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3. CARACTERITZACIO FISIOLOGICA D'Escherichia
coli EN CULTIUS EN SUSPENSIO

3.1. INTRODUCCIO

Com ja s’ha destacat en la introduccid, Escherichia coli juga un paper rellevant en
molts bioprocessos, sobretot d'obtencio de proteines recombinants. El gran
coneixement que es té de la seva fisiologia, genética i condicions de cultiu fa que
sigui escollit com a sistema de produccié de proteines recombinants per molts
investigadors que necessiten moderades quantitats de producte, bé per a realitzar
estudis d'activitat, assaigs d'estructura i funcié del producte, o bé per a l'obtencié
de proteines d'interés en quantitats interessants per a la seva posterior produccio
a nivell industrial (Riesenberg, 1991). Malgrat ser un dels microorganismes millor
estudiats i fins ara dels més utilitzats, |'obtencié de quantitats significatives de
producte topa encara avui en dia amb importants limitacions de productivitat, i sén
relativament pocs els processos que han passat de |'escala de laboratori a escala
industrial (Strandberg et al. 1991). L'obtencié d'elevades concentracions de
céllules i elevats nivells d'expressié dels gens recombinants és dificil d'assolir
simultaniament, i les estratégies de millora de I'eficiencia de processos, com s'ha

exposat en l'apartat 1.4, normalment, fan émfasi en un o altre aspecte per separat.

En un procés de cultiu en discontinu el creixement bacteria presenta normalment 4
fases diferenciades (figura 3.1). En una primera fase d'adaptacié hi ha abséncia de
creixement (fase de laténcia). La durada d'aquesta fase és molt variable i depén
principalment de I'estat fisioldgic del cultiu indcul i del volum d'aquest en relacié
amb el volum de medi. Un cop les cél-lules s’han adaptat a les noves condicions
comencen a dividir-se i el seu nombre augmenta de forma exponencial. En aquesta
segona fase (fase de creixement exponencial), el creixement es pot descriure
quantitativament en funcié del temps de duplicacié cel-lular i la velocitat de

creixement es manté constant i al seu valor maxim tot i que les concentracions de
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substrats i metabolits en el brou van variant. Durant aquesta fase les cél-lules
assoleixen la maxima velocitat de creixement. Els temps de duplicacié varien en
funcié del medi i condicions de cultiu entre 20 i 90 minuts i, comunament
s'assoleixen concentracions de cél-lules viables de fins a 10° cél-lules per mil-lilitre.
Un cop el substrat principal s'ha exhaurit, o quan s’han acumulat en el brou
metabodlits toxics, la velocitat de creixement disminueix fins aturar-se per
complet (fase estaciondria). Durant aquesta fase la biomassa augmenta molt poc o
es manté constant. Els recursos es destinen principalment al manteniment cel-lular.
Alguns dels metabdlits excretats en el brou de fermentacid, aixi com compostos
que sén alliberats al medi per lisi de les cél-lules poden servir de substrats o fonts
d'energia pel manteniment de la poblacié existent. Un cop s'exhaureixen les
reserves energetiques, les cél-lules van morint (fase de mort). La velocitat de mort
de les bactéries és molt variable, i depen tant de I'ambient imposat com del propi
microorganisme. Les bacteries com Escherichia coli moren lentament (Stanier et
al. 1986). La durada de cada fase depen de la soca, el medi de cultiu i les condicions

d'operacié.

log. n° cel.lules viables

temps

Figura 3.1: Cinetica de creixement tipica d'un cultiu bacteria en discontinu. En la
corba es poden apreciar les quatre fases del creixement: fase de laténcia (I),

exponencial (IT), estaciondria (III) i mort (IV).

La facilitat d'operacié del cultiu en discontinu I'ha convertit en I'estratégia de
cultiu preferida, pero precisament aquesta simplicitat operacional ha motivat que

es doni un grau baix d'optimitzacié del sistema. El creixement de les poblacions
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bacterianes en discontinu es troba limitat normalment bé per I'esgotament dels
nutrients disponibles al medi de cultiu (Robbins i Taylor, 1989) o bé per
I'acumulacié de subproductes toxics del metabolisme (Han et al. 1991). En aquestes
condicions d'operacié es poden obtenir concentracions cel-lulars d' Escherichia coli
entre 1 i 3 grams de pes sec cel-lular per litre (g PSC/l) en cultius en matrds, i

entre de 5-10 g PSC/| en cultius en bioreactor (Riesenberg, 1991).

En general, la baixa productivitat d'aquests processos fa que sigui dificil obtenir
quantitats importants de producte i sovint el cost unitari final d'obtencio de
producte és molt elevat. Per aixd, un dels aspectes més interessants en tot procés
de produccio és l'obtencié d'elevades densitats cel-lulars en cultiu que permetin
millorar l'eficiencia del procés. S'han realitzat molts esforgos en intentar
perllongar la fase exponencial del creixement per obtenir cultius d'alta densitat
cel-lular. L'estratégia d'operacié en discontinu-alimentat és una de les més
emprades en aquest sentit. En els cultius en discontinu-alimentat es van
addicionant substrats a mesura que la fermentacié progressa. Les concentracions
maximes de biomassa s'assoleixen emprant components complexos com l'extracte
de llevat, les peptones i els casaminodcids (Ye et al. 1992). L'addicié del substrats
critics del medi de cultiu en petites concentracions permet mantenir la velocitat
especifica de creixement baixa i perllongar el creixement (Riesenberg et al. 1991;

Schroeckh et al. 1992).

Emprant técniques de cultiu discontinu-alimentat s'han arribat a obtenir
concentracions de fins a 125 g PSC/| d'una soca salvatge d'Escherichia (Mori et al.
1979) i fins a 60 g PSC/Il d'una soca recombinant (Strandberg i Enfors, 1991). Tot i
les avantatges d'aquest tipus d'estratégies, per assolir aquestes concentracions de
biomassa tant elevades s’han hagut d'equilibrar tota una série d'aspectes que
sovint poden ser limitants: un correcte aport de nutrients, evitant en tot cas
concentracions elevades inhibitories, una minimitzacié de I'acumulacié de productes

toxics, que finalment s'acabara produint, i una millora en l'aport d'oxigen, que sol
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acabar generant limitacions, bé per I'augment de la viscositat del medi al avangar el
cultiu en discontinu-alimentat, o bé per la limitacié intrinseca del sistema d'aport

d'oxigen, a mesura que augmenta el nombre de cél-lules (Riesenberg et al. 1991).

En aquest capitol es presenten els resultats experimentals del cultiu de varies
soques d'Escherichia coli, salvatges o recombinants, realitzats per tal de tenir una
caracteritzacié fisiologica i metabolica de les mateixes que permeti establir un
punt de partida pel treball a realitzar. Per aixo es van realitzar cultius en
diferents medis de cultiu, de composicié nutricional complexa, semicomplexa o
definida, i en diferents sistemes de cultiu, ja sigui en matras agitat o bioreactor,

tant en discontinu com discontinu-alimentat i en continu.

3.2. CULTIV D'Escherichia coli MC1061/pJCO46 EN MATRAS AGITAT
EN MEDI COMPLEX LB I SEMICOMPLEX CAM9

El primer factor que es va considerar, de cara a caracteritzar el creixement en
matras agitat, va ser comparar la cinética de creixement d'una soca d'Escherichia
coli en dos medis de cultiu diferents, aixi com la produccié d'una proteina com a
model de proteina recombinant: la B-galactosidasa. La soca d'Escherichia coli
utilitzada en aquest apartat fou la soca MC1061/pJC0O46 (Vila et al. 1994).
Aquesta soca és una soca recombinant que expressa, sota el control d'un promotor
termoinduible, I'enzim B-galactosidasa. L'activitat d'aquest enzim és un indicador
dels nivells d'expressié del gen recombinant i s'usa com a sistema de quantificacié
dels nivells d'expressié de gens quimera (fusié de dos gens d'origen diferent) fet
que permet disposar d'un metode senzill de seguiment de la seva produccié. Amb
aquest experiment es volia determinar quin medi de cultiu seria més apte per al
creixement i per obtenir un bon rendiment de producte, i posteriorment poder
comparar el comportament amb el d'un cultiu en bioreactor. Un cop iniciat el cultiu

es seguiria la corba de creixement i l'activitat B-galactosidasa i es compararien els
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resultats tant de concentracié de biomassa com de B-galactosidasa en un i altre

medi de cultiu.

Es van escollir dos dels medis de cultiu més comuns pel cultiu d' Escherichia coli, el
medi complex LB i el medi semicomplex CAM9 (Maniatis, 1982). Aquest medis sén
medis no selectius i barats que permeten obtenir, a nivell de laboratori, bons
rendiments de cél-lules i producte. Sén medis que permeten el creixement d'un
gran nombre de microorganismes sense requeriments especials, com és el cas
d'Escherichia coli. El medi LB conté petits polipéptids i aminodacids a més de
factors de creixement i sals inorganiques. Es considera un medi ric en nutrients
capag de suportar bons creixements a elevades velocitats de creixement. El medi
CAM9 és un medi de composicié semicomplexa. Conté sals d'amoni, fosfat, magnesi
i calci a més d'una font complexa, com son els hidrolitzats de proteines o els

casaminoacids, i una font de carboni, la glucosa.

Els cultius es van realitzar comengant a una temperatura que no suposés un elevat
nivell d'expressié de la proteina recombinant, 37°C, i que permetés a I'hora una
bona velocitat de creixement. Durant les 3 primeres hores els cultius s'incubaven a
aquesta temperatura, temps requerit per assolir la meitat de la fase exponencial, i
després s'induia I'expressié dels gens recombinants per augment de la temperatura
d'incubacié a 42°C fins a assolir la mdxima concentracié de biomassa, que coincidia
amb el maxim nivell d'activitat. En experiments previs en matrds agitat (Vila et al.,
1994) s'havia determinat que el millor moment per a la induccié per temperatura
d'aquest sistema d'expressio era de l'inici a la meitat de la fase de creixement
exponencial. Els experiments consistien en seguir la corba de creixement
mitjangant mesures d'absorbancia i en determinar I'activitat enzimatica per cada
mostra (apartat 7.5). La concentracié de biomassa s'expressa en grams de pes sec
cel-lular per litre (PSC/I) segons la corba standard que permet convertir densitat

optica en pes sec (1 U DO = 0.43 g PSC).
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Els resultats obtinguts es presenten a la figura 3.2. En aquest experiment la
concentracié de cel-lules augmentava exponencialment fins aproximadament les 6
hores de durada del cultiu, en que s'aturava el creixement entrant-se en la fase
estaciondria, que s'allargava 2 hores més. En aquest punt es donava per acabat

I'experiment sense apreciar-se |'entrada en la fase de mort cel-lular.
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Figura 3.2: Cinética de creixement d' Escherichia coli MC1061/pJCO46 en matras
agitat en medi LB (@) i CAM9 (O). A la figura de |'esquerra es representa la
concentracié de biomassa en g PSC/I. La sageta indica el moment d'induccié per

temperatura a 42°C. A la de la dreta l'activitat B-galactosidasa en U/ml.

Tant el cultiu en medi complex LB com en medi semicomplex CAM9 presenten una
velocitat especifica maxima de creixement 0.68 h'. La concentracié maxima de
biomassa assolida en aquest experiment fou de 0.87 g PSC/l en LB i 0.84 g PSC/I
en CAMO. El recompte de cél-lules viables maxim en aquest experiment fou d'entre
2.1-2.3 x 10° ufc/ml, per tant, no es van apreciar diferéncies significatives en la
cinetica de creixement en ambddés medis de cultiu. El fet que I'aturada del
creixement fos simultdnia, tant en LB com en CAM9, suggeria que el factor
causant d'aquesta aturada podia ser el mateix per ambdds cultius, ja sigui un

factor nutricional o bé de tipus fisic-quimic.

Pel que fa a I'expressié de la proteina recombinant, al final del cultiu, després de 8
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hores d'incubacié s'havien obtingut un maxim de 7543 UI/ml d'activitat B-
galactosidasa en LB i 4234 UI/ml en CAM9. L'activitat especifica mdxima
resultant fou de 8670 U/g PSC en LB i 5040 U/g PSC en CAMS9. El valor maxim
d'activitat coincidia amb la concentracié de biomassa maxima a les 8 hores de

durada del cultiu després de 3 hores d'induccié.

Medi de cultiu Biomassa Activitat B-gal. Activitat B-gal. sp.
LB 0.87 g PSC/I 7543 U/ml 8670 U/g PSC
CAM9 0.84 g Psc/I 4234 U/ml 5040 U/g PSC

Taula 3.1: Concentracié de biomassa, activitat B-galactosidasa i activitat B-
galactosidasa especifica maximes dels cultius realitzats en matras en medi LB i

CAMO per la soca d'Escherichia coli MC1061/pJCO46.

El titol de proteina recombinant assolit en aquest experiment, és a dir, els nivells
d'activitat B-galactosidasa especifica en LB i CAM9, per una mateixa concentracié
de biomassa, variaven en quasi en un 44% a favor del cultiu realitzat en LB.
Aquests resultats poden indicar que el major contingut en aminodcids i vitamines
del medi LB permetia a la cél-lula sintetitzar amb més facilitat la proteina

recombinant.

Els resultats obtinguts suggereixen que el cultiu en medi LB és apte, tant pel
creixement com per a l'obtencié de proteina recombinant, almenys en les
condicions en que es va dur a terme I'experiment. D'aquesta manera es va plantejar
realitzar I'estudi del creixement d'aquesta soca en bioreactor en aquest medi de
cultiu, per tal de comparar-ne els resultats. Amb aixo es proposava eliminar, com a
minim, les possibles limitacions inherents del cultiu en matras. També es va optar
per no induir per temperatura |'expressié de gens en el mateix bioreactor i, en
canvi, induir independentment aliquotes del cultiu, per tal que I'augment de

temperatura no suposes un factor addicional d'aturada del creixement.
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Per altra banda, d'aquesta manera, es podria veure quin era el millor moment del

cultiu per a fer la induccié.

3.3. CULTIU DISCONTINU D'Escherichia coli MC1061/pJC0O46 EN
BIOREACTOR EN MEDI COMPLEX LB

Es va realitzar un experiment de cultiu en bioreactor (Biostat-MD amb vas de 2
litres de capacitat) amb la mateixa soca recombinant d' E.coli MC1061/pJCO46.
Les condicions d'operacié del cultiu en bioreactor foren: temperatura 37°C,
concentracié d'oxigen dissolt del 50 % del valor de saturacié inicial amb control del
valor programat mitjangant la variacio de la velocitat d'agitacié (entre 500 i 700
rpm), cabal d'aire d'entrada esteéril de 2 vvm (volum d'aire/volum de medi per
minut), pH 7.0 amb control per addicié amb NaOH 3.5M i HClI 1IM. També es
disposava d'un sistema de control d'escuma per addicio d'un agent quimic
antiescumant. El medi de cultiu anava suplementat amb els antibiotics
corresponents: ampicil-lina 100 ug/ml i estreptomicina 25 pg/ml, per mantenir una
pressié selectiva sobre el clon recombinant que permetés evitar la segregacio
plasmidica al llarg del cultiu. Un cop inoculat el bioreactor (10% v/v) s'anaven
prenent mostres al llarg del procés. Es va determinar la concentracié de biomassa,
el nombre de cél-lules viables i la segregacio plasmidica durant el cultiu per a cada

mostra.

En aquest primer experiment es va optar per no induir I'expressio del gen lacZ de
la B-galactosidasa a 42°C durant el desenvolupament del propi cultiu per a no
pertorbar les condicions de creixement, i per tant, la temperatura es va mantenir
a 37°C durant tot el procés. No obstant, algunes mostres es van posar a induir en
matras agitat en un incubador a 42°C durant 2 hores per comprovar els nivells

d'activitat assolits.
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El resultats d'aquest experiment es mostren a la figura 3.3. Els parametres
representats en la figura de temperatura, pH i pO; sén els d'un dels tres cultius
realitzats, el que es considera més representatiu, mentre que els valors de
concentracié de biomassa sén la mitjana dels tres cultius. Les barres d'error

representen la desviacié estandard.

Com es pot apreciar en la figura, en les condicions d'operacié en que es van
realitzar els cultius, es van poder mantenir durant tot el procés els valors
programats de temperatura, pH, i pO.. La velocitat d'agitacié i el cabal d'aire
subministrat van permetre mantenir el cultiu en condicions aerobiques durant tot
el procés de creixement en els tres cultius realitzats: la pO2 no va baixar del 50 %
de saturacié. El controlador de pH va permetre, per addicié d'acid, que les cel-lules

es trobessin permanentment en el seu rang de pH optim pel creixement.
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Figura 3.3: Evolucié dels principals parametres fisico-quimics (temperatura,
velocitat agitacio, pH, i pO>) i de la concentracié de biomassa (en g PSC/I) durant
el cultiu en discontinu d'Escherichia coli MC1061/pJC0O46 en medi complex LB a

37°C de temperatura.
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En aquestes condicions es va obtenir, després de 8 hores d'incubacié, una
concentracié de biomassa maxima de 1.47 g PSC/I. El recompte de cel-lules viables
va arribar a un valor maxim de 4,5 x 10° ufc/ml. Els cultius presentaren tots un
creixement de tipus exponencial entre les 2 i 4 hores de durada del cultiu. La
velocitat especifica maxima de creixement fou de 0.80 h™. El cultiu entrava a la
fase estaciondria de creixement a partir de les 5 hores de durada, i a partir de les
7 hores s'apreciava una lleugera disminucié en el nombre de ceél-lules fins a un valor

de 1.2 x 10° ufc/ml al final de I'experiment.

Respecte als anteriors experiments en matras, el cultiu en fermentador havia
permeés incrementar en un 61% la concentracié de cél-lules. De I'analisi de
I'expressié de B-galactosidasa en les diferents aliquotes, es va observar que la
maxima activitat es produia en el moment que la concentracié de cel-lules era
maxima, a les 6 hores, assolint-se un titol de 10890 U/ml d'activitat -
galactosidasa, el que representava un increment del 69 % respecte el titol del
cultiu en matras agitat. L'activitat especifica es va situar al voltant de les 7723
U/g PSC, valor lleugerament inferior a l'obtingut en el darrer experiment de cultiu
en matrds en el mateix medi de cultiu LB. Per altra banda, no es va detectar

segregacié plasmidica al llarg del cultiu.

Dels resultats obtinguts, tenint en compte que la realitzacié del cultiu en
fermentador ha permes controlar les variables ambientals bdsiques, es fa la
hipotesis que el creixement cel-lular s'ha aturat degut a l'exhauriment d'algun
nutrient essencial. Com que tant la composicié inicial i I'andlisi detallat dels brous
de fermentacié en medis rics, com el medi LB, és forga complicat tenint en compte
la complexitat del medi i, no es pot realitzar un seguiment de cadascun dels
components de manera rutindria, es va optar, per comprovar aquesta hipotesi
realitzant un cultiu discontinu-alimentat en que s'addicionava medi fresc per
intentar superar la possible limitacié deguda a I'esgotament del substrat al brou de

fermentacié.
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3.4. CULTIU DISCONTINU-ALIMENTAT D’'Escherichia coli
MC1061/pTCO46 EN MEDI COMPLEX LB

Per tal de realitzar un experiment de cultiu discontinu-alimentat es va equipar el
bioreactor amb una bomba de membrana (FE-211-B.Braun Biotech) que permetia
I'addicié de medi fresc de forma acurada en un rang de cabals entre 6 i 6000 ml/h.
Es va provar com a estratégia d'alimentacié I'addicié de medi concentrat 20
vegades (LB 20X) en perfil exponencial, des de 50 ml/h a l'inici de la fase
d'alimentacié i increments de 25 ml/h fins arribar a 250 ml/h al final del procés.
Es va emprar la mateixa soca i condicions de cultiu que en l'anterior experiment de
cultiu en bioreactor. A la figura 3.4 es representa l'evolucié dels principals

parametres d'aquest experiment.
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Figura 3.4: Parametres de seguiment del cultiu de la soca E. coli MC1061/pJCO46
en LB a 37°C. Addicié de LB concentrat 20X progressivament des de 50 ml/h fins

a 250 ml/h. L'alimentacié de medi fresc comenca a les 3.5 h. d'edat del cultiu.

Durant els cultius d'aquest experiment es van mantenir els valors de consigna tant
de pH com de pO:; al llarg de tot el procés. La pO; es va poder mantenir variant la
velocitat d'agitacié de manera automdtica entre 250 rpm, velocitat d'agitacid

inicial, i aproximadament 500 rpm al final del procés. L'addicié de medi fresc
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concentfrat es va iniciar a les 3.5 hores de durada del cultiu, just quan es va
detectar una disminucié de l'increment de la velocitat d'agitacié. Aquest fet
indicava una disminucié de la taxa de consum d'oxigen, i s'associava a un signe de
que comengava a haver-hi alguna limitacié, atribuida a I'exhauriment d'algun
nutrient. Aquest factor limitant es reflectia en una disminucié del consum global
d'oxigen per part de la poblaciéo bacteriana, fet que es traduia en una lleugera
disminucié de la velocitat d'agitacid. En el moment d'iniciar I'alimentacié shavia
assolit una concentracié de biomassa de 1.27 g PSC/I. A partir d'aquest moment la
poblacié va seguir augmentant fins assolir una concentracié maxima de 3.87 g
PSC/| entre les 6 i les 8 hores de durada del cultiu, després d'aproximadament 3
hores d'addicié de medi fresc concentrat. La velocitat especifica maxima de
creixement va ser de 0.76 h™! entre les 2 i 5 hores. Posteriorment, tot i sequir
alimentant amb medi fresc concentrat, aquesta anava disminuint progressivament
fins aturar-se per complert el creixement. El recompte de cel-lules viables dona un
valor maxim de 7,0 x 10° ufc/ml coincidint amb el valor de concentracié de

biomassa maxim.

Aquest resultats suggerien que hi podia haver algun factor, diferent a
I'esgotament d'un substrat del medi, que impedia a les cel-lules continuar amb el

ritme de creixement de la fase exponencial.

L'andlisi dels nivells d'expressio del gen recombinant, per induccié per temperatura
a 42°C d'aliquotes de les darreres mostres, va resultar en valors maxims
d'activitat B-galactosidasa de 24.876 U/ml a les 8 hores. L'activitat especifica
resultant fou de 6427 U/g PSC, lleugerament inferior a I'obtinguda en el cultiu
discontinu de I'experiment anterior. Aquest resultat esta d'acord amb observacions
fetes per altres autors, que han descrit com al augmentar la concentracié de
biomassa per moltes soques d'Escherichia coli recombinants, disminueix la
productivitat especifica de proteines recombinants (DeLisa, 2000), tal i com s'ha

pogut apreciar en els anteriors experiments.
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Mitjangant aquesta estratégia es va poder millorar la concentracié de biomassa
final fins a 3.87 g PSC/I en cultiu discontinu-alimentat, el que suposava un augment
en la concentracié de biomassa del 36 % respecte el cultiu en discontinu en medi
LB. La induccié per temperatura d'aliquotes del cultiu permetia obtenir un 43% més
de proteina recombinant, tot i obtenir-se menor productivitat especifica (una

disminucio del 16%).

L'estratégia d'addicio de medi fresc concentrat, utilitzada en aquest experiment,
no va permetre assolir concentracions de biomassa superiors a les descrites a la
bibliografia per cultius en discontinu en medis complexes de fins a 10 g PSC/I
(Riesenberg, 1991). Per una altra banda, I'is d'un medi complex no permetia I'andlisi
detallat de la utilitzacié de nutrients (aminodcids, vitamines..) per part de les
cellules i, per tant, es feia dificil esbrinar quin podia ser el factor metabdlic
limitant del creixement, si és que aquest era un nutrient que s'exhauria al llarg del

cultiu.

Per tant, per caracteritzar d'una manera racional i millorar el procés, convindria
monitoritzar en linia el creixement a través d'alguna variable directament
relacionada amb aquest, per tal de controlar-lo, mantenint la taxa especifica de
creixement baixa i constant durant el procés i augmentant aixi la durada del cultiu
(Robbins i Taylor, 1989). Quan s'utilitzen medis complexes suplementats amb
glucosa com a font addicional de carboni convé reduir drdsticament la velocitat
especifica de creixement per prevenir la limitacié del creixement per acumulacié
de subproductes (Rinas et al. 1989). L'is de medis complexes, no obstant, no
permet regular facilment la velocitat de creixement, i és per aixo que es fa molt

dificil obtenir bons rendiments en aquest tipus de cultiu.
Els treballs descrits a la bibliografia per altres grups en aquest tipus de medis rics

mostren també una gran variabilitat en termes de concentracié de biomassa final

obtinguda. Per exemple, en un cultiu d'E.coli K12 recombinant que expressava un
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antigen de la maldria, el cultiu en medi ric suplementat amb una dosi extra
d'extracte de llevat va permetre assolir una concentracié de biomassa de fins a 5
g PSC/| (Zabriskie et al. 1987). Lee i col-laboradors (Lee et al. 1987) presentaven
com a resultat del cultiu d' E. coli salvatge, I'obtencié de 27 g PSC/| en un cultiu
discontinu-alimentat amb addicié de casaminodcids i glucosa. Fass i col-laboradors
(Fass et al. 1987) van obtenir en cultiu discontinu-alimentat amb un medi LB
suplementat amb glucosa, sals inorganiques de fosfor i magnesi i elements traga

metadl-lics, fins a 40 g PSC/I d'una E. coli salvatge.

Per tal de poder realitzar un seguiment correcte del procés, s’hauria de tornar a
I'ds de medis de composicié coneguda i més definida com sén els medis
semicomplexes i els medis minerals salins, de composicié completament definida.
L'ds d'aquests medis hauria de permetre caracteritzar millor fisioldgicament el
cultiu, i aixi, esbrinar exactament les causes de |'aturada del creixement. Mentre
els medis de composicié definida son els preferits per a estudis de caire fisiologic
i metabolic, els medis complexes son els preferits en aplicacions industrials,

precisament per el seu inferior cost i millor creixement (Diaz-Ricci et al. 1990).

3.5. CULTIU DISCONTINU D'Escherichia coli K12 EN MEDI
SEMICOMPLEX CAM9

Per seguir amb la caracteritzacié del creixement d'Escherichia coli, es va decidir
utilitzar de nou el medi semicomplex CAM9 emprat en els primers experiments en
matras. L'analisi dels metabdlits del brou de fermentacié i el seguiment del consum
del substrat principal, la glucosa, hauria de permetre un millor seguiment del
procés. Interessava esbrinar els motius pels quals les cél-lules d'Escherichia coli
deixaven de créixer a partir d'un determinat moment, proposar possibles solucions
i aplicar-les per millorar l'eficiéencia del procés. Aquesta consideraciéo va fer
replantejar de nou I'eleccié del medi cultiu més apropiat pel creixement i expressio
de productes recombinants. L'is de matrassos agitats com a pas previ al cultiu en

bioreactor havia conduit a conclusions erronies. L'eleccié del medi LB, que s'havia
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basat en els resultats de nivell d'activitat en cultius en matras, havia portat a
escollir-lo com a medi apte pel creixement i d'obtencié de B-galactosidasa. No
obstant, els resultats obtinguts amb aquest medi de cultiu no havien permés
obtenir una caracteritzacio fisiologica del comportament i les dades obtingudes no
eren concloents, doncs, les propies limitacions del cultiu en matras agitat podien
amagar alguns resultats que, en bioreactor, conduirien a conclusions totalment
diferents a les esperades. Com que el que s'intentava esbrinar era l'efecte del medi
en el creixement es va optar per cultivar una soca salvatge d'Escherichia coli
(Escherichia coli K12: CGSC#5073) per evitar l'interferencia del sistema
d'expressié de gens recombinants de la soca MC1061/pJCO46, que suposa una
carrega addicional pel metabolisme, ja que es tracta d'un plasmidi d'expressié
multicopia que s'autoreplica utilitzant tant la maquinaria enzimdtica de la cél-lula

hoste, com els recursos que disposa aquesta per el creixement.

Es va realitzar un primer experiment en medi semicomplex CAM9 amb una
concentracié de glucosa del 15 g/l. Si es considera que els medis complexes son
aptes per a iniciar el creixement pero no per a sostenir-lo i perllongar-lo, degut a
que la cél-lula no estd adaptada a aquestes situacions d'excés de nutrients, I'ls
d'aquest medi de cultiu semicomplexe hauria de comportar millorar les condicions

de creixement.

Les condicions d'operacié per aquest experiment de cultiu en bioreactor foren les
habituals en aquesta tanda d'experiments: temperatura 37°C, pH 7.0 amb addicié
de NaOH 7M i HCI IM, i control de la pO; al 30% per control amb variacié de la
velocitat d'agitacio entre 300 i 900 rpm. El cabal de subministrament d'aire es
mantenia constant a 1 vwm. A la figura 3.5 A es presenta I'evolucié pel que fa a la
concentracié de céllules i de glucosa d'aquest experiment. Els parametres
temperatura, pO; i pH del procés no es mostren en endavant per facilitar la
interpretacio grafica dels resultats, ja que es mantenen controlats en el seu rang

optim al llarg del procés.
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Figura 3.5 A: Evolucié de la concentracié de biomassa i de la concentracié de
glucosa durant un cultiu d'Escherichia coli K12 en medi semicomplex CAM9 amb 15

g/1 de glucosa com a font de carboni.

El cultiu discontinu de la soca K12 d' Escherichia coli en medi CAM9 va permetre
obtenir una concentracio maxima de biomassa de 9.51 g PSC/| en 8 hores de cultiu,
valor que estava en concordancia amb els referenciats anteriorment a la
bibliografia per aquest tipus de procés, com ja s’ha exposat préviament. La
velocitat especifica maxima de creixement fou de u = 0.89 h™ que correspon a un
temps de duplicacié d'aproximadament 46 minuts. El recompte de cél-lules viables

dona un valor maxim de 9.1 x 10° ufc/ml.
Les andlisis dels metabolits del brou de fermentacié per HPLC van permetre

obtenir el perfil de consum de glucosa i de produccié de metabdlits al llarg de tot

el cultiu, que es presenta a la figura 3.5 B:
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Figura 3.5 B: Evolucié de la concentracié de subproductes del metabolisme
cel-lular durant el cultiu d'Escherichia coli K12 en medi semicomplexe CAM9 amb 15

g/| de glucosa com a font principal de carboni.

Com es pot observar en la grafica anterior, el cultiu de cél-lules es va mantenir en
fase de creixement exponencial des de les 2 hores fins que es va esgotar la
glucosa del medi, a les 8 hores de cultiu. Paral-lelament i, practicament des de
I'inici del cultiu, es van anar acumulant al brou de fermentacié una série de
subproductes metabolics. Els subproductes detectats en aquest cultiu foren
acetat, succinat, lactat i etanol en ordre decreixent de concentracié. Les
concentracions maximes d'aquests subproductes van ser: 1,27 g/l d'acetat, 0.87 g/I
de succinat, 0,80 g/| lactat i 0.73g/| d'etanol, entre les 5 i 6 hores de durada del
cultiu. L'acetat és, doncs, el subproducte majoritari del metabolisme aerobic, per
aquesta soca, en aquest medi i condicions de cultiu, i representa quasi el 12% de la
glucosa consumida. A partir de les 5 hores de cultiu s'observa que la concentracié
d'aquests dacids organics anava disminuint. Aquest fet indicava que al esgotar-se la

glucosa, les cel-lules van comengar a consumir els subproductes presents en el
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medi, tot i que aixd no va suposar un augment net significatiu de la concentracio de
biomassa.

En aquest experiment quasi un 20% de la glucosa consumida s'havia destinat a la
formacio d'aquests subproductes del metabolisme enlloc de destinar-se a la
formacié de biomassa cel-lular. Aquests resultats suggerien que I'elevada velocitat
de creixement obtinguda i I'elevada concentracié de glucosa inicial al medi de cultiu
podien ser, en part, els responsables de la formacié de subproductes a Escherichia
coli i, representaven de fet, la primera referencia en l'objectiu de caracteritzar el
creixement d'aquest bacteri, ja que I'acumulacié de subproductes al medi podia
significar un factor d'inhibicié del creixement. Esta descrit que, incldés en
condicions de creixement aerobic, s'acumulen al brou de fermentacié acetat i
altres subproductes del metabolisme quan hi ha glucosa en excés al medi
(Andersen i von Meyenburg, 1980; Rinas et al. 1989). Per un altre costat, la
formacié d'acids per Escherichia coli, principalment acetat, es correlaciona en

altres treballs amb I'elevada velocitat de creixement (Majewski i Domach, 1989).

Una possible explicacié a la causa de la formacié d'aquest subproductes seria que,
tot i haver-se mantingut la concentracié d'oxigen dissolt al medi de cultiu, les
cel-lules no haguessin pogut obtenir I'energia necessaria pel creixement per
respiracié, és a dir per fosforilacié oxidativa, i que la formacié dels subproductes
observada en el darrer experiment fos deguda a l'obtencié d'energia per
fermentacio, enlloc de per respiracié. No obstant, basant-se en la informacié
bibliografica disponible es va descartar aquesta hipotesi: segons la velocitat de
creixement de les cél-lules, tot i mantenir-se el tant per cent d'oxigen dissolt al
medi, pot donar-se una limitacio en la utilitzacié de I'oxigen, ja que hi ha una taxa
maxima d'utilitzacié per sobre de la qual la cél-lula no pot utilitzar-lo, encara que
n'hi hagi de disponible (Varma et al. 1993). El manteniment de les condicions
operatives que permeten a les cel-lules créixer en condicions totalment aerobiques
és d'especial rellevancia si el microorganisme que es vol cultivar és de metabolisme

anaerobic facultatiu com Escherichia coli. Quan l'oxigen esdevé limitant, primer
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apareix acetat, i posteriorment acid formic, etanol i lactat (Varma et al. 1993). En
general en un cultiu discontinu d'Escherichia coli amb qualsevol font de carboni com
a substrat i a velocitat de creixement entre 0.2 i 1.0 h™ el consum d'oxigen és quasi
idéntic: 10-20 mmols /g PSC-h (Andersen i von Meyenburg, 1980). Aquest fet
indica que arriba un moment en que la respiracié funciona al limit i que la cél-lula,
encara que tingui més recursos, no pot augmentar més la seva capacitat
respiratoria i per tant oxidativa. El valor de consum maxim d'oxigen per
Escherichia coli és de 20 mmols/g PSC - h (Varma et al. 1993). El valor minim que
es considera per entrar en condicions anaerobies és de menys de 1 mmol/g PSC-h.
La transferéncia d'oxigen al medi depen de la temperatura, composicié del medi i
condicions d'operacié (cabal d'aire i velocitat d'agitacid) perc es pot considerar
que, en sistemes com l'utilitzat en aquest treball i, en les condicions d'operacié
imposades durant el cultiu (control de la pO, per agitacié en cascada i 1 vwm de
cabal d'aire), el valor de transferéncia d'oxigen és d'entre 50 i 100 mmol O, /I -h
(Andersen i von Meyenburg, 1980). Aixo permetia eliminar la limitacié d'oxigen a
les cel-lules per factors externs, i per tant, assegurar que la formacié de

subproductes metabolics no era deguda a una manca d'oxigen.

Tot i que els experiments anteriors havien permes caracteritzar el comportament
d'Escherichia coli en cultius en suspensid, encara no es podia donar resposta a les
causes que feien que durant el creixement aerobic es produissin subproductes
metabdlics i si aquests podien ser, suposadament, responsables de l'aturada
observada del creixement. Si s'observen les principals rutes metaboliques, es

poden establir hipdtesis per explicar les causes de la formacié de subproductes.
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Figura 3.6: Esquema de les vies centrals del metabolisme de la glucosa a
Escherichia coli. La via principal d'oxidacié de la glucosa és la glucdlisi, el cicle de
les pentoses i el cicle dels acids tricarboxilics (CAT). S'indica també la principal
entrada d'aminoacids (esquelet carbonatat) al CAT. Amb negreta s'indiquen els

subproductes metabolics de I'oxidacié parcial de la glucosa.
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En la glucolisi, per mitja d'un serie de reaccions, es degrada una molecula de
glucosa donant lloc a dues molécules de piruvat. Durant aquesta seqiiéncia de
reaccions part de I'energia lliure que cedeix la glucosa, es conserva en forma d'ATP
per fosforilacié a nivell de substrat. La glucdlisi és una ruta central de la
degradacié de la glucosa, quasi universal per a tots els organismes, tant en
condicions aerdbies com anaerobies. La fosforilacié a nivell de substrat és el
mecanisme principal d'obtencié d'energia en anaerobiosi. En aquestes condicions
s'obtenen 2 molécules d'ATP i 2 de NADH; per cada molécula de glucosa, ja que el
el cicle dels acids tricarboxilics (CAT) no pot tancar-se i opera bdsicament com a
mecanisme generador de precursors de biosintesi. En la respiracid, el piruvat
produit en la glucdlisi pateix una deshidrogenacié i una descarboxilacié, obtenint-se
Acetil-CoA i CO,. L'Acetil-CoA entra a continuacié al CAT, on al cedir el grup acetil
a l'oxalacetat produeix una molécula de citrat. Després d'una série de reaccions
que rendeixen principalment poder reductor en forma de 6TP, NADH; i FADH;, es
torna a convertir en oxalacetat que pot ftornar a acceptar un grup acetil i aixi,
seguir circulant pel cicle. Els productes del CAT sén, després de passar per la
cadena de transport d'electrons, el CO,, I'H,O i energia en forma de poder
reductor, que genéricament ve representat pel NADH. En aquestes condicions es
generen 32 molecules d'ATP per cada molécula de glucosa oxidada gracies al

mecanisme de fosforilacié oxidativa.

Cal ressaltar que tant l'oxalacetat del CAT com |'Acetil-CoA provinent del piruvat,
han de trobar-se en quantitats estequiomeétriques per circular a través del CAT. Si
el primer no pogués fer front a la quantitat d'Acetil-CoA a tractar degut al buidat
del CAT per a funcions de biosintesi, com seria la sortida de citrat per donar acids
grassos, el cicle s'aniria extingint gradualment. En els casos de buidat de
productes intfermedis del cicle (com per exemple en cultius en medis definits on
s’han de sintetitzar tots els aminodcids) sén de vital importancia les reaccions
anaplerotiques, és a dir aquelles que reomplen el cicle amb intermediaris. L'Acetil-

CoA és l'lnic substrat del cicle que pot oxidar-se per complert, mentre que cap
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altre intermediari del cicle pot fer-ho completament. Aquest poden, com a molt,
oxidar-se fins a oxalacetat. Una part de les molecules de NADH, i FADH;
generades en el CAT s'utilitzen per a funcions de biosintesi i manteniment dels
nivells de cofactors, pero la gran majoria serveix per a regenerar enllagos fosfat
rics en energia en el procés de fosforilacié oxidativa que té lloc en la cadena de
transport d'electrons. L'acceptor d'electrons és I'oxigen molecular. Normalment, el
CO; i I'H20 sén els productes metabolics finals de la respiracié per la majoria de
microorganismes. No obstant, Escherichia coli presenta, com a productes finals de
la respiracié, subproductes de la oxidacié incompleta de nutrients, com s’ha pogut

observar experimentalment en el darrer experiment de cultiu.

Del quadre metabolic presentat, es pot observar com els subproductes metabdlics
es produeixen bdsicament a la part final de la glucdlisi, a partir del piruvat, i també
a partir de I'Acetil-CoA, substrat principal del cicle dels acids tricarboxilics.
Aquest punt del metabolisme és un punt clau doncs és el nexe d'unié entre les vies
de degradacio i les de subministrament de precursors per a funcions de biosintesi.
Aquest fet suggereix que hi podria haver un desacoblament entre unes i altres

funcions del metabolisme.

3.6. CULTIU DISCONTINU-ALIMENTAT D'Escherichia coli
MC1061/pJCO46 EN MEDI CAMSE

Per tal de continuar explorant les possibilitats de I'estratégia de cultiu-discontinu
emprada en el darrer apartat, es va realitzar un cultiu discontinu-alimentat en
medi CAM9E amb 20 g/l de glucosa inicial i, en el que s'addicionava de manera
intermitent glucosa (solucié de glucosa concentrada al 50% p/v), casaminoacids
(solucié concentrada al 20% p/v), sals de magnesi i calci, oligoelements (solucid
concentrada 1000 vegades). El volum inicial era de 1.5 litres de volum. En aquest
experiment es va utilitzar de nou, la soca d'Escherichia coli recombinant
MC1061/pJCO46 emprada en el darrer cultiu discontinu-alimentat en medi LB. Les

condicions d'operacié i criteris de control van ser els mateixos que en els
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experiments previs: 37°C de temperatura, pH 7.0, i pO; al 30% de saturacié, amb
un cabal inicial d'aire d'l vvm. L'addicié de glucosa i casaminodcids es va realitzar
de manera discontinua seguint el criteri de la disminucié de la velocitat d'agitacio
com a parametre indicador de la demanda metabolica. La resta de components
minerals es van anar afegint a mesura que avangava el cultiu, un cop s’havia assolit
la concentracié de biomassa maxima de |'experiment anterior, per tal de reposar
les concentracions inicials del medi, en cas que s'haguessin exhaurit.

A la figura segiient es mostra l'evolucié d'aquest cultiu.
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Figura 3.7: Evolucié del cultiu discontinu-alimentat d'Escherichia coli

MC1061/pJC0O46 en medi CAM9 amb 20 g/I de glucosa i addicié d'una solucié

concentrada de glucosa (50% p/v), casaminoacids (20% p/v) i sals minerals.

En aquest cultiu, I'estratégia d'addicio de glucosa i casaminoacids va permetre
assolir la maxima concentracié de biomassa: 15.7 g/l de pes sec cel-lular en 24
hores de cultiu. La concentracié de biomassa va anar augmentant exponencialment
des de les 6 fins les 14 hores, assolint-se una velocitat especifica maxima de
creixement de 0.71 h'. El recompte de cél-lules viables va donar valors dentre 3.3

xi4.2 x10" ufc/ml a les 24 hores.
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Per tal de mantenir el valor d'oxigen dissolt al 30% es va haver d'augmentar el
cabal de subministrament d'aire des de 1.0 Ipm inicials fins a 8 Ipm a les 8.5 hores,
moment en que l'agitacié havia assolit el seu valor maxim de 900 rpm.
Posteriorment es va haver d'enriquir el corrent amb oxigen pur, a partir de les 9
hores per tal de mantenir el valor de consigna. Per mantenir el valor de pH es van
haver d'addicionar 80 ml de NaOH 7M En total es van realitzar 4 addicions de
glucosa (solucié concentrada 50%p/v) i casaminoacids (solucié al 20% p/v): a les 7
hores (5 ml de glucosa i 20 ml de CAA), 10 hores (10 ml de glucosa i 20 ml de CAA),
14 hores (20 ml de glucosa i 20 ml de CAA) i 22 hores (20ml de glucosa i 20 ml de
CAA). L'addicié de sals es va realitzar en una sola vegada a les 14 hores (15 ml). En
total es van consumir uns 70 grams de glucosa. La darrera addicié ja no va
permetre augmentar la concentracié de biomassa, i per tant es va donar per acabat
I'experiment a les 25 hores de durada. Durant el cultiu es va acumular al medi fins
a 10 g/l d'acetat, valor que es va obtenir a les 23 hores de durada del procés. Els
valors de succinat, lactat i etanol es van mantenir a nivells per sota dels 2 g/| de

concentracié al llarg de tot el procés.

Pel que fa a I'andlisi de I'expressié del gen lacZ recombinant, la induccié d'aliquotes
del cultiu va permetre obtenir, coincidint amb la maxima concentracié de biomassa
assolida (19.7 g PSC/I), un titol maxim d'activitat B-galactosidasa de 90.867 UI/ml,
tot i que la segregacié plasmidica, malgrat la pressié selectiva dels antibiotics
emprats (ampicil-lina i estreptomicina), va arribar a assolir valors del 35% en el
pitjor dels casos. L'activitat especifica de proteina recombinant va assolir valors
maxims de 4636 U/g PSC. El valor més baix d'activitat maxima en aquest
experiments fou de 46.595 UI/ml, amb una concentracié maxima de biomassa de

15 g PSC/I. En aquest cas l'activitat especifica es situa al voltant de 3100 U/g PSC.
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Per dltim, per tal de comparar el comportament en diferents medis i continuar
caracteritzant la fisiologia d'Escherichia en cultiu, es va plantejar realitzar un
cultiu en un medi completament definit, és a dir, sense cap font de tipus complex.
Escherichia coli pot sintetitzar-se totes les molecules necessdries per al
creixement a partir de sals inorganiques i una font de carboni. Es pretenia veure si
en aquestes condicions, el comportament era similar a I'observat en medis amb
fonts complexes i glucosa, on s'assolien elevades velocitats de creixement. També
es volia comparar el comportament de la soca salvatge enfront la soca

recombinant.

3.7. CULTIU DISCONTINU D'Escherichia coli K12 I Escherichia coli
MC1061/pJCO46 EN MEDI DEFINIT MSE

El medi de cultiu escollit en aquest experiment fou el medi minim M9E amb 15 g/I
de glucosa com a Unica font de carboni i energia (el medi M9E, com s'exposa a a
I'apartat de materials i métodes, és un medi que a partir del M9 s’ha enriquit amb
sals d'amoni i elements traca metal-lics per tal d'afavorir el creixement). Les
condicions d'operacié del bioreactor foren les mateixes que en els anteriors
experiments: 37°C de temperatura, pH 7.0 controlat amb NaOH 3.5M i pO; al 30%
de saturacié amb aire amb control en cascada amb la velocitat d'agitacié i 1 vvm de

cabal d'entrada d'aire.
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Figura 3.8: Evolucio de la concentracié de biomassa, glucosa i acetat durant un

cultiu d'Escherichia coli K12 en medi mineral definit amb 15 g/| de glucosa.

Després de 7 hores de durada del cultiu la concentracié de biomassa maxima
assolida en aquest experiment fou de 4.45 g PSC/I. La velocitat especifica maxima
de creixement fou de 0.73 h' que correspon a un temps de duplicacié
d'aproximadament 57 minuts. La glucosa s'havia consumit completament al produir-
se l'aturada del creixement. El rendiment del creixement fou de 0.3 g PSC/g
glucosa. Pel que fa a la generacié de subproductes del metabolisme es va poder
observar com l'acetat s'excretava al medi des de ben aviat i, la seva concentracié
va augmentar proporcionalment a I'augment de concentracié de biomassa i a la de
desapariciéo de glucosa. La concentracié final maxima d'acetat fou de 0.91 g/I.
Aquest valor representa entre un 55 i un 6 % de la glucosa total consumida
(0.055-0.060 g acetat/g glucosa). Tot i que es va obtenir un rendiment de
formacié d'acetat similar que en l'anterior experiment de cultiu discontinu en medi
CAM9, en aquest experiment aquest acid fou I'Unic subproducte detectat, per tant,
s'havia destinat menys glucosa a la formacié de subproductes. Aparentment, a
major complexitat del medi de cultiu i, per tant, a major disponibilitat de
nutrients, major és el colapse metabolic a nivell de la glucolisi i el CAT. En medis

complexes, com LB, els aminoacids del medi s'incorporarien al CAT com a
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intermediaris del cicle saturant la seva capacitat d'absorbir I'acetil-CoA generat en
la glucolisi, i forgant la cél-lula a dissipar I'excés en forma d'acetat. En medis
definits, com el medi M9E, la cél-lula podria aprofitar millor la glucosa i generar
nova biomassa sense haver de produir subproductes metabdlics, com els observats

en els anteriors experiments.

En el seglient experiment es presenten els resultats d'un cultiu en les mateixes
condicions que l'anterior pero, de nou, amb la soca d‘Escherichia coli
MC1061/pJCO46. Es pretenia apreciar la diferencia de comportament entre
ambdues soques pel que fa al creixement i excrecié de subproductes. Es van
realitzar una série de cultius amb aquesta soca recombinant d' E. coli, en les
mateixes condicions de cultiu discontinu aerobic amb 15 g/l de glucosa com a Unica
font de carboni i energia. A la figura 3.9 es mostra l'evolucié de les variables

d'aquest experiment.
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Figura 3.9: Evolucié de la concentracié de biomassa, glucosa i acetat durant el
cultiu d'Escherichia coli MC1061/pJCO46, amb medi mineral definit amb 15 g/l de

glucosa com a Unica font de carboni.
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En aquest experiment la concentracié de biomassa assolida al final del cultiu,
després de 8 hores d'incubacié fou de 4.9 g PSC/I, valor que indica que un 32 % de
la glucosa consumida es va destinar a biomassa. La velocitat especifica de
creixement maxima fou de 0.70 h™. La formacié d'acetat fou de quasi el doble que
en la soca salvatge: es van obtenir 1.8 g/l d'acetat, mentre que en l'anterior
experiment amb la soca salvatge aquest valor era de 0.91 g/I. Aquest valor suposa
un 14% de la glucosa total consumida (0.14 g acetat/g glucosa), mentre que per la
soca salvatge era del 6% (0.06 g acetat/g glucosa). Respecte la concentracié de
biomassa aquest valor suposa 0.49 g acetat/g PSC mentre que en la soca salvatge
s’havien obtingut 0.16 g acetat/ g PSC. Els valors de rendiment de formacié
d'acetat a partir de glucosa estan dins el rang descrit a la bibliografia per
Escherichia coli en condicions de creixement aerobic per aquest tipus de medi de
cultiu: 0.10 a 0.50 g acetat/g PSC (Reiling et al., 1995). Quantitativament, com es
desprén d'aquest darrer experiment en relaciéo al anterior, el rendiment de
formacié d'acetat, en les mateixes condicions de creixement, depén a més a més de

les condicions d'operacié i medi de cultiu, del genotip de la soca.

El titol de B-galactosidasa d'aliquotes induides a 42°C va assolir un maxim de 12861
UI/ml el que representa una activitat especifica de 2624 UI/ g PSC. Aquest valor
suggereix que en aquest tipus de medi definit hi ha menor sintesi de proteina
recombinant que quan s'empren medis amb fonts nitrogenades complexes com sén

els casaminodcids.

Si bé aquests resultats apunten a la produccié d'acetat per E. coli K12 com a
possible responsable de I'aturada del creixement en condicions aerobies i emprant
glucosa com a substrat principal, encara no es podia explicar, de forma raonada, la
causa que feia que la cel-lula produis aquest subproducte del metabolisme. Malgrat
que les condicions del cultiu s’havien controlat per tal que no existis una limitacio
del creixement per manca d'oxigen, les cel-lules excretaven acetat. En principi, la

formacié d'acetat representa un malbaratament de la font de carboni i energia i la
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cél-lula no n'obté, en principi, un benefici directe. L'excrecié d'acetat per E.coli
durant el creixement aerobic en glucosa ha estat identificada com el principal
obstacle de cara a millorar la produccié de proteines recombinants (San et al.
1994). Per tots aquests motius es va decidir estudiar amb més detall el paper del
acetat en el metabolisme d'Escherichia coli. Aquest estudi s'ha efectuat a dos
nivells. En primer lloc, a I'apartat seglient es descriuen els resultats d'una série
d'experiments en que s'intenta correlacionar la concentracié d'acetat amb la
inhibicié del creixement i de I'expressiéo de gens recombinants a Escherichia col.
En segon lloc, es planteja un estudi quantitatiu del metabolisme d'Escherichia coli,
per tal d'establir una interpretacié a nivell intern del funcionament de la cel-lula,
del fenomen d'acumulacié d'acetat en condicions aerobies. Aquest estudi, basat en
I'andlisi dels fluxos intracel-lulars mitjangant un model estequiomeétric es presenta

al capitol 4.

3.8. EFECTE DE L'ACETAT SOBRE EL CREIXEMENT I L'EXPRESSIO
DE GENS RECOMBINANTS A Escherichia coli MC1061/pJCO46

Un cop identificat I'acetat com a principal subproducte del metabolisme aerdbic
del cultiu d' E. coli en medi minim, amb glucosa com a dnica font de carboni i
energia, es volia veure I'efecte de la seva concentracié, tant sobre el creixement
de les cel-lules, com sobre els nivells d'expressié de la proteina recombinant p-

galactosidasa.

Es va realitzar un experiment de cultiu en bioreactor en medi minim i amb
diferents concentracions d'acetat addicionat exdgenament a fi i efecte de
comparar les velocitats especifiques de creixement, la concentracié de biomassa
final obtinguda i els nivells d'activitat enzimatica B-galactosidasa assolits. Es va
preparar un medi minim (M9E) amb 15 g/I de glucosa i es va suplementar amb dcid
acetic a concentracions de 0, 5 i 10 g/l. Abans d'esterilitzar el medi es va ajustar
el pH amb NaOH 7M a 7.0 per tal de corregir les diferencies degudes a I'addicié

de l'acid acetic. Les condicions de cultiu foren: temperatura 37°C, pH 7.0 i pO; al
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30% de saturacio d'Oz, amb control en cascada amb l'agitacié. Per comprovar
I'efecte de l'addicié d'acetat al medi de cultiu sobre I'expressio de gens
recombinants, es van extreure aliquotes de 10 ml de volum a diferents temps, i es
va induir I'expressié dels gens recombinants en un incubador a 42°C i 250 rpm. A la
figura 3.9A es presenten els resultats de la evolucié de la concentracié de
biomassa final obtinguda i a la figura 3.9 B de l'activitat final de la proteina
recombinant obtinguda. En la taula seglient es sumaritzen els resultats dels cultius

realitzats:

Medi cultiu  Biomassa max. Veloc.sp.creix. Activitat B-gal. sp.

M9E 4.6 gPsc/l 0.73 h'! 2542 U/g PSC
M9E+5g/| Ac 2.4 gPsc/ 0.21 h 2159 U/g PSC
M9E+10g/I Ac  0.26 g PSC/I 0.01h 1516 U/g PSC

Taula 3.3: Resultats dels cultius d'Escherchia coli MC1061/pJCO46 en medi M9E
(control), MO9E amb 5 g/l d'acetat i M9E amb 10 g/| d'acetat (Ac) addicionat
exogenament. Efecte sobre la concentracié de biomassa, velocitat especifica de

creixement i activitat B-galactosidasa.

El cultiu control va assolir al cap de 8 hores d'incubaciéo una concentracié de
biomassa de 4.6 g PSC/I. La velocitat especifica maxima de creixement fou de 0.73
h'. L'acetat produit durant aquest periode fou de 1.2 g/l. La concentracié de
biomassa del cultiu d' E coli creixent amb un suplement d'acetat de 5 g/l fou
inferior en quasi un 50% a la del cultiu control: 2.4 g PSC/I. La velocitat especifica
de creixement en aquest cultiu, tot i que en una primera fase no semblava afectada
respecte la del cultiu control, a partir de les 4 hores va disminuir fins a 0.21 h™'. En
aquest moment es detectaven al medi fins a 6 g/l d'acetat, els 5 addicionats
inicialment més 1 g/l produit per la soca durant el creixement. El cultiu amb un

suplement de 10 g/l va presentar un creixement practicament nul al llarg de
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I'experiment (u = 0.01 h™'). En aquest dltim cas, després de 8 hores d'incubacié

només s'havien obtingut 0.26 g PSC/I.

100 —
90 —
80 —
70 —
60 —
50 —
40 — T
30
20 —
10 — -

0 | | |

0 5 10
Acetat (g/l)

(o10BHUBOUOD 9,) BSSEBWOI]

Figura 3.10A: Comparacio en % de la concentracié de biomassa final obtinguda del
cultiu d'Escherichia coli MC1061/pJC0O46 segons l'acetat addicionat exogenament
(0,510 g/l).

Els resultats obtinguts van mostrar com l'acetat acumulat al medi té efectes clars
sobre el cultiu d' Escherichia coli inhibint el seu creixement, com a minim, a partir
de 5 g/l de concentracié. Aquest fet estd d'acord amb el comportament observat
per Escherichia coli MC1061/pJCO46 en cultiu discontinu-alimentat en medi
CAMOE (apartat 3.6), on s’ha pogut apreciar una aturada del creixement quan
s'havien acumulat al medi quasi 10 g/| d'acetat. De fet, a partir de les 14 hores de
durada del cultiu, quan s'havien acumulat al brou de fermentacié 5 g/l d'acetat es
va comengar a apreciar I'efecte d'inhibicid del creixement, fet que es reflexa en la
disminucié de la velocitat de creixement. Per una altra banda, aquests resultats
també estan d'acord amb alguns valors d'inhibicio del creixement d'Escherichia coli
per acetat, referenciats a la bibliografia. L'acetat resulta inhibitori del
creixement, com a minim, a partir de 10 g/l de concentraciéo per uns autors

(Andersen i von Meyenburg, 1980; Pan et al. 1987; Fass et al1989), i a partir de 5
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g/l segons altres autors (Lee et al. 1989). De fet, hi ha soques que podrien ser més
sensibles a la inhibicié per acetat que altres, al igual que es troben productivitats
d'acetat diferents segons la soca, i per tant aquestes concentracions poden
presentar valors molt diferents. S'ha descrit també que, la formacio de
subproductes del metabolisme representa el principal impediment alhora d'obtenir
elevades densitats cel-lulars en cultius d'Escherichia. Les maximes concentracions
de biomassa que es poden assolir si no es retiren els subproductes com l'acetat es
situen al voltant dels 30 g PSC/| (Meyer et al. 1984). Tot i que algunes soques es
veuen menys afectades per la concentracio d'acetat o mostren menor productivitat
especifica de produccié d'acetat, les diferéncies entre soques no sén tant grans
com per permetre I'obtencié d'elevades densitats cel-lulars, sense que el procés de
fermentacio sigui extensament modificat mitjangant estratégies convencionals de
millora, com les ja exposades de cultius en discontinu-alimentat (Luli i Strohl,
1990).

Pel que fa a l'activitat B-galactosidasa, després de la induccié durant 2 hores de les
aliquotes obtingudes dels cultius anteriors en matrds agitat a 42°C i 250 rpm es va
determinar la seva activitat. El valor d'activitat B-galactosidasa es va normalitzar
per la concentracio de biomassa (activitat especifica) per a una millor comparacio

dels resultats (figura 3.10 B).
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Figura 3.10 B: Efecte de l'acetat addicionat exogenament sobre |'expressio de -

galactosidasa recombinant a Escherichia coli MC1061/pJCO46.
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En aquesta figura es mostra el nivell d'activitat especifica final, en percentatge,
per cadascun dels cultius en comparacié amb el cultiu control després de 2 hores
d'induccié a 42°C de l'expressié del gen recombinant. Com es pot apreciar a la
figura 3.10B, I'expressié del gen recombinant de la B-galactosidasa es veu també
afectada per la concentracio creixent d'acetat present al medi. Es pot apreciar
com l'expressio del gen lacZ disminueix de manera proporcional a la concentracio
d'acetat addicionat al medi. En el cultiu amb de 5 g/I d'acetat el titol especific es
redueix en un 17.7 %, mentre que en el cultiu amb 10 g/| d'acetat disminueix un

67.6 % respecte del cultiu control, sense cap addicié exogena d'acetat.

Aquest fe també estd d'acord amb altres investigadors que han estudiat diferents
sistemes d'expressio de gens recombinants a E. coli. De tots els subproductes que
excreta E.coli, I'acetat és el que més afecta I'expressié de gens recombinants i,
I'augment de la seva secrecio es correlaciona amb una disminucié de I'obtencio de
proteines recombinants (Rinas et al. 1989; Brown et al. 1985; Meyer et al. 1984;
Zabriskie et al. 1986). Bech i Carlsen (1990) van efectuar un experiment de cultiu
en continu en condicions limitants de glucosa d'una soca d' E.coli que expressa el
gen de I'hormona del creixement de ratoli, observant com I'addicié d'acetat fins a
2.4 g/l reduia la velocitat especifica de produccié de proteina recombinant en un
38%, tot i no veure's reduida la concentracio cel-lular. Aquests autors atribueixen
la inhibicié del creixement deguda a I'acetat, a més a més, a 'augment de la pressié

osmotica deguda a I'addicié d'agents correctors del pH, com NaOH.

Tot i que no esta del tot clar el mecanisme inhibitori de l'acetat sobre el
creixement, la teoria més acceptada del mecanisme pel qual I'acetat resulta toxic
per a la cél-lula és que actua com a agent de desacoblament del transport de
protons a través de la membrana cap al citoplasma, de manera que es reduiria la
forga proté-motriu (definida com la diferencia de potencial electroquimic a través
de la membrana citoplasmatica) essencial per la fosforilacié oxidativa, principal

mecanisme d'obtenciéo d'energia en condicions aerobies (Repaske i Adler, 1981;
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Douglas i Bailey, 1995). Segons els primers autors la inhibicié per dcid acétic depen
del subministrament d'oxigen i del pH, de manera que a menor oxigen dissolt i a pH
més baix major inhibicié per acetat. En el seu treball, atribueixen la produccié

d'acetat en condicions aerobies a I'excés de glucosa al medi (20 g/I).

D'aquests resultats es dedueix que és del tot desitjable reduir la formacié
d'acetat si es vol millorar l'eficiencia d'un procés, tant pel que fa a l'obtencié
d'elevades densitats de biomassa, com de titols elevats de proteina recombinant.
No obstant aixo, per a intentar reduir la seva formacié, convé esbrinar la causa
metabdlica que fa que Escherichia coli es vegi forgada a produir aquest dcid com a
subproducte del metabolisme, fins i tot en condicions aerdbiques. Hi ha
referencies de millora d'obtencié de proteina recombinant en cultius en discontiu-
alimentat amb control de I'addicié de glucosa de manera que la velocitat de
creixement es mantingui baixa i no s'acumuli massa acetat al medi i aixi es millora
el rendiment de produccié de proteina recombinant (Brown et al. 1985; Meyer et

al. 1984).

Si la causa de que la céllula produeixi acetat, tal com sembla, és I'excés de glucosa
al medi i les elevades velocitats de creixement que es donen en aquest mode
d'operacio en discontinu (tal i com apunten Brown et al. 1985 i Meyer et al. 1984.),
en un cultiu en continu a velocitats especifiques de creixement moderades i a
concentracions limitants del creixement per la font de carboni, la cel-lula hauria de
trobar-se en condicions d'aprofitar millor la font de carboni i obtenir més
biomassa per gram de glucosa consumida. El cultiu en continu a concentracié
limitant de glucosa en el corrent d'entrada, o el cultiu discontinu-alimentat limitat
per glucosa hauria de permetre obtenir un creixement on I'excrecié d'acetat fos
nul-la o molt petita, i on només s'excretés CO, i energia en forma de calor. Per tal
d'investigar aquesta possibilitat es va realitzar un experiment de cultiu en continu,

com es descriu en el seglient apartat.
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3.9. CULTIU EN CONTINU I DISCONTINU-ALIMENTAT D'
Escherichia coli K12 A EN MEDI DEFINIT M9E EN CONDICIONS DE
LIMITACIO DE LA CONCENTRACIO DE GLUCOSA A L'ALIMENT

L'experiment de cultiu en continu es va plantejar mantenint constant la velocitat
de dilucié al reactor, per tant fixant una velocitat de creixement de les cel-lules, i
variant la concentracié de glucosa a I'entrada. Amb aquest experiment es pretenia
veure si existeixen unes condicions en les que la cel-lula pot utilitzar tota la font
de carboni subministrada sense malbaratar-ne un a part en forma d'acetat. Es
pretenia confirmar o rebutjar la hipdtesi que el rendiment de produccié d'acetat
depén de la concentracié de glucosa disponible al medi de cultiu i de la velocitat
especifica de creixement, i que en determinades condicions, la cel-lula, és capag
d'aprofitar gran part o tota la font de carboni per a sintesi de noves cél-lules i la

resta en forma de CO, i no produir subproductes metabolics.

La soca utilitzada en aquest experiment fou la mateixa E. coli salvatge dels
experiments en discontinu en medi minim, i el medi de cultiu el mateix medi minim
definit enriquit (M9E) amb 10 g/l de glucosa com a concentracié inicial.
L'experiment es va iniciar amb una primera fase en discontinu, amb les segiients
condicions d'operacié: 37°C de temperatura, pO2 al 30% de saturacié amb 300 rpm
de velocitat d'agitacié inicial, 1 vvm de cabal d'aire, i pH 7.0 (control amb NaOH al
30 %). Un cop inoculat el reactor i després de 5 hores de cultiu en discontinu per
obtenir un cert nivell de cél-lules, es va iniciar I'estratégia de cultiu en continu amb
una concentracié de cél-lules de 1.6 g PSC/Il. El cabal emprat va ser de 8.3
ml/minut. La velocitat de dilucié al llarg de tot el cultiu fou de D = 0.498 ht, que
correspon a un temps de residencia de 2 h. Es va escollir aquesta velocitat de
dilucié d'acord amb la velocitat especifica de creixement maxima de la soca en
aquest medi en cultiu discontinu, que era de 0.73 h'de forma que la velocitat de
treball fos prou baixa per evitar el rentat de cél-lules del reactor, pero al mateix
temps prou alta per permetre dur a tferme I'experiment en un tfemps relativament

curt. Les mostres es van analitzar per determinar la concentracié de biomassa,
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glucosa a l'entrada i a la sortida i acetat o altres metabolits en el brou de

fermentacié.

Es van assolir cinc estats estacionaris, variant la concentracié de glucosa al medi
d'entrada, tot i mantenint sempre la mateixa velocitat de dilucié. Per a cada estat
estacionari s'esperava un rang de temps de residencia de 3 a 5 a unes condicions
constants. Es va estudiar el comportament del cultiu, des d'una concentracio de

glucosa en el primer estat estacionari de 18 g/l, fins a 2.7 g/l en el darrer. Els

resultats d'aquest cultiu es mostren a la figura 3.11i es sumaritzen a la taula 3.3.
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Figura 3.10: Evolucié de la concentraciéo de biomassa, glucosa a l'entrada i a la
sortida del tanc i acumulacié d'acetat en un cultiu continu de E. coli K12 salvatge, a
una velocitat de dilucié D = 0.49 h™. Cada estat estacionari (EE) es troba separat
per una linia vertical, que indica el periode en que es va mantenir sense canvis

d'operacié.

Es va iniciar el cultiu en continu amb una concentracié de glucosa de 18 g/l perqueé
es pretenia comengar |'experiment amb una concentracié de glucosa que estigués
en excés per a les cel-lules. Després de 8 hores d'alimentacio, la concentracié de

biomassa es va mantenir estacionaria en uns 4.2 g PSC/| de concentracio durant 4

80



Caracteritzacié fisiologica d'Escherichia coli en cultius en suspensié

temps de residencia. En aquestes condicions la glucosa no era completament
utilitzada i a la sortida hi havia 9.3 g/I de glucosa sobrant. L'acetat detectat a la
sortida del reactor, en aquestes condicions, era d'uns 0.50 g/I. En aquesta situacid,
per cada gram de glucosa consumida es generaven 0.48 g de cél-lules (PSC) i 0.05
d'acetat, i per cada gram de cél-lules (PSC), 0.12 g d'acetat. Aquests valors estan
d'acord amb els obtinguts en els cultius en discontinu i indiquen que per a un a
concentracié de glucosa en excés i a una velocitat especifica de creixement de
quasi 0.5 h™' (+4=1h23 min) l'acetat sequeix sent I'inic subproducte del metabolisme
aerobic, constituint aproximadament un 5% dels recursos que utilitzen les cél-lules.

Posteriorment es va reduir la concentracié de glucosa al tanc d'entrada a 10 g/I.
S'observa que la glucosa s'acabava consumint totalment i la poblacié de cél-lules, al
veure limitats els seus recursos, anava disminuint la seva concentracio dels 4.2 g

PSC/l als 4.0 g PSC/I. Aquest segon estat estacionari s'allarga quasi 9 hores.

Glucosa.n: 6Glucosas,r Biomassa Acetat Yx6le Y acéic

D:ﬁ’fg g/l g/l gPsc/l g/l gPSC/gGlc g Ac/g6lc
EE1 18 9.3 42 0.50 0.48 0.050
EE2 10 0 40 0.30 0.40 0.042
EE3 8 0 35 0.25 0.43 0.031
EE4 7 0 33 0.20 0.47 0.030
EE5S 2.5 0 13 0.06 0.40 0.024

Taula 3.3: Resultats experimentals del cultiu en continu d' Escherichia coli K12 en

medi minim (M9E) amb alimentacié de glucosa a diferents concentracions.

En els segiients estats estacionaris, en que es va disminuir la concentraciéo de
glucosa en l'aliment des de 8 g/l fins a 2.5 g/l, no es va detectar, en cap cas,
glucosa a la sortida del reactor. Es va poder apreciar com la concentracié de
cel-lules va anar minvant des dels 4.2 g PSC/I inicials a 3.5 g PSC/I, quan

I'alimentacié era de 8 g/l. Quan es va assolir el segiient estat estacionari
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corresponent a una concentracié de glucosa de 7 g/l es va reduir la concentracié
de biomassa a 3.3 g/I. En I'Ultim estat estacionari per una concentracié de glucosa
al aliment de 2.5 g/I, la concentracié de biomassa es va reduir fins a 1.3 g PSC/I, es
a dir de 2 g PSC/| menys de cél-lules que en l'anterior estat estacionari. Aquest fet
indicava que la glucosa no era suficient per a mantenir la poblacié cel-lular, i que la

glucosa era clarament limitant del creixement.

Pel que fa a l'excrecié d'acetat, al anar disminuint la concentracié de glucosa al
tanc, tot i no detectar-se glucosa a la sortida es va sequir detectant acetat. Dels
0.5 g/l inicials es va passar a 0.30, 0.25 i 0.20 g/I en els successius estats
estacionaris. Les cél-lules, tot i trobar-se en situacio de limitaciéo de glucosa,
seguien produint acetat. Es va reduir I'excrecié d'acetat des dels 0.5 g/| inicials a
0.06 g/I, quan la poblacié de cél-lules era de 1.3 g PSC/I i I'alimentacié de glucosa de
2.5 g/l. Aixo suposava que s'havia aconseguit reduir l'excrecié d'acetat, pero a
costa de reduir la poblacié de cel-lules. El rendiment de produccié d'acetat envers
la glucosa (Ysuac) consumida fou de 0.05, 0.042 g/g, 0.031 g/g, 0.030 g/g i 0.024
g/g per cadascun dels estats estacionaris, el que representa entre un 5.7% i un
2.4% de la glucosa consumida. Aquest fet posava de manifest com la glucosa
representa un factor important pel que fa a la produccié d'acetat, i que la seva

metabolitzacié +é un pes especific en I'acumulacié d'aquest subproducte metabalic.

Aquests valors de rendiment coincideixen amb els frobats per altres investigadors
en cultius en continu per diferents soques d'Escherichia. Els rendiments de
biomassa per quatre soques diferents d' Escherichia coli en cultius en continu en
condicions limitants de glucosa a l'aliment es situen entre 0.44 i 0.47 g PSC/g
glucosa consumida (Tempest i Neijssel, 1987). Reiling (Reiling et al. 1985), en canvi,
situa el rendiment en 0.5 g PSC/g glucosa d'una soca d' Escherichia coli B. Per un
altra banda Meyer i col-laboradors (Meyer et al., 1984), en un experiment de cultiu
en continu amb una soca recombinant de E.coli K12 i, a una taxa de dilucié de 0.35

h™ en medi minim amb 17 g/| de glucosa, troben que la velocitat especifica maxima
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de produccio d'acetat és de 0.03 g acetat/g glucosa-h. En aquest treball, a més a
més, comparen la productivitat en medi definit i medi complex, essent en aquest
darrer el doble que en el primer (0.07 g/g-h). Els mateixos autors mostren com a
molt baixes velocitats de dilucié (D<0.2 h™') arriben a no detectar acetat al corrent
de sortida. Hi ha varis treballs en que s'intenta demostrar que a partir d'una
velocitat de dilucié determinada, les cel-lules d' Escherichia coli deixen de produir
acetat. Aquesta velocitat de dilucié critica varia segons les soques i condicions de
cultiu, perd es situa entre 0.17 h™' (Korz et al. 1995) i 0.35 h! (Riesenberg et al.
1991).

Per tal de comprovar els resultats obtinguts en aquesta série d'experiments en
continu, es va realitzar un altre experiment en discontinu-alimentat, en que es
forgaven unes condicions de limitacio per glucosa. El medi inicial era M9E amb
només 1 g/l de glucosa i s'afegia de forma constant un cabal de medi amb una

concentracié limitant de glucosa (1 g/I-h).

Les condicions de cultiu foren les habituals de temperatura 37°C, pH 7.0 amb ajust
per addici6 de NaOH 7M, pO, al 30% de saturacié, amb control per agitacié entre
300 i 900 rpm, i cabal d'aire 1 vvm. El reactor utilitzat fou el Biostat-B i la bomba
d'addicié una bomba peristaltica de velocitat variable. Es va arrencar un cultiu
discontinu segons el protocol habitual i quan la glucosa va esdevenir limitant pel
creixement, fet que es detectava per una disminucié sobtada del consum d'O;, es
va arrencar la bomba d'alimentacio i va comengar I'addicié constant de glucosa. Es
van anar prenent mostres regularment i determinant la concentracio cel-lular i de
metabodlits en el brou. A la figura 3.12 es mostra el perfil de la corba de

creixement i les concentracions de glucosa i acetat.
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Figura 3.12: Evolucié de la concentracié de biomassa, glucosa i acetat en un cultiu
discontinu-alimentat de E. coli K12 salvatge, a una velocitat d'alimentacio de

glucosa de 1 g/Ih.

La poblacié de cel-lules va assolir un valor de 2.4 g PSC/| a les 8 hores. A partir
d'aquest moment no es va detectar increment de la concentracié de cél-lules i es va
mantenir una velocitat de creixement zero durant la resta del cultiu. El consum de
glucosa s'havia estabilitzat, un cop la concentracio de biomassa havia assolit el seu
maxim valor, donat que l'alimentacié era constant i la concentracio al reactor es
mantenia nul-la. Durant les 4 hores segiients la concentracié d'acetat va anar
augmentant progressivament. Aquest fet corroborava la constitutivitat de la
sintesi d'acetat, ja que al no haver-hi extraccié de brou de fermentacié, com en el
cultiu en continu, I' acetat s'anava acumulant malgrat que la concentracié de

biomassa es mantenia amb velocitat de creixement nul-la.

D'aquests resultats es desprén que la soca d'Escherichia coli K12 produia acetat
inclds en situacions de limitacié de la font de carboni i creixement nul, i confirmava
la hipotesi que, a més a més de l'excés de glucosa, hi havia algun altre factor

bioquimic amb base de tipus genetic, que feia que la cel-lula produis acetat. Per una
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altra banda l'alimentacié de glucosa fa que la cel-lula no activi els enzims del cicle
del glioxilat, i per tant, I'acetat no pot ser utilitzat com a font de carboni
alternativa a la glucosa, com s'observava en la fase final dels experiments en

discontinu.

Si es recapitula la informacié acumulada sobre aquest aspecte en els diferents
experiments, discontinus, continus i discontinu-alimentat, es pot observar que, com
més glucosa hi ha al medi, les céllules sén menys eficients en I'aprofitament de la
font de carboni. A velocitats especifiques maximes de creixement, com les que es
donen en cultiu en discontinu, el rendiment de formacié d'acetat és superior al que
en condicions limitants del creixement per glucosa, com en el cas del cultiu en
continu i discontinu-alimentat. Quan la glucosa es troba en excés hi ha la maxima
conversié en acetat, que en la soca salvatge d‘Escherichia coli, en medi minim i amb
una velocitat especifica de creixement de quasi 0.50 h' és de I'ordre del 5% de la
glucosa consumida: En condicions de limitacié aquesta valor es redueix fins al 2%.
Com s'ha vist anteriorment en cultiu discontinu en medi definit, quan les cel-lules
creixien més rapid, prop de 0.70 h, la taxa de conversié és de fins el 7% en la
soca salvatge o del 14 % en la soca recombinant MC1061/pJCO46. A la bibliografia
trobem soques que en determinades condicions arriben a desviar fins a un 28% de
la font de carboni a la conversié d'acetat (El-Mansi i Holms, 1989). Quan es
redueix la disponibilitat de glucosa al medi disminueix la seva conversié en acetat,
perd no s'arriba mai a eliminar completament la produccié d'aquest subproducte

metabolic.

Al anar reduint la disponibilitat de glucosa es redueix proporcionalment I'excrecié
d'acetat. Reduir la velocitat d'alimentacié de glucosa en cultiu en continu o en
discontinu-alimentat, de manera que s'imposin concentracions limitants pel
creixement, permet reduir la formacié d'acetat i obtenir millors rendiments
cellulars. Segons alguns autors (Rinas et al. 1989) la reduccié de la velocitat

especifica de creixement i el manteniment de concentracions de glucosa limitants
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del creixement al llarg del cultiu, permet millorar el creixement i alhora l'obtencié
de proteines recombinants. Per aquest motiu sén, ara per ara, les estrategies
preferides de millora de I'eficiencia de processos amb Escherichia (Riesenberg et

al., 1991).

Es pot afirmar, en base als resultats experimentals, que la soca K12 utilitzada en
aquest treball excreta acetat de manera constitutiva, tant més com més elevada
és la concentracio de glucosa. Aquest fet és compartit per altres autors (Brown et
al., 1977) que demostren que I'expressié dels gens de sintesi/captacio d'acetat
(acetoquinasa i fosfotransacetilasa) és constitutiva al menys en les soques K
d'E.coli quan creixen amb glucosa com a font de carboni. Per tant, I'eliminacié de la
seva formacié hauria de tractar-se des d'un altre punt de vista, de manera que
contemplés la modificacié dels nivells d'expressié dels gens involucrats o
responsables de la seva formacid, pero sense que aixo afectés el creixement

cel-lular.

Es pot considerar que hi ha un factor genetic que determina la produccié d'acetat.
Cada soca, en funcié de les condicions ambientals i en funcié del seu genotip es
comporta d'una o altre manera, adaptant-se enfront les diferents situacions
d'excés i manca de glucosa, per aprofitar millor els recursos. Variant les
condicions d'operacié es pot regular en part la formacié d'acetat. Malgrat aixo,
I'eliminacio de la produccié d'acetat en soques K12 només podria ser aconseguida

modificant el genotip de la soca bacteriana.

La explicacié a aquesta situacié pot venir donada si es considera que la produccié
d'acetat actua com una valvula de seguretat del metabolisme lligada al creixement.
La céllula modifica el seu metabolisme adaptant-lo a situacions de limitacié de la
font de carboni i, a major limitacié de substrat, més eficient és en produir
biomassa. El rendiment de formaciéo de cél-lules augmenta al disminuir la

concentracié de glucosa disponible en cultiu en continu. Aquest fet pot tenir una
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explicacié en el sentit de que les cél-lules estan més acostumades a situacions de
mancanga de nutrients que no pas d'excés. Els cultius en condicions limitants pel
creixement sén, de fet, més reals que els cultius en condicions d'excés, com els
cultius en discontinu amb medis de composicié complexa. El cultiu al laboratori
normalment es realitza en condicions d'excés, condicions que s'allunyen de les que
realment troba la cél-lula en el seu habitat natural. Per aixo, la cél-lula podria no
estar metabolicament preparada per a les situacions d'excés i respondria
reconduint I'excedent de carboni en acetat. En certa manera, la produccié d'acetat
és la millor solucid a la oxidacié dels excedents de glucosa, ja que rendeix millor en
termes energetics que d'altres subproductes no completament oxidats com el
lactat i I'etanol. La principal diferencia entre la formacié d'acetat i la d'altres
subproductes de la glucosa parcialment oxidats, és I'abséncia de l'oxidacié del
NADH; (figura 3.13) en la sintesi d'acetat. El NADH; és oxidat a NAD" durant la
sintesi de lactat i etanol, fet que permet a la cél-lula restituir el nivell de
cofactors necessari per la glucdlisi. A més a més, l'acetat és, com ja s’ha comentat,

el més toxic dels subproductes que pot produir la cel-lula.

Una vegada esgotada la glucosa la cél-lula pot metabolitzar I'acetat i incorporar-lo
a les VCM a nivell del CAT. No obstant, els enzims del cicle del glioxilat que
permeten l'entrada d'Acetil-CoA, producte de la degradacié de I'acetat per aquesta
via, es troben inhibits durant el creixement en glucosa, i s'activen a E. coli només
quan aquesta s'ha esgotat (Holms i Bennet, 1971). Per aquest motiu Escherichia no
consumeix acetat fins que no s'ha esgotat per complert la glucosa. Tot i que la
sintesi d'acetat és el segon mecanisme generador d'energia a partir de glucosa, la

seva formacié genera menys ATP i NADH, que la completa oxidacié de la glucosa.
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Figura 3.13: Representacié de les vies centrals del metabolisme aerobi de glucosa
a Escherichia coli. Les fletxes discontinues representen els llocs de fosforilacié a
nivell de substrat i els llocs de generacio i regeneracié de cofactors. El piruvat és
reduit a lactat pel NADH. L'etanol un cop decarboxilat és reduit pel NADH. La
respiracié permet obtenir energia alhora que restituir els nivells de cofactors

oxidats, necessaris per la oxidacié de la glucosa en la glucalisi.
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Les possibles causes, que es recullen a la bibliografia per explicar la produccié
d'acetat a Escherichia coli sén, que la cél-lula té una capacitat limitada pel que fa a
la velocitat de captacié d'oxigen (Reiling et al., 1985). Aquest autors justifiquen
que quan la cel-lula assoleix la seva maxima velocitat de captacié d'oxigen,
I'excedent de glucosa que no pot ser metabolitzada completament, és destinada a
generar una molecula addicional d'ATP a través de la sintesi d'acetat. De fet
I'explicacio coincideix amb la donada per explicar la produccio d'etanol pels llevats
en condicions aerobies (Sonnleitner i Kdppeli, 1986). La segona possible causa
justifica que l'acumulacié de NADH, deguda a l'elevada activitat glucolitica,
actuaria com a senyal per redirigir el flux de carboni cap a la sintesi d'acetat
(Doelle et al., 1982), tot i que aquest mecanisme no permet la seva regeneracid.
Segons aquests autors, elevades velocitats de dilucié en cultiu en continu o
elevades concentracions de glucosa en I'aliment inhibirien els enzims del cicle dels
acids tricarboxilics (CAT) i la cadena de transport d'electrons, fet que conduiria a
I'acumulacié intracel-lular de NADH,. Aquesta acumulacié activaria la oxidacio de
piruvat fins acetat. Per Ultim, s'atribueix la sintesi d'acetat a la limitacié de la
capacitat del CAT en primera instdncia i a la de la cadena de transport d'electrons
quan s'assoleixen elevades velocitats de creixement en segona instancia (Han et al.
1991; Majewsky i Domach, 1990). A baixes velocitats de creixement els
requeriments anabolics i catabolics podrien ser satisfets pel metabolisme oxidatiu,
mentre que a elevades velocitats de creixement, ambdéds requeriments excedirien

la capacitat del metabolisme oxidatiu.

En aquest context es va plantejar examinar més a fons aquestes possibles causes
de la formacié d'acetat realitzant un model estequiometric del metabolisme
intracel-lular. Per assolir aquest objectiu, es requeria d'una eina que permetés
interpretar el que succeeix a l'interior de la cel-lula quan creix en condicions
aerobies amb glucosa com a dnica font de carboni i energia. Es va considerar que
I'andlisi dels fluxos metabdlics intracel-lulars mitjangant la seva estimacié a partir

d'un model matematic permetria obtenir una interpretacié més concisa del
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desacoblament del metabolisme i, alhora, proposar alguna modificacio genética que
redistribuis els fluxos en el sentit de reduir la formacié d'acetat i millorar el
comportament de les cél-lules. Aquesta eina, que es presenta en el segiient capitol i
s'utilitza per quantificar els fluxos metabolics intracel-lulars d'Escherichia coli,
servird també per quantificar els canvis deguts a les modificacions genétiques que

es van realitzar i que es presentaran en el darrer capitol.
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