics quan la ordenada en 1’origen (yo) no difereix significativament de 0 i

el pendent (a) de 1, amb un coeficient de correlaci6 proxim a 1.

Es pot observar una correlacio satisfactoria en les concentracions compreses entre 2 i
8 g 1", presentant una desviacio mitjana del 6 %. En aquest interval de concentracions,
els valors obtinguts amb el SIA presenten una augment mitja de 0.12 g I, en

comparacio amb els valors obtinguts amb el métode de referéncia, ’'HPLC.

- 50

- 40

- 30

Concentracio (g 1‘1)

20

Activitat lipolitica (UA ml™)

- 10

temps (h)

Figura 5.10: Evoluci6 de la biomassa (—), activitat lipolitica (— - —), metanol (— —). Els simbols (V)
corresponen a la concentracio de sorbitol determinada per HPLC i (A) corresponen a la concentracid
de sorbitol determinada pel sistema SIA.

Concentraci6 sorbtiol STA (g l‘])

Concentracio sorbtiol HPLC (g 1'1)

Figura 5.11: Validaci6 del sistema SIA en front al metode de referéncia (HPLC), mitjancant el test
de la regressio lineal. Es presenten diferents ajustos lineals en tres intervals de concentracid de
sorbitol: totes les dades (— - —); entre els 2-8 g I-1 (......) i entre els 0-2 g I-1 (—).
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D’altra banda, per concentracions inferiors a 2 g I, amb el sistema SIA s’obtenen
concentracions superiors a les que es determinen per I’HPLC. Aquesta sobreestimacio
pot ser deguda a la presencia de subproductes del procés no coneguts, probablement no
presents durant les primeres hores del procés, que son interferents positius en alguna de
les etapes del metode (per exemple, reaccid o deteccid), aixi com les variacions de les

concentracions dels components del medi de cultiu en el transcurs de les hores.

La taula 5.7 mostra els resultats dels diferents ajustos lineals presentats a la figura
5.11, pels diferents intervals de concentraci6 considerats. Tal i com s’avangava
préviament, es pot veure que entre les concentracions 2-8 g "', I’ordenada d’origen és
més propera a zero que considerant totes les dades, o bé considerant les dades
compreses entre 0-2 g 1"'. Alhora el pendent que es troba més proper a 1, torna a ser en
’ajust de les dades entre 2-8 g I"', corroborant per tant que I’analisi del sorbitol
mitjancant el sistema SIA es realitzaria de forma més satisfactoria en aquest ultim

interval de concentracions.

Taula 5.7. Recull de les dades obtingudes després de realitzar el test de la regressio
lineal entre les resultats analitics obtingudes amb el métode de referéncia (HPLC) i el
sistema SIA desenvolupat, en tres seccions (amb totes les dades; entre les dades
compreses entre 0-2 g I i entre les dades compreses entre 2-8 g I''). Trobant-se a 1’eix
de les ordenades les dades obtingudes amb el sistema SIA i en I’eix de les abscisses les
dades obtingudes amb I’HPLC.

Ajust lineal (y= yo+ax) Yo a r?

Totes les concentracions 0.5+0.4 1.0 £0.1 0.99 (n=12)
Entre 0-2 g 1" sorbitol 0.8 +0.7 0.8 +0.4 0.97 (n=4)
Entre 2-8 g 1" sorbitol 0.2+1.0 1.0 +0.2 0.97 (n=9)

Es pot concloure que el sistema SIA presentat es podria aplicar de forma satisfactoria
a I’analisi del sorbitol en cultius en discontinu per P. pastoris. A més a més el sistema
SIA, es podria implementar en el procés, possibilitant un sistema de control d’aquest
substrat en llag tancat, permeten dur a terme fermentacions a consignes de sorbitol
fixades, i aixi estudiar I’efecte de 1’acumulacio del sorbitol sobre la productivitat del

procés. Cal destacar que el sistema permet 1’obtencié de informacié cada 3.5 minuts,
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temps de duraciéo d’un analisi, el que permetria establir un sistema de control valid.
Finalment, caldra establir el nombre de mostres a extreure per implementar el sistema
de control, tenint present el consum de volum que es consumeixi per cada analisi, ja que
tot 1 que el volum necessari per I’analisi és només de 30 pl, s’ha de tenir present el

volum mort del sistema, en les etapes d’ambientacio i aspiracio de la mostra.
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5.4 CONCLUSIONS

La implementacié d’una estratégia PAT, aplicada a un sistema de substrats
mixtes, ha permes controlar la concentraci6é de metanol i la velocitat especifica de
creixement, representant una eina de gran utilitat alhora de realitzar cultius
reproduibles, per tal de produir el producte recombinant d’interés en un procés

industrial.

El parametre clau per a la produccio de ROL utilitzant el sorbitol com a
cosubstrat, ¢s la consigna de metanol utilitzada. La concentracié optima trobada
és de 2 g I'', concentracions inferiors disminueixen entre 2 i 3 vegades la dp
maxima obtinguda, de la mateixa forma en la que concentracions superiors tamb¢
presenten valors 1.8 vegades inferiors, presentant una resposta tipica d’inhibicid

per substrat.

No s’obtenen diferéncies significatives entre els cultius realitzats sota la mateixa

consigna de metanol, a les diferents p provades.

Al comparar els resultats utilitzant una estratégia amb substrats mixtes amb la
utilitzacié del metanol com a Unica font de carboni, la produccié de ROL i el
Yp/x son 1.25 vegades superiors i la productivitat especifica i volumeétrica son
1.35 vegades superiors a I’utilitzar substrats mixtes. Alhora la utilitzacid
d’ambdos substrats durant la fase d’induccid, afavoreix el perfil obtingut de la qp,
eliminat la drastica disminucid fins a valors de zero, trobats a I’utilitzar el

metanol com a unica font de carboni.

El sistema dut a terme mitjangant la utilitzacio del sorbitol, utilitzant el fenotip
Mut® de P. pastoris per a la producci6 de ROL, sembla que soluciona

parcialment les limitacions fisiologiques detectades en altres bioprocessos.

La utilitzaci6 d’un sistema automatic d’analisi basat en la técnica SIA, permet la
determinacid del sorbitol en cultius utilitzant substrats mixtes. L’aplicacio

d’aquest sistema d’analisi en linia, permetria implementar un sistema de control
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en llag tancat, per tal de poder treballar a diferents consignes de sorbitol, i veure

I’efecte de I’acumulacié d’aquest sobre la productivitat dels cultius.
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6 Efecte del glicerol com a substrat mixte sobre la
producci6 de ROL en P. pastoris en cultius en
semicontinu

6.1 RESUM

En aquest treball s’estudia 1’efecte de la velocitat especifica de creixement del
fenotip Mut® de P. pastoris per a la produccié de ROL utilitzant un sistema d’addicié de
substrats mixtes, metanol i glicerol. El glicerol permetra treballar a p superiors a les que
es poden registrar creixent amb sorbitol, el que permetra augmentar la productivitat del

proces.

Es realitzen diferents cultius en semicontinu on la p es manté fixada en 0.02, 0.05 1
0.1 h”', mitjancant ’addici6 exponencial del glicerol. Alhora el metanol és utilitzat com
a substrat inductor, a una concentraci6 fixada de 2 g I'' (valor optimitzat préviament al
capitol 5). Al realitzar els diferents cultius, no es registren acumulacions de glicerol,
perd quan la relacid entre la pgi 1 la pmer €s superior a 6, s’obtenen valors
significativament inferiors en tots els parametres vinculats a la produccid de la proteina
recombinat d’interés. Aquest resultat es pot relacionar directament amb la disminuci6 de
la velocitat especifica de consum de metanol registrada quan la p és de 0.051 0.1 h™.
La qovet 6s al voltant de 3 vegades superior quan la p es troba fixada en 0.02 h™'. Es
registren valors d’activitat proteolitica, el que es relaciona amb la perdua d’activitat

registrada durant les ultimes hores d’induccio.

Conseqiientment es comparen els resultats obtinguts sota les mateixes condicions de
treball utilitzant els diferents cosubstrats, el glicerol (estudiant en aquest capitol) i el
sorbitol (estudiat en el capitol 5). Al comparar els cultius sota les mateixes condicions,
s’observa que a l’utilitzar el glicerol com a cosubstrat s’obtenen valors similars
d’activitat lipolitica maxima als obtinguts préviament utilitzant el sorbitol, pero les
productivitats tant especifiques com volumétriques com el Ypx son inferiors. Es
important remarcar que la utilitzacid del glicerol sota les mateixes condicions de treball

que el sorbitol, presenta dues desavantatges importants en el procés de produccio:
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s’observa una fase de laténcia d’unes 20 h abans d’obtenir les primeres unitats
d’activitat, no registrada quan el cosubstrat era el sorbitol 1 es manifesta una pérdua

d’activitat durant les ultimes hores d’induccio, no trobada a I’utilitzar el sorbitol.
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6.2 INTRODUCCIO

L’0as del metanol com a tUnica font de carboni presenta problemes operacionals
importants al treballar amb el fenotip Mut” de Pichia pastoris. L’emmagatzematge del
metanol en instal-lacions, requereix una gran inversio degut a les seves caracteristiques
explosives (Inan 1 Meagher, 2001). L’alt calor de combustié del metanol (-727 kJ mol
C': Weast, 1980), precisa que el sistema disposi d’un sistema rapid i eficag de
refredament, ja que un augment en la temperatura del procés pot afectar negativament
en la productivitat i qualitat de la proteina recombinant d’interés produida (Jungo et
al.,2007a). L’alt consum d’oxigen juntament amb 1’elevada densitat cel-lular obtinguda
en els cultius, provoca problemes relacionats amb la transferéncia d’oxigen, no podent
mantenir el percentatge de pO, per sobre del 20%, a menys que el cabal d’aire a
I’entrada sigui enriquit amb oxigen pur. El fet de disposar en la mateixa instal-laci6 la
presencia de combustible 1 comburent, no ¢és el més recomanable, atesa a [’alta

perillositat (Curvers et al.,2001).

Els problemes operacionals generats quan el fenotip Mut™ és utilitzat poden ser
reduits en gran mesura mitjangant la utilitzacid del fenotip Mut® de P. pastoris. Com
s’ha comentat préviament, presenta la delecio en el gen AOX1, el que implica una
important reduccié del consum del metanol. Alhora alguns autors (Cregg et al.,1987),
defensen que el fenotip Mut®, en alguns casos presenta nivells d’expressio de proteines
recombinats més elevats que els obtinguts utilitzant el fenotip Mut'. D’altra banda, el
fenotip Mut® no és tan sensible com el Mut’ a les altres concentracions de metanol
transitories, que fan que el procés biotecnologic sigui més senzill de controlar i a llarg
termini, faran més assequible el procés del canvi d’escala (Chiruvolu et al.,1997). No
obstant, 1is del fenotip Mut®, representa llargues etapes d’inducci6é degut a les baixes
velocitats de creixement presentades. La p mitjana registrada durant 1’etapa d’inducci6
correspon a 0.004 h', quan la Gnica font de carboni utilitzada és el metanol per a la

produccié de ROL (Cos et al.,20006).

Per ambdos fenotips, la utilitzacidé de substrats mixtes permet minimitzar els
problemes presentats quan el metanol és utilitzat com a Unica font de carboni,
fonamentalment en I’etapa d’induccio. Un dels cosubstrats més utilitzats als processos

d’induccié per a la produccié de proteines recombinats €s el glicerol. L’entalpia de
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combustié del glicerol correspon a -549.5 kJ mol C™, reduint per tant el calor de
combustid generat en el procés biologic en comparacié amb treballar amb metanol com
a unica font de carboni (Von Stockar et al.,1993). A més a més, el consum d’oxigen
tamb¢ és reduit, ja que I’oxidacié del glicerol requereix menys oxigen que 1’oxidaci6 del
metanol, tot reduint el problemes operacionals presentats a I’utilitzar el fenotip Mut"

unicament amb metanol (Jungo et al.,2007b).

Dr’altra banda, tot i que el problemes relacionats amb la combusti6 i1 requeriments
d’oxigen poden ser reduits en gran mesura mitjangant 1’us del fenotip Mut’, 1’Gs dels
substrats mixtes €s especialment recomanat al treballar amb aquest fenotip, ja que
aquesta estratégia, permetra augmentar i millorar la velocitat especifica de creixement,
tot influenciat positivament sobre els nivells d’expressié6 de proteines recombinats,

incrementant la productivitat del procés biologic.

Tanmateix, el glicerol s’ha descrit com a repressor de 1’expressio del gen alcohol-
oxidasa, i per tant pot afectar negativament sobre els nivells d’expressid de la proteina
recombinat d’interés (Tschopp et al.,1987). Per tant, el parametre clau alhora de
dissenyar el procés de produccid, mitjangant la utilitzacié del glicerol, sera evitar la
repressio d’aquest, per tal de maximitzar la productivitat del bioproces. Tot i aixi, les
primeres estratégies d’addicié de substrats mixtes es van desenvolupar pel fenotip Mut"

(Brierley et al.,1990; Loewen et al.,1997; Inan et al.,1999).

Altres autors optimitzen la produccié d’avidina mitjancgant la utilitzaci6 de substrats
mixtes amb el fenotip Mut™ (Jungo et al.,2007a). La millor produccié obtinguda per
aquests autors, es trobada al realitzar una estratégia en semicontinu, on la velocitat
especifica de creixement és fixada a 0.06 h', a partir d’una addicié exponencial
preprogramada, utilitzant glicerol 1 metanol com a fonts de carboni en 1’etapa
d’induccio, en una proporciéo de 65% metanol / 35% glicerol. Els autors, a 1’utilitzar
aquesta estratégia d’addicio, no detecten acumulacions dels substrats en el medi de
cultiu, i sota condicions de substrat limitant (es treballa per sota de les dues pmax) les
dues fonts de carboni sén consumides simultaniament i completament. D’Anjou 1
Daugulis (2001), utilitzen una estratégia similar per a la produccié d’una proteina
anticongelant (srAFP) utilitzant el fenotip Mut®, on el metanol es manté fixat entre 1 -2

g I''. Aquests autors van utilitzar dues velocitats especifiques de creixement, 0.03 i 0.06
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h', obtenint valors més alts de produccié de la proteina recombinat d’interés quan la
velocitat especifica de creixement era de 0.03 h™. Si es comparen el treballs de Jungo et
al., (2007a) i D’Anjou i Daugulis (2001), s’observa que a I’utilitzar el fenotip Mut", la
velocitat especifica de creixement Optima trobada és superior que al treballar amb el

fenotip Mut’.

Files et al., (2001) estudien, utilitzant el mateix fenotip, 1’efecte de diferents
velocitats d’addici6 de glicerol, mantenint constant la velocitat d’addici6 de metanol a
1.8 gve ' 1! per a la produccié de cistatina C humana. Aquests autors observen que la
maxima produccié de proteina recombinant disminueix a 1’augmentar la velocitat
d’addiciod de glicerol, trobant I’equilibri quan la velocitat d’addici6 d’aquest correspon a
2 gai h' I''. Tot i que I’estratégia d’addicié continua de substrats és molt senzilla
d’aplicar en cultius en semicontinu, s’ha de tenir present que en aquest casos, les
velocitats de consum de substrats variaran al llarg del temps, no permetent que les
c¢l'lules es mantinguin en un estat quasi estacionari. Choi et al., (2006), estudien
I’efecte de la combinaci6 de diferents relacions metanol /glicerol a partir d’una addici6
continua mitjangant una estratégia en semicontinu per a la produccié d’una o-amilasa
de ratoli amb el fenotip Mut' de P. pastoris. Utilitzen diferents relacions trobant com a
optima la relacié corresponent a 1:0.5 (metanol /glicerol), on s’afegeix amb un cabal de
13.6 ml h' corresponent a 3 g h™', la qual correspon a la proporcié de metanol més

elevada.

Ottone et al.,(2007), utilitzen també una estratégia de substrats mixtes per a la
produccio de I’antigen de superficie de I’hepatitis B fenotip Mut® i Mut" de P. pastoris.
Pel fenotip Mut’, la relacid que proporciona la produccid optima és la 1 guer: 1 gaii la que
s’inicia amb un cabal de 0.4 g h"' I, que anird augmentant per a mantenir una
concentracié de metanol residual de 1.25 g I''. D’altra banda, pel fenotip Mut’,
unicament s’addiciona metanol al 100% per a mantenir una concentracié residual al
medi de cultiu al voltant del 0.25 g I"". Les mesures de la concentracié de metanol es
realitzen en aquest cas off-line mitjancant la utilitzacié d’un analitzador YSI 2007 (YSI
Inc., Yellow Springs, OH, USA). Conclouen que a nivells de produccié ambdds fenotip

presenten resultats similars, destacant perd avantatges operacionals pel fenotip Mut’.
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D’altra banda, Xie et al.,(2003), desenvolupen un control en linia del metanol i
realitzen variacions del cabal d’addicio de glicerol per a la produccié d’angiostatina. La
concentraci6 de metanol es manté fixada a 5 g 1" mitjangant 1’addicié de metanol pur, i
el glicerol s’afegeix al 50 % (w/w) variant el cabal, per tal de mantenir una addicio6
exponencial. Els nivells maxims de produccié els troben quan la relacié de consum és
de 1.5:1 (g glicerol g metanol™), indicant en aquest cas que el metanol presenta una

contribuci6 tant per la generacio de biomassa com en I’expressio d’angiostatina.

La produccio de lipases de Rhizopus oryzae sota el promotor AOX ha estat
ampliament estudiada des del punt de vista d’optimitzacido del procés biologic dels
fenotips Mut” i Mut® en estratégies en semicontinu, utilitzant el metanol com a tunica
font de carboni en I’etapa d’induccio (Cos et al.,2005; Cos et al.,2006) i utilitzant

estratégies alternatives (Surribas et al.,2007).

Anteriors treballs realitzats per Ramon et al., (2007) i els resultats presentats al
capitol 5 d’aquesta tesi, han demostrat que el sorbitol és un excel-lent cosubstrat per a
augmentar la producci6é de ROL, minimitzant els problemes operacionals. Tanmateix, la
seva baixa velocitat especifica de creixement maxima (0.02 h™) en P. pastoris, provoca

una baixa productivitat.

L’objectiu d’aquest treball és valorar la capacitat del glicerol actuant com a
cosubstrat amb el metanol, analitzant la influéncia de la p del microorganisme,
mantinguda mitjancant diferents perfils d’addicié exponencial de glicerol, a una
concentracié de metanol fixada al valor optim de 2 g 1" (concentracio trobada als
experiments realitzats capitol 5). A diferencia del sorbitol, la p maxima registrada per
aquest substrat (0.18 versus 0.02 h™") permetra, sempre que no es produeixi la repressio
del promotor AOX, obtenir una major productivitat del bioproces. Aquests experiments
es realitzen sota una tecnologia analitica de procés (PAT; Integraci6é del mecanisme de
disseny, analisi 1 control d’un procés biologic) per tal de millorar la reproductibilitat

d’aquest.
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6.3 RESULTATS I DISCUSSIO

6.3.1 Comparaciéo dels cultius realitzats sota les mateixes
condicions utilitzant el glicerol o sorbitol com a
cosubstrat

Els resultats previs obtinguts en el capitol 5 d’aquesta tesi, on el sorbitol es utilitzat
com a cosubstrat, determinen que el parametre clau per a la produccido de ROL és la
consigna de metanol escollida. Tanmateix, el sorbitol facilita el creixement cel-lular,
perd Iefecte de dues velocitats especifiques de creixement provades (0.01 i 0.02 h™"), no
representen modificacions significatives en quant a la quantitat de producte d’interes

obtingut.

La baixa pmax (0.02 h'l) registrada mitjangant 1’us del sorbitol en cultius en discontinu
1 semicontinu, d’alguna forma limita la productivitat del procés. Un alternativa practica
per tal d’incrementar la productivitat del procés de produccié de ROL, és la de substituir
el sorbitol pel glicerol, ja que P. pastoris presenta un pme corresponent a 0.18 h’
utilitzant glicerol (Resina et al., 2005). No obstant aixo, a diferéncia del sorbitol, el
glicerol esta descrit com a repressor de I’expressié del promotor alcohol oxidasa, i
conseqlientment la producci6 del producte recombinant d’interes. Tot 1 aixi, cal destacar
que si el glicerol es troba sota condicions limitats pot no donar-se la repressié del

PAOX.

Per tal de veure I’efecte del glicerol sobre la produccié de ROL, es realitzen varis
cultius utilitzant una estratégia en semicontinu mantenint la concentracié6 de metanol
fixada a 2 g I, i utilitzant tres diferents velocitats especifiques de creixement (0.02,
0.0510.1 h™"), les quals es mantindran en funci6 del glicerol afegit al cultiu. La velocitat
especifica de creixement més elevada que s’utilitza correspon a 0.1 h™', valor allunyat de
la pmax, per tal d’evitar I’acumulacié d’aquest substrat en el medi de cultiu, el que
afavorira la repressio del promotor AOX tal i com descriuen préviament D’Anjou 1

Daugulis (2001).

La fase d’inducci6é s’inicia al finalitzar-se el glicerol, i en tots els cultius aquesta

s’inicia mitjancant 1’addici6 exponencial preprogramada del glicerol, per tal de mantenir
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fixada la p escollida (control en llag obert). Els valors que s’utilitzen per calcular el

cabal inicial son els seglients: Vo=3.3 I; Yxis= 0.5 gx gGh'l; X=20g 1'1; Se=550¢g I

De la mateixa forma, el metanol es manté a la consigna seleccionada (2 g I™)
mitjangant un algorisme de control predictiu combinat amb un controlador PI
desenvolupat per Cos et al., (2006). En totes les condicions dutes a terme, la consigna
de metanol es va mantenir a aquest valor presentant desviacions inferiors al 5%,

demostrant la robustesa del monitoratge i control del metanol al sistema P. pastoris.

S’inicia aquest estudi realitzant un cultiu en semicontinu, imitant les condicions més
favorables per a la produccio, determinades en el capitol 5, quan el sorbitol va ser
utilitzat com a cosubstrat (u=0.02 h™ i 2 g I'' metanol). La figura 6.1 mostra I’evolucio
dels diferents parametres de cultiu en funci6 del temps, sota les condicions anteriorment
cometades. En aquest cultiu, la p es va mantenir al voltant de 0.02 h™', exceptuant les
primeres hores d’induccié on aquesta era superior, estabilitzant-se posteriorment, i
presentant un valor mitja de 0.023 h', durant la fase d’inducci6. (figura 6.1 A). La

biomassa augmenta durant tot el cultiu presentant un valor final de 78 g 1™

A la mateixa figura el glicerol, es manté limitant durant tot el cultiu, no presentant
acumulacions d’aquest en cap moment. La figura 6.1 B mostra com la qsg; és manté
estable al voltant de 0.037 ggi; gx' h' durant tot el cultiu. Referent al metanol, aquest es
manté al voltant de la consigna seleccionada, exceptuant les primeres 10 h d’induccid,
on el valors de la concentracid es troben al voltantde 2.5 g ' La gsMet augmenta durant
les primeres 5 h d’induccid, presentant posteriorment una severa disminucid, obtenint

un valor mig de 0.042 gye gx”' h™' (taula 6.1).

L’activitat lipolitica augmenta progressivament durant tot el cultiu, exceptuant les
ultimes hores d’induccid, on presenta una aturada i una posterior disminucid. Cal
destacar que durant les primeres 15 h d’induccid, no es registren nivells d’activitat
lipolitica significatius (figura 6.1 A). La g, presenta dos maxims significatius, un a les
35 hiun altre a les 60 h de cultiu, presentant un descens important després del segon

pic, tot arribant a valors de zero a les 90 h de cultiu (figura 6.1 B).
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Figura 6.1: Evolucié dels diferents parametres de cultiu realitzant una estratégia de
semicontinu utilitzant glicerol com a cosubstrat on la w es manté a 0.02 h™ i la consigna de
metanol a2 g I

Un cop realitzat el cultiu, es pot realitzar la comparacié entre I’addicié dels diferents
substrats per a la produccié de ROL amb P. pastoris. Quan el glicerol és utilitzat sota
les mateixes condicions que el sorbitol, I’activitat lipolitica maxima registrada durant el
cultiu és similar, pero d’altra banda, la q, maxima registrada amb el sorbitol és 1.3
vegades superior, 1 la q, mitjana registrada és 2.2 vegades superior (taula 6.1). Aquesta
inferioritat registrada és deguda a la important disminuci6 que presenta la q, després de
50 h d’inducci6 (figura 6.1 B) acompanyat de la pérdua d’unitats d’activitat lipolitica
obtingudes. Aquesta disminuci6 o perdua, podria ser conseqiiencia de 1’accido de
proteases present en el medi de cultiu. Si es recorden els resultats presentats en el
capitol 5, referents a la utilitzacié del sorbitol com a cosubstrat, la g, obtinguda presenta
un maxim a les 15 h d’induccid, posteriorment disminueix estabilitzant-se al voltant de
220 UA gx' h', no observant-se aturades en I’activitat lipolitica durant les darreres

hores de la fase d’induccid, i tampoc registrant-se perdues d’aquest valor.

Quan el sorbitol va ser utilitzat, les primeres unitats d’activitat lipolitica es van

manifestar a les poques hores d’induccid, no observant-se la fase la laténcia registrada
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quan el glicerol és utilitzat com a cosubstrat (figura 6.1 A). Una possible explicacié per
a la fase de laténcia presentada en el cultiu utilitzant glicerol, podria ser la manca de
fase de transicio en aquesta estratégia emprada. Es va decidir no realitzar fase de
transicio, entenent que existia la incorporacié d’una nova font de carboni, el metanol,
perd el glicerol, la principal font de carboni, és mantenia. El fet de no existir una

aclimataci6 al metanol, pot ser la causa del retard registrat en 1’activitat lipolitica.

Continuant amb la comparaci6 entre els dos cosubstrats, la taula 6.1 mostra com la
gsmet mitjana durant 1’etapa d’induccié és molt similar per ambdos substrats utilitzats. Es
important destacar que ambdos cosubstrats registren valors similars de qgmet pero d’altra
banda, els valors obtinguts de la q, quan s’utilitza el glicerol és inferior. Al comparar les
velocitats especifiques de consum del cosubstrat, es pot veure que el consum especific
de sorbitol és superior al consum especific de glicerol, degut a que el Yx;s pel sorbitol

és inferior.

Taula 6.1: Comparacié de les velocitats especifiques de produccid i consum utilitzant
diferents cosubstrats (sorbitol i glicerol) a la mateixa p (0.02h™), mantenint la concentraci6
de metanol a 2 g I"' per a la produccié de ROL utilitzant el fenotip Mut® de Pichia pastoris en
una estratégia de semicontinu.

Cosubstrat Sorbitol Glicerol
Act. lipolitica max. (UA ml™) 487.5 4712
Gp max (UA gx ' b 451.4 352.7
Qp miia(UA gx™' h™) 326.1 148.8
QeMet mitia (Evet €5 h7) 0.045 0.042
Qs co-sub mitja( €Co-sub gx hh) 0.052 0.037
Yxos (x Ecosub ) 0.3 0.5

Valors calculats en I’etapa d’induccié

Cal destacar que en el procés de produccio de ROL amb el fenotip Mut®, la velocitat
especifica de consum de metanol, és superior al treballar amb substrats mixtes,
independentment del cosubstrat utilitzat, en comparacié amb els cultius on el metanol
s’utilitza com a tnica font de carboni. Cos et al.,(2006), troben que el valor de la et
mitjana durant Petapa d’induccié és de 0.027 gueon gx ' h™', quan el metanol és
utilitzant com a Unica font de carboni, mantenint la consigna d’aquest al voltant de 2 g I

! siguent 1.56 vegades inferior al trobat a I"utilitzar substrats mixtes (taula 6.1).
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Fent referéncia al capitol 5 d’aquesta tesi, la g, obtinguda quan els sorbitol és
utilitzat com a cosubstrat, presenta un maxim a les 15 h d’inducci6é. A continuacioé
presenta una disminucid, estabilitzant-se al voltant de 220 UA gx' h™. Si aquesta
actuacidé es compara amb el comportament observat a 1’utilitzar el glicerol com a
cosubstrat (figura 6.1), és pot veure com les primeres unitats d’activitat es registren un
cop han transcorregut 10 h d’induccid. Aquesta diferencia com s’ha comentat
anteriorment, es relaciona amb que en els cultius amb glicerol, no es realitza una etapa a

de transicio.

A la taula 6.2, es poden comparar els parametres més representatius relacionats amb
la producci6é del ROL utilitzant els diferents cosubstrats. Al comparar els valors de
producciod, és pot observar que s’obtenen valors similars en quant a la productivitat
volumétrica (6346 versus 5416 UA 1" h''). D’altra banda, cal destacar que la
productivitat especifica va ser 1.8 vegades superior, quan el sorbitol va ser utilitzat com
a cosubstrat, demostrant per tant, que el sorbitol presenta una major eficiéncia que el
glicerol des del punt de vista de productivitat cel-lular. A més a més, si es compara el
valor de Yp/x es pot observar que aquest €s gairebé 2 vegades inferior a ['utilitzar el

glicerol com a font de carboni.

Taula 6.2: Comparacié dels parametres de produccidé més representatius
utilitzant diferents cosubstrats (sorbitol i glicerol) en les mateixes condicions de
treball (u=0.02h™"; 2 g I'" metanol) per la produccié de ROL utilitzant el fenotip
Mut® de Pichia pastoris en una estratégia de semicontinu.

Cosubstrat Sorbitol Glicerol
Yo (UA gx™) 10369.1 6373.4
Productivitat volumétrica (UA 1" h™) 6345.6 5416.2
Productivitat especifica (UA g h™) 135.0 73.3

En resum, el cultiu realitzat amb glicerol com a cosubstrat utilitzant una p de 0.02 h
! presenta valors inferiors referents a la productivitat i al Ypx, tot i que les unitats

d’activitat lipolitica maxima registrada son similars. Cal destacar també, la possible
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presencia de proteases al final de la fase d’induccio, provocant una disminuci6é en

I’activitat lipolitica 1 la fase de laténcia observada a I’iniciar la fase d’induccio.

Tanmateix, el glicerol presenta I’avantatge sobre el sorbitol, de permetre treballar a p
més elevades, que permetrien obtenir el producte desitjat amb temps de cultius molt
inferiors, permeten per tant, augmentar la productivitat del procés. Tot i que la
realitzaci6 d’aquest primer cultiu, sembla indicar que el sorbitol presenta avantatges
sobre el glicerol, es realitzaran cultius amb glicerol augmentat la p, per tal de
comprovar si es pot obtenir la mateixa quantitat de producte, requerint menys temps de

cultiu, el que faria augmentar la productivitat del procés.
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6.3.2 Cultius en semicontinu utilitzant el glicerol com a
cosubstrat sota diferents velocitats especifiques de
creixement

Un cop va ser realitzat el primer cultiu amb glicerol, a les mateixes condicions a les
que havia estat dut a terme el cultiu utilitzant el sorbitol, es van realitzar dues
fermentacions, utilitzant valors p superior (0.1 i 0.05 h™"), per tal de poder augmentar la
productivitat del procés biologic, tot mantenint la mateixa concentracié de metanol a

I’interior del bioreactor (figura 6.2).

10.0 - 100 100 - 030 &
—~ —~ <
l T =
S ~ E Loas @
= 804= 80 F80 =
NE S)..3

— [
E o ki F020 5

604 .2 _ 60 = @
i) R 3 =
8 =) g rois 8
= S = =
5‘34.07;%40« F40 8 g
5 8 £ = Fo010 §
8 £ 5 g s

@ < 8
20 4 20 F 20 S
. 005 ©
a
v e <
0.0 - 04 0 o000
5 10 15 20 25 30 35 40 45
Temps (h)

10.0 100 200 030 ~
En =
— F 1804 =

En B [ =
88073 80 - oo E[02
R g g $
j =
3 g b 140 = =
2 8 g 020D
€ 6.0 4 5, ~60 - b 120 5 o
:g 23 S ©
I RS F100 & o015 §
=] S8 - =
S 404 E B 404 [80 8 2
2 8 £ = Ftow g
8 58 teo B @

oo < =

2.0 4 20 F 40 £
. - 0.05 S

v 2o * S

>

0.0 - 0 . - : : 0 L 0.00

0 10 20 30 50 60 70 80 +

40
Temps (h)

Figura 6.2: Evolucio dels diferents parametres de cultiu realitzant una estratégia de
semicontinu utilitzant glicerol com a cosubstrat on la p es mantéa 0.1 h™' (A)10.05
h'' (B) i consigna de metanol a 2 g 1" per a la soca Mut® de Pichia pastoris.

La figura 6.2 A1 B, mostra com el glicerol es manté sota condicions limitants, ja que
no es va detectar cap acumulacié d’aquest en el cultius (limit de deteccié per I’'HPLC
utilitzat correspon a 0.01 g 1"'). També cal destacar que ambos substrats van ser
consumits alhora i completament, tal i com havia estat descrit préviament per D’ Anjou 1

Daugulis (2001) en cultius realitzats mitjangant una estratégia en discontinu.
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A la figura 6.2 A, on la p es manté al voltant de 0.1 h™', el cultiu t¢ una durada de
40.96 h presentant una fase d’induccié de 16.87 h. La biomassa augmenta
progressivament fins arribar a un maxim de 72 g I, al final del cultiu, i la p es manté al
voltant de la consigna seleccionada durant la fase d’inducci6é. La concentraciéo de
glicerol roman al voltant de zero, i la concentracié de metanol és manté a la consigna
seleccionada. Pel que fa a D’activitat lipolitica, les primeres unitats apareixen a les
poques hores d’induccié arribant a un maxim de 55.2 UA ml”, presentant una pérdua

d’aquesta al final del cultiu.

De la mateixa forma, a la figura 6.2 B, es pot observar el cultiu on la p es manté al
voltant de 0.05 h™. La biomassa augmenta progressivament fins a arribar a un maxim de
85.7 g I'", al final del cultiu, i la p es manté al voltant de la consigna seleccionada durant
la fase induccio. La concentracié de glicerol també roman al voltant de zero, i la
concentracié de metanol €és manté a la consigna seleccionada. Pel que fa a ’activitat
lipolitica, les primeres unitats apareixen a les poques hores d’induccié arribant a un
maxim de 147.0 UA ml”, similar al que s’obté en el cultiu anterior, una pérdua

d’aquesta al final del cultiu.

Es important destacar, les diferéncies trobades al treballar a les diferents velocitats
especifiques de creixement. A diferencia de quan la p era fixada a 0.02 h™, en les dues
noves condicions provades, apareixen les primeres unitats d’activitat lipolitica a I’iniciar
la fase d’induccio, no presentant una fase de laténcia. Tanmateix, tot i que les primeres
unitats d’activitat apareixen a les poques hores d’induccio, I’activitat lipolitica maxima
obtinguda, és 3.2 i 8.5 vegades inferior, quan la p és fixada a 0.05 i 0.1 h',
respectivament, en comparacié amb els resultats obtinguts a la p de 0.02 h™'. Alhora, tal
i com es pot observar a la figura 6.2, després d’haver assolit 1’activitat lipolitica
maxima, es manifesta una important disminucié durant les ultimes hores d’induccio,
presentant-se de forma menys severa quan la p de treball era 0.02 h'. Aquesta
disminucié pot estar atribuida a la presencia de proteases en el medi de cultiu,

provocant, la degradacié del producte recombinant d’interes.

Varis autors descriuen problemes detectats amb la proteolisis del producte
recombinant d’interés en P. pastoris treballant en semicontinu a I’obtenir altes densitats

cel'lulars (Clare et al.,1991, 1998; Brierley et al.,1994; Brierley, 1998). Davant la
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problematica relacionada amb la degradacié del producte d’interés recombinat, diferents
autors descriuen possibles aplicacions per tal de reduir la degradacio del producte;
utilitzar soques deficients en proteases (Gleeson et al.,1998), realitzar modificacions en
I’estructura de la proteina (Gustavsson et al.,2001), addicionar inhibidors de proteases
(Holmquist et al.,1997), variar el pH del medi de cultiu (Kang et al.,2000) o bé afegir
aminoacids i peptona al medi de cultiu (Clare et al.,1991). Alguns autors indiquen que
I’activitat proteolitica augmenta quan el nivell d’amoni en el medi de cultiu és inferior a
0.3 mg 1", suggerint per tant que I’activitat proteolitica pot estar induida per que la

deficiéncia d’amoni (Kobayash et al.,2000).

En aquest treball, inicialment es realitza 1’analisi de 1’activitat proteolitica (Thermo
Scientific, Rockford, USA), per tal de comprovar si la disminuci6 de la ROL obtinguda
al final del cultiu, pot estar relacionada amb la presencia de proteases al medi de cultiu.
La figura 6.3, mostra la concentracié de proteases detectada en diferents moments del
cultiu per les tres fermentacions realitzades. A la primera de les mostres (fase
discontinua amb glicerol), tots els cultius presenten valors similars, mostrant les
diferencies més significatives a mesura que transcorren les hores de cultiu. Es pot
observar que entre les mostres analitzades de I’inici i mitjana induccio, els cultius no
presenten un augment significatiu. Tot 1 que, la mostra presa al final de 1’etapa
d’induccid, si presenta un augment significatiu, en comparacié amb les mostres previes

analitzades.
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Figura 6.3: Resultats de 1’analisi de I’activitat proteolitica realitzada en diferents punts
del bioprocés. Discontinu amb glicerol, correspon a la mostra extreta a ’inici del de
glicerol; inici induccid, correspon a la mostra extreta quan la biomassa obtinguda es
trobava entre 27-29 g I''; mitja induccid, correspon a la mostra extreta quan la biomassa
obtinguda es trobava entre 28-56 g I"'; Final induccio, correspon a la mostra extreta
quan la biomassa es trobava entre 65-78 g 1"

Cal destacar, que les concentracions maximes de proteases s’obtenen quan la p es
troba fixada a 0.05 i 0.1 h™. En aquestes condicions de treball, es registren les pérdues
d’activitat lipolitica més elevades, arribant a perdre al voltant 60% 1 40% d’activitat
lipolitica maxima obtinguda, respectivament. D’altra banda, quan la p era fixada a 0.02
h', la pérdua d’activitat lipolitica correspon al 13%, i la concentracié de proteases

obtinguda és significativament inferior.

De forma similar, Zhou 1 Zhang, (2002), produeixen hirudina recombinat utilitzant el
fenotip Mut" de P. pastoris utilitzant el metanol com a tinica font de carboni, i observen
que al treballar a p igual o superior a 0.03 h™', la qp disminueix atribuint-se aquesta a la
degradacio per I’efecte de les proteases. Troben la produccio optima quan la p de treball
es troba fixada a 0.02 h™' i la concentracié de metanol és troba fixada a 0.5 g I'. A
velocitats inferiors (0.01 h™) o bé superiors (0.047 h™), es presenta un efecte de
degradacio del producte d’interés major. En molts casos la concentracié de proteases

augmenta, a mesura que augmenta la p. Alhora en el treball realitzat en aquesta tesi, es
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registra un augment significatiu en les ultimes hores de cultiu, el qual es pot relacionar

amb la lisis cel-lular.

Cal destacar que quan s’utilitzava el sorbitol com a font de carboni (Capitol 5), la
concentracio de proteases obtinguda va ser significativament inferior. També si es
recorden els perfils d’activitat mostrats en el Capitol 5, I’activitat dels cultius no

disminueix al finalitzar 1’etapa d’induccié.

Posteriorment, es realitzen diferents analisis per tal d’identificar la proteina
heterologa d’interés. La figura 6.4 mostra els resultats obtinguts al realitzar un (A):

SDS-PAGE; (B): Zimograma; (C): Western blot.

Figura 6.4: Diferents analisis de les mostres dels cultius realitzats en semicontinu per
a la produccié de ROL utilitzant el fenotip Mut® de P. pastoris, on el metanol es
manté fixat a 2 g I"" i la velocitat especifica de creixement es fixada a 0.02 i 0.1 h™.
(A): SDS-PAGE; (B): Zimograma; (C): Western blot. Carril 1, 4 i 8 : u de 0.1 h';
Carril 2, 5 7:p de 0.02 h™'; Carril 3 i 6: la soca nativa a una p de 0.02 h™".

A la figura 6.4 A, s’identifica la lipasa de ROL a un pes molecular al voltant de 34
kDa, trobant-se aquest valor una mica per sobre del pes molecular de la proteina nativa
(32 kDa). Aquesta diferencia pot estar relacionada amb modificacions post-
transduccionals de les proteines secretades (Salah et al.,2009). Tot i aixi, cal destacar
que la lipasa de Rhizopus oryzae produida en P. pastoris, no és una proteina
hiperglicosil-lada, en comparaci6 amb la proteina nativa. Recentment Guillén et al.,
(2011) han estudiat la proteina nativa de Rhizopus oryzae, i n’hi identifiquen 3 bandes,
trobant-se la predominant a un pes molecular lleugerament superior a 35 kDa. La

superioritat trobada podria ser deguda a modificacions post-transduccionals. Cal
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destacar, que el carril 2, presenta un intensitat superior en la banda detectada com a
ROL, coincidint amb 1’obtenci6 superior de producte recombinant sota aquestes
condicions. Per tant, les bandes detectades en el SDS-PAGE confirmen els resultats
obtinguts mitjangant el test hidrolitic, on ’activitat maxima detectada correspon al
cultiu realitzat a una p de 0.02 h™'. El carril 3 correspon a la soca que no expressa ROL,
1 tal 1 com era d’esperar no es detecta cap banda en el pes molecular de la proteina

recombinat expressada.

A la figura 6.4 B mostra un zimograma, el que permetra identificar les bandes que
presentin activitat hidrolitica. Un cop més la intensitat del carril 5 (u=0.02 h™) supera a
la intensitat del carril 4 (u= 0.1 h™), coincidint que la banda més activa registra valors
d’activitat lipolitica 8 vegades superior. Tanmateix, és important destacar que en el
carril 6 no es detecta cap banda amb activitat lipasica o esterasica del microorganisme
hoste natiu, el que permet afirmar que el test d’activitat lipolitica no presentara

interferéncies degudes a proteines natives de P. pastoris amb activitat lipolitica.

Finalment, la figura 6.4 C mostra un Western blot, que permet detectar la proteina
heterdloga d’interés (ROL), mitjangant la utilitzacidé d’un anticos especific identificatiu
per aquesta proteina. En ambdos carrils (7 1 8), es detecta la presencia de la proteina al
voltant dels 34 kDa. Per tant, amb aquest resultats, es pot dir que la proteina

recombinant d’interées, queda identificada i presenta activitat lipasica.

Tornant als parametres de produccid (taula 6.3) es troben resumits els més
representatius, referents a la produccié de ROL, utilitzant les diferents condicions de
cultiu. Al comparar els valors optims obtinguts a una p de 0.02 h™', el Ypx és 4.4
vegades inferior quan la p és 0.1 h™', i 2.2 vegades inferior quan la p és 0.05 h™'. Alhora
la productivitat volumetrica també és 1.8 1 3.1 vegades inferior quan la p és fixada a

0.0510.1 h™', respectivament.

Fent referéncia al Yxs, es realitza el calcul comptant que tota la biomassa generada
prové del glicerol, descomptant I’aportacid per a biomassa del metanol. Experiments
previs realitzats per Cos et al., (2006) amb metanol com a tUnica font de carboni,

determinen que el fenotip Mut® produint ROL practicament no presenta creixement
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(Kmitjana=0.004 h'l), utilitzant el substrat majoritariament per a 1’obtencidé d’energia

obtenint com a producte final CO,.

Taula 6.3: Comparaci6 dels diferents parametres de procés utilitzant diferents p, mantenint
la concentraci6 de metanola2 g 1.

Consigna p (h™) 0.1 0.05 0.02
Act. lipolitica max. (UA ml™) 55.2 147.0 4712
Maniia (07 0.099 0042  0.023
Yo (UA gx™) 1446.7 2922.5 6373.4
Productivitat volumétrica (UA I h™) 1733.8 3000.7 5416.2
Productivitat especifica (UA gx' h™) 45.5 59.6 73.3
0.42 0.46 0.47

Yxs(gx g Gly_l)*

*Calculat assumint que tota la biomassa generada prové del glicerol.

La figura 6.6 mostra I’evolucié de les diferents velocitats especifiques de produccio,
creixement i consum. Fent referéncia a la velocitat especifica de consum de glicerol
(figura 6.4 C), es pot observar que al mantenir la p a 0.02 h™', aquesta es manté constant
durant tota I’etapa d’inducci6é al voltant de 0.037 ggj gX'1 h'l. D’altra banda, al
augmentar la p de treball, aquest valor obviament augmenta, perd deixa de mantenir-se
constant, presentant un lleuger augment a mesura que transcorren les hores d’induccio.
Aquest efecte s’aprecia amb major facilitat al treballar a p de 0.1 h™', i probablement
estigui relacionat amb la disminuci6 de la ggwvet (figura 6.4 D), i la conseqiient caiguda
en la velocitat especifica de produccié de ROL (figura 6.4 A). Les conseqiiéncies de les
baixes velocitats de produccié de ROL quan la p augmenta, poden estar relacionades
amb la disminucié del consum mig de metanol, ja que aquest valor disminueix al voltant
de 3.5 vegades quan la p de treball es troba per sobre de 0.02 h'. Per tant, al treballar

amb p superiors a 0.02 h™', es pot observar una clara la repressio del promotor AOX.
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Figura 6.6: Evolucié de les diferents velocitats especifiques durant 1’etapa
d’induccié d’un procés en semicontinu utilitzant el glicerol com a font de carboni

mantenint el metanol fixat a 2 g 1!

; (A) velocitat especifica de produccié de ROL,

(B) velocitat especifica de creixement, (C) velocitat especifica de consum de
glicerol, (D) velocitat especifica de consum de metanol.

Pel que fa al comportament de la p (figura 6.4 B), es pot observar que quan la p

seleccionada és 0.1 i 0.05 h!

0.02 h!

, I’evolucié d’aquesta es troba lleugerament per sota,

presentant valors mitjans de 0.099 i 0.042 h™', i d’altra banda, quan la p seleccionada és

, els valors es troben lleugerament per sobre, principalment durant les primeres
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hores d’inducci6, presentant un valor mig de 0.023 h' (taula 6.3). En els tres casos
aquesta diferencia, entre la p desitjada i la p obtinguda, esta relacionada amb una sobre

o subestimaci6 del cabal inicial de glicerol en la fase d’inducci6.

Alguns autors (D’Anjou i Daugulis, 2001) recomanen utilitzar pm,.x/2, per tal de
treballar suficientment allunyats de la pyax per aixi tenir la certesa de que el glicerol no
s’acumulara en el medi de cultiu, tot afectant negativament sobre 1’activitat del
promotor AOX. Pero, tot i que en aquest treball la p fixada es troba lluny de la pmax en
glicerol (0.18 h™"), en tots els cultius realitzats, s’observa una clara disminucio tant de la
qp com de la gsmer. La qp tot 1 assolir valors maxims semblants en els diferents cultius,
aquests no es mantenen al llarg del temps, disminuint fins a valors de zero, a les poques
hores d’induccid. Cal destacar, que com més elevada és la p de treball, més acusada és

la pérdua.

La taula 6.4 mostra el resum dels valors maxims i mitjans de les diferents velocitats
especifiques de produccid, consum i creixement per a les diferents condicions de cultiu
provades. La qsgii maxima i mitjana presenten un clar augment a 1’augmentar la p de
treball. De la mateixa forma, I’efecte contrari es manifesta al fer referénciaalaq,iala
JsMet, Observant-se una disminucid de 1.3 1 3.2 vegades respectivament, al treballar a p
superiors a 0.023 h’'. Per tant, es pot amb claredat que la gp es troba fortament

relacionada amb la qgmet.

Taula 6.4: Comparacio6 de les diferents velocitats de producci6 i consum de substrats
durant I’etapa d’induccié d’un procés en semicontinu utilitzant diferents velocitats
especifiques de creixement on la consigna de metanol es manté 2 g 1! en cultius amb
Pichia pastoris produint ROL utilitzant glicerol com a cosubstrat en [’etapa

d’induccid.
u set-point (h™) 0.1 0.05 0.02
Qpmax (UA g B 294.1 252.4 352.7
Qpmitn(UA g h™) 109.1 112.2 148.8
QsMet max (Evet €x ' ) 0.016 0.026 0.100
QsMet mitja (Ever €x ' h7) 0.012 0.014 0.042
Qscli max (a1 gx ' h7™) 0.252 0.170 0.050
qsGii mia(gaii gx ' hh 0.189 0.118 0.037

Valors calculats en 1’etapa d’induccio
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De la mateixa forma, a la figura 6.7, es pot veure la relacié que existeix entre la
produccio i consum de substrats per a les diferents p utilitzades. Es presenta una
tendencia simétrica oposada entre la q, 1 la qsgi mitjanes, obtenint majors produccions
quan la gsgii €s menor. També cal destacar el comportament de 1a qsmet, ja que a mesura

que augmenta la gsaii, 1a qsmer disminueix repercutint sobre els valors de produccio.
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Figura 6.7: Variaci6 de les velocitats especifiques de consum de substrat i producci6 per les
diferents velocitats especifiques de creixement utilitzades per a la produccio de ROL
mitjancant la utilitzacié de glicerol i metanol en la fase d’induccid.

Zhang et al.,(2003) observen un comportament similar al produir un fragment del
serotip C de la neurotoxina botulinica amb el fenotip Mut' de P. pastoris coalimentant
glicerol 1 metanol durant la fase d’induccio. Aquests autors recomanen treballar a una
relacid de velocitats especifiques de creixement de 4 o inferior (Ugi / tmet = 4). En el
treball que es realitza en aquest capitol, també es troba una relacié optima entre les dues
velocitats especifiques de creixement. Tenint present que la pmijana del fenotip Mut®
produint ROL, utilitzant el metanol com a unica font de carboni, correspon a 0.004 h™
en cultius en semicontinu (Cos et al.,2006), quan es va utilitzar una relacioé corresponent
a 6, no es va observar repressié del promotor AOX, obtenint les produccions més
elevades. D’altra banda, quan la relacié va ser superior a 6, es van registrar valors

inferiors, tant d’activitat lipolitica com de produccid, confirmant per tant, la repressio
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del promotor AOX. Per tant, tot i no tractar-se del mateix fenotip, la relacié establerta

com a Optima per a la produccio és similar en ambdos estudis realitzats.

També cal destacar els estudis de Jungo et al.,(2007a), que realitzen cultius en
discontinu per a la producci6é d’avidina utilitzant el fenotip Mut™ de P. pastoris. La
produccio especifica d’avidina es manté gairebé constant quan la fraccié del metanol en
I’aliment és manté entre 0.6 - 1 Co1 Cmol'l. Quan la fraccié de metanol en 1’aliment es
troba per sota de 0.6 Cpyg Crmol |, Observen una disminucio en la velocitat especifica de
produccié d’avidina, associada a la disminucid6 de la qgwver. Aquests mateixos
investigadors, realitzen cultius en semicontinu, trobant els millors valors de produccid
quan la relacio entre els substrats usats a ’entrada durant 1’inducci6 és de 1.93 gmeon
ggii . Si es comparen els resultats obtinguts amb aquests autors, es pot veure que en
aquest estudi quan la p estava fixada a 0.02 h™, la relacio dels dos substrats va anar
variant des de I’inici al final de la fase d’induccié. Durant 1’etapa d’induccid s’observa
un maxim de 2.02 gmeon gGh'l, prenent un valor mig de 1.19 gmeon gc,l{l. Aquesta
relacié disminueix prenent un valor mig de 0.17 gyeon gcii' quan la p és de 0.05 h™ i de
0.08 gmeon gaii ', quan la p és de 0.1 h™'. Per tant, com a conclusi6 es pot veure que al
disminuir la relacid gveon gGli'l, el qual indica un major consum de glicerol, s’obtenen

valors més baixos de productivitat, lligats amb la disminucié observada de la qgmet.

D’Anjou i Daugulis (2001), també observen un comportament similar al produir una
proteina anticongelant (Sea raven AFP), utilitzant en aquest cas el fenotip Mut’. Els
cultius soén realitzats en semicontinu a dues velocitats especifiques de creixement, 0.03 1
0.07 h™", i observen un augment en la produccié durant la fase d’inducci6 al treballar a la
u més baixa. Tanmateix observen una relacid negativa entre la p i la qever, €s a dir, a
mesura que augmentava la p de treball, disminuia la velocitat especifica de consum de
metanol. L’estudi realitzat en aquest capitol mostra una tendencia similar (figura 6.7),

obtenint el valor maxim de gsver quan la p de treball és la més baixa.

Resumint els resultats obtinguts en aquest capitol, podem puntualitzar que
independentment de qiiestions economiques del producte utilitzat, la principal avantatge
que presenta el glicerol front al sorbitol, és que el primer té la possibilitat d’assolir p
més elevades (0.18 h™ versus 0.02 h'), permetent obtenir un augment de la

productivitat del procés, no sent efectiva pel fenotip Mut’. Un altre relacidé observada
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entre les p de treball, és que quan la relacid entre la pgji 1 1a pvee 1 1a és superior a 6,
s’observa una disminucio6 dels parametres relacionats amb la produccié 1 amb el consum
de metanol. Alhora cal destacar, que a 1’utilitzar el glicerol, s’observa una disminuci6 de
I’activitat lipolitica durant les ultimes hores de cultiu, associat a un augment de

I’activitat proteolitica, no presentada quan el sorbitol és usat com a cosubstrat.
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6.4 CONCLUSIONS

El glicerol permet augmentar la velocitat especifica de creixement en comparaciod
amb la utilitzacid del sorbitol, factor que inicialment afavorira la productivitat del

procés (0.18 h™' .vers. 0.02 h™).

De la comparaci6é realitzada entre els dos cosubstrats (glicerol i sorbitol),
treballant sota les mateixes condicions de cultiu (p= 0.02 h" i 2 g 1), es

conclou:

0

¢ S’obtenen valors similars tant d’activitat lipolitica maxima com de
productivitat volumetrica, perd s’obtenen valors 1.8 1 2 vegades inferiors
al comparar la productivitat especifica 1 el Ypx amb glicerol,

respectivament.

0
”Q

Les primers unitats d’activitat apareixen a les 10 h d’induccio, presentant

un retras en la qp, efecte no observat a Iutilitzar el sorbitol.

0
o

S’observa la degradaci6é del producte recombinant d’interés durant les
ultimes hores de cultiu associat a la presencia de proteases, efecte no

observat a ’utilitzar el sorbitol.

Al treballar a diferents p, es pot observar que a I’utilitzar una relacid de PG/ iUnmet
superior a 6, s’observa una clara repressid del promotor AOX, afectant

directament sobre 1’activitat lipolitica extracel-lular.

La concentraci6 de proteases augmenta a I’augmentar la p de treball, presentant
els valors més elevats durant les ultimes hores de cultiu, afectant directament

sobre la degradaci6 del producte recombinats d’interés obtingut.

La gsgii mitjana, presenta un relacié contraposada amb la g, mitjana observada, ja
que a ’augmentar la primera, la segona presenta una clara disminuci6. D’altra
banda, la q, 1 la gsmet, presenten la mateixa tendencia, disminuint ambdos valors a

I’augmentar la p de treball.
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- Tot 1 que inicialment es va valorar el glicerol com a una bona alternativa a ser
utilitzat com a cosubstrat per a la produccié de ROL amb el fenotip Mut® de P.
pastoris, pensant que permetria augmentar la productivitat del procés biologic,
finalment es descarta per presentar menys beneficis en comparacié amb el

sorbitol.
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7 Canvi d’escala per a la produccioé de lipasa de ROL en el
sistema d’expressioé de Pichia pastoris mitjancant I'as
de substrats mixtes

7.1 RESUM

El seglient pas realitzat en aquest treball és el canvi d’escala del procés de producciod
de ROL amb el fenotip Mut® de P. pastoris, mitjangant una estratégia de substrats
mixtes utilitzant el sorbitol com a cosubstrat durant la fase d’induccio, estratégia

optimitzada en el Capitol 5 d’aquesta tesi.

Inicialment es realitza la comparacié de la geometria dels reactors que s’utilitzaran,
el reactor de 5 1 (Biostat B) i el de 501 (Biostat UD 50) de volum de treball. Es conclou
que ambdos reactors presenten geometries similars, tot i que el reactor Biostat UD 50
presenta una relacio T/D superior a la del reactor Biostat B, el que representara que el
primer sera més llarg 1 estret. Tanmateix, es valoren els valors de kra presentats per
cada un dels reactors, observant-se valors superiors en el reactor Biostat UD 50. Per

tant, no es preveuran limitacions per transferéncia d’oxigen.

Es reprodueix el cultiu realitzat a escala de laboratori a escala de 50 11 es troba que la
produccio ¢€s entre 2 1 3 vegades inferiors, en comparacié al préviament obtingut a
escala de 5 1. Cal destacar, que el parametre més important per explicar la davallada dels
valors de produccio6 recau en el consum de metanol. La qgve mitjana en el cultiu a 50 1
es troba 2.2 vegades per sota dels valors registrats a escala laboratori. D’altra banda, el

consum de sorbitol és manté sobre els mateixos valors.

Davant les resultats obtinguts s’avalua la dispersi6 del metanol a les diferents alcades
del reactor Biostat UD 50. Altres autors presents a la bibliografia fan refereéncia al
possible gradient dels substrats en reactors de volums elevats. El metanol presenta
caracteristiques fisicoquimiques que poden contribuir negativament a la dispersio,
juntament amb el sistema d’addici6 escollit, duent-se a terme des de la part superior del
reactor. Després de realitzar I’avaluacio de la dispersié dels substrats en el reactor, es

troba que el metanol presenta un gradient maxim de 0.41 g I, Aquest gradient
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augmenta a mesura que augmenta la concentracié d’aquest en el reactor, i es troba que
probablement la presencia de biomassa contribuira a 1’augment de la dispersio. D’altra
banda, la dispersid6 que presenta el sorbitol és gairebé imperceptible. Davant dels
resultats obtinguts es repeteix el cultiu realitzat a la planta pilot sota les mateixes
condicions de cultiu, aplicant una modificacié al sistema d’addicié de metanol. Aquest
passara d’addicionar-se per la part superior de reactor, a addicionar-se de forma

submergida a mitja alcada del reactor mitjancant la utilitzacié d’una canula.

Al realitzar 1’addici6 del metanol de forma submergida s’obtenen diferéncies
importants en quant a la produccié del procés. El Ypix correspon a 7169.3 UA gX',
augmentant 1.6 vegades el valor obtingut quan I’addicié de metanol era realitzada per la
part superior del reactor. Al comparar el valor de q, mitjana, s’obtenen valors 2.1
superiors qual I’addicié es realitzada de forma submergida. Tant la productivitat
especifica com la volumétrica presenten valors gairebé 2 vegades superiors sota la nova
estrategia d’addici6. Cal destacar, que la qgver mitjana augmenta 1.5 vegades al canviar
el sistema d’addici6 de metanol. L’augment en el consum del metanol, es relaciona

directament amb 1’augment de la produccié del procés.

Cal destacar que, tot i presentar millores significatives, els nivells de produccié son
inferiors als obtinguts préviament a escala 51. Per tant, tot i que la modificaci6 realitzada
presenta una important millora en el procés de produccid, sera necessari un posterior
estudi sobre els sistema d’addicid de metanol, i veure com aquest afecta en funcié dels
punts d’addicio, ja que tot sembla indicar que podria tractar-se d’un parametre clau

alhora de reproduir els resultats obtinguts a I’escala de 5 1.
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7.2 INTRODUCCIO

Un cop ha estat optimitzat el procés per a la produccié6 de ROL amb P. pastoris, a
escala laboratori (5 1), és decideix realitzar el canvi d’escala mantenint els nivells de

produccio, no variant la qualitat del producte i obtenint un bon rendiment.

Els canvis d’escala que habitualment es duen a terme en els processos biologics, son
de 1 a 10, a diferéncia dels processos quimics, en els que habitualment el canvi d’escala
¢és de I’ordre de 50.000 o 80.000. En el treball que es presenta a continuaci6, el canvi
d’escala dut a terme €s d’un factor de 10, passant del reactor Biostat B Braun de 5 1 de

volum de treball, al reactors UD50 de capacitat 50 1 de volum de treball.

Els problemes més destacats alhora de dur a terme el canvi d’escala d’un bioprocés
recauen en I’augment de la mida del tanc, 1 els problemes associats al factor de mescla
del reactor. Degut al convencional disseny dels reactors, la direccié dels dos factors
principals €s oposada, ja que el substrat normalment s’afegeix per la part superior del
reactor 1 ’aireacid per la part inferior a partir d’un difusor. Degut a 1’augment de la
llargada dels reactors, es poden presentar els segiients problemes: haver de cobrir una
area superior de substrat i la possible presencia de zones anaerobies en el reactor
(Enfors et al., 2001), un augment en el temps de mescla degut a la quantitat de liquid
que s’ha de desplagar, i finalment una major pressio hidraulica, la qual influira sobre
I’OUR (velocitat especifica de consum d’oxigen) (Schmidt, 2005). També €és important
destacar que les cél-lules que es troben a la part superior del tanc, estan exposades a un
excés de substrat (addicié de substrats a altes concentracions per la part superior del
tanc), 1 alhora a possibles limitacions d’oxigen. D’altra banda a la part inferior del tanc

les condicions poden ser a I’inrevés.

La majoria dels processos biologics son de caracteristiques aerobies 1 en la majoria
s’utilitzen medis de cultiu amb elevades concentracions de salts, alhora la presencia de
les cel-lules, en particular en cultius d’elevades densitats cel-lulars, fa que la viscositat
del brou de cultiu augmenti tot provocant un comportament no-newtonia (Garcia-
Ochoa, 2009). En aquests processos I’oxigen és un dels nutrients importats per garantir
el creixement, el manteniment i la produccié de metabolits, els quals els poden veure

afectats pels déficits d’aquest (Garcia-Ochoa et al., 2000; Calik et al., 2004; Liu et al.,
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2006). Tanmateix altres estudis realitzats per Larsson et al., (1996) i Bylund et al.,
(1998), per tal de millorar la distribucid dels substrats al llarg del reactor, proposen una
adicid, en aquest cas de glucosa, per la part superior i inferior del reactor, tant si
I’estratégia d’operacié es realitza mitjancant una addicié continua o exponencial.
Realitzen extraccions de mostres per tres punts diferenciats (la part superior, intermedia
1 inferior del reactor), d’aquesta forma poden observar el gradient generat en el reactor
de 12 m® de capacitat. A I’analitzar els resultats, troben que existeix un gradient en la
concentracié de glucosa al llarg de 1’algada del reactor. Les diferencies més
significatives, es troben entre la part superior i la inferior, trobant-se una diferencia
inferior entre la part intermedia 1 la inferior. Anant un pas més endavant, seria positiu
utilitzar una injeccid en diferents algades del substrat per aixi millorar la mescla

d’aquest en el tanc.

L’objectiu del canvi d’escala és la determinacié de les condicions operacionals que
permetin assegurar que 1’efecte de les diferents variables €s el mateix independentment
de la dimensio de cultiu. El resultat final depén en gran mesura de la interrelacio entre la
cinética o cinetiques quimiques del procés biologic i la hidrodinamica del bioreactor. El
canvi d’escala es pot basar en la teoria de la semblancga, que proposa que si dos sistemes
estan descrits per les mateixes equacions diferencials amb les mateixes condicions de
contorn el seu comportament ha de ser similar. Aquesta semblanca s’expressa

matematicament com:

m’=k-m(Eq.7.1)

on M’ i m representen una variable a gran escala i a escala laboratori, respectivament. La

semblanca es pot dividir en diferents classes:
- Semblanga geométrica
- Semblanga dinamica
- Semblanga térmica
- Semblanga massica

- Semblanga bioquimica
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On cada una de les semblances és un prerequisit de la segiient (Sola i Godia 1994).
Han aparegut diferents aproximacions per al canvi d’escala d’un procés

biotecnologic basades en diferents metodes:

- M¢tode fonamental: es basa en la descripcid quantitativa dels processos

biologics 1 implica descriure les equacions del procés i solucionar-les.

- M¢tode dimensional: es basa en la relacid de diferents variables (moduls

adimensionals).
- Meétodes heuristics i els métodes de prova i error: es basen en I’experiéncia.

- Meétodes d’analisi del régim de flux: es basen en la comparacido de les

velocitats que juguen un paper important en el procés.

Tradicionalment pel canvi d’escala es busca la semblanga geométrica i també es
selecciona algun parametre amb influéncia sobre el cultiu i es cerca la forma de
mantenir-lo constat. Entre aquests parametres cal destacar: la poténcia per unitat de

volum (P/V), el coeficient volumétric de transferéncia d’oxigen (kLa), I’esforg tallant

maxim 1 el temps de mescla. Un dels parametres més utilitzats és la transferéncia
d’oxigen, tenint present la baixa solubilitat d’aquest gas en el medi de cultiu i la seva
importancia en els cultius aerobics on es poden arribar ha assolir altes densitats

cel-lulars.

La velocitat de transferéncia d’oxigen des de la fase gasosa (bombolles) al si de la
fase liquida (medi liquid) s’expressa en l’equacid 7.2, on el kia és el coeficient
volumétric de transferéncia d’oxigen, Cy, €s la concentracié d’oxigen dissolt en el si del
liquid ila CL" és la concentracid d’oxigen dissolt en equilibri amb la pressié parcial
d’oxigen en la fase gasosa. Per tant, el kya i el grau de transferéncia d’oxigen dependran
de les condicions d’operaci6, de la geometria del sistema, del tipus de gas i liquid que
s’utilitzin en el procés. De fet per les mateixes condicions de treball, s’obtenen valors de
kra diferents, associat a 1’us de reactors amb diferents dimensions (Nagata, 1975; Van’t
Riet, 1979; Perry i Green, 1997; Gaddis, 1999; Paul et al., 2004). En general els
parametres que fan disminuir el valor del kya son la viscositat i el volum del liquid, 1

d’altra banda els factors que poden augmentar el seu valor estan relacionats amb 1’area
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de transferéncia, I’agitaci6 i la presencia de dispositius que facin augmentar un, 1’altre o

ambdos parametres, com per exemple 1’is de deflectors.

OTR = ka-(c —c,) (E472

Tenint present que en ’estat estacionari la velocitat de consum d’oxigen (OUR) és
igual a la velocitat de transferéncia d’oxigen (OTR) (Dunn et al., 2003) (equacio 7.4),
podem veure la importancia que prenen els valors del kra i de la C.” en sistemes amb
microorganismes aerobis (equacid 7.3). Existeix la possibilitat de modificar el valor de
C.’, mitjangant ’enriquiment amb oxigen pur o bé pressuritzant el procés. No obstant,
I’estratégia realitzada més habitualment és la d’augmentar el valor del kpa mitjangant
modificacions operacionals o geometriques del sistema. De fet, cal destacar que una
petita modificacio al sistema pot generar un cost economic baix tot obtenint un augment
important en les prestacions del bioreactor. Tot i que es convenient arribar a una solucio
de compromis, ja que una agitaci6 o aireacid excessiva poden provocar uns disminucio

en ’eficacia dels sistema i la mort cel-lular.

koa-(C.-C,) = qo- X (Eq.7.3)
OTR = OUR  (Eq.7.4)

En la bibliografia existeixen treballs en els que s’aconsegueix satisfactoriament el
procés de canvi d’escala fins a 800 1 per a la produccio de lipasa de Candida Rugosa
mitjangant la soca P. pastoris amb el promotor GAP, ¢l qual utilitza com a substrat per
a la producci6 el glicerol (Zhao et al., 2008). Aquests autors dissenyen una estratégia
pel cultiu a 800 I en el que conclouen, que mantenir una velocitat especifica de
creixement baixa durant el cultiu, la productivitat és superior, provocat per la

disminuci6 de la lisis cel-lular i una menor activitat proteolitica.

Cal destacar que els processos a escales de treball superiors descrits en la
bibliografia, son més nombrosos utilitzant el promotor GAP que amb el promotor AOX,

probablement perqué la utilitzacié d’aquest ultim implica 1’Gs del metanol. Tot 1 aixi



Capitol 7: Canvi d’escala

existeixen autors (Guo et al., 2007), que utilitzen el fenotip Mut™ de P. pastoris per a la
produccio de fitases termostables recombinants a un volum de treball de 50 1. Utilitzen
diferents estratégies durant ’etapa d’induccio, mitjancant I’addicié de diferents cabals
de metanol (1-5 ml min™), trobant la major produccié quan el cabal és de 3 ml min™. Al
utilitzar cabals superiors, es registren acumulacions de metanol maximes de 14 g 1", i en
els casos inferiors, no detecten metanol residual en el medi. Aquests autors, proposen
que la utilitzacio de substrats mixtes pels cabals inferiors de metanol emprats podrien

afavorir la producci6 de les fitases recombinants.

Kong et al., (2009), també obtenen resultats satisfactoris realitzant fermentacions a
un volum de 80 1 per la producci6 de oncoestatina M humana utilitzant el fenotip Mut"
de P. pastoris a partir d’'una estratégia en semicontinu. Durant la fase d’induccio,
afegeixen metanol pur, iniciant amb un cabal de 144 ml h™', arribant a un maxim de 440
ml h™', al final del cultiu. Durant les ultimes hores d’induccié detecten una disminucid
del producte recombinat d’interés, que ¢és associada a Iaugment de 1’activitat
proteolitica, generada probablement per la lisis cel-lular. Aquests, addicionen peptona al

0.5 % a I’aliment, per tal de reduir aquesta disminucio.

Es troben treballs realitzats a volums de treball superiors (3000 1), per a la produccio
d’un antigen per I’hepatitis B utilitzant el fenotip Mut™ de P. pastoris (Hardy et al.,
2000). Aquests utilitzen una estratégia en semicontinu, on al finalitzar 1’etapa
discontinua amb glicerol, addicionen el metanol augmentant el cabal de 2.9-10.9 g 1" h™!

en funcio dels temps.

Tanmateix cal destacar 1’empresa Hopeland Chem-Tech Co. (www.hopeland-
cn.com), produeix satisfactoriament fitases per us animal a escala industrial (30 m’),
utilitzant la soca P. pastoris, aplicant una induccié al 0.5 % de metanol. Arriben a
produir nivells de 5 g I de fitasa recombinat, sent la major quantitat d’aquesta

produida.

Com a antecedents d’aquest treball, es troba el treball realitzat per Surribas (2008).
En aquest estudi es realitzen varis cultius en semicontinu utilitzant el fenotip Mut" de P.
pastoris per a la produccio de lipases de Rhizopus oryzae, a un volum de treball de 50 1

mitjancant 1’addici6 de metanol com a unica font de carboni a la fase d’induccid. Sota
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aquest fenotip es troben amb problemes relacionats amb limitacions d’oxigen, lligades a
I’alt consum de metanol, requerint alts cabals d’oxigen per tal de no entrar en fases
anaerobies. Realitzen dos cultiu a la planta pilot, amb el primer es troben amb
limitacions d’oxigen importants que promouen [’aparici6 d’un subproducte no
identificat (no detectat en els cultius de referéncia (5 1)), el qual es relacionat amb la
baixa producci6é del producte recombinant d’interés. A partir de 1’enriquiment amb
oxigen pur del cabal d’aireacid i I’augment de 1’agitacio, milloren la productivitat
obtinguda i disminueixen I’aparici6é del subproducte no identificat, pero tot i aixi els
resultats es troben per sota dels cultius duta a terme al volum de 5 1. Tot i augmentar
I’agitacio 1 enriquint el cabal d’aire amb oxigen pur, no aconsegueixen eliminar

completament les deficiéncies d’oxigen.

Tal i com es pot observar a la taula 7.1, es registren perdues al voltant del 77 % pel
que fa a la productivitat i I’activitat lipolitica maxima registrada al comparar els valors
obtinguts a la planta pilot amb els cultius realitzats a 5 1. Alhora tamb¢ es registren
perdues al voltant del 62 % pel que fa a la qpmaxima Obtinguda. Per tant Surribas (2008),
davant dels resultats obtinguts, conclou que la transferéncia d’oxigen €és un parametre
clau per a poder reproduir amb éxit el valors dels cultius realitzats a escala laboratori i
que amb els sistema experimental utilitzat no hi ha possibilitat de realitzar un canvi
d’escala satisfactori. Aquests proposen realitzar modificacions al sistema d’aireaci6 i
d’agitaci6 (disseny de noves turbines, afegir nous deflectors, etc) del bioreactor de 50 1,
per tal d’augmentar la transferéncia d’oxigen, ja que €s la principal limitaci6 detectada

en el procés.

Taula 7.1: Presentaci6 dels principals parametres de cultiu per a fermentacions dutes a terme
a la planta pilot, utilitzant una estratégia en semicontinu mitjan¢ant I’addici6 de metanol com
a unica font de carboni a la fase d’inducci6 utilitzant el fenotip Mut™ de P. pastoris.
Experiments realitzats per Surribas (2008)

Fenotip Mut *

Font de carboni induccid Metanol
Volum de treball (1) 30 5
Consigna metanol (g I™) 2.5 2.5
Max. activitat lipolitica (UA ml™) 88 390
Productivitat (UA I h™) 1329 5869

qpméxima (UA gx'l h_l) 140 360
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L’objectiu d’aquest treball es reproduir els valors obtinguts en quant a producci6 i
qualitat del producte recombinant d’interés, obtingut a escala laboratori (5 1), utilitzant
una estratégia en semicontinu mitjangant I’s de substrats mixtes (sorbitol i metanol)
per a la produccié de ROL amb el fenotip Mut® de P. pastoris tot augmentant el volum
de treball 10 vegades (50 1). En el treball que s’ha dut a terme en aquest capitol, no
s’esperen trobar problemes relacionats amb limitacions d’oxigen, ja que el fenotip
utilitzat en aquest cas, presenta una assimilacié de metanol lenta (Mut®) requerint una
baixa demanda d’oxigen, en comparaci6 al treball realitzat per Surribas (2008), on va
ser utilitzat el fenotip Mut’. Aquest treball va ser dut a terme a la Planta Pilot de
Fermentacions de la UAB amb la col-laboracié del Dr. Antoni Casablanques 1 1’Oscar

Fernandez.
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7.3 MATERIALS I METODES

7.3.1 Preparaci6 del inocul

L’inocul per al bioreactor Biostat UDS0 es realitzar en diferents passos, inicialment
es du a terme un primer creixement en flascons agitats de 1 1 de capacitat (partint
d’estoc en criovials), utilitzant un volum de treball de 200 ml. Es manté en un orbital
en les segiients condicions: 30°C i 200 rpm, durant 42 h. S’obtenen valors d’absorbancia
entre 70-80 unitats. Posteriorment, es centrifuga el brou de cultiu durant 15 minuts
(5000 g; (CentriKon H-401 ZK401, Kontron Hermle, Zurich, Suissa)) a 4°C, es
recuperant les cél-lules i es resuspenen en 80 ml de soluci6 estéril isotonica al 0.9% i
s’inocula el reactor Braun Biostat B (Sartorius, Alemanya) de 5 litres de volum ftil,
obtenint un valor inicial de densitat Optica al voltant de 4-6 unitats. El medi utilitzat

correspon al medi utilitzat en el semicontinu descrit en 1’apartat 3.2 Medis de cultiu.

Les condicions de cultiu utilitzades son les segiients; control en cascada del pO,
lligat a la velocitat d’agitacié amb una agitaci6 minima de 300 rpm i una agitaciod
maxima de 900 rpm, per tal de mantenir la senyal de pO, per sobre del 30%. L’aireacio
correspon a 1 vvm, la temperatura es manté a 30°C, 1 el pH a 5.5, mitjangant 1’addicio
de NH4OH (30%). Un cop ¢és consumit el glicerol present en el medi (disminucié de
I’agitacié al minim), el medi de cultiu es traspassa al reactor Biostat UD 50 (Sartorius,
Alemanya) obtenint una absorbancia inicial al voltant de 4-5 unitats. Mitjangant aquesta
estratégia s’assegura que la primera fase de cultiu (creixement amb glicerol) tingui una

durada d’unes 18-20h.

7.3.2 Condicions i estrategia del procés de cultiu

S’ha realitzat el cultiu mitjancant una estratégia en semicontinu utilitzant el
fermentador B. Braun model UD50 (Sartorius, Alemanya) composat per una cuba de 70
litres de capacitat maxima, disponible a la Planta Pilot de Fermentacions (PPF) del
Departament d’Enginyeria Quimica. El sistema d’esterilitzacio del reactor és in-situ,
mitjancant 1’Gs de vapor. El medi de cultiu s’esterilitza amb el reactor, on les sals traga i

la biotina, s’afegeixen posteriorment, filtrant-les amb un filtre estéril de 0.45 pm
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(Millipore). El medi de cultiu correspon al medi utilitzat en semicontinu descrit a
I’apartat 3.2 Medis de cultiu, i el volum inicial del cultiu és de 30 1. La temperatura es
manté fixada a 30°C i el pH es mesura mitjancant una sonda introduida al interior del
reactor (CRISON Inpro, Alella, Espanya) i es mante a un valor de 5.5 mitjangant
I’addici6 d’amoniac (30%) durant la fase de creixement en discontinu amb glicerol.
Quan la senyal del pO, augmenta, indica 1’acabament del glicerol, 1 per tant la
finalitzaci6 del discontinu en glicerol. Un cop finalitzada aquesta fase, la base es canvia
per KOH 5M, per tal d’evitar interferéncies amb la sonda de metanol i s’inicia la fase de
transicio. En aquesta, s afegeixen al cultiu una addici6 puntual de 5 g 1" de metanol i 10
g I'" de sorbitol. Un cop finalitzada la fase de transici6 (esgotament d’ambdds substrats)
s’inicia la fase d’inducci6. S’activa el control de metanol, per tal de mantenir la
concentracié de metanol a I’interior del reactor a 2 g I"'. Per realitzar el control de la
concentracié d’aquest al interior del reactor, es posara en marxa 1’estratégia de control
descrita a I’apartat 3.6.2 Control i analisis de la concentracié de metanol en linia. El
metanol s’addiciona pur, juntament amb les sals traca (5 ml I'') i la biotina (2 ml 1.
Per a la segona font de carboni utilitzada, es prepara una dissolucié de 300 g 1" de
sorbitol i 107.14 g I'" de NH,4CI esteérils, on s’hi afegeixen sals traga (5 ml I'") i biotina
(2 ml I'"). Aquest substrat s’introduira al interior del reactor, mitjancant una addicié
exponencial preprogramada descrita a ’apartat 3.6.3 Sistema d’addicié de cosubstrats
(Sorbitol i Glicerol).

Les addicions d’ambdos substrats es realitzen mitjancant dues microburetes
automatiques (Crison, Alella, Espanya) que s’esterilitzen quimicament per realitzar les
addicions. Quan s’inicia el semicontinu s’inicialitza el funcionament de Ies
microburetes, 1 aquestes comengaran a addicionar el volum desitjat per ['usuari o que
decideixi 1’algorisme de control. Les microburetes presenten unes xeringues de 5 ml pel

metanol 1 de 10 ml pel sorbitol, volums que no s’assoliran durant el cultiu.

El percentatge d’oxigen dissolt en el medi es mesura mitjangant una sonda d’oxigen
(Mettler Toledo, Kiisnacht, Suissa), on es mante per sobre del 30% mitjangant un
control en cascada lligat a 1’agitaci6, permetent una agitacio minima de 400 rpm, per tal
de garantir la homogeneitat del medi de cultiu. El cabal d’aire que s’utilitza és de 30 1

min" (1 vvm) durant la fase de creixement en glicerol i de 50 1 min" durant les
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posteriors fases, tant la transicié com la inducci6. Les sondes tant de pH com d’oxigen

sOn calibrades a ’inici del cultiu.
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7.4 RESULTATS I DISCUSSIO

7.4.1 Comparacio geometrica dels reactors Biostat B i Biostat
UD50

El factor d’escala entre el Biostat UD i el Biostat B és de 10, un valor habitual en els
canvis d’escala en Biotecnologia. Sén dos equips semblants, tot i que no es compleix
estrictament entre ells la semblanga geometrica. Les taules 7.2 1 7.3 mostren les
dimensions i relacions geometriques entre ells. Pel que fa a I’agitacio es van utilitzar
tres turbines tipus Rushton en els dos reactors. La figura 7.1 mostra la geometria
estandard d’un reactor amb turbines tipus Rushton. La nomenclatura que presenta

aquesta figura, permetra recongixer les distancies presentades en la taula 7.1.

=E g 3

— | SSS
— E———

{a) ()

Figura 7.1: Geometria dels bioreactors. Els valors de les distancies es poden
consular en la taula 7.2.
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Taula 7.2: Dimensions i relacions geométriques entre el Biostat B i el Biostat UD,
expressades en cm. Dibuix representat a la figura 7.1)

Reactor Biostat B Blostat
UD50
Diametre tanc (T) 16.0 31.5
Nombre deflectors (nb) 4 4
Amplada deflectors (wb) 1.2 2.3
Espai deflectors (sb) 0.5 0.8
Diametre impulsor (D) 6.3 12.5
Distancia: fons - turbina (C) 4.0 15.0
Distancia turbines submergides (S) 17.5 535
Algada liquid (H) 215 68.5
Nombre de paletes (n) 6 6
Angle paletes (o) 60 60
Amplada paletes (W) 1.3 2.5
Longitud paletes (L) 1.8 4.0
Gruix paletes (x) 0.15 0.3
Gruix disc (xd) 0.15 0.3
Diametre disc (Dd) 3.45 7.5
Geometria base Bombejada Bombejada

Al comparar els valors de la taula 7.3, es pot veure que la relacié H/T és superior en
el reactor Biostat UD50 que en el reactor Biostat B, ja que el primer presenta una
geometria més cilindrica que el segon. La relacio entre el diametre del tanc i de les
turbines (D/T), és molt semblant. Alhora la relaci6 entre 1’amplada i el diametre de les
turbines (W/D), és igual pels dos bioreactors. Fent referéncia a la separacié de les
turbines, aquestes es recomana que estiguin separades a una distancia de 1 o 2 vegades
el diametre de I’impulsor. El bioreactor UD50 presenta una separacid entre la primera i
segona pala de 1.41 D, i entre la segona i tercera pala de 1.76 D. D’altra banda, el
reactor Biostat B, presenta una disposicid menys espaiada, presentant una separacio de
0.8 D entre la primera i segona pala, 1 una separacié de 0.3 D entre la segona i tercera

pala.
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Taula 7.3: Relacions geométriques entre el Biostat B i el Biostat UD.

Reactor Biostat B Biostat UD50
D/T 0.39 0.40
W/D 0.21 0.21
H/T 1.34 2.17

Els dos reactors son reactors encamisats, per on hi circulara aigua per tal de mantenir
a la temperatura en la consigna fixada Ambdos reactors presenten 4 deflectors. Cal
destacar que el reactor Biostat B, a més a més presenta 4 sondes (temperatura, pH, pO;
1 metanol) de longituds aproximades a 34 cm, les quals actuen com a deflectors
afavorint al factor de mescla. D’altra banda, el reactor UD50, també presenta 4 sondes,
perd aquestes es troben situades a la part inferior d’aquest, no actuant com a bandes
deflectors, ja que la superficie de contacte no €s superior a 2 cm. Per tant, inicialment
sembla que els reactor Biostat B presenta una millor distribucid6 geometrica per tal

d’afavorir al factor de mescla.

7.4.2 Avaluacio del kpa del reactor Biostat UD50

L’estudi del kya del reactor utilitzat (UDS50) va ser determinat per Ferrer (2007). La
técnica utilitzada per calcular aquest parametre va ser el métode dinamic “Gassing out”,
citat préeviament per varis autors (Van’t Riet, 1979; Blanch i Clark, 1996; Garcia-Ochoa
i Gomez, 1998; Montes, 1999; Dalmau, 1999; Shuler i Kargi, 2002; Poughon et al.,
2003; Paul et al., 2004; Pérez et al., 2006). Aquest métode consisteix en sotmetre al
reactor a condicions operacionals constants, per despres desplacar 1’oxigen dissolt
mitjancant nitrogen en fase gas. Un cop s’obté el 0% d’oxigen dissolt (senyal de la
sonda oxigen), s’atura la corrent de nitrogen i posteriorment 1’agitacid. Llavors, sense
airejar, es repren l’agitacio del sistema a la condicio a les que es vulgui dur a terme
I’experiment (entre 300-1000 rpm), 1 s’inicia 1’aireacié del sistema a un cabal establert
(entre 0.25 - 1 vvm). De Iaugment que presentara la senyal de la sonda de pO, en
funcid del temps, es calculara el valor del kpa. Aquest procediment es realitza de la
mateixa forma independentment del liquid utilitzat (aigua, medi de cultiu, etc), perod

queda limitat a fer-ho sense presencia de biomassa.
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La taula 7.4 mostra els valors obtinguts per Ferrer (2007) al realitzar el calcul del ki a
pels diferents reactors sota les mateixes condicions. Es pot veure que el reactor UD50
presenta valors de kra superiors al reactor Biostat B en totes les condicions provades.
Cal destacar que els valors de kpa disminuiran al treballar amb cultius amb presencia
cel'lular, ja que com alguns autors han comentat préviament, la capacitat de
transferéncia pot disminuir degut a la presencia de surfactants o altres substancies (Ju i
Sundarajan, 1995; Galaction et al., 2004; Fyferling et al., 2008; Garcia-Ochoa i Gémez,
2009). Altres autors, justifiquen aquesta disminucié degut a ’augment de la viscositat
del fluid a I’augmentar la concentracié cel-lular en el medi de cultiu (Van’t Riet, 1979;
Fujasova et al., 2007; Fyferling et al., 2008; Garcia-Ochoa i Gomez, 2009). En el cas
que s’esta estudiant, ambdos factors podrien afectar en la disminucid del kra, ja que el
medi de cultiu presenta una alta concentracid de sals i també pot presentar un augment
de la viscositat, degut a les altes densitats cel-lulars a les que es treballa. Perd tenint
present que el valor de kja, pel reactor de 50 1 és superior als trobats en el reactor de 5 1,
no es preveuen problemes relacionats amb la transferéncia d’oxigen pel fet de canviar

de bioreactor.

Taula 7.4: Valors de kia pels reactors Biostat B i el Biostat UD treballant amb medi
invitrogen (descrit en el capitol 3: Material i métodes). Resultats obtinguts per Ferrer (2007).

Reactor Biostat B Biostat UD 50

wm (11 min) 0.25 1 0.25 1

Agitacio (rpm) | 300 700 300 700 300 700 300 700

kea (st 0.01 0.04 0.02 0.06 0.02 0.03 0.04 0.10

Volum (1) 5 50

Temperatura 30°C

Fluid Medi de cultiu
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7.4.3 Resultats del cultiu a escala pilot (501)

Inicialment no existeixen diferencies significatives en quant a semblanga geomeétrica
1 velocitat de transferéncia d’oxigen, llavors es decideix realitzar el canvi d’escala del
cultiu optimitzat a escala de 5 1. Per tant, es realitza un cultiu a 50 1 mirant de reproduir
les condicions dels cultius realitzats a escala 5 1. Tal 1 com s’ha pogut veure en el
Capitol 5, les condicions de cultiu en les que s’obtenia la maxima produccié de ROL,
era quan la concentracié de metanol es mantenia fixada a 2 g 1"'( parametre clau), sent
menys significatiu I’efecte de la velocitat especifica de creixement. Per tant, es decideix
realitzar el cultiu a la planta pilot, mantenint la concentracié de metanol fixadaa 2 g I i
una p de 0.02 h™'. Ambdoés substrats son addicionats per la part superior del reactor,

mitjancant 1’as de dues microburetes.

La figura 7.2 mostra les tres fases del cultiu; B; discontinu de glicerol (40 g 1), T; la
transici6 on s’introdueix un pols de metanol (5 g 1™") 1 sorbitol (10 g 1), i finalment FB;
que correspon a 1’etapa d’induccio, on el metanol es mante al voltant de la consigna
seleccionada i el sorbitol s’afegeix de forma exponencial per aconseguir una p de 0.02
h'. A aquesta figura es pot veure I’evolucié de les variables mesurades en linia
mitjancant les sondes instal-lades en el reactor (pH, temperatura i pO;). Durant les
primeres 22 h de cultiu, el percentatge d’oxigen dissolt es mante al voltant del 30%
mitjancant un control en cascada lligat a I’agitacid, les quals augmenten fins a gairebé
800 rpm per a mantenir la consigna de pO, durant el discontinu de glicerol. A les 16 h
de cultiu es pot veure una caiguda en 1’agitacio, factor que ens indica la finalitzacio de
la primera fase del cultiu (discontinu de glicerol). Un cop finalitzat el glicerol, s’inicia la
fase de transicid, on s’addicionen el metanol i el sorbitol mitjangant polsos de 5110 g I’
! respectivament. Durant aquesta fase I’agitacid augmenta fins un maxim de a 400 rpm.
Un cop s’inicia la induccid, s’atura el control de pO,, 1 es manté una agitacio fixada
entre 600-700 rpm, independentment del valor de pO, registrat, sempre que no
disminueixi del 30%. A I’observar-se que el pO, es troba molt per sobre del 30%, es
decideix, a les 50 h de cultiu, iniciar el control en cascada de pO, amb una agitacio
minima de 320 rpm. Per tant, €s important destacar que durant el cultiu, el pO, no va
trobar-se mai per sota del 20% (exceptuant pocs minuts al finalitzar el discontinu de
glicerol), no presentant-se problemes relacionats amb deficiéncies d’oxigen, no sent

necessari enriquir el cabal aire a I’entrada amb oxigen pur ni augmentar el cabal
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d’aireacié a més de 1 vvm al final del cultiu. Per tant, el treballar amb el fenotip Mut®,
no es presenten els problemes amb els que es trobava Surribas (2008) al treballar amb el
fenotip Mut". Altres variables controlades mitjancant les sondes instal-lades al reactor

(pH 1 temperatura) es mantenen en les consignes seleccionades durant tot el cultiu.
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Figura 7.2: Evoluci6 del percentatge d’oxigen dissolt i de 1’agitacio al llarg del cultiu.
Les linies discontinues verticals indiquen el comengament i final de I’etapa de transicio.

La figura 7.3 mostra I’evolucio6 de la biomassa al llarg del cultiu, la qual arriba a 20 g
I"" durant les primeres 16 h de cultiu, corresponent a la fase discontinua amb glicerol. A
I’analitzar la fase d’induccid, s’observa que el sorbitol presenta una lleugera acumulacio
fins a un maxim de 3 g I a les 39 i 72 h de cultiu, degut a que la p és troba per sota del
valor fixat (0.02 h™) (figura 7.3 B). Al ser detectada aquesta acumulacio, el cabal
d’addicio de sorbitol es corregeix, disminuit aquest de 5492 pl min™ a 3000 ul min™
(figura 7.4 A). Tot 1 aixi, aquesta acumulaci®é no representa cap problema pel
creixement (toxicitat al voltant del 50 g I'"), ni tampoc cap efecte negatiu per a la
produccid, ja que no es tracta d’un substrat repressor del promotor AOX (Thorpe et al.,
1999). El nou cabal inicial va ser calculat prenent la concentracié de biomassa i volum
de cultiu en el reactor a les 72 h de cultiu. Les variables de p, Yxis 1 S, es mantenen

constants, 1 s’utilitzen els mateixos valors per realitzar el nou calcul.

Pel que fa al metanol, aquest es manté durant tot el cultiu al voltant de la consigna
seleccionada, presentant una disminucié d’aquesta a les 54h de cultiu, la qual es torna a

recuperar a les poques hores. La disminucidé de la concentraci6 de metanol va ser
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conseqiiencia d’un problema mecanic amb el sistema d’addicié de metanol, on durant
2.8 h no es va addicionar metanol al reactor, afectant directament sobre la concentracio

d’aquest (figura 7.3 A).
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Figura 7.3: Seguiment dels principals parametres de cultiu per a la producci6 de ROL
mitjangant la soca Mut® de Pichia pastoris a una escala de 50 1. Les linies discontinues verticals
indiquen el comengament i final de 1’etapa de transicio.

Fent referéncia a la produccié de ROL, es detecten les primeres unitats d’activitat al
finalitzar la fase de transicio, arribant a un maxim de 16 UA ml™” en aquest punt (figura
7.3 A). Poques hores després d’iniciar la fase d’induccid, s’observa un augment
d’aquest valor, arribant a un maxim de 80 UA ml ™. Posteriorment, ’activitat s’atura
durant 20 h, coincidint amb 1’aturada de ’addicié de metanol registrada degut a un
problema mecanic, i alhora coincidint amb la disminucié de 1’agitacio del cultiu passant
de 600 rpm a 400 rpm (control en cansada amb una consigna de pO, al 30%), el va
representar una disminucié de 1’oxigen dissolt en el medi del 62 % al 30% , tot i que
aquesta es registra unes hores després (aprox. 2 h). Tot i aixi, a les 70 h de cultiu,
Iactivitat lipolitica es recupera (figura 7.3 A), arribant a un maxim de 213.2 UA ml" al
final del cultiu. A la figura 7.3 B, es pot veure ’evoluci6 de la q, al llarg del cultiu,

presentant una important disminuci6é entre les 45 i 65 h de cultiu, relacionada amb
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I’aturada de I’activitat lipolitica. La q, presenta el seu valor maxim a les 77 h de cultiu

arribant a 201 UA g h™'. La figura 7.4 C mostra I’evolucié de la velocitat especifica

de consum de sorbitol i metanol. La qgve, presenta un important augment durant les

primeres hores d’induccid, el qual disminuira aproximadament a les 5 h, estabilitzant-se

al voltat de 0.017 gwe gx h™' presentant perd, una lleugera tendéncia a disminuir. El
valor mig de la qgver durant les ultimes 45 h de cultiu és de 0.014 gy gx'l h'. Ala

mateixa figura, la qssor €5 manté constant al voltant de 0.050 ggor gX'1 h™! durant les

primeres 44 h d’inducci6, presentant un lleuger augment a les 70 h de cultiu, arribant a

un maxim de 0.070 gsor gx'l h. Posteriorment, aquest valor presenta una disminucio,

conseqiiencia de la disminucid del cabal de sorbitol afegit al reactor.
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Figura 7.4: Evoluci6 dels cabals d’addicio, concentracions de metanol i sorbitol i
les velocitats especifiques de consum de metanol i sorbitol al llarg del cultiu. Les
linies discontinues verticals indiquen el comencament i final de 1’etapa de transicio.
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7.4.4 Comparacio dels principals parametres entre el cultiu
realitzat a la planta pilot i el realitzat a escala
laboratori

Un cop obtinguts els resultats treballant a 50 1 com a volum final, aquests sén
comparats amb els realitzats sota les mateixes condicions a escala laboratori (5 1)

(resultats presentats en el Capitol 5 d’aquesta tesi).
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Figura 7.5: Comparaci6 de 1’evoluci6 de I’activitat lipolitica (A) 1 la velocitat especifica de
produccié (B) de ROL mitjangant la soca Mut® de Pichia pastoris pels diferents cultius
emprant la mateixa estrategia de cultiu a escala laboratori (5 1) i a escala pilot (50 1). Els
simbols corresponen a les segiients condicions; (——): p de 0.02h™ i 2 g I'" de metanol (V=5

1); (—): nde0.02h"i2 g 1" de metanol (V=50 I).

Alhora d’analitzar 1’evolucié de Dactivitat lipolitica al llarg dels diferents cultius
(figura 7.5A), s’observa una clara disminucié d’aquest parametre, al realitzar el cultiu a
50 1. Aquest presenta una disminuci6 de I’activitat lipolitica maxima obtinguda de 2.3
vegades (taula 7.5), en relaci6 als resultats obtinguts a les mateixes condicions a escala
laboratori. Cal destacar que a escala pilot, es registra una etapa de laténcia abans no
s’obtenen les primeres unitats d’activitat lipolitica de gairebé 10 h, no registrada en els

cultius de 5 1. Si es recorden els resultats obtinguts en el Capitol 5, es pot observar que
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els valors obtinguts de producte recombinats a I’escala de 50 1 sén similars als obtinguts
a I’escala laboratori quan la consigna de metanol era de 0.5 g I"' Per tant, tot i que en el
cultiu a 50 1 la consigna de metanol és de 2 g 17, els resultats obtinguts s’apropen als

valors obtinguts quan la consigna de metanol era de 0.5 g 1" a escala de 5 1.

Fent referéncia a I’evolucid de la g, (figura 7.5 B), quan el volum de cultiu va ser de
51, la g, mitjana va ser 3.1 vegades superior que al treballar a I’escala pilot (taula 7.5).
Cal destacar, que el cultiu a escala pilot, va presentar una aturada significativa entre les
30 1 40 h d’induccio. Tot i aixi si, es comparen els valors maxims registrats de qp, a
I’escala de 5 1 s’obté un valor 2.2 vegades superior. Durant ambdds fermentacions els
valors de qp s’igualen durant les ultimes hores de cultiu. Cal destacar, que el cultiua 5 1

presenta una clara disminuci6 d‘aquest valors durant les ultimes hores de cultiu.

A la taula 7.5, es poden comparar el principals parametres de producci6. Fent
referéncia a la productivitat volumétrica 1 I’especifica, presenten valors al voltant de 2.8
vegades inferiors, al comparar els cultiu realitzats a les diferents escales. Finalment el
Yxp €s 2.3 vegades inferior.

Taula 7.5: Comparaci6 dels parametres de produccido de ROL sota el control del promotor

AOX de Pichia pastoris en les dues escales de treball. BBSL2 indica: Braun Biostat a 51 a p
de 0.02 h™'. PPF2 indica: Planta Pilot Fermentacié a de 0.02 h™.

Nom BB5L2 PPF2
u(h™) 0.02 0.02
Set-point metanol (g I'") 2.0 2.0
Volum reactor (1) 5 50
Activitat lipolitica max. (UA ml™") 487.5 213.2
Yox (UA gx) 10369.1 4611.7
Productivitat volumétrica (UA 1" h™) 6345.6 2268.1
Productivitat especifica (UA gx' h™) 135.0 49.3
qPmax (UA gy h7') 451.4 201.0
qPmic (UA gx' h™) 326.1 104.0
qSMet mig (8m gx ™) 0.045 0.020

Ssorbmig (€5 2x " h™) 0.052 0.05
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La gsver mitjana durant la fase d’induccié (figura 7.6 B) a I’escala pilot, és 2.3
vegades inferior al valor obtingut al cultiu a escala laboratori (taula 7.5). També¢ es pot
observar que en ambdds fermentacions, presenten un maxim durant les primeres hores
de cultiu, el qual disminueix de forma més severa al cultiu de la planta pilot. Cal
remarcar, que la qsver mitja al cultiu realitzat a la planta pilot, és també 1.5 vegades
inferior al valor obtingut quan la consigna de metanol era de 0.5 g I"' (escala 5 1). Tenint
present la importancia del consum del substrat inductor en referéncia a la produccio de
ROL, aquest fet explicaria la disminuci6 dels valors relacionats amb la producci6 del
producte d’interés. Cal destacar, que Surribas (2008) també trobava qgwe: inferiors al

realitzar els cultius a I’escala pilot.
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Figura 7.6: Evolucio de les velocitats especifiques de consum de sorbitol (A) i
metanol (B) pels diferents cultius, emprant la mateixa estratégia de cultiu. Els
simbols corresponen a les diferents condicions. (— —): p de 0.02h™ i 2 g 1" de
metanol a 5 1 (BB5L2); (—):p de 0.02h™ i 2 g I'' de metanol a la planta pilot
(PPF2).
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Referent a la diferencia del consum de metanol registrat en ambdds escales de
treball, 1 el conseqilient efecte sobre la produccio del producte recombinant d’interes, es
planteja avaluar la dispersié dels substrats en I’interior del reactor UDS50, per tal de
trobar, si és que es dona, I’efecte del gradient en les concertacions dels substrats a
I’interior del reactor. Larsson et al., (1996), troben gradients de concentracid de glucosa
al llarg de les diferents algades del reactor, 1 aquest varia en funcid de la localitzacié del
cabal d’entrada, en reactors de 30 m’. Aixi com aquest autors troben que la glucosa
presenta un gradient en el reactor, en aquest cas, es pensa que el sorbitol no presentara
dispersio, ja que el consum d’aquest substrat és molt similar en ambdos escales de
treball. També cal destacar que la diferencia de volums de treball entre Larsson et al.,
(1996) 1 el treball que aqui és presenta és considerablement més petit. D’altra banda,
com s’ha comentat anteriorment, el consum de metanol presenta diferencies
significatives, el que ens porta a pensar que la dispersid d’aquest substrat no sigui la
mateixa que presenta el sorbitol, degut a les seves caracteristiques fisicoquimiques

(menys soluble en agua, volatil, etc) (Guo et al., 2003).

Alhora, també va poder afectar I’agitacié utilitzada (320 rpm), la qual potser no
proporcionava el suficient grau de mescla per a homogeneitzar el medi de cultiu
perfectament. Per tant, es valora la realitzacié d’un estudi de la distribucio dels substrats

a ’interior del reactor.
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7.4.5 Distribucio vertical del metanol en el reactor UD50

Per tal d’avaluar la dispersio dels substrats al llarg del reactor UD50, es realitza un
experiment on s’addicionen els substrats per la part superior del bioreactor, i1 s’extreuen
mostres a les diferents algades (A, B, C, D, E, F 1 G) tal i com mostra la figura 7.8

mitjancant 1’Gs d’una canula mobil.

A

Figura 7.8: Punts de presa de mostra del reactor B.Braun UD-50 al llarg de
les diferents algades amb un volum de treball de 50 1. Programa utilitzat per
generar la imatge: MixSim 2.0 (Fluent Inc., Lebanon, USA)

Es realitzara per dos valors de volum inicial, 30 i 50 1, ja que durant el cultiu el
volum inicial és de 30 1 arribant a un maxim al voltant dels 58 1 al final de I’induccio,
depenent de les condicions de treball utilitzades. Es convenient realitzar la prova als
diferents volums, ja que quan el volum és de 30 I, es troben submergides dues de les tres
turbines disponibles, i no sera fins als 42 1 que la tercera turbina quedara submergida.
En ambdos casos, s’omple el reactor fins al volum escollit de liquid. Per la part superior
del reactor es duran a terme les addicions de sorbitol i metanol a concentracions
conegudes. La temperatura de treball és de 30°C, la velocitat d’agitaci6 és de 400 i 700
rpm i I’aireacié correspon a 1 vvm. Com a fluid de treball s’utilitza medi de cultiu
(invitrogen), on el pH s’ajusta a 5.5 mitjancant 1’addicié6 de KOH (5M). Un cop sén
addicionats els dos substrats per la part superior del reactor, després de 4 minuts es

realitza la presa de mostra a les diferents alcades.
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Es realitzen addicions progressives d’ambdos substrats 1 la figura 7.9 mostra
I’evolucié d’aquests substrats al llarg de 1’algada del reactor. S’observen diferéncies
entre la utilitzacié dels substrats, presentant diferents gradients pel metanol (figura 7.9
A1 C)ipel sorbitol (figura 7.9 B i D). El sorbitol presenta un gradient maxim aproximat
de +0.08 g I'' i el metanol presenta un gradient maxim aproximat de +0.3 g I"'. Cal
destacar que en el cas del metanol el gradient augmenta a mesura que s’augmenta la

concentracid d’aquest.
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Figura 7.9: Distribuci6 de les concertacions de sorbitol i metanol a les diferents algades
del reactor UDS50 variant la velocitat d’agitaci6 utilitzant com a fluid el medi utilitzat en
els cultius. A i B: experiment realitzat a 400 rpm. C i D: experiment realitzat a 700 rpm.
El temps entre les diferents mostres €s de 4 minuts, exceptuant la tiltima mostra, la qual
es presa després de 16 h. El volum utilitzat és de 50 1.

El temps transcorregut entre mostra és aproximadament de 4 minuts, pero entre la
mostra 8 1 9, no es va addicionar substrat i el temps va ser de 16 h. Aixi que, en les
figures 7.9 A 1 C es pot observar que entre la mostra 8 1 la mostra 9, existeix una
disminucié de la concentracié de metanol, degut a I’efecte de la perdua d’aquest

compost per arrossegament (Stripping) a la sortida del reactor. Tot i que el sistema
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presenta un condensador dimensionat, en el que hi circula aigua de xarxa (depenent
¢poca de I’any entre 10-24°C), la volatilitat d’aquest compost requerira la utilitzacid
d’un fluid refrigerant, i aixi minimitzar la perdua del metanol per la linia de sortida del
fermentador. En el cas del sorbitol, no s’observa un augment del gradient a mesura que
augmenten la concentracio, i tampoc s’observa una peérdua d’aquest compost després de

16 h.

Fent referéncia a la velocitat d’agitacid, en quan al sorbitol, no existeixen diferéncies
significatives entre les dues velocitats utilitzades presentant un gradient maxim de +
0.08 g I'", independentment de I’agitacid. D’altra banda, amb el metanol, el gradient
maxim és de + 0.3 g I'' quan I’agitacié és de 400 rpm i correspon a £0.16 g "' quan
I’agitacié és de 700 rpm. Per tant, es prendra com a velocitat minima d’agitacié 500

rpm, per tal de no forcar el motor del rotor i garantir una bona mescla.

Aquesta mateixa prova es realitza a un volum de 30 1, el qual correspondra al volum
inicial de les fermentacions dutes a terme. Aquesta prova es realitza amb medi
Invitrogen ajustat a pH 5.5, 1 unicament es realitza amb el metanol, ja que préviament es

determina que el sorbitol no presenta problemes de gradient en el reactor.

La figura 7.10 mostra que al treballar a 30 1 el valor maxim de gradient registrat
augmenta a £0.41 g I'". Per tant, al treballar amb dos impulsors, el factor de mescla
disminueix front a treballar amb tres, tot i que el volum disposat és menor. La tendéncia
¢s similar a la trobada anteriorment, ja que a ’augmentar la concentracié de metanol,
augmenta el gradient d’aquest, a les diferents alcades. Es presenta novament entre les
dues ultimes mostres (no hi ha addicid de substrat i el temps transcorregut és de 16h), la
101 11, el problema de la stripping del metanol, disminuint la concentracié d’aquest en

123 g1,
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Figura 7.10: Distribuci6 de la concentracié de metanol en les diferents algades del
reactor UDS50 utilitzant medi de cultiu a un volum de treball 30 1. Experiment realitzat
a 500 rpm. El temps entre les diferents mostres és de 4 minuts, exceptuant la ultima
mostra, la qual es presa després de 16 h.

Davant dels resultats trobats després d’analitzar les concentracions dels substrats al
llarg del reactor, s’observa que el gradient maxim obtingut correspon a +0.41 g I
referent al metanol. Tot i aixi, cal destacar que els experiments es porten a terme amb
medi de cultiu, sense presencia de biomassa. La presencia d’aquesta pot afectar de
forma significativa la dispersio dels elements. Altres autors com Douaire et al., (2009),
destaquen que a I’afegir els substrats per la part superior del reactor i I’aire per la part
inferior, s’esta contribuint a obtenir una barreja imperfecta, provocant concentracions
baixes d’oxigen 1 altes de substrat a la part superior dels reactors, i tenint altes
concertacions d’oxigen i1 baixes concertacions de substrat a la part inferior del reactor.
Aixi, tal i com comenten Larsson et al., (1996), és important el punt d’addicié dels

substrats, ja que aquest pot afectar negativament o positivament a la posterior mescla.

Al experiment previs realitzat, 1’addicid dels substrats es realitza pel capcal del
reactor, el que sembla no presentar problemes pel sorbitol, perd pot representar-ne algun
pel metanol (deteccid de consum irregular). Aixi que es decideix realitzar un nou cultiu,
addicionant el metanol de forma submergida, en I’espai intermedi entre la primera i la

segona pala, on la mescla sera favorable, tal i com recomanen Larsson et al., (1996).
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Per tant, all proper cultiu (PPF1), el metanol s’addiciona mitjan¢ant una canula
submergida, i 1’agitaci6 es manté a un minim de 500 rpm, per comprovar si aquestes

variables presenten alguna afectacio sobre el consum de metanol.

7.4.6 Resultats del cultiu a escala pilot addicionant el
metanol mitjancant una canula a la meitat del reactor.

Es realitza un cultiu on el metanol sera addicionat entre la primera i la segona pala
mitjangant 1’ds d’una canula. Préviament es realitzen proves amb la microbureta
(Crison, Alella, Espanya.), per tal de que aquesta pugui veéncer la pressié del volum del
liquid. Un cop comprovat que la microbureta pot afegir el volum desitjat es realitza el
cultiu, mantenint la mateixa estratégia que en el cultiu anterior, exceptuant la
metodologia d’addicié del metanol. També es decideix disminuir la pa 0.01 h™, ja que
com s’ha pogut veure al Capitol 5, la influencia de la p no produeix grans diferencies en
quan al producte recombinat d’interes produit. D’altra banda, la disminuci6 de la p
permetra dur a terme un cultiu més economic, i evitara la possible acumulacioé d’aquest

al medi de cultiu.

El cultiu no presenta problemes operacionals, tal 1 com es pot observar a la figura
7.11. El pO; es manté durant tot el cultiu sobre el 30%, sense requeriments d’enriquir el
cabal d’entrada amb oxigen pur, Unicament augmentant la velocitat d’agitacio, en el cas
de registrar-se una disminuci6 d’aquest. Durant la fase discontinua de glicerol, es manté
una agitaci6 fixa corresponent a 500 rpm, exceptuant les ultimes 3 h, on es va iniciar un
control en cascada amb I’agitacid, mantenint la consigna de pO; al 30 %. Al finalitzar el
discontinu de glicerol, es torna a fixar I’agitaci6 en 550 rpm, i s’acaba disminuint a 500
rpm al veure que el pO, es manté per sobre del 30 % sense dificultats. La resta de

variables controlades en linia és mantenen a les consignes seleccionades.
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Figura 7.11: Evoluci6 del percentatge d’oxigen dissolt i de I’agitaci6 al llarg del cultiu.
Les linies discontinues verticals indiquen el comencament i final de I’etapa de transicio.

La figura 7.12 mostra el comportament dels principals parametres durant el cultiu. La
concentracié de biomassa final registrada correspon a 43.71 g I'". Durant les ultimes 20
h d’induccio, es registra una disminucio de la p, la qual pren un valor mitja de 0.013 h°
'durant tota la fase d’induccio. Tot i registrar-se aquesta disminuci, el sorbitol es manté
limitant durant tot el cultiu, no presentant acumulacions superiors a 0.23 g 1. La
concentracié de metanol es manté a 2 g I' durant tot el cultiu, mitjangant el control
aplicat préviament comentant (Cos et al., 2006). L’activitat lipolitica presenta un
augment progressiu durant tot el cultiu. La g, es manté gairebé tot el cultiu al voltant de
218.4 UA g h™', presentant una lleugera disminucié durant els ultimes hores de cultiu
(figura 7.12 B). Referent al consum de substrats (figura 7.12 C), la qssor €5 manté
constant durant tota la fase d’induccio i la gsvet presenta un maxim a les 30 h de cultiu,
per posteriorment registrar una lleugera disminucio, estabilitzant el seu valor a 0.02 gy

gx'1 h™! durant les ultimes hores del cultiu.

Agitacio (rpm)
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Figura 7. 12: Seguiment dels principals parametres de cultiu per a la produccio de
ROL mitjangant la soca Mut® de Pichia pastoris a una escala de 50 1 afegint el metanol
a partir d’una canula submergida; (A): Evolucié de la biomassa (), concentracio de
metanol (m), sorbitol (V¥), i activitat lipolitica (A). (B): Evolucié de la velocitat
especifica de creixement (e) i produccié de ROL (4) al llarg del cultiu. (C): Evolucio
de la velocitat especifica de consum de metanol (m) i velocitat especifica de consum
de sorbitol (e) al llarg del cultiu Les linies discontinues verticals indiquen el

Canvi d’escala

comencament i final de I’etapa de transicio.

Es important comparar els resultats obtinguts amb els resultats del cultiu realitzat a
escala laboratori. La taula 7.6 mostra que els valors obtinguts en PPF1 son inferiors als
obtinguts en BBSL1. La productivitat volumeétrica 1 especifica son 1.6 vegades inferiors

1 Yp/x 1 ’activitat lipolitica maxima obtinguda sén 1.9 vegades inferiors.
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Taula 7.6: Comparaci6 dels parametres de produccié de ROL sota el control
del promotor AOX de Pichia pastoris mitjancant substrats mixtes utilitzant
diferents estratégies d’addicié de metanol. BBSL1 indica: Braun Biostat 5 L a
u 0.01 h' i PPFI indica: Planta Pilot Fermentacié a p 0.01 h™' (addici6
metanol submergida).

Nom cultiu BB5L1 PPF1
i (h™) 0.01 0.01
Set-point metanol (g I'") 2.0 2.0
Addicié metanol capcal submergit
Volum reactor (1) 5 50
Activitat lipolitica max. (UA ml™) 621.2 3133
Yo (UA gx™) 13688.8 7167.8
Productivitat volumétrica (UA "' h™") 6623.6 4071.5
Productivitat especifica (UA gx' h™) 146.0 93.2
APmax (UA g 1) 433.0 2772
APmiga (UA gx' h™) 306.3 218.4
QSwet miga (2w 2x " h™) 0.049 0.031
qSsorb miga(gs &x ™) 0.025 0.030

Al comparar el consum de sorbitol, es pot observar que presenten valors de consum
similars. D’altra banda, a I’observar el metanol, es troben diferencies significatives. La
gsmet Mitjana és 1.6 vegades inferior al cultiu PPF1. Aquesta disminucio explicaria la

disminuci6 dels parametres de produccio.

7.4.7 Comparacio dels resultats obtinguts entre els cultius
realitzats a la PPF i a escala laboratori (BB5L)

Posteriorment es compararan els cultius realitzats a la planta pilot (PPF) amb els
cultius realitzats a escala laboratori (BB5L). Al comparar els dos cultius realitzats a la
planta pilot, s’observa que 1’activitat lipolitica en PPF1 presenta valors superiors durant
tot el cultiu, obtenint un valor d’activitat lipolitica maxima 1.5 vegades superior a la
registrada en PPF2 (figura 7.13 A). Tanmateix, la g, presenta una tendéncia superior en

PPF1 durant tota la fase d’induccid, no manifestant la disminucié observada en PPF2
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entre les 30 1 40 h d’inducci6 (figura 7.13 B). El cultiu PPF1 presenta un valor mig de
qp 2.1 vegades superior a I’obtingut al cultiu PPF2 (taula 7.7). La figura 7.13 C mostra
que la gover €n PPF1, exceptuant les primeres hores d’induccio, és superior a PPF2,

presentant un valor de qove mig 1.6 vegades superior (0.031 versus 0.020 gye gx h™).

Activitat lipolitica (UA ml™)

200 4 Lot e iieseeeseal .\'~~‘

Velocitat especifica de

produccid (
—_—
o
S
L

i

(=)

0.10
0.08 -
0.06 -
0.04 |

0.02 -

Velocitat especifica de consum
de metanol (g, g h™)

OOO T T T T T T T

temps induccio (h)

Figura 7.13: Evoluci6 dels diferents parametres durant els cultius realitzats a la planta pilot i
escala laboratori per a la produccié de ROL mitjan¢ant la soca Mut® de Pichia pastoris
mitjangant [’addicié del metanol pel capgal del reactor (-) (PPF2); mitjangant 1’addici6 del
metanol a partir d’una canula submergida (") (PPF1); BBSL1 (--) i BB5L2 (—..-) .

(A): Activitat lipolitica, (B): Velocitat especifica de produccio de ROL; (C): Velocitat
especifica de consum de metanol.; durant 1’etapa d’induccié.

La taula 7.7 mostra els valors dels parametres de produccié més representatius per

les fermentacions realitzades a escala laboratori 1 escala pilot. La productivitat
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especifica de PPF1 és 1.9 vegades superior a la obtinguda en PPF2, 1 Yp/x també és 1.55
vegades superior en PPF1. Aquests dos parametres son els més representatius a
comparar, ja que es té present la biomassa obtinguda durant el cultiu, tenint present que

creixien a diferents velocitats especifiques de creixement.

D’altra banda, si es comparen els cultius realitzats a diferents escales, pero a les
mateixes condicions, es pot veure que entre els cultius BBSL2 1 PPF2, es registren
perdues al voltant 2.8 vegades de productivitat volumétrica i especifica. Alhora, al
comparar els cultius BBSL1 i PPF1, els valors es troben al voltant de 1.6 vegades
inferiors de productivitat especifica 1 volumetrica. Pel que fa al Ypx, en PPF2 es

registren valors 2.3 vegades inferiors, i en PPF1 es registre valors 1.9 vegades inferiors.

Tot i que les perdues registrades en D’activitat lipolitica maxima obtinguda sén
similars (al voltant de 2 vegades) al comparar la q, mitja, es pot veure que entre els
cultius BB5L2 1 PPF2, els valors son 3.2 vegades inferiors, 1 per contra al comparar els

cultius BBSL1 1 PPF1, els valors son 1.4 vegades inferiors.

Taula 7.7: Comparacio dels parametres de producciéo de ROL sota el control del
promotor AOX de Pichia pastoris mitjangant substrats mixtes utilitzant diferents
estratégies d’addici6 de metanol.

Nom cultiu BB5L2 PPF2 BB5L1 PPF1
u(h™ 0.02 0.02 0.01 0.01
Set-point metanol (g I™) 2.0 2.0 2.0 2.0
Addici6é metanol capgal capgal capgal submergit
Volum reactor (1) 5 50 5 50
Activitat lipolitica max. (UA ml™) 487.5 213.2 621.2 313.3
QPmixima (UA gx" ™) 451.4 201.0 433.0 2772
pmiga (UA gx h™) 326.1 104.0 306.3 218.4
Y, (UA gx™) 10369.1 4611.7 13688.8 7167.8
Productivitat volumétrica (UA I'' h™") 6345.6 2268.1 6623.6 4071.5

Productivitat especifica (UA gx' h™) 135.0 49.3 146.0 93.2
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Tot 1 que es parla de perdues, al comparar els resultats obtinguts amb els de Surribas
(2008), on va ser utilitzat el fenotip Mut” mitjangant ’addicié de metanol com a tinica
font de carboni, es pot observar que el procediment de canvi d’escala realitzat en aquest
treball és més eficient, reduint considerablement les pérdues obtingudes del producte
recombinant d’interés. Surribas (2008) presenta una disminucio del 77% de ’activitat
lipolitica registrada en ambdos escales, 1 en aquest treball la disminuci6 obtinguda
correspon al 50% (taula 7.8). Alhora la disminuci6 obtinguda per Surribas (2008) de la
productivitat correspon al 77% 1 en aquest treball correspon al 38%, 1 finalment Surribas
(2008) registra una disminucié del 61% en la qpma.x 1 en aquest treball la disminucio6

obtinguda correspon al 36%.

Taula 7.8: Comparacié de les pérdues obtingudes entre els cultius a escala
laboratori i els cultius a escala pilot per les fermentacions realitzades, utilitzant el
fenotip Mut™ (Surribas, 2008) i Mut’® per a la produccié de ROL (BB5L1 i PPF1).

Fenotip Mut * Mut®

Font de carboni induccié Metanol Sorbitol i metanol

Consigna metanol (g 1) 25 2.0

Factor canvi d’escala 10

Max. activitat lip. (UA ml™) Pérdua del 50 %
Pérdua del 77 %

Productivitat (UA I*h™) Pérdua del 38 %

aPmax (UA gx* h™) Perdua del 61 % Pérdua del 36 %

Per tant, cal destacar que tot i que encara es parli de perdues sobre producte d’interes
recombinat, al canviar el sistema d’addici6 de metanol, es redueixen considerablement
les perdues, sobretot pels valors de productivitat volumetrica i especifica. Per tant, es té
una primera evidéncia de que el sistema d’addicié de metanol és un parametre important

a tenir en compte, ja que afecta directament sobre la produccio6 del procés.

Sera convenient realitzar posteriors estudis sobre de com pot afectar 1’addicié del
metanol al llarg de les diferents algades del reactor, aixi com crear una addicié multi-
algada, que cobreixi gran part de la llargada del bioreactor o bé per la part inferior, per

tal de garantir una mescla completa en el reactor. Ja que, tot i haver millorat els valors
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obtinguts entre les diferents fermentacions (PPF1 i PPF2), cal seguir investigant per

arribar a obtenir els valors obtinguts a les fermentacions de referéncia (BB5SL).
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7.5 CONCLUSIONS

En aquest capitol es realitza el procediment de canvi d’escala per la produccio de
ROL mitjangant 1’Gs del fenotip Mut® de Pichia pastoris, i s’extreuen les segiients

conclusions:

- El sistema d’addicidé del metanol representa a un parametre clau per la produccid
de ROL, ja que I’addici6 del metanol de forma submergida permet augmentar un
48% els valors de productivitat especifica obtinguts quan el metanol és afegit pel

capcal del reactor.

- Si es realitza la comparacié dels diferents fenotips (Mut™ i Mut®), es troben
resultats més satisfactoris en el procés de canvi d’escala per al fenotip Mut'.
Aquest presenta valors de productivitat 3 vegades superiors aixi com menys

problemes operacionals.

- Es requereix d’un posterior estudi, per avaluar com afecta el sistema d’addici6
del metanol, realitzant addicions a diferents algades o bé per la part inferior del
reactor, per tal d’estudiar la dispersi6 d’aquest substrat en el reactor, i veure quin
efecte presenta sobre la produccio. La realitzacidé d’una petita modificacio
mecanica, ha representant un augment del 48% en els valors de productivitat

especifica.
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8 Efecte de la coexpressio del gen HAC1 de Pichia pastoris
sobre la produccio de ROL amb el fenotip Muts

8.1 RESUM

En aquest treball es compara I’efecte de la coexpressido del gen HACL per a la
produccié de ROL en P. pastoris utilitzant una estratégia de substrats mixtes. Els cultius
es duen a terme a les condicions préviament optimitzades al capitol 5 d’aquest

document (metanol fixata2 g 1" ipa 0.01h™).

Inicialment s’estudia I’efecte de la coexpressié del gen HAC1 de forma induible en
comparacio amb els cultius realitzats sota les mateixes condicions sense coexpressar-se
el gen. S’observa que ’activitat lipolitica maxima registrada i el Ypx augmenten 1.4
vegades, i1 alhora la productivitat tant volumétrica com especifica milloren 1.5 vegades.
En aquest cas, és important destacar que la gqe mitjana obtinguda és 1.2 vegades
inferior, a la registrada quan el gen HAC1 no era coexpressat. Per tant, ’augment de la
gsmet NO es tradueix a un augment en la productivitat del procés, sent un altre avantatge
important a valorar, degut a la problematica d’emmagatzemar grans quantitats de
metanol als laboratoris de treball. D’altra banda, la qssor €8 manté practicament igual

durant tota la fase d’induccio en ambdos cultius realitzats.

Posteriorment, s’estudia I’efecte de la coexpressio induible del gen HAC1 utilitzant
el metanol com a unica font de carboni durant la fase d’induccio, comparant els resultats
obtinguts préviament per Cos et al., (2006). La realitzaci6é del cultiu demostra que la
coexpressio del gen HAC1 no presenta avantatges, presentant valors inferiors en tots els
parametres relacionats amb la producci6. L’activitat lipolitica maxima obtinguda és 2.1
vegades inferior, 1 el Yp/x 1 la productivitat volumetrica sén 1.3 vegades inferiors. Cal
destacar pero que la g, maxima obtinguda és 1.2 vegades superior al realitzar-se la
coexpressio del gen HACL, perd aquesta disminueix rapidament a les poques hores
d’inducci6 obtenint una q, mitjana 2 vegades inferior. Per tant, la realitzacié del cultiu
permet concloure, que a diferéncia dels resultats obtinguts utilitzant una estratégia amb
substrats mixtes, la coexpressio del gen HAC1 utilitzant el metanol com a tnica font de

carboni a la fase d’induccio no presenta millores sobre la produccio6.
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Finalment s’estudia ’efecte de la coexpressio constitutiva del gen HACL utilitzant
una estratégia de substrats mixtes, avaluant aixi les possibles diferéncies manifestades
segons el sistema d’expressid utilitzat. La realitzacid d’aquest cultiu mostra que
I’expressio constitutiva del gen HAC1 no presenta millores sobre el procés de
produccio. S’obté un augment de la gge durant les primeres hores d’induccio, en
comparaci6 amb las resta de cultiu realitzats, no representant una augment en la
produccid del procés. D’altra banda, cal destacar que a conseqiiéncia de problemes
operacionals és complicat extreure conclusions definitives, sent necessaria la realitzacid

d’experiments per estudiar 1’efecte de la coexpressiod constitutiva del gen HAC1.
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8.2 INTRODUCCIO

Actualment, un gran nombre de proteines son produides de manera recombinant
utilitzant P. pastoris com a organisme d’expressio. La producci6 de proteines
recombinants és una tecnologia critica en la biotecnologia i en la investigacid
biomédica. La sobre-expressié d’aquestes proteines pot afectar la maquinaria cel-lular,
saturant-la 1 provocant un incorrecte plegament d’aquestes, concloent en una pérdua o
aturada en la seva expressio. Per aquest motiu és necessari estudiar, comparar 1 millorar
les diferents estratégies de produccié amb aquest organisme (Zhang et al., 2005).
Aquesta optimitzacié pot portar-se a terme des de dues perspectives diferents, la

genetica 1 I’operacional.

Referent als factors genétics i fisiologics, n’hi ha molts que poden afectar la
productivitat del sistema recombinant (Hohenblum et al., 2004). Alguns possibles
factors limitants observats inclouen la seleccid de 1’ts de codo, el nombre de copies del
gen integrades, els promotors 1 peptid senyal utilitzats, el processament 1 plegament al
reticle endoplasmatic (ER) 1 Golgi, la secrecid (en el cas que la proteina sigui

expressada extracel-lularment) 1 la possible proteolisi de la proteina un cop secretada.

Per tal de minimitzar els factors limitants anteriors, s’han dut a terme tant estratégies
de tipus genctic com operacional. En el cas concret de la proteolisi, es coneix que les
proteines recombinants secretades poden ser degradades en el medi de cultiu per
proteases extracel-lulars o proteases intracel-lulars de cél-lules lisades, provocant una
reduccidé del rendiment de producte quan aquest és degradat; peérdua d’activitat
biologica quan és trencat, o bé contaminacio del producte amb intermedis de degradacio

durant el procés de purificacié (Cereghino 1 Cregg, 2000).

Una de les estratégies genctiques per a reduir-la, és la utilitzacidé de soques deficients
en proteases vacuolars o bé, mitjancant una estratégia operacional, addicionar
suplements rics en aminoacids (Clare et al., 1991) o ’aplicacio d’estratégies de cultiu
alternatives com disminucié de la temperatura en la fase d’induccio (Jahic et al., 2003)

o I’as de pH no optim per a I’accid de les proteases. L’addicié de complements rics en
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aminoacids o peptones pot resultar molt car o dificultar I’eficacia del procés de

recuperacio i purificacio del producte d’interes.

La viabilitat del cultiu, és un altre parametre important ja que si es presenten alts
valors de mortalitat cel-lular poden presentar-se disminucions de la productivitat i
problemes de lisi cel-lular. Aquest fenomen de lisi pot portar a la contaminaci6o del
producte extracel-lular d’interés per proteines intracel-lulars alliberades al medi de
cultiu, 1 aixi la conseqiient davallada de 1’eficiéncia de la purificacié del producte. Aixi
doncs, la viabilitat cel-lular i la proteolisi del producte d’interés sén dos efectes que es
troben relacionats. La viabilitat del cultiu s’ha relacionat amb les situacions d’estres a
qué poden estar sotmeses les cél-lules. Mattanovich et al., (2004) van dur a terme
processos de produccid utilitzant llevats i van dividir les situacions d’estrés provocat per
la sobre-expressio de proteina recombinant en dues categories: estrés metabolic, que es
dona quan la maquinaria cel-lular es veu saturada degut a la sobrexpressio del producte
d’interés i el qual desencadena la resposta de proteina mal plegada o UPR (Unfolding
Protein Response); i I’estrés ambiental, imposat per les condicions o 1’estratégia del
cultiu, com sén la temperatura, el pH, I’estrés osmotic i I’estrés oxidatiu. Aquestes
situacions d’estrés poden comportar una reduccid de la productivitat del cultiu i
viabilitat cel-lular. Per aquest motiu ¢és clau avaluar 1’evoluci6 de la viabilitat cel-lular

durant el procés, especialment si es produeixen canvis causats per I’estratégia de cultiu.

Un cop sintetitzades les proteines, aquestes son enviades al reticle endoplasmatic, on
es realitza el seu plegament i1 posteriors modificacions post-traduccionals, com la
glicosil-lacié o la formaci6 de ponts disulfur que permetran que la proteina sigui
funcional. Les proteines només abandonaran el reticle un cop la conformacid sigui
correcta, sent el pas de sortida de les proteines del reticle endoplasmatic una de les

limitacions que es presenten en la majoria de casos.
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Figura 8.1: Esquema explicatiu de la resposta a situacions d’estres cel-lular. A:
Condicions no estressants; B: situacio d’estrés; C: la BiP identifica i s’uneix a les
proteines mal plegades. Es dona la oligoritzaci6 i autofosforilitzacio; D: tallament
del fragment de 1 gen HAC1 del mRNA; E: formaci6 del HAC 1 funcional; F: Unio
del HAC1a les zones UPR funcionals; G: Sintesis de xaperones, lipids especifics,
etc, com a resposta a la UPR.

Font: Vembar i Brodsky (2008).

La preséncia de proteina mal plegada en el reticle desencadena la resposta de
proteina mal plegada (UPR) i posterior degradacié d’aquestes (ERAD: Endoplasmatic
Reticulum-Associated Degradation) (figura 8.1 B). S’ha observat que la sobre-expressio

de proteina recombinant pot induir aquest tipus de resposta (Ron i Walter, 2007).

Quan la cel-lula produeix elevades quantitats de proteina, la maquinaria es satura,
provocant la acumulaci6é de proteines mal plegades en el reticle endoplasmatic (figura
8.1 C). La seva preseéncia ¢és detectada per la proteina transmembrana Irelp, que
fosforila el seu domini RNasa 1 el fa capa¢ de processar 'mRNA del gen HACL, el qual

generara HAClp funcional (figura 8.1 D i1 E). Aquesta entrara al nucli, on induira
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I’expressio dels gens implicats en la UPR, que inclouen xaperones, sintesi de lipids,

biosintesi de paret cel-lular entre altres (figura 8.1 F 1 G) (McCracken i Brodsky, 2000)

La degradacio de proteines mal plegades es dona quan aquestes es mantenen en la
forma mal plegada prolongadament. La UPR desencadena la ERAD a través del
marcatge de la proteina amb residus d’ubiquitina un cop aquestes han estat
transportades al citosol. La ubiquitinaci6 permet al proteosoma recongixer aquestes

proteines i degradar-les.

Fent referéncia a treballs previs realitzats per Resina et al., (2005), per a la produccio
de ROL en P. pastoris, utilitzen un sistema que no requereix la utilitzacié del metanol
per a la producci6 del producte d’interés. Aquests utilitzen el promotor del gen
formaldehid deshidrogenasa (FLD1), pFLDI que utilitza com a font de carboni el
sorbitol, i com a font de nitrogen i agent inductor per la producci6, la metilamina.
Aquests autors realitzen diferents cultius emprant una estratégia en semicontinu
utilitzant diferents velocitats especifiques de creixement. Observen que la productivitat
varia en funcid de la p (major produccié a p 0.02 h™) , i en tots els casos observen
I’acumulacié de producte actiu a I’interior de la cél-lula. Tot i que no detecten valors
significants de degradacid proteolitica, si que detecten una important disminucié en la
secrecid a I’espai extracel-lular del producte, al llarg del cultiu. Davant d’aquests
resultats queda evident, que el sistema de sintesi i secrecié del producte d’interes, pot

ser una factor limitant en el procés de produccio.

Continuant en aquest context de treball, Hohenblum et al., (2004), observen que la
sobre-expressié d’algunes proteines heterologues en P. pastoris provoquen
I’acumulacié de proteines no plegades en el reticle endoplasmatic, causant 1’activacio de
la UPR. Gasser et al., (2006), avancen que la sobre-expressio constitutiva del factor de
transcripcio de la UPR, HAClp de S. cerevisiae en P. pastoris proporciona un augment
al voltant de 1.3 vegades, dels nivells de secreci6 de fragments d’anticossos
recombinants. Tot i que, aquests autors, junt amb Mattanovich et al., (2004), declaren
que amb la sobre-expressido constitutiva del HAC1 i/o de proteines encarregades
d’ajudar al plegament de les proteines (com la disulfat isomerasa (Pdil) o xaperones
BiP (binding protein) en llevats), 1’efecte de 1’expressié no pot ser predita, ja que depén

en gran part de les caracteristiques de la proteina sobreexpressada. D’altra banda cal
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destacar, que seran necessaris majors estudis en aquest context, ja que existeixen pocs
treballs que combinin diferents estratégies genctiques que minimitzin 1’efecte de la UPR
en la producci6 de proteines, amb utilitzaci6 de diferents organismes hostes en

condicions de produccio.

Tot i aixi, existeixen treballs previs realitzats per Cos et al., (2005), indicant que les
soques de P. pastoris que contenen multiples copies del gen ROL expressat sota el
promotor AOXI1, presenten un creixement cel-lular deficient, probablement degut a
I’estres causat per la sobre-expressio de la ROL. Alhora estudis posteriors realitzats per
Resina et al., (2007), indiquen que la sorbeexpressio de ROL en P. pastoris activa la
UPR.

Posteriorment Resina et al., (2009), davant les limitacions trobades en la produccio
de ROL en aquest context, realitzen la construccié d’una nova soca de P. pastoris
expressant ROL extracel-lular sota el promotor FLDI, la qual incloura la coexpressio
constitutiva del gen HAC1 de S. cerevisiae. Els primers experiments que es realitzen en
flascons agitats, mostren que la soca ROL-HACI millora al voltant de 1.2 vegades els
nivells mitjans de I’expressi6 de ROL, en comparacié amb la soca sense la inclusi6 del
gen HACL. En cultius realitzats en semicontinu mitjancant la utilitzacidé de sorbitol 1
metilamina, com a font de carboni i nitrogen, respectivament, a una p mitjana al voltant
de 0.005 h', la soca ROL-HAC1 obté valors gairebé dues vegades superiors tant en
I’activitat lipolitica maxima obtinguda com en la productivitat. I alhora, obtenen valors
gairebé 3 vegades superiors del Ypxx, de la productivitat especifica i de la velocitat
especifica de produccid, al comparar amb el valors obtinguts amb la soca sense la
coexpressio el gen HACL. Per tant, sembla que la coexpressio del gen HAC1 de S.
cerevisiae, presenta grans avantatges en la produccio de proteines recombinats amb P.

pastoris.

Tot 1 aixi, Guerfal et al., (2010), destaquen que no s’havia realitzat cap estudi
referent a la utilitzacio del HAC1 de P. pastoris. Per tant aquests autors realitzen un
disseny d’una nova soca incloent la sobre-expressio constitutiva i induida del gen HAC1

de P. pastoris per a la producci6 de diferents proteines en la soca GS115.
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Aquests autors, conclouen que la sobre-expressio del gen HAC1 de P. pastoris pot
representar una eina util per augmentar la productivitat d’un procés, pero sera necessaria
I’avaluaci6é especifica de cada cas, ja que troben resultats divergents en funcid de la
proteina que estiguin produint. Alhora conclouen que a I'utilitzar el gen HAC1 de
forma constitutiva, en la majoria dels casos estudiats, no es presenten millores
significatives en comparacio als sistemes d’expressio sense la utilitzacié del gen HAC1.
Tanmateix, I’expressié induible del gen HAC1 presenta diferéncies significatives en
comparaci6 amb els nivells de proteina recombinant expressada sola. Aquestes
diferéncies seran positives o negatives en funci6 de la proteina expressada. S’han
observat millores significatives al produir thrombomodulina humana, pero d’altra banda
s’obtenen peérdues en la productivitat al produir eritropoietina humana (rHuEpo),

interferons-y de ratoli i interferons- humans.

Davant la possibilitat de que la coexpressiéo del gen HAC1 permeti augmentar la
productivitat del procés, es decideix dur a terme el procés de produccié de ROL amb el
fenotip Mut® de P. pastoris aplicant la modificacié genética corresponent.
L’investigadora Astrid Hérmann del grup de recerca, realitza la construccié genctica
incloent el gen HAC1 processat en el vector d’expressio de P. pastoris, que permet
I’expressio del HACIlp funcional. S’obtenen dos construccions, una on I’expressio del
gen HAC1 sera de forma constitutiva (HAClconst-Mut’) i una on I’expressié sera

induible per metanol (HAC1np-Mut’s), seleccionant els clons més productius.

En aquest treball, es plategen diferents fermentacions per tal de comparar I’efecte la
coexpressio de HACI sobre la produccié de ROL. Es realitzen cultius en semicontinu
utilitzant una estratégia de substrats mixtes (sorbitol i el metanol) durant la fase
d’inducci6 on la p es mantindra al voltant de 0.01 h™' i la concentracié de metanol es
mantindra fixada en 2 g I'". Es realitzara un primer cultiu utilitzant la construccié
genetica on ’expressio de HACI sera de forma induible per metanol i posteriorment,
sota les mateixes condicions es realitzara un altre cultiu, utilitzant la soca on 1’expressio
de HAC1 sera constitutiva sota el promotor GAP. Aquests resultats seran comparats
amb els resultats obtinguts al capitol 5 d’aquesta tesi, on s’optimitza el procés de
produccié de ROL amb la utilitzacié del fenotip Mut® de P. pastoris mitjangant la
utilitzacié de substrats mixtes (sorbitol-metanol). Tot i que al capitol 6 d’aquesta tesi, es

realitzen cultius utilitzant el glicerol com a substrat mixte durant la fase d’inducci6, es
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decideix realitzar 1’estratégia mitjancant la utilitzaci6é del sorbitol, ja que els resultats

obtinguts son més favorables.

Posteriorment, es realitza una estratégia en semicontinu, en el que s’utilitza com a
font de carboni inicament metanol durant la fase d’inducci6é amb el fenotip Mut® de P.
pastoris coexpressant el gen HAC1, per tal de comparar els resultats amb els obtinguts
préviament per Cos et al., (2006). Aquests autors realitzen cultius en semicontinu,
utilitzant el metanol com a unica font de carboni per a la producci6 de ROL amb el

fenotip Mut® de P. pastoris.
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8.3 RESULTATS I DISCUSSIO

8.3.1 Efecte de la coexpressio del gen HAC1 induible per a la
produccié de ROL utilitzant una estrategia de substrats
mixtes: comparacio de soques amb coexpressio i sense.

Es important recordar, tal com s’ha vist préviament en aquest document (Capitol 5), i
com havia demostrat Ramon et al., (2007), la utilitzacié de substrats mixtes millora de
forma important la produccié de ROL utilitzant el fenotip Mut® de P. pastoris, en
comparacio amb la utilitzacié del metanol com a tnica font de carboni sota condicions

similars de cultiu (Cos et al., 2006).

Alhora, cal recordar que del Capitol 5 d’aquesta tesi se’n extreu una conclusid
important referida a la concentracié del metanol en el medi de cultiu, determinant-la
com a parametre clau per a la produccié6 de ROL. D’aquest capitol, se’n obtenen les
condicions optimes per a la producci6 de ROL, sent aquestes les de mantenir la
concentracié de metanol fixada a 2 g I i la p fixada a 0.01 h”'. Llavors, per tal
d’estudiar I’efecte de la coexpressio del gen HACL sobre la produccid6 de ROL, es

realitzen sota les mateixes condicions de cultiu.

A la figura 8.1, es pot veure I’evolucié dels diferents parametres de cultiu en les
condicions anteriorment explicades mitjancant la utilitzaci6 de la soca que inclou el gen
HACI1 coexpressat de forma induible. A la figura 8.1 A es pot veure que la biomassa
augmenta progressivament fins arribar a un maxim de 45.4 g I'". L’activitat lipolitica
méxima obtinguda correspon a 852 UA ml”, registrada al final del cultiu. Referent a la
concentracié de metanol, aquesta es manté a 2 g I'durant tota la fase d’induccié, sense
presentar desviacions importants. Cal remarcar que en aquest cultiu conseqiiéncia d’una
sobreestimacio la concentracid de metanol, aquesta va ser de 2.44 g "' a I’iniciar la fase

de la transici6. Aquest valor no es va corregir, sind que es va esperar que €s consumis.

Pel que fa al sorbitol, aquest es va mantenir al voltant de zero durant tot el cultiu.
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Figura 8.1: Evoluci6 dels diferents parametres de procés, on es manté la
concentracié de metanol a 2 g 1" i la w en 0.01 h™ (A) Evolucié de la
biomassa, concentracions de substrats i activitat lipolitica; (B) velocitat
especifica de creixement i velocitat especifica de produccio; (C) velocitat
especifica de consum de metanol i sorbitol.

La figura 8.1 B mostra I’evolucio de la p, la qual es manté al voltant de la consigna
seleccionada, presentant un valor mig de 0.013 h™. Alhora es pot observar I’evolucié de
la qp, la qual presenta dos maxims durant les primeres 30 h d’induccid, posteriorment
una disminuci6, prenent un valor mig de 407.3 UA gx' h™. La disminucié observada
durant les ultimes hores de cultiu d’aquest valor, es pot relacionar amb 1’acumulacié de
lipases intracel-lular, ja que préviament Resina et al., (2005), obtenen un comportament
similar durant les ultimes hores de cultiu al produir ROL sota el promotor FLD de P.

pastoris, i atribueixen aquesta disminuci6 a 1’acumulaci6 de proteina intracel-lular, el
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que fara activar la UPR. Davant aquesta possibilitat es realitza 1’analisi d’activitat
lipolitica intracel-lular i de proteina total de mostres durant la fase d’induccid. La figura
8.2 mostra ’evolucid de les UAjnra mng'1 al llarg del cultiu, presentant un augment
considerable entre les 22 i les 46 hores d’inducci6. Els valors es mantenen gairebé
constants a partir de les 46 h d’induccié fins al final del cultiu, no presentant un

augment significatiu durant les ultimes hores de cultiu.
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Figura 8.2: Evoluci6 de les UA;y mng'l del cultiu dut a terme utilitzant una estratégia de
substrats mixtes (sorbitol i metanol) amb la soca que coexpressio el gen HACL.

Cal destacar també que els valors de UAjym ung'l trobats, es troben
considerablement per sota dels trobats per Resina et al., (2005 ). Aquests autors troben
valors al voltant de 800 UAjyua mng'l, 1 en aquest cultiu el valor maxim obtingut
correspon a 0.17 UAira mgpr . Per tant, es descarta 1’acumulacié de la proteina

intracel-lular com a causa de la disminuci6 detectada en la qp.

Retornant als parametres de procés, la figura 8.1 C mostra 1’evolucié de la gs
d’ambdos substrats. La qsver, presenta un maxim a l’iniciar la fase d’induccio,
disminuint i estabilitzant-se als voltant de 0.03 gye gx ' h™'. La qsson €8 manté estable

durant tot el cultiu presentant un valor mig de 0.026 gso, gx'1 ht.
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La figura 8.3, mostra 1’evolucié de diferents parametres de cultiu en les dues
fermentacions dutes a terme a les mateixes condicions, coexpressant i no coexpressant

el gen HACL.
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Figura 8.3: Evolucio de I’activitat lipolitica (A) i de la velocitat especifica de produccio de
ROL (B) durant I’etapa d’induccié d’un procés en semicontinu utilitzant el sorbitol com a
font de carboni mantenint el metanol fixata 2 g I"".

La figura 8.3 A mostra els nivells d’activitat lipolitica de la fermentaci6 realitzada
amb coexpressio induida del gen HAC1, presentant valors superiors des de I’inici de la
fase d’induccid, 1 mantenint-se durant tot el cultiu. Cal destacar que al realitzar la
coexpressio induida del gen HACI, Dactivitat lipolitica maxima registrada ¢és 1.4
vegades superior. Alhora si es compara ’activitat obtinguda per unitat de biomassa, es
pot veure que al coexpressar el gen HACI s’obtenen 18600 UA gx' i sense la
coexpressié aquest valor correspon a 13689 UA gx™' (taula 8.1). Per tant es pot veure
que el cultiu que coexpressa el gen HACI presenta un Yp/x 1.4 vegades superior al que

no coexpressa, observant-se una major produccié per unitat de biomassa.

Alhora, fent referencia a la g, (figura 8.3 B), aquesta també presenta un tendencia

superior durant la fase d’induccio, exceptuant la disminuci6 registrada entre les 10 1 20
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h d’inducci6. Es important destacar la millora significativa que representa la
coexpressio del gen HACI a la g, durant la primera hora d’induccio, ja que es registren
valors gairebé dues vegades superiors (400 versus 220 UA gx' h™). Aquest augment,
com es veura posteriorment, presentara una certa relacié amb la qgver. Tal 1 com es pot
observar a la taula 8.1, el valor mitja de la g, és 1.3 vegades superior al realitzar-se la
coexpressio. Continuant la comparacio dels diferents parametres de produccid, a la
mateixa taula, es pot observar que al realitzar la coexpressidé del gen HACI, tant la

productivitat volumeétrica com especifica son 1.5 vegades superiors.

Taula 8.1: Comparaci6 dels parametres de produccié més representatius utilitzant
diferents soques en les mateixes condicions de treball (u=0.01h"; 2 g I'' metanol)
per la produccié de ROL utilitzant el fenotip Mut® de P. pastoris en una estratégia
de semicontinu.

Coexpressio HAC1 no Si
Biomassa final (g I'") 45.3 454
tmig () 0.013 0.013
Act. lipolitica max. (UA ml™) 621.2 851.9
Qpmax (UAT' h™) 433.0 507.5
Qpmig (UAT ™) 306.3 407.3
Yo (UA gx™) 13688.8 18600.5
Productivitat vol. (UA 1" h™) 6623.6 9708.3
Productivitat especifica (UA gx' h™) 146.0 212.0

Tal i com havien descrit préviament Guerfal et al., (2010), és necessari 1’estudi
individualitzat per cada proteina, ja que tal 1 com aquests comproven, depenent de la
proteina I’efecte de la coexpressio induida és favorable i en altres casos, obtenen valors
inferiors als obtinguts amb les soques que no coexpressen el gen HAC1. Per tant, es pot
observar que la coexpressié induida del gen HAC 1 per a la produccié de ROL amb P.

pastoris, presenta un clar efecte positiu sobre la produccié del procés.

Referent a les velocitats especifiques de consum de substrat la figura 8.4 mostra
I’evolucid dels perfils de g per cada un dels substrats. Fent referéncia al metanol (figura

8.4A), la gsmer presenta una tendéncia similar per ambdds fermentacions realitzades,
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presentant un maxim durant les primeres hores d’induccio, disminuint i estabilitzant-se
al voltant del 50% del valor maxim obtingut. Pero cal destacar, que tot 1 presentar
perfils similars, la soca que coexpressa el gen HACI1, presenta una anticipacié en la
velocitat de consum, registrant el maxim de la gqoee 5 h abans. Tot i aixi després
d’aquest maxim, disminueix i els valors registrats es trobant, durant la resta de la fase
d’inducci6, per sota del valors registrats en la soca no transformada (1.3 vegades

inferior).
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Figura 8.4: Evolucio de la velocitat especifica de consum de metanol (A) i de la velocitat
especifica de consum de sorbitol (B) durant I’etapa d’induccié d’un procés en

semicontinu utilitzant el sorbitol com a font de carboni mantenint el metanol fixata2 g I
1

Aquest comportament presenta una important diferéncia en relaciéo amb els resultats
que s’havien trobat fins al moment. Tal i com s’ha vist en el Capitol 5 d’aquesta tesi, la
concentraci6 de metanol i el consum d’aquest, representen el parametre clau alhora
d’augmentar la productivitat del procés, sent superior quan la gsye: €s major. Tanmateix,
la soca que coexpressa el gen HACI, tot 1 presentar una gsver mitjana 1.3 vegades

inferior, els parametres referents a la produccié sén superiors. La coexpressio del gen
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HAC1 de forma induible afavoreix el procés de produccid, i sembla que aquest excés fa
que I’activacié de la UPR, per la presencia de proteines mal plegades, es doni de forma
menys importat, probablement afavorint el plegament de les proteines degut a I’augment
d’elements plegadors (xaperones, lipids especifics, etc), augmentat aixi la secreci6 del
producte a I’exterior de la cel-lula. Tot i aixi, sera necessaria la realitzaci6é de posteriors

analisi a nivell intracel-lular per tal de verificar la informacio.

Dr’altra banda la gssor (figura 8.4 B) per ambdos soques presenta una tendéncia molt
similar, presentant un valor mig al voltant de 0.026 gsor gx' h™' quan es coexpressa el
gen HAC 1, 1 de 0.025 ggor gx'l h'l, quan no es coexpressa. Per tant, tot 1 que la qssor €S
lleugerament superior quan es coexpressa el gen HAC 1, es pensa que no presentara cap
efecte sobre aquest parametre. D’altra banda, Resina et al., (2009), observen un
augment significatiu de la qsor a l'utilitzar la soca que coexpressava de forma
constitutiva el gen HAC 1 de S. cerevisiae. Tot i aixi, la diferéncia de fer-se la
coexpressio de forma constitutiva o induible, pot ser la causa de la diferéncia entre els

consums de sorbitol.

Davant les millores presentades al coexpressar el gen HAC1 de forma induible per a
la produccié de ROL amb el fenotip Mut® de P. pastoris, es decideix realitzar un cultiu,
utilitzant una estratégia en semicontinu, mitjangant la utilitzaci6 del metanol com a
unica font de carboni. Aquest experiment permetra comprovar si la modificacid
genctica, permet millorar el procés de produccié dut a terme per Cos et al., (2006), ja
que segons Guerfal et al., (2010), cada cas ha de ser estudiat individualment, ja que la

variacid del sistema d’expressio pot representar diferencies significatives.
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8.3.2 Efecte de la coexpressio del gen HAC 1 induible
utilitzant el metanol com a unica font de carboni per a
la producci6 de ROL: comparaci6 de soques amb
coexpressio i sense.

Cos et al., (2006), van realitzar diferents cultius en semicontinu, utilitzant el metanol
com a unica font de carboni, on la consigna d’aquest es mantenia fixada en; 0.5, 1 i
1.75 g I'", per a la produccié de ROL amb P. pastoris. Aquests investigadors, van trobar
que en els experiments realitzats a les consignes de 0.5 1 1 g 17, la gp presentava un
maxim, tot presentant una severa disminucid, poques hores després. Aquesta
disminucio, tot i que puntualitzaven la realitzacidé de posteriors estudis fisiologics, era
associada amb 1’acumulacié de ROL intracel-lular, el que induiria la UPR. D’altra
banda, quan la consigna és mantenia en 1.75 g 1", els valors d’activitat lipolitica eren
remarcablement inferiors en comparaci6 a la resta de condicions, pero la g, es mantenia

practicament constant durant tot el procés.

Davant els resultats obtinguts per Cos et al., (2006), es decideix realitzar un cultiu en
semicontinu mantenint la concentracié de metanol fixada a 2 g 1", per veure si I’efecte
de la coexpressid del gen HAC1 de forma induible afecta sobre la productivitat del
procés utilitzant el metanol com a unica font de carboni, 1 aixi comparar els resultats

amb ’efecte de la utilitzacid de substrats mixtes.

Els resultats obtinguts al realitzar el cultiu en semicontinu, es troben representants a
la figura 8.5. Tal 1 com es pot observar, I’augment de biomassa durant la fase d’induccié
és gairebé inexistent, passant de 29.9 a 34.2 g 17, al finalitzar el cultiu, presentant un

valor mig de p corresponent a 0.004 h™' (figura 8.5 B).

L’activitat lipolitica (figura 8.5 A) presenta un augment durant les primeres hores de
cultiu, continuant aquest de forma lleugera partir de les 40 h de cultiu. Tanmateix la qp
(figura 8.5 B), presenta un primer maxim durant les primeres hores d’induccio, seguint
d’una important davallada, arribant a valors de zero. Posteriorment es registren dos pics,
els quals decreixen fins arribar a zero a les poques hores, sent probablement producte de

I’error associat al metode de mesura de 1’activitat lipolitica (aprox. 10 %).
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Figura 8.5: Evoluci6 dels diferents parametres de procés, utilitzant el metanol com a tnica
font de carboni mantenint la concentraci de metanol en 2 g I'". (A) Evolucié de la biomassa,
concentracions de metanol i activitat lipolitica; (B) evolucié de la velocitat especifica de
creixement, de la velocitat especifica de produccio i de la velocitat especifica de consum de
metanol.

La concentraci6 de metanol (figura 8.5 A), es manté constant durant tot el cultiu al
voltant de la consigna seleccionada. Durant la fase de transicid (5h) es combinen les
addicions de glicerol 50% (v/v) i metanol pur, (veure estratégia de transicio a I’apartat
3.7.3. Cultiu en fermentador de 5 litres) fins a eliminar 1’addicié del primer i iniciar el
control del metanol. Pel que fa a la qyvet (figura 8.5 B), aquesta presenta un maxim a
I’inici de la fase d’induccid, presentant una posterior disminuci6 gairebé fins a valors al

voltant de zero, presentant una comportament similar a I’observat a la qp,.

Si es comparen els resultats, amb els resultats previs obtinguts per Cos et al., (2006),
es pot veure que la coexpressido del gen HACI no presenta cap millora sobre la
produccio del procés. La taula 8.2 mostra com 1’activitat maxima registrada disminueix
2 vegades a I’utilitzar la soca modificada gencticament. Alhora la resta de parametres

relacionats, aixi com la productivitat volumetrica 1 el Ypx disminueixen 1.5 1 1.3
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vegades, respectivament. D’altra banda, la productivitat especifica obtinguda en ambdos

processos ¢s similar.

Taula 8.2: Comparaci6 dels parametres de produccié més representatius utilitzant diferents
soques en condicions de treball similars (1.75 1 2 g I"' metanol) per la produccié de ROL
utilitzant el fenotip Mut® de P. pastoris en una estratégia de semicontinu.

*

Coexpressio gen HAC1 no Si
Consigna metanol (g I"") 1.75" 2.0
Act. lipolitica max. (UA ml™) 150.0 69.9
Y,x (UA gX™) 3017.0 2029.7
Productivitat vol. (UA 1" h™) 1228.0 974.1
Productivitat especifica (UA g h™) 25.0 28.3

“Cos et al., (2006)

La taula 8.3 mostra com la q, mitjana durant la fase d’induccio és superior, quan la
soca no modificada és utilitzada, pero alhora la g, maxima registrada és superior a
I’utilitzar la soca modificada genéticament. D’aquesta forma, es pot veure que a
’utilitzar la soca modificada, es presenta un primer maxim durant les primeres hores
d’inducci6 el qual disminuira de forma severa. A diferéncia del cultiu realitzat per Cos
et al., (2006) on el valor de g, és estable durant tot el cultiu, en aquest nou cultiu
s’observa a I’inici de la fase d’induccid un maxim superior, perd no sera molt
significatiu, degut a que el valor de q, mitjana és 2 vegades inferior. Per tant, el
comportament d’aquest cultiu és similar a I’observat per Cos et al., (2006), a la resta de

condicions testades (0.511 g I"" de metanol).

Alhora és important destacar que similar al que passava a I’utilitzar una estratégia de
substrats mixtes el valor de la p mitjana és comt per ambdos cultius (taula 8.3). Per
tant, la coexpressio del gen HACL no presenta cap efecte destacable sobre la velocitat

del creixement del microorganisme, probablement degut al baix valor d’aquesta.

Es pot observar que el valor mitja de la gqwve (taula 8.3 ), és superior en el cultiu
realitzat per Cos et al., (2006). Pero de forma similar al que succeia amb el perfil de la

gp, €l valor maxim de la qewvet €s superior a I'utilitzar la soca modificada. Per tant,
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sembla que la coexpressio del gen HACL1 presenta un efecte positiu a 1’inici de la fase

d’induccid, no mantenint-se al llarg del cultiu.

Taula 8.3: Comparacié dels parametres de produccié més
representatius utilitzant diferents soques en condicions de treball
similars (1.75i2 g "' metanol) per la produccié de ROL utilitzant
el fenotip Mut® de P. pastoris en una estratégia en semicontinu.

*

Coexpressi6 HAC1 no Si

Consigna metanol (g I™) 1.75" 2.0

QPmax (UA g B 60.0 74.6
QPmig (UA g b 34.0 16.7
SMetmax (2 2" h7) 0.042 0.060
SMetmig (8 g h7) 0.027 0.018
tmig (h7) 0.004 0.004

Cal remarcar, que tot i que tots els factors indiquessin que en aquestes condicions
també es generaria una millora en el procés de produccio, ja que a l'utilitzar substrats
mixtes les millores son significatives, la transferéncia no €és directament proporcional,
indicant la forta influéncia de I’estratégia de cultiu. Es important destacar, I’efecte de la
coexpressio del gen HAC1 a ’inici de la fase d’induccid, no fent-se perdurar durant tot
el cultiu. Per tant, es podria concloure que la coexpressio del gen HACL per a la
produccio de ROL utilitzant metanol com a Unica font de carboni no presenta millores
sobre el procés de produccid. Per tant, la utilitzaci6 del metanol, com a unica font de
carboni, sembla que no té la capacitat d’aportar tota 1’energia necessaria que requereix
el funcionament metabolic en P. pastoris, i el fet de coexpressar el gen HAC1
probablement agreujaria el problema. Per tant, mitjangant la combinaci6 ambdods
estratégies, tant operacional com geneética, garanteix la optimitzaci6 de la produccio de

ROL utilitzant el fenotip Mut® de P. pastoris.
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8.3.3 Efecte de la coexpressio constitutiva del gen HAC1 sota
el promotor GAP utilitzant una estrategia de substrats
mixtes

Guerfal et al., (2010), estudien dues formes possibles d’expressar el gen HACI1, de
forma induible, com s’ha vist en I’apartat anterior, i de forma constitutiva. Aquests
autors, realitzen una primera aproximacié utilitzant flascons agitats, i conclouen, com
s’ha comentat anteriorment, que al realitzar la coexpressié de forma induible, 1’¢xit del
procés dependra de cada sistema d’expressié. Pero d’altra banda, al realitzar
experiments mitjancant la coexpressio constitutiva, observen petits increments o gairebé

nuls, en tots els casos que estudien (4 proteines).

Alhora, Resina et al., (2009) extreuen resultats satisfactoris a 1’expressar de forma
constitutiva el gen HACL de S. cerevisiae per a la produccié6 de ROL en P. pastoris.
Davant la possibilitat d’estudiar com afectaria la coexpressio constitutiva del gen HAC1
homoleg en P. pastoris sobre la producciéo de ROL amb el fenotip Mut® de P. pastoris,
la Dra. Rodriguez de la Universitat de Vigo durant una estada post-doctoral al
departament d’Enginyeria Quimica de la UAB sota la direccié del grup de recerca
dirigit pel Dr. Valero, realitza la construccié de la soca que presentara la coexpressio del
gen HACI, perd en aquest cas, la regulacié de I’expressioé d’aquest vindra donada pel
promotor GAP (coexpressid constitutiva). L’estratégia de cultiu seleccionada és en
semicontinu mitjangant la utilitzacidé de substrats mixtes, on la concentracié de metanol
es mantindra fixada en 2 g 1", i la p a 0.01 h™', durant la fase d’induccié. Es decideix
realitzar-ho sota aquestes condicions, per tal de poder comparar I’efecte de la
coexpressio del gen de forma induible i constitutiva, sota les mateixes condicions de

cultiu.

La figura 8.6 mostra I’evoluci6 dels diferents parametres de cultiu. La concentracid
de sorbitol, es manté propera a zero durant les primeres 50 h de cultiu. A les 50 h, el
sorbitol s’acumula fins a un concentracié maxima de 9.8 g I''. Aquesta acumulacié és
deguda a un problema operacional relacionat amb el sistema d’aireacid del reactor,
provocant 1’aturada de I’aireaci6 durant 15 h. Al trobar-se limitats per 1’oxigen, el
creixement disminueix, creixent a una p inferior a la fixada, el que provoca

I’acumulacié d’aquest substrat. Per disminuir la concentracié de sorbitol en el medi,
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s’atura 1’addicio exponencial durant 9 h. Mitjangant ’analisi de les mostres off-line, es
coneix la concentracid de sorbitol, el que permet tornar a reiniciar I’addici6é exponencial
quan la concentracid d’aquest es trobi proper a zero. A les 75 h de cultiu, es reinicia el

cabal d’addicid exponencial.
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Figura 8.6: Evolucio de la biomassa, concentracions de substrats i activitat lipolitica, on
es manté la concentracié de metanola2 g1"ilapen 0.01 h™

La biomassa durant la fase d’induccid, augmenta segons la p fixada, exceptuant el
periode compres entre les 50 1 75 h, on ’augment de la biomassa és gairebé nul. La
biomassa no augmenta, degut al mateix problema operacional descrit anteriorment. Tot i
aixi, al reemprendre 1’aireaci6 la biomassa necessita un temps aproximat de 3 h per

tornar a registrar un augment.

La concentracié de metanol, es manté al voltant de 2 g l'l, durant tota la fase
d’induccio, excepte entre els 50 i 75 h d’induccio, on es registra una acumulacio
maxima de 4 g I"', degut a un problema amb el controlador. A partir de les 75 h de

cultiu, la concentracié de metanol es mant¢ al voltant de la consigna.

Finalment, I’activitat lipolitica presenta un augment important fins arribar a les 68 h
de cultiu. Tot i que, entre les 50 1 68 h de cultiu el creixement del microorganisme ¢és
gairebé inexistent, 1’augment de [’activitat lipolitica no sembla veure’s afectada de
forma immediata per la limitaci6 d’aire registrada. Que 1’activitat lipolitica no es vegi
afectada de forma immediata, pot ser degut a la possible acumulaci6 d’aquesta a
I’interior de la cél-lula, i que per tant s’estigui produint la secrecio del producte a I’espai

extracel-lular, i la producci6 estigui aturada préviament. No obstant, cal destacar que a

Activitat lipolitica (UA ml™)

>
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I’iniciar I’aireaci6, I’activitat lipolitica registrada disminueix, no recuperant-se durant la

resta de cultiu.

La figura 8.7 mostra les diferents velocitats especifiques de produccid, consum i
creixement. La g, presenta un important augment durant les primeres hores de cultiu. Es
registren dos maxims, a les 23 1 65 h de cultiu, presentant una lleugera disminucio entre
ambdos valors. A les 65 h de cultiu, la q, disminueix de forma severa, registrant valors
de zero. Cal destacar, que tot i disminuir de forma servera, i mantenint-se a zero entre
les 70 1 121 h de cultiu, la p es manté durant tot aquest periode al voltant de la consigna
seleccionada. Per tant, la producci6 s’atura completament, perd el creixement del

microorganisme es manté.
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Figura 8.7: Evolucio dels diferents parametres de procés, on es manté la concentracio
de metanol a2 g 1" ila wen 0.01 h™ (A) velocitat especifica de creixement i velocitat
especifica de produccio; (B) velocitat especifica de consum de metanol i sorbitol.

Fent referéncia a 1’evolucio del consum de substrats, es pot veure com la qgsor (figura
8.7 B) presenta un important augment entre les 64 1 75 h de cultiu, coincidint amb el

periode on el sorbitol és acumulat. Al reiniciar-se 1’addicié exponencial, aquest valor es
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manté estable fins al final del cultiu. A la mateixa figura, la gsvet presenta un maxim a
I’inici de la fase d’induccio, disminuint de forma progressiva fins a estabilitzar-se al

voltant de 0.01 et gx'1 ht.

Un cop s’han realitzat els cultius sota les mateixes condicions de treball utilitzant les
diferents construccions genctiques, se’n pot realitzar una comparacio. Per tal de que
aquesta sigui representativa, es prendran les primeres 30 h d’inducci6 de cada un dels
cultius (cap dels cultius presenta problemes operacionals en aquest periode). La figura
8.8 mostra I’evolucio de Iactivitat lipolitica i la q, per cada un dels cultius realitzats. Si
es pren com a referéncia la soca que no coexpressa el gen HAC1, la qual es podria
prendre com a soca control, s’observa que en funci6 del sistema d’expressio del gen
HAC1, [Defecte sobre la produccid ¢és contraposada, afectant positivament al
coexpressar-se induiblement i1 negativament al fer-se de forma constitutiva. Al
comparar-se les dues soques que coexpressen el gen HAC1, es pot observar que a les 30
h d’induccié ’activitat lipolitica obtinguda és 3 vegades superior quan la coexpressio es

realitza de forma induible.

1000
i No coexpressio HAC 1

Coexpressio HAC 1 ind.

800 1 Coexpressio HAC 1 const.

600

400

Activitat lipolitica (UA ml™)

200 USRI

0
800

600

1

400

200

Velocitat expecifica de
produccié (q,) (UA gX'lh‘l)

temps inducci6 (h)

Figura 8.8: Evolucio de I’activitat lipolitica (A) i de la velocitat especifica de produccio de
ROL (B) durant I’etapa d’induccié d’un procés en semicontinu utilitzant el sorbitol com a
font de carboni mantenint el metanol fixat a 2 g I'' amb les diferents soques utilitzades.
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De la mateixa forma que s’ha vist anteriorment amb 1’activitat lipolitica, al comparar
les diferents q, registrades (figura 8.8 B), s’observa un comportament similar, trobant-se
els valors més elevats al coexpressar de forma induible el gen HAC1. Si es realitza la
comparacio de les dues soques que coexpressen el gen HAC1, s’observa que a les 30 h

d’induccio la g és al voltant de 2.8 vegades superior al coexpressar-se induiblement.

La taula 8.4 mostra els valors obtinguts referents a la productivitat del procés per
cada una de les soques utilitzades fins a les 30 h d’induccié. Al fer referéncia als
diferents parametres de produccid, es pot observar que al coexpressar-se
constitutivament el gen HACI1, la productivitat tant especifica com volumétrica
disminueixen entre 2 i 3 vegades i1 alhora el Ypx disminueix 2 vegades, tant al
comparar-ho amb el cultiu que coexpressa el gen HAC1 de forma constitutiva, com

amb la soca control.

Es important remarcar que durant les primeres 30 h d’induccid, les diferéncies entre
el cultiu que coexpressa induiblement el gen HAC1 i la soca control, no presenten
diferéncies significatives (taula 8.4), observant-se valors més elevats tant de Ypx com
de productivitat especifica a I’utilitzar la soca control. Aquest fet indica, que la soca que
no coexpressa el gen HACL durant les primeres hores €s més productiva per unitat de
biomassa, no podent mantenir aquest nivell, probablement degut a I’acumulacié de ROL
a ’espai intracel-lular, fent-se notable els avantatges que presenta la coexpressié del gen

HACL1, implicant un augment en la UPR de forma induida.

Taula 8.4: Comparacié dels parametres de produccid més representatius utilitzant
diferents soques en condicions de treball similars (0.01h™ i 2 g I'' metanol) per la
produccié de ROL utilitzant el fenotip Mut® de P. pastoris en una estratégia de
semicontinu durant les primeres 30 h d’induccié.

Coexpressio gen HAC1 No Induible Constitutiu
Act. lipolitica max. (UA ml'l) 450 510 200
Yex (UA gx) 18443 17586 8000
Productivitat vol. (UA I'' h™) 4464 5090 1755

Productivitat especifica (UA gx' h™) 615 586 267
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Finalment, es realitza la comparacié de les diferents velocitats especifiques de
consum de substrats per a les 3 soques utilitzades. La figura 8.9 A mostra els diferents
perfils de la qqver, presentant similituds entre la soca no coexpressora i la que coexpressa
el gen HAC1 de forma constitutiva durant les primeres 20 h de cultiu. Es important
destacar, que el cultiu que coexpressa el gen HAC1 de forma constitutiva en moments
presenta valors superiors de qgsver que la resta de cultius. D’altra banda D’activitat
lipolitica registrada al coexpressar-se de forma constitutiva és 3 vegades inferior, per
tant en aquest cas un augment en la gsye no es veu traduida a un augment en la

produccié de ROL.

La figura 8.9 B mostra I’evolucié de la qssor, presentant valors inferiors al
coexpressar el gen HAC1 de forma constitutiva. Tot 1 aixi, cal destacar que degut a les
acumulacions 1 irregularitats d’aquest substrat durant el cultiu, és complicat extreure

conclusions d’aquest comportament.

— — —  No coexpressié HAC 1
\_ ————  Coexpressio HAC 1 ind. A
To eeeeeeseenens Coexpressio HAC 1 const.

de metanol (g, g h")

Velocitat especifica de consum Velocitat especifica de consum
de sorbitol (g, gy h™)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
temps d'induccio (h)

Figura 8.9: Comparaci6 de I’evolucio de la velocitat especifica de consum de metanol (A) i
de la velocitat especifica de consum de sorbitol (B) durant 1’etapa d’induccié d’un procés en
semicontinu utilitzant el sorbitol com a font de carboni mantenint el metanol fixat a 2 g I
amb les diferents soques utilitzades.
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Com a conclusid es pot observar que al comparar la produccié en funcié de la
construccid genetica utilitzada, la coexpressid constitutiva del gen HAC1 no presenta
cap avantatge en el procés de producci6 de ROL amb P. pastoris, tanmateix la
coexpressio induible presenta avantatges importants. Tot i aixi, cal destacar que
I’aturada de 1’aireaci6 en el procés quan la coexpressio del gen HAC1 era constitutiva
provoca importants conseqiiéncies en la produccio de ROL en P. pastoris durant el
procés. Aixi que tot i extreure unes conclusions prévies es suggereix 1’estudi de 1’efecte
de la coexpressio del gen HAC1 de forma constitutiva en profunditat. La companya de
grup de recerca Nuria Adelantado continuara amb aquesta linia de treball, el que
permetra estudiar de forma clara I’efecte que presenta la coexpressio constitutiva del

gen HAC1.
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8.4 CONCLUSIONS

— El procés de produccio de ROL amb P. pastoris, mitjancant la coexpressid
induible del gen HAC1, presenta millores significatives de tots els parametres
relacionats amb la produccid. Presentant millores de 1.4 vegades tant en
I’activitat lipolitica maxima registrada com en el Ypx, 1 millores de 1.5

vegades en la productivitat tant volumetrica com especifica.

— La gemet mitjana al coexpressar el gen HAC1 de forma induible és 1.3 vegades
inferior a la soca que no coexpressa el gen HAC1l. Aquest comportament
demostra per primera vegada en aquest treball, que I’augment de la qovet n0 €s
veu traduida a una superior productivitat. D’altra banda, la qssor €s similar per

ambdos cultius.

— Durant les 30 primeres hores d’induccid la productivitat especifica i el Yp/x son
superiors a l’utilitzar la soca no coexpressora del gen HACI, indicant una
major productivitat per unitat de biomassa durant les primeres hores, no
mantenint-se al llarg del cultiu, fent-se notable 1’efecte de 1’acci6 del gen

HAC1 coexpressat.

— Quan el metanol és utilitzat com a tnica font de carboni, la soca que presenta la
coexpressio induible del gen HAC1 no presenta millores en referéncia als
resultats trobats per Cos et al., (2006). La utilitzaci6 unica del metanol, sembla
que no té la capacitat d’aportar tota 1’energia necessaria que requereix el
funcionament metabolic en P. pastoris, i el fet de coexpressar el gen HAC1,

sembla que agreujaria el problema.

— El procés de produccié de ROL amb P. pastoris, mitjangant la coexpressio
constitutiva del gen HACI1, no presenta millores en els parametres relacionats

amb la produccio.
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— L’augment registrat de la qevet durant les primeres hores d’induccié al
coexpressar de forma constitutiva el gen HAC1 no representa una augment en

la producci6 del procés.

— Tal i com previament altres autors havien apuntat, la coexpressido del gen
HACI ha de ser estudiat de forma individualitzada, ja que en funcio6 del sistema
d’expressi6 utilitzat la seva coexpressio sera afavoridora o no en el procés de

produccio.

— Sera necessaria la realitzaci6 de posteriors estudis per extreure conclusions
sobre 1’efecte de la coexpressid del gen HAC1 sobre la producciéo de ROL amb

P. pastoris.
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9 Conclusions generals i propostes de futur

— El sistema de 48 milibioreactors no es presenta com a candidat per a optimitzar
el procés de produccid de P. pastoris utilitzant els promotors induibles AOX i
FLD. Tanmateix, aquest sistema permetria optimitzar la produccié de ROL
utilitzant el promotor constitutiu GAP, un cop les limitacions genétiques que

presenta aquesta construccio siguin resoltes.

- La utilitzacié de substrats mixtes millora de forma important la producci6 del
procés en comparacio a la utilitzacié del metanol com a unica font de carboni. El
sorbitol es presenta com un excel-lent candidat, presentat avantatges sobre la

utilitzaci6 del glicerol com a cosubstrat.

- La concentracié de metanol residual en el medi de cultiu representa un parametre
clau, siguent la concentracié optima de 2 g I"'. Tanmateix les diferents p
utilitzades no presenten diferéncies significatives referent a la produccio a
I’utilitzar el sorbitol com a cosubstrat. D’altra banda, a 1’utilitzar el glicerol com
a cosubstrat si la relacid de paii/pmer €s superior a 6, s’observa una clara repressio
del promotor AOX, afectant directament sobre 1’activitat lipolitica extracel-lular

registrada.

- La incorporacidé de la tecnica SIA, permetra determinar del sorbitol en linia

possibilitant la implementacié un sistema de control en llag tancat.

- Al realitzar el canvi d’escala el sistema d’addici6 del metanol representa un
factor clau, presentant un augment del 48% en la productivitat especifica quan el
metanol és afegit mitjangant una canula de forma submergida. Sera necessari un
posterior estudi del sistema d’addici6 del metanol al reactor per aconseguir

productivitats similars a les obtingudes a escala laboratori.

- La coexpressio dels gen HACL1 al realitzar-se de forma induible mitjancant la

utilitzacio de substrats mixtes presenta millores al voltant de 1.4 vegades de tots
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els parametres relacionats amb la produccidé en comparacid a la no coexpressio
del gen. D’altra banda, la coexpressio constitutiva del gen HAC1 no presenta
avantatges en el procés de produccié. Tanmateix si a la fase d’inducci6 s’utilitza
el metanol com a Unica font de carboni es registren valors inferiors de producci6

en comparacio als obtinguts préviament.
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10 Abreviatures

Abreviatures

PPF1
PPF2
BBS5LI1
BB5L2

Definicio

Planta Pilot Fermentacié a p 0.01 h™.
Planta Pilot Fermentacié a p 0.02 h™".
Braun Biostat a 5L a pn 0.01 h™.
Braun Biostata SL a pn 0.02 h™.
Cabal alimentacio

Identificador de valor maxim
Concentracié de metanol

Proteina total

Concentracidé de biomassa
Concentracio de substrat
Concentracio de producte

Velocitat especifica de produccio
Velocitat especifica de consum de substrat
Concentracid de substrat
Concentracid de substrat a I’aliment
Temps

Temps inicial

Cabal addicié de substrat

Unitats d’activitat

Volum reactor

Volum de cultiu

Volum total de cél-lules
Concentracio de biomassa
Rendiment producte - biomassa
Rendiment biomassa - substrat
Velocitat especifica de creixement
Guany del controlador proporcional.
Parametre de I’efecte integral.

Diferencia entre la consigna i la

concentracio de metanol en el medi de cultiu.

Capitol 10: Abreviatures 289

Unitats

gl!

UAg™

gg

h-l

ullg”! min™

minuts
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11 Annexes

11.1 Annex 1: Calibrat sonda metanol

Concentracié metanol (g I'l)

voltatge (V)

Figura 11.1: Recta de calibratge de ’activitat lipolitica.

-0.219
0.088
0.812
0.9997

M=y, +a-exp(b-V) eqll.l

Resultats obtinguts després de realitzar la calibraci6 de la sonda Raven Biotech. El
calibrat es va realitzar en les condicions d’operacié sense biomassa. Els punts trobats

experimentalment s’han ajustat a I’equacio 11.1.
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11.2 Annex 2: Calibrat de I'activitat lipolitica

0,25

Actvitat lipolitica (UA-mI™)

000 +<—F———7T——" 7T T+ 7T T T T T T T T T

0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12

Pendent de larecta d'increment
d'absorbancia a 580 nm
(nm-min™)

Figura 11.2: Recta de calibratge de 1’activitat lipolitica.

Activitat lipolitica:

UA ml™ =2.16 (£0.03) - pendent (min™) = 0.016 (£0.002) eq. 11.2

r2:0.995.
Rang de mesura: Pendent entre 0.016 1 0.113 (min™).

Interval de confiancga: 95 %









