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Resum

RESUM

Aquest treball es centra en I'estudi del procés de produccié de la proteina Ramnulosa
1-fosfat aldolasa (RhuA) en cultius d’alta densitat cel-lular d’Escherichia coli M15AglyA
[PREP-4] pQEafBrham i la seva posterior purificacid i immobilitzacié a partir de

cromatografia d’afinitat a metalls.

En primer lloc, i partint d’estratégies de produccié en bioreactor a escala laboratori
implementades en treballs anteriors, s’estudia I'efecte de I'estratégia de cultiu sobre
els rendiments de purificaci6 de RhuA respecte de la resta de proteines
citoplasmatiques produides pel microorganisme hoste [capitol 4 — Purificacié i
immobilitzacié de RhuA procedent de cultius d’alta densitat cel-lular ]. Es determina
que certes estratégies de cultiu poden afectar negativament les propietats de la
proteina recombinant produida amb repercussions no només en termes d’activitat
enzimatica si no també en quant als rendiments en el procés de purificacié posterior.
Aixi doncs, s’analitza el procés d’obtencié de RhuA de manera global i no unicament

en 'etapa de produccio6 en bioreactor.

En segon lloc, havent definit un nou parametre clau en el procés, la qualitat de la
proteina recombinant com a unitats d’activitat per mil-ligram de RhuA (UA-mg™" rnua), €S
modelitza matematicament el procés de producci6 en bioreactor [capitol 5.-
Modelitzaci6 matematica de la producci6 de Ramnulosa 1-fosfat aldolasa] per tal
d’identificar I'efecte de les principals variables sobre aquest parametre i poder establir
i implementar estratégies de control amb l'objectiu de minimitzar els efectes negatius
sobre la qualitat proteica. La modelitzacio es realitza sobre una estratégia de procés
base diferent de les heretades de treballs anteriors, que permet obtenir qualitats
proteiques de partida superiors i identifica 'acumulacié de glucosa, principal font de
carboni, com a possible causa de degradacié proteica ben entrada la fase d’induccio
del cultiu a partir d'IPTG.

Per altra banda, I'observacio de la dinamica dels processos de produccié en bioreactor
i 'efecte de la induccié sobre el creixement cel-lular i sobre la propia produccié de
RhuA planteja la necessitat de redefinir les estratégies de cultiu implementades durant
'etapa d’inducciod [capitol 6.- Estrategies alternatives d’addicié de nutrients per a la
millora de la produccié de RhuA]. Gairebé des de I'inici de I'etapa d’'induccié del cultiu

recombinant, s’observa que la replicacié cel-lular s’atura, la qual cosa entra en
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contradiccio amb els perfils exponencials pre-programats d’alimentacié de nutrients
establerts fins al moment en aquesta etapa. S’estableixen perfils alternatius
d’alimentacié basats en la modelitzacié de procés i 'estudi de la dinamica del consum
de glucosa. Algunes d’aquestes estratégies porten a I'obtencié de nivells de proteina
recombinant intracel-lular considerablement superiors als obtinguts amb estratégies de

cultiu estandard.

La sobrecarrega metabdlica que representa per al cultiu la produccié de RhuA, sumat
al fet que la soca de treball presenta una auxotrofia per glicina com a marcador de
seleccid, fa que es plantegin noves estrategies de procés durant la fase d’'induccié del
cultiu [capitol 7.- Addici6 coordinada d’aminoacids per a la millora de la qualitat de
RhuA] per a reduir I'estrés cellular i els processos proteolitics derivats d’aquest.
L’estudi de I'estructura primaria de RhuA porta a identificar els aminoacids amb major
preséncia a la seva seqiéncia i aquells que presenten proporcions considerablement
allunyades de la mitjana de proteines citoplasmatiques d’E. coli. Amb l'objectiu de
reduir el conjunt de respostes cel-lulars amb efectes negatius sobre la proteina
recombinant derivades de l'elevada demanda d’aminoacids per a la seva
sobreexpressio, I'addicié al medi préviament a la induccié del cultiu d’una certa
quantitat dels aminoacids identificats, porta en alguns casos a millores considerables

en quant a la qualitat de la proteina recombinant produida.

En ultim lloc, i amb l'objectiu d’avaluar la viabilitat del procés a una major escala
[capitol 8.- Produccié de Ramnulosa 1l-fosfat aldolasa en planta pilot], es porta la
producciéo de RhuA a planta pilot amb una estratégia de cultiu a I'etapa d’induccio
resultant d’'una combinacio de les estratégies amb millors resultats a escala laboratori.
Si bé només s’ha realitzat un unic estudi en planta pilot, i per tant es dificil extreure’n
conclusions més fermes, els resultats obtinguts suposen uns augments molt
importants en termes d’activitat enzimatica respecte el millor dels resultats a escala
laboratori i augments considerables dels nivells de proteina intracel-lular acumulada
respecte cultius estandard induits a la mateixa relacié inductor — biomassa. Per altra
banda, els rendiments assolits en la immobilitzacié per cromatografia d’afinitat a

metalls sén superiors al 90 %.

Modelitzaci6 i estrategies de procés per a la produccié de RhuA en Escherichia coli. -2-



1.- Introduccié general

1. INTRODUCCIO GENERAL

1.1. La Biotecnologia

Biotecnologia és, en general, el terme emprat per tal de descriure la utilitzaci6 i/o
modificacié dels processos biologics per a un finalitat determinada. Segons I' OECD
(Organitzacié per al Desenvolupament i Cooperacié Econdmica), la biotecnologia és
I'aplicacidé dels principis cientifics i enginyerils en el processament de materials a
través d’agents bioldgics. Aquest és un camp molt ampli i és per aixd que
tradicionalment s’ha establert una classificacié en funcié del sector final d’aplicacio.

Aixi doncs, la biotecnologia moderna es sol categoritzar en els seguients camps:

- Biotecnologia blanca o industrial, que persegueix I'equilibri entre la satisfaccié
de la demanda de determinats productes al mercat i I'impacte ambiental
associat als processos per a la seva obtencio. La utilitzaci6 d’enzims,
microorganismes i productes amb base “bio” en el sector quimic, alimentari,
téxtil i energétic entre d’altres, permet no només el desenvolupament de
processos industrials competitius en termes econdmics, si ho que a més, pot
representar importants fonts d’estalvi d’aigua, energia i matéries primes aixi
com una menor generacid de residus. Aquesta disciplina s’esta introduint
progressivament al mercat de la industria quimica (quimica fina, farmacéutica,
productes de tipus bulk, plastics...) amb creixements notables que segons
dades bibliografiques es xifren a partir del 5% I'any 2006 fins a 10 — 20% I'any
2010 [1]. La biotecnologia industrial es basa principalment en la biocatalisi,
fermentacioé i cultius microbiologics juntament amb la genética molecular i
lenginyeria enzimatica i metabolica [1]. L’analisi estadistic de les
biotransformacions industrials actuals (Figures 1.1 i 1.2) permet classificar la
tipologia i el camp d'utilitzacié dels productes que se n’obtenen on destaquen
principalment els sectors farmacéutic i alimentari amb percentatges al voltant
del 50% i 20% respectivament [2].

- Biotecnologia verda, amb aplicacio directa al sector agrari. El desenvolupament

i la utilitzacié de cultius modificats permet reduir les necessitats de treball de la

terra (i per tant, pot representar un estalvi important en combustibles fossils
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1.- Introduccié general

per a la maquinaria) , disminuir els requeriments de pesticides, i 'adaptacié a

condicions climatiques desfavorables per al creixement.

- Biotecnologia vermella o sanitaria, que incideix directament en les arees de
desenvolupament de nous medicaments (incloent terapies avangades com la

terapia cel-lular i genética), vacunes i diagnosi.

- Biotecnologia blava, que fa referéncia a I'explotacié dels recursos marins
(algues, microorganismes extremofils i altres) en processos de tipus industrial,

alimentari i sanitari.

Cosmétics

Pdlimers

Famaceutic

Figura 1.1.- Sectors de desti dels productes obtinguts en les biotransformacions industrials [2].
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Hidrats de
carboni

Derivats de
greixos

Esteroides

Peptids/ B-
lactamics

secundaris Aminoacids

Figura 1.2.- Classificacié dels principals productes obtinguts en les biotransformacions industrials [2].

1.2. La Biocatalisi

La biocatalisi pot definir-se de manera general com un procés en el qual s’utilitza una
molécula d’origen biolodgic (normalment un o diversos enzims) per tal de dur a terme
una determinada reaccid quimica amb elevada especificitat i selectivitat per als
substrats i productes finals de la reaccié respectivament. Les biotransformacions
dutes a terme a través d’enzims purificats total o parcialment i/o microorganismes
s’han introduit progressivament en la industria quimica, des de la produccié de
principis quimics tipus bulk com productes d’alt valor afegit emmarcats al sector de la

quimica fina.

La biocatalisi se sol definir o descriure a partir de la comparacié amb els processos
quimics — organics tradicionals a nivell d’avantatges i inconvenients front d’aquests

ultims [3-5]. Es consideren com a principals avantatges els seglents:

- La utilitzacié d’'un enzim en una reaccié de sintesi permet a més d’incrementar
la selectivitat i/o regioselectivitat d’aquesta, la diferenciacié entre substrats
enantiomers.

- El fet que un enzim presenti activitat a temperatura quasi ambient i optims al
voltant de 40-60°C, pH al voltant de la neutralitat (entre 5-7 unitats) i en medi
aquods, permet el desenvolupament de processos industrials en condicions
“mediambientalment sostenibles” allunyades dels extrems als quals s’hauria de

treballar a través de sintesi organica tradicional. A la figura 1.3 es mostra la
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comparativa en la reaccié d’hidrolisi de Penicil-lina G per a I'obtencié de l'acid
6-aminopenicil-linanic (per a la preparacié de penicil-lines i cefalosporines
sintétiques) conduit a través de processos biocatalitics front els quimics
tradicionals [3].

- Un procés biocatalitzat, en general, porta a una menor generacié de productes
secundaris no desitjats.

- Els enzims, quan s’utilitzen en la seva forma immobilitzada en un suport solid,
poden ser reutilitzats en successius lots de produccié ja que es poden
recuperar facilment del medi de reaccio a partir d’'operacions mecaniques.

- La gestié d’'un enzim com a residu no presenta grans complicacions ja que pot
ser degradat bioldgicament.

H
Na_
O o
f A Penicil-lina G
O E
,{'/""“D H
O
Procés Enzimatic Procés Quimic
Enzim immobilitzat (tm) 1 Dimetilclorosila (tm) 300
Amoniac (tm) 45 N,N'-Dimetilanilina (tm) 800
Aigua (m") 10000 Fosfopentaclorur (tm) 600
Temperatura d'operaci6 (°C) 30 Amoniac (tm) 160
Diclorometa (m°) 4200
n-butanol (ms) 4200
Temperatura d'operaci6 (°C) -40
HN 5 g o
3
N CH Acid 6-aminopenicil-linanic
4 3

Figura 1.3.- Comparativa entre els processos enzimatic i quimic per a la hidrolisi de la Penicil-lina G. Les

dades tabulades fan referéncia a la hidrolisi de 1000 tones de Penicil-lina G [3] .

Modelitzaci6 i estrateégies de procés per a la producci6 de RhuA en Escherichia coli. -6 -



1.- Introduccié general

No obstant perd, la biocatalisi presenta certs inconvenients front la sintesi organica
tradicional:

- Els enzims presenten baixes estabilitats en certes condicions de reaccio; pH i
temperatura extrems, preséncia de dissolvents organics agressius...

- Concentracions relativament baixes de determinats elements metal-lics poden
conduir a la inhibicié de la seva activitat.

- La preséncia d’altres enzims en el medi de reaccio (peptidases) pot conduir a
reaccions paral-leles d’hidrolisi i per tant disminuint els rendiments globals del
proces.

- En termes econdmics, els cicles de desenvolupament de processos enzimatics
per a una nova aplicacié sén sovint massa llargs, la qual cosa condueix a que

se’n desestimi la seva utilitzacio front als processos quimics tradicionals.

1.3. Les aldolases i la sintesi asimétrica

Les aldolases (EC 4.1.2.; 4.1.3.) son un tipus d’enzims que pertanyen al grup de les
liases que catalitzen la reaccid quimica d’addicié aldodlica, és a dir, la reaccio
reversible de formacié d’enllacos C-C a través de I'atac nucleofilic d’'una cetona o
compost donador a un aldehid (o cetona) o compost acceptor. Tot i que la majoria
d’aldolases presenten especificitat pel substrat donador, toleren un ampli ventall de
substrats acceptors, de cadenes de longitud entre 1 i 6 carbonis [6]. Com a
consequencia d’aquesta reaccid, els productes sintetitzats presenten dos (0 més)

centres quirals adjacents nous [7] (Figura 1.4).

La formacio i el trencament d’enllagos C-C és una de les peces clau de la quimica
organica, i un dels principals processos del metabolisme dels organismes vius. En
processos de sintesi quimica convencionals, és a dir, sense especificitat per als
substrats de la reaccio, 'obtenci6 de compostos amb una estereoquimica
determinada passa per etapes de proteccio i desproteccié de grups funcionals que
s’ha d’evitar que reaccionin. Aquests processos consumeixen temps i recursos i sovint

condueixen a baixes selectivitats en quant als productes obtinguts.
El fet que les aldolases permetin la sintesi de productes amb una estereoquimica
especifica, fa d’aquests enzims eines molt interessants per a I'obtenci6 de derivats de

sucres no convencionals com ara les estatines (per al tractament del colesterol),
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epotilones (per a la inhibicid de la divisid de les cél-lules canceroses), acids sialics
(amb importants funcions de senyalitzacié cel-lular) i aminopoliols precursors
d’'imonociclitols. Aquests ultims juguen un paper molt important en la inhibicié d’enzims
de les families de les glicosidases i glicosiltransferases com a eines de control de la
inhibicié enzimatica de la hidrolisi d’enllagos glicosidics, amb importants efectes en el
control de les funcions cel-lulars [8-10]. Aquests enzims intervenen en processos de
digestié intestinal, sistemes de control de qualitat al reticle endoplasmatic i en el
catabolisme de glicoconjugats entre d’altres. Es per aixd doncs, que la seva inhibicio
pot representar efectes molt importants en el catabolisme d’hidrats de carboni,
maduracié i transport de glicoproteines i en [lalteracié dels processos de
reconeixement cél-lula — cél-lula i/o cél-lula — virus. Per tant doncs, els iminiciclitols i
d’altres mimétics d’hidrats de carboni, poden presentar aplicacions terapéutiques

importants com a agents antitumorals i antiinfecciosos entre d’altres [11].

0 o O GHH{R"'}
HIJJ\/HE + HSJJ\-H[F[“':I * H-IMﬁa
HE

Figura 1.4.- Reacci¢ tipica d’addicio aldolica. El producte resultant presenta dos centres quirals nous
adjacents (*) [7]-

Les aldolases es solen classificar principalment en funcié de dos criteris; el seu
mecanisme de catalisi i el substrat donador o nucledfil de la reaccio alddlica per al
qual son dependents [6, 12-14]. Aixi doncs, tot i que les aldolases toleren un gran
nombre de substrats acceptors, poden actuar com a nucledfils dihidroxiacetona fosfat
(DHAP), Glicina, Acetaldehid, Piruvat i Fosfoenolpiruvat (PEP) (Figura 1.5). Per altra
banda, atenent al mecanisme de reaccio, les aldolases es poden classificar en tipus | i
Il. Les aldolases de tipus | no requereixen I'ajut d’'un cofactor ja que I'activacio de I'atac
nucleofilic es du a terme a partir de la formacioé d’'una base de Schiff [6, 14-16] en un
residu de lisina al centre actiu de I'enzim préviament a I'addicié estereoespecifica a
'acceptor (Figura 1.6). Aquestes, son aldolases que principalment s’han trobat en
espécies animals i plantes superiors, tot i que també certes referencies les situen en
organismes procariotes [6]. Les aldolases de tipus Il, que principalment s’han trobat en
espécies procariotes i eucariotes inferiors, presenten un mecanisme de reacci6 basat

en el suport d’un cofactor (Zn?*) que actua com un acid de Lewis (acceptor d’electrons)
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al centre actiu de I'enzim per tal d’activar el substrat donador de la reaccié alddlica [6,
14] (Figura 1.7).

Danar Acceptor Product(s)
\i/ I I
OR
HO OR, F%J.LH H/I‘ﬁ(ll\/ 1
OH
P o) OH
« X A
COOH COOH R H R * COOH
j\ j}ij\
H R H R™* H

X
QH
H M _-COOH j\ COOH

R™ TH RTYT
NH,
OH o} o) OH
POH,C FI\|)L PDHEC\I)L R
CH,OH H H 7 “CH,OH
OH OH OH OH OH OH

Figura 1.5.- Classificacio de les aldolases en funcié del substrat donador de la reaccié aldolica. R1 pot

ser un atom d’hidrogen (H) o bé una molécula de fosfat (PO4), P és una molécula de fosfat [6].

O
aul NH B3 A
--- 'HGEF-D\C/L'\“‘/GH
k\_' T
H OPO; "HaN=Lys
oH

Figura 1.6.- Mecanisme de formacié de base de Schiff entre residus conservats de lisina en el centre
actiu d’aldolases de tipus | i el substrat donador de la reaccié aldolica [14].
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JH=0=Tyr

Di
oy
H)\‘/\-DF'-DE,:

OH

Figura 1.7.- Mecanisme d’activacié del substrat donador de la reaccié alddlica a partir del cofactor

Zn*" de les aldolases de tipus Il [14].

1.3.1. Les aldolases DHAP dependents

Les aldolases DHAP dependents sén enzims que catalitzen la reaccid reversible
d’addicié aldolica entre dihidroxiacetona fosfat (DHAP) i D-gliceraldehid 3-fosfat o L-
lactaldehid. S6n quatre els enzims que formen part d’aquest grup que presenta
especificitat per a DHAP com a substrat donador de la reaccié aldolica generant
productes d’estereoquimica complementaria en els carbonis C3 i C4 quan catalitzen la
reaccid amb els seus substrats caracteristics (Figura 1.8). Els enzims d’aquest grup
perd; Fructosa 1,6 bifosfat — aldolasa (FDP), Fuculosa 1 fosfat — aldolasa (FucA),
Tagatosa 1,6 bifosfat — aldolasa (TDP) i Ramnulosa 1 fosfat aldolasa (RhuA), tot i
presentar una major afinitat per al gliceraldehid 3 — fosfat i lactaldehid, poden tolerar un
gran nombre de substrats acceptors; aldehids alifatics, aldehids a — heterosubstituits
fosforil-lats o no fosforil-lats, la qual cosa els situa com a eines molt valuoses per a la
sintesi de monosacarids i derivats. En funcié del seu mecanisme, de catalisi, I'activacio
del substrat donador, en aquest cas DHAP, es du a terme de manera caracteristica.
Per al cas de les aldolases de tipus | (FDP i TDP), el grup amino lliure d’'un residu
especific de lisina al centre actiu de I'enzim reacciona amb DHAP per a formar una
base de Schiff, que després de desprotonar-se forma una enamina que posteriorment

reaccionara amb el substrat acceptor. Per al cas de les aldolases de tipus Il (FucA i
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RhuA), el cofactor Zn*" polaritza el grup carbonil de DHAP per a posteriorment
reaccionar amb el substrat acceptor de la reacci6 aldolica.
D’altra banda, han estat descrits dos enzims capagos d’emprar dihidroxiacetona (DHA)

com substrat donador [17].

i OH o 0 O
PO, A S~ o~ FO. § o~
Helme R $.% S
oH OH \ BH oH OH
o-FDP o-TDP
Gap /
FOP aldolase o TOP aldolase
ro. M __ou
DHAP
Fuc 1-P aldolase J Aha 1-P aldolase
a ]
-
/ LA CHs
28 o i i
P OH ) H
WV'J‘T'?‘;' } Llactaldehyde PO a5y
OH OH OH OH
L-Fuc 1-P L-Rha 1-P

Figura 1.8.- Enzims de la familia de les aldolases DHAP dependents i productes d’estereoquimica

complementaria a C3 i C4 formats en catalitzar la reaccié aldolica entre els substrats caracteristics.

1.3.2. Ramnulosa 1-fosfat aldolasa

La Ramnulosa 1 — fosfat aldolasa és un enzim que pertany al grup de les aldolases
DHAP dependents que catalitza la reaccié d’addicié aldolica entre DHAP i L-
lactaldehid (Figura 1.9). L’enzim, amb mecanisme de catalisi de tipus Il, és a dir, a
través de I'is de Zn?* com a cofactor, presenta una estructura homotetramérica (Figura
1.10) amb 274 aminoacids per subunitat i una massa molecular de 30149 Da [18, 19].
Els centres actius de I'enzim, 1 per subunitat, es construeixen al voltant del cofactor a
partir de certs residus que actuen com a lligands d’aquest; 3 residus d’histidina i un

d’acid glutamic propis de la subunitat i un residu de treonina de la subunitat veina [19].
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OH O O 0]
5~ «._,1{ i OPO RhuA .L Lo+ HO l _-oPOF
: -
OH OH OH
L-Rhamnulose-1-phosphate L-Lactaldehyde DHAP

Figura 1.9.- Reaccio reversible d’addicié aldolica entre DHAP i L-lactaldehid catalitzada per

Ramnulosa 1 — fosfat aldolasa [19].

Figura 1.10.- Estructura tridimensional de la Ramnulosa 1 — fosfat aldolasa. A) Estuctura d’'una subunitat
i la regio de la subunitat veina que intervenen en la formacio del centre actiu. B) Estructura del tetramer
[18].

1.4. Producci6 de proteines recombinants en E. coli

1.4.1. El mercat de producci6 de proteines recombinants

Els ultims 20 anys han representat un increment considerable en el mercat de les
proteines recombinants amb projeccions de quotes de mercat per sobre de 50,000
milions de dolars l'any 2010 [20]. Els majors augments s’han produit en el
desenvolupament de processos productius basats en cél-lules de tipus animal

(principalment en cél-lules d’ovari de Hamster xinés) ja que en molts casos, la
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complexitat de les macromolécules a produir per tal que siguin actives (certs patrons
de plegament i determinades modificacions post-translacionals com ara glicosilacions)
no son possibles en microorganismes hostes com ara E. coli ja que no disposa de la
maquinaria sintética necessaria per tal de dur-ho a terme. No obstant pero, la
utilitzacié d’E. coli com a sistema de produccié de proteines recombinants continua
sent ampliament utilitzat gracies als principals avantatges que presenta; creixement
rapid, alts rendiments de produccié, facil manipulacié i ampli coneixement del seu
genoma que en permet la seva enginyeria per a una aplicacié determinada. Es per
aixo doncs, que en processos de produccid de proteines recombinants no glicosilades,

E. coli és sempre la primera eleccié com a microorganisme hoste.
1.4.2. E. coli com a microorganisme hoste

Escherichia coli és un bacteri que pertany al grup dels entérics, per tant, Gram negatiu,
no esporulat, anaerobi facultatiu i mobil. El seu habitat natural és l'intesti dels animals
de sang calenta (inclos I'ésser huma), on presenta funcions de sintesi de vitamina K i
contribueix a l'ambient anaerobi de Tlintesti gruixut. Aquest génere de bacteris
presenta, en general, requeriments nutricionals senzills, de manera que pot
metabolitzar una gran varietat de fonts de carboni tals com sucres, aminoacids, acids
organics i multiplicar-se en medis en preséncia de Na‘, K*, Mg?, Ca®*", NH,", CI,
HPO,%, SO,* i elements traca. En general, la majoria de soques d’E. coli no sén
patdgenes, tot i que algunes poden conduir a quadres diarreics a partir de la sintesi de

I'antigen K [21], que permet la colonitzacié de lintesti prim.

A nivell genétic, E. coli, com a procariota presenta una organitzacié de 'ADN en forma
circular ubicat al citoplasma cel-lular sense cap tipus de membrana de separacié entre
cromosoma i citoplasma tal i com succeeix amb els organismes eucariotes. Per al seu
Us tant en recerca com a nivell de produccio industrial, sovint es treballa amb varietats
genotipiques que presenten certes diferéncies a nivell genétic front les seves soques
parentals. Aixi doncs, en E. coli, les varietats més ampliament utilitzades per a la
produccié de proteines recombinants no glicosilades sobre les quals es practiquen
certes modificacions genétiques sén les de tipus B i tipus K12. En general, aquestes
variacions front les soques salvatges persegueixen augments en els rendiments
globals de procés. En alguns casos les modificacions genétiques estan orientades a la
minimitzacié de la formacié de subproductes que poden resultar inhibitoris per al

desenvolupament i creixement del cultiu. En d’altres, les modificacions silencien
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'expressio de certes proteases que actuen degradant els productes de sintesi

(proteines recombinants) quan es dona una certa acumulacio al citoplasma de la soca.

Paral-lelament, els bacteris poden presentar elements genétics que es repliquen
independentment de 'ADN cromosomic; els plasmidis. Aquests elements, dels quals
n’hi pot haver diverses copies en una mateixa cél-lula, estan formats tipicament per
una cadena circular (tot i que també n’existeixen de lineals) d’ADN.

Els plasmidis contenen informacié genética que atorga a la cél-lula portadora unes
caracteristiques que la distingeixen de la cél-lula no portadora. Un dels grups de
plasmidis més estudiats sén els que contenen gens de resisténcia, que proporcionen a
la cél-lula portadora la capacitat de desenvolupar-se en un medi de cultiu en preséncia
d’'un o diversos antibiotics. Aquests elements son utilitzats com a eines molt valuoses
en processos biotecnoldgics, ja que correctament dissenyats a partir de técniques
d’enginyeria genética, poden contenir la informacié necessaria per a la sintesi de
determinats productes que en alguns casos poden arribar al 50% del pes sec cel-lular
[22].

Els plasmidis en general presenten una estructura genética organitzada a partir dels
seguents elements:

- Replico; o origen de replicacio, que controla el nombre de copies de plasmidi
per cél-lula. Per a sistemes de producci6 de proteines recombinants,
normalment es treballa amb derivats de ColE1 o P15A [23, 24].

- Marcador de resisténcia; que conté la informacio per a atorgar a la cél-lula la
resistencia a antibiotics generalment utilitzats en cultius recombinants, com ara
'ampicil-lina, kanamicina, cloramfenicol o tetraciclina [23]. En alguns casos
pero, i degut a la restriccié de I'us d’antibidtics com a eines de pressio selectiva
en el creixement de cultius microbians [24], es treballa amb sistemes de delecid
— complementacié genética, és a dir, amb soques a les que a partir de
técniques d’enginyera genética se’ls ha eliminat la capacitat de sintesi d’'un
determinat compost essencial per al seu desenvolupament. Introduint els gens
complementaris corresponents al plasmidi, s’exerceix la pressio selectiva
necessaria tal que Unicament les cél-lules portadores del plasmidi puguin
desenvolupar-se en medis sense suplement d’aquest compost essencial [24,
25] .

- Promotor regulable (generalment); per a controlar I'expressiéo dels gens
involucrats en la sintesi dels productes d’interés codificats al plasmidi, a partir
d’'una induccié quimica o térmica. Un dels sistemes més ampliament utilitzats

per a la regulacio de I'expressio de gens recombinants en E. coli sén els basats
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en loperé lac, induible en preséncia de lactosa o Isopropil-3-D-1-
tiogalactopiranosid (IPTG) [26, 27]. L'operd lac, que conté els gens que
codifiquen la informacio per al metabolisme de la lactosa en bacteris similars a
E. coli, s’activa en preséncia de lactosa (o un analeg no metabolitzable com ara
'IPTG) i AMP ciclic. Aquest operd s’esquematitza a la Figura 1.11 i esta
constituit per tres gens (lacZ,lacY,lacA). En abséncia de glucosa al medi, se
sintetitzen molécules d’AMP ciclic que formen el complex CAP amb les
proteines receptores corresponents (CRP). Aquest complex s’enllaga a una
regio determinada de I'operé augmentant 'afinitat de la mRNA polimerasa per
al promotor (P). A partir de I'enllag entre promotor (P) i mRNA polimerasa es
transcriuen els gens lacZ (expressio de B-galactosidasa per a la hidrolisi de
lactosa en galactosa i glucosa), lacY (expressio de la proteina lac-permeasa
responsable del transport de lactosa a I'interior de la cél-lula) i lacA (expressio
de tiogalactosid transferasa, enzim no relacionat amb el metabolisme de la
lactosa). El transport de lactosa (o IPTG) a l'interior de la cél-lula juga un paper
important en la regulacié de tot el sistema, ja que a partir d’'una transglicosilacié
duta a terme per I'enzim B-galactosidasa, es transforma en alolactosa, que
s’enllaca a les moléecules repressores del sistema evitant I'enllag d’aquestes a
la zona de l'operador O que no permetria al seu torn I'enllag de la mMRNA
polimerasa a la zona P. Per altra banda, un segon punt important de regulacio
del sistema és la preséncia de glucosa al medi, que inhibeix la producci6
d’AMP ciclic que promou 'augment en l'afinitat de la mRNA polimerasa a la
regio del promotor.

- Segléncies tipiques; d’iniciaci6 de ftraduccid6 aixi com terminadors
translacionals i traduccionals..

- Informacié genetica corresponent a la sintesi del producte d’interes; on
verdaderament es codifica la informacié de la proteina heterdloga objectiu del
procés que es du a terme. En alguns casos, la seqlieéncia corresponent a una
determinada proteina recombinant pot presentar certes adhesions
corresponents a la informacid genética de proteines de fusid. Aquestes
proteines (o sovint petits péptids), poden representar certs avantatges en les
etapes de purificacié de la proteina d’interés gracies a la seva afinitat cap a
determinats tipus de suport utilitzats en etapes de purificaciéo i/o
d'immobilitzacié proteica [24, 28, 29]. En certs casos a més, donat que un dels
principals problemes en la produccié de proteines recombinants en E. coli és la
formacié de cossos d’inclusid per acumulacié de proteina recombinant i

plegaments defectuosos, certes proteines de fusié augmenten la solubilitat de
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la proteina d’interés evitant la formacié d’agregats proteics amb possible
pérdua d’activitat [24, 28, 29].

The lac Operon and its Control Elements

lacl B lacZ lacY lacA

CAP P |O .

5 - e—. O —. S— S— 3
AUG AUG AUG
mRMN& 4 T g -
cAMP Activator Protein RNA Polvmerase
r / l lue
__ 4 High {constitutive) level of expression ¥ oW FHICOE

5 — B —* 5+ lLactose available

lael repressor

- f High glucose
CAP | Sl
5 — e 2 _— 'X—-IX—'L ] 3 Lactose unavailable
Low glucose
P . g
5 — - X P X & X > 1 Lactose unavailable
CAP P O Low (basal) level of expression . High 'c'l“-"""_t'
 —y I mm . - > ] 5 Lactose available

Figura 1.11.-. Esquema de regulacié de I'opero lac.

1.4.3. Producci6 de proteines recombinants en cultius d’'alta densitat cel-lular
d’E. coli

Els processos de produccid de proteines recombinants, ja sigui a nivell industrial com
al laboratori per a la realitzacié d’assaigs, persegueixen [I'optimitzaci6 en la
productivitat del compost d’'interés. No obstant pero, en aquest tipus de processos les
condicions de treball poden tenir repercussions considerables en el metabolisme dels
microorganismes conduint a situacions d’inhibicié, no només del creixement sin6
també en la sintesi dels compostos d'interés. Es per aixd, que la condicié
indispensable per tal d’assolir I'éxit en un cultiu recombinant és I'estudi de la integracio

dels aspectes genétics de la soca de treball i les condicions operacionals del sistema.
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Aixi doncs, en el desenvolupament d'un procés de produccid6 de proteines
recombinants en E. coli es tenen en compte temes d’enginyeria genética per a la
construccié de la soca amb millors propietats per a la sintesi del producte d’interés,
composicié del medi de cultiu adequat des del punt de vista dels requeriments
nutricionals de la soca i altres particularitats del procés, aixi com aspectes de

I'enginyeria classica per tal de definir les estratégies d’operaciéo més adients.

Tipicament, E. coli produeix acetat com a subproducte del creixement inclus en
condicions aerobiques utilitzant glucosa com a font de carboni. A nivells relativament
baixos (al voltant de 0.5 g-L™), aquest presenta un efecte inhibitori tant del creixement
del cultiu com de la produccié de proteina recombinant per afeccié de la maquinaria
sintética relacionada amb els processos de transcripcié i traduccio [30]. Logicament a
més, la seva producci6 significa una diversificacié de la font de carboni o substrat, que
en altres condicions de procés hauria contribuit a la produccié de biomassa o de
proteina recombinant [30]. La produccié d’acetat o acetogénesi resulta de la necessitat
de regeneracido de NAD" consumit durant la glucolisi i del reciclat del coenzim A
(CoASH) necessari per a convertir el piruvat a acetil-CoA com a punt de partida del
cicle dels acids tricarboxilics (Figura 1.12). Donat que el cicle dels acids tricarboxilics
oxida completament l'acetil-CoA a CO, (amb O, com a acceptor final d’electrons),
I'acetogénesi només té lloc quan el cicle no funciona o bé quan el flux de carboni a les
cél-lules sobrepassa la seva capacitat metabdlica [31] . Dit d’altra manera, la produccié
d’acetat té lloc quan les cél-lules sobrepassen una certa velocitat llindar de consum de
glucosa on la maxima velocitat de consum d’oxigen no és suficient per a metabolitzar
la totalitat de glucosa aportada. En aquestes condicions limitants, s’inhibeix I'expressio
de diversos enzims relacionats amb el cicle dels acids tricarboxilics, de manera que el
flux de carboni es deriva cap a altres vies metabodliques.

Aquesta problematica es pot tractar des d’'un punt de vista de procés, és a dir, limitant
la velocitat de consum de glucosa de les cél-lules a partir d’'un control estricte de la
politica d’addicié de nutrients al medi de cultiu. En aquest sentit, el desenvolupament
de processos de produccioé de proteines recombinants operant els reactors de treball
en regim discontinu alimentat, pot permetre mantenir velocitats especifiques de
creixement constants en valors inferiors als llindars que provocarien la saturacié de
certes etapes del metabolisme de la font de carboni.

Per altra banda, la substitucid de glucosa com a font de carboni per glicerol pot
representar una possible solucié a la problematica en la generacié d’acetat ja que les
maximes velocitats de consum de glicerol sén generalment inferiors a les de la

glucosa. D’aquesta manera, la velocitat de consum d’oxigen pot deixar de ser una
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limitacié i per tant evitar I'entrada de la font de carboni a rutes de produccio

alternatives no desitjades [30].

La produccié d'acetat pot tractar-se per altra banda, des d'un punt de vista de

'enginyeria genética. En aquest sentit, la utilitzaci6 de variacions genotipiques de

soques d’E. coli tipus B, poden representar reduccions considerables en la produccio

d’acetat respecte de soques de tipus K12 inclus en condicions d’excés de glucosa [32,

33].
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Des d’'un punt de vista de proceés, I'estratégia operacional basada en la limitacié en
I'addicio de nutrients al medi de cultiu implica I'operacio en régim discontinu alimentat
(fed-batch) amb un perfil exponencial d’addici6 per mantenir prop de zero la
concentracié de substrat limitant (tipicament la font de C). Encara que hi ha d’altres
formes d’addicié discontinua alimentada (per exemple, addici6 lineal) 'exponencial és
una de les més utilitzades en els processos de produccidé. A més de minimitzar la
formacié de subproductes no desitjats del metabolisme, com ara Il'acetat, evita
possibles situacions d’anaerobiosis en cultius d’elevada densitat cel-lular. En primer
lloc, i tal com s’ha mencionat anteriorment, el fet de mantenir la velocitat de consum
de glucosa en valors baixos evita puntes en el consum d’oxigen disponible del cultiu.
Si a aquest fet se suma que la transferéncia d’oxigen de la fase gas (alimentada als
reactors a partir de sistemes de difusid) es veu cada vegada més perjudicada per
'augment de viscositat deguda al creixement cel-lular, la satisfaccié de la demanda
d’oxigen a les cél-lules es veura progressivament més compromesa, fins a tal punt que
es poden arribar a produir fendmens d’estratificacié als reactors de proceés, distingint

regions amb condicions aerobies i regions anaerobies.

Si bé les estratégies de procés basades en la limitacidé de I'addicié de nutrients poden
representar certs avantatges en alguns aspectes operacionals, en d’altres poden
comprometre en cert grau les condicions de desenvolupament d’un cultiu bacteriologic.
La limitacié de font de carboni pot conduir a situacions d’estrés cel-lular que es veuen
agreujades durant la induccié de la sintesi del producte recombinant en questi6. Si
durant les etapes de creixement la limitaci6 de nutrients ja és evident, la
sobreexpressid del producte recombinant codificat a 'ADN heterdleg pot portar a
I'expressio de certes proteines amb funcions de degradacio del producte recombinant
sintetitzat [34] amb I'objectiu d’extreure’n recursos per a sostenir el creixement, el
manteniment cel-lular i la propia sintesi de producte recombinant. La limitacio de
nutrients a més, deixa la maquinaria sintética relacionada amb la produccié de
proteines en unes condicions clarament desfavorables respecte una situacié d’excés
de nutrients [34]. Es per aixo doncs que tant a nivell genétic (en quant a la construccio
dels vectors o ADN heterdleg) com a nivell de procés, s’ha de trobar una solucié de
compromis que permeti el manteniment de la sobreexpressid del producte

recombinant en condicions de limitacié de nutrients.
La produccié de proteines recombinants és un procés altament dependent de
I'estabilitat de 'ADN heterdleg de les cél-lules portadores [35]. Es per aixd doncs que

per tal d’assegurar la preséncia plasmidica es treballa amb marcadors de seleccio tal i
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com s’ha enunciat anteriorment. No obstant pero, el manteniment de '’ADN plasmidic
indueix a respostes d’estrés cel-lular, sobretot quan la proteina objectiu t&é un grau
d’expressid elevat [23]. La sobrecarrega metabdlica per al seu manteniment esta
estretament relacionada amb el nombre de copies per cél-lula [36] mentre que les
principals perturbacions del sistema depenen dels gens que s’hi troben codificats [37]
com ara els marcadors de seleccio (expressats de forma constitutiva) i els del producte
d’interés (regulats normalment a partir de promotors forts). La sobreexpressié de les
proteines recombinants codificades a I'ADN plasmidic sovint ve acompanyada
d’inhibicions en el creixement cellular degut als recursos que s’hi destinen i
redireccions del metabolisme degut als elevats requeriments energétics en processos
no relacionats amb el creixement. Per altra banda, velocitats elevades de produccio de
proteina recombinant poden portar associats certs fenomens d’inhibicié de la sintesi de
components relacionats amb la maquinaria de producci6 de proteines amb
consequéncies fatals per a la sintesi de proteines no heterdlogues necessaries per a
les activitats de manteniment cel-lular [37]. A més, en aquestes condicions de
sobreexpressio, poden tenir lloc fendbmens d’inestabilitat plasmidica i de replicacié
d’'aquest fora de control, la qual cosa incrementa un grau més la sobrecarrega
metabolica associada al procés. Donat que aquestes situacions d’estrés repercuteixen
en la quantitat i la qualitat del producte recombinant, I'estudi de possibles esquemes
d’'induccié gradual, modelitzacié i optimitzaci6 del procés pot aportar millores

importants en els rendiments globals del sistema.

La sobreexpressido de proteines recombinants al citoplasma cel-lular pot presentar
certs avantatges front d’'altres esquemes d’operacid en quant a rendiments de
produccio i simplicitat en la construccid i disseny de 'ADN plasmidic. Ara bé, la
situacio d’estrés generada a partir del procés, si no es gestiona correctament, pot
portar a clars inconvenients en quant a degradacié del producte d’interés a partir de
proteines amb activitat proteolitica generades per la cél-lula com a resposta a les
condicions en qué es troba. Per a resoldre aquestes situacions, sovint es treballa amb
varietats genotipiques d’E. coli deficients en certes proteases [24]. En d’altres casos, la
solucié passa per una construccié plasmidica orientada a I'expressio de la proteina
recombinant en questio i el seu transport dirigit cap a I'espai periplasmatic o la seva
secreci6é al medi de cultiu [28, 32]. Els esquemes de produccié basats en el transport a
'espai periplasmatic presenten certs avantatges front I'expressioé al citoplasma en
termes de protedlisis, ja que aquests fenomens tenen menor abast. Per altra banda, la
concentracio de proteines natives és molt menor que al citoplasma, de manera que les

etapes de purificacio es poden simplificar considerablement. No obstant pero, I'éxit del
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transport a I'espai periplasmatic presenta una alta dependéncia del tipus de proteina
recombinant a sintetitzar, i és que en alguns casos, els péptids senyal utilitzats per al
transport poden presentar problemes en la seva fusié a la proteina d’interés quedant
aquesta doncs al citoplasma. Existeixen per altra banda estudis de secrecio de la
proteina recombinant al medi de cultiu, ara bé, si bé es veritat que la seva purificacio
respecte d’altres proteines es simplifica degut a la baixa concentracié de proteines
natives al medi, la proteina d’interés es dilueix considerablement. Si més no, E. coli no
es un microorganisme Optim des del punt de vista de I'excrecio de proteines al medi de
cultiu, aixi doncs, quan aquest és I'esquema de produccié a implementar, sovint es
treballa amb d’altres microorganismes hostes que ho facilitin, com ara bacteris Gram

positiu o llevats [32].
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2. CONTEXT | OBJECTIUS

Aquest treball s’emmarca dintre dels projectes d’investigacio:

- Nuevos desarrollos en Ingenieria Bioquimica: Optimizacién de procesos de
produccion de proteinas recombinantes y de sintesi enzimatica . (CTQ2005-
01706).

- Procesos Biotecnolégicos integrados para la obtencion de compuestos
bioactivos (CTQ2008-00578).

| es desenvolupa en el si d’'un grup de recerca que té com a principal camp
d’investigacio la produccié de proteines recombinants en cultius d’alta densitat cel-lular
i la seva aplicacio en processos biocatalitics. En concret, aquest treball es centra en la
modelitzacio i control de la produccié de Ramnulosa 1-fosfat aldolasa en cultius d’alta
densitat cel-lular de la soca d’E. coli M15AglyA [pREP-4] pQEaBrham [1] aixi com en la
integracio dels processos de produccio i la seva purificacioé i immobilitzacié en un sol
pas [2] per cromatografia d’afinitat a metalls per a la posterior utilitzacié en reaccions

enzimatiques.

En anteriors treballs al grup de recerca s’ha estudiat I'efecte de diversos parametres
en la productivitat de Ramnulosa 1-fosfat aldolasa i d’altres enzims de la mateixa
familia (en d’altres sistemes d’expressid) [3-7]. Els resultats més satisfactoris es van
obtenir amb un sistema d’expressio basat en auxotrofia per glicina, emprant un
plasmidi que la complementava (veure Materials i Métodes per una descripcié del
sistema — seccié 3.1). La produccié en cultius d’alta densitat cel-lular s’assolia emprant
un procés discontinu alimentat amb una addicié exponencial de nutrients. En aquest
sentit, aprofundir en I'efecte de la composicié del medi de cultiu utilitzat i en I'estratégia
de procés implementada no només en la fase de creixement no induit sind també
durant la induccié del sistema sobre els rendiments de produccié ha permés definir
esquemes de treball amb elevats rendiments de produccid i pocs problemes
operacionals derivats de la formacié de subproductes del creixement amb propietats
inhibitories. No obstant pero, calia desenvolupar un model matematic que permetés
identificar les variables clau i proposar estratégies de control del procés extensibles a
la produccié d’altres proteines. D’altra banda, la produccié de Ramnulosa 1-fosfat

aldolasa no s’havia analitzat des d’'un punt de vista global integrant les posteriors
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etapes de purificacié i immobilitzacié de I'enzim. Aixi doncs, no s’havia tingut en
compte la repercussio de les estratégies implementades a I'etapa de produccio (per
exprimir al maxim el potencial productiu de la soca) sobre els rendiments globals del
procés. Es a partir d’'aquestes premisses que es defineixen els objectius d’aquest

treball:

- Avaluar la repercussio de les estratégies de produccié tipus heretades de
treballs anteriors al grup de recerca sobre els rendiments de recuperacié de
Ramnulosa 1-fosfat aldolasa per cromatografia d’afinitat a metalls. Les
estrategies van ser desenvolupades pel Dr. Jaume Pinsach (amb qui es va

col-laborar en aquesta part especifica del treball).

- Definir els esquemes i les estrategies de procés amb millors resultats en quant
a la qualitat (UA-mg'1RhuA) de la proteina recombinant. En aquest sentit, no es
persegueix només la maximitzacié de I'activitat especifica (UA-g"pcw) 0 de la
concentraci6 massica de proteina (nghuA-g'1Dcw) per separat, sind que es
treballa amb aquest nou parametre definit, la qualitat, que permet avaluar el
possible grau de degradacio de la proteina degut a fendmens proteolitics com a
consequéncia de l'estrés causat per la propia sintesi i les condicions de cultiu.
A partir dels esquemes que es desenvolupin es realitzaran estudis de millora i
implementacié de co-estratégies a partir de técniques de modelitzacid del
proceés i suplementacié del medi de cultiu amb compostos que disminueixin els
efectes adversos que causa l'expressié de la proteina recombinant sobre la

seva qualitat.

- Construir, calibrar i validar un model matematic que permeti la descripcid del
procés i l'establiment d’estratégies d’operacié controlades a partir de les

prediccions del model.

- Posant el focus en la qualitat de la proteina recombinant sintetitzada, es triaran
les estratégies i esquemes que presentin la major productivitat (unitats
d’activitat per unitat de volum i temps) i menors taxes de degradacio de la
proteina. La degradacio, en una elevada intensitat és la responsable de les
pérdues d’activitat enzimatica si els residus afectats estan d’alguna manera
implicats en el centre actiu de I'enzim, perd en condicions no tan severes pot

associar-se amb els baixos rendiments d’immobilitzacié sobre suports de tipus
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IMAC si els residus afectats son els més accessibles, com ara els de la cua de

6 Histidines amb qué la proteina s’expressa fusionada.

S’'implementara una combinacié d’aquests esquemes en un procés en planta
pilot amb [l'objectiu de comprovar si I'escalat té algun efecte sobre els
rendiments globals del procés i per altra banda si existeix algun tipus de
sinergia en la combinacié d’aquestes estratégies front els resultats de la seva

implementacio individual.
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3. MATERIALS | METODES

Es descriuen els principals materials i métodes emprats durant aquest estudi. En
alguns casos pero, s’apliquen certes modificacions respecte els méetodes estandard, i

es descriuen de manera especifica al capitol corresponent.

3.1. Soques i plasmidis

L’enzim d’estudi d’aquest treball, Ramnulosa 1-fosfat aldolasa, s’obté fusionada a una
cua de 6 residus d’histidina a I'extrem N-terminal, a partir de cultius d’alta densitat
cel-lular de la soca d’E. coli M15AglyA [pREP-4] pQEaBrham [1], derivada d’'una soca
parental de tipus K12. La soca, presenta a nivell cromosdmic una delecio del gen glyA,
responsable de la sintesi de I'enzim Serina Hidroximetil Transferasa (SHMT), implicat
en la principal ruta biosintética de glicina a E. coli.

La complementacié d’aquesta auxotrofia aixi com I'expressié de Ramnulosa 1-fosfat
aldolasa es troben codificades al plasmidi pQEafrham (Figura 3.1) derivat dels vectors

comercials tipus PQE40 de Qiagen.

P3 PT3 _BxHisTag
g = *It:__:-hh rhal

.\_H\-\,‘
It
\
W\
Y
-'_1_':
% J-i; 12
I pQEaprham | Are 1(1341)
| Al
Il |
) alpha
£y
X
ColE1T %y
Xba 1(3003]

Fig. 3.1.- Plasmidi pQEafrham derivat dels vectors comercials PQE40 de Qiagen.
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L’expressié de SHMT queda codificada al gen glyA, del qual n’existeix una copia al
vector sota el control del promotor constitutiu P3. D’aquesta manera, com a eina de
pressio selectiva, unicament les soques portadores d’aquest vector es podran
desenvolupar correctament en medis de cultiu en abséncia de glicina.

L’expressié de Ramnulosa 1-fosfat aldolasa, codificada al gen rhaD, queda controlada
pel promotor fort T5 (reconegut per la RNA polimerasa) i dues sequéncies de
I'operador lac que asseguren una regulacié estricte del nivell d’expressio de la proteina
recombinant; bloquejada en preséncia de nivells elevats de proteina repressora del
sistema lac, i activada en preséncia d’'IPTG (Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosid) o
lactosa. El vector comercial, conté a més la seqiéncia responsable per a I'expressio
d'una cua de 6 residus d’Histidina (6xHis) fusionada a I'extrem N-terminal de la
proteina recombinant en qlestio, permetent d’aquesta manera la seva separacié de la
resta de proteines citoplasmatiques d’E. coli a partir de técniques de cromatografia
d’afinitat a metalls.

Per altra banda, el vector també conté la seqlieéncia que codifica I'expressié de I'enzim
B-lactamasa (bla), atorgant d’aquesta manera la resisténcia de la soca a antibidtics
betalactamics (tipicament ampicil-lina). Per al cas d’estudi, aquesta eina de pressio
selectiva unicament s'utilitza en fases inicials del creixement en medi complex, on
donat que aquests es basen en extractes proteics no definits amb possible preséncia
de glicina, existeix el risc de pérdua del plasmidi per tal de disminuir la sobrecarrega
metabolica que aquest representa.

La soca utilitzada és a més portadora del vector pREP-4 (Figura 3.2) que a banda
d’atorgar a la soca la resisténcia a l'antibidtic kanamicina, expressa de manera
constitutiva la proteina repressora del sistema lac (codificada a lacl) assegurant
d’aquesta manera la repressié de I'expressi6 de Ramnulosa 1-fosfat aldolasa en

abséncia d’inductor (lactosa o IPTG).
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Hindill (1) Bghi (321)

Clal (3736)

Xbal (3641) Ball (567)

Neol (917)

Figura 3.2.- Vector pREP-4 (Qiagen).

3.2. Medis de cultiu

La soca de treball, E. coli M15AglyA [pREP-4] pQEaBrham, es conserva a -80°C per al
seu Us en cultius, adherida en suports toroidals de tipus plastic (Cryobilles - AES
Chemunex). Les diferents etapes del procés tipic de creixement i produccidé dut a

terme al laboratori es mostren a la figura 3.3.
Les etapes inicials de creixement o revifament de la soca a partir dels crio-stocks, es
duen a terme en medi complex LB (10 g-L™" de peptona, 5 g-L™" d’extracte de llevati 10

g-L" de clorur sodic) suplementat amb ampicil-lina i kanamicina (ambdés a 0.1 g-L™)

com a elements de pressio selectiva per tal d’assegurar el manteniment dels vectors.

Si—B
\II—!

Figura 3.3.- Etapes d’un procés de creixement i produccid tipic al laboratori.
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La seglent etapa del procés, en Erlenmeyer equipat amb deflectors per tal d’afavorir
bons nivells d’homogeneitzacid, es du a terme en medi definit de composicio detallada

a la taula 3.1 sense suplement d’antibiotics.

Component Concentracio (g/l)

Glucosa 5

K,HPO, 2.973
KH,PO, 0.596

NaCl 0.458
(NH4),S0, 0.75
MgSO,7H,0 0.112

FeCl, 0.006
Tiamina 0.025
CaCl,-2H,0 0.001
Elements traca 0.08 (mL / 100 mL de medi)*

Taula 3.1.- Composicié del medi definit emprat a les etapes de creixement en Erlenmeyer. (*) La

composicio dels elements traga es detalla a la taula 3.2.

Component Concentraci6 (g/l)
AICI;-6H,0 0.04
ZnS0,7H,0 1.74
CoCl,-6H,0 0.16
CuSO,4-H,O 1.55
H3BO3 0.01
MnCl,-4H,0 1.42
NiCl,-6H,0 0.01
Na,MoO, 0.02

Taula 3.2.- Composicio dels elements traga emprats en la preparacié del medi definit de creixement.

El creixement en bioreactor a escala laboratori es du a terme en dues etapes
diferenciades. La primera d’elles, operant en régim discontinu, parteix d’un medi
definit, altra vegada sense suplement d’antibiotics, de composicioé detallada a la taula
3.3. Per altra banda, la segona etapa del procés es du a terme operant el reactor en
discontinu alimentat implementant una politica d’addicié de nutrients determinada. La

solucié alimentada al reactor presenta la composicio detallada a la taula 3.4.
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Component Concentracio6 (g/l)
Glucosa 20
K,HPO, 11.9
KH,PO, 24
NaCl 1.8
(NH4),S0, 3
MgSO,-7H,0 0.45
FeCl; 0.02
Tiamina 0.1
CaCl,-2H,0 0.004
Elements traca 2.86 (mL / L de medi)*

Taula 3.3.- Composiciéo del medi definit emprat a les etapes de creixement en régim discontinu en

bioreactor a escala laboratori. (*) La composici6 dels elements traca es detalla a la taula 3.2.

Component Concentracio (g/l)
Glucosa 478
MgSO,-7H,0 9.56
FeCl, 0.49
Tiamina 0.33
CacCl,-2H,0 0.089
Elements traca (62.9 mL / L de medi)*

Taula 3.4.-Composicio de la solucié de nutrients emprada a la segona etapa del procés de creixement i
produccié en bioreactor a escala laboratori. (*) La composicioé dels elements traca es detalla a la taula
3.2.

Per als estudis en planta pilot, els medis definits utilitzats en I'etapa de creixement en
discontinu presenten la mateixa composicio que els utilitzats a escala laboratori (taula
3.3). Per altra banda, la solucié de nutrients utilitzada a escala planta pilot a I'etapa de
creixement i produccioé en régim discontinu alimentat presenta la composicio detallada
a la taula 3.5.

Les solucions de nutrients emprades a les etapes d’alimentacié en bioreactor (tant a
escala laboratori com en planta pilot) no inclouen els compostos en base a fosfats amb
I'objectiu d’evitar la precipitacié de sals calciques i magnésiques. D’aquesta manera

doncs, s’alimenten independentment al bioreactor (en forma de solucions
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concentrades) en base als requeriments del cultiu, segons rendiments calculats a raé

de 0.05 gP'g-1DCW-

Component Concentracio6 (g/l)
Glucosa 300
MgSO,-7H,0 6.75
FeCls 0.3
Tiamina 0.3
CaCl,-2H,0 0.060
Elements traca (40 mL / L de medi)*

Taula 3.5.-Composicié de la solucié de nutrients emprada a la segona etapa del procés de creixement i
produccié en bioreactor a escala planta pilot. (*) La composicié dels elements traga es detalla a la taula
3.2.

Per a l'etapa d’induccid, tant als estudis en planta pilot com a escala laboratori,
s'utilitza IPTG (Sigma Aldrich) com a agent inductor. En funcié de [l'estratégia
d’'induccié aplicada al procés, la solucid mare (en aigua miliQ) es prepara a una
concentraci6 o altra (420 uM per als estudis amb induccié continua o 100 mM per als

estudis amb induccié amb un unic impuls) .

3.3. Condicions de cultiu i equipament

A la figura 3.3 s’han detallat les etapes principals d’'un procés de creixement i
producci6 a escala laboratori. En aquest punt se’'n descriuran de manera general les
condicions per a un cultiu estandard. No obstant perd, i donat que en aquest estudi
s’han utilitzat diverses estratégies de procés particulars a més dels estudis en planta

pilot, aquestes es descriuran especificament al capitol corresponent.

Partint de la soca conservada a -80°C en suports de tipus plastic, es du a terme una
etapa de revifament overnight (10 — 12 hores) en medi complex LB a 37°C i volum final
de 15 mL amb suplements d’antibidtic per tal d’assegurar el manteniment dels vectors.
Transcorregut aquest periode de temps i assolida una densitat optica al voltant d’ 1.5 -
2 unitats a 600 nanOmetres es prenen 5 mL del pre-cultiu i es carreguen en un
Erlenmeyer amb 95 mL de medi definit de composicio detallada a la taula 3.1. El cultiu

es manté en un agitador orbital termostatitzat a una temperatura de 37°C fins a
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esgotament de la font de carboni, la qual cosa ocorre a les 4- 4.5 hores d’haver inicial

el cultiu amb densitats optiques al voltant d’1 - 1.5 unitats a 600 nandometres.

S’inoculen 80 mL del cultiu en Erlenmeyer en un bioreactor a escala laboratori (Figura
3.4) (Fermentador Biostat B de Sartorius amb volum util d’1.5 L) equipat amb sensors
de temperatura, pH i oxigen dissolt, i carregat amb 720 mL de medi definit estéril de
composicid detallada a la taula 3.3. Les consignes dels principals parametres
operacionals; temperatura, pH i concentracié d’oxigen dissolt es fixen a 37°C, 7
unitats i 50 % de la saturacio respectivament i es mantenen controlats a partir de la
unitat de control (DCU) amb qué ve equipat el bioreactor. El control de pH del medi de

cultiu al bioreactor es du a terme a partir de I'addicié d’'una solucié d’amoniac al 15%.
Per altra banda, el control de la concentracié d’oxigen dissolt es realitza a partir de la
manipulacié de la velocitat d’agitacio al reactor (490 — 1150 rpm). Durant les primeres
hores del creixement al bioreactor, no hi ha manipulacié automatica del cabal d’aire o
de la proporcié oxigen / aire a I'entrada del sistema. No obstant perd, en assolir
concentracions cel-lulars elevades, es produeixen oscil-lacions considerables en la
concentracié d’oxigen dissolt al medi, de manera que aquest s’ha controlat
manualment a partir de la manipulacié de la velocitat d’agitacio, del cabal de gasos a
I'interior del reactor (1.5 — 2 vvm) i de la proporcié de la mescla aire / oxigen, que a les

etapes finals del cultiu poden arribar a una relacié 20:80 (en percentatge volumétric).

S’inicia d’aquesta manera una etapa de creixement en régim discontinu fins a
esgotament total de la font de carboni al medi de cultiu (12-14 hores) amb valors de la
densitat optica al voltant de 20 — 25 unitats a 600 nandmetres. A banda de I'analisi off-
line de la principal font de carboni (glucosa), el final de la fase de creixement en
discontinu es pot identificar a partir de I'increment sobtat del pH i de la concentracio
d’oxigen dissolt al medi de cultiu. Es a partir d’aquest moment quan es passa a operar
el procés en régim discontinu alimentat a partir de l'addici6 (segons un perfil
exponencial) d’'una solucié concentrada de nutrients amb I'objectiu de mantenir la
velocitat de creixement constant a 0.2 — 0.25 h™. Aquest tipus d’estratégies es basen
en la limitacid del substrat limitant (tipicament la font de carboni) de manera que
Unicament se n‘alimenta la quantitat estricta per a sostenir el creixement a la velocitat
especifica fixada, és a dir, evitant-ne la seva acumulacié de al medi de cultiu. En
alguns dels processos descrits en aquest treball, les velocitats especifiques de
creixement s’han fixat en altres valors. En aquests casos, les estratégies

implementades es descriuen als capitols corresponents.
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La politica d’addici6 de nutrients implementada al sistema durant I'etapa de creixement
i produccio en régim discontinu alimentat respon a un esquema de control en lla¢ obert
[2]. El volum de solucio de nutrients a alimentar al reactor en un determinat instant de
temps t, es determina a partir de la resolucié de les equacions de creixement de la
biomassa i consum de glucosa definides per al cas destudi (equacio 3.1).
L’alimentacioé perd, no es realitza en continu si no a partir d’addicions discretes en
intervals de temps (At) de 60 segons. A nivell d’instrumentacid, I'alimentacié de
nutrients al bioreactor es realitza a partir d’'una microbureta MICRO BU 2030 (Crison
instruments) equipada amb una xeringa de volum util de 2.5 mL (Hamilton) governada

a partir del sistema supervisor del procés desenvolupat en Visual Basic 6.

V()= Mo 1L t)-vit)- expluy, - At)-1) (Eq.3.1)
Se M Yys

On:

- Va(t) és el volum (L) de solucié de nutrients a afegir al reactor a l'instant de
temps t.

- Sgés la concentraci6 de glucosa a la solucié de nutrients (g-L™).

- msx és el coeficient de manteniment cel-lular; 0.1 ggu.-g " ocw'h™ per a la soca
d’estudi.

- Mnx €s la velocitat especifica de creixement fixada a I'etapa en régim discontiu
alimentat (h™).

- Yxs és el rendiment biomassa substrat; 0.382 gpcw -g'1g.uC per a la soca d’estudi.

- X(t)-V(t) és la biomassa total al sistema a l'instant t (gpcw) que es determina a
partir de les condicions amb les que s’inicia la fase d’alimentacid de nutrients i
la velocitat especifica de creixement fixada (equacié 3.2).

- At és l'increment de temps entre dues addicions (h).

X(t)-V(t) =X Vo 'eXp(ﬂﬁx 't) (Eq. 3.2)

Assolida una densitat optica al voltant de 60 unitats a 600 nandmetres, s’inicia I'etapa
de producciéo de Ramnulosa 1-fosfat aldolasa a partir de la induccié del cultiu amb
IPTG. Segons les estratégies de procés implementades, la induccié es realitza segons

un esquema o un altre. Cada cas es descriu al capitol corresponent. Durant la induccio
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a més, s’han implementat diverses politiques d’addicié de nutrients amb I'objectiu de
satisfer els requeriments nutricionals de la soca tant per al creixement i tasques de
manteniment cel-lular com per a la produccié de proteina recombinant. Cada una
d’aquestes estratégies es descriu també al capitol corresponent.

A nivell d’instrumentacid, I'addicié d'IPTG al medi de cultiu canvia segons I'esquema
implementat. Per als estudis d’'induccioé continua, I'addicié es realitza per separat de
I'alimentacié a partir d’'una microbureta MICRO BU 2030 (Crison instruments) equipada
amb una xeringa de volum util d’1mL (Hamilton) governada també a partir del propi
sistema supervisor. Per als estudis d’induccié en un sol impuls, I'addicié d'IPTG al

bioreactor es realitza asépticament a través d’una de les boques del capcal del reactor.

MIZEOE Jye

[=ae LR ]

Figura 3.4.- Diagrama funcionament del bioreactor a escala laboratori.

3.4. Purificaci6 i immobilitzacié de Ramnulosa 1-fosfat aldolasa en un sol pas

per cromatografia d’afinitat a metalls (IMAC)

3.4.1. Processament del brou de cultiu
El brou de cultiu resultant del procés de creixement i produccié en bioreactor a escala
laboratori es centrifuga a 10,000 rpm durant 20 minuts a una temperatura de 4°C
emprant una centrifuga Beckman J2-21 M/E. Es descarta el sobrenedant i es

ressuspén la fraccio solida en tampo de lisi de composicié: 43 mM Na,HPO4, 7mM
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NaH,PO,4, 20 mM Imidazol, 300mM NaCl a pH=8 a una relacié d’1mL de tampd per
cada 0.3 g de pél-lets.

S’aplica un cicle de lisi a la ressuspensio per disrupcié mecanica a 2.57 kbar i 4°C
mitjangant un disruptor Constant Systems LTD One Shot i una posterior centrifugacié a
14,000 rpm i 4°C durant 35 minuts. Es descarta la fraccio solida resultant i es conserva
'extracte cellular o lisat a un 0.02% d’azida sodica (per a evitar una possible

proliferacié microbiologica) per als processos de purificacio i d'immobilitzacio.

3.4.2. Purificacié i immobilitzacié de Ramnulosa 1-fosfat aldolasa

El procés de purificacio i immobilitzacié en un sol pas de Ramnulosa 1-fosfat aldolasa
[3] té com a objectiu la retencié d’'una determinada activitat enzimatica per mL del
suport utilitzat al procés. Els cicles d'immobilitzacié es realitzen a raé de 9:1 (mL de
solucié enzimatica : mL de suport). D’aquesta manera, préeviament es determina
I'activitat enzimatica del lisat o extracte cel-lular obtingut a 3.4.1 a fi de coneéixer la
diluci6 que se n’ha de fer (amb tampd de lisi a volum final de 9 mL) per tal

d'immobilitzar I'activitat enzimatica total desitjada al suport.

El suport IMAC emprat, Co-IDA (Chelating Sepharose FF Amersham Biosciencies-GE
Healthcare) consisteix en una matriu entrellagada d’agarosa amb grups funcionals
d’acid iminodiacétic on s'immobilitza cobalt a raé de 3:1 (volum de solucié 0.2 M de
CoCl;, : volum de suport) per tal d’establir coordinacié amb els residus de la cua

d’histidines amb la que s’expressa fusionada la proteina recombinant.

Per al procés d'immobilitzacié, 1 mL de la dilucié d’extracte cel-lular es conserva a 4°C
i agitacié suau per tal d’establir I'estabilitat d’aquest a les condicions d’'immobilitzacio.
Per altra banda, 1mL del suport emprat s’addiciona a 9 mL de la dilucié d’extracte
cellular i es manté a les mateixes condicions. Periddicament, com a eina de
seguiment del procés d'immobilitzacid, es mesura 'activitat enzimatica de les segients

fraccions fins a valor constant de l'activitat enzimatica del sobrenedant.

- Blanc o referéncia (ref.), és a dir, la dilucié de I'extracte cel-lular conservada a
les condicions d’immobilitzacié (4°C i agitacio suau)..
- Sobrenedant (sn), o fraccid del sistema lliure de particules de suport, resultat

de deixar decantar el suport de la suspensié. Es en aquesta fraccié on es pot
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observar quina és la quantitat d’enzim (en termes d’activitat) que queda

pendent d'immobilitzar.

- Suspensio (susp), o mescla de dilucié de I'extracte cel-lular més suport. En

aquesta fraccié es mesura l'activitat especifica total de la mescla.

Una vegada assolit I'equilibri entre els processos d’adsorcié i desorcié de I'enzim al

suport es determinen els principals parametres de la immobilitzacié (rendiment

d’'immobilitzacié i activitat immobilitzada) (equacions 3.3 i 3.4). A 'exemple de la figura

3.5 es pot observar com es determinen a partir de les dades experimentals.

120
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60 -
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% Activitat enzimatica residual

20 -
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d’'immobilitzacio (%)

]/ a

Activitat

Immobilitzada (%)
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Figura 3.5.- Seguiment d’'un procés tipic d'immobilitzacié enzimatica i determinacié dels parametres

principals d’aquest. % d’activitat residual de la fraccié blanc o referéncia (e), % d’activitat residual de la

fraccio suspensio (A), % d’activitat residual de la fraccid sobrenedant (o).

Act . — Act
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3.5. Métodes analitics

3.5.1. Monitoritzacié del creixement bacteria als cultius

El creixement bacteria es monitoritza a partir de mesures de densitat Optica a 600 nm.
Les mostres extretes del bioreactor es dilueixen en tamp6 de composicié 100 mM
Tris:HCI per tal de mantenir valors d’absorbancia entre 0.2 — 0.8, rang lineal de
I'espectrofotometre (Philips PU8620). La relacié entre densitat optica i pes sec cel-lular
es realitza en base a una correlacié obtinguda préviament, que estableix un valor de
0.31 goew'L™" per cada unitat de densitat optica per a la soca en qliestié.

Per a daltres determinacions, 1 mL de brou de cultiu es centrifuga a 13,000 rpm
durant 4 minuts a 4°C. Posteriorment a un tractament de filtracié del sobrenedant a
0.22 ym s’ analitzen glucosa i acids organics com a subproductes del creixement. Els

nivells de glucosa al medi s’analitzen mitjangant dues tecniques:

- Enzimatica; a partir de I'equip YSI (Yellow Spring Instruments).

- Per cromatografia liquida d’alta eficacia (HPLC), emprant un equip Hewlett
Packard 1050 amb detector IR Hewlett Packard 1047 utilitzant columnes
Aminex HPX-87H de Biorad i eluent de composicié 15mM d’H,SO, a cabal fix
de 0.6 min™.

L’acid acétic com a subproducte del creixement es monitoritza a partir de
cromatografia a les mateixes condicions que les descrites per a la glucosa, mentre que

I'acid lactic es determina enzimaticament mitjangant el detector YSI.

3.5.2. Quantificacié de Ramnulosa 1-fosfat aldolasa

Per a la quantificacié dels nivells d’activitat enzimatica i concentraci6 massica de
proteina, es pren la fraccio solida resultant del procés de centrifugacié realitzat a 3.5.1
i s’ajusta la densitat Optica a 3 unitats mitjangant la seva ressuspensio en tampé Tris-
HCI 100 mM a pH=7.5. Les suspensions es sotmeten a quatre cicles de 15 segons de
sonicaci6 en fred (4°C) amb un interval entre cicles de 2 minuts emprant un sonicador
Vibracell VC50 (Sonics & materials). Les restes cel-lulars s’eliminen per centrifugacio i

se’n separa el sobrenedant per a la realitzacié d’analisis.

La quantificacié de l'activitat aldolasica es basa en I'acoblament de dues reaccions

enzimatiques (equacions 3.5 i 3.6 i taula 3.6), la primera de les quals és la reaccio
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natural de I'enzim d’estudi on Ramnulosa 1-fosfat es trenca en L-lactaldehid i
dihidroxiacetonafosfat (DHAP). El segon procés enzimatic és la desaparicio de NADH
per reacci6 amb DHAP catalitzada per I'enzim glicerol 3-fosfat deshidrogenasa,
permetent un seguiment del seu abast per espectrofotometria a 340 nandmetres amb
un equip Cary Varian. Es defineix aleshores una unitat d’activitat com la quantitat de
Ramnulosa 1-fosfat aldolasa capa¢ de convertir 1 ymol de Ramnulosa 1-fosfat en
DHAP i L-lactaldehid per minut a pH 7.5 i 25°C.

Ramnulosal— fosfat + H,0 —" | —lactaldehid + DHAP (Eq. 3.5)
DHAP + NADH —S2%_, v — glicerofosfat + NAD* (Eq. 3.6)
Component Concentracio

NADH 0.15 mM

L-Ramnulosa 1-fosfat 2mM

a-GDH 2 UA-mL-1

TrissHCL 50 mM

KCI 100 mM

Taula 3.6.-Condicions de I'assaig enzimatic de Ramnulosa 1-fosfat aldolasa a pH 7.5 i temperatura de
25°C. A volum final d’1mL.

El calcul de I'activitat aldolasica d’'una mosta es realitza a partir de I'equacio 3.7.

.. AA V,
Activitat YA =&-—‘-D L (Eq. 3.7)
ml e Vv, 0

e
On:

- AAbsyy és la variacio de I'absorbancia per minut a 340 nm (min'1).

- € és el coeficient d’extincid molar del NADH (6.22 mM-cm™).

- V. és el volum total de I'assaig (1 0 2 mL segons el tipus d’assaig).

- V. és el volum de la solucié enzimatica utilitzat a I'assaig (0.02 o 0.04 mL

segons el tipus d’assaig).
- Ds és el factor de dilucié de la mostra.

- L, és el cami optic (1cm).

Per altra banda, la determinacié de la concentraci® massica de Ramnulosa 1-fosfat

aldolasa a les mostres analitzades es realitza a partir de dos procediments analitics.
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En primer lloc, es determina la quantitat total de proteina soluble a les mostres a partir
del meétode colorimetric de Bradford (595 nandmetres) establert per PIERCE

Biotechnology (http://www.piercenet.com) mitjangant la utilitzaci6 del compost

Comassie® Protein Assay Reagent. El calibrat del métode es du a terme a partir de la

utilitzacié de sérum d’albumina bovina com a estandard proteic.

En segon lloc, per tal de determinar el percentatge de Ramnulosa 1-fosfat aldolasa
respecte la resta de proteines intracel-lulars a les mostres a processar, es duen a
terme analisis d’electroforesi en gels d’Invitrogen NUPAGE® Novex® Bis-Tris segons

les especificacions del fabricant (http://www.invitrogen.com) i es quantifiquen les

bandes obtingudes a partir del software de densitometria Kodak Digital Science®. A
titol d’exemple, la figura 3.6 permet observar I'evolucié del percentatge de RhuA
respecte de la resta de proteines intracel-lulars a diferents temps de mostreig
(cadascun dels carrils verticals) en un procés tipic de produccié a escala laboratori.
Dintre del conjunt de bandes obtingudes en destaquen dues; en primer lloc la
corresponent a SHMT, expressada constitutivament com a complementacié de
I'auxotrofia de la soca per glicina. En segon lloc, la corresponent a Ramnulosa 1-fosfat
aldolasa, que analitzada de dreta a esquerra permet observar I'evolucié del cultiu, d’un
estat no induit (i per tant amb expressio basal molt reduida) a un estat d’'induccié amb
augment progressiu de concentracié. Per altra banda, i per tal d’establir la referéncia
de pesos moleculars, també es punxa al gel d’electroforesi un marcador (Prestained
SDS-PAGE Standard Broad Range de Bio-Rad) que conté les seglients proteines:
Miosina (209 kDa), p-galactosidasa (124 kDa), sérum d’albumina bovina (80 kDa),
ovoalbumina (49.1 kDa), anhidrasa carbonica (34.8 kDa), inhibidor de tripsina de soja
(28.9 kDa), lisozim (20.6 kDa) i aprotinina (7.1 kDa).
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Marcador Post-induccid Pre-induccié

l<—><—>

— - - - - +— SHMT
b - B B <+— RhuA

Figura 3.6.- Gel d’electroforesi per al seguiment de I'evoluci6 del percentatge de RhuA respecte la resta

de proteines intracel-lulars de les mostres obtingudes a diferents temps del cultiu.

En ultim lloc, per tal d’'analitzar I'abast de possibles fendomens d’hidrolisi de la proteina
recombinant a nivell de la cua de 6 residus d’histidina amb la qué s’expressa
fusionada, es determina a partir de técniques de Dott Blott el percentatge de RhuA
que conserva els 6 residus intactes respecte la RhuA total produida. Per a cada
mostra a analitzar, es transfereixen 3 pL d’extracte cel-lular a una membrana de
nitrocel-lulosa (Amersham Hybond — ECL GE Healthcare) i aquesta es deixa reposar
durant 1 hora a temperatura ambient amb I'objectiu de fixar-hi correctament les
mostres transferides. Posteriorment s’estableix un primer periode de bloqueig de 30
minuts a partir de la incubacié de la membrana en una solucié de tampé sali PBS-
Tween de composicié detallada a la taula 3.7 amb un 5% de llet desnatada en pols
(Sigma Aldrich) com a agent de bloqueig. S’estableix un segon cicle d’incubacio,
també amb tampé PBS-Tween i 5% de llet desnatada en pols, perd aquesta vegada en
preséncia d’anticossos de ratoli Anti-6xHis (Roche) a dilucié6 1:50 durant 1 hora.
Després d’aquesta incubacié es realitzen tres cicles de rentat de 10 minuts amb tamp6
PBS-Tween préviament a un tercer cicle d’incubacié d’1 hora en tampé de bloqueig i
en preséncia de I'anticos Anti - mouse IgG alcalina fosfatasa (Merck) a dilucié 1:5000.
Després d’aquest periode d’incubacié es realitzen tres cicles de rentat de 10 minuts
amb tampo PBS-Tween i es procedeix a la fase de deteccid, que es du a terme amb
el kit d’alcalina fosfatasa conjugat de BioRad, incubant la membrana en 24 mL d’aigua
mQ i 250 yL de cada un dels reactius del kit (A i B) fins que es desenvolupa color a

les regions de la membrana on s’han transferit les mostres d’extracte cel-lular.
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S’escaneja la membrana i es quantifiquen les bandes obtingudes amb el software de

densitometria Kodak Digital Science ®.

Component Concentraci6 (per litre)
Na,HPO, 1429
KCI 0.20¢g
KH,PO, 0.20g
NaCl 8¢
Tween 20 1mL

Taula 3.7.-Composicio (per litre) del tamp6 PBS-Tween per als estudis de Dott Blott.
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4. PURIFICACIO | IMMOBILITZACIO DE RHUA PROCEDENT DE CULTIUS
D’ALTA DENSITAT CEL-LULAR

Resum

L’alt valor afegit de compostos amb potencial Us terapéutic porten a la realitzacié
d’estudis de millora continua donat I'elevat cost en la seva obtencid. D’aquesta manera
doncs, quan els processos de sintesi passen per la utilitzaci6 de proteines
recombinants com a biocatalitzadors és de vital importancia tenir en compte aspectes
econdmics, donats els costos de produccié d'aquestes. Es per aixd que se'n
persegueix la maxima reutilitzacié en diferents lots consecutius de sintesi, la maxima
estabilitat a les condicions de reaccio i per altra banda I'optimitzacié del procés global
de la seva obtencié.

Aplicant aquests criteris a la sintesi de Ramnulosa 1-fosfat aldolasa s’han
desenvolupat estratégies de produccié alternatives a les habituals per a la
sobreexpressid de proteines recombinants en cultius d’alta densitat cel-lular d’E. coli
amb l'objectiu de millorar els rendiments globals del procés de la seva obtenci6. Per
una banda, la disminucié de la temperatura dels cultius, de 37°C a 28°C ha permeés
I'obtencié de proteina recombinant més activa i més facilment purificable respecte els
processos convencionals de produccid, amb rendiments de recuperacio al voltant del
93%. Per altra banda, el fet de mantenir un excés de font de carboni al medi, en
condicions inhibitories de creixement ha conduit a I'obtencié de resultats igualment
positius amb augments considerables tant de la qualitat com dels rendiments de
recuperacio, al voltant del 95%.

Paral-lelament, la caracteritzacio dels derivats immobilitzats procedents de processos
de purificacié i immobilitzacié en un sol pas han permés determinar que en utilitzar
suports tipus IMAC (Co-IDA), per sobre de 6.4 UA-mL™" de suport les reaccions de
sintesi poden presentar limitacions en la transferéncia de matéria i per tant no aprofitar
tota la potencialitat de I'enzim immobilitzat. Aquests derivats, amb una estabilitat
gairebé del 100%, no han mostrat practicament desorcié d’enzim als 40 dies en

condicions de conservacio a 4°C.
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4.1. Introduccid i objectius

4.1.1. Marc general de la purificacio de proteines recombinants

El procés global de produccio de proteines recombinants a partir d’'un organisme hoste
no finalitza en la fase propiament de sintesi d’aquestes en bioreactor siné que passa
per una etapa de purificacié o “downstream”, que en alguns casos pot representar més
del 50 % del temps i els costos associats al procés, donats els elevats requeriments de
qualitat, puresa i seguretat en l'actual mercat de produccié de compostos amb
aplicacions terapéutiques [1-4].

Els processos de purificaci6 normalment transcorren a través de I'eliminacio de
contaminants que en alguns casos poden arribar a tenir propietats molt semblants a
les del producte d’interés, de manera que es poden arribar a patir pérdues importants
en els rendiments de produccio globals. No obstant perd, la integracié de les diferents
etapes d’un procés de produccié pot portar al desenvolupament de metodologies
productives que redueixen els contaminants des d’un origen [5-7]. En el cas de la
produccié de proteines recombinants, els principals contaminants del producte
d’interés son la resta de proteines expressades per I'organisme hoste. Dins d’aquest
grup a més, es poden incloure les proteases [8, 9], compostos amb estructura proteica
que son sintetitzats per la cél-lula amb I'objectiu de degradar determinades proteines
per a un fi concret. La preséncia d’aquestes en un extracte cel-lular o en un medi
determinat (en cas que l'organisme hoste disposi d’'un aparell d’excrecid) pot influir
doblement de manera negativa sobre el rendiment de produccié global; per una banda
pel fet de representar una font de contaminacié i per l'altra per la possibilitat de
degradacio de la proteina recombinant sintetitzada.

El principal objectiu d’'un procés de purificaci6 o downstream d'una proteina
recombinant doncs, és Obviament I'obtencié d’'un compost amb un elevat grau de
puresa, perd no només aixo, interessa que presenti una elevada estabilitat que la faci
apta per ser utilitzada reiteradament amb el temps sense perdre activitat i a més el seu
“format” permeti una facil recuperacio d’aquesta del medi de reaccié on s’ha utilitzat.
S’ha de tenir en compte que la preséncia de contaminants com ara altres proteines
d'un extracte cel-lular pot portar a la produccié incontrolada de diversos compostos
que poden interferir en les reaccions d’interés o bé en les posteriors etapes de
separacio o purificacié dels compostos “objectiu”.

Tot i que la metodologia de purificacid d’'un determinat producte obtingut a partir d’'un

cultiu recombinant varia moltissim no només de producte a producte sind també

Modelitzaci6 i estrateégies de procés per a la producci6 de RhuA en Escherichia coli. -45 -



4.- Purificacié i immobilitzacié de RhuA procedent de cultius d’alta densitat cel-lular

segons la font d’aquest (organisme hoste), hi ha determinades etapes que
generalment es conserven; aquest és el cas de la separacio de la biomassa respecte
del medi de cultiu, necessaria tant com si el producte d’interés s’excreta al medi de
cultiu com si roman al citoplasma (Figura 4.1).

Si es centra I'atencio en Escherichia coli com a microorganisme hoste, a menys que la
proteina recombinant d’interés s’expressi fusionada a un péptid senyal que en dirigeixi
la seva secrecié al periplasma i posteriorment la seva excrecié al medi de cultiu, la
gran majoria de les proteines que expressa es troben al citoplasma [9, 10]. Aixi doncs,
la fraccié descartable de la primera etapa en el procés de purificacié és el sobrenedant
o0 medi de cultiu.

A partir de la fraccidé recuperada d’aquesta primera etapa del procés de purificacié
s’obté un extracte o lisat cel-lular per mitja de técniques de disrupcié mecanica, lisi
enzimatica o sonicacié que ha de ser separat de les restes cel-lulars insolubles o
debris [1, 11].

La produccidé de proteines recombinants a E. coli pot dirigir-se cap a la sintesi de
proteina en forma soluble o cap a la formacié d’agregats proteics anomenats cossos
d’inclusié, que per una banda faciliten la seva separacié de la resta de compostos
intracel-lulars i per l'altre fa la proteina recombinant menys susceptible de I'atac de
proteases. No obstant perd, tot i que els cossos d’inclusidé poden presentar certa
activitat enzimatica s’acostuma a dur a terme una etapa posterior de replegament per
a conferir a la proteina la seva estructura nativa [5, 6, 8, 9].

En cas que la proteina es trobi en forma de cossos d'inclusié, aquesta quedara
juntament amb les restes cel-lulars insolubles, de manera que s’ha d’afegir algun agent
solubilitzant per tal de separar-la. En cas perd que la proteina s’expressi en forma
soluble el procés de purificacié es pot conduir a través de diverses técniques en funcio
de la naturalesa de la proteina expressada, incloent entre d’altres: técniques

cromatografiques, ultrafiltracio, nanofiltracio etc...
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Figura 4.1.- Esquema general d’un procés tipic de Downstream a Escherichia coli.

El resultat final del procés de purificacié d’'un extracte cel-lular és un concentrat de la
proteina d’interés, precipitada amb algun agent quimic, en forma de suspensio o bé en
forma soluble. En molts casos pero, donat I'Us de la proteina purificada com a
biocatalitzador en una determinada reaccio, és interessant disposar d'un sistema
robust, estable i de facil manipulacié. Es per aixd doncs que sovint es treballa amb
derivats proteics immobilitzats [1, 11-13], és a dir, sistemes que retenen la proteina

d’interés atorgant-li propietats que no tindria en forma soluble.

La utilitzacié d’enzims en forma immobilitzada o insoluble, presenta clars avantatges
front a la forma soluble atenent a criteris econdmics [1, 12, 14, 15]. Donat 'elevat preu
que presenten aquests, resulta interessant poder-los reutilitzar en diversos lots de
produccié o en operacié en continu, la qual cosa es pot assolir quan s’atrapa I'enzim
en una matriu o sistema tal que en permeti una separacio facil del medi de cultiu. El fet
d'utilitzar derivats immobilitzats permet també superar les limitacions imposades per la
seva solubilitat en un determinat medi de reaccidé [1, 11-13], la qual cosa porta a
augments notables de productivitat volumétrica donada una major preséncia d’enzim al

sistema.

Modelitzaci6 i estrateégies de procés per a la producci6 de RhuA en Escherichia coli. -47 -



4.- Purificacié i immobilitzacié de RhuA procedent de cultius d’alta densitat cel-lular

La utilitzacié de determinades matrius o agents immobilitzants a més, poden atorgar
a I'enzim en questié un increment en la seva estabilitat respecte la seva forma soluble
ja que per una banda dificulten l'accés de determinades proteases a zones
especialment sensibles de I'enzim i per l'altra, eviten mitjangant una certa rigidificacio
de la seva estructura un possible desplegament parcial que els podria fer perdre part
de la seva activitat [1, 11, 15-20].

Per altra banda pero, la utilitzacié d’enzims en forma immobilitzada per al seu Us com
a biocatalitzadors presenta certs inconvenients, tant des del punt de vista de procés,
com econdmic, ja que el cost de les matrius o agents immobilitzants és sovint bastant
elevat [1] .

La immobilitzacié enzimatica pot portar segons la técnica aplicada a pérdues
d’activitat, en alguns casos considerables, per efecte entre d’altres de la mateixa
rigidificacié que per contrapartida n‘augmenta l'estabilitat. En el mateix context, la
utilitzacié de particules poroses com a suports per a la immobilitzacié enzimatica pot
presentar limitacions en la transferéncia de matéria de substrats i productes [1, 11, 13,
18, 20, 21], de manera que les velocitats de reaccié observades no es corresponen

amb les velocitats tedriques corresponents a la concentracié real d’enzim al suport.

S’han desenvolupat moltes técniques per a la immobilitzacié d’enzims [1, 15-17, 19,
20, 22] basades en inclusions en determinades matrius o en la formacié d’enllagos
amb aquestes , des d’adsorcions fins a covalents (Figura 4.2). Un dels principals
parametres o criteris a tenir en compte és precisament la forga d’aquesta interaccio, on
s’ha de trobar un compromis entre un enllag excessivament feble que pot dur a
perdues progressives d’enzim per efecte de la desorcié i un enllag massa fort, que pot
dur a interaccions no desitjiades amb la superficie de la matriu que acabin amb

perdues d’activitat irreversibles.
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Inmobilitzacié enzimatica

Inmobilitzacié en suports Inclusio (en forma soluble)

Entrellagament Enllag a suports Microencapsulacié Sistemes d'ultrafiltracié

(membrana
semipermeable)

Adsorcio Enllag Ionic Coordinacié Enllag Covalent
amb metalls

Figura 4.2.- Técniques principals d’'immobilitzacié enzimatica.

Sovint els processos de purificacid d’'un determinat enzim present en un extracte
cel-lular passen per una etapa dimmobilitzaci6 en un suport, aprofitant una
caracteristica de I'enzim que el faci compatible o afi amb aquest per a posteriorment
dur a terme una etapa de desorci6 i obtenir un concentrat proteic. En el cas pero, en
qué I'enzim produit es destini directament a reaccions de sintesi, es pot dur a terme el
que es coneix com a purificacio i immobilitzacié en un sol pas [18, 19, 23], obtenint
com a resultat un derivat immobilitzat d’elevada puresa amb un estalvi important de
temps i costos de processament. No obstant perd, un procés d’aquest tipus ha de tenir
en compte que en la purificacié i immobilitzacié simultania de I'enzim d’interés, poden
quedar “atrapats” al suport immobilitzant determinades proteines per efecte d’alguna
interaccio inespecifica amb la matriu. Aquest fet pot resultar en alguns casos, per

quiestions de qualitat, una limitacié important.

4.1.2. Procés de purificacié i immobilitzacié en un pas aplicat a Ramnulosa 1-
fosfat aldolasa

La técnica IMAC [24-31] o cromatografia d’afinitat a metalls immobilitzats ha estat
I'emprada per a la purificacio i immobilitzacié simultania de RhuA procedent d‘extractes
cel-lulars [18].

La tecnologia de separacié IMAC es basa en la coordinacié que s’estableix entre un i6
metal-lic immobilitzat en la matriu i un grup donador d’electrons de la superficie de la

proteina en questié. Els metalls més ampliament utilitzats acostumen a ser Cu (ll),
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Zn(ll), Co (I), Ni (Il) i Fe (lll). Per altra banda, tot i que un bon nombre de residus
proteics presenten afinitat per aquests tipus de suport, la immobilitzacié de proteines
en matrius d’aquest tipus es basa sobretot en la disponibilitat i accessibilitat de residus
d’histidina, a través del grup imidazol, i la preséncia en posicions properes d’altres
aminoacids del tipus aromatic (Trp, Phe i Tyr ) que poden augmentar-ne la retencio.
Donat que els residus d’histidina presenten un caracter hidrofobic, aquests no
acostumen a trobar-se accessibles a la superficie d’una proteina. Per tant doncs, a
priori els derivats immobilitzats que se’n poden obtenir seran d’una elevada puresa, és
a dir, amb poques interaccions inespecifiques, sempre i quan la proteina en questio a
immobilitzar s’hagi expressat amb determinades modificacions genétiques que la facin
afi a aquest tipus de suport. Les modificacions més tipiques consisteixen a expressar
la proteina d’interés a una cua de 6 residus d’histidina a un dels seus extrems.

En aquest cas la proteina recombinant d’estudi, Ramnulosa 1-fosfat aldolasa,
s’expressa fusionada a una cua d’histidines [32] al seu extrem N per a facilitar-ne la
seva purificacio i immobilitzacié en un sol pas en suports de tipus IMAC. En anteriors
treballs al grup de recerca on s’emmarca aquest treball [18], s’ha comprovat que la
utilitzacié d’aquesta técnica com a procés de purificacié i separacié de la proteina
d’interés en una Unica etapa, presenta a més de la coordinacié que s’estableix entre
els residus d’histidina de I'extrem N de la proteina i el metall immobilitzat, un bescanvi
del metall del centre actiu de la proteina amb el metall immobilitzat a la matriu del
compost utilitzat a la immobilitzacié. Es va comprovar que el tipus de metall emprat
influeix directament i amb diferent intensitat en lactivitat enzimatica del derivat
immobilitzat resultant del procés. D’aquesta manera doncs, la tria del metall a
immobilitzar en la matriu d’agarosa no és quelcom arbitrari, siné funcié de I'estudi de
I'activitat resultant del procés.

En estudis de desorci6 de Ramnulosa 1-fosfat aldolasa del suport emprat a la
immobilitzacié [33], es va determinar que la utilitzacié de Cobalt (front a Niquel, Coure i
Zinc) com a metall immobilitzat conduia a augments de I'activitat especifica de I'enzim
desorbit entre 3 i 4 vegades respecte la situacio inicial (abans de comencar el procés
de purificacio). Per altra banda, la utilitzacié de Niquel, Coure i Zinc va conduir a
enzims purificats de menor activitat especifica. Es creu que aquest fet pot estar
relacionat amb un possible canvi d’estructura del centre actiu que afavoreixi la
interaccio de I'enzim amb els seus substrats naturals. No s’ha estudiat pero quina pot
ser la situacié amb substrats no naturals de I'enzim en questio.

Cal destacar el cas del Zinc, que tot i ser el metall que conté la proteina en el seu
centre actiu porta a l'obtencié d’enzim purificat de menor activitat especifica. Els

estudis realitzats per I. Ardao [18] van demostrar que al procés de purificacié també hi
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podia tenir lloc una pérdua del metall del centre actiu, d’aqui que l'activitat especifica
de I'enzim desorbit pogués ser menor que la inicial.

Tant el bescanvi del metall del centre actiu com la seva pérdua en processos de
purificacié per IMAC, no han estat modelitzats. Aixi doncs, la utilitzacié d’'un metall o un
altre respon unicament a criteris empirics. En el cas d’estudi, donat que es va
comprovar que la utilitzacié de Cobalt com a metall immobilitzat conduia a derivats
immobilitzats de major activitat especifica, es va decidir utilitzar-lo en els processos

realitzats.

4.1.3. Objectius

Els elevats costos del procés de purificacié d’'una determinada proteina recombinant,
en termes de nombre d’operacions necessaries, temps requerit i cost de materials,
justifiquen el fet que s’investigui en l'optimitzacié global del procés, no només en
termes de proteina activa produida sin6é també en proteina purificable i utilitzable com
a biocatalitzador.

Aixi doncs aquest capitol es centrara en l'estudi del procés de purificacio i
immobilitzacié en un sol pas de RhuA atenent a criteris de caracteritzacié del suport,
en termes de carrega enzimatica i estabilitat del derivat enzimatic immobilitzat obtingut
aixi com la dependéncia de I'estratégia de produccié de I'enzim en el posterior procés
de purificacio.

Part d’aquest treball es va realitzar en col-laboracié amb el Dr. Jaume Pinsach que en
aquell moment era el responsable de la part de cultiu bacteria i de la implementacid
d’estratégies per a la millora de la produccié i de la qualitat de la proteina recombinant

sintetitzada.

4.2. Materials i métodes

4.2.1. Soques i plasmidis

(Veure seccio general de soques i plasmidis utilitzats; 3.1)

La soca E. coli M15AglyA [pREP4] portadora del vector pQEafrham es va utilitzar per

a la sobreexpressio, en cultius d’alta densitat cel-lular, de Ramnulosa 1-fosfat aldolasa.
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4.2.2. Medis de cultiu

(Veure seccio general de medis de cultiu emprats; 3.2)

Per al desenvolupament dels pre-cultius, a partir d’estocs de la soca conservats en
glicerol a -80°C, es va utilitzar medi LB. Els cultius en Erlenmeyer (inoculs) i
bioreactor, per altra banda, es van dur a terme partint de medi definit de composicio

detallada a la seccio general de medis de cultiu.

4.2.3. Equipament de procés (no analitic) utilitzat

Per a dur a terme els cultius descrits en aquest estudi es va utilitzar el seguent

equipament:

- Fermentador Biostat B (Sartorius) amb capacitat total de 2L i volum util d’1.5 L i

unitat de control digital (DCU) per al desenvolupament dels cultius a escala laboratori.

- Centrifugadora Beckman J2-21 M/E, sonicador Vibracell VC50 (Sonics & materials) i
disruptor cel-lular mecanic One Shot (Constant Systems LTD) per al processament del

brou de cultiu.

4.2.4. Condicions de cultiu

El procés pren com a punt de partida el desenvolupament overnight d’'un pre-cultiu en
medi complex LB a un volum final de 15 mL. Assolida una densitat optica a 600 nm al
voltant d’1.5 — 2 unitats, s’'inocula un Erlenmeyer carregat amb medi definit (de
composicié descrita a la seccié general de materials i métodes) amb un 5% d’indcul a
un volum total de 100 mL. Transcorregudes 4 hores, i assolida una densitat optica a
600 nm al voltant d’1 unitat, s’inoculen 80 mL del contingut de I'Erlenmeyer a un
reactor escala laboratori carregat amb medi definit fins a un volum total de 800 mL. Es

fixa una consigna de 7 unitats per al pH i 50% de saturacié per a la concentracié
d’oxigen dissolt a la unitat de control del procés (DCU).

Després de 12-14 hores de procés, s’esgota la font de carboni carregada inicialment i
s’inicia una etapa en discontinu alimentat a partir de l'addici6 d'una solucio

concentrada de nutrients (de composicié descrita a la seccid general de materials i
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meétodes). En aquest estudi es realitzen tres estratégies de procés diferents segons les

condicions a les que transcorre la fase d’alimentacié en discontinu:

- En un cas, la fase d’alimentacié en discontinu es du a terme a 37°C i a un ritme
d’alimentacié de nutrients que permeti mantenir una velocitat especifica de creixement

de 0.1 h™" amb limitacio de font de carboni al medi de cultiu.

- En segon lloc, igualment mantenint la limitacié de font de carboni al cultiu, la
fase d’alimentacié en discontinu es du a terme a 28°C i a un ritme d’alimentacié de

nutrients que permeti mantenir una velocitat especifica de creixement de 0.1 h™".

- En ultim lloc, si bé el ritme d’alimentacié de nutrients implementat permet un
creixement a una velocitat especifica entre 0.1 i 0.2 h'', la fase d’alimentacié en
discontinu es du a terme a 37°C perd mantenint unes condicions inhibitdries de

creixement a partir d’un excés de glucosa al medi (60 g-L™).

En tots tres casos l'etapa d’induccidé del cultiu es du a terme a partir d’'una addicio
continua d’inductor (IPTG). El perfil implementat d’alimentacié d’inductor al bioreactor
es de tipus exponencial pre-programat a un ritme tal que permeti mantenir constant la
relacié inductor — biomassa durant tota I'etapa. Aquests esquemes d’induccié es
condueixen a partir de la utilitzaci6 d’'una segona microbureta (MICRO BU 2030 de
Crison instruments equipada amb una xeringa de volum util d’1mL de Hamilton) tal i
com es descriu al capitol de materials i métodes (seccid 3.3). En els casos on el cultiu
es du a terme amb limitacid de font de carboni, els nivells d’inductor (concentracié
volumétrica) es mantenen en tot moment per sota dels 13 pmol-L™'. Per altra banda, al
cultiu conduit en concentracions inhibitdries de substrat, els nivells d’inductor soén
majors que al cas anterior pero inferiors a 25 umol-L™, ja que en aquests casos s’ha de
véncer la repressid dels gens responsables del transport actiu d’inductor a l'interior de

la cél-lula originats per I'excés de glucosa al medi.

4.2.5. Métodes analitics per al seguiment del procés de produccio

4251. Monitoritzacié del creixement bacteria als cultius

(Veure seccio general de metodes analitics utilitzats: 3.5.1)
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4.2.5.2. Quantificacié dels nivells de proteina recombinant

(Veure seccio general de metodes analitics utilitzats: 3.5.2)

En aquest estudi, a més, es realitza una caracteritzaci6 de la proteina recombinant a
nivell de conservacié dels 6 residus d’histidina amb qué s’expressa fusionada. Aquesta
caracteritzacio es du a terme en base a la utilitzacié de técniques de Dott Blott (veure
seccid general de materials i métodes analitics utilitzats: 3.5.2) que determinen el
percentatge de proteina, respecte el total sintetitzat, que conserva la cua de 6 residus

d’histidina intacta.

4.2.6. Immobilitzacié de RhuA sobre suports IMAC

4261. Processament del brou de cultiu

(Veure seccio general de metodes de processament del brou de cultiu: 3.4.1)

4.2.6.2. Immobilitzacié sobre suports IMAC

(Veure seccio general de purificacié i immobilitzacio de RhuA: 3.4.2)

4.3. Resultats i discussio

4.3.1. Caracteritzacio dels derivats immobilitzats

Per a la utilitzacié6 de derivats immobilitzats com a biocatalitzadors en reaccions de
sintesi, un primer pas consisteix a determinar quines sén les condicions optimes en
termes de carrega enzimatica sota les quals s’ha de dur a terme el procés
d’'immobilitzacié. Es interessant que el derivat immobilitzat obtingut, no presenti en la
seva aplicacid en sintesi limitacions en la transferéncia de matéria de substrats i/o
productes a través de la particula porosa o suport de la immobilitzacié. Si es treballa a
unes condicions de carrega d’enzim tals que l'etapa controlant del procés sigui la
velocitat de reaccio aleshores s’estara aprofitant tot 'enzim immobilitzat al suport, de
manera que es podra augmentar la productivitat volumeétrica en un sistema afegint més

derivat immobilitzat . Per contrapartida, si es treballa a carregues enzimatiques tals
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que l'etapa limitant del procés sigui la difusié de substrats, s’estara desaprofitant part

del potencial de I'enzim.

Els extractes cel-lulars utilitzats en els processos d’'immobilitzacié i purificacié en un sol
pas a partir de cromatografia d’afinitat a metalls immobilitzats (IMAC) d’aquesta part de
'estudi procedeixen de cultius cel-lulars duts a terme a partir d’estratégies amb
limitacié de font de carboni a 37°C (Fig 4.3.) [34]. Els cultius es van induir en continu
mantenint una relacié inductor — biomassa constant tal i com s’indica a la seccié de

materials i métodes.
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Fig. 4.3. Cultiu cellular dut a terme a 37°C amb limitacié de font de carboni i induccié continua a
relacié inductor — biomassa constant. La linia de punts indica el moment a partir del qual comenga
I'addicié continua d'IPTG. (-°-) densitat optica, (-o-) glucosa, (--/\--) activitat especifica i (--V--)

proteina expressada per gram de pes sec.

La figura 4.4 mostra els resultats de la immobilitzacié de RhuA , araé d’1, 5, 10, 20 i
50 unitats d’activitat per mL de suport. S'observa que per a tots processos
d'immobilitzacié realitzats, el rendiment d’immobilitzacié assolit a 'operacié es troba
entre el 45 i el 60%. Estudis realitzats préviament [35], van demostrar que per a
proteines de la mateixa familia que RhuA, es podien assolir rendiments
d'immobilitzacié i purificacié en un sol pas majors del 90%.

Per tant doncs, entre el 55 i el 40% de la proteina present a la solucié d’extracte
celllular emprat en cada experiment roman activa al sobrenedant perd sense

immobilitzar al suport.
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Per al tipus de suport utilitzat, la carrega maxima de proteina fusionada a cua de 6
histidines es troba, segons les dades del fabricant [36] , al voltant de 12 mg-mL™" de
suport. Aixi doncs en totes les immobilitzacions dutes a terme, excepte quan la
carrega de I'experiment és de 50 UA-mL™ de suport, la carrega d’enzim no supera
aquesta quantitat (Taula 4.1) i per tant la saturacioé del suport no sembla ser una causa
probable per als baixos rendiments d’immobilitzacié.

Per altra banda, el fet que el punt de partida de la immobilitzacié és extracte cel-lular
podria portar a pensar que certes proteines expressades per E. coli podrien jugar un
paper de competéncia amb RhuA per als llocs actius del suport. Donat perd que la
immobilitzacié enzimatica es dona en preséncia d’'imidazol i que a més, els residus
d’histidina no tenen tendéncia a quedar exposats a la superficie proteica més
accessible pel seu caracter hidrofobic, aquest fet pot descartar-se també com a causa
dels baixos rendiments d’immobilitzacié.

Els baixos rendiments d’immobilitzacié, i tot i la redundancia, el fet que es detecti
proteina activa al sobrenedant, pot portar a pensar que existeixi alguna afeccié de la
proteina que n’eviti la immobilitzacio, perd conservant-ne I'activitat. En aquest sentit tot
semblaria indicar que Unicament pot tractar-se dels residus implicats en la

immobilitzacid, és a dir, de la cua d’histidines de I'extrem N terminal.

Carrega enzimatica (UA-mL™ suport) Carrega proteica (Mggn,a-mL ™" suport)
1.56 0.36
5.15 1.58
9.94 3.42
20.86 7.18
54.42 16.61

Taula 4.1. Carrega enzimatica i proteica per mL de suport per a cada immobilitzacié realitzada.
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Fig. 4.4 Immobilitzacié de Ramnulosa 1-fosfat aldolasa procedent d’extractes cel-lulars de cultius duts
a terme a 37°C amb limitacio de font de carboni. Figures corresponents a 1, 5, 10, 20 i 50 UA-mL" de

suport. (---) Referéncia, (--\V--) Suspensio, (--m--) Sobrenedant.

Per altra banda, es va analitzar I'activitat immobilitzada ressuspenent el derivat solid
en tamp¢ de lisi (43 mM Na,HPO,, 7mM NaH,PO,, 20 mM Imidazol, 300mM NaCl a
pH=8), és a dir sense RhuA activa present al sobrenedant. A la Figura 4.5 es
presenten aquests valors comparant-los amb ['activitat retinguda, calculada

indirectament com a diferéncia entre I'activitat a la suspensi6 i al sobrenedant (veure
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seccié general de materials i métodes: 3.4.2) Es va observar que independentment
dels valors teodrics d’enzim immobilitzat al suport, la tendéncia en I'activitat mesurada
del derivat era asimptotica, és a dir, a partir d’'una certa quantitat d’enzim immobilitzat
el procés presentava limitacions en la transferéncia de matéria, resultant una velocitat
global del procés enzimatic (difusié de substrats, reaccié enzimatica i difusiéo de
productes de la reaccié) menor que la corresponent a la quantitat tedrica d’enzim
immobilitzat. Per tant doncs, en base als resultats, les condicions de treball a partir de
les quals la velocitat de I'etapa reacci6 mesurada correspon a la maxima tedrica
abans el procés no presenti limitacions en la transferéncia de matéria es troben al
voltant de 3.25 — 6.4 UA-mL™" de suport. Donat que els rendiments en I'operacié
d'immobilitzacio es troben al voltant del 50 %, la preparacié d’'un derivat immobilitzat
amb la carrega adequada denzim es dona quan es treballa a relacions

d’'immobilitzacié entre 5i 10 UA-‘mL™" de suport.

35
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Fig. 4.5. Activitat enzimatica mesurada i activitat tedrica (sense limitacions en la transferéncia de
matéria) dels derivats immobilitzats obtinguts a partir d’extractes cel-lulars procedents d’estratégies de

cultiuv amb limitacié de font de carboni a 37°C. (---) Activitat tedrica immobilitzada, (--V--) Activitat

mesurada.

Una de les condicions per tal que la utilitzacié d’un derivat enzimatic immobilitzat en un
procés de sintesi sigui econdmicament favorable front la utilitzacié de I'enzim en la
seva forma soluble és que presenti una major estabilitat a les condicions de reaccio i
conservacio. D’aquesta manera es va avaluar 'estabilitat a 40 dies a les condicions de
conservacio (tampé de lisi, 0.02% d’azida sodica a 4°C) tant de lisat cel-lular en forma
soluble com del derivat immobilitzat que se n’obté aixi com de RhuA purificada

(procedent d’'una etapa prévia d'immobilitzacié i posterior desorcié de suports tipus
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IMAC) en forma soluble i immobilitzada en suport de tipus IMAC (Fig. 4.6). En tots tres
casos, la proteina utilitzada procedia de cultius cel-lulars a 37°C duts a terme a partir
d’estratégies basades en una limitaci6 de font de carboni durant les fases de
creixement i induccid, on aquesta ultima es va realitzar de forma continua a relacio
inductor — biomassa constant. S’observa que quan s’emmagatzema I'enzim en forma
soluble, tant extracte cel-lular com RhuA purificada, I'activitat als 40 dies es troba entre
el 40 i el 60% de l'activitat inicial, mentre que per als derivats immobilitzats les pérdues

son gairebé negligibles.
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Fig.4.6. Estabilitat a les condicions de conservacidé de I'enzim soluble i el derivat immobiltzat. (---)
Extracte cel-lular soluble, (-#-) RhuA purificada soluble, (--m--) Derivat immobilitzat procedent d’extracte

cel-lular, (-- ¥ --) Derivat immobilitzat procedent de RhuA purificada.

A les mateixes condicions de conservacié es va mesurar el percentatge d’activitat
desorbida del suport per als derivats immobilitzats procedents tant d’extracte cel-lular
com de RhuA purificada. Es va observar que en ambdds casos només entre un 3 i
3.5% de l'activitat inicial del derivat es va desorbir del suport en 40 dies, de manera
que tot i tractar-se d’una técnica d’'immobilitzacié amb interaccions entre suport i enzim

relativament febles el percentatge de desorcid és menyspreable.
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4.3.2. Procedeéencia de I'extracte cel-lular

La col-laboraci6 amb el Dr. Jaume Pinsach va obrir una via d’investigacio per tal
d’explicar els baixos rendiments d'immobilitzacié obtinguts a partir d’extracte cel-lular
procedent de cultius duts a terme segons estratégies amb limitacié de font de carboni
a 37°C. D’aquesta manera es van plantejar dues estratégies alternatives de cultiu amb
I'objectiu de reduir I'estrés cel-lular degut a la sobreexpressié de RhuA i proporcionar
unes condicions tals que es minimitzessin els fendmens proteolitics que poden tenir
lloc a la cél-lula pel fet de mantenir una limitacié prolongada de nutrients i 'augment

sobtat de la quantitat de proteina recombinant al citoplasma.

4.3.2.1.  Extracte cel-lular procedent de cultius amb limitacié de nutrients
a 37°C

A partir de les estratégies inicials de cultiu bacteria (Figura 4.3), basades en la
imposicié d’un ritme de creixement a velocitat constant mitjangant una limitacié de
nutrients, tant en la fase no induida com d’induccid, es va observar que a partir d’'un
cert punt, tant I'activitat especifica del cultiu (UA-g'"DCW) com la qualitat de la proteina
sintetitzada (UA-mg™") disminuien drasticament (Fig.4.7). Aquest fet, juntament amb els
resultats obtinguts en les immobilitzacions a diferents carregues enzimatiques, on es
va observar que al voltant d’'un 50% de I'enzim inicial a I'extracte quedava actiu i
pendent d'immobilitzar al suport (Fig 4.4), va portar a pensar que durant el procés de
produccié de RhuA podien tenir lloc a la cél-lula mecanismes de resposta a la situacié
de limitacié de nutrients i a la sobreexpressio de proteina recombinant en forma d’atac
proteolitic a 'enzim sintetitzat. Aquest atac semblaria ser en principi parcial, ja que en
el procés d’'immobilitzacié la fraccié de Rhua no immobilitzada segueix sent activa, ara
bé, una possible degradacié de la cua de 6 residus d’histidina amb que s’expressa
fusionada podria donar resposta als baixos rendiments d’immobilitzacio. A partir d’'un
cert moment perd aquests fenomens de protedlisi podrien deixar de ser neutres des
del punt de vista de I'activitat enzimatica de RhuA i comencar a tenir lloc en residus de
'enzim implicats en el seu centre actiu amb una pérdua irreversible d’activitat (Fig.
4.7).
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Fig. 4.7. Evolucié de l'activitat especifica i de la qualitat de la proteina sintetitzada en cultius amb

limitacié de nutrients a 37°C. (- A-) Activitat especifica, (--°--) Qualitat proteica.

Per tal de comprovar si els baixos rendiments d'immobilitzacié podien estar relacionats
amb una pérdua parcial de la cua dhistidines de l'extrem N de la proteina
recombinant, es van dur a terme analisis de Dott Blot (Fig.4.8).

Mitjancant aquesta técnica es pot determinar quin percentatge o fraccido de proteina
recombinant sintetitzada present en una mostra conserva la cua de 6 residus
d’histidina. Aquesta metodologia és sensible Unicament a les molécules de proteina
amb la cua de 6 histidines senceres, de manera que molécules que la tinguin
parcialment degradada no seran detectades.

Els resultats de l'aplicaci6 d’aquesta metodologia sobre les mostres procedents
d’aquest tipus d’estratégia de cultiu van permetre observar que, gairebé durant tota la
fase d’induccioé del cultiu, la quantitat de RhuA que conservava la cua de 6 histidines
disminuia progressivament fins a situar-se al voltant del 20% de la inicial.

Si comparem aquests resultats amb els rendiments d’immobilitzacié obtinguts, al
voltant del 50%, veiem que la immobilitzacié de RhuA sobre els suports IMAC pot
donar-se tot i que la cua d'histidines estigui parcialment degradada. No podem
confirmar pero, I'estat de la cua d’histidines de la fraccid de RhuA no immobilitzada
sobre el suport. Tan sols es pot afirmar amb seguretat que no en conserva els 6
residus. Aixi doncs no sabem amb certesa quin és el limit inferior en nombre de
residus d’histidina necessaris per tal d’assegurar la immobilitzacié de la molécula al

suport.
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Fig. 4.8. Evolucié del contingut especific de cua d’histidines de la RhuA expressada al llarg de al fase

d’induccié d’un cultiu dut a terme amb limitacié de nutrients a 37°C.

4.3.2.2. Extracte cel-lular procedent de cultius amb limitacié de nutrients
a 28°C

La primera estratégia alternativa de cultiu avaluada va consistir en la disminucio de la
temperatura del procés durant la fase discontinua alimentada, tant a I'etapa de
creixement no induit com a la induccio.

Una disminucié en la temperatura pot conduir a canvis tant al creixement del
microorganisme com en la velocitat de sintesi i degradacié de proteines recombinants i
natives. Diversos autors han descrit I'efecte de la temperatura del cultiu sobre la
qualitat de la proteina recombinant sintetitzada quan se’n produeix una acumulacio
sobtada per efecte de la seva sobreexpressid [10, 37-39]. En alguns casos
'acumulacié massiva de proteina recombinant al citoplasma pot portar a problemes i
deficiéncies en el seu plegament. Quan aixd passa el microorganisme pot engegar una
maquinaria de sintesi de xaperones per al correcte plegament de la proteina, i en cas
de no ser possible, aquestes mateixes, al posseir una certa activitat proteolitica, poden
degradar la proteina mal plegada. Tot i que també s’han reportat plegaments proteics

incorrectes al citoplasma en cultius duts a terme a temperatures baixes [39], es pot
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pensar a priori que 28°C és una temperatura suficient com per a evitar aquest tipus de
plegaments incorrectes i per altra banda assegurar I'expressi® de proteina
recombinant amb una dinamica meés relaxada que a partir de les estratégies inicials de

cultiu (37°C) i per tant evitar possibles degradacions.
El seguiment de l'activitat especifica del cultiu i de la qualitat de la proteina sintetitzada

(Fig. 4.9) permeten veure que, al llarg de la fase d’inducci6 del procés, els fenomens

proteolitics semblen haver disminuit respecte el cultiu dut a terme a 37°C .
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Fig. 4.9. Evolucié de l'activitat especifica i de la qualitat de la proteina sintetitzada en cultius amb

limitacié de nutrients a 28°C. (- A-) Activitat especifica, (--°--) Qualitat proteica.

Tant I'activitat especifica com la qualitat de la proteina tenen un comportament similar
al llarg de la fase d’induccio, després d’assolir un nivell maxim es mantenen bastant
constants fins al final del cultiu, i en el cas de la qualitat en valors majors que els
inicials obtinguts per al cultiu dut a terme amb limitacié de nutrients a 37°C.

La immobilitzacié de RhuA procedent de lisat cel-lular processat a partir de I'Giltima
mostra del cultiu va permetre assolir un rendiment al voltant del 90-93 %, notablement
superior a I'obtingut per a I'anterior estratégia. Analisis de Dott Blot de seguiment del
cultiu (Fig. 4.10) van demostrar que l‘actual estratégia de cultiu reduia els fendmens
proteolitics pel fet de no observar una disminucié apreciable del contingut de RhuA

fusionada a cua de 6 residus d’histidina.
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Fig. 4.10. Evolucié del contingut especific de cua d’histidines de la RhuA expressada al llarg de la fase

d’induccié d’un cultiu dut a terme amb limitacié de nutrients a 28°C.

4.3.2.3. Extracte cel-lular de cultius duts a terme a 37°C amb excés de

nutrients

A banda de la sobreexpressid de proteina recombinant el cultiu bacteria també pot
entrar en situacions d’estrés cel-lular pel fet de mantenir una estratégia d’alimentacio
de nutrients basada en la limitacié de la font de carboni disponible [40-42]. Davant
d’'una situacié de manca de nutrients i elevada demanda d’aminoacids tant per a la
sintesi de proteina recombinant com de les propies xaperones i proteases
responsables del plegament i la degradacié proteica respectivament, la proteina
recombinant sintetitzada pot degradar-se amb I'objectiu d’obtenir aminoacids per tal de
fer front a la demanda imposada per la induccié i els mecanismes de defensa

D’aquesta manera es planteja una segona estratégia de cultiu alternativa (Fig 4.11.)
basada en un creixement a velocitat entre (0.1 — 0.2 h™") durant la fase discontinua
alimentada perd mantenint en tot moment una concentracié inhibitdoria de font de
carboni (60 g-L™). La induccid, igual que en els cultius anteriors es va dur a terme de
manera continua mantenint constant la relacié inductor — biomassa. No obstant, en
aquest cas, la concentracio volumétrica d’'IPTG al cultiu durant I'etapa d’induccio es va

mantenir a nivells superiors respecte els dos anteriors casos ja que a les condicions
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d'excés de substrat a les que es va mantenir el cultiu, el transport actiu d'IPTG a
linterior de la cél-lula es pressuposa inhibit [43], de manera que se’n va afavorir el
transport per difusié. Tot i que la velocitat de creixement del cultiu es va mantenir al
voltant dels mateixos valors que en les estratégies anteriors, a priori es pot suposar

que lI'excés en la font de carboni pot representar un alleujament de I'estrés durant la

fase d’induccid.
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Fig. 4.11. Cultiu cel-lular dut a terme a 37°C amb concentracio inhibitoria de font de carboni i induccié
continua a relacié inductor — biomassa constant. La linia de punts indica el moment a partir del qual
comenca l'addicié continua d’'IPTG. (-o-) densitat dptica (-0-) concentracié de glucosa, (--A--) activitat

especifica i (--V/--) proteina expressada per gram de pes sec.

El seguiment de I'activitat especifica i la qualitat de la proteina sintetitzada durant el
cultiu (Fig. 4.12) permeten observar que efectivament, tot i mantenir una temperatura
de 37°C, l'estrateégia de cultiu evita que els processos proteolitics que tenen lloc quan

el cultiu es du a terme en condicions de limitaci6 de glucosa no es produeixin en

aquest cas.
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Fig. 4.12. Evolucié de l'activitat especifica i de la qualitat de la proteina sintetitzada en cultius en

condicions inhibitories de font de carboni a 37°C. (- A-) Activitat especifica, (--°--) Qualitat proteica.

Quan s’analitza el contingut especific en cua d’histidines de la proteina sintetitzada a
partir d’aquesta estratégia de cultiu (Fig. 4.13) tot i que s’observa una certa disminucio,
la fraccid de proteina expressada que conserva intacte els 6 residus d’histidina al seu
extrem N al final de la fase d’induccié és d’un 80%.

La immobilitzacié de I'enzim del lisat procedent del brou final de fermentacié sobre
suports de tipus IMAC, amb un rendiment proper al 95%, confirma que aquesta
estrategia alternativa de cultiu permet també aturar significativament els processos de

degradacio parcial de la proteina recombinant.
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Fig. 4.13. Evolucié del contingut especific de cua d’histidines de la RhuA expressada al llarg de al fase

d’induccié d’un cultiu dut a terme en condicions inhibitories de font de carboni a 37°C.

4.4. Conclusions

Els estudis de caracteritzacié de carrega enzimatica sobre suports de tipus IMAC han
permés determinar que la immobilitzacié de 3.5 — 6.4 UA'-mL" de suport suposa
I'obtencid de derivats enzimatics que no presenten limitacions en la transferéncia de
matéeria de substrats quan s’utilitzen en reaccions de sintesi, és a dir, que la velocitat
de reaccié observada coincideix amb la maxima segons la quantitat d’enzim
immobilitzat. Aquest fet per tant pot ser aprofitat alhora d’optimitzar la carrega de

derivat enzimatic en un reactor per a dur a terme un procés de sintesi.

Segons l'estratégia de cultiu a partir de la qual s’indueix a la soca productora a
sintetitzar la proteina recombinant, s’ha pogut observar una influéncia directe sobre el
rendiment global del procés. La qualitat de I'enzim i el rendiment d'immobilitzacioé sobre
suports de tipus IMAC depenen en gran mesura de les condicions a les que s’ha dut a
terme el cultiu. D’aquesta manera, estratégies de cultiu basades en variacions de les
condicions de creixement i induccidé respecte les estrategies inicials han permés
obtenir una proteina recombinant de major qualitat i de més facil processament pels
meétodes de purificacid empleats. En aquest sentit, ja sigui per disminucié de la

temperatura durant les fases de creixement i induccié del cultiu, de 37°C a 28°C o pel
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fet de mantenir un excés de nutrients al medi en contraposicié a la limitacié habitual
durant els cultius, s’han disminuit els processos proteolitics que per un costat
degradaven parcial o totalment la cua de 6 histidines amb que s’expressa fusionada la
proteina per a poder ser purificada per cromatografia d’afinitat, i en el pitjor dels casos
afectacio de l'activitat enzimatica. Aixi doncs, la integraci6 de les operacions de
produccio i purificacié i immobilitzacié en un sol pas de I'enzim sintetitzat han permés
millorar els rendiments de recuperacié d’aquest per al seu Us en sintesi, de valors al

voltant del 50% a valors superiors al 90%.

No obstant perd, tot i la millora experimentada a partir de les estratégies de cultiu
alternatives implementades, tant a nivell de qualitat de la proteina recombinant
sintetitzada com en els rendiments d'immobilitzacié d’aquesta sobre suports IMAC, la

metodica operacional presenta certs inconvenients que cal considerar:

- En primer lloc, en referéncia als esquemes d’induccio en continu implementats,
si bé aquests permeten relaxar la produccié de proteina recombinant respecte
un esquema d’induccié tradicional basat en un sol impuls d’inductor al medi de
cultiu, en contrapartida prolonguen el cultiu en el temps sense obtenir resultats
significativament millors que els que s’obtenen a partir d’esquemes d’induccio
tradicionals, és a dir, la productivitat (unitats d’activitat per unitat de volum i

temps) es veu disminuida.

- En segon lloc, en referéncia als cultius conduits a 28°C durant la fase
discontinua alimentada, una reduccié de temperatura implica també una
reduccio en la velocitat de creixement del cultiu i de sintesi de proteina

recombinant. Per tant, altra vegada la productivitat disminueix.

- En tercer lloc, i en referéncia als cultius duts a terme en condicions inhibitories
de font de carboni, intentar mantenir concentracions de glucosa al voltant de 60
g-L™" presenta moltes dificultats a nivell experimental. Si no s’exerceix un
control molt estricte del cultiu, pot tenir lloc una generacié important d’acetat i

per tant inhibir tant el creixement com I'expressio de proteina recombinant.

Es per aquests motius doncs, que els estudis que es plantejaran als segiients capitols
parteixen d’estratégies d’operacié en condicions de limitacid6 de font de carboni a
'etapa discontinua alimentada, amb esquemes d’induccié basats en un sol impuls

d'IPTG al medi de cultiu i a temperatura de treball de 37°C. Sobre aquestes
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condicions, es perseguira I'obtencié d’'una proteina recombinant d’alta qualitat i uns
rendiments d’immobilitzacié elevats a partir de la implementacié de co-estratégies de

cultiu de diferent naturalesa.
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5. MODELITZACIO MATEMATICA DE LA PRODUCCIO DE RAMNULOSA 1-
FOSFAT ALDOLASA

Resum

Els estandards de qualitat i la repetibilitat requerits a la industria farmaceéutica [1-3] en
els processos de producciéo de compostos d’elevat valor afegit, aixi com la continua
reduccio de costos tant a nivell de produccié com en investigacio a la que s’enfronten
les companyies per tal de seguir sent competitives, han portat al desenvolupament de
models matematics per a la descripcid de processos productius. La utilitzacio
d’aquests models implica un important estalvi de costos i recursos associats a la
produccié donat que la seva explotacié permet, sense necessitat d’experimentacio
massiva, trobar les condicions optimes de produccié d’un determinat compost. Per
altra banda també, el fet de disposar d’'un model matematic acurat d’'un determinat
procés, permet la seva implementacid en tasques de control i automatitzacio.
D’aquesta manera, l'actuacié sobre variables de procés es basa sobre un
coneixement fonamental d’aquest i no en lleis estrictament empiriques.

D’aquesta manera, s’ha desenvolupat un model matematic per al procés de produccio
de Ramnulosa 1-fosfat aldolasa en cultius d’elevada densitat d’E. coli induits a partir
d’un unic impuls d’'IPTG. Donat que el principal objectiu del model de produccié és
I'optimitzacio de les condicions de cultiu i el seu Us en tasques de control del procés,
s’ha plantejat un model de tipus no estructurat i no segregat basat en I'efecte de la
preséncia d’inductor en el medi de cultiu sobre I'evolucié de la biomassa i la
produccié de Ramnulosa 1-fosfat aldolasa.

El model presenta un bon nivell d’ajust en les principals variables del sistema i permet
descriure amb una exactitud notable el moment a partir del qual els rendiments
globals de procés poden comencar a disminuir considerablement per efecte de

fendomens de tipus proteolitic.
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5.1. Introduccié i objectius
5.1.1. La modelitzaci6 matematica aplicada

La modelitzacié matematica, als sectors quimics i/o biotecnologics, s’ha consolidat
amb el temps com a eina basica en la prediccié del comportament i evolucié de
processos, ja que proporcionant un grau de detall equiparable a I'experimentacio,
representa front d’aquesta un important estalvi de temps i costos associats [4-8] Es
més, si es disposa d’'una descripcié acurada d’un procés, mitjancant el tractament
matematic correcte, es pot explotar el model que el descriu amb I'objectiu d’optimitzar
productivitats, temps i/o recursos, i dur a terme a la practica unicament aquelles

estrategies que numeéricament (sobre el paper) han donat bons resultats.

La modelitzacié d’'un procés és una aproximacio o traduccié matematica d’una situacio
real definida (sistema), i com a tal, descriu de manera simplificada el comportament
d’aquest [9]. El grau de simplificacid del model respecte de la realitat dependra en
gran mesura de 'aplicacio o I'is que se’n vulgui donar i de la informacié disponible per

a la seva elaboracio.

Es per aixo que per tal de construir una descripcié matematica d’un procés determinat

s’han de tenir en compte els seglients punts:

- Quina sera la utilitat del model.
e Disseny de procés
e Control de procés
e Solucié de problemes
o Aspectes ambientals

- Quina és la forma, estructura i precisié del model.

- Quines so6n i com d’acurades son les dades de qué es disposa.

- Quines son i quin abast tenen les eines matematiques de qué es disposa.

- Com s’ha de plantejar la validacié del model.
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- Quines son les dades de que s’ha de disposar amb prou precisid per tal

d’assegurar la qualitat predictiva del model.

En particular, al camp dels bioprocessos, resulta gairebé impossible descriure de
manera completa els fenomens que tenen lloc en una cél-lula a unes determinades
condicions de cultiu. Es per aixd que quan l'objectiu d’'un procés biotecnologic és la
produccié en “massa” d’'un determinat metabolit, es limita el grau de descripcio del
model a les relacions entre una série de variables principals facilment mesurables a
partir de les quals poder implementar estratégies de control i técniques d’optimitzacio i
prediccid. La tria d’aquestes variables depén en gran mesura de la instrumentacié
disponible i de la celeritat amb qué es requereixin aquestes dades per tal de controlar

el procés.

5.1.2. Tipus generals de models matematics

La modelitzacié de processos, es basa en una primera etapa d’identificacido de
variables de procés, principis quimics i fisics que les relacionen, i construccié
d’equacions per a plasmar aquestes relacions. En funcié de I'aplicacié concreta del

model pero, el tipus de construccio varia [10-12].

Des del punt de vista de la seva naturalesa es pot distingir entre models de tipus:

- Mecanistic, basats en les expressions de transferéncia de matéria, calor i
quantitat de moviment, que tot i que inclouen sovint parametres de tipus empiric,
estan construits a partir d’'un coneixement fonamental del procés. Sén anomenats

també “white box models” o “first principles models”.

- Empiric, on el coneixement del procés deriva unicament de I'experimentacio i
no de principis basics. Aquests models es construeixen forgant el sistema a
respondre front a determinades entrades o inputs per tal de crear una col-leccié de
situacions entrada - sortida que descriuran el procés en un rang determinat de

condicions. Aquests models s'anomenen també “black box models”.

Normalment, perd, en modelitzacié de processos es treballa amb models de tipus

“grey box” amb elements d’ambdés tipus, on tot i que el model es construeix sobre
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balancos, acostumen a incorporar termes de caracter empiric, sobretot pel que fa a

expressions cinétiques i coeficients de transferéncia de matéria i energia.

5.1.3. Etapes de la modelitzacié de processos

La construccid d’'un model matematic per a la descripcié d’'un determinat procés

consta d’'un esquema iteratiu basat principalment en set etapes (Fig. 5.1) [9]:

- Descripcio del sistema, objectiu de la modelitzacié i per tant el grau de detall

que volem assolir.

- ldentificacié dels mecanismes fisico-quimics que tenen lloc al procés d’estudi

(reaccié quimica, transferéncia de calor...)

- Estudi i avaluacié de les dades disponibles, tant mesurades directament del

procés com parametres estimats.

- Construccio de les equacions caracteristiques del model, o relacions entre les

principals variables del sistema.

- Establir procediments de resolucié de les equacions plantejades a partir de

métodes numerics.
- Analisi de la solucié i comportament del model en base a les expectatives.
- Validaci6 del model. Tot i que n’existeixen diverses técniques les més

freqlents consisteixen a comparar el comportament entre el model i el sistema

real.

Modelitzaci6 i estrateégies de procés per a la producci6 de RhuA en Escherichia coli. -76 -



5.- Modelitzacié matematica de la produccié de Ramnulosa 1-fosfat aldolasa

| Definicié del problema

y

—>| Identificaci dels punts dau

v

—>] Evaluacio de les dades

v

| Construccié del model

G

| Ressolucié del model

€

| Verificar la solucié del model

€

[

_| Validacio del model

Fig. 5.1. Set etapes principals de la modelitzacié de processos.

5.1.4. Models matematics aplicats a bioprocessos

Degut a I'ampli ventall de disciplines que estudien els bioprocessos, existeixen
diverses tendéncies en la seva modelitzacié [7, 8]. En particular, al camp de la
biotecnologia i microbiologia aplicada, la forma que es pot donar al model de
descripcio d’'un determinat bioprocés dependra del tipus d’estudi que es vulgui dur a
terme.

Des del punt de vista de produccié en planta pilot o industrial d’'un determinat
metabolit o proteina recombinant a partir d’'una soca donada, I' interés pot resultar
més aviat de tipus practic i enfocat a la millora i optimitzacié de la seva produccié. En
aquest cas per tant, és basic que les principals variables mesurades es puguin
relacionar entre elles per tal de determinar I'efecte que tenen sobre la produccio o el

rendiment global del procés.

Si es decideix treballar amb models basats en un coneixement basic del procés, al
camp dels cultius microbioldgics s’acostuma a modelitzar segons dues tendéncies ben

diferenciades:
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- Models de tipus estructurat [13-17]
- Models de tipus no estructurat [18-29]

En termes generals, un model no estructurat considera la biomassa del sistema com
una sola variable (X), mentre que un model estructurat la considera com a un conjunt
de compartiments que representen la seva estructura intracel-lular. Aixi doncs, és
freqlent trobar models matematics de representaci6 de microorganismes
recombinants basats en 3 0 més compartiments (Fig. 5.2) [14], també anomenats

pools, que descriuen la biomassa a diferents nivells :

- A: Components actius de la biomassa; ribosomes, mMRNA, tRNA, building
blocks.

- P: DNA plasmidic.

- E: Producte codificat al DNA plasmidic.

- G: Material estructural i genétic de la cél-lula (DNA).

Fig. 5.2.- Model estructurat en quatre compartiments. “s” substrat limitant extracel-lular; “S”, substrat
limitant intracel-lular; “A”, compartiment actiu que inclou building blocks, ribosomes, mRNA, tRNA; “G”,

compartiment que inclou la part genética i estructural de la céllula; “P”, DNA plasmidic; “E”,proteina
recombinant.

Aquests tipus de models son ampliament utilitzats i acceptats per a descriure el
comportament de cultius duts a terme amb microorganismes recombinants, on per
I'efecte de la sobreexpressioé de proteines heterologues, la biomassa del sistema esta
sotmesa a canvis constants als diferents nivells descrits anteriorment. Aixi doncs, els
models estructurats pretenen descriure la disminucié observable experimentalment en
el creixement del microorganisme a partir de la redireccido dels fluxos entre els
diferents pools en haver induit el cultiu, i la caiguda de la produccié de la proteina

recombinant a partir de la disminucio del contingut de RNA cel-lular i DNA plasmidic.
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Des del punt de vista de I'estat fisiologic del microorganisme, aquests models aporten
molta més informacié que un model de tipus no estructurat, ara bé, les mesures
necessaries per a l'estimacio dels parametres que el constitueixen no sempre sén a
'abast de qualsevol laboratori, i en segons quins casos requereixen elevats temps
d’analisi. Es per aixd que pot resultar interessant ,sobretot des del punt de vista de
procés si 'objectiu consisteix a controlar un cultiu microbiologic, treballar amb models
matematics que descriguin el comportament d’'un sistema a partir de variables

macroscopiques facilment mesurables.

Aixi doncs, es poden plantejar models de tipus no estructurat que depenguin de
variables mesurables a partir d’'instrumentacié habitual en un laboratori amb un temps

d’analisi raonable:

- Espectrofotometres per a la mesura de densitat optica per a la determinacio de
biomassa.
- HPLC’s o similars per a la mesura de composicié del medi de cultiu.

- Kits i altres reactius per a la determinacio de concentracié de proteina.

Els models no estructurats, poden presentar components de tipus més “gris” que els
models descrits anteriorment, ara bé, I'objectiu principal d’'ambdds és prou diferent,
coneixement front aplicacié en produccio.

Com s’ha dit anteriorment, la base dels models “first principles” consisteix en els
balancos de matéria, energia i quantitat de moviment aplicats a un sistema. En un
cultiu microbiologic, els models més senzills son els aplicables al creixement sobre un
determinat medi, descrivint Unicament I'evoluci6 de substrat i biomassa i en

determinats casos la generacié de subproductes o metab0lits associats al creixement.

Quan es modelitza també la produccié d'una proteina recombinant amb efectes
notables sobre el creixement del microorganisme en questio, els models prenen una
major complexitat. Si es parla de models no estructurats aplicats a cultius de
microorganismes recombinants, actualment es ftreballa en dues linies prou

diferenciades:
- Les que consideren que la carrega metabdlica que suposa la sobreexpressié

d'una proteina heterdloga origina fendmens de segregacid en la poblacié
microbiana [30-32].
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- Les que consideren que la sobreexpressid d’'una proteina heterdloga té un

efecte directe no especific sobre la velocitat especifica de creixement [21, 33, 34].

Els models definits segons el primer cas s’apropen als models de tipus estructurat, és
a dir, es té en compte l'estat fisiologic de la cél-lula durant el procés. D’aquesta
manera, es descriuen els efectes observables experimentalment sobre la velocitat
especifica de creixement global del cultiu quan s’indueix la produccié d’una
determinada proteina recombinant a partir de la distincié entre grups de poblacio
microbiana. Aixi doncs, alguns dels models proposats a la bibliografia es basen en un

esquema segregacional [31] constituit per les seguients poblacions:

- X' o fraccio de cél-lules viables portadores de plasmidi o DNA heteroleg. Es
poden replicar i créixer amb normalitat al medi de cultiu i sén capaces d’expressar

els gens codificats al DNA plasmidic.

- X o fraccio de cél-lules viables no portadores del plasmidi. Es poden replicar i
creéixer amb normalitat al medi de cultiu perd no sén capaces d’expressar els gens

heterodlegs.

- X, o fraccié de ceéllules viables perdo no cultivables (VBNC). No presenten

capacitat de formacio de coldnies, ara bé, conserven activitat metabolica.

- X_o céllules lisades, procedents de qualsevol de les tres poblacions anteriors.

Els models basats en fenomens de segregacié es poden descriure matematicament a
partir de la relacié entre les diferents subpoblacions (Fig. 5.3) que poden apareixer en
induir la produccio de proteina recombinant en un cultiu.

A partir d’'aquestes relacions es podrien construir una série d’equacions, que per a un

cultiu tipic operant en discontinu alimentat, serien del tipus:

X=X"+X +X, +X, (Eq. 5.1)
dx+ N N X+

o :(ﬂ —¢—a—a)-X -5 F, (Eq. 5.2)
d%:(,u—g—co)-x+0¢-X*—X7-FS (Eq. 5.3)
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(j()j(tn:¢,)(++w.)(_7,.)(n_>\(/n.|:S (Eq. 5.4)
d;(tL :g_x_m_xwﬂ.xn_%.ps (Eq 5.5)
On:

- X fa referéncia a la concentracio total de biomassa, com a resultat de la suma

de totes les subpoblacions descrites anteriorment.

- u' és la velocitat especifica de creixement de les cél-lules viables portadores

de plasmidi.

- W és la velocitat especifica de creixement de les cél-lules no portadores de

plasmidi.

- ¢ és la velocitat de transformacio de les cél-lules viables portadores de plasmidi

a cél-lules viables perd no cultivables.

- o és la velocitat de transformacié de les cél-lules portadores de plasmidi a

cél-lules no portadores.

- o és la velocitat de lisi o taxa de mort cel-lular de les cél-lules viables

portadores de plasmidi.

- 7 és la velocitat de lisi o taxa de mort cel-lular de les cél-lules viables perd no

cultivables.

- ¢ és la velocitat de lisi o taxa de mort cel-lular de les cél-lules no portadores de

plasmidi.

- o és la velocitat de transformacio de les cél-lules no portadores de plasmidi a

cél-lules viables perd no cultivables.
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Fig. 5.3. Possible esquema de segregacio en un cultiu microbioldgic induit.

Els models de tipus segregat aporten molta informacié de I'estat fisioldgic cel-lular, ara
bé, també requereixen un elevat nombre de dades que en alguns casos s’han
d’obtenir a partir de técniques complexes d’analisi per tal de ser calibrats. Per altra
banda, tampoc hi ha massa estudis a la bibliografia que posin de manifest quins son
els grups de poblacié microbiana capagos d’expressar el gen heterdleg codificat al
DNA plasmidic, si ho fa unicament la fraccié denominada com a X" o també la fraccié
VBNC.

Es per aixd doncs, que si la disponibilitat de recursos d’analisi és limitada, i 'objectiu
de la modelitzacié no és altre que el seguiment, la predicciod, I'optimitzacio del procés
a partir de les seves propietats macroscopiques i la implementacié en funcions de
control i automatitzacié, la millor opcié consisteix en la modelitzacié no estructurada i
no segregada. D’aquesta manera es poden descriure les respostes d’estrés cel-lular
degudes a la sobreexpressié d'una proteina recombinant, que condueixen a la
disminucié de la velocitat especifica de creixement global del cultiu, per causes no
especifiques, simplement treballant els termes de les equacions que representen les

magnituds que experimentalment s’observa que canvien amb el temps.

5.1.5. Objectius

El treball presentat en aquest capitol t¢ com a principal objectiu la formulacié,
calibratge i validacié d’'un model matematic per a la descripcié de la produccié de
Ramnulosa 1-fosfat aldolasa en funcio del grau d’induccio del sistema en cultius d’alta
densitat cel-lular d’E. coli operant en régim discontinu alimentat. Tot i que en el capitol

anterior s’ha treballat amb induccio de tipus continua com a estratégia alternativa i
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novedosa, aquest capitol es basa, per tal de simplificar el sistema, en induccions
simples a partir d’'un pols unic d’'IPTG al medi de cultiu. En funcio dels resultats es pot

decidir en un futur generalitzar-lo a altres condicions.

El model pretén ser una eina util per al control, prediccio i optimitzacié del procés de
producci6 de RhuA a partir de les relacions que s’estableixin entre variables
macroscopiques facilment mesurables; concentracié cel-lular i de principal font de
carboni al cultiu i concentracié de proteina per litre de reactor. Aixi doncs el model es
plantejara com a tipus no estructurat, considerant la biomassa com una variable unica

sense tenir en compte la interaccio entre els seus diferents compartiments.

A nivell cel-lular, la produccié de RhuA es troba regulada pel promotor fort T5 induible
per IPTG, la qual cosa condueix a efectes segregacionals al cultiu una vegada s’ha
induit la produccié de proteina recombinant degut a la sobrecarrega metabolica que
aquesta representa. Donat que es desconeix quina o quines de les subpoblacions
presents en el cultiu induit sén les responsables de la produccié de RhuA, quina
subpoblacid manté un cert creixement tot i la preséncia d’inductor al cultiu o si en
realitat la segregacio al cultiu es basa en la preséncia de cél-lules induides i cél-lules
no induides, es descriura I'efecte observable experimentalment sobre la velocitat de

creixement de manera no especifica, és a dir a partir d’'un model no segregat.

5.2. Materials i métodes

5.2.1. Soques i plasmidis

(Veure seccio general de soques i plasmidis utilitzats: 3.1)

La soca E. coli M15AglyA [pREP4] portadora del vector pQEaprham es va utilitzar per

a la sobreexpressid, en cultius d’alta densitat cel-lular, de Ramnulosa 1-fosfat

aldolasa.

5.2.2. Medis de cultiu

(Veure secci6 general de medis de cultiu emprats 3.2)
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Per al desenvolupament dels pre-cultius, a partir d’estocs de la soca conservats en
glicerol a -80°C, es va utilitzar medi LB. Els cultius en Erlenmeyer (inoculs) i
bioreactor, per altra banda, es van dur a terme partint de medi definit de composicio

detallada a la secci6 general de medis de cultiu.

5.2.3. Equipament de procés (no analitic) utilitzat

Per a dur a terme els cultius descrits en aquest estudi es va utilitzar el seguent

equipament:

- Fermentador Biostat B (Sartorius) amb capacitat total de 2L i volum util d’1.5 L
i unitat de control digital (DCU) per al desenvolupament dels cultius a escala

laboratori.

- Centrifugadora Beckman J2-21 M/E, sonicador Vibracell VC50 (Sonics &
materials) i disruptor cel-lular mecanic One Shot (Constant Systems LTD) per

al processament del brou de cultiu.

5.2.4. Condicions de cultiu

El procés pren com a punt de partida el desenvolupament overnight d’'un pre-cultiu en
medi complex LB a un volum final de 15 mL. Assolida una densitat dptica a 600 nm al
voltant d’1.5 — 2 unitats, s’inocula un Erlenmeyer carregat amb medi definit (de
composicié descrita a la seccié general de materials i métodes) amb un 5% d’inocul a
un volum total de 100 mL. Transcorregudes 4 hores, i assolida una densitat optica a
600 nm al voltant d’1 unitat, s’inoculen 80 mL del contingut de I'Erlenmeyer a un
reactor escala laboratori carregat amb medi definit fins a un volum total de 800 mL. Es
fixa una consigna de 7 unitats per al pH i 50% de saturacidé per a la concentracié
d’oxigen dissolt a la unitat de control del procés (DCU).

Després de 12-14 hores de procés, s’esgota la font de carboni carregada inicialment i
s’inicia una etapa en discontinu alimentat a partir de l'addicié d’'una solucio
concentrada de nutrients (de composicié descrita a la seccié general de materials i
métodes) amb I'objectiu de mantenir un creixement a velocitat constant de 0.225 h™" a
les mateixes condicions operacionals que durant I'etapa en discontinu. Es realitzen
addicions puntuals de fosfats concentrats independentment del medi d’alimentacio

davant de la impossibilitat de mantenir-los en solucié en aquest. El criteri d’addici6 de
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fosfats aplicat respon a valors experimentals de rendiments determinats al grup de
recerca corresponents a 0.05 gp-g'1DCW.

Assolida una densitat optica aproximada de 60 unitats s’indueix el cultiu amb un
impuls d'IPTG a un valor inicial determinat de la relacié inductor — biomassa (I/X) entre
0.4 i 3 pmol IPTG:g"pcw segons lI'experiment, mantenint el ritme exponencial
d’alimentacio de nutrients fixat a I'etapa de creixement no induit.

Degut a l'efecte de la sobreexpressid de RhuA sobre el creixement del cultiu, es
produeix una certa acumulacié de font de carboni (glucosa) al medi de cultiu després
d’'un temps d’haver induit. A partir del moment en qué se’n detecta preséncia al medi
(0.5 — 0.75 g-L™"), s’interromp periddicament I'alimentacié de nutrients al sistema per
evitar-ne una major acumulacié. El restabliment de I'alimentacio es realitza en base a
I'evolucié del pH del medi, ja que en esgotar-se la font de carboni el pH augmenta
notablement. El cultiu es déna per finalitzat quan tot i no haver alimentat nutrients
entre dos instants donats de temps, la concentracié de glucosa, en excés al medi, no

experimenta variacions.

5.2.5. Cinétiques de creixement

Per als experiments previs per a la determinacié d’'una primera aproximacié dels
parametres cinétics de creixement de la soca, es va preparar una série de cultius en
matras d’Erlenmeyer en medi definit a diferents concentracions inicials de glucosa
entre 0 i 80 gL (taula 5.1). En tots ells, la inoculacié es va dur a terme a partir de
cultius en medi complex tal i com es descriu a la seccié general de condicions de
cultiu. Per a tots els cultius preparats es va seguir I'evolucié del creixement de la

biomassa a 37°C i els nivells de glucosa al medi .
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Compost E, E, E, E, Es E; E; Ey E,
m 1 z 3 5 10 20 40 1] =]
K HPO 1 i) ] 11,9 11,9 11,9 1,9 11,9
KH PO 2.4 2.4 2.4 14 r 4 2.4 2.4 2.4 24

18 1.8 1.8 1.8 1B 1.8 1,8 1, 1,B

(MH 50, 1.7 1.7 1.7 3.7 3.7 1.7 1.7

MgS0 THO 0,02 0,04 0,06 0.1 023 0,4 0.9 1,35 1,8
LOOE-03 | 2,00E-03 3,00E-03 5,00E-0% 1,00E-02 0,02 5,00E-02 0,07 0,05
Hamina 5.00E-03 a0l 0015 0025 005 0.1 0.3 03 0,4
1 00E-03 1,00E-03 1,00E-03 1,00E-03 2 0BE-03 4, 16E-03 B,32E-03 1, 24E-02 1 6HE-D02
Fard MY 4% el n A [ s L 14% T ER Lo ] [ 11 A4
e e TR E T BT R s I 14z 1 2me T T 11,44

Taula 5.1.- Composicié dels medis de cultiu preparats per a les determinacions de les primeres
aproximacions dels parametres cinétics del creixement de la soca a 37°C. Les composicions dels
diferents compostos s’expressen en g-L'1. La composicié dels elements traca es detalla a la taula 3.2 de

la secci6é de materials i métodes generals.

5.2.6. Metodes analitics

5.26.1. Monitoritzacié del creixement bacteria als cultius

(Veure seccio general de metodes analitics utilitzats: 3.5.1).

5.2.6.2. Quantificacié dels nivells de proteina recombinant

(Veure seccio general de métodes analitics utilitzats 3.5.2)

5.2.7. Tractament matematic i estimacio de parametres

L’estimacio dels parametres en qué es basa el model de produccié proposat i les
simulacions a diferents condicions experimentals es van realitzar amb el software
comercial gPROMS (Process Systems Enterprise Ltd).

Per a 'estimacié dels parametres (8) del model, gPROMS utilitza la seglent funcié
objectiu (®) per tal de maximitzar la probabilitat que el model matematic realitzi una

bona prediccié dels valors obtinguts experimentalment:

NE NV; NMj 7. 7. F
CD:ﬁln(Zﬂ)Jrlmin ¥ In(o-fk)+M (Eq. 5.6)
2 2 0 |3 j=1 k=1 : O'i?k
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Nombre de mesures preses en un experiment donat

0: Parametres a estimar.
Els valors acceptables estan subjectes a un rang 8- < 6 < 8" préviament
suposat.

N E: Nombre d’experiments duts a terme

N Vi:  Nombre de variables mesurades a I'experiment i
Nombre de mesures de la variable j a 'experiment i

02”.(: Variancia de la mesura k de la variable j a I'experiment i
ik - Mesura k de la variable j a I'experiment i

Zy.: Valor predit k de la variable j a I'experiment i

La funcio objectiu admet diversos tipus de models de variancia a definir per 'usuari:

Variancia constant o’ =w? (Eq. 5.7)
Variancia constant relativa oc’=w’ -(22 + 5) (Eq. 5.8)
Variant del model de variancia constant relativa c’=w? .(22 +g)7 (Eq. 5.9)

El model de variancia constant relativa (equacio 5.8) ha estat calibrat per a cada una
de les variables mesurades (dades no incloses) i utilitzat en la funcié objectiu per a

I'estimacié dels parametres cinétics del model de produccié de RhuA.

Per altra banda, el tractament matematic de les dades experimentals necessari per a
la determinacié de les velocitats inicials de produccié de proteina recombinant per
cultius induits a diferent relacio inicial inductor — biomassa s’ha dut a terme amb els
toolboxes Splinetool i Curve Fitting de MATLAB (Mathworks). Splinetool, és un paquet
de MATLAB que proporciona eines de creacio, visualitzacio i analisi d’aproximacions
de dades experimentals per mitja de splines. Els splines sén ajustos polinomials per
segments o trams que s'utilitzen per a representar funcions en intervals molt amples
on un ajust polinomial simple no seria possible. Les eines d’avaluacié que proporciona
Splinetool permeten determinar els valors de les derivades de les funcions que
representen amb el temps i aixi obtenir-ne els valors inicials que han estat necessaris

per a la construccié del model de producci6. Curve Fitting Toolbox és un paquet de
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MATLAB, que de la mateixa manera que Splinetool proporciona eines d’ajust i analisi
de corbes i superficies a dades experimentals. L’analisi o post-processat dels ajustos
pot utilitzar-se per al calcul de velocitats inicials per a la construccié del model de

produccio.

5.3. Desenvolupament del model matematic

El model de produccié desenvolupat en aquest treball s’aplica a les etapes de
creixement, tant en régim discontinu com en régim discontinu alimentat, i induccié a

partir d’'un Unic pols d’'IPTG a una relacio inicial inductor — biomassa donada.

5.3.1. Evidencies experimentals

La formulacié del model matematic i I'estructura de les seves equacions, sobretot pel
que fa als termes que s'utilitzaran per a descriure la disminucié tant de la velocitat
especifica de creixement com de la velocitat especifica de produccié de RhuA,
dependran de les tendéncies experimentals que presentin les variables que es
segueixen. Aixi, per a un cultiu d’alta densitat cel-lular induit a partir d’'un Unic pols
d’'IPTG (Fig. 5.4), on es mesuren experimentalment la densitat optica (ODgg), la
concentracié de glucosa al medi i la concentraciéo de Ramnulosa 1-fosfat aldolasa, es
poden diferenciar dues tendéncies en el comportament de les variables delimitades

pel moment de la induccié:

- Etapa de creixement: on pel régim dalimentacié imposat la biomassa
experimenta un creixement de tipus exponencial, la concentracié de glucosa
es manté practicament a zero, i la concentracié de proteina recombinant a
nivells basals d’expressié. Tot i que l'etapa de creixement inclou dues
subetapes (creixement en discontinu i creixement en discontinu alimentat) es
pren com a referéncia (per a la modelitzacidé del sistema) o temps inicial de
creixement el moment en qué s’inicia la fase de creixement en discontinu

alimentat.

- Etapa d’induccié: on després d’'un augment inicial de la velocitat de creixement,
aquesta disminueix progressivament per efecte de la sobreexpressié de RhuA i
com a consequeéencia, comenga a acumular-se glucosa al medi de cultiu a partir

d’'un cert temps en preseéncia d’inductor. La concentracio de proteina augmenta
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sobtadament donat el caracter regulable del sistema d’expressié, amb una
velocitat especifica de produccid que amb el temps també disminueix per
efecte de la carrega metabolica que suposa la sintesi de RhuA. La
concentracié de proteina recombinant s’expressa en termes massics (g-L") i
no en termes d’activitat enzimatica. L'activitat enzimatica, encara que pugui
relacionar-se directament amb la quantitat si la proteina es plega correctament,

esta afectada per fendmens com la protedlisi [35] no considerats en el model.

[Glucosa] (gL
N
X (gDCW-L™
RhuA (gL

talimentacir’) (h)

Fig. 5.4. Cultiu d’alta densitat cel-lular d’E. coli induit a partir d’un unic impuls d’IPTG. La linia discontinua

indica el moment de la induccid. (-*-) Biomassa, (--o--) Glucosa, (-- ¥--) RhuA.

5.3.2. Minimitzacio6 d’efectes no desitjats

Les cinétiques de creixement d’'un microorganisme i produccié d’un determinat
metabolit o com en aquest cas, una proteina recombinant, depenen ampliament de
les condicions ambientals a les que es dugui a terme el cultiu microbiologic
corresponent. D’aquesta manera doncs, mantenint parametres com la temperatura,
pH i concentraci6 d’oxigen dissolt a nivells controlats, la formulacié del model
matematic de produccié se’'n pot fer independent i per tant evitar-ne una major

complexitat.

Per altra banda, determinats subproductes del metabolisme cel-lular, com en aquest
cas l'acid acétic generat quan la velocitat d’entrada de glucosa a la cél-lula

sobrepassa la capacitat d’assimilacié del cicle dels acids tricarboxilics, pot jugar un
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paper important en fenomens d’inhibicié per sobre d’1 g-L'1, tant del creixement
cel-lular com de la produccioé de proteina recombinant.

Estudis previs al grup de recerca on s’integra aquest treball van permetre determinar
que per a la soca d’estudi, velocitats especifiques de creixement per sobre de 0.3 h”
conduien a la formacié d’acid acétic. D’aquesta manera, per tal d’evitar la inhibicio, els

cultius s’havien de dur a terme per sota d’aquest llindar.

En udltim lloc, nombroses referéncies bibliografiques destaquen la influéncia de la
velocitat de creixement o ritme d’alimentacié de nutrients en la produccié de
determinades proteines recombinants. Tot i que aquest fet depén de cada cas, i no
sempre es pot generalitzar, s’emfatitza que ritmes d’alimentacié de nutrients prou alts
perd inferiors als limits a partir dels quals es pot generar acétic al sistema, poden
deixar la maquinaria de sintesi proteica dels microorganismes en un estat
comparativament millor que a ritmes d’alimentacio baix. Per al cas concret d’estudi, un
mateix grau d’'induccié (50 uM IPTG i relacié inductor - biomassa entre 1.6 — 1.8 ymol
IPTG-g'1DCW a l'inici de la induccid) en dos cultius conduits a velocitats de creixement
de 0.1 i 0.22 h™ respectivament, van portar a nivells d’activitat especifica i RhuA
intracel-lular acumulada (Fig. 5.5) significativament diferents. Els valors assolits al
cultiu dut a terme a una velocitat de creixement major doblen els nivells de RhuA del
cultiu a velocitat de creixement de 0.1 h™.

D’aquesta manera, donat que el model matematic de produccid de proteina
recombinant es vol construir en funcié del grau d’induccié del cultiu i no del ritme de
creixement d’aquest, el marc experimental es centrara en cultius conduits a velocitat
de creixement de 0.22 — 0.25 h™", que per una banda no presenten generacié d’acétic
significativa i per l'altre permeten assolir nivells de RhuA acumulada superiors a

cultius conduits a velocitats de creixement menor.
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Fig. 5.5. Nivells de RhuA intracel-lular acumulada per a 2 cultius induits a 50 uM d’'IPTG i relacié inductor

— biomassa d’1.6 pmol IPTG-g'1DCW. (-°-) Cultiu dut a terme a velocitat de creixement de 0.22 — 0.25 h'.

(--*--) Cultiu dut a terme a velocitat de creixement de 0.1 h'.

Havent vist les tendéncies de les variables principals del sistema abans i després
d’'induir i el marc de condicions experimentals i limitacions a tenir en compte, es
plantejara un model basat en dues etapes, I'una per a la descripcido Uunicament del
creixement del microorganisme i l'altra per a la produccié de RhuA una vegada el

cultiu ha estat induit.

5.3.3. Simbols i nomenclatura utilitzada

f (Ind) Funcié matematica de la influéncia de I'inductor sobre gs i qp
Fs Cabal d’alimentaci6 de nutrients al reactor (L-h™")
Os Funci6 de “shock” deguda a la sobreexpressié6 de proteina

recombinant (adimensional)
I Concentraci6 d’inductor al medi (uM)
ki Efecte tipus 1°" ordre en el creixement (h™)

ks, Efecte tipus 1°" ordre en la velocitat especifica de produccié de RhuA
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(h™)

Kis Constant d’inhibicié per substrat (gsubstrat-L'1)

Kot Parametre del model (h™)

Kp2 Parametre del model (umol IPTG-g'1DCW)

Ks Constant de semi-saturacié per substrat (gsubstrat-L'1)

Ke1 Parametre del model (h™)

Ks2 Parametre del model (umol IPTG-g'1DCW)

My Coeficient de manteniment cel-lular (gsubstrat-(gDCW-h)'1)

P Concentracié de RhuA (grnual™)

Jdo Velocitat especifica de produccié de RhuA (grnua'(gocwh) ™)

Qpo Velocitat especifica inicial de produccié de RhuA (thuA-(gDCW-h)'1)
Jpbasal Velocitat especifica constitutiva de producci6 de RhuA

(9RrhuA (QDcw'h)_1 )

S Concentracio de glucosa al reactor (gsubstrat-L'1)

So Concentracio de glucosa a la solucio d’aliment (gsubstrat-L'1)
V Volum total (L)

X Concentracié de biomassa (gDCW-L'1)

Yys Rendiment biomassa - substrat (gocw Gsubstrat ')

(Yxs)ap Rendiment aparent biomassa - substrat (gDCW-gsubstraﬂ)

9] Velocitat especifica de creixement (h™)

Ming Velocitat especifica de creixement durant la induccio (h'1)
Mmax Velocitat especifica de creixement maxima (h™)

5.3.4. Creixement no induit
L’etapa de creixement no induida es descriu a partir de les variables V (volum total), X

(concentracio de biomassa per litre de cultiu), S (concentracioé de glucosa al medi de

cultiu) i P (concentracid6 de RhuA per litre de cultiu). La cinética de creixement del
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microorganisme, que inclou un terme d’inhibicid per excés de substrat al medi, es
descriu a partir d'un model tipus Aiba. Es considera que la variacio del volum al
sistema es degui unicament a l'addici6 de nutrients durant la fase discontinua

alimentada, tant al creixement com durant I'etapa d’induccié (equacio 5.10).

Durant I'etapa de creixement no induit, els nivells de produccié de Ramnulosa 1-fosfat
aldolasa son els basals o constitutius de la soca expressats per Qgpasal (€qUacio 5.13).
L’equacio perd, presenta certes limitacions, se suposa que I'expressié de proteina
recombinant és permanent i independent de la quantitat de substrat disponible al medi
de cultiu. Aquesta expressio és valida sempre i quan el cultiu disposi de substrat. En

abséncia de substrat no només s’aturaria el creixement sind també la produccié de

proteina.
‘Z\t/: F, (Eq. 5.10)
Cgt(:ﬂ.x_':sv'x (Eq. 5.11)
zf:f;.(so_s)_(*;msxj.x (Eq. 5.12)
C;i’:qpbasal.x_':i/'P (Eq. 5.13)
u :M.exp(zj (Eq. 5.14)

5.3.5. Fase d’inducci6

La fase d’'induccio es caracteritza per un canvi sobtat en la produccié de RhuA degut a
la preséncia d’inductor al medi de cultiu i per una disminucié gradual de la velocitat de
creixement amb el corresponent augment de la concentracié de glucosa al medi.
Donat que el model que es vol plantejar és de tipus no segregat, la disminucio
observada en la velocitat de creixement es descriura no a partir de I'aparicio de
subpoblacions al cultiu amb diferents patrons de creixement siné a partir d’'un efecte

directe no especific sobre la velocitat de creixement global. Segons el treball de Lee i
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Ramirez [21] aquest efecte es pot descriure a partir d’'una funcié gs que s’aplica sobre

la velocitat de creixement del cultiu, fent-la decréixer durant la fase d’induccio.

dXx F. -X

=y X =5 Eq. 5.15
dt :umd V ( q )
Hing = M- Qs (Eq. 5.16)
dg,

ot =-k,-g, amb g.(0)=1 (Eq. 5.17)

kl:m (Eq. 5.18)

En les equacions anteriors es considera com a temps inicial el moment de la induccio i
es defineix k; com a funcid6 matematica que depén del grau d’induccié al que s’ha

sotmes el cultiu.

Per altra banda, ja que pot existir durant la fase de produccié una redireccié dels
fluxos de nutrients, I'equacié diferencial per I'evolucié del substrat al sistema es

plantejara en funcié d’'un rendiment aparent substrat — biomassa:

ds _Fy Hing
— =5 (S, —S)—| | X 5.
ey (Se-9) (Y ] (Eq. 5.19)

Degut a la preséncia d’'IPTG al medi de cultiu s’activa la maquinaria de sintesi de
proteina recombinant al sistema (q,) segons una funcié que dependra alhora de la

velocitat basal o constitutiva d’expressio de RhuA i del grau d’induccié del sistema.

dP F.-P
—=q, - X-— Eq. 5.20

ek v (Eq )
En dltim lloc, donat que el sistema segueix augmentant el volum per efecte de
'alimentacié de nutrients, 'equacié 5.10 segueix essent valida també per a 'etapa

d’induccio del cultiu.

Modelitzaci6 i estrateégies de procés per a la producci6 de RhuA en Escherichia coli. -94 -



5.- Modelitzacié matematica de la produccié de Ramnulosa 1-fosfat aldolasa

5.4. Resultats i discussio

Els experiments realitzats per al calibratge del model matematic es van dur a terme en
un rang de concentracio d’'IPTG al medi entre 0 i 70 uM, la qual cosa correspon a un
rang de relacié inductor — biomassa entre 0.4 i 2.83 pmol IPTG-g'1DCW. La taula 5.2
presenta una relacié dels diferents experiments duts a terme que van conduir a

I'obtencié de nivells de RhuA intracel-lular entre 105 i 230 mg-g'1DCW en funcié del

cultiu.
[IPTG], (uM) 8 10 20.5 36 54.6 69.5
(11X) (umol IPTG-g ™ oew) 0.4 0.5 1 2 2.83 1.53

Taula 5.2. Relacio dels experiments realitzats per al calibratge del model matematic de creixement de la
soca E. coli M15AglyA [pREP4] en medi definit i de produccié de Ramnulosa 1-fosfat aldolasa en cultius

d’alta densitat cel-lular.

5.4.1. Creixement no induit

La determinacio dels parametres cinétics corresponents al creixement de la soca E.
coli M15AglyA [pPREP4] en medi definit es va dur a terme en dues fases. A la primera,
es van realitzar cultius en Erlenmeyer en régim discontinu a diferent concentracio
inicial de glucosa entre 0 i 80 g-L™" per tal d’extreure una primera aproximacio dels
parametres corresponents a la cinética d’inhibicié per substrat que descriu el sistema.
Es va realitzar el seguiment de la concentracié de biomassa i de glucosa en cada un
dels cultius i se’n van determinar les velocitats especifiques de creixement maximes.
A la figura 5.6 es representen les velocitats especifiques de creixement maximes en
funcio de la concentracio inicial de glucosa al medi de cultiu. Els valors experimentals
van permetre determinar una primera aproximaciéo dels parametres cinétics de

creixement de la soca en medi definit (dades no presentades)

Modelitzaci6 i estrateégies de procés per a la producci6 de RhuA en Escherichia coli. -95-



5.- Modelitzacié matematica de la produccié de Ramnulosa 1-fosfat aldolasa

0,6

0,4

0,3 1

#o (h)

0,2

0,1 1

0,0

So (9"—»1)

Fig. 5.6. Velocitats especifiques de creixement en funcié de la concentracié inicial de substrat (So).

Posteriorment, prenent com a valors inicials les aproximacions trobades, aquests
creixements en discontinu i la fase de creixement no induit dels experiments realitzats
per al calibratge del model es van utilitzar per a refinar els valors dels parametres
cinétics i per a trobar els parametres corresponents al consum de substrat; rendiment
biomassa — substrat i coeficient de manteniment cel-lular que es mostren a la taula
5.3.

Parametre Valor
o 0.548 £ 0.037 (h")
K, 0.00838 + 0.00188 (g-L™")
Kis 46.9+7.32 (gL
Yys 0.382+7.27-10% (g:g™")
Mey <110 (g(g'h)")
Gpbasal (€XP) 1.29-10° £ 9-10" (graua'(gocw'h) )

Taula 5.3. Valors determinats per als parametres corresponents a I'etapa de creixement no induit de la
soca E. coli M15AglyA [pREP4] en medi definit.

La comparaci6é entre els nivells de biomassa mesurats experimentals per a les fases
de creixement no induit, en discontinu i discontinu alimentat, per a diversos cultius
duts a terme a diferents velocitats de creixement, i els valors predits pel model

matematic de la fase de creixement es mostren a la figura 5.7. Prediccidé i mesura
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experimental mostren un elevat grau d’ajust. Per al cas de la concentracio de glucosa
(amb ajustos igualment bons), donat que els cultius es van dur a terme en condicions
de limitacié de font de carboni (sense acumulacid), tant les prediccions del model

matematic com les mesures experimentals es troben al voltant de 0 g-L™.

50 i
= )
~
g 40 A . .
[=]
2
2
o 30 A .
£ &
6 L J
Q‘ L ]
% 20_ L L] ®
£ 2o
3 oo
> . o°
> 10 .
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X mesurada (gpcy L")

Fig. 5.7. Comparacié entre les prediccions i les mesures experimentals de biomassa per a la fase de
creixement no induit de cultius duts a terme a velocitat de creixement constant i limitacid de font de

carboni.

5.4.2. Fase d’inducci6

El grau d'induccié dels cultius es va establir en base a experiments préviament
realitzats al grup de recerca on s’emmarca aquest treball. Es va observar que per a
'actual sistema experimental, un optim en la produccié de RhuA activa, és a dir, en
I'activitat especifica produida, s’assolia en treballar a relacions inductor — biomassa

entre 1i 2 uymol IPTG-g'1DCW i concentracions d’inductor al voltant de 50 — 70 uM.

Per altra banda, en base als resultats experimentals obtinguts al grup i les nombroses
referéncies bibliografiques que descriuen efectes proteolitics en cultius amb
sobreexpressié de proteines recombinants duts a terme a partir d’estratégies amb

limitacié de nutrients, el model matematic es plantejara en base al contingut en
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proteina recombinant i no en termes d’activitat. Es freqiient que en cultius d’aquest
tipus, per efecte de la propia limitacié de nutrients i 'excessiva demanda d’aminoacids
degut a la sobreexpressié de la proteina recombinant, tinguin lloc pérdues d’activitat
especifica per protedlisi. Aquest efecte també s’ha observat quan s’acumula font de
carboni durant la produccié de proteina, com es discutira més endavant. La pérdua
d’activitat és de dificil integracié en un model matematic ja que la seva quantificacié no

és a priori facilment relacionable amb una variable en concret.

En analitzar el contingut de RhuA acumulat al final de I'etapa d’induccié dels cultius
presentats a la taula 5.1 es va poder observar que aquests semblaven estar
relacionats amb el grau inicial d’'induccié en termes de relacié inductor — biomassa
inicial (Fig. 5.8a). La mateixa relacié perd no es va observar amb la concentracio

inicial d’inductor al medi.
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Fig. 56.8a) Contingut en RhuA acumulat als cultius duts a terme segons el grau d’induccié inicial (I/X)o
descrit a la taula 5.1. b) Velocitat especifica inicial de produccié de RhuA als cultius duts a terme segons

el d’'induccid inicial (I/X)o descrit a la taula 5.2.

De la mateixa manera, en analitzar la dependéncia de la velocitat especifica inicial de
produccié de RhuA (thuA-h'1-g'1DCW) respecte la relacid inicial inductor — biomassa es
va observar la mateixa tendéncia (Fig. 5.8b). La complexitat d’'una possible equacié
d’ajust d’'aquesta tendéncia (que probablement és especifica de cada sistema
d’expressio) i 'excessiva quantitat de parametres que serien necessaris va portar a
realitzar un ajust en base a splines amb I'eina Curvefitting de MATLAB.
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Els resultats experimentals van confirmar un optim en la produccié de RhuA a una
relacié inductor — biomassa d’1 umol IPTG-g 'ocw. Aquest Optim perd, es determina en
termes massics de proteina recombinant, no en activitat especifica com s’ha enumerat
anteriorment. Diverses referéncies bibliografiques apunten a qué els nivells amb qué
s’expressen determinades proteines recombinants en un sistema regulable per
lactosa o IPTG sota el control de promotors forts, tipus T5 o T7 pot ser el resultat d’'un
balan¢ entre la velocitat inicial especifica de produccié i el grau de saturacié del
repressor del sistema d’expressié. Un elevat grau de saturacié del repressor pot
conduir a efectes negatius, no només en el creixement de la soca sind també en la

velocitat especifica de produccié des de bon principi de la fase d’induccié.

Els perfils de velocitat especifica de produccié van ser calculats per a tots els
experiments descrits a la taula 5.2. Tret de I'experiment dut a terme a una relacié
inductor — biomassa menor (0.4 umol IPTG-g'1DCW ), on les condicions d’'induccié no
van afectar significativament ni el creixement del cultiu ni la produccié de RhuA, tots
els altres cultius van mostrar una tendéncia decreixent tipus exponencial des del
principi de la fase induccio. A la figura 5.9 es mostra, per als diferents cultius utilitzats
en el calibratge del model matematic, la tendéncia de la velocitat especifica de
produccio al llarg de la fase d’induccié del cultiu. En base a aquesta tendéncia,
I'evolucié de la velocitat especifica de produccié de RhuA es podria representar a

partir del seguent sistema d’equacions:

9

d
T:_kz.qp amb qp(O):qpo (Eq. 5.21a)

Ky, -(f(Ind))

S e Eq. 5.21b

> =, +(f(Ind)) (Ea.5.:21b)
que a l'integrar portaria a 'equacio 5.22:

Gy = Gpo - eXP(=K, 1) (Eq. 5.22)

La determinaci6 experimental de k, permetra calcular kp1 i Kp,.
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Fig. 5.9. Evolucié de la velocitat especifica de produccié de RhuA durant I'etapa d’induccié per als

diferents cultius emprats en el calibratge del model matematic de creixement i produccié. 9A cultiu induit

a relacio inductor — biomassa de 0.5 pmol IPTG-g'1DCW. 9B cultiu induit a relacié inductor — biomassa de

2.83 ymol IPTG-g'1DCW. 9C cultiu induit a relacié inductor — biomassa de 1.57 ymol IPTG-g'1DCW. 9D cultiu

induit a relacié inductor — biomassa de 2 ymol IPTG-g'1DCW. 9E cultiu induit a relacié inductor — biomassa

d’1 ymol IPTG-g'1Dcw. 9F cultiu induit a relacié inductor — biomassa de 0.4 pmol IPTG-g'1DCW.
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Experimentalment, es va observar una dependéncia entre la tendéncia decreixent de
la velocitat especifica de produccié de RhuA i el grau d’induccio aplicat al cultiu.
D’aquesta manera doncs, el valor de k, havia de presentar una relacié amb el grau
d’'induccié del sistema.

Avaluant el temps necessari per tal que la velocitat especifica de produccio
experimentés una reduccio fins a la meitat del seu valor inicial es va determinar el
valor del parametre k, per a cada grau d’induccié aplicat (Fig. 5.10). Aixi, per a un
cultiu qualsevol, tret del cultiu induit a 0.4 pmol IPTG-g'1DCW on no es va observar cap

disminucié de la velocitat especifica de produccié si no un augment amb el temps :

1
L E = exp(_ k2 t) (Eq 523)

3)
In| =
2 (Eq. 5.24)

Amb t;,, determinat experimentalment.

1,4

1,2 A

1,0 1

—~ 0,8 A

< 0,6+

0,4 1

0,2 4

0,0 T T T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25 3,0

(1/X), (umols IPTG-g'DCW)

Fig. 5.10. Dependéncia del parametre k. respecte el grau d’induccié dels cultius .

La dependéncia del valor de k, respecte del grau d’induccié del sistema pot
aproximar-se a un comportament tipus Michaelis-Menten definit per a relacions
d’induccié superiors a 0.4 pymol IPTG-g"'pcw (equacié 5.25) on els dos parametres de
I'equacio prenen els valors k,1=0.963 + 0.078 h'i kp2=0.096 +0.060 pmol IPTG-g'1DCW:
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Ky, + (' - o.4] (Eq. 5.25)
X

Pel que fa a l'efecte en el creixement de la soca a la fase d’induccid, tret del cultiu
induit a relacié inductor — biomassa de 0.4 pmol IPTG-g'1DCW, la sobreexpressio de
RhuA condueix a disminucions (després d'un augment inicial) més o menys
pronunciades de la velocitat especifica de creixement segons el grau d’induccié del
cultiu. D’aquesta manera doncs, i per coheréncia amb la resta de la construccio
realitzada, el valor de k4 (equacions 5.17 i 5.18) pot presentar una dependéncia de la

relacié inductor — biomassa com la seglent:

e (| ] o.4j (Eq. 5.26)

Aixi doncs, la construccié matematica per a la descripcio de la fase d’induccié vindra

descrita per les seguents equacions (5.27 a 5.32):

dX |(u. -S =S F. - X
— max "2 oy . X =S . o.
dt HK +S p( K, D gs} Y (Ea.5.27)

S

|
Ke,-| — —0.4
dg, _ * (X ]

-g, amb g,(0)=1 (Eq. 5.28)
dt I
Ks, + Y_OA
ds K Hing
—~ _-_5.(5.-8)- in - X (Eq. 5.29)
dt \ ( ’ ) ((Yxs)apj
dP F-P
2 g -X-— Eq. 5.30
ot a, v (Eq )
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I
P L

i I -q, amb q,(0)=q,, (Eq. 5.31)
k”2+(__0'4j
X
dv
T —F Eq. 5.32
dt s (Eq )

Considerant t com el temps després d’haver induit el cultiu amb un impuls d'IPTG.

Els parametres corresponents a I'equacié d’Aiba per al creixement amb inhibicié per
substrat son els mateixos que per a I'etapa no induida del cultiu, i per tant no han de
ser estimats de nou. Per altra banda, els parametres k,; i ky, han estat determinats
experimentalment en base als perfils de velocitat especifica de produccié de RhuA per
als experiments realitzats. Els tres parametres restants, corresponents al rendiment
aparent biomassa — substrat (Yxs)ap, i €ls parametres de I'equacié de k; (equacions
5.26 i 5.28) han estat estimats a partir del paquet d’estimacié de parametres del
software gPROMS. Per a la seva estimacié es van utilitzar les mesures experimentals
de concentracié de biomassa, glucosa i RhuA al llarg de I'etapa d’induccio dels cultius
i els valors dels parametres determinats préviament, obtenint-ne el resultat presentat a
la Taula 5.4. Cal destacar que el valor del rendiment biomassa — substrat aparent
(Yxs)ap presenta un valor superior al de I'etapa de creixement no induit, la qual cosa
concorda amb els augments inicials de la velocitat especifica de creixement als

instants inicials de I'etapa d’induccio.

Parametre Valor
ks 0.503 + 1.2:107 (h™)
Ks2 0.0573 £ 7.69-10* (umol IPTG-g "pcw)
(Yxs)an 0.472 +4.09-10™ (g-9”)

Taula 5.4. Valors determinats per a I'etapa d’'induccié amb un unic impuls d'IPTG de cultius de la soca E.
coli M15AglyA [pREP4] .

De la mateixa manera que amb la fase de creixement dels cultius, si es comparen les
mesures experimentals de biomassa i concentracié de proteina recombinant amb els
valors predits pel model matematic (Figures 5.11a i 5.11b) es pot observar que les

prediccions del model matematic sén molt acurades per a aquestes variables.
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Fig. 5.11. Comparacié entre les mesures experimentals i les prediccions del model matematic per a) la

concentracio de biomassa al sistema i b) la concentracié de RhuA.

Una vegada han estat induits amb IPTG, els cultius experimenten una série de canvis
que desemboquen en una disminucio de la seva velocitat de creixement global. Donat
que el sistema d’alimentacié de nutrients es basa en un algorisme que funciona en llag
obert, en els experiments realitzats no s’exerceix cap tipus d’acci6 de control
automatica que reguli el ritme d’alimentacié per a compensar la caiguda del
creixement i evitar 'acumulacié de substrat. Des del punt de vista del creixement, un
excés de glucosa al medi pot portar a inhibicions o inclus a formacié d’acid acétic. Per
altra banda, des del punt de vista de la produccié de proteina recombinant, deixant de

banda I'acid acétic, un excés de glucosa pot inhibir-ne la seva produccié donat el
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sistema de regulacio de I'operd lac (veure introduccié — seccié 1.4.2) sota el control
del qual es troba I'expressié de RhuA. D’altra banda, aquest excés pot augmentar
I'activitat de les proteases dependents d’energia [35] que poden degradar l'aldolasa.
Per tant, en base a les mesures experimentals de glucosa, i per tal d’evitar-ne la seva
acumulacio al medi, s’han implementat politiques d’alimentacié manuals en 'etapa de
creixement induit. Quan les mesures experimentals superaven els 0.5 — 0.75 g-L™" de
glucosa, es va procedir a interrompre l'alimentacid de nutrients. A partir de la
monitoritzacié del pH i donat que només s’actua amb addicié de base quan aquest es
troba per sota de 6.95 unitats, es restablia I'alimentacié quan aquest superava les 7
unitats, moment en qué es pot considerar que el sistema es troba en condicions
absolutament limitants de font de carboni. D’aquesta manera, doncs,s’han
implementat cicles d’aturada — encesa ben bé a partir d’1.5 — 2 hores després d’haver
induit, moment en el qué el creixement es veu tan afectat que el consum de glucosa
disminueix considerablement. Aquests cicles d’alimentacié poden introduir-se en detall
al software gPROMS, de manera que aquest els té en compte a I'hora de realitzar les
estimacions dels parametres del model.

Les figures 5.12 a) a 5.12d) mostren els perfils experimentals i els calculats pel model

per als experiments més caracteristics (taula 5.5) realitzats per al seu calibratge.

(11X) (umol IPTG-g  oew) Particularitat de I'experiment
0.4 Induccioé sense efecte sobre el cultiu
0.5 Inici de I'efecte sobre el creixement del cultiu
1 Maxim en acumulacio intracel-lular de RhuA
2.83 Maxim grau d'induccié provat

Taula 5.5. Relacié dels experiments més caracteristics per al calibratge del model matematic de

creixement i produccié de RhuA.

Es pot observar que, en tots els casos el model prediu satisfactoriament els perfils de
biomassa i proteina recombinant. Pel que fa als perfils de concentracio de glucosa, el
model matematic és capacg de captar-ne les tendéncies generals.

El cultiu induit a relacié inductor — biomassa de 0.4 pmol IPTG-g'ocw (Figura 5.12a)
no veu afectat el seu creixement durant la fase d’induccié. EI model matematic és
capa¢ de predir-ne el comportament donada la correccid que s’introdueix a les
equacions de manera que tant la velocitat especifica de creixement com la velocitat

especifica de produccié de RhuA no es veuen afectades a relacié inductor biomassa

Modelitzaci6 i estrateégies de procés per a la producci6 de RhuA en Escherichia coli. - 106 -



5.- Modelitzacié matematica de la produccié de Ramnulosa 1-fosfat aldolasa

igual o menor que 0.4 pymol IPTG-g'1DCW. Conseqlientment, no s’observa acumulacié
de glucosa, ja que el creixement manté la tendéncia exponencial desitjada.

A condicions d’induccié superiors ( I/X = 0.5 pmol IPTG-g'1DCW ), el creixement de la
soca en el medi de cultiu es veu afectat de tal manera que es produeix una certa
acumulacié6 de glucosa a partir d’'un determinat moment que depén del grau
d’'induccié aplicat. Aixi doncs, per a relacions d'inductor - biomassa de 0.5 pmol
IPTG-g'1DCW, experimentalment s’observa una acumulacié de glucosa a partir de les
2.5 hores d’haver induit el cultiu, mentre que a relacions inductor — biomassa
superiors (3 pymol IPTG-g"pcw) aquesta acumulacié es detecta després de poc més
d’'una hora d’haver induit. EI model matematic construit prediu valors de concentracio
de substrat que tot i que presenten certa desviacio front els valors experimentals,
descriuen una tendéncia prou similar a I'experimental, podent d’aquesta manera
determinar el moment en qué es comengara a acumular glucosa al medi de cultiu per
a un grau d’induccié donat. Els ajustos del model, inclouen les accions dutes a terme

en tots els cultius, sobre el cabal d’alimentacié de nutrients al sistema.
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Fig. 5.12. Perfils experimentals i ajustos del model matematic (representats per linies sodlides o

discontinues segons correspongui) construit per als cultius més caracteristics utilitzats per al calibratge

del model a les fases d’alimentacié no induida i induccié. 12a) Cultiu induit a 0.4 pmol IPTG-g'1Dcw, 12b)

Cultiu induit a 0.5 ymol IPTG-g'1DCW. (+) Biomassa, (0) Concentracié de glucosa al medi, (V) Nivells de

proteina recombinant.
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Fig. 5.12. Perfils experimentals i ajustos del model matematic (representats per linies solides o
discontinues segons correspongui) construit per als cultius més caracteristics utilitzats per al calibratge
del model a les fases d’alimentacio no induida i induccié. 12¢) Cultiu induit a 1 pmol IPTG-g'1DCW i 12d)
Cultiu induit a 2.83 pmol IPTG-g'1Dcw. (*) Biomassa, (o) Concentracié de glucosa al medi, (V) Nivells de

proteina recombinant.
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5.5. Validaci6 del model matematic

Tot i que es poden aplicar molts criteris per a la validacié d’aquest model matemaitic, i
en altres capitols d’aquesta tesi es presenten alguns experiments que es podrien
utilitzar com a validacié, en aquest capitol el model es validara en base a la capacitat
d’aquest per a predir el moment de la fase d’induccié a partir del qual la glucosa es

comengca a acumular al medi de cultiu.

5.5.1. Problematica de I'acumulacié de glucosa

A la secci6 5.3.2, es descriuen alguns dels parametres o metabolits que poden causar
un efecte negatiu sobre el comportament d’'un cultiu recombinant d’aquest tipus. Tot i
haver ajustat els parametres fisico-quimics a valors optims tant per al creixement del
microorganisme com per a la produccié de la proteina recombinant, i treballar en
condicions on es minimitza la formacié de subproductes amb efectes no desitjats
sobre el cultiu, 'acumulacié de font de carboni pot jugar un paper important en la
produccioé de proteines recombinants.

Per una banda, la glucosa pot actuar com a inhibidor de sistemes d’expressié tipus
lac, de manera que la seva concentracié al medi de cultiu s’ha de mantenir baixa per
assolir uns nivells d’expressio elevats.

Per altra banda, esta descrit a la bibliografia que la preséncia de glucosa potencia
I'accio de determinats grups de proteases a E. coli. Alguns grups de proteases poden
ser expressades entre d’altres causes a E. coli com a resposta a una situacié de
limitacié continuada de nutrients al medi, o bé com a consequléncia d’'una excessiva
demanda d’aminoacids associada a la produccié d'una determinada proteina
recombinant. La preséncia d’aquestes proteases pot donar lloc a disminucions
notables en les productivitats d’'un cultiu recombinant ja que en alguns casos poden

afectar residus proteics implicats en I'activitat enzimatica.

Experimentalment, al sistema de produccié de RhuA, s’ha observat que en cultius on
no s’ha aplicat una politica d’alimentacié de nutrients amb I'objectiu de minimitzar
'acumulacié de glucosa al medi, els nivells d’activitat enzimatica o proteina activa
experimenten una caiguda considerable (que podria atribuir-se a 'esmentada acci6 de
proteases), mentre que en cultius on la concentracié de glucosa s’ha mantingut al
voltant de 0 g-L” durant la fase d'induccié els nivells de proteina activa s’han

mantingut constants (Figures 5.13a i 5.13b). Aixi doncs, donada la importancia de la
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preséncia de glucosa al medi de cultiu, la validacié del model matematic s’ha plantejat
des del punt de vista de capacitat de prediccié del moment en la fase d’induccié del

cultiu a partir del qual la concentracié de glucosa comenga a augmentar.
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Figura 5.13. Perfils de cultius induits sense i amb implementacié de politica d’alimentacié de nutrients per
a evitar 'acumulacié de glucosa al medi de cultiu. 13a) Cultiu induit a relacié inductor — biomassa d’1.62

pumol IPTG-g'1DCW sense control sobre I'alimentacié de nutrients. 13b) Cultiu induit a relacié inductor —
biomassa de 2.83 pmol IPTG-g'1Dcw amb control sobre 'alimentacié de nutrients. (-°-) Biomassa, (--o—)

Concentraci6 de glucosa al medi, (-- ¥--) RhuA total intracel-lular, (-- A--) Activitat especifica intracel-lular.

D’aquesta manera doncs, partint de les mesures experimentals del cultiu presentat a
la figura 5.13a, induit a una relacié inductor — biomassa d’1.62 umol IPTG-g'1DCW, s’ha
simulat el comportament del sistema durant la fase d’induccié d’aquest en termes de
biomassa, concentracié de glucosa i nivell de proteina recombinant (en g-L™") a les
mateixes condicions inicials que les experimentals. La figura 5.14 mostra els perfils
experimentals i predits pel model per a la concentracié de substrat i proteina

recombinant. El valor inicial per a la velocitat especifica de produccié s’ha determinat
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a partir de la interpolacié en la corba qp front relacié inductor - biomassa construida
per splines. La tendéncia predita pel model per a la concentracid de proteina
recombinant ajusta de manera fiable el comportament experimental. Per altra banda,
el perfil de concentracié de glucosa al medi de cultiu predit pel model matematic és
capac¢ de determinar amb una bona precisio I'instant a partir del qual aquesta es

comenga a acumular al medi un cert temps després d’haver induit.
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Fig. 5.14. Perfils experimentals i predits pel model matematic per a un cultiu induit a relacié inductor —
biomassa d’1.62 pmol IPTG-g'1DCW. En linia discontinua es mostra el periode de I'etapa d’inducci6 on la
concentracio de substrat mesurada experimentalment descriu un canvi de tendéncia respecte la predita.

(') Concentracié de proteina recombinant, (o) Concentracié de glucosa al medi.

La figura 5.14 permet a més observar un punt d’inflexioé en el perfil experimental de la
concentracié de substrat al medi de cultiu. A partir de les quasi 3 hores d’haver induit
el cultiu, la concentraci6 de glucosa es desvia de la tendéncia exponencial que
mostrava. En principi, donat que el cultiu no consumeix gairebé font de carboni una
vegada el creixement es veu prou afectat per la producciéo de RhuA, tota la glucosa
aportada hauria de quedar acumulada al medi. No obstant pero, a partir de les 3 hores
d’haver induit sembla que existeix un cert consum de glucosa probablement associat
a fenomens proteolitics. Aquesta desviacié no pot ser predita pel model donat que
aquest fenomen no s’ha contemplat en la seva formulacié. Ara bé, donat que
precisament el que interessa evitar és la degradacié proteica en etapes avangades del
cultiu, el model ja resulta d’aplicacioé directa ja que és capag de predir el moment en

qué aquest fenomen comenca a tenir lloc.
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5.6. Conclusions

S’ha desenvolupat un model matematic per al creixement de la soca E. coli M15AglyA
[PREP4] pQEaBrham en medi definit i per a la sobreexpressié de 'enzim Ramnulosa
1-fosfat aldolasa en cultius discontinus alimentats en funcié del grau d’induccié del
sistema. El model ha estat definit a condicions controlades de pH, temperatura i
concentracié d’oxigen dissolt. EI model matematic esta definit també a unes
determinades condicions en termes d’alimentacié de nutrients. El ritme fixat té com a
objectiu mantenir en tot moment una limitacié de font de carboni al medi de cultiu i
treballar a una velocitat especifica de creixement i de consum de substrat que per una
banda evita la produccié d’acid acétic per saturacié del metabolisme cel-lular, i per
l'altra,en la fase d’induccid, proporciona millors resultats en quant a nivells de proteina

activa intracel-lular assolits que a ritmes més baixos.

El model matematic, que s’ha construit en base a una descripcié no estructurada i no
segregada del sistema, ha estat desenvolupat segons dues etapes, I'una per al
creixement no induit i l'altra per a la induccid de la producci6 de RhuA. La
caracteritzacio de I'etapa no induida es basa en la utilitzacié de I'equacié d’Aiba per a
descriure el patré de creixement i de consum de substrat de la soca, mentre que la
modelitzacié de la fase d’induccio parteix de la formulacié d’equacions de caracter
semiempiric per a descriure per una banda la produccié de proteina recombinant i per
l'altra els efectes de la sobreexpressié d’aquesta sobre la velocitat especifica de

creixement del cultiu i la velocitat especifica de produccié de RhuA.

En base als resultats experimentals, tot indica que la relacié inductor — biomassa és la
responsable del comportament del sistema una vegada aquest ha estat induit. Tant la
velocitat especifica inicial de produccié de RhuA com l'efecte sobre la velocitat de
creixement i sobre la mateixa velocitat especifica de produccié de proteina

recombinant en presenten una clara dependéncia.

La descripcid del sistema a partir de variables facilment mesurables ha permes
l'elaboracié d'un model que prediu satisfactoriament els perfils de biomassa,
concentracié de font de carboni o substrat limitant i nivells de proteina recombinant
produits, tant a la fase de creixement no induit com a la induccié. El model matematic i
els experiments que s’han anat plantejant en les diferents fases de construccio
d’'aquest han permés observar la importancia de la preséncia de glucosa al medi

durant la fase d’induccié. Després d’un cert temps d’haver induit el cultiu, la preséncia
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de glucosa pot estimular I'accié de certes proteases donant lloc a possibles pérdues

d’activitat enzimatica. El model matematic, , en ser capa¢ de determinar el moment

d’inici d’acumulacié de glucosa, pot aplicar-se a la determinacié de les trajectories

d’alimentacié optimes per tal d’evitar una possible acumulacio de substrat al medi de

cultiu que disminueixi el rendiment del procés global.
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6. ESTRATEGIES ALTERNATIVES D’ADDICIO DE NUTRIENTS PER A LA
MILLORA DE LA PRODUCCIO DE RAMNULOSA 1-FOSFAT ALDOLASA EN
CULTIUS A ESCALA LABORATORI

Resum

L’explotacio del model matematic de creixement i producci6 de Ramnulosa 1-fosfat
aldolasa i I'estudi de la dinamica de creixement del cultiu en termes de replicacié
cel-lular han portat al plantejament de noves alternatives d’addicié de nutrients a la
fase d’induccio del sistema d’estudi. Les alternatives, proposades des del punt de vista
d’evitar 'acumulacié de glucosa al sistema, susceptible de conduir a fendbmens de
tipus proteolitic, han portat en alguns casos a millores en la produccié de proteina
recombinant en termes massics. En d’altres perd, han permés l'obtencié de nivells
similars tant d’activitat especifica com de proteina intracel-lular acumulada amb
estalvis importants de nutrients. L’estudi ha permés per altra banda, determinar una
estrategia de control de I'addicié de nutrients basada en el model matematic de
produccio proposat. Aquesta estratégia evita 'acumulacié de glucosa per sobre d’'una
determinada consigna a partir de la interrupcié automatica de I'addicié de nutrients en

base a la resolucié dels balangos de matéria al sistema definits al capitol 5.

6.1. Introduccio i antecedents

En els dos anteriors capitols d’aquest treball s’han estudiat processos de produccié de
Ramnulosa 1-fosfat aldolasa duts a terme segons estrategies de cultiu notablement
diferents.

En un cas, i degut als resultats obtinguts anteriorment al grup de recerca on
s’emmarca aquest treball, s’han conduit els processos a través d’etapes d’induccié en
continu [1-3], és a dir, amb alimentacié constant d’'inductor (IPTG) amb un perfil
paral-lel al del creixement de la soca d’estudi. Per altra banda, als estudis de calibratge
i validacid del model matematic de producci6 de Ramnulosa 1-fosfat aldolasa [4],
I'estratégia de procés s’ha basat en una induccié a partir d’'un impuls d’IPTG al medi de
cultiu una vegada assolida una densitat Optica fixada.

La qualitat de la proteina recombinant, parametre de referéncia dels estudis d’aquest
treball, ha incrementat notablement en els estudis duts a terme amb induccié discreta

respecte la induccié en continu ( >8 AU-mg 'RhuA vs 4 AU-mg'RhuA ).
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Els experiments amb induccié discreta han permés observar que aquesta, a partir
d’'una determinada intensitat, t¢ un efecte directe sobre la velocitat de creixement del
cultiu. Aquest efecte, es tradueix macroscopicament en una disminucié del consum de

substrat i per tant en una acumulacié d’aquest al medi.

Per altra banda, s’ha observat que el control sobre I'addicié de nutrients al cultiu durant
la fase d’'induccié, amb l'objectiu principal de mantenir els nivells de glucosa al voltant
de 0 g-L" al medi, té una influéncia directe sobre la quantitat de proteina recombinant
activa acumulada intracel-lular. En evitar 'acumulacié de glucosa al sistema, es
minimitzen els fenomens proteolitics (dependents d’energia) [2, 5-11] que tenen com a
resultat una disminucié dels rendiments globals del procés en termes de proteina

activa.

L’actual politica d’alimentaciéo de nutrients al sistema es basa en mantenir un ritme
d’addicié de nutrients amb tendéncia exponencial en el temps segons un perfil pre-
establert en base als parametres cinétics de la soca i la velocitat de creixement
desitjada [12]. Si bé aquest perfil d’addicié sembla correcte tot just iniciada la fase
d’'induccid, no ho és al llarg de tota aquesta etapa, ja que tal i com s’ha comprovat en
anteriors experiments, la velocitat de creixement mesurada en termes de densitat
optica disminueix notablement de forma gradual per efecte de la sobreexpressié de
RhuA. Es per aixod doncs que ben entrada la fase d’induccié s’intervé manualment en
I'addicié de nutrients al sistema per tal d’evitar I'acumulacié de glucosa al medi de

cultiu ja que el perfil de creixement no es correspon amb el d’alimentacio.

A priori no semblaria equivocat pensar que la disminucié de la velocitat especifica del
creixement del cultiu es un fenomen gradual que pren rellevancia notable ben entrada
la fase d'induccié per efecte de la sobreproducci6 de RhuA. De fet, aquesta
consideracio és la que s’ha tingut en compte a I'hora de formular el model de
produccio presentat al capitol anterior a partir de la seglient expressio per a la velocitat

de creixement:

dX F.-X

— =y X =3 Eq. 5.15
dt :umd V ( q )
Ming = 1~ Qs (Eq. 5.16)
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dg,
dt

=-k,-g, amb g.(0)=1 (Eq. 5.17)

Aixi doncs, una possible estratégia d’addicié de nutrients alternativa a I'actual podria
basar-se en una explotacié directe del model matematic de produccié on tenint en
compte aquesta disminucid gradual de Ila velocitat de creixement dels
microorganismes es podria anar modificant automaticament el ritme d’addicié de
nutrients fixant una consigna o un limit en la concentracié maxima permesa de glucosa

al medi de cultiu.

No obstant perd, en treballs de caire més bioldgic a la bibliografia [13], es descriu que
en soques productores amb sistemes d’expressio regulats per promotors forts tipus T5
ilo T7 sotmesos a una inducci6 d’una determinada intensitat la dinamica és
notablement diferent, i es que es demostra que el creixement observat durant la fase
d’'induccié d’'un cultiu recombinant es deu no a la replicacio cel-lular en si, sin a canvis
en l'estructura cel-lular que es donen quan les cél-lules passen a un estat induit i que
poden portar associats augments en la densitat optica del cultiu. Aixi, el creixement en
termes de replicacié no és un fenomen que va minvant gradualment siné que s’atura

des d’un bon principi, atribuint els canvis de densitat dptica del cultiu a altres causes.

D’aquesta manera doncs, i prenent una aproximacié diferent del procés, es poden
proposar una série d’experiments per tal de discriminar si en el sistema experimental
objecte d’aquest estudi, I'evolucié del creixement del cultiu és un fenomen atribuible
unicament a un “desgast” o estrés metabdlic que pren forga gradualment amb I'avang
de la fase d’induccio o si per contra es pot observar el proposat a la bibliografia [13], és
a dir, que just després d’induir el cultiu s’observa un estancament del creixement en
termes de replicacid cel-lular mentre que la densitat Optica del cultiu segueix

augmentant fins a un cert limit.

En base a aquestes observacions, referéncies bibliografiques i consideracions, pot
resultar de gran interés la determinacié de perfils alternatius d’alimentacié de nutrients
al sistema [14], que per una banda concordin amb el tipus de creixement observat als

cultius, i que per 'altra permetin una major automatitzacio del procés productiu.
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6.2. Objectius
L’objectiu d’aquest estudi és 'avaluacié de possibles estratégies alternatives d’addicié
de nutrients a la fase d’induccié de processos de produccié de Ramnulosa 1-fosfat
aldolasa a escala laboratori. Per tal de delimitar 'abast d’aquest estudi, es prendra
com a punt de partida un cultiu induit a la relacié inductor-biomassa que ha

proporcionat els millors resultats de qualitat (UA-mg'rnua) de proteina recombinant fins

al moment; 3 ymol IPTG-g " pew.

6.3. Materials i métodes

6.3.1. Soques i plasmidis

(Veure secci6 general de soques i plasmidis utilitzats: 3.1)

La soca E. coli M15AglyA [pREP4] portadora del vector pQEafrham es va utilitzar per

a la sobreexpressio, en cultius d’alta densitat cel-lular, de Ramnulosa 1-fosfat aldolasa.
6.3.2. Medis de cultiu

(Veure seccio general de medis de cultiu emprats: 3.2)

Per al desenvolupament dels pre-cultius, a partir d’estocs de la soca conservats en

glicerol a -80°C, es va utilitzar medi LB. Els cultius en Erlenmeyer (inoculs) i

bioreactor, per altra banda, es van dur a terme partint de medi definit de composicio

detallada a la seccio general de medis de cultiu.

6.3.3. Equipament de procés (no analitic) utilitzat

Per a dur a terme els cultius descrits en aquest estudi es va utilitzar el seglent

equipament:
- Fermentador Biostat B (Sartorius) amb capacitat total de 2L i volum util d'1.5 L

i unitat de control digital (DCU) per al desenvolupament dels cultius a escala

laboratori
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- Centrifugadora Beckman J2-21 M/E, sonicador Vibracell VC50 (Sonics &
materials) i disruptor cel-lular mecanic One Shot (Constant Systems LTD) per al

processament del brou de cultiu.

6.3.4. Condicions de cultiu

El procés pren com a punt de partida el desenvolupament overnight d’'un pre-cultiu en
medi complex LB a un volum final de 15 mL. Assolida una densitat optica a 600 nm al
voltant d’1.5 — 2 unitats, s’inocula un Erlenmeyer carregat amb medi definit (de
composicié descrita a la seccié general de materials i métodes) amb un 5% d’inocul a
un volum total de 100 mL. Transcorregudes 4 hores, i assolida una densitat optica a
600 nm al voltant d’1 unitat, s’inoculen 80 mL del contingut de I'Erlenmeyer a un
reactor escala laboratori carregat amb medi definit fins a un volum total de 800 mL. Es
fixa una consigna de 7 unitats per al pH i 50% de saturacié per a la concentracié
d’oxigen dissolt a la unitat de control del procés (DCU).

Després de 12-14 hores de procés, s’esgota la font de carboni carregada inicialment i
s’inicia una etapa en discontinu alimentat a partir de l'addici6 d’'una solucié
concentrada de nutrients (de composicié descrita a la seccié general de materials i
métodes) amb I'objectiu de mantenir un creixement a velocitat constant de 0.225 h™ a
les mateixes condicions operacionals que durant I'etapa en discontinu. Es realitzen
addicions puntuals de fosfats concentrats independentment del medi d’alimentacié
davant de la impossibilitat de mantenir-los en solucié en aquest. El criteri d’addici6 de
fosfats aplicat respon a valors experimentals de rendiments determinats al grup de
recerca corresponents a 0.05 gp-g'1DCW.

Assolida una densitat Optica d’aproximadament 60 unitats, s’indueix el cultiu a partir
d'un impuls d'IPTG a raé de 3pmol IPTG-g'ocw. A l'etapa d’induccié, els perfils
d’alimentacioé de nutrients presenten certes diferéncies segons I'estratégia alternativa

implementada:

- Perfil d’alimentacié establert per les prediccions del model matematic de

creixement i produccié durant la fase d’induccié del cultiu.
- Perfil d’alimentacié constant a 0.27 gsLuc'g oewh™.

- Perfil d’alimentacié constant a 0.55 ggLuc'g pcwh™
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6.3.5. Meétodes analitics
6.3.5.1.  Monitoritzacio del creixement bacteria als cultius
(Veure seccio general de metodes analitics utilitzats: 3.5.1).

En aquest estudi, es van dur a terme mesures del creixement cel-lular no només en
termes de densitat optica sind també en termes de replicacio cel-lular. Per a la seva
monitoritzacié es va utilitzar un citometre de flux Guava EasyCyte Mini de Guava
Technologies en mode de recompte total. Per tal d’analitzar per citometria les mostres
del brou de cultiu, aquestes es van diluir fins a concentracions cel-lulars entre 1-10* —
1-10° cél-lules'mL™, o 'equivalent en densitat dptica entre 1:10° — 1:10™, ja que aquest
és el rang de concentracio cel-lular que assegura que les cél-lules es poden mesurar
individualment i no en forma d’agregats. Per a cada mostra el procediment analitic
(dilucié i mesura) es va fer per quadruplicat i els resultats experimentals presentats en

sén la mitjana aritmética.
6.3.5.2. Quantificacié dels nivells de proteina recombinant

(Veure secci6 general de métodes analitics utilitzats: 3.5.2)

6.4. Resultats i discussio
6.4.1. Regi6 de treball

Els estudis per a l'avaluacié dels perfils alternatius d’alimentacié de nutrients al
sistema es van dur a terme a la regido experimental on s’han observat els millors
resultats obtinguts fins al moment en quant a la produccié de proteina recombinant
activa. A les figures 6.1a i 6.1b es mostren els resultats obtinguts en els estudis de
calibratge i validacid del model matematic, en termes de qualitat de la proteina
recombinant (UA-mg'1RhuA) i activitat especifica intracel-lular acumulada (UA-g'1DCW).
S’observa que si bé a relacions d'inductor — biomassa de 0.5 umol IPTG-g'1DCW
I'activitat especifica acumulada intracel-lular pren valors maxims, no es correspon amb
un maxim en la qualitat de la proteina recombinant. Aixd es degut a que la quantitat de

proteina, en termes massics (nghuA-g'1DCW), pren valors elevats, ara bé, per motius
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que podrien relacionar-se amb l'estrés cel-lular introduit per l'elevada sintesi de

proteina, aquesta no és tan activa com hauria. Es per aixd doncs, que es van prendre

com a base dels estudis que es presenten en aquest capitol, relacions d’inductor —

biomassa al voltant de 3 umol IPTG-g'1DCW. En aquests valors s’observen els maxims

en termes de qualitat i activitat de la proteina recombinant.

@
1

_ . -4
Qualitat de la proteina(UA-mg™, )

1a)

0.4

0.5 1.0 1.53 2.0

(1/X), (umol IPTG-g" o)

2.83

1000

800 -

600

400 1

Activitat especifica (UA'9'1DCW)

200 H

1b)

0.4

0.5 1.0 1.53 2.0

(1/X)o (umol IPTG-g" o)

2.83

Fig. 6.1. a) Comparativa de la qualitat de la proteina recombinant sintetitzada (UAmg 'rnua) a diferents

graus d’induccio6 entre 0.4 i 2.83 pymol IPTG-g'1DCW i b) comparativa de I'activitat especifica (UA-g'1DCW)

per a les mateixes relacions inductor - biomassa.
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6.4.2. Cultiu amb perfil d’alimentacio establert pel model de produccio

Les politiques d’alimentacié de nutrients implementades als cultius emprats per al
calibratge del model matematic, recordem, es basen en I'addicié d’aquests tenint en
compte un perfil de tipus exponencial suposant que el cultiu segueix creixent a la
mateixa velocitat especifica a la que ho feia just abans de la induccid. Per tal d’evitar
'acumulacié de glucosa al medi de cultiu, que pot conduir a fenomens de tipus
proteolitic amb una disminucié dels rendiments globals de producci6 i a inhibicions de
la produccié per efecte de la repressido del sistema d’expressié de la proteina
recombinant, s’establia un control de tipus manual del sistema d’addicié de nutrients.
Aquest control es basava en mantenir el ritme exponencial d’alimentacio fins a detectar
nivells de glucosa al medi de cultiu iguals o superiors a 0.5 g-L™". A partir d’aquest

moment s’iniciaven cicles periodics d’interrupcio del flux.

L’estrategia alternativa plantejada en aquesta seccid es basa en la implementacio de
la capacitat predictiva del model de produccid, que descriu amb exactitud l'instant a
partir del qual es comenga a acumular glucosa al medi. D’aquesta manera doncs,
I'anticipacié del model matematic pot permetre no “fer tard” o minimitzar el risc que es
té a I'estratégia original de patir acumulacions de glucosa molt superiors a 0.5 g-L™".
Per altra banda, I'ajust gradual del flux de nutrients al sistema pot evitar excedents de
glucosa que es destinin a altres rutes, com ara relacionades amb fendomens

proteolitics.

A la figura 6.2 es representa I'esquema de control implementat a partir de la formulacié
del model matematic de produccioé construit al capitol anterior. El sistema actua en llag
obert (ja que no hi ha mesura on-line de la concentracié de glucosa al medi) i és de
caracter predictiu, ja que en tot moment les decisions es prenen en funcié del resultat

de la resolucié dels balangos de materia al sistema aplicats al procés:

dX F. X

—_— X =2 Eq. 6.1

dt (/uflx gs) V ( q )
K (' o4)

d s1°{ v

9 __ X g, amb g.(0)=1 (Eq. 6.2)

Modelitzaci6 i estrateégies de procés per a la producci6 de RhuA en Escherichia coli. -125 -



6.- Estratégies alternatives d’addicié de nutrients per a la millora de la produccié de RhuA

dt v

dv

dt

On els parametres cinétics - empirics son els determinats per al sistema d’estudi:

| els parametres operacionals

S

ds —5-(56—5)—[2[;* .)gs]'x
XS Jap

E Hix '(Xo ‘Vo)’eXp(,uﬁx 't)
¢ =

(YXS )ap ) Se

Parametre Valor

Ke1 0.503 +2:10°h"

Ks2 0.0573 + 7.69-10"* pmol IPTG-g " bew
(Yxs)ap 0.472 +4.0910* g-g”

(Eq. 6.3)

(Eq.6.4)

(Eq. 6.5)

Parametre operacional

Valor

IIX

3 umol IPTG'g"'sew

Mrix

0.225 h™
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Xo, So, Vo, gs(O)

I/X
< pfix
Se
X, S, V, 1, g
Fs=(FsO'Hﬁx't)/(Yap'se) Fs O
A A
S$>05gL" No

Si

Fig. 6.2. Esquema aplicat al control del flux de nutrients al cultiu durant I'etapa d’inducci6 fixant 0.5 g-L™
la concentracié de glucosa maxima admissible. El sistema de control manipula el flux de nutrients al
reactor segons la prediccié que es fa de la concentracié de glucosa al medi a partir de la resolucio

matematica dels balangos de matéria del procés.

La comparativa entre els perfils de densitat Optica en haver implementat aquesta
estratégia de procés front a I'obtingut a partir de I'estratégia original (control manual
després de mesurar la concentracié de glucosa) es mostra a la figura 6.3. Es pot
observar que els perfils coincideixen. En termes de produccié de RhuA, les figures
6.4a i 6.4b mostren una comparativa, en termes relatius (%), dels perfils de RhuA
activa sintetitzada (UA-g'1DCW) i RhuA intracel-lular acumulada (nghuA-g'1DCW)
respectivament. Tot i que potser s’accentuen lleugerament en la quantitat de RhuA
intracel-lular acumulada, es podria dir que les diferéncies entre els perfils sén gairebé
nul-les.
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95

60 T T T
6] 1 2 3 4

tina (M)

Fig. 6.3. Perfils de densitat optica en dos cultius induits a relacié d’induccié de 3 pmol IPTG-g ' bcw

alimentats segons una estratégia estandard i a partir de la implementacié del model matematic de
produccié de RhuA. (-*-) Alimentacié de tipus estandard, (--0--) alimentacio a partir de la prediccié del

model matematic.
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Fig. 6.4. a) Comparativa de I'activitat especifica intracel-lular (UA-g'bcw) en termes percentuals en dos
cultius induits a les mateixes condicions perd aplicant estratégies d’addicié de nutrients diferents a
l'etapa d'induccié. b) Comparativa de la quantitat massica de proteina intracel-lular acumulada

(nghuA-g'1Dcw) en termes percentuals en un dos cultius induits a les mateixes condicions pero aplicant
estratégies d’addicié de nutrients diferents a I'etapa d’induccié. En ambdds casos (-*-) fa referéncia al

cultiu amb una estratégia d’alimentacié estandard i (--o--) al cultiu amb l'estratégia alternativa d’addicié
de nutrients basada en la implementacio del model matematic de creixement i produccié com a eina de

control predictiu.

D’aquesta manera doncs, la utilitzacié del model matematic com a eina predictiva per
tal d’actuar sobre el cabal de nutrients al medi i evitar 'acumulacié de glucosa al
sistema condueix a resultats bastant equivalents als que s’obtenen amb les técniques

de control manual basades en I'experiéncia de I'operador, ara bé, permeten una major
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automatitzacio, ja que exerceixen un cert grau de desvinculacio de 'operador respecte

del procés.

6.4.3. Estudis de seguiment del creixement per recompte cel-lular per a la

definici6 d’estratégies d’alimentacié de nutrients durant I'etapa d’induccio

Tal i com s’ha enunciat anteriorment, determinades referéncies bibliografiques
postulen que la reaccio d’'un cultiu recombinant basat en sistemes d’expressié de tipus
fort a la induccid, és una disminucié sobtada del creixement cel-lular en termes de
replicacid [13]. El creixement aparent, mesurat en termes de densitat Optica si es

manté perd, durant un cert temps després de la induccio.

Per tal de comprovar aquest fet al sistema experimental d’estudi, es va fer un
seguiment del recompte cel-lular en cultius induits a relacions inductor —biomassa de 2
i 3 umol IPTG-g'DCW (Figures 6.5a i 6.5b) a partir de técniques de citometria de flux.
Aquestes relacions inductor — biomassa sén dues de les condicions de cultiu
emprades per als experiments de calibratge del model de produccié. Els resultats
experimentals es van comparar amb els resultats calculats suposant un augment en el
recompte cel-lular paral-lel a 'augment de la densitat optica del cultiu, és a dir,
considerant el mateix valor de la velocitat de creixement. El calcul de la concentracio
tedrica de cel-lules per mL considerant una velocitat de creixement paral-lela a
I'observada experimentalment en termes de densitat optica es va dur a terme a partir

de la seglent expressio:

cel cel
X(ﬁj = XO(EJ cexp(u-t) (Eq. 6.6)

On u és la velocitat especifica de creixement observada experimentalment en termes

de densitat Optica.

En ambdéds casos es pot observar que el recompte mesurat és menor que el calculat

a partir de la densitat optica a 600 nm. .
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Fig. 6.5.- Comparativa entre el recompte cel-lular experimental mesurat a partir de citometria de flux
i el tedric calculat a partir de 'augment de la densitat optica per a dos cultius induits a diferent
relacié inductor - biomassa. a) a I/X de 2 ymol IPTG-g'1DCW i b) a3 pmol IPTG-g'1DCW. (-=-)

recompte calculat a partir de la densitat optica, (--0--) recompte mesurat per citometria de flux.

Tot i que el recompte mesurat experimentalment permet observar un cert creixement
en termes de replicacié del cultiu respecte el seu valor inicial a la fase d’induccid,
aquest no es correspon amb I'augment observable de densitat Optica que experimenta
el cultiu durant aquesta. Per tant doncs sembla que els dos fendmens poden existir
paral-lelament, és a dir, el creixement en densitat Optica observat experimentalment es
deu en part a un augment en el recompte cel-lular i als canvis experimentats per la
propia induccié6 o lacumulacié de proteina recombinant. Algunes referéncies
bibliografiques [13] citen com a possible interpretacio d’aquest fet I'existéncia d’'un

fenomen de segregacid de la poblacié bacteriana al cultiu, distingint-se una fraccié
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induida, que no experimentaria divisioé cel-lular perd si canvis en la seva estructura, i
una no induida, on la dinamica seria la contraria. Aquesta interpretacié portaria
implicita I'afirmacio que la mescla i la homogeneitat en aquests sistemes no és del tot
perfecte, ja que s’estaria suposant una distribucié no uniforme de I'inductor. Aquest és
un fenomen més probable en sistemes de majors dimensions que I'experimental, ara
bé, s’ha de recordar que els polsos d’inductor sén d’'un volum negligible front al volum
util del sistema, motiu pel qual, I'inductor podria no arribar de la mateixa manera a tots
els punts del bioreactor. De fet, per a sistemes similars, a la bibliografia es reporten
casos on la distribucié de nutrients al bioreactor juntament amb baixes eficacies en la
transferéncia d’oxigen al medi pot originar regions on la font de carboni principal es
consumeixi anaerdbiament [15] i es generin per tant subproductes no desitjats. Per
altra banda també, aquesta suposicio és totalment oposada a la considerada al model

matematic proposat, on Unicament es contempla una sola poblacié bacteriana al cultiu.

Aquestes incongruéncies en el creixement del cultiu, es veuen a més accentuades en
qué durant els primers 30 — 45 minuts d’induccid, on el cabal massic d’addicié de
nutrients no és significativament diferent al previ a la induccié (1.15 vegades superior),
la velocitat de creixement en termes de densitat dptica és entre 1.50 i 1.75 vegades
I'observada a I'etapa prévia a la induccié (Figura 6.6). Es a dir, durant aquest periode
de temps, el ritme d’alimentacié de nutrients ha augmentat de manera paral-lela al
creixement per tal de mantenir-lo al voltant de 0.225 h™, i els resultats han estat

velocitats especifiques puntuals entre 0.4 0.3 h™.
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Fig. 6.6) Perfil de cabal massic d’addicié de glucosa i velocitat especifica de creixement durant la fase
d’alimentacié no induida i induida. La linia discontinua indica l'inici de la inducci6. (-)Cabal d’addicié (g

glucosa.h'1). (-+-) Velocitat especifica de creixement (h'1).

Per tal de descartar un possible error en les determinacions a partir de citometria, es
va procedir a treballar amb cultius no induits a mode de control on tedricament el patré
de creixement en termes de replicacio cel-lular ha de coincidir amb el corresponent a
densitat Optica, ja que en principi no s’espera cap canvi en [lestructura del
microorganisme donat que els nivells de producci6 de RhuA sén els basals. Les
figures 6.7a i 6.7b mostren els resultats de la comparacio entre el recompte cel-lular
mesurat per citometria i el recompte teoric calculat a partir de 'augment observable en
la densitat optica en dos cultius a diferents concentracions de biomassa. Es pot
observar que en ambdds casos, recompte calculat a partir de la tendéncia observada
amb la densitat optica i el mesurat directament en termes de replicacié cel-lular
presenten un elevat grau de coincidéncia, amb la qual cosa es confirma la diferéncia

de tendéncia en la replicacio cel-lular en cultius induits i no induits.
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Fig. 6.7.- Comparativa entre el recompte cel-lular mesurat a partir de citometria i el recompte tedric
calculat a partir de 'augment de la densitat optica per a dos cultius no induits. En ambdds casos; (-+-)

recompte teoric, (--0--) recompte mesurat.

Donades les diferéncies entre els patrons de creixement en termes de replicacio
cel-lular en I'estat induit i el no induit, es pot deduir que el ritme d’alimentacié imposat
en cultius de tipus estandard no és del tot correcte des del punt de vista conceptual. Es
a dir, si la replicacié disminueix gairebé des de l'inici de I'etapa d’'induccié, es podrien
plantejar alternatives als perfils exponencials preestablerts implementats fins el
moment. A continuacio, es plantegen noves estratégies d’alimentaciéo més idonies per

la dinamica que presenta el sistema una vegada induit.
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6.4.4. Possibles politiques d'alimentacié de nutrients

Fixat el grau d’induccié de treball a 3 pmol IPTG-g"DCW, condicions a les quals la
qualitat de la proteina recombinant sintetitzada és la major assolida al rang d’estudi, es

plantejaran estratégies alternatives d’alimentacio de nutrients.

Per tal de determinar els possibles ritmes d’alimentacié alternatiu es fara una breu
analisi dels resultats i comportament d’un cultiu induit a la relacié inductor — biomassa
anterior alimentat segons un perfil d’addicié exponencial preestablert.

La figura 6.8 mostra el perfil de sintesi de proteina recombinant activa total a aquestes
condicions durant I'etapa d’'induccié. Es pot observar com la velocitat especifica de
sintesi de proteina activa disminueix gradualment amb el temps fins que s’anul-la a
partir de les 2,5 hores després d’haver induit el cultiu. Gracies al control manual
implementat ben entrada la fase d’induccié no s’observa disminucié de I'activitat

enzimatica total deguda a fendmens proteolitics.
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Fig. 6.8. Perfil de sintesi de RhuA activa en cultiu induit a relacié inductor — biomassa de 2.83 ymol

IPTG-g'1DCW amb perfil exponencial preestablert d’alimentacié de nutrients durant I'etapa d’induccié.

La linealitzacié dels valors d’activitat enzimatica total obtinguts als primers 45 minuts
de la fase d’induccié permeten determinar un valor de la velocitat inicial de sintesi de
proteina activa al voltant de 15,000 UA-h™. Prenent com a aproximacié que la
replicacid cel-lular és nullla durant la fase d’inducci6, es pot suposar que tots els

nutrients aportats durant aquesta etapa es destinen a manteniment cel-lular,
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preparacid de la maquinaria de sintesi de proteina i a la proteina recombinant
propiament. La figura 6.9 mostra el perfil d’addici6 de nutrients (en gg|ucosa-h'1)
implementat en aquest cultiu. Es pot observar que inicialment a la fase d’induccio
aquest perfil respon a una tendéncia de tipus exponencial, mentre que a partir de la
meitat de I'etapa, degut a la implementacié d’'un control tipus on/off el flux de nutrients
s’interromp periddicament i es restableix en funcié dels nivells de glucosa detectats al

medi.

18

NWW W

12

'h'1)

10

glucosa (gglucosa

0 T T T
0 1 2 3 4

tina ()

Figura 6.9. Cabal massic d’addicié de glucosa durant I'etapa d’induccié d’un cultiu induit a una relacié
inductor — biomassa de 2.83 uymol IPTG-g'1DCW.

El perfil indicat a la figura 6.8 correspon a unes condicions de concentracié de
biomassa i volum de reactor determinats (18 g-L™" i 1 L respectivament). Si es
considera el valor inicial del cabal de glucosa al reactor, de 10 g-h™, el pas a cabal

massic especific pot determinar-se de la seglient manera:

Flyy| Jateosa 10 ggmhcm
Fluxespecmc gglucosa = — —0.55 gglucosa
Goow Ny (gDLCWj-Vr (L) IS(QDLCWJ.I(L) Joow *h

Prenent com a referéncia, les mateixes condicions de concentracié de biomassa i
volum de reactor a l'inici de la induccid, i partint de la suposicié que una vegada induit

el cultiu no experimenta un creixement de tipus exponencial en termes de replicacio
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cel-lular, s'implementaran dues politiques d’alimentacié alternativa, que corresponen al

cabal emprat d’addicié de glucosa al sistema i la meitat d’aquest :

- Flux de nutrients constant durant I'etapa d’induccié a 0.27 ggicosa'd 'bewh”

- Flux de nutrients constant durant I'etapa d’induccié a 0.55 ggiycosa'd 'bewh”

6.4.5. Cultius amb alimentacid lineal de nutrients

A partir dels raonaments anteriors, es realitzen dos cultius conduits a partir de la
mateixa estratégia de procés fins a I'etapa d’induccié de la produccié de Ramnulosa 1-
fosfat aldolasa. Es a partir d’'aquest moment on s'’inicia una politica d’alimentacié de
nutrients diferent en ambdds, per bé que lineal en tots dos casos.

La figura 6.10 mostra els perfils de biomassa (en termes de densitat oOptica) i
concentracié de substrat per als cultius realitzats segons les diverses politiques
d’alimentacié implementades a la fase d’induccié . A titol de comparacié, es mostra a
la mateixa figura I'evolucié de la biomassa i la concentracié de glucosa per a un cultiu
on la fase d’inducci6 es va conduir a través de les estratégies estandard, és a dir, amb
alimentacio exponencial de nutrients i amb control manual del nivell de glucosa a partir
de la interrupcié del flux de nutrients al reactor. Donat que la fase d’alimentacié no
induida es va dur a terme de la mateixa manera en tots els cultius, només es mostra
I'etapa d’induccié.

Tot i que existeixen diferéncies en els perfils de densitat optica en els cultius
representats, aquestes es troben entre un 5 i un 10 % respecte un cultiu de tipus
estandard. Com s’ha comentat amb anterioritat, part de l'increment de la densitat
optica es deu a la replicacio cel-lular i part s’atribueix a la produccié de proteina
recombinant. No es disposa de les dades de recompte cel-lular, perd si es tenen en
compte els perfils d’activitat especifica i RhuA intracel-lular acumulada (figures 6.11 i

6.12) per als diferents cultius es poden extreure algunes conclusions.
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Fig. 6.10. Perfils de densitat optica i glucosa per a cultius amb diferent politica d’alimentacié a la fase
d’induccid. (-*-) / (-°-) Densitat optica i concentracié de glucosa en cultiu estandard, (-m-) / (-0-) densitat

optica i concentracié de glucosa cultiu alimentat a 0.27 gg|ucosa'g_1DCW'h_1, (-A-) / (-A-) densitat optica i

concentracié de glucosa per a cultiu alimentat a 0.55 gg|ucosa-g'1ocw-h'1.
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Fig. 6.11. Perfils d’activitat especifica en termes relatius als resultats d’'un cultiu estandard per a cultius

amb diferent politica d’alimentacié a la fase d’induccié. (-*-) cultiu estandard, (-m-) cultiu alimentat a 0.27

gg|ucosa-g'1ocw-h'1, (- A-) cultiu alimentat a 0.55 gg|ucosa-g'1pcw-h'1.
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Fig. 6.12. Perfils de RhuA intracel-lular acumulada en termes relatius als resultats d’'un cultiu estandard
per a cultius amb diferent politica d’alimentacié a la fase d’induccid. (-*-) cultiu estandard, (-m-) cultiu

alimentat a 0.27 gg|ucosa-g'1ocw-h'1, (- A-) cultiu alimentat a 0.55 gg|ucc,sa-g'1Dcw-h'1 .

En termes d’activitat especifica, els resultats del cultiu estandard i l'alimentat a 0.55
gg|ucosa-g'1DCW-h'1 sén practicament idéntics, és a dir, les politiques d’alimentacié de
nutrients implementades a ambdds no condueixen a nivells d’activitat amb diferéncies
apreciables. Per altra banda, pel que fa al cultiu alimentat a 0.27 ggucosa'd pewh™ a la
fase d’induccid, els nivells d’activitat especifica sén considerablement inferiors als d’un
cultiu estandard. El mateix succeeix amb els nivells de RhuA intracel-lular acumulada,
que per a l'estratégia d’alimentacié a 0.27 ggucosad pewh™, s6n notablement inferiors
als assolits amb un cultiu alimentat a partir d’estrategies estandard. Els resultats
obtinguts amb aquesta segona estratégia lineal alternativa (0.27 ggucosa'd 'oewh™)
confirmen la pitjor disponibilitat del microorganisme a la sobreproduccié de proteines
quan els ritmes de subministrament de nutrients s6n baixos. Bibliograficament aquest
fenomen esta relacionat amb la menor disponibilitat de RNA polimerasa activa [16].
Sumant la menor produccié de RhuA i el baix ritme d’addicié de nutrients en el cultiu
alimentat a 0.27 gg|ucosa-g'1Dcw-h'1 es pot justificar el menor creixement, en termes de
densitat Optica, respecte les altres estratégies implementades.

No obstant perd, en comparar els nivells de proteina intracel-lular acumulada en cultius
estandard i en cultius alimentats a 0.55 gg|ucosa-g'1DCW-h'1, s’aprecien certes diferéncies
destacables. Si bé és veritat que al final del cultiu els perfils s’assimilen molt més,
durant una bona part de I'etapa d’induccié els nivells acumulats als cultius alimentats a

0.55 gg|ucosa-g'1DCW-h'1 arriben a ser al voltant d’'un 34% superiors als acumulats en
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cultius estandard. Aquest fet obre una possible via d’investigacié al voltant de la
implementacié de perfils d’alimentacié de tipus lineal, possiblement més escaients

d’acord amb la dinamica de creixement observada al cultiu durant la fase d’induccio.

6.4.6. Consum de substrat segons l'estrategia alternativa implementada

A banda del potencial que ofereixen les estratégies d’alimentacio lineal de nutrients a
ritmes al voltant de 0.55 gguesa''bewh™, aquestes representen també certs
avantatges a nivell operatiu, és a dir, s’evita la necessitat d’'un control manual del flux
de nutrients al llarg de I'etapa d’inducci6 ja que no es doéna acumulacié de glucosa fins
gairebé al final del procés. Aixd simplifica notablement I'operacié del sistema ja que el
procés es fa independent dels temps d’analisi de glucosa, que en alguns casos
(utilitzacio d’HPLC’s) pot representar fins a 30 minuts. S’ha de destacar a més, que
una alimentacié a ritme constant de nutrients, en contrapartida a un esquema
exponencial pre-programat, pot afavorir a I'establiment d’'unes condicions més estables
i menys canviants al medi de creixement del microorganisme. En base als resultats
obtinguts per citometria de flux, es confirma que a I'etapa d’induccié el creixement en
termes de replicacio cel-lular gairebé s’atura, per la qual cosa un perfil d’alimentacié
exponencial pre-programat suposa aportacions creixents de nutrients al medi i per tant
necessitat de cicles d’adaptacié dels microorganismes a les noves condicions. La
implementacié de perfils lineals d’alimentacié pot evitar les readaptacions constants i
es pot traduir per exemple en augments en els nivells de RhuA intracel-lular
acumulada.

Per altra banda, la implementacié d’algunes d’aquestes estratégies pot suposar un
estalvi important de nutrients front les estratégies estandard de cultiu. La figura 6.13
mostra l'acumulat de glucosa afegida per a cada una de les estrategies
implementades. Es pot observar que per a les estratégies amb alimentacié constant
de 0.55 gg.ucosa-g'1Dcw-h'1 (on s’arriba a millorar la quantitat de proteina intracel-lular
acumulada respecte un cultiu estandard) i amb alimentacié determinada a partir del
model matematic de produccid (on no es produeix acumulacié de glucosa al medi de
cultiu i on els nivells de RhuA produida sén equivalents als de I'estratégia estandard de
cultiu) la glucosa total alimentada durant la fase d’induccié resulta inferior a la que
s’alimenta en una estratégia de cultiu estandard amb control manual. Si es considera
un temps de 2 hores després d’haver induit, on normalment ja s’ha assolit el maxim en
proteina activa sintetitzada, els nivells de glucosa alimentada per les dues estratégies

de cultiu pot arribar a ser entre un 21 i un 37 % inferior.
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Fig. 6.13. Acumulat de glucosa afegida per a diferents estratégies de cultiu durant la fase d’induccié. En
linia discontinua s’emmarca I’ interval de temps de la fase d’induccié on s’assoleix el maxim en la
produccié de RhuA. (-) Cultiu amb perfil d’alimentacié estandard, (--) cultiu amb perfil d’alimentacio

establert pel model matematic de descripcid del procés, (---) cultiu amb perfil d’alimentacié constant de

nutrients a 0.27 gg|ucosa'g'1pcw'h'1, (-"-) cultiu amb perfil d’alimentacié constant de nutrients a 0.55

-1 -1
Oglucosa’d DCW'h .

6.5. Conclusions

S’ha comprovat que la induccié d’un cultiu a partir d’'una determinada relacié inductor —
biomassa, porta implicit un canvi en el patré de creixement d’aquest respecte 'estat no
induit. La citometria de flux ha confirmat que si bé existeix un augment en la densitat
optica del cultiu, aquest és degut parcialment a la replicacio cel-lular i als canvis en
I'estructura cel-lular deguts a I'expressié de la proteina recombinant. Aquests canvis en
el patré de creixement han portat a la implementacié d’estratégies d’alimentacié de
nutrients a la fase d’'induccié alternatives a les estandard (basades en 'assumpcio de
creixements exponencials mantinguts) per tal d’intentar conduir el procés a través

d’'una politica d’alimentacié conceptualment correcta .

En primer lloc, s’ha desenvolupat una estratégia de control basada en la capacitat
predictiva del model de creixement i produccié determinat al capitol anterior d’aquest

treball, que no només permet evitar 'acumulacié de glucosa al medi de cultiu que
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podria afavorir possibles fendbmens de tipus proteolitic, sindé que a més permet dur a
terme lots de produccid repetitius. Donada la complexitat d’'un sistema d’aquestes
caracteristiques, el fet de poder assegurar la qualitat i els rendiments previstos d’un lot
de produccioé pot jugar un paper molt important de cara a plantejar una possible

produccié en massa del compost d’interés.

Per altra banda, les estratégies alternatives basades en una alimentacié lineal de
nutrients al sistema durant la fase d’induccié han conduit en alguns casos (a ritmes
d’alimentacié de 0.55 ggucsa'd 'bow'h”) @ resultats que poden obrir noves vies
d’'investigacio. La millora dels nivells de proteina intracel-lular acumulada respecte a
cultius alimentats segons esquemes exponencials pre-programats planteja la
possibilitat que s’hagi augmentat la capacitat productiva de les cél-lules pel fet d’haver
millorat el seu ambient de creixement en haver reduit els canvis que s’hi produeixen en

quant a disponibilitat i concentracié de nutrients.

Les estrategies implementades, ja sigui a partir de I'explotaci6 del model de
creixement i produccio o a partir d’esquemes d’alimentacié lineal, han portat a millores
des del punt de vista d’estalvi de nutrients respecte les estratégies estandard on es
pressuposava un creixement exponencial mantingut. Aquest estalvi de nutrients pot
evitar la disponibilitat de glucosa al medi per tal de ser consumida en altres processos

com ara els de tipus proteolitic amb disminuci6 dels rendiments globals.
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7. ADDICIO COORDINADA D'AMINOACIDS PER A LA MILLORA DE LA
QUALITAT DE RAMNULOSA 1-FOSFAT ALDOLASA EN CULTIUS D’ALTA
DENSITAT CEL-LULAR D’E. coli.

Resum

Una de les consequéncies de la sobreexpressid d'una determinada proteina
recombinant en un cultiu dut a terme en condicions de limitacid de nutrients, és la
resposta cel-lular a I'elevada demanda d’aminoacids per a fer front a la seva sintesi
(stringent response o resposta restrictiva) que sovint pot conduir a la disminucié dels
rendiments globals del procés. En aquest estudi, s’han plantejat estratégies de cultiu
basades en lalimentacié coordinada de determinats aminoacids préviament a la
induccié del cultiu que han conduit en alguns casos a augments significatius en la
qualitat de la proteina recombinant sintetitzada. Tot i I'increment real en el cost del
cultiu que pot suposar la introduccié d’un determinat aminoacid, aquesta estratégia pot
representar una via a tenir en compte en funcié del preu de mercat d’'un determinat

producte recombinant.

7.1. Introduccié

7.1.1. Resposta restrictiva (stringent response)

La sobreexpressid d’'una proteina recombinant en un microorganisme hoste és un
procés que pot portar associats determinats fendbmens amb efectes adversos en
aquest [1-14]. En primer lloc, I'elevada demanda d’aminoacids que suposa la sintesi
d’'una proteina pot imposar a la cél-lula una sobrecarrega metabdlica. Si a més la
composicié d’aquesta proteina és molt diferent de la mitjana de proteines del
microorganisme hoste, la sobrecarrega és major ja que es produeix una distorsio en la
xarxa de sintesi d’aminoacids del sistema [1, 2]. Per altra banda, l'escassa
disponibilitat de precursors, en aquest cas aminoacids, amb qué queda la cél-lula en
induir la producci6 d’'una determinada proteina recombinant, juntament amb 'augment
dels nivells de proteines anormals al citoplasma cel-lular pot conduir a respostes front
'estrés conegudes com a “stringent response” o resposta restrictiva [2, 3, 8, 9].

Aquestes presenten normalment molts punts en comu amb respostes de tipus “heat
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shock” (degudes a augments sobtats en la temperatura del cultiu) [10, 12, 14-17]
basades en I'expressio de proteines amb activitat tipus xaperona i proteolitica. Tot i
que en molts casos pero, les proteines recombinants sobreexpressades son natives,
els elevats nivells que s’arriben a acumular al citoplasma cel-lular fan que aquestes
també siguin identificades per la cél-lula com a anormals o no desitjades [7, 18] . Les
respostes del tipus heat shock son tipicament atribuibles a augments en la
temperatura dels cultius, estratégia utilitzada en determinats processos quan el
sistema d’expressié d’'una proteina recombinant en un microorganisme hoste es troba
sota el control de promotors de tipus lambda (A) [19-21]. En aquests casos, el mateix
augment de temperatura que actua com a inductor també pot portar a plegaments no
desitjats de la proteina expressada que pot desembocar en degradacié si el plegament
no es pot assistir correctament per mitja d’activitats de tipus xaperona.

Elevades velocitats de produccié de proteina recombinant en un sistema com el del
cas d’estudi, poden també originar plegaments incorrectes en aquesta, d’aqui que els
nivells de xaperones puguin augmentar, presentant activitat també de tipus proteolitica
en cas que el plegament no es pugui desenvolupar de manera correcta. A més,
I'elevada velocitat d’utilitzacié d’aminoacids per tal de construir la proteina recombinant
codificada al DNA heterdleg de la soca, origina una resposta de tipus proteolitica a
I'hoste per tal de poder fer front a la demanda d’aminoacids, degradant inclus la propia
proteina recombinant per tal d’obtenir-ne els precursors necessaris per a seguir

sintetitzant-ne [12].

7.1.2. Implementaci6 d’estratégies alternatives

Les respostes que pot desenvolupar un microorganisme hoste a la sobreexpressio de
proteines recombinants tenen com a efecte immediat una disminucié important en els
rendiments globals del procés. Aquestes respostes a més, es poden veure agreujades
pel tipus d’estratégia de procés que es du a terme en cultius discontinus alimentats,
basades en la limitacié de nutrients per tal de mantenir velocitats de creixement

controlades.

Existeixen diferents estudis a la bibliografia on s’ha reportat que I'addicié de
determinats precursors, nutrients o metabdlits durant la fase de produccié poden
contrarestar les respostes d’estrés cel-lular consequéncia de la sobreexpressié d’'una
proteina recombinant donada [1, 2, 5, 22, 23]. L’'aplicacid6 d’algunes d’aquestes
estrategies basades en I'addicié de peptona i/o extracte de llevat al medi de cultiu [22]

han suposat augments importants en la produccié de I'enzim gliceraldehid 3 — fosfat
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deshidrogenasa. D’altres estudis, basats en I'addicié d’aminoacids al medi de cultiu
durant la fase de produccié presenten diferent resultats en funcid de la politica
d’alimentacié implementada.

En alguns treballs publicats, els nutrients suplementaris al medi s’han addicionat en
forma de solucié concentrada de casaminoacids [23]. En aquests estudis s’han
realitzat proves d’expressid de la proteina recombinant T4 DNA ligasa en medis
estandard i en medis suplementats tant en font de carboni com en casaminoacids. Els
resultats mostren que si bé s’observa un augment en les quantitats recuperades de
proteina recombinant, aquest no es deu a una major expressié de proteina sin6é a que
el medi suplementat permet un major creixement de la soca a un mateix nivell
d’expressio. Aquesta politica d’alimentacio perd, no té en compte quina és la
composicié (estructura primaria) de la proteina recombinant i per tant quin o quins
poden ser els aminoacids dels quals presenti major demanda el microorganisme hoste.
A més, la introduccié de certs elements de composicio relativament desconeguda (de
caracter semicomplex) pot fer més dificil el control del sistema i més imprevisible el
seu comportament.

En aquesta linea, d’altres treballs proposen estratégies d’alimentacié en la fase
d’'induccié o produccié a partir de 'addicié coordinada d’aminoacids [1, 2, 5]. Aquesta
es basa en I'estudi de la composicié en aminoacids de la proteina a expressar a I'hora
de decidir quins son els candidats, la preséncia dels quals al medi de cultiu pot, a
priori, fer pensar que facin augmentar els nivells de proteina recombinant. Al mateix
temps, s’ha de tenir en compte que concentracions massa elevades de determinats
precursors (en aquest cas aminoacids) pot conduir a inhibicions en la sintesi d’altres
precursors. Les rutes de sintesi biologica dels diferents aminoacids es troben molt
relacionades entre elles, amb moltes etapes comuns i altament regulades, tant a nivell
de transcripcio, translacio com d’activitat enzimatica. A titol d’exemple, la figura 7.1
mostra de manera esquematica la ruta de sintesi dels aminoacids de tipus aromatic,
Fenilalanina (Phe), Tirosina (Tyr) i Triptofan (Trp) [24]. La preséncia de Phe, Tyri Trp
pot inhibir tant les primeres etapes comuns de la ruta de sintesi d’aquests, reaccio
entre Fosfoenolpiruvat (PEP) i Eritrosa 4 — fosfat (Ery4P), com les etapes terminals de

sintesi de cada un d’ells a partir de corismat.
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Fig. 7.1. Esquema simplificat de la ruta de sintesi de la familia d’aminoacids aromatics [24]. Les
fletxes mostren les successives etapes de sintesi, catalitzades pels enzims corresponents (en
cursiva). Els connectors indiquen les inhibicions que provoca la preséncia dels productes finals de la

ruta (fenilalanina, triptofan i tirosina) sobre alguns dels enzims implicats.

Un altre bon exemple del grau d’interconnexio entre les rutes de sintesi dels diferents
aminoacids i de la importancia d'implementar politiques d’addici6 basades en
addicions controlades de determinats aminoacids per tal d’evitar inhibicions es pot
observar a la figura 7.2 i taula 7.1 A partir d’aspartat (fig.7.2) se’n deriven les rutes de
sintesi de Lisina, Treonina, Metionina, Glicina i Isoleucina [24]. A la taula 7.1 es
descriuen quins metabdlits poden actuar com a inhibidors, tant a nivell d’activitat
enzimatica com a nivell d’expressié geneética. Es pot comprovar que I'excés de
determinats aminoacids influeix directament en determinades etapes de la ruta de

sintesi propia i/o d’altres aminoacids.
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Fig. 7.2. Esquema simplificat de ruta de sintesi de treonina, metionina, glicina i lisina a partir

d’aspartat [24].
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Gen Enzim Lligands inhibitoris | Inhibicio d'expressio

Aspartat quinasa
thrA + homoserina Treonina Treonina i Isoleucina
deshidrogenasa

Aspartat quinasa
metL + homoserina -- Metionina
deshidrogenasa

lysC Aspartat quinasa| Lisina i Isoleucina Lisina
Aspartat . .
.p . Lisina, Treonina i
asd semialdehid - L
. Metionina
deshidrogenasa
Homoserina Treonina, L .
thrB . T Treonina i Isoleucina
quinasa Homoserina i Lisina
thrC Treonina sintasa -- Treonina i Isoleucina
Taula 7.1.- . Relaci6 de metabolits que poden actuar com a inhibidors de certes activitats

enzimatiques o de I'expressié de gens implicats en la ruta de sintesi de Metionina, Treonina, Glicina,

Isoleucina i Lisina [24].

En base a aquestes premisses, s’han desenvolupat treballs que plantegen un estudi
de la proteina recombinant en qlesti6 a nivell d’estructura primaria per tal de
determinar quina és la politica d’alimentacié d’aminoacids que pot ser susceptible
d’augmentar els rendiments de sintesi de proteina recombinant [1, 2, 5, 25]. Aixi
doncs, en el treball de Ramirez i Bentley [1, 5] on el sistema d'estudi és el de
I'expressido de CAT (cloramfenicol acetil transferasa), I'analisi de la seva composicio
revela que és rica en aminoacids de tipus aromatic, basicament en fenilalanina
(11.4%). A aixd se suma el fet que el percentatge d’aquest aminoacid a la mitjana de
les proteines d’E. coli és molt menor (4.2%), amb la qual cosa la sobreexpressio de
CAT pot accentuar encara més la carrega metabolica sobre I'hoste. Tenint en compte
que la fenilalanina pot actuar com a regulador de la seva propia sintesi i de la dels
altres aminoacids de la familia dels aromatics, la seva concentracié en el medi de
cultiu és un factor clau per tal d’evitar I'efecte contrari al que es busca amb aquesta
estratégia. Quan es va addicionar al medi de cultiu el 20% dels requeriments de
fenilalanina necessaris per a la sintesi de CAT a unes determinades condicions es va
produir un augment en la qualitat de la proteina recombinant (AU-mg™ prot) en un
factor de 5. En treballar a addicions de fenilalanina més enlla del 20% dels

requeriments per a la seva sintesi, els nivells d’activitat obtinguts, si bé van ser majors
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que en cas de no addicionar fenilalanina al medi, van ser molt inferiors als detectats a
I'afegir el 20% de la necessaria.

7.2. Objectius
L’objectiu d’aquest estudi és 'augment dels rendiments de produccié de Ramnulosa 1-
fosfat aldolasa en cultius d’alta densitat cel-lular d’E. coli a partir de la implementacio
d'una politica d’alimentacié coordinada d’aminoacids en base a l'estudi de la seva
estructura primaria. Amb aquesta estratégia es pretenen contrarestar els efectes de les
respostes d’estrés cel-lular que experimenta el cultiu en induir la produccié de la
proteina recombinant.

7.3. Materials i méetodes

7.3.1. Soques i plasmidis

(Veure seccio general de soques i plasmidis utilitzats: 3.1)

La soca E. coli M15AglyA [pREP4] portadora del vector pQEafrham es va utilitzar per

a la sobreexpressio, en cultius d’alta densitat cel-lular, de Ramnulosa 1-fosfat aldolasa.
7.3.2. Medis de cultiu

(Veure seccio general de medis de cultiu emprats: 3.2)

Per al desenvolupament dels pre-cultius, a partir d’estocs de la soca conservats en

glicerol a -80°C, es va utilitzar medi LB. Els cultius en Erlenmeyer (inoculs) i

bioreactor, per altra banda, es van dur a terme partint de medi definit de composicio

detallada a la seccio general de medis de cultiu.

7.3.3. Equipament de procés (no analitic) utilitzat

Per a dur a terme els cultius descrits en aquest estudi es va utilitzar el seguent

equipament:
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- Fermentador Biostat B (Sartorius) amb capacitat total de 2L i volum util d’1.5 L i

unitat de control digital (DCU) per al desenvolupament dels cultius a escala laboratori.

- Centrifugadora Beckman J2-21 M/E, sonicador Vibracell VC50 (Sonics & materials) i
disruptor cel-lular mecanic One Shot (Constant Systems LTD) per al processament del

brou de cultiu.

7.3.4. Condicions de cultiu

El procés pren com a punt de partida el desenvolupament overnight d’'un pre-cultiu en
medi complex LB a un volum final de 15 mL. Assolida una densitat optica a 600 nm al
voltant d’1.5 — 2 unitats, s’inocula un Erlenmeyer carregat amb medi definit (de
composicié descrita a la seccié general de materials i métodes) amb un 5% d’indcul a
un volum total de 100 mL. Transcorregudes 4 hores, i assolida una densitat optica a
600 nm al voltant d’1 unitat, s’inoculen 80 mL del contingut de I'Erlenmeyer a un
reactor escala laboratori carregat amb medi definit fins a un volum total de 800 mL. Es
fixa una consigna de 7 unitats per al pH i 50% de saturacié per a la concentracié
d’oxigen dissolt a la unitat de control del procés (DCU).

Després de 12-14 hores de procés, s’esgota la font de carboni carregada inicialment i
s’inicia una etapa en discontinu alimentat a partir de l'addici6 d'una solucio
concentrada de nutrients (de composicié descrita a la seccid general de materials i
métodes) amb I'objectiu de mantenir un creixement a velocitat constant de 0.225 h™ a
les mateixes condicions operacionals que durant I'etapa en discontinu. Es realitzen
addicions puntuals de fosfats concentrats independentment del medi d’alimentacié
davant de la impossibilitat de mantenir-los en solucié en aquest. El criteri d’addici6 de
fosfats aplicat respon a valors experimentals de rendiments determinats al grup de
recerca corresponents a 0.05 g P-g"DCW.

Assolida una densitat optica d’aproximadament 60 unitats, i préviament a la induccié
del cultiu, s’addiciona mitjangant un impuls un cert volum d’una solucié concentrada
d’'un determinat aminoacid a raé del 20% dels requeriments d’aquest per a la
produccioé estimada de proteina a la relacié inductor — biomassa de treball.
Posteriorment a I'addicié de la soluci6 concentrada de I'aminoacid corresponent,
s’indueix el cultiu a partir d’'un impuls d'IPTG a raé de 3umol IPTG-g'DCW mantenint
el ritme exponencial d’alimentacié de nutrients fixat a I'etapa de creixement no induit.
Degut a l'efecte de la sobreexpressié de RhuA sobre el creixement del cultiu, es
produeix una certa acumulacio de font de carboni (glucosa) al medi de cultiu després

d’'un temps d’haver induit. A partir del moment en qué se’n detecta preséncia al medi

Modelitzacié i estrategies de procés per a la produccié de RhuA en Escherichia coli. -151 -



7.- Addici6 coordinada d’aminoacids per a la millora de la qualitat de RhuA

(0.5 - 0.75 g-L™), s’interromp periddicament I'alimentacié de nutrients al sistema per
evitar-ne una major acumulacio. El restabliment de I'alimentacio es realitza en base a
I'evolucié del pH del medi, ja que en esgotar-se la font de carboni el pH augmenta
notablement. El cultiu es déna per finalitzat quan tot i no haver alimentat nutrients entre
dos instants donats de temps, la concentracié6 de glucosa, en excés al medi, no

experimenta variacions.

7.3.5. Metodes analitics

7.3.5.1. Monitoritzacié del creixement bacteria als cultius

(Veure secci6 general de métodes analitics utilitzats: 3.5.1)

7.3.5.2.  Quantificacio dels nivells de proteina recombinant

(Veure seccio general de metodes analitics utilitzats: 3.5.2)

7.4. Resultats i discussio

7.4.1. Estudi de la composicié de Ramnulosa 1-fosfat aldolasa

Donat que l'estratégia a implementar es basa en 'addicié coordinada de determinats
aminoacids al sistema just abans d’induir, s’ha de realitzar un estudi de quins sén els
candidats que, en principi, poden suposar un augment en la qualitat de la proteina
recombinant sintetitzada en cas que s'’utilitzin com a suplements en el medi de cultiu.
Per aixd és necessari coneixer quina és la composicid o estructura primaria de la
proteina recombinant en questié i poder establir comparacions amb la composicioé
mitjana de les proteines d’E. coli.

A partir de la base de dades de la NCBI (National Center for Biotechnology
Information) [26], es pot obtenir la seqliéncia d’aminoacids que conformen una

subunitat de la proteina recombinant d’estudi (tetramer):

1 maqnitqswfv qgmikattda wikgwderng gnltirldda diapyhdnfh qqpryiplsq
61  pmpllantpf ivigsgkffr nvgldpaanl givkvdsdga gyhilwgltn eavptselpa
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121  hfishcerik atngkdrvim hchatnlial tyviendtav ftrqlwegst eclvvipdgv
181 gilpowmvpgt deigqatage mqgkhslviwp fhgvfgsgpt Idetfglidt acksaqvivk
241 vysmggmkaqt isreelialg krfgviplas alal

On A equival a Alanina, C a Cisteina, D a Acid Aspartic, E a Acid Glutamic, F a
Fenilalanina, G a Glicina, H a Histidina, / a Isoleucina K a Lisina, L a Leucina, M a
Metionina, N a Asparagina, P a Prolina,, Q a Glutamina, R a Arginina, S a Serina, T a

Treonina, Va Valina, W a Triptofan i Y a Tirosina.

A partir de la informacié anterior, s’ha calculat la frequéncia relativa (en termes
percentuals) de cada aminoacid en I'estructura primaria de la Ramnulosa 1-fosfat
aldolasa i s’ha comparat amb la seva frequéncia en la mitjana de proteines del
citoplasma d’E. coli [27] (fig. 7.3). Destaquen en aquesta comparativa determinats

aminoacids que es podrien dividir principalment en dos grups:

- Aminoacids que presenten a l'estructura de RhuA una frequéncia
relativa molt major que a la mitjana de proteines d’E. coli. En aquest grup es

poden incloure la Histidina, el Triptdfan i la Treonina.

- Aminoacids amb preséncia important en la sequéncia de RhuA. En
aquest grup es pot incloure la Leucina, que a més, presenta diferéncies prou
notables amb la seva frequéncia a la mitjana de proteines d’E. coli. Si bé
d’altres aminoacids com ara Glutamina, Glutamic, Aspartic i Asparagina també
compten amb una freqiéncia notable a la sequéncia de RhuA, es pot remarcar
I'elevada preséncia de Glicina (pels motius que s’enumeraran a continuacio) tot

i que amb freqUiéncia menor que els anteriors.
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Fig. 7.3. Comparativa de la freqiiencia relativa de cada aminoacid (en termes percentuals) entre les

estructures primaries de Ramnulosa 1-fosfat aldolasa i la mitjana de proteines del citoplasma d’E. coli.

La Glicina és un aminoacid per al qual la soca d’estudi ( E. coli M15 AglyA pQEaBrham
[PREP4] ) presenta una auxotrofia [28] (veure seccid general de soques i plasmidis
utilitzats: 3.1). Aixi doncs, a priori es podria pensar que la seva utilitzaci6 com a
suplement del medi de cultiu a I'etapa de produccié podria suposar un alleujament de
I'estrés donat que la sintesi de SHMT (serin hidroximetil Transferasa) es podria veure
reduida.

Per altra banda pero, s’ha de tenir en compte que en aquesta soca l'auxotrofia i la
seva complementacié al plasmidi pQEafrham soén els que exerceixen una pressio
selectiva sobre el cultiu. Es a dir, en un medi definit sense aportacié de Glicina, només
sén capaces de desenvolupar-se les cél-lules portadores del plasmidi, ara bé, en cas
d’afegir Glicina al medi, una de les possibilitats és que part de la poblacidé bacteriana
pugui perdre el plasmidi ja que no li resulta necessari. En aquest cas també es perdria
la capacitat de produir Ramnulosa 1 — fosfat aldolasa ja que la seva sintesi es troba
codificada al mateix plasmidi. Aixi doncs, pot resultar interessant plantejar un
experiment amb addicié de Glicina al medi de cultiu per tal de determinar quin dels dos
fendmens té un pes relatiu més important, si la disminucié de l'estrés cel-lular o la

perdua de capacitat productiva.
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7.4.2. Determinaci6 de les quantitats necessaries de cada aminoacid

A la bibliografia hi ha treballs publicats en els quals s’han dut a terme experiéncies

semblants [1, 5]. En aquests treballs s’ha determinat que realitzar addicions

d’aminoacids al voltant del 20% del valor necessari per a fer front a la sintesi d’'una

proteina recombinant a unes determinades condicions d’'induccié condueix a resultats

optims. Addicions de major quantia poden donar lloc a inhibicions de les rutes de

sintesi d’altres aminoacids. Aixi doncs, partint dels nivells de RhuA que es produeixen

en cultius induits a una relacié inductor — biomassa de 3 pmol IPTG-g'DCW i les

condicions de cultiu detallades a la taula 7.2 es pot dissenyar una série d’experiments

detallats a la taula 7.3.

Nivells especifics de RhuA habituals (nghuA-g'lDCW) 100 - 120
X inicial a lainduccié (gpcwL™) 18
X final a la induccié (gDCW-L™) 27
Volum final d'operacio6 (L) 1
RhuA total sintetitzada (g) 2.70-3.20

Taula 7.2. Condicions de cultiu estandard a partir de les quals s’estimen les quantitats necessaries de

cada aminoacid a addicionar préviament a la induccié segons cada experiment.

Experiment % en RhuA Quantitat total afegida (mg)
Addicié d'Histidina 3.28 22
Addicié de Leucina 10.58 70
Addicié de Treonina 7.66 50
Addici6 de Triptofan 2.55 17
Addicié de Glicina 8.76 60

Taula 7.3. Disseny d’experiments per a I'avaluacié de I'efecte de I'addicié de determinats aminoacids

en cultius recombinants d’E. coli a les condicions d’operacié descrites a la taula 7.2. Les quantitats

afegides de cada aminoacid corresponen al 20% dels requeriments totals de I'aminoacid en concret

segons la producci6 estimada de RhuA al cultiu (Taula 7.1).
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7.4.3. Produccions totals i evolucio de la biomassa al sistema

Si s’analitza la produccio total de RhuA (thuA-L'1) dels diferents cultius realitzats, en
termes relatius (%) als resultats obtinguts en cultius de tipus estandard, (Fig. 7.4) es
pot observar que en determinats casos, I'addicid de 'aminoacid corresponent al medi,

ha suposat un augment considerable en la quantitat de RhuA total sintetitzada.
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Fig. 7.4. Comparativa percentual entre la produccio total de RhUA (en grnua-L” v ) per a les diferents
estratégies implementades. La linea horitzontal solida marca la referéncia establerta per un cultiu

conduit amb una estrateégia de tipus estandard.

En alguns estudis a la bibliografia [23] s’atribueix la causa de I'augment de la quantitat
de proteina recombinant sintetitzada a un augment en la concentracié de biomassa pel
fet d’haver suplementat el medi amb un determinat aminoacid i no a un increment en
nivell d’expressi6 de proteina recombinant. En aquest cas, si s’estableix una
comparacio entre les concentracions de biomassa assolides al final de I'etapa
d’induccié de cada cultiu (Fig. 7.5), es pot comprovar que aquesta no sembla justificar
'augment de la proteina sintetitzada que, per exemple, al cas del cultiu suplementat
amb Histidina suposa un increment de fins un 50% del nivell assolit amb un cultiu no

suplementat.
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Fig. 7.5. Comparativa percentual entre la concentracié de biomassa final assolida per a les diferents
estratégies implementades. La linea horitzontal solida marca la referéncia establerta per un cultiu

conduit amb una estratégia de tipus estandard.

La comparativa entre la concentracié de biomassa final a cada cas, per altra banda,
permet destacar-ne els nivells assolits quan s'utilitza Glicina com a suplement del medi
de cultiu estandard. En aquest cas, tot i partir de la mateixa concentracié de biomassa
a l'inici de I'etapa d’induccié, la concentracio final és gairebé un 15 % superior al valor

d’un cultiu estandard. En aquest punt es podrien valorar les seglients hipotesis:

- En primer lloc, el fet que la concentraci6 de biomassa al final de I'etapa
d’'induccié sigui notablement superior a la que s’assoleix tant en un cultiu
estandard com en els cultius suplementats per altres aminoacids pot fer pensar
en un possible fenomen de segregacié de la poblacié bacteriana del cultiu. Es a
dir, el fet d’addicionar Glicina pot trencar la pressio selectiva que s’exerceix al
cultiu per 'auxotrofia que presenta la soca. D’aquesta manera, en preséncia de
Glicina al medi, es pot haver desenvolupat una subpoblacié que presenti una
pérdua plasmidica parcial i que per tant, destini els nutrients que li arriben a

creixement i manteniment cel-lular en detriment de produccié de RhuA.
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- En segon lloc, i relacionat amb el punt anterior, 'addici6 d'IPTG en un cultiu
que presenta un possible estat de segregacio (per exemple, diferent nombre de
copies de plasmidi) pot suposar que a les diferents poblacions la sobrecarrega
metabolica que implica la sobreexpressié de RhuA tingui diferent intensitat.
D’aquesta manera es podria explicar aquest increment en la concentracié de
biomassa al final de I'etapa de produccié. En qualsevol cas pero, el fet que el
creixement al final de I'etapa de produccié s’aturi a una densitat Optica al
voltant de 100 unitats, lluny de les 200 — 250 assolibles en cultius no induits
abans no hi hagi limitacié en la transferéncia d’oxigen al cultiu, indica que la
pérdua plasmidica ha estat parcial i que I'efecte de la induccié ha tingut lloc en

tota la poblacio.

- Per altra banda, 'augment observat en la quantitat de proteina recombinant
produida respecte un cultiu de tipus estandard podria ser compatible amb un
fenomen de pérdua parcial de plasmidi en part de la poblacié. Es a dir, que el
balang entre la menor sobrecarrega metabolica que suporta part de la poblacio
i laugment de la concentracié de biomassa resultin en un augment de la

produccio global de proteina.

En analitzar els nivells d’activitat total (UA-L™") assolits a cada cultiu en termes relatius
(%) als resultats obtinguts en cultius estandard ( Fig. 7.6 ) la situacié canvia. L’addicio
d’aminoacids com la Leucina i el Triptdfan, que no han portat a increments apreciables
en els nivells de RhuA sintetitzada, si suposen augments en I'activitat total del cultiu
d’'un 37 i un 17 % respectivament. Per altra banda pero, I'addicié de Treonina i Glicina
al medi de cultiu han suposat augments tant en I'activitat total com en els nivells de
RhuA sintetitzada. L’addici6é d’Histidina pero, que ha portat a un increment
considerable de la quantitat de RhuA total sintetitzada, suposa un increment gairebé

nul en els nivells d’activitat total respecte els cultius de tipus estandard.
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Fig. 7.6. Comparativa percentual entre I'activitat total per a les diferents estratégies implementades.
La linea horitzontal sdlida marca la referéncia establerta per un cultiu conduit amb una estratégia de

tipus estandard.

7.4.4. Qualitat de la proteina sintetitzada

L’addici6 dels diferents aminoacids emprats en aquesta série experimental han conduit
a canvis notables en la produccié de Rhamnulosa 1 — fosfat aldolasa. Aquests canvis
perd, han suposat en alguns casos augments en la produccio en termes massics de la
proteina, mentre que en d’altres ha estat I'activitat enzimatica la que ha experimentat
augments importants. No obstant perd, aquestes dues mesures han de tenir-se en
compte de manera conjunta a partir de l'activitat especifica per mg de proteina,
parametre que s’ha denominat aqui com qualitat proteica (UA-mg™"). La figura 7.7
mostra en termes relatius (%) la qualitat de la proteina sintetitzada per a cada
estrategia de treball. En aquest cas es pot apreciar com determinades estratégies
condueixen a un augment en la qualitat de la proteina recombinant (addicié de
Leucina, Treonina i Triptdfan), mentre que d’altres condueixen a I'obtencié d’una

proteina de pitjor qualitat.
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Fig. 7.7. Comparativa percentual entre la qualitat de la proteina recombinant sintetitzada a les
diferents estratégies implementades. La linea horitzontal solida marca la referéncia establerta per un

cultiu conduit a partir d’'una estratégia de tipus estandard.

Quan s’analitzen en conjunt aquestes tres variables (RhuA total sintetitzada, Activitat

total produida i qualitat de la proteina recombinant) es pot arribar al segient:

- En primer lloc, donat que l'objectiu del procés de produccié de proteina
recombinant és I'obtencié de proteina activa, es podria pensar que el nivell
d’'activitat total per litre de cultiu és el parametre clau a I'hora de determinar
quina és la millor estratégia de conduccié del procés. Atenent a aquest criteri,
els principals candidats a millor estrategia (de la série d’'aminoacids que s’han

utilitzat) podrien ser la Leucina i la Treonina.

- Si es tenen en compte els nivells massics de proteina sintetitzada, tot sembla
indicar que els candidats perfectes podrien ser la Histidina i la Glicina, els quals
perd, han suposat un augment més discret en I'activitat produida respecte els
cultius suplementats amb Leucina i Treonina.. No obstant perd s’ha de
reflexionar entorn a aquest tema. | és que el fet que augmenti la quantitat de
proteina recombinant en termes massics perd no en activitat indica que

addici6 d’aquests aminoacids sembla permetre superar determinades
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limitacions en la sintesi de proteina per part de la maquinaria cel-lular. Aquest
augment important en la proteina sintetitzada pot ser per altra banda, el
responsable de plegaments incorrectes que desemboquin en respostes
cellulars de degradaci6 (si els plegaments no es poden assistir correctament
amb activitats tipus xaperona), que acabin amb disminucions de [I'activitat

enzimatica. Per tant aquesta opci6é quedaria descartada.

- Si es para atencio al cas de la Treonina, si bé hi ha hagut un augment en
I'activitat produida, també s’ha produit en la quantitat de RhuA sintetitzada,
amb la qual cosa la qualitat d’aquesta és menor que per al cultiu suplementat
amb Leucina. A més, donada la complexitat dels fendmens proteolitic i el seu
caracter imprevisible en molts casos en cultius d’aquest tipus, els nivells
d’activitat haguessin pogut disminuir per efecte de respostes a 'augment del
nivell de proteina intracel-lular. Aquestes també sén situacions a evitar, ja que
interessa un procés reproduible sense imprevistos que puguin portar a

disminucions notables del rendiment.

- Per tant, les addicions de Leucina o Triptdfan es podrien considerar com les
principals opcions ja que permeten I'obtencié d’una proteina recombinant de
major qualitat i no porten a un augment de la quantitat de proteina intracel-lular

que podria donar lloc a respostes de degradacié no desitjades.

7.4.5. Possible relacié amb la seqliencia d’aminoacids de RhuA

Les rutes de sintesi dels aminoacids constitueixen una xarxa molt complexa de
reaccions enzimatiques altament relacionades i connectades entre elles. Una breu
analisi d’aquestes rutes podria ajudar a clarificar o raonar la causa dels augments
d’activitat especifica o proteina recombinant en cada un dels casos plantejats. La taula
7.4 mostra una relacié dels precursors emprats a les rutes de sintesi dels diferents

grups d’aminoacids [29].
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Precursor Aminoacid

Alanina
Piruvat Valina

Leucina

Aspartat

Asparagina

Metionina

Oxaloacetat —
Lisina

Treonina

Isoleucina

Glutamat

Glutamina
a-oxoglutarat

Arginina

Prolina

Serina

3 - Fosfoglicerat Glicina

Cisteina

Fenilalanina

Fosfoenolpriruvat (PEP) + Eritrosa - 4 -fosfat Tirosina

Triptofan
5 fosforibosil 1 - pirofosfat + ATP Histidina

Taula 7.4. Precursors de les rutes biosintétiques dels 20 aminoacids [29]

Si es para atencio al cas de la Histidina es pot observar que la seva ruta sintética és
completament independent de la dels altres aminoacids. Donat que la seva sintesi
consta de 9 — 10 processos enzimatics diferents (segons la font consultada) [29, 30] i
cap d’ells és comu al de cap altre aminoacid , el cost metabdlic de la seva produccio
és molt alt. Per tant, el fet de suplementar el medi de cultiu amb un 20% de la histidina
necessaria per als requeriments totals a les condicions de procés pot alleujar la
sobrecarrega que suposa en el metabolisme cel-lular. D’aquesta manera els nivells de
RhuA sintetitzada poden augmentar i a més, pot evitar la disminucié dels rendiments
d'immobilitzacié posterior per cromatografia d’afinitat, que recordem, es basa en la
interaccido dels 6 residus d’Histidina amb que es troba fusionada la proteina

recombinant amb un suport carregat amb un ié metal-lic.

Quan el medi de cultiu s’ha suplementat amb Treonina, s’ha produit un augment tant
de la quantitat de proteina recombinant sintetitzada com de I'activitat total produida. La

figura 7.8, que mostra les connexions que existeixen entre les rutes de sintesi dels
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aminoacids derivats d’oxalacetat i els derivats de piruvat [29], permet observar que la
Treonina no només es destina directament a la sintesi de proteines sind que
parcialment pot transformar-se a a-oxobutirat, el qual resulta ser precursor per a la ruta
de sintesi d’'Isoleucina. Per mitja d’'un mateix grups d’enzims, els productes intermedis
de la ruta poden arribar a transformar-se en Valina i Leucina. D’aquesta manera
doncs, el fet de suplementar el medi de cultiu amb Treonina a la fase d’induccio, no
nomeés suposa un estalvi important de recursos en la seva sintesi ja que es troba en un
elevat percentatge en la seqliéncia de RhuA, siné que a més, serveix de precursor
d’altres aminoacids amb una preséncia important en la seqiéncia de la proteina
recombinant; Isoleucina (5.47%), Valina (6.93%) i Leucina (10.58%).

Oxalacetat

Aspartat —— Asparagina

}

Aspartat 4-P
l Aspartat semialdehid l
Dihidrodipicolinat r Homoserina —l
Diaminopimelat Homoserina P Homocisteina

Lisiw Treonina Metionina

a - oxobutirat Piruvat ——— > Alanina

Piruvat
C > Piruvat

co,

A

a — aceto- a - hidroxibutirat o — acetolactat

l ) , Acetil-CoA
2-oxo-3-metilvalerat d — oxo-isovalerat —\A—> o — isopropil-malat

o -]

Isoleucina Valina

Leucina

Fig. 7.8.- Ruta de sintesi dels aminoacids derivats de I'oxalacetat i piruvat [29].

El cas del Triptofan i la Leucina és potser menys obvi que la resta. L’addicié de
Triptofan al medi de cultiu suposa un augment considerable en la qualitat de la
proteina recombinant sintetitzada. Les figures 7.9a i 7.9b mostren la ruta de sintesi

dels aminoacids de la familia dels aromatics [24], des de Fosfonelopiruvat (PEP) i
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Eritrosa 4 — Fosfat fins a Corismat, que representa el punt de partida per a la sintesi de
Tirosina, Fenilalanina i Triptofan. Aixi com les sintesis de Fenilalanina i Tirosina es
duen a terme en dues i tres etapes respectivament i sense consum energétic, la sintesi
de Triptofan a partir de Corismat es du a terme en cinc passos enzimatics amb
consum d’energia. El fet de suplementar Triptofan al medi de cultiu pot arribar a
contrarestar el cost metabolic d’aquest procés, ja que evita parcialment la sintesi dels
enzims implicats en aquest. En aquest cas aixd es pot traduir en un augment de

I'activitat especifica.

GLUCOLISI
RUTA DE LES PFENTOSES FOSFAT
PEP " .
= F " ERI4P
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| L
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Fig. 7.9a.- Ruta de sintesi de Corismat, precursor dels 3 aminoacids de la branca dels aromatics [24].
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Fig. 7.9b.- Ruta de sintesi dels aminoacids aromatics a partir del seu precursor, corismat [24]

Per altra banda, el fet d’afegir Leucina al medi de cultiu contribueix també a un
augment de la qualitat de la proteina recombinant. La principal diferéncia amb la resta
d’aminoacids estudiats es troba en qué aquest és present en major proporcié en la
sequéncia de RhuA. L’addicié per tant del 20 % dels requeriments de Leucina per a la
produccié de RhuA poden haver significat una reduccid important en la utilitzacié de

recursos per a la seva sintesi.

En ultim lloc, 'addicié de Glicina al medi de cultiu ha suposat un augment en ambdues,
la quantitat de proteina sintetitzada i I'activitat enzimatica produida, ara bé, en termes
globals la qualitat de la proteina recombinant ha disminuit. La seva analisi és
complexa, ja que hi poden intervenir factors com ara la possible pérdua de la capacitat
productiva per part d’una fraccioé de la poblacié bacteriana. No obstant pero, el fet que
'augment en la quantitat de proteina recombinant sintetitzada no vagi acompanyat per
un augment proporcional en I'activitat enzimatica produida, pot ser degut als fendmens
proteolitics com a resposta a una excessiva acumulacié de proteina recombinant al
citoplasma..Si s’analitza la velocitat inicial de produccié de proteina recombinant
(Taula 7.5) per als diferents cultius duts a terme en aquest estudi, en termes
percentuals respecte la velocitat inicial de produccié en un cultiu sense cap suplement

d’aminoacid, es pot comprovar que la velocitat inicial de produccié de proteina
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recombinant pren el valor més alt quan s’addiciona Glicina al medi de cultiu préviament
a la inducci6. Esta ampliament descrit que l'operacio a elevats valors de q,, amb
I'elevada demanda de recursos cel-lulars que aixd suposa, juntament amb la limitacio
de nutrients amb qué esta basada l'estratégia de procés implementada, contribueixen
a una sobrecarrega metabolica que compromet les funcions cel-lulars. Aquesta
situacié es pot traduir, en termes de procés, en disminucions importants de rendiment,
degradacio del producte recombinant i disminucié dels temps de produccié. L’augment
en la velocitat de produccio respecte els cultius de tipus estandard podria explicar la
disminucié en la qualitat del producte recombinant sintetitzat (Figura 7.7) tant quan es
suplementa el cultiu amb Glicina com quan es fa amb Histidina, que condueix al segon
valor més alt de la velocitat inicial de sintesi de proteina recombinant. Sembla doncs,
que l'addici6 tant de Glicina com d’Histidina al medi podrien contribuir a superar un coll
d’ampolla en la produccié de RhuA, resultant-ne un augment de la velocitat inicial de

sintesi que al seu torn introduiria una sobrecarrega metabdlica al sistema.

Cultiu Opo (% respecte un c_ulti\u _sense
suplement d'aminoacid)
Estandard 100
Addici6 de Leucina 86
Addicio de Triptofan 133
Addicio de Treonina 134
Addicié d'Histidina 225
Addicié de Glicina 287

Taula 7.5.- Valors de qp0 en termes percentuals respecte un cultiu conduit segons una estratégia de

tipus estandard per als diferents cultius suplementats amb aminoacids.

7.5. Conclusions

La implementacié d'una politica d’addicié coordinada d’aminoacids en un cultiu
recombinant d’alta densitat cel-lular d’E. coli amb produccié de Rhamnulosa 1-fosfat
aldolasa pot introduir millores considerables en els rendiments globals de procés front
els obtinguts en cultius duts a terme segons estratégies estandard de produccio. Els
resultats sén altament dependents de la naturalesa dels aminoacids suplementats al
cultiu, i €s que no tots els aminoacids estudiats condueixen a millores del mateix grau i
tipus. L’addicié de certs aminoacids, com ara la Leucina (Leu) i la Treonina (Thr)

donen lloc a augments considerables en I'activitat enzimatica total produida respecte la
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del cultiu dut a terme amb estratégies estandard, mentre que I'addicié d’'Histidina

condueix a millores en termes massics de proteina recombinant sintetitzada.

S’ha comprovat que les millores en els rendiments de produccido deguts a la
implementacié de la politica d’addicié coordinada d’aminoacids no tenen lloc, en
general, per efecte d'un augment en la concentracié de biomassa al final de I'etapa de
produccio sind per la superacié de certs colls d’ampolla en les rutes de sintesi dels
aminoacids. La introduccié de certs aminoacids en el medi de cultiu, a nivells no
inhibitoris, ajuden a disminuir els nivells d’expressié de determinats enzims involucrats
en la seva sintesi i en la d’altres aminoacids donat el seu elevat grau d’interconnexio.
En particular, per al cas de la Glicina, si es produeix un augment en la concentraci6 de
biomassa al final de I'etapa d’induccio respecte els altres cultius duts a terme. Ara bé,
en aquest cas hi juguen un paper important les modificacions genétiques de la soca
d’estudi.

Les millores introduides en els rendiments de produccié de proteina recombinant s’han
de tenir en compte no només a partir de parametres individuals com la concentracié de
proteina o activitat enzimatica per unitat de volum de reactor sin6 en conjunt. En
capitols anteriors s’ha definit la qualitat de la proteina recombinant com un parametre
clau a I'hora de determinar la viabilitat d’'una estratégia de cultiu. En principi, en el cas
d’estudi tot sembla indicar que els millors candidats per tal d’iniciar un estudi més
rigorés de l'efecte de la seva addicié en la producciéo de RhuA, soén la Leucina i el
Triptofan. En ambdos casos els nivells de qualitat de la proteina recombinant
representen un augment considerable front els cultius de tipus estandard. A més, en
termes massics, els nivells de RhuA produits no augmenten significativament, la qual
cosa pot evitar I'activacié de respostes a plegaments incorrectes, degradacions, que
sembla que si tenen lloc per exemple amb addicié d’Histidina. No obstant perd, aquest
estudi significa només un punt de partida. Poden existir certes combinacions
d’aminoacids (de composicio clara i definida), a mode de coctels (inclus alguns no
contemplats aqui), que addicionats en els nivells correctes condueixin a resultats
millors que els obtinguts en aquest treball. Aquest estudi per tant, obre les portes a la
definicié de possibles estratégies en aquest cami per tal de millorar encara més la

qualitat de la proteina recombinant sintetitzada.
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8. PRODUCCIO DE RAMNULOSA 1-FOSFAT ALDOLASA EN PLANTA PILOT

Resum

L’estudi del procés de produccid6 de Ramnulosa 1-fosfat aldolasa en cultius d’alta
densitat cel-lular d’'E. coli a escala laboratori ha permés seleccionar les millors
estrategies d'operacio des del punt de vista de produccié de proteina recombinant, que
implementades en un cultiu en planta pilot, han conduit als millors resultats obtinguts

fins al moment al grup de recerca on s’emmarca aquest treball.

L’addicié de Leucina al medi de cultiu instants abans d’iniciar I'etapa d’induccié i la
implementacié d’un perfil d’addicié de nutrients hibrid entre un perfil lineal i I'aplicacio
de periodes d’interrupcié puntual del flux de nutrients al bioreactor han permés
'obtencié de nivells de proteina recombinant per sobre dels obtinguts en cultius
estandard a la mateixa relacio inductor — biomassa, d’una elevada qualitat (equivalents
als maxims obtinguts a escala laboratori) i amb un excellent rendiment

d'immobilitzacié a partir de cromatografia d’afinitat a metalls (IMAC).

8.1. Introducci6 i antecedents

L’escalat d’'un procés de tipus biotecnologic no és una questio trivial. Un procés amb
excel-lents resultats a escala laboratori pot comportar-se de manera completament
diferent a mesura que les dimensions dels reactors emprats augmenten. Es per
aquesta rad, que s’han desenvolupat una série de metodologies de disseny per tal
d’'assegurar que un determinat sistema es comporti de la mateixa manera

independentment de les seves dimensions [1-6].

Un reactor a escala laboratori, degut a la seva geometria, distribucié dels seus
diferents elements mecanics i grau d’agitacio aplicat permet uns nivells de mescla
gairebé complets, de manera que la transferéncia de nutrients del medi de cultiu a les
ceél-lules en creixement, i la transferéencia d’'oxigen des de la fase gas poden no

representar cap problema operacional.

En reactors de major escala, no obstant, per la propia geometria i la poténcia relativa

del sistema d’agitacid, es poden assolir nivells de transferéncia d’oxigen i nutrients
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insuficients cap a la cél-lula [7]. Fenomens d’aquest tipus, poden conduir a
I'estratificacié o formacié de zones operacionals de caracteristiques prou diferents. Un
clar exemple derivat d’'una transferéncia d’oxigen insuficient, és la formacié de regions
de tipus anaerobi al reactor. En aquestes zones, el metabolisme cel-lular pot canviar
radicalment i pot tenir lloc la formacié de subproductes [8-12], no nhomés no desitjats,
sind que a més poden conduir a inhibicions, tant del creixement microbioldégic com de

la produccié del compost d’interés.

Per altra banda, de forma més particular per al present cas d’estudi, la propia
estrategia de procés pot conduir a situacions no desitjades des del punt de vista
operacional. Després d’'una primera etapa de creixement en discontinu, el procés entra
en una fase de discontinu alimentat basada en l'addicié d’'una solucié de nutrients
concentrada a un ritme tal que permeti un creixement determinat del cultiu. El fet
d’alimentar una solucié concentrada de nutrients representa per una banda no diluir el
cultiu excessivament, la qual cosa pot beneficiar posteriors etapes de processament
del brou. Per altra banda perd, si el grau de mescla no és complet, es poden formar
zones on la concentracid de nutrients és major que en d’altres, la qual cosa podria
originar fenomens de segregaci6 de la poblacié microbiologica. En determinades arees
del bioreactor doncs, el cultiu podria experimentar velocitats de creixement superiors

que en d’'altres amb les seglents casuistiques:

- Saturacido del metabolisme d’hidrats de carboni per un aport excessiu de
glucosa i generacid de subproductes (acetat) [8, 9, 12-18] amb possible
inhibicié del creixement i de la produccié de proteina recombinant.

- Creaci6é d’'una subpoblacié que degut al baix ritme de recepcié de nutrients pot
presentar deficiéncies en la maquinaria sintética (ARN ribosomic i building
blocks) necessaria per a la sintesi de proteina recombinant en I'etapa de
produccié [17, 19-21].

La mateixa problematica associada a la mescla al bioreactor, pot tenir efectes no
desitjats durant I'etapa de creixement induit del cultiu. Donat que es treballa amb
addicions discretes d’'inductor (en aquest cas d’'IPTG) de baix volum, una transferéncia
deficient d’aquest cap a les cél-lules en creixement, pot donar lloc a la formacié de
poblacions induides i no induides, observant globalment una menor produccié de

proteina recombinant.

Paral-lelament a I'homogeneitzacioé espacial al reactor, tal com s’ha observat al capitol
6, la politica d’addicié de nutrients al medi de cultiu durant I'etapa d’induccié pot incidir

en ’lhomogeneitzacié temporal en aquest. La implementacié de perfils exponencials
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pre-programats d’addicié de nutrients amb periodes d’interrupcié en una etapa on el
creixement cel-lular en termes de replicacié és gairebé nul, pot portar a constants
cicles d’adaptacié dels microorganismes a noves condicions ambientals en quant a
disponibilitat i concentracié de nutrients. En contraposicid, la implementacié de perfils
lineals d’addicié de nutrients pot contribuir a ambients menys canviants i afavorir el

funcionament del cultiu.

Es per aix06 doncs, que tot i que un determinat procés presenti uns bons resultats a
escala laboratori, és estrictament necessari que s’avalui la seva viabilitat i les millors
condicions amb qué ha de ser conduit a majors escales per tal d’evitar fracassos des
del punt de vista industrial i econdmic. Per aquest motiu doncs, es decideix escalar el

procés productiu en un factor de 20 — 25X en reactors de planta pilot.

Donat I'elevat cost que representa un cicle de produccié a planta pilot, tant en termes
de materials, reactius, serveis i temps, s’ha de fer Us de les dades experimentals
recollides al llarg de tot I'estudi realitzat a escala laboratori. D’aquesta manera doncs,
un primer punt de partida com a possible estrategia de procés podria venir donada per
una combinacié de les estratégies que individualment han permés I'obtencié dels
millors resultats dintre del grup d’experiments on s’emmarcaven. Aixi doncs, es

proposa el seglient:

- Donada la dependéncia de la produccié de proteina recombinant respecte la
relacid inductor — biomassa utilitzada a la fase d’'induccid, es treballara a una
relacié 1/X de 3 pmol IPTG-g'DCW, ja que s’ha pogut comprovar que és la que
permet millors resultats en termes de qualitat de proteina recombinant (UA-mg’
'RhuA).

- S’ha demostrat que un punt clau en la quantitat de proteina activa recuperada
d’'un procés de produccio (UA totals) es troba estretament relacionada amb
'acumulacié o no de font de carboni al medi de cultiu durant I'etapa d’induccio.
La formulacié d’'un model matematic de descripcidé del creixement i la produccio
de proteina recombinant i la seva aplicacié en tasques de control [22], ha
permés minimitzar 'acumulacié de glucosa al medi durant el cultiu i evitar la
degradacio de la proteina sintetitzada presumiblement atribuida a fendmens de
tipus proteolitic. Per altra banda, una politica correcta d’addicié lineal de
nutrients al medi de cultiu pot arribar a incrementar considerablement la
quantitat de RhuA intracel-lular acumulada. Per tant doncs, durant l'etapa

d’induccié s’implementaran perfils hibrids d’alimentacio de nutrients.
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- L’estudi de I'estructura primaria de la Ramnulosa 1-fosfat aldolasa [23, 24] ha
portat a identificar I'aminoacid Leucina com el de major pes especific dintre de
la composicié de la proteina recombinant amb una notable diferéncia amb la
mitjana de proteines d’E. coli. L’addicié d’'una determinada quantitat de Leucina
durant I'etapa d’induccié ha portat a un augment al voltant del 30 — 35 % de la
qualitat de la proteina a escala laboratori respecte estratégies estandard de

cultiu. Per tant doncs, també s’implementara a escala pilot.

8.2. Objectius

L’objectiu d’aquest estudi és I'avaluacié de la viabilitat del procés de produccid de
Ramnulosa 1-fosfat aldolasa a escala pilot, prenent com a punt de partida una
estratégia de procés basada en una combinacid de les estratégies que han

proporcionat els millors resultats a escala laboratori.

8.3. Materials i méetodes

8.3.1. Soques i plasmidis
(Veure secci6 general de soques i plasmidis utilitzats: 3.1)

La soca E. coli M15AglyA [pREP4] portadora del vector pQEaBrham es va utilitzar per

a la sobreexpressio, en cultius d’alta densitat cel-lular, de Ramnulosa 1-fosfat aldolasa.

8.3.2. Medis de cultiu
(Veure seccio general de medis de cultiu emprats: 3.2)

Per al desenvolupament dels pre-cultius, a partir d’estocs de la soca conservats en
glicerol a -80°C, es va utilitzar medi LB. Els cultius en Erlenmeyer (indculs) i
bioreactor, per altra banda, es van dur a terme partint de medi definit de composicio

detallada a la seccio general de medis de cultiu.
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8.3.3. Equipament de procés (no analitic) utilitzat

Per a les diferents etapes del procés global descrit en aquest estudi, es va utilitzar el

seguent equipament:

- Fermentador Biostat B (Sartorius) amb capacitat total de 2L i volum util d'1.5 L
i unitat de control digital (DCU) per al desenvolupament de I'indcul del reactor
de planta pilot.

- Fermentador Biostat UD50 (Sartorius) amb capacitat total de 50L, unitat de
control digital i registre validable de dades MFCSwin (Sartorius) per al
desenvolupament de les etapes de creixement i produccid de proteina
recombinant a escala pilot.

- Centrifugadora CSA-1 (Gea Westfalia Separator) per a la primera etapa de
processament del brou de cultiu resultant de les etapes de creixement i
produccio de proteina recombinant en planta pilot.

- Centrifugadora Beckman J2-21 M/E, sonicador Vibracell VC50 (Sonics &
materials) i disruptor cel-lular mecanic One Shot (Constant Systems LTD) per a
la segona etapa de processament del brou de cultiu previa a la immobilitzacié —

purificacié en un sol pas de la proteina recombinant obtinguda.

8.3.4. Condicions de cultiu

Donades les dimensions del reactor utilitzat a la planta pilot, les etapes i condicions
de cultiu presenten certes variacions respecte les utilitzades fins al moment (Fig.
8.1). El procés pren com a punt de partida el desenvolupament overnight d’'un pre-
cultiu en medi complex LB a un volum final de 15 mL. Assolida una densitat optica
al voltant d'1.5 — 2 unitats, s’inocula un Erlenmeyer carregat amb medi definit (de
composicié descrita a la seccid general de materials i métodes) amb un 5%

d’indcul a un volum total de 200 mL.
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Fig. 8.1.- Etapes del desenvolupament de l'inocul fins al procés de produccié en planta pilot.
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Transcorregudes 4 hores, i assolida una densitat optica d’1 unitat a 600 nm,
s’'inoculen els 200 mL a un reactor escala laboratori carregat amb medi definit fins

a un volum total d’1.5L.

Després de 15 hores de procés, s’esgota la font de carboni i s’inocula part del
contingut del reactor (200 mL) en un reactor a escala pilot (Biostat UD50 —
Sartorius ) carregat amb 30 L de medi definit, on es treballara en discontinu fins a
esgotament total de la font de carboni utilitzada, mantenint un pH de 7 unitats i un
nivell d’'oxigen dissolt al voltant del 50 — 60 % de la saturaci6 a partir de la variacio
de la velocitat d’agitacié del sistema i de la proporcié aire / oxigen mitjangant una
estacié de mescla de gasos. En aquest moment s’inicia una etapa en discontinu
alimentat a partir de I'addicié d’'una solucié concentrada de nutrients diferent de la
utilitzada per als estudis a escala laboratori (de composicié descrita a la seccio
general de materials i métodes 3.2, taula 3.5) mitjangant una bomba dosificadora
programable, amb l'objectiu de mantenir un creixement a velocitat constant de
0.225 h™ a les mateixes condicions operacionals que durant I'etapa en discontinu.
El ritme d’alimentacié de nutrients al reactor de planta pilot es una aproximacié del
perfil exponencial, basat en un augment progressiu del ritme d’alimentacié a mode

d’esglaons (veure 8.4.2.- Evoluci6 del procés a escala pilot).

De la mateixa manera que a escala laboratori, es realitzen addicions puntuals de
fosfats concentrats independentment del medi d’alimentaci6 davant de la
impossibilitat de mantenir-los en solucié en aquest. El criteri d’addicié de fosfats
aplicat respon a valors experimentals de rendiments determinats al grup de recerca

corresponents a 0.05 gp-g'1DCW.

Assolida una densitat dptica de 60 unitats, s’addiciona al reactor, en un impuls, un
20% de la quantitat de Leucina necessaria per a la sintesi dels nivells esperats de
RhuA al final del procés. S’addicionen 2.7 g de Leucina en solucié com a resultat

del seglent calcul:

L(mg Leucina) = Vfinal (L) - X final (gl}ﬂj ’ I:)final [Mj ’ TE(%) ’ f (%)

L DCW

On:
- Vina €s el volum estimat al final del procés (38L).

- Xsinal €S la concentracio de biomassa estimada al final del procés (27 gDCW-L'1).
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- P#ina és el nivell produit de RhuA estimat (120 nghuA-g'1DCW).

- L/T és el percentatge de Leucina en la composici6 de RhuA (11%

aproximadament).

- f és un factor de dosificacid, que tal i com s’ha descrit al capitol dedicat a
I'addicioé de determinats aminoacids al medi de cultiu préviament a la induccid,
es fixa en el 20 %, del total necessari teoric a fi d’evitar alteracions en les rutes

de sintesi d’altres aminoacids.

Posteriorment a aquesta addicié, s’indueix el cultiu amb un impuls d'IPTG a ra6 de 3
umol IPTG-g'DCW, per tant, 476 mg d’'IPTG per a induir 18 gpcw'L™. A partir d’aquest
moment, s’implementa una estratégia hibrida d’alimentacié de nutrients, amb periodes
d’addicié lineal a ritmes al voltant de 0.5 — 0.6 gg.ucosa-g'1Dcw-h'1 i cicles d’interrupcié

manuals per tal de prevenir possibles acumulacions de glucosa al medi.

8.3.5. Metodes analitics
8.3.5.1. Monitoritzacié del creixement bacteria als cultius

(Veure secci6 general de métodes analitics utilitzats: 3.5.1)

8.3.5.2.  Quantificaci6 dels nivells de proteina recombinant

(Veure secci6 general de métodes analitics utilitzats: 3.5.2)

8.3.6. Immobilitzacié de RhuA sobre suports IMAC

Per a determinar el rendiment de recuperacié de RhuA respecte la resta de proteines
de l'extracte cel-lular, es pren una determinada quantitat de brou final de cultiu i es

precedeix com es descriu a continuacio:

8.3.6.1.  Primera etapa de processament del brou de cultiu

A partir de la utilitzacié d’'una centrifugadora CSA-1 (Gea Westfalia separator), en linia
amb el fermentador de procés, es realitza una primera etapa de separacié de la massa
cel-lular respecte del medi de cultiu. Si bé aquesta etapa de processament permet una

reduccio important del volum de material a processar en seglients etapes, i a més en
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facilita el seu emmagatzematge, el contingut de liquid continua essent massa elevat,

de manera que son necessaries posteriors etapes de processament.

8.3.6.2.  Seguents etapes de processament del brou de cultiu

(Veure seccio general de metodes de processament del brou de cultiu 3.4.1)

8.3.6.3. Immobilitzacié sobre suports IMAC

(Veure secci6é general de procediment de purificacio i immobilitzacié de Ramnulosa 1-
fosfat aldolasa 3.4.2)

8.4. Resultats i discussid

8.4.1. Etapes prévies al creixement i producci6 en planta pilot

(desenvolupament de l'inocul)

Les etapes de creixement a escala laboratori prévies a la produccié en planta pilot
transcorren segons els temps previstos, la qual cosa confirma la reproductibilitat i

fiabilitat del procés.

Quan el procés es contempla a escala productiva, aquest és un punt de vital
importancia, ja que tot i que sempre s’ha de tenir en compte que un cert percentatge
dels lots de produccié poden patir algun tipus d’incident que faci que no superin certs
estandards de qualitat i per tant ser rebutjats, certes etapes no poden resultar limitants
en el procés global. Aquestes etapes han d’estar optimitzades i previstes al 100% ja
que els temps assignats a la resta d’'operacions del procés global poden no ser
flexibles en quant a la seva mobilitat en el temps. A nivell d’'investigacid, aquesta
problematica és assumible, perd una vegada el procés passa a escala productiva

deixa de ser-ho.

Les etapes prévies a la produccié en planta pilot culminen amb un creixement en
reactor d’1.5 L a una concentracié inicial de font de carboni (glucosa) de 20 g-L™" on

s’assoleix una densitat optica de 20 — 25 unitats a 600 nm.
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8.4.2. Evolucié del procés

En aquesta seccio es fara referéncia principalment a I'etapa de produccioé en planta
pilot, ja que és estrictament la que s’ha monitoritzat amb el temps. De les etapes
prévies de desenvolupament de l'inocul a escala laboratori, degut als temps que se’ls
ha assignat en la seqiéncia d’operacid, només es disposa dels estats inicials i finals
(taula 8.1):

Inici Etapa Final Etapa
DOSOO S(gL-1) DOSOO S(gL-1)
Creixement en Erlenmeyer 0,105 5,1 0,865 -
Creixement en Bioreactor (1.5 L) 0,115 21,3 19,05 0,21

Taula 8.1.- Resultats de les etapes prévies de desenvolupament de I'inocul per al reactor de

planta pilot; creixement en Erlenmeyer (200 mL) i creixement en Bioreactor (1.5 L)

La figura 8.2A mostra l'evolucid6 de biomassa en termes de densitat oOptica i

concentracié de glucosa al reactor a escala pilot en les tres etapes del procés:

- Creixement en discontinu (batch)
- Creixement en discontinu alimentat.

- Produccioé de proteina recombinant (induccio)

La linea vertical solida mostra I'inici de la fase discontinua alimentada a velocitat
especifica de creixement de 0.225 h™'. Per altra banda, la linea vertical discontinua

mostra l'inici de I'etapa d’induccio.

La fletxa vertical, préviament a l'inici de la fase d’induccio, mostra I'instant on es du a
terme l'addicié6 de Leucina corresponent al 20% de la quantitat estimada necessaria

per a la produccié de RhuA considerada.

La figura 8.2B, per altra banda, mostra el perfil pre-programat d’addicié de soluci6 de
nutrients al sistema (en L-h™") a partir del sistema de control MFCSwin durant la fase
d’alimentacié no induida del cultiu. S’introdueixen en el programa una série d’esglaons
(a valor constant de flux de nutrients al sistema), i tal i com es pot observar a la figura,
el propi sistema de control s’encarrega de fer una progressio gradual entre dos valors

de cabal d’addicio.
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Fig. 8.2A.- Evolucié de la concentracié de substrat (-{ F-), i biomassa (-@-) en termes de
densitat optica per a I'etapa en planta pilot del procés. La linia vertical continua mostra I'inici de
'etapa d’alimentacié en discontinu a velocitat de creixement constant. La linia vertical
discontinua mostra I'inici de I'etapa d’induccié. La fletxa vertical mostra I'instant on es realitza

un impuls de Leucina al bioreactor.
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Fig. 8.2B.- Perfil d’addicié de nutrients pre-programat per a la fase d’alimentacié no induida del

procés en planta pilot.

Es a linici de I'etapa d’induccid on s'implementa el perfil hibrid d’alimentacié de

nutrients, com a combinacié de cicles lineals d’addici6 i interrupcions puntuals del flux
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cap al reactor. La figura 8.3 permet observar la comparacié entre el perfil hibrid
implementat i el perfil que tedricament descriuria el model matematic de creixement i
produccio proposat amb I'objectiu de mantenir els nivells de glucosa per sota de 0.75
g-L™". El perfil d’alimentacié proposat pel model, és el resultat de la integracié de les
equacions diferencials que el formen prenent com a condicions inicials d’integracio els

seguents valors:
- Xo, concentracio inicial de biomassa, 18 gDCW-L'1
- Sy, concentracio inicial de substrat, O g-L'1

- Py, concentracié inicial de proteina per litre de reactor (corresponent al nivell

basal de produccio), 0,5 g-L™.

- Qpo, Velocitat especifica inicial de produccié corresponent al nivell d’induccié
aplicat, 0.126 thuA'(gDCW'h)-1-

- Qso, Valor inicial de la funcié de shock deguda a la sobrexpressiéo de RhuA al

sistema, 1.
- (I/X)o, nivell d’inducci6 aplicat, 3 umol IPTG-g'DCW.

El resultat de la simulacié perd, no contempla les addicions d’amoniac per al control
del pH (<4 % respecte el volum total d’'operacid) ni el volum extret de mostra (<1 %

respecte el volum total d’operacid) per al seu analisi off-line.

Tal i com s’observa a la figura 8.3, durant més de 30 minuts després de la induccid, la
simulacié determina que lalimentacid6 es realitzi de forma continua, sense
interrupcions. Aix0 és degut a que el creixement no s’ha vist substancialment afectat
per la induccié de la producci6 de RhuA com per a provocar una acumulacié de
glucosa al sistema de 0.75 g-L™", establerts com a maxim admissible. A partir de 40
minuts, matematicament es determina que la concentracié de glucosa podria assolir
aquest valor, de manera que com a acci6 de control s’interromp el flux de nutrients al
sistema durant un breu periode de temps per a posteriorment restablir-se durant un
cert interval. Com a consequléncia de I'afectacio del creixement, a mesura que avancga
el temps, el perfil calculat determina que la freqléncia de les interrupcions és major i

I'interval durant el qual es restableix el flux de nutrients és menor.
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Fig. 8.3.- Comparacié entre els programes d’addicié de nutrients al sistema durant I'etapa
d’induccid. En linia continua fina; programa d’addicié resultant de la integracié de les equacions
diferencials del model matematic de produccié. En linia continua gruixuda; programa d’addicié

de nutrients implementat.

A la practica perod, el programa hibrid d’addicié de nutrients implementat al sistema
presenta certes diferéncies respecte del programa simulat a partir del model proposat.
Inicialment, i degut a la propia operativa del reactor, el procés d’inducciéo és
considerablement més lent que a escala laboratori, d’aqui que durant gairebé 15
minuts el perfil d’alimentacié de nutrients es mantingui al mateix valor que al final de
I'etapa de creixement no induit. Una vegada corregit el flux de nutrients, es manté un
perfil lineal d’addici6 de nutrients omitint les interrupcions simulades pel model
proposat. D’aquesta manera es pretén atorgar certa continuitat i homogeneitat
temporal al cultiu durant les primeres fases de I'induccid, ja que aquestes poden
condicionar completament I'evolucio del procés. Amb 'avang de la fase d’induccio es
duen a terme certs cicles d’interrupcié del flux de nutrients, ara bé, els periodes
d’alimentacié es mantenen durant major temps que els simulats pel model, perdo amb
valors de flux menors. Globalment, la simulacié, calcula una addicié de glucosa durant
'etapa d’induccié propera a 500 g, mentre que el perfil implementat n’addiciona

realment al voltant de 700.
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Si es comparen els perfils de concentracid de biomassa experimental i el simulat a
partir del model matematic considerant el perfil d’alimentacié de nutrients implementat
a la realitat durant la fase d’induccio (figura 8.4), es pot observar que existeix una
diferéncia notable entre ambddés. Es pot comprovar que el model matematic de
descripcio del creixement de la soca i produccid de RhuA no s’acaba d’ajustar a les

dades experimentals tal i com ho feia en els estudis a escala laboratori.
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Fig. 8.4.- Concentracié de biomassa durant I'etapa d’induccié del procés en planta pilot. (-)
prevista a partir de la integracié de les equacions del model matematic i el perfil de nutrients

implementat realment, (@) determinada experimentalment.

Donat que unicament es disposa d’un estudi en planta pilot, resulta complicat poder
justificar de manera absoluta les diferéncies observades entre els dos perfils. Ara bé,

les possibles explicacions podrien ser les segients:

- En primer lloc s’ha de destacar que el model matematic unicament contempla
com a font de carboni, i per tant, responsable tant del creixement com de la
produccid, a la glucosa. En aquest estudi perd, s’ha addicionat una quantitat
important de Leucina al medi de cultiu instants abans de la induccio, que de
ben segur ha tingut una certa influéncia en el creixement de la soca i

probablement podria explicar parcialment aquestes diferéncies.
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- Per altra banda, el calibratge del model s’ha dut a terme a partir d’estratégies
d’alimentacié basades en perfils exponencials pre-programats amb cicles
puntuals d’interrupcié del flux de nutrients. Aquests perfils, que combinen la
introduccié de quantitats creixents de nutrients al sistema amb periodes
d’interrupcié poden portar al cultiu a situacions d’estrés per la necessitat de
readaptacié continua a les condicions ambientals. Per aquest motiu, un perfil
d’alimentacié de caire més continu pot canviar la dinamica del cultiu i portar a

resultats no previstos pel model.

Cal destacar també que durant la fase d’induccio, el réegim d’alimentacié de nutrients
implementat al sistema evita 'acumulacié de glucosa al medi. La simulacié del procés
amb el perfil real d’alimentacio de nutrients (figura no inclosa), determina perod, que si
existiria una certa acumulacio de font de carboni al sistema. Es més, tot i que en global
s’ha alimentat més glucosa que la prevista inicialment pel model per tal de mantenir
concentracions per sota de 0.75 g-L”, 'acumulacié no s’ha donat, motiu per al qual
resulta necessaria una investigaci6 més exhaustiva de les politiques d’alimentacio de

nutrients ja que poden modificar considerablement la dinamica del sistema.

8.4.3. Nivells de proteina

La figura 8.5 mostra els nivells de proteina recombinant obtinguts en el cultiu en planta

pilot, tant en termes d’activitat especifica com en contingut massic intracel-lular.

En ambdds casos s’observa un creixement continu. Tot i que al voltant de les 3,5
hores després d’haver induit el cultiu s’observa una disminucié de la densitat optica del
cultiu, no passa el mateix amb la produccié de proteina recombinant, que ni tan sols
sembla estancar-se. No obstant perd, disposar d’un major nombre de dades
experimentals entre les 22 i 23 hores de cultiu permetrien determinar si la producci6 de
proteina ja s’estava estancant o si per contra seguia augmentant. Normalment, en
produccions a escala laboratori, I'experiéncia assolida amb processos d’aquest tipus
indicava que una vegada s’observava un retrocés en el creixement del cultiu, la sintesi
de proteina recombinant disminuia considerablement. Un altre factor que s’ha pogut
identificar com a intimament relacionat amb una disminucié de la velocitat, i més enlla,
amb una degradacié de la proteina recombinant sintetitzada, és I'acumulacié de font
de carboni al cultiu. En aquest cas, tal i com s’ha comentat anteriorment, el flux de
nutrients programat i el creixement que ha experimentat el cultiu han evitat aquest

fenomen.
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Donat que les mesures d’activitat especifica i contingut massic de proteina
recombinant intracel-lular sén off-line i requereixen un cert temps de processament de
les mostres, no es disposa de més dades sobre I'evolucioé del procés. En cas d’haver
disposat d’aquestes dades en temps real, s’hagués augmentat la duracié de la fase
d’'induccié per tal de poder extreure més informacié del comportament del procés a
escala pilot i avaluar possibles canvis de dinamica respecte els processos duts a

terme a escala laboratori.

2000
1800 -
L 200
= 1600 -
[&)
_o
o 1400 .
< =
= 1200 A - 150 8
© ‘o
O Py
= i (o))
§ 1000 g
& 800 - - 100 <
- &
= 600
=
2 400 - - 50
200 A
0 0

24

t(h)

Fig. 8.5.- Evolucio de l'activitat especifica (-4-) i del contingut massic intracel-lular (--V--) de
Ramnulosa 1-fosfat aldolasa durant la fase d’induccioé del cultiu en planta pilot. La linia vertical

discontinua mostra I'inici de I'etapa d’induccié.

Tal i com s’observa a la figura 8.5, la produccié de Ramnulosa 1-fosfat aldolasa per al

cultiu es pot resumir en els segients resultats:
- Proteina intracel-lular acumulada: 160 nghuA-g'1DCW_
- Activitat especifica: 1800 AU-g"pcw.

- Qualitat de la proteina recombinant sintetitzada: 11.3 UA-mg'1RhuA.
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8.4.4. Comparacio amb altres estrategies

La figura 8.6 mostra una comparativa, en termes percentuals, dels nivells de qualitat
de la proteina recombinant sintetitzada per a diferents estratégies a escala laboratori i

la seva combinacio a escala pilot .
Es representen les seglients estratégies:

- Estratégia de cultiu estandard, duta a terme a una relacio inductor — biomassa
(I/X) de 3 umol ITPG-g"DCW amb un control manual sobre el flux de nutrients
basat en la determinacid off-line de la concentracido de glucosa al medi de

cultiu.

- Estratégia de cultiu duta a terme a una relacié inductor — biomassa (I/X) de 3
pumol ITPG-g'DCW, amb un control del flux de nutrients basat en les
prediccions del model matematic de creixement i produccié descrit amb la
finalitat d’evitar I'acumulacié de glucosa al medi de cultiu per sobre de
0.75g-L™".

- Estratégia de cultiu duta a terme a una relacié inductor — biomassa (I/X) de 3
umol ITPG-g'DCW amb addicié6 de Leucina (20% del necessari segons la

produccio prevista).

- Combinacio d’estratégies; relacié inductor - biomassa (I/X) de 3 ymol ITPG-g
'DCW, amb una politca d’alimentacidé de nutrients hibrida (lineal amb
interrupcions) i amb addicié de Leucina (20% del necessari segons la produccio

prevista).
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Fig. 8.6.- Comparativa percentual en termes de qualitat de proteina recombinant per a diferents

estratégies implementades

Les estratégies que es presenten a la figura 8.6, son les més representatives de tot
I'estudi realitzat. Si es pren com a referéncia I'estratégia estandard de partida d’aquest
estudi, veiem que la implementacio d’estratégies alternatives suposen certes millores

en la qualitat de la proteina recombinant sintetitzada.

Si atenem Unicament a criteris de qualitat de la proteina recombinant, veiem que els
resultats obtinguts en el cultiu amb planta pilot sén practicament idéntics als resultats
que s’obtenen a escala laboratori quan es treballa amb addici6 de Leucina

(aproximadament 11.3 UA‘mg"rnun).

Val la pena comparar també les estratégies, no només a nivell de qualitat de la
proteina recombinant sintetitzada sind també en termes d’activitat especifica i RhuA
intracel-lular acumulada, ja que s’observen certes diferéncies entre elles. La valoracié
de la produccié unicament en termes de qualitat de la proteina recombinant pot portar
a pensar que el cultiu en planta pilot és practicament equivalent al cultiu amb addicio

de Leucina. Les figures 8.7 i 8.8 demostren el contrari.
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Fig. 8.7.- Comparativa percentual en termes d’activitat especifica (UA-g'ocw) per a diferents

estratégies implementades.
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Fig. 8.8.- Comparativa percentual en termes de RhuA intracel-lular acumulada (mgrnua‘g 'ocw)

per a diferents estratégies implementades
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Si bé per a les diferents estratégies implementades a escala laboratori representades
a les figures 8.7 i 8.8 els nivells de RhuA intracellular acumulada no presenten
variacions notables entre elles, els nivells assolits en planta pilot els sobrepassen en
un 50 %. Els nivells obtinguts en planta pilot, tot i ser inferiors als maxims obtinguts a
escala laboratori (al voltant de 210 — 230 nghuA-g'1DCW), son superiors als que
s’obtenen en cultius estandard a escala laboratori per a la mateixa relacié inductor —
biomassa (3 umol ITPG-g'DCW). En aquest sentit, la politica d’alimentacié de
nutrients implementada hi pot tenir molt a dir, ja que a escala laboratori, addicions
lineals de nutrients a ritmes al voltant de 0.55 g<‘:,|ucosa-g'1DCW-h'1 han portat increments

considerables de la quantitat de proteina intracel-lular acumulada.

Pel que fa als nivells d’activitat especifica, els cultius que es comparen a la figura 8.7
presenten major variabilitat. Per als cultius duts a terme a escala laboratori, els nivells
d’activitat especifica assolits en cultius suplementats amb Leucina préviament a la
induccio arriben a ser un 30% superiors als obtinguts en cultius estandards. Ara bé,
en planta pilot, 'augment que experimenta I'activitat especifica és gairebé del 100%

respecte a cultius estandard.

Donat que només es disposa d’un sol cultiu en planta pilot, és dificil poder justificar els
resultats obtinguts. En principi, aquests es poden atribuir a la sinérgia en la combinaci6
de les estratégies de procés implementades. Per una banda l'addici6 de Leucina al
medi de cultiu préviament a la induccié pot reduir els fendmens de protedlisi associats
a la sobreexpressio d’'una proteina recombinant i per tant, evitar les pérdues d’activitat
de la proteina sintetitzada. Per altra banda, el fet de mantenir una homogeneitat
temporal en les condicions del cultiu a partir de politiques d’alimentacié de nutrients
lineals, pot reduir I'estrés cel-lular al canvi continu, de manera que la maquinaria

sintética es trobi en millors condicions per a la produccié de proteina recombinant.

En anteriors capitols s’ha fet referéncia a que des del punt de vista d’estabilitat del
procés, és més convenient que els nivells de proteina acumulada intracel-lular no
siguin massa elevats, ja que una produccié excessiva de proteina recombinant pot
donar lloc a una elevada demanda d’aminoacids i desembocar en situacions d’estrés
cel-lular que poden conduir a degradacions de la propia proteina sintetitzada. Es en les
situacions d’acumulacié de nivells moderats de proteina on s’ha observat una major
qualitat d’aquesta. No obstant pero, a nivell industrial potser t& més interés les unitats
d’activitat produides per litre de reactor, tot i que la proteina no sigui de la maxima
qualitat. En aquest sentit per tant, el procés que ha conduit a una relacié UA/L major

és el procés dut a terme en planta pilot (Figura 8.9).
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Fig. 8.9.- Resultats en kUA/L per a les diferents estratégies de procés descrites en aquest estudi.

8.4.5. Immobilitzacio

El procés de purificacié i immobilitzaci6 en un sol pas de RhuA per mitja de
cromatografia d’afinitat a metalls [25] va conduir a rendiments d’immobilitzacié del 90
% per a temps de contacte de 70 minuts entre I'extracte cel-lular a purificar i els suport

d’agarosa amb cobalt quelat.

A la primera part d’aquest estudi es va determinar la dependéncia dels rendiments
d'immobilitzacié de la proteina en suports tipus IMAC respecte I'estratégia del procés a
través de la qual es condueix la produccié de la proteina recombinant en cultius
d’elevada densitat cel-lular. L’'analisi de [l'activitat especifica per si sola, revela
Unicament que en cas d’existir degradacié, aquesta no hauria afectat I'activitat
enzimatica, ara bé, es desconeixeria si hi ha hagut afeccié de la regié proteica

responsable de la immobilitzacioé sobre suports tipus IMAC.

El procés de purificacié de I'extracte cel-lular obtingut en planta pilot, confirma gracies
a l'elevat rendiment assolit, I'abséncia de fendmens de degradacié dels residus
d’histidina responsables de la immobilitzacioé en suports IMAC. Aixi doncs, tot i que els
resultats obtinguts en termes de produccié de proteina recombinant en aquest procés

superen els previstos gracies a les variacions operacionals implementades, el que si
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es conserva son els rendiments de purificacio, parametres basics per a l'aillament de

la proteina sintetitzada per al seu Us en aplicacions concretes.

8.5. Conclusions

L’experiéncia assolida en processos a escala laboratori i la investigacié de possibles
estratégies de millora a nivell de produccié de Ramnulosa 1-fosfat aldolasa, han
conduit al plantejament d’'una estratégia de produccio en planta pilot com a punt de
partida de posteriors treballs. Els resultats obtinguts, com a consequéncia de les
variacions operacionals implementades demostren que el procés té una potencialitat
que encara no ha estat completament explotada ja que els nivells de proteina i activitat
especifica obtinguts superen amb escreix les millors previsions que es podien tenir

abans de dur a terme I'estudi.

Els resultats obtinguts a més, obliguen a fer certs replantejaments del model de
creixement de la soca en medi definit i producci6 de RhuA. En aquest sentit seria
convenient incloure I'efecte de I'addicié de Leucina al medi de cultiu instants abans de
la induccié aixi com I'efecte de politiques d’alimentacié de nutrients diferents a les que
es van utilitzar per al calibratge del model. Aixi doncs, es podria dur un pas més enlla

I'optimitzacié del procés i definir noves estratégies de major impacte sobre el procés.

Si més no, i deixant de banda que els resultats superen les previsions fetes, els nivells
de produccié assolits en termes d’unitats d’activitat per unitat de volum sén els majors
que s’han obtingut en tot I'estudi realitzat, amb una qualitat de la proteina recombinant
que iguala els millors valors obtinguts a escala laboratori. No obstant pero, el mateix
fet que la produccié hagi superat les expectatives amb escreix, també pot introduir
una certa desconfianga amb la possibilitat d’'una situacié a la inversa. Es per tant que
considerem important un estudi més exhaustiu a escala pilot, potser incloent també en
algun moment temes més de caire fisico — mecanics (CFD) com a possibles

influéncies en el procés.
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9. CONCLUSIONS GENERALS | TREBALL FUTUR

En aquest treball, s’ha definit un parametre en base al qual s’han avaluat les diferents
estratégies de cultiu implementades en el procés de producciéo de Ramnulosa 1-fosfat
aldolasa a partir de la soca d’E. coli M15AglyA [pREP-4] pQEaBrham; la qualitat de la

proteina recombinant sintetitzada (UA-mg'1RhuA).

Per una banda, i com a punt de partida de I'estudi, s’ha determinat la influéncia de
I'estratégia del procés de produccidé en bioreactor no només sobre la qualitat de la
proteina recombinant sind també sobre els rendiments de purificaciéo d’aquesta sobre
suports de tipus IMAC. Es per aixd que un procés d’aquest tipus s’ha d’analitzar
globalment a partir de la integracid de les etapes de produccié i purificacio. Les
estrategies de produccié a implementar han de respondre a un compromis entre
I'obtencié d’elevats nivells de proteina intracel-lular amb una expressio relaxada que
permeti el plegament correcte de la proteina i eviti o redueixi les respostes d’estrés
cel-lular que condueixen a processos proteolitics amb afeccié no només de I'activitat
enzimatica sind també dels rendiments de purificacio respecte de la resta de proteines

expressades pel microorganisme hoste.

A partir dels esquemes operacionals de partida (cultius induits a partir d’'un sol impuls
d’'inductor i alimentats en base a perfils exponencials pre-programats d’addicié de
nutrients durant la fase d’induccid), s’ha identificat 'acumulacié de glucosa com a
responsable de la materialitzaci46 o acceleracido dels mecanismes proteolitics de
resposta cel-lular a la sobreexpressié de proteina recombinant. A partir de técniques
de modelitzacié, s’ha desenvolupat un model matematic semiempiric que permet
dissenyar una trajectoria d’addici6 de nutrients a la fase d’induccié tal que eviti
'acumulacié de glucosa al final d’aquesta etapa. EI model descriu correctament
I'evolucié de la concentracié de biomassa, glucosa i proteina recombinant al sistema
tant a la fase de creixement no induit com a la propia induccié. No s’inclou pero
'evolucié de I'activitat enzimatica, que pot respondre a mecanismes de tipus no tant

macroscopics.

Per altra banda, I'observacié de la dinamica del procés durant I'etapa d’induccié ha
permés observar que tot i 'augment de densitat Optica una vegada el cultiu ha estat
induit, el creixement en termes de replicacié és gairebé nul. En aquest sentit, el

replantejament de les estratégies d’addicié de nutrients a I'etapa d’'induccié per d’altres
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de més coherents amb el creixement observat (esquemes d’alimentacio lineal en lloc
de perfils exponencials pre-programats) ha portat a increments considerables de la
quantitat de proteina intracel-lular acumulada. Els resultats podrien explicar-se a partir
d’'una major homogeneitat temporal de les condicions del cultiu evitant la necessitat de
continues readaptacions del microorganisme hoste a ambients canviants. Aquests
perfils d’alimentacioé obren una via prometedora d’investigacié que podria trencar amb
els esquemes tradicionals d’alimentacié de nutrients als cultius recombinants durant
I'etapa d’induccio. Si més no pero, degut a la dinamica observada en el creixement del
cultiu en termes de replicacié durant I'etapa d’inducci6, resulta necessari reformular el
model proposat substituint el pes sec o la densitat optica per la concentracié cel-lular al

medi (cel-L") per tal de descriure I'evolucié de la biomassa (X) al sistema.

L’addicié de certs aminoacids (principalment Leucina) al cultiu préviament a la induccio
ha portat a augments significatius de la qualitat de la proteina recombinant sintetitzada
respecte els esquemes de produccio estandard. Aquesta co-estratégia pot incidir en la
resposta restrictiva cel-lular, que es manifesta tipicament en forma de processos
proteolitics, i pot assistir parcialment a l'elevada demanda d’aminoacids com a
consequéncia de la sobreexpressié de la proteina recombinant. No obstant pero, una
politica d’addicié d’aminoacids en un cultiu recombinant no es pot implementar
aleatoriament, ja que l'addicié de certs aminoacids aixi com dosis relativament
elevades d’aquests poden conduir a inhibicions en la sintesi d’altres aminoacids ja que
les rutes sintétiques es troben molt relacionades. En aquest treball s’ha estudiat
I'efecte de determinats aminoacids individualment en els rendiments del procés, ara
bé, es creu convenient que I'estudi es porti un pas endavant i s’avalui I'efecte de
coctels o combinacions d’aminoacids al sistema. A més, es considera oportu que
I'addicié d’aminoacids al medi es pugui incloure en el model de creixement i produccio
proposat ja que permetria un nivell més d’optimitzacié. Per altra banda, es creu que
s’hauria d’avaluar en termes econdomics fins a quin punt és justificable I'encariment
d’un procés productiu suplementat amb aminoacids per I'increment de rendiments que
pot proporcionar tenint en compte un hipotétic preu de mercat de ['aldolasa

sintetitzada.

En ultim lloc, s’ha comprovat que el procés estudiat a escala laboratori és viable a
escala pilot. Els resultats obtinguts en aquesta plataforma com a conseqiéncia de la
combinacioé d’estratégies implementades ha portat a resultats que han superat las
previsions inicials. L’addicié de Leucina aixi com la implementacio de perfils lineals

d’alimentacié de nutrients a la fase d’'induccié han conduit a millores importants tant de
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la quantitat de proteina intracellular acumulada com de l'activitat enzimatica. No
obstant perd, només es disposa d'un estudi en planta pilot, de manera que es
considera oportu un estudi més exhaustiu en aquesta escala implementant les millores

que es puguin anar realitzant a escala laboratori.

Es creu que no s’ha explotat tot el potencial del procés, de manera que eines com la
reformulacié del model matematic, un estudi més rigorés de les estratégies
d’alimentacié de nutrients durant la fase d’induccié aixi com de la politica d’alimentacio
d’aminoacids i I'estudi del transport d’inductor a I'interior de la cél-lula poden resultar
de gran utilitat no només al procés d’estudi sind també per a generalitzar a altres

processos similars inclus amb diferents sistemes d’expressio.
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