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SUMARI

En I’ actualitat es coneix un gran ventall d’ enzims naturals capacos de catalitzar la formacio
d enllagos caboni-carboni amb estereoquimica definida que obren noves perspectives en el
camp de la sintesi asimétrica aportant solucions sintétiques en camps dificils d’ abordar des
de la perspectiva de la sintesi organica convencional. Aquests enzims son basicament
aldolases i transcetolases. En concret es coneix una familia de quatre aldolases depenents
de DHAP que catalitzen la formacio d’un enllag C-C amb generacio de dos nous centres
quirals amb estereoquimica definida i complementaria segons I'aldolasa utilitzada
s obtindra de forma especifica un dels quatre diaestereoisomers possibles. Aquesta familia

d’ aldolases ha despertat un gran interés com a eina sintética

El projecte en que semmarca aquesta tes aposta per I'estudi d'aquest grup de
biocatalitzadors i pretén contribuir a desenvolupament practic de les adolases centrant-se
en els aspectes de produccié dels enzims i en € desenvolupament de metodologia per ala

seva utilitzacio en sintes quiral.

En aquesta memoria de tesi doctoral s estudia la millora de produccié de I’ aldolasa Fuc-1-
PA en E.coli, com enzim model d aguesta familia d’aldolases depenents de DHAP.
L’ objectiu és definir un procés optimitzat i reproduible per a la seva obtencio a escala
productiva. Amb aquest objectiu global, es consideren els principals aspectes que
condicionen la sobreexpressié de proteines recombinants E.coli. Primer, Sestudia la
influencia de la composicié del medi de cultiu en e creixement i sobreexpressio
recombinant. Segon, es trebala en e desenvolupament d'una estrategia de cultiu
semicontinua adequada per assolir cultius d' ata densitat cel.lular de forma reproduible. Un
cop fixades les condicions d operacié per a creixement segons agquesta estratégia
semicontinua, és possible definir els criteris d’induccié per maximitzar la produccié de
Fuc-1-PA a procés. Finament, s aborda la millora genética del procés provant un nou
sistema d’'expressio recombinant desenvolupat pensant en la seva aplicacié a escala de

producci .



Abreviatures.

ABREVIATURES

- aa:aminoacid

- AcOH : acid acétic

- CADC: cultius d' alta densitat cel.lular

- CHA : ciclohexilamina

- Da: Dalton

- DAP: tetrahidrodipicolinato N-succiniltransferasa

- DapD : gen codificant per DAP

- DHAP: dihidroxiacetonaf osfat

- DNA : &cid desoxirribonucleic

- dsDNA : (del’angles double strain) DNA de doble cadena

- D.O.: densitat optica

- E. cali : Escherichia coli

- EDTA : acid etilendiaminotetracétic

- FDPA : fructosa-1,6-bifosfat aldolasa

- Fuc-1-P: fuculosa-1-fosfat

- Fuc-1-PA : fuculosa-1-fosfat aldolasa

- Fucl : fucosaisomerasa

- FucK : fuculoguinasa

- G3P: D-gliceraldehid-3-fosfat

- o-GDH : a-glicerofosfat deshidrogenasa

- IPTG : isopropil-B-tiogal actopiranosid

- kb : kilobasa

- kDa: kilodaltons

- LB : medi complex LuriaBertani

- L-Fuc-1-P: L-fuculosa-1-fosfat

- L-lac: L-lactaldehid

- MeOH : metanol

- MD: medi definit proposat en aquest treball per a cultiu d' E.coli a baixes densitats
cel.lulars

- MD-FB: medi definit proposat en aquest treball per a cultiu d E.coli a ates densitats
cel.lulars en I’ estratégia semicontinua exponencia per limitacio de glucosa estudiada

- m-RNA : acid ribonucleic missatger

- MSC : medi semidefinit proposat en aquest treball per a cultiu d’E.coli a baixes
densitats cel.lulars

- B-NAD : B-nicotinamida adenina dinucleotid, forma oxidada

- B-NADH : B-nicotinamida adenina dinucleotid, forma reduida

- ORT : (de I'angles Operator Repressor Titration Expression System) sistema
d expressio per competénciaa repressor.

- PEP: fosfoenolpiruvat

- PK: piruvat quinasa

- PS: biomassa seca
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p/v : pes /volum

RAMA : FDPA de muscul de conill

Rhal : rhamnosaisomerasa

Rham-1-PA ; rhamnul osa-1-fosfat aldolasa

RhuK : rhamnuloquinasa

rpm : revolucions per minut

SDS: (de I’ anglés sodium dodecil sulfate) lauril sulfat sodic

SDS-PAGE : electroforesi discontinua desnaturalitzant en gel de poliacrilamida-SDS
TDPA : tagatosa-1,6-bifosfat aldolasa

TEMED : N,N-N’,N’ -tetrametilendiamina

TPI : triosafosfat isomerasa

TPP : tiamina pirofosfat

Tris: Tris(hidroximetil)-aminometa

UA : unitat d’ activitat
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UFC : unitats formadores de colonies

UV : ultraviolat

Y ap yglucosa: rendiment aparent de glucosa a biomassa (g biomassa seca per g glucosa)
Y xiglucosa: Fendiment de glucosa a biomassa (g biomassa seca per g glucosa)
Y i - coeficient de consum relatiu de i respecteaj (gi per g dej)

u: velocitat de creixement (h™)

max: Velocitat de creixement (h™)
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|.PROLEG

Aquesta memoria de tes doctoral s ha estructurat al voltant de tres capitols centrals en que
sestudien els principals aspectes que influencien la sobreexpressié recombinant de
proteines en E.coli. A més de la Introduccié General (Capitol 1) en que es presenten
aspectes globals en relacié al treball redlitzat, cada un d aquests capitols consta d’una
introducci6 especifica sobre el tema en que es centra, la presentacio i discussio de resultats
obtinguts i un apartat de conclusions parcials enfocat a tema estudiat. Finalment, amb
I"objectiu de relacionar els resultats obtinguts en els diferents capitols, es presenta un
capitol de conclusions globals (Capitol VIII).

Tot i que part del trebal de recerca s ha reditzat als laboratoris del Departament
d Enginyeria Quimica de la Universitat Autonoma de Barcelona i part als laboratoris de
I’empresa Cobra Bio-mabufacturing (Keele, U.K.), la memoria inclou un Unic apartat de
Materials i Metodes (Capitol V). Només quan es necessari, es detallen els diferents

procediments segons el laboratori on s haredlitzat I’ experiéncia.
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L’ accio d’'un agent terapeutic als organismes vius, ja sigui com inhibidor enzimétic o per
unié a receptor, depeén, en la majoria de casos, de la seva estereoquimica (Ariens, 1989;
Ariens, 1992). Esta ampliament demostrat que I’'activitat biologica, la toxicitat i el
metabolisme poden variar drasticament per als enantiomers o epimers d’'una mateixa
substancia (Baillie i Schultz, 1997). Existeixen molts exemples en que un enantiomer d’un
compost quiral és terapeuticament Gtil mentre que I’ atre no, o que un té caracter agonista
mentre que |’ atre és antagonista (Ariens, 1989; Ariens 1992). En determinades ocasions,
I”Gs de mescles racémiques augmenta els efectes secundaris i la toxicitat potencial d’un

determinat farmac.

Des del punt de vista legal, la reglamentaci6 actual per a registre de productes racémics és
molt més rigorosa que per als productes enantiomerics purs (Stinson, 1992; Stinson, 1998).
La mescla racémica d'un farmac quiral és considerada com combinacié de farmacs i,
consequentment, les proves cliniques i de toxicologia han de redlitzar-se per a cada
enantiomer per separat. L’interes per a |’ obtencio de substancies enantiomericament pures
esta en auge des de comencament dels anys 90 sent una area prioritaria de la industria de
guimicafinai en la que constantment es treballa en la recercai desenvolupament de noves

metodologies que facilitin I’ obtencio d’ aquests compostos opticament purs (Stinson, 2001).

S han produit grans avengos en tecniques per al’ obtencié de substancies opticament actives
en el camp de la sintesi organica convencional per ala sevaaplicacio anivell productiu per
alaindustria farmaceéutica. Aquestes tecniques son basicament: sintes asimetrica, metodes
de resolucio catalitica, cristal-litzacio estereoselectiva i cromatografia quiral. Perd
I"aproximacio racional a desenvolupament de nous agents terapeutics requereix del
disseny, la sintesi i I’estudi d’un rang de molecules que poden ser dificilment assequibles

amb la metodol ogia de la quimica de sintesi classica.

De les eines de que es disposa per afrontar la sintesi asimétrica de compostos amb interés
terapeutic destaca la utilitzacié de biocatalitzadors (Margolin, 1993; Carrea i Ottolina,

2000; Bornscheuer, 1999). Els biocatalitzadors, entenent enzims purificats o
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microorganismes, presenten com a principal avantatge la seva selectivitat a quatre nivells:
selectivitat per substrat, quimioselectivitat, regioselectivitat i estereoselectivitat. Aixo fa
gue en moltes ocasions el seu Us eviti la necessitat d’ etapes de proteccio i desproteccid
selectiva de grup funcionals tipics de la via sintética convencional. Per altra banda, també
posseeixen una ata reactivitat en condicions de reaccié suaus: €ls processos son Meés nets,
meés respectuosos amb el medi ambient (quimica verda, (Ritter, 2001)) i de menor consum
energetic. Son catalitzadors completament biodegradables. Per tots aguests motius, cada
cop es valora més el gran potencial dels biocatalitzadors per solucionar problemes en la

sintes quiral.

Labiocatalisi, com a camp emergent en sintesi asimetrica, precisa de larecercabasicai del
desenvolupament multidisciplinar per a la seva aplicacio com eina versatil del quimic
sintétic (Rozzell, 1999). Generalment, I’ exit en e disseny d'una sintesi queda determinat
pel nombre d opcions de que es disposa per abordar un pas de sintesi especific. En aquest
context, els grups de recerca capacos de desenvolupar i d'utilitzar nous biocatalitzadors
especifics per ales seves necessitats tindran un clar avantatge per afrontar €l's nous reptes
sintetics cada cop més freguients a mida que avanca el coneixement en I’area d’interaccio
guimica-biologia.

Perd per qué no s arriba a desenvolupar aquest gran potencial dels biocatalitzadors com
alternativa a la quimica convencional quira? Per qué només en molts poc casos es
consideren realment una alternativa a nivell de produccio industria (Rozzell, 1999)?. El
principal problema a que s enfronta la biocataliss com alternativa d’ aplicacio industrial
(tant en linies de producci6, com a nivell de recerca i millora de vies sintétiques en
laboratori o planta pilot) és la disponibilitat dels enzims necessaris, €l seu cost elevat s hi
ha cap firma que els produeixi i la gran labilitat d’ aquestes biocatalitzadors a les condicions
de reaccio habituals dels processos de quimica convencional amb els que es volen fer
compatibles. Per poder disposar reament d' aquesta alternativa de sintesi es fa necessari
invertir esforcos en el desenvolupament de processos eficacos i barats per a la produccio
d enzims que permetin disposar de quantitats suficients per poder estudiar i optimitzar

aspectes relacionats amb la seva utilitzacio: condicions de reaccié adequades i vies que
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permetin allargar la seva vida operacional, com és la immobilitzacio, per estabilitzar-los i
reutilitzar-los (Guisani col, 1993).

I1.1. ALDOLASES: BIOCATALITZADORSD'INTERESEN SINTESI QUIRAL

Un tipus d enzims que han despertat un gran interes en sintesi organica son les liases (van
der Werf i col., 1994). Les liases son enzims capacos de catalitzar la formacié o lis
selectiva d’enllagos carboni-carboni, carboni-oxigen o carboni-nitrogen. Entre elles
destaguen les aldolases, que catalitzen reaccions de condensacio aldolica entre un aldehid i
una cetona de forma estereosel ectiva (Fessner i Walter, 1997; Fessner, 2000; Machajewski,
2000).

Les aldolases varen ser descobertes com enzims que catalitzen la interconversio entre
hexosesi els seus components de tres carbonis cap a comencament de segle. Actualment, es
sap que la mateixa activitat catalitica es dona sobre un marge de substrats molt més ampli i
integren aquest grup tot un conjunt d'enzims capacos de catalitzar |'addicid
estereoespecifica d'un donador ceténic a un acceptor aldehid (addicié aldolica) amb la
consequent integracié d’un fragment de 1, 2 o 3 carbonis (Toonei col., 1989).

Laformacié estereosel ectiva d’ enllagos carboni-carboni és un objectiu de maxim interés en
sintesi organica. La majoria dels métodes quimics convencionals presenten inconvenients
derivats de I’ Us de reactius que requereixen condicions de reaccio estrictament anhidres en
medis de reaccié organics. En moltes ocasions, aix0 comporta la necessitat de dissolvents
toxics i/o inflamables i I’escalat industrial del procés resulta inviable. Front aquesta
problematica, es fa especialment atractival’ aternativa de labiocatdlisi: I’ is d’ aldol ases pot
fer viables les mateixes reaccions en medis d'alt contingut en aigua i en condicions suaus
de reaccio.
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11.1.1. LA REACCIO D’'ADDICIO ALDOLICA

Al marge de la problematica associada al's medis de reaccio anhidres, I’ interés dels quimics
organics en aquests enzims es pot entendre si S analitzalareaccio d addicié aldolica des del
punt de vista de la quimica convencional. Quimicament, aquesta reaccio progressa en medi
basic quan es potencia e caracter acid dels hidrogens en posicié o a grup carbonil de
cetones i aldehids. La reaccio compren I’atac del carboni desprotonat en posicio o de
I"aldehid o cetona donador al carboni del grup carbonil del aldehid o cetona acceptor amb
la consequent formacié d'un B-hidroxialdehid o un B-cetoaldehid, segons el seglent

mecanisme de reaccio (Fig. 11. 1.):

1 I o
base
Rl RZ
RS Rz R3
— o —
[
o |CH—c—R4
A TAN )
& HO + H—(|3H—("3—R4 = HO+ Rs <|J
Rs (|:H=C_R4
I - " :
I R4_C_CH-— ]
@ | 0 ? o
| ® > | ||
0 NS 7 C = R—C—CH—C—R,
| R, Rz | |
R4_C=|CH R2 Rs3
L b -

. /N‘ on )
| || | ||

(3) Ri—C—CH—C—R,+ H—OH =—=R;{—C—CH—C—R,+ HO

Rz R3 RZ R3

Figurall.l. Mecanisme de lareaccié d' addicié aldolica
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Aquesta addicié pot convertir-se en condensacio per escalfament de la barreja de reaccio i,
en molts casos, aquesta segona reaccio és tan rapida que no s arriba a obtenir e producte
d addici6 ( Solomons, 1982) (Figurall.2.).

T|3 o) OH o) o)
[ [

| |
C_ + H—CH—C—R base
R R, ‘

Ri—C—CH—C—R,|=—>

R—C=CH—C—R,

Rs R2 R3 R R3

Figurall.2. Condensacié alddlicaa partir del producte d’ addicié aldolica.

En principi, hi ha cinc possibles combinacions per a aguesta reaccio: 1) dos aldehids
identics, 2) dos cetones idéntiques, 3) dos adehids diferents , 4) dos cetones diferents i 5)
un aldehid i una cetona. La combinacio 1) té un equilibri favorable, al contrari quela?2). La
combinacio 4) és dificil d'aplicar. La combinacié 3) pot rendir fins a quatre productes
diferents quan ambdos aldehids tenen un hidrogen en posicio o. L’ Ultima combinaci6, 5),
també anomenada reaccié de Claisen-Schmidt, porta a un Unic producte quan I’ aldehid no

té un hidrogen en posicio o.

Aixi, I'aplicacio de la reaccio d'addicié adolica en sintes organica queda limitada

basicament per dos problemes:

a) A excepci0 de determinats casos dimpediment estéric, la reacci6 no és
estereoespecifica obtenint-se el producte racémic pel carboni quiral format en la

reaccio.

b) Es evident que la reaccié entre aldehids o cetones de partida diferents no té interés, ja
que per cada parell inicia és possible obtenir fins a quatre possibles productes d’ addicio
de dificil separacio.

A +B > {A-A, A-B, B-A, BB}
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A més, depenent dels reactants, la reaccid aldolica pot crear dos centres estereogenics
contigus i, en consequéencia, quatre esteroisomers. Una via per poder controlar
I" estereoselectivitat en la reaccid catalitzada en medi basic és partir dels corresponents
enolats amb metalls (Arnett i col., 1990). L’enantioselectivitat només es pot controlar

utilitzant derivats endlics quirals, adehids o cetones quirals, 0 ambdos.

L'addici6 adolica catalitzada per aldolases progressa en base al mateix esguema
(Figurall.1.) pero permet obtenir €l producte d' addici6 desitjat donada la gran especificitat
de I'enzim pel donador adol i amb wuna estereoquimica definida segons

I estereoespecificitat que caracteritzi I’ aldolasa escollida.

Mentre que la reaccio catalitzada en medi basic és només enantioselectiva quan es treballa
amb quantitats estequiometriques de substrats quirals purs, I’aplicacié d’adolases com a
biocatalitzadors de la mateixa reaccio pot rendir productes enantioméricament purs a partir
de substrats no quirals. També, quan la reaccié aldolica es catalitza en medi basic, es fa
complicat treballar amb aldehids o cetones amb grups hidroxils o atres grups actius per ala
reaccié fent necessari recorrer a passos de proteccio i desproteccio selectius. Les aldolases

poden ser totalment regioselectives, reduint la quimica de proteccié a minim.

Un aspecte molt atractiu és la bona activitat de les aldolases amb compostos hidroxilats
donat e seu paper natural en & metabolisme de carbohidrats. Per aquest mateix motiu, €l
seu medi natural de reacci6 és aquési les condicions de reacci6 optimes suaus (aigua, pH al
voltant de 7,0) i no sdn necessaris I'Us de bases fortes ni solvents organics. La seva
estereoespecifitat i tots aquests aspectes en relacio a les condicions de reacci6 les fan
especialment atractives per ala sintesi de carbohidrats: camp en que e quimic organic es

troba especialment limitat amb les eines de sintesi convencionals.
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11.1.2. CLASSIFICACIO DE LESALDOLASES

Com ja s’ ha comentat, |es aldolases estan majoritariament implicades en el metabolisme de
carbohidrats encara que també en el d’aminoacids i hidroxiacids. Els carbohidrats juguen
un paper clau en molts processos biologics. Cada cop és més evident la sevaimportancia en
I”enteniment de la comunicacié intra i extra cel-lular ja que son elements claus en el
reconeixement intermolecular. Serveixen com a llocs d'unié d anticossos, enzims,
hormones, toxines, bacteris, drogues i virus i és coneguda la seva implicacié en els
processos de creixement, resposta immunologica, inflamacié i metastasi entre d altres de
reconeixement cel-lular. També tenen funcions estructurals dins la cél-lulac com a reserva
d energia i com a components claus de superficie cel-lular entre d’altres. (Toone i cal.,
1989).

Tot aquest ventall de funcions biologiques ha despertat un interes creixent en disposar de
tecniques sintétiques que permetin accedir tant a I’ estructura dels carbohidrats naturas
com alad'analegs estructurals que puguin funcionar com agonistes o antagonistes en el seu
paper biologic 0 que ssimplement permetin estudiar aquest paper biologic a nivell de
coneixement basic. Altres arees d'interes per a la seva sintesi son |’ obtencié de polimers
biodegradables a utilitzar en el direccionament i dossificacio en |’ accié de farmacsi accedir
a noves formes no metabolitzables de substitutius alimentaris i edulcorants de baix valor
caloric. (Toonei col., 1989).

Els carbohidrats son sintéticament abordables mitjancant I’ aplicacié d’ aldolases. Tot i que
el paper biologic d’ aquests enzims esta generalment relacionat amb la seva degradacio, les
reaccions son reversibles i escollint les condicions de reaccid adequades s afavoreix la

sintesi.

S han descrit més de 30 tipus d aldolases (Henderson i Toone, 1999) de diferents fonts
bioldgiques (en eucariotes i en procariotes) que es poden classificar en base a dos criteris:

el seu mecanisme d actuacié i I’ especificitat pel grup donador.
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M ecanisticament, es poden distingir dos tipus segons la manera en que s activa el donador

per alareaccio d' addicio. Es parlad’ aldolases de classe | i de classe 1. A laFigurall.3.(a)

es mostra I’esquema general d'activacio en ambdos casos (Rasor, 1995). A la Figura

11.3.(b) es mostra I’ aproximacié del grup de recerca del Dr. Wong (Scripps Ins.) as dos

mecanismes d'actuacié en base as seus estudis amb fructosa-1,6-bifosfat aldolasa

(Henderson i col., 1994). Aquests mecanismes S han confirmat posteriorment per andlisi
estructural per cristal-lografiaderaig X (Blomi col., 1997; Dreyer and Schulz, 1996).

(a.

NH ALDOLASES
4 DE CLASSE |

ALDOLASES

(b).

CLASSE |

(0]
DE CLASSE I
X\JI\R

N
) <,Nl ENZIM

O,
y

CLASSE 11

Figurall.3. Classificacio d' aldolases segons € mecanisme d’ actuacio. (a). Esquema general (Rasor
i col., 1995) (b) Aproximacio en el cas concret de la fructosa-1,6-bifosfat aldolasa (Henderson i

col., 1994).
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Les aldolases de classe | aconsegueixen la desprotonitzacio del substrat per formacié d’ una
base covalent de Schiff entre e substrat i un residu lisina, essencial cataliticament,
localitzat en € centre actiu, que serveix per estabilitzar el carbanié intermedi. Es troben

generalment en plantesi animals superiors.

Les aldolases de classe Il requereixen com a cofactor un catié divalent, generalment Zn*,
que actui com a acid de Lewis per facilitar la desprotonitzacio. Es troben en bacteris i

fongs.

En general, les aldolases de classe |1 son més estables que les de classe |. Els dos tipus es
caracteritzen per una alta especificitat pel substrat donador perd, en canvi, la seva
especificitat pel substrat acceptor és molt més relaxada. L’ estereoespecificitat de la reaccio
gueda en general controlada per I’enzim i no per I’ estructura o estereoquimica del substrat,
caracteristica que fa molt predictible I’ estereoquimica del producte. La predictivilitat de
I” estereoquimica del producte de reaccio, junt amb la possibilitat d’ actuar sobre un nombre
considerable de substrats ha fomentat I’ interes en aquests enzims pel seu Us en sintesi quiral
(Takayamai col., 1997).

Independentment de la classificacié mecanistica, les aldolases que han estat estudiades per
al seu Us en sintesi poden dividir-se en quatre grups segons la seva especificitat pel grup
donador: (a) aldolases dependents de dihidroxiacetona fosfat (DHAP), (b) les dependents
de piruvat o fosfoenolpiruvat (PEP), (c) les dependents de glicina i (d) les dependents
d acetaldehid (amb DERA, 2-deoxiribosa-5-fosfat aldolasa, com a Unic membre conegut).
Al marge d’ aquests grups es coneixen altres aldolases perd no s han estudiat pel quefaala
seva aplicacio en sintesi 0 a la seva especificitat per substrat (Takayamai col., 1997). A la

Figurall.4. esmostrala classificacié d’ aldolases segons I’ especificitat per al grup donador.
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(a). ALDOLASES DEPENENTS DE DHAP.

O o) OH O

R)kH + OPOH; = R)*ﬁ)k/OPOSHz

OH OH
(b).
ALDOLASES DEPENENTS DE PIRUVAT.
0 o)

OH O
R)kH * J\COOH y R)*\/U\COOH

ALDOLASES DEPENENTS DE PEP

0 OPO;H, OH O

R)kH + )\COOH — R)*\/”\COOH

(C). ALDOLASES DEPENENTS DE GLICINA

Rj\ OH O
H ™ HN Sco, = R)*j*/u\o'
NH,

(d). ALDOLASES DEPENENTS D’ACETALDEHID.

Figura. I1.4. Classificacié de les aldolases segons especificitat pel nucleofil en lareaccié d’ addicid.
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Durant I’ tlitima década, I’ aplicacié d aquests quatre tipus d’ aldolases en la sintesi de sucres
no usuals d'interés metabolic, dels seus analegs estructurals i de certs aminoacids per ala
seva aplicacié en la industria alimentaria i farmaceutica ha fet patent el seu interés com a
biocatalitzadors especifics en sintesi quiral. S han publicat molt trebals revisant les
principals caracteristiques de les diferents aldolases de cara a la seva aplicacio en sintes
quiral, els avengos sintétics amb la seva utilitzacié i les possibilitats sintétiques dels nous
enzims caracteritzats. Al respecte, cal ressaltar els treballs més recents i complerts del grup
del Dr. Wong (Scripps Ins) i del Dr. Toone (Duke Uni.) (Takayama i col., 1997,
Henderson, D.F. and Toone, E.J., 1999; Wymer, N. and Toone, E.J., 2000).

Comparant les aldolases depenents de DHAP amb la resta de grups d’ aldol ases descrits per
ala seva aplicaci6 en sintesi de sintons quirals, aguest grup genera no un sind dos centres
quirals allargant en tres carbonis I’ estructura carbonada base. Aquest fet les fa especialment
atractives per alasintes de sucresi explica que hagin estat les més emprades en |’ estudi de
noves vies sintetiques (Machajewski, 2000, Henderson i Toone, 1999,Wong i Whitesides,
1994).

11.1.3. ALDOLASES DEPENENTS DE DHAP

Una limitacié generditzada de I'Us de biocatalitzadors en la produccié de compostos
opticament actius és que, normal ment, es disposa d’ un enzim amb estereoespecificitat cap a
una de les formes quirals i no és possible accedir a la forma complementaria. Hi ha pero
alguns exemples d’ estereoquimica complementaria en liases (van der Werf i col., 1994). En
concret es coneixen 4 aldolases depenents de DHAP que catalitzen amb estereospecificitat
ben definida el's quatre diaestereoisdmers possibles dels dos centres quiras generats en la
reaccié (Fessner i col., 1991). A la Figura I1.5. es presenten aguestes quatre aldolases

depenents de DHAP i |a seva estereoespecificitat complementaria
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Fig.l1.5. Aldolases depenents de DHAP i la seva estereoquimica complementaria mostrada en base
alesreaccions catalitzadesin vivo .

In vivo, lafructosa-1,6-bifosfat aldolasa (FDPA) i la tagatosa-1,6-bifosfat aldolasa (TDPA)
catalitzen I’addicio asmeétrica reversible de la DHAP a D-gliceraldehid-3-fosfat (G3P) per
donar D-fructosa-1,6-bifosfat i D-tagatosa-1,6-bifosfat respectivament. La ramnulosa-1-
fosfat aldolasa (Rham-1-PA) i la fuculosa-1-fosfat aldolasa (Fuc-1-PA) catalitzen I’ addicio
reversible de DHAP aL-lactaldehid (L-lac) per donar L-ramnulosa-1-fosfat i L-fuculosa-
1-fosfat respectivament. Com s esquematitza a la Figura I1.5., amb cada una d’ aguestes

reaccions s obté un producte d’ estereoquimica complementaria als atres quatre en C3i C4.

Aquestes quatre aldolases complementaries depenents de DHAP s han aillat de diferents
fonts microbianes i d’animals superiors, s han analitzat les seves sequenciesi s han clonat i

sobreexpressat en E.coli (Ozaki i col., 1990; Fessner i col., 1991; Henderson i col., 1994,
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Garcia-dunceda i col., 1995). També han estat ampliament estudiades pel que fa a la seva
especificitat per substrat i 1a seva aplicacio en sintesi quiral. Una descripcio detalada de la
seva especificitat per substrat |’ aporta el grup de recerca de Dr. Wong (Scripps Ins.) (Wong
i col., 1995). En processos de sintesi per control cinetic de reaccio, la selectivitat de la
reaccié depén completament de I’enzim emprat i no de la naturalesa del substrat i aixo
implica que, en principi, és possible obtenir qualsevol de les quatre formes estereocisomeres

en C3,C4 apartir d adehids no naturalsi aquest conjunt d’ enzims complementaris.

La bibliografia sobre |'aplicacio d' aquest grup d’enzims en sintes de sucres és molt
extensa. Una bona recopilacio és el treball publicat a respecte pel grup de recerca del Dr.
Wong (Scripps Ins.) (Takamaya i col., 1997). Entre les reaccions descrites per a aquests
enzims cal destacar la sintes estereoselectiva de mimétics de sucres d'interés pel seu
potencial terapeutic. S han utilitzat per ala sintesi, a partir de precursors simples, d’ un gran
nombre de monosacarids. sucres heterosubstituits, deoxisucres, fluorosucres, sucres d'un
nombre elevat de carbonisi dels corresponents derivats d’ aguests monosacarids a azosucres

o tiosucres. Es citen Unicament alguns exemples:

- Shan utilitzat més de 100 aldehids diferents com a substrats acceptors per a la
preparaciéo de monosacarids no usuals d’interés com a sintons quirals en sintesi de

farmacs: (Fessner, i col., 1992), (Algarini cal., 1995).

- Shan obtingut bons resultats utilitzant aquests biocatalitzadors en |’ addicié aldolica de
pentoses i hexoses amb DHAP extenent la cadena carbonada d’ aguests sucres en tres
unitats i amb dos centres quirals estereoespecifics (Eyrisch i col., 1994). Ca remarcar
I"interes d’'aguesta estrategia sintetica en |’obtencio d’andegs estructurals de I’ acid
siadic i derivats. Aquests acids es troben a fina dels glicoconjugats de les cel-lules de

mamifer i juguen un paper crucial en € camp de reconei xement bioquimic.

- L’aplicacio de I’ estrategia aldolasica a la sintes d’ azosucres ha resultat en una de les

vies més efectiva i practica per a la seva sintes (von der Osten i col., 1989). Els
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azosucres desperten cada cop major interes atenent al seu valor potencial com a

inhibidors de I’ activitat enzimaticai com agents terapeutics.

- Shan utilitzat amb exit en la sintes d’iminociclitols, compostos amb gran potencial
terapeutic (Koeller i Wong, 2000; Fechter i col., 1999; Wong, 1992).

La majoria d’ aquests treballs pero s han centrat en provar €l gran potencial d’ aguest grup
d enzims com a biocatalitzadors quirals a petita escala, perd no en e desenvolupament de
processos per ala seva obtencid i aplicacio a escala productiva. No s han descrit processos
per a la seva obtencio superant la desena de mil.ligrams (Garcia-Junceda i col., 1995;
Henderson i col., 1994) i només la FDPA és comercial perd la seva utilitzacié a escala

productiva queda completament limitada pel seu elevat cost.

[1.1.4. OBJECTIUSDEL PROJECTE DE RECERCA

El projecte en que Semmarca aguesta tesi aposta per I'estudi d'aguest grup de
biocatalitzadors i pretén contribuir a desenvolupament practic de les adolases centrant-se
en els aspectes de produccié dels enzims i en € desenvolupament de metodologia per ala
seva utilitzacié en sintes quiral: especificitat per substrat, medis de reacci6, condicions de
reacci6, processos d’'immobilitzacid, etc. Es pretén poder presentar les aldolases com una
veritable alternativa, factible i economicament competitiva, a la sintesi organica
convenciona que en molts casos és incapag d’ aportar solucions en la produccié de molts

mimetics de sucres d’ interes terapéutic.

En concret, aquesta tesi s ha centrat en I’ obtencio d' un proceés fiable i reproduible per ala
produccié de Fuc-1-PA, com enzim model d’aguest familia, a escala de gram. Aixo ha de
permetre disposar de quantitats d’enzim per dur a terme tots els estudis relacionats amb la

seva aplicacio com a biocatalitzador: purificacio, immobilitzacid, condicions de reacci 6.
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[1.2. FUCULOSA-1-FOSFAT ALDOLASA d’E. coli (Fuc-1-PA).

Per a la redlitzacio d aquest treball es disposa de la soca recombinant E.coli XL1 Blue
MRF (pTrcfuc) per a la produccié de Fuc-1-PA (E.C. 4.1.2.17) d'E. coli K12 (ATCC
10798). Aquesta soca fou cedida pel Dr. Garcia-Junceda i obtinguda a partir dels seus
treballs de col -laboracié amb el grup de recercadel Dr. Wong al’ Institut Scripps (La Jolla,
USA.) (Garcia-Junceda i col., 1995; Henderson i col., 1994). A continuacié se' n detallen

les principal s caracteristiques:

- ¢ sistema d expressio pTrcHis (Invitrogen; San Diego, CA) permet |’ expressio de
proteines recombinants sota el control del promotor Trc, derivat del promotor lac
induible per lactosa o0 € seu analeg estructural IPTG.

- L’enzim recombinant s expressa com a proteina de fusié amb una cua de Sis
histidines a seu extrem N-terminal. Aquest sistema d expressié esta pensat per
facilitar la purificacio de I’ enzim sobreexpressat en un Unic pas a partir d’ extractes
cel-lulars per cromatografia d afinitat a ions metal-lics ja que la cua d histidines
actua com un domini d'unié a metalls (Gibert i col., 2000). Posteriorment, una
seqiiencia de trencament per a una enteroquinasa permet separar facilment I’ extrem
fusionat.

[1.2.1. OBTENCIO | CARACTERITZACIO

La Fuc-1PA d'E.coli es va dillar i purificar per primer cop a partir de la soca 0-111 B4
(Ghalambor i Heath, 1962). A partir d aquests treballs es va caracteritzar I’'enzim i es va
determinar € seu paper essencial en el metabolisme bacteria de L-fucosa. Quan E.coli creix

utilitzant aquest sucre com afont de carboni es proposa la seglient ruta metabolica:
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CHO H,COH H,COPQ5 H,COPO;
DHAP
HOCH 0 é=0 i=0
HCOH H(|ZOH HCl?OH H2COH
Fuc-1-PA
Fucl | Fuck | UC- A
HCOH H?OH ATP.Mg* HTOH zn?* CHO
HOCH HOCH HOC|3H HOGH L-Lac
CH, CH, CHy CHs
L-Fucosa L-Fuculosa L-Fuc-1-P

La Fuc-1-PA (E.C. 4.1.2.17) és un enzim homotetraméric. Cada subunitat consta de 215 aa
amb un pes molecular de 23,78 kDai un Iloc d unié a Zn**. Té un marge de pH d’ actuaci6
ampli entre 6 9 essent & pH optim de 7.2 i registrant-se € 50% de I’ activitat maximaa pH
6.5 1 8. La temperatura de maxima activitat a pH 7.2 és 37°C per a seu substrat natural
fuculosa-1-fosfat. El seu punt isoeléctric ésde 6.12.

L’ activitat especifica de Fuc-1-PA expressada com a proteina de fusié a una cua de sis
histidines (tal com s obté emprant el sistema d expressio per a E.coli pTrcHis (Invitrogen;
San Diego, CA) és de 13 UA/mg Fuc-1-PA segons s ha determinat en treballs paral.lels &l
Departament d’ Enginyeria Quimica de la Universitat Autonoma de Barcelona (UAB) per a

laseva purificacio (Suau, 2001).

Es disposa de I’ estructura tridimensiona de I’enzim determinada per cristal-lografia de
raigs X amb una resolucio de 2.4 A (Dreyer and Schutz, 1996; Dreyer and Schutz, 1993).
De I'dl-lucidacio d'estructura es pot extreure que en la seva configuracio activa |I’enzim
homotetraméric presenta una Simetria inusua tipus C,; entre les quatre unitats
monomeriques. Cada subunitat monomerica té un centre actiu a la interfase de la subunitat
que s obre cap a la part externa del tetrdmer en C, i amb unié a un i6 Zn?*. Shan
contabilitzat quatre residus cisteina per subunitat perd cap d’ aquests es troba implicat en

' esfera de coordinacié al’ié Zn** ni en laformacié de ponts disulfur. No es coneixen ponts
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disulfur en I’ estructura. Pel que fa ala comparaci6 estructural i de seqiiéncia primaria amb
aldolases de classe | no s hatrobat cap tipus d’ homologia.

Figura |1.6. Estructures cristal.lografiques d’' aldolases depenents de DHAP. (a) Tetramer de D-
fructosa-1,6-difosfat aldolasa (Blom i Sygusch, 1997). (b) Monomer de Fuculosa-1-fosfat aldolasa
(Dreyer i Sculz, 1996).

En els primers treballs publicats sobre la caracteritzacio de Fuc-1-PA es van reditzar
estudis per avaluar I’ efecte dels ions divalents sobre I’ activitat Fuc-1-PA (Ghalambor i
Heath, 1962). L’addicié de cations divalents a les preparacions de Fuc-1-PA purificat no
van suposar estimulacions en I’ activitat de I’enzim. La diadlis de I’enzim en aigua tampoc
es va traduir en una pérdua d activitat. En canvi, la seva didlis en dissolucions 0,005M
dEDTA a pH 7.0 va provocar perdues de més del 90% de I'activitat inicial de les
preparacions. L’ activitat es varecuperar finsaun 80% amb I’ addicio d’'ions divalents fins a

una concentracio de 0.01M ales mateixes preparacions dialitzades.

Posteriorment, d estudis similars redlitzats pel grup del Dr. Wong per determinar la

concentraci6 Optima de Zn®* per a |’ activitat Fuc-1-PA, S extreu que a concentracions molt
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baixes de I'i6 sassoleix un maxim en |’activitat aldolasica i a mida que s augmenta la

concentracio es redueix proporcionalment I’ activitat (Garcia-Juncedai col., 1995).

11.2.2. ANTECEDENTSEN LA SOBREEXPRESSIO DE FUC-1-PA D’E. coli

En els primers treballs realitzats pel Dr. Garcia-Junceda (Institut Scripps, La Jolla) amb la
soca recombinant E.coli XL1 Blue MRF (pTrcfuc) es va comprovar I’ expressio de I’enzim
realitzant un estudi en cultius discontinus en Erlenmeyer (Garcia-Juncedai col., 1995). Es
va utilitzar un medi de cultiu complex ric, LB, i esvafixar el moment d’inducci¢ alafase
inicial del creixement. Treballant a 37°C, temperatura optima pel creixement d’ E.coli, esva
descriure I'acumulacié de Fuc-1-PA majoritariament en forma de cossos d'inclusié a
citoplasma i no es va detectar practicament activitat aldolasica Fuc-1-PA a la fraccid
soluble del lisat cel-lular.

Un meétode habitual per minimitzar la formacié de cossos d'inclusié és reduir la
temperatura de cultiu després de la induccio. Es van assgar diverses temperatures de
creixement i es va concloure gque € creixement de la soca a 30°C, un cop induida
I’ expressio de Fuc-1-PA, permet recuperar |’ enzim majoritariament en forma soluble activa

sense allargar excessivament el temps de cultiu.

En aguestes condicions, els mateixos autors estudien la concentracié d’inductor optima a
medi de cultiu per maximitzar I’expressio de I’enzim recombinant (Garcia-Juncedai col.,
1995). Dels resultats obtinguts en aguest treball s extreu que a mida que es disminueix la
concentracio d’inductor al medi la concentracio d activitat Fuc-1-PA detectada és superior.
La concentracié minima assgjada fou 50 uM d'IPTG i és la que es considera Optima per a
I"expressio de I’ enzim. Els autors justifiguen aquest resultat en base a que quan meés lenta és

I” expressio de I’ enzim recombinant més eficag és el seu plegament cap alaformaactiva

Havent comprovat I'expressio i possible recuperacié en forma activa de Fuc-1-PA

recombinant en aguestes condicions de cultiu, €l grup del Dr. Wong centra els seus estudis
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en I’ aplicabilitat d’ aguest enzim en sintesi d’ analegs estructurals de sucres. (Garcia-Junceda
i col., 1995).

No s hatrobat publicat cap treball posterior en relacié al’ estudi de sobreexpressié d aquest
enzim Fuc-1-PA en aquest o altres sistemes d'expressié recombinant ni a nivell de

caracteritzacié en Erlenmeyer ni de cultius en fermentador .

[1.2.3. ANTECEDENTS EN L'ESTUDI DE FUC-1-PA dE. coli AL
DEPARTAMENT D’ENYINYERIA QUIMICA DE LA UAB.

En anteriors treballs a Departament d’ Enginyeria Quimica de la UAB ha estat necessari
posar a punt les eines basiques per al seguiment d’expressié d’ aguest enzim Fuc-1-PA. Es
treballa amb un assaig enzimatic per ala quantificacio d’ activitat aldolasica modificacio del
proposat previament pel grup del Dr. Wong (Durany, 2000). Aquest assaig es basa en la
reaccié natural catalitzada per I’ enzim acoblada a unareaccié general d’ oxidacio del DHAP
que permet e seu seguiment espectrofotometric a 340nm. El problema principal que es
presenta en € desenvolupament d’ aquest assaig , és el fet que e substrat natural de |I’enzim
no és comercial. Aixo hafet necessari desenvolupar i validar una metodica reproduible i en
escala de gram per ala seva sintesi que permeti disposar de la mateixa qualitat de substrat

en totes |l es determinacions (Durany, 2000).

[1.3. PRODUCCIO DE PROTEINESRECOMBINANTSEN E. coli

[1.3.1. E. coli FRONT ALTRESALTERNATIVESPER A L’EXPRESSIO RECOMBINANT

E. coli és I'hoste més ampliament utilitzat per a |I’expressié recombinant de proteines
heterologues tant en treballs de recerca basica com en la produccioé industrial de proteines.

La industria de proteines terapéeutiques i d’'enzims per a la seva aplicacio en

biotransformacions es troba en plena expansié (Walsh, 2003). D’ altra banda, Genomica i
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Protedmica son camps de recerca en ple desenvolupament que requereixen de quantitats
suficients de grans quantitats de polipéptids per a seu andlis funcional i estructural (Wang
i col., 1999). En tots aquest camps, €ls bacterisi molt especialment E. coli, son la primera
eleccio per provar de clonar €l gen heteroleg i produir els polipéptids en estudi. Altres
hostes: llevats, cél.lules animals o cdl.lules d'insecte, s utilitzen Unicament quan E.coli no
resulta ser una bona aternativa per a |’ expressio de la proteina clonada d’interés: quan els
nivells d’ expressié son molt baixos o inapreciables, 0 quan no s expressa en la seva forma
activa degut a plegaments incorrectes no funcionals o a que sdn necessaries modificacions
post-traduccionals com ara glicosidacions que no es poden dur a terme en organismes

procariotes.

Els principals avantatges d' E.coli front altres hostes son € fet que sigui e microorganisme
millor caracteritzat a nivell fisiologic, que s hagi desenvolupat un bon coneixement de
tecnologia de procés per a seu cultiu que permet obtenir grans quantitats de I’enzim
sobreexpressat i que es disposi d’un gran nombre d’ eines de genetica molecular que han
permés desenvolupar un gran nombre de soques | plasmids especiament

dissenyats/modificats per ala seva aplicacio en aquest camp (Neubauer i Winter, 2001).

D’altra banda, també cal citar aguns aspectes desavantatjosos en relacio a la
sobreexpressio recombinant en E.coli com son els derivats de la paret cel.lular externa,
propia de bacteris Gram negatives. La paret cel.lular limita |’ excrecié al medi de cultiu de
les proteines sobreexpressades i conté lipopolisacarids (LPS) que sdn pirogenics en humans
i atres animals. Ambdods aspectes dificulten i encareixen els processos de purificacio.
Sovint es proposen, com alternativaaE. coli, la utilitzacié de bacteris Gram positius com és
Bacillus subtilis, i Ilevats com ara Saccharomyces cerevisiae o Pichia pastoris; tots ells
amb una amplia activitat secretora natura i classificat com microorganisme GRAS

(generally regarded as safe) (Ferrer, 2002).

No es descarta que, per a la sobreexpressié recombinant de moltes proteines produides en
E. coli, es puguin trobar hostes aternatius que rendeixin productivitats molt superiors pero

la comparacié de sistemes ha de passar per I’ optimitzacio de les condicions de treball en
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cada casi aix0 suposa unainversié de temps molt considerable (Volk i col., 2001). Quan es
planteja trobar |"hoste de sobreexpressio recombinant més adequat per a una proteina
d'interés, una estratégia utilitzada tan a nivell de recerca com a la industria (Hohenblum i
col., 2001; Hodgson, 1993) és provar la capacitat d'expressio en un hoste bacteria
(generalment E. coli), en un llevat (Saccharomyces cerevisiae o Pichia pastoris) i unalinia
de cél.lules animals (magjoritariament cél.lules CHO). No es poden treure regles d' eleccid
generals pero si suggerir algunes pautes per a I’eleccio del hoste segons s extreu de les
comparacions publicades: E.coli permet sobreexpressions molt fortes de proteines
acumulables a citoplasma cel.lular. En molts casos, proteines eucariotes, incloent humanes,
han estat produides en forma activai amb altes productivitats especifiques a E.coli. Aixo
sol ser veritat quan es tracta de proteines petites que s acumulaven de forma natural al
citoplasma de I’ organisme d’ on han estat aillades. En canvi, proteines que s excreten en el
seu ambient natural (especiament aguelles que contenen enllagos disulfur) solen formar
agregats en forma de cossos dinclusé a citoplasma d’'E.coli. El procés de
desnaturalitzacio i replegament de proteines in vitro pot ser molt costos o portar a
rendiments de recuperacié baixos i latendencia general és evitar aquesta via de recuperacio
de producte. Tot i aixi, hi ha exemples en que s ha seguit aquesta via amb molts bons
rendiments a nivells industrial (Liliei col., 1998) i hi ha grups que treballen activament en
aquesta area (Valgo i Rinas, 2002; Ferrap-Gonzales i col., 2002). Si una proteina de
secreciO s acumula en forma de cossos d’inclusio al citoplasma d’E. coli, es recomana, com
una bona opcid, utilitzar un sistema per a la sobreexpressio recombinant extracel.lular en
llevats. Generament, la utilitzacio de linies cel.lulars animals o d’insecte es reserva a
proteines molt més complexes, majoritariament en contextos de glicosidacio, i sempre que
el vaor afegit del producte obtingut ho justifiqui ja que son processos de cost molt més
elevat. Encara que €ls llevats glicosiden les mateixes posicions en una proteina que les
cél.lules eucariotes superiors, € patré de glicosidacio és significativament diferent i,

generalment, es presenten problemes en relacio al’ activitat de proteines terapéutiques.

L’ enzim Fuc-1-PA a sobreexpressar en aguest treball és un enzim citoplasmatic natural d’
E.coli que no conté enllagos disulfur en la seva estructura i que s expressa en la soca

recombiant de partida d’ aquest treball, XL 1 Blue MRF (pTrcfuc), com a proteina de fusio a
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una cua d’histidines per a la seva purificacio especifica en columnes d afinitat en un sol
pas. L'aplicacio fina de I'enzim no és terapéutica sind biocataliticaa. Amb aquestes
caracteristiques, sembla que no hi ha cap criteri per deixar d’ estudiar en primera instancia
I"expressio de Fuc-1-PA en E. coli. Tot el contrari, €l fet que s estigui sobreexpressant una
proteina citoplasmatica endogena d’ E.coli fa pensar que aguesta pot ser I’ opcié optima en

el cas en estudi.

1.3.2. PROBLEMES ASSOCIATS AL CREIXEMENT | METABOLISME EN
CULTIUSD’E. coli: LA PRODUCCIO D’ACID ACETIC

Un dels problemes més importants associats al cultiu d'E. coli a altes densitats cel.lulars és
la produccié d'acid acetic. Esta ampliament provat que la produccié d'acetic durant el
cultiu d'E. coli inhibeix el creixement cel.lular (Sakamoto i col., 1994; Yee and Blanch,
1993a; Kwon i col., 1996; Lui and strohl, 1990; Shimizu i col., 1988) i afecta |’ expressio
recombinant un cop induit e cultiu (Sakamoto i col., 1994; Shimizu i col., 1992;
Macdonald and Neway, 1990). En fermentacions aerobiques, concentracions d’ acid acétic
entre 51 10 g/l tenen un clar efecte inhibitori sobre la maxima velocitat de creixement
especificai la densitat cel.lular (Yeei Blanch, 1993a) mentre que només superant els 1 —
1,5 g/l ja s observen efectes sobre I’ expressio recombinant (Jersen i Carlsen, 1990; San i
col., 1994). Es per aix0 que s han invertit molts esforgos per entendre els mecanismes per a
la seva produccio i en diferents estrategies per frenar la seva acumulacié en cultius d’ alta

densitat cel.lular.

La formacio d'acid acétic depen estretament de la font de carboni emprada per a
creixement ( Lee, 1996; Kwon i col., 1996; Korz i col., 1995). Aquest problema s accentua
guan s utilitza glucosa com a font de carboni i, en canvi, amb fonts aternatives com
glicerol o fructosa, caracteritzades per una assimilacio i utilitzacio estretament regulades a
diferéncia de la glucosa, s observen reduccions considerables en la seva formacié (en
relacio afructosa: Aristidou i col., 1999; en relacié aglicerol: Korzi col., 1995, Tsuji i col.,

1997; Zhang i col, 1998; Zhang i col, 1999). Tot i aixi, la glucosa és lafont de carboni més
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ampliament emprada per a cultiu d'E. coli a altes densitats cel.lulars i amb la que s han
obtingut millors resultats. El glicerol éslaprincipal font de carboni aternativaalaglucosai
s han obtingut molt bons resultats en cultius d’ alta densitat cel.lular amb concentracions de
148 g PS/l (Korz i col., 1995). Perd quan es plantgja com alternativa industrial, el glicerol
és considerablement més car que la glucosa, les cél.lules creixen més lentament en glicerol

i els rendiments de glicerol a biomassa son inferiors.

També en relacié al’ efecte de la composicié del medi de cultiu sobre la produccié d acétic
hi ha treballs que suggereixen que la inhibici6 per acétic S accentua en medis de

composicié complexafront els de composicio definida (Pani col., 1987).

E. coli excreta en forma d'acétic entre un 10 i un 30 % de la glucosa assimilada tot i
mantenir condicions perfectament aerobiques durant el creixement. La formacié de I’ acid
acétic s'explica a nivell fisiologic com la conseqiiencia d’ un desequilibri entre la quantitat
de la font de carboni assimilada per la cél.lula i dirigida cap a metabolisme central,
glicolisi i circle dels acids tricarboxilics (veure Figurall.7.), i les demandes biosintéticai/o
energeticarealsdelacd.lula(Lee, 1996).
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Figura I1.7. Esquema de les vies centrals del metabolisme de la glucosai de I’ acid acetic durant el
creixement aerobic d’ Escherichia coli: glicolisi i cicle dels acids tricarboxilics (TCA). En fons gris
s'indiquen les vies de metabolisme corresponents ala saturacié del TCA i marcats amb gris fosc els
subproductes metabodlics de I’ oxidacié parcial de la glucosa. En vermell, formacié i degradacio,
com afont secundaria de carboni, de |’ acid acétic. (Xu i col., 1999).
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Es considera que I’ acid acétic es produeix a velocitats de creixement altes, front a un excés
delafont de carboni a medi de cultiu o quan la transferencia d’ oxigen limita el creixement
(Sakamoto i col., 1994;Konstantinov i col., 1990; Korz i col., 1995; Shimitzu i col., 1988,
Yooni col., 1994). A velocitats de creixement baixes, és possible satisfer els requeriments
catabdlics i anabodlics de la cél.lula amb el metabolisme central oxidatiu. Pero a velocitats
de creixement altes ambdues demandes deuen excedir la capacitat del metabolisme oxidatiu
i aleshores canvia la regulacio del metabolisme de forma que, amb I’ oxidatiu, es garanteix
cobrir les necessitats anabdliques mentre que I'energia necessaria S obté, en part, del
metabolisme oxidatiu de la glucosa i, en part, de laformacié d’ acid acetic. E. coli deu triar
laformacio d &cid acétic com a font d energia perque després del metabolisme oxidatiu de
laglucosaéslaqueli permet obtenir més quantitat de ATPi NADH; a partir d’ aquesta font
(Hani col., 1991).

Molts grups han dedicat esforgos a trobar lavelocitat de creixement critica per sobre la qual
una determinada soca produeix acétic a determinades condicions de cultiu. En estudis en
quimiostat i per a cultiu de E. coli K12D1 s obtenen formacions d’acética0,2 i 0,3 h™* en
medis complex i definit respectivament (Meyer i col., 1984). En canvi, el mateix grup de
treball, observa un comportament oposat en estudis similars de la soca E. coli B/r amb
produccié d acetic a velocitats especifiques de creixement relativament altes en medi
complex, 1,0 h, i molt més baixes en medi definit, 0, 47 h™ (Reiling i col., 1985). En
general, diferents autors situen les velocitats de creixement critiques per a la produccié
d'acétic al voltant de 0,35 h™ i 0,2 h™* per a medis definits i complexos respectivament (El-
Mansi i col., 1989; Paalmei col., 1990), hi ha qui descriu acumulacions treballant en medi
definit a velocitats de creixement molt baixes, 0,14 h™* (Fieschko, 1989) i , en treballs molt
mes recents en quimiostat i la soca d’'E. coli BL21, s extreu com a conclusio que finsi tot
fixant velocitats de creixement extremadament baixes, 0,05 h™, hi ha acumulacié d’ acétic
perque la ruta metabolica per a la seva formacié roman activa (Suarez i Kilikan, 2000).
D’ aquests mateixos darrers estudis s extreu que, tot i aixi, és per sobre de 0,3 h™ quan

augmenta substancialment la velocitat de formacio d’ aquest subproducte.
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D’una forma molt més funcional, Blanch i col.laboradors descriuen a partir dels seus
resultats experimentals en cultius semicontinus i sense pretendre explicar les bases
metaboliques per ala sevaformacio, que la producci6 d acétic es dona quan es treballa sota
una de les seguients condicions (Y eei Blanch, 1993b):
- limitaci6é d’ oxigen,
- excés de nutrients, especialment de la font de carboni de forma que la velocitat de
creixement superi lavelocitat criticade formacié d’ acetic,

- pressi6 parcia dtade CO; a vas de fermentacio.

Per evitar la formacié d'acid acetic s'han proposat tant estrategies operacionals com de
modificacio genética (enginyeria metabolica) Una estratégia a nivell operacional que ha
donat molt bons resultats és mantenir concentracions minimes de la font de carboni dissolta
al medi. Per assolir aquest objectiu s han desenvolupat estrategies de control d’addicio
intentant seguir el creixement del microorganisme per evitar I’acumulacié de I’aliment a
medi: perfils exponencials d' addicié (Yoon i col., 1994), control dels nivells d’ oxigen
dissolt (Konstantinov i cal., 1990) o, directament, mitjancant sistemes de mesuraen liniade
la font de carboni (Sakamoto i col., 1994; Lui i strohl, 1990; Shimizu i col., 1988) o de
I’acid acétic (Sakamoto i col., 1994; Turner i col., 1994; Shimizu i col., 1988). S ha
observat que quan es manté el creixement limitant la concentracié de lafont de carboni, no
nomeés s evita la formacié dacid acetic sind que les cél.lules assimilen I'acid acétic
acumulat a medi i I’utilitzen com a font de carboni minimitzant la seva concentracio
(Turner i col., 1994; Shimizui col., 1992, 1988). Amb un enfoc genetic del problema, donat
que la produccié d acetat és conseqiéncia de I'accid de I'enzim fosfotransacetilasa
(codificada per pta) i I’ acetat quinasa (codificat per ack) (veure Figurall.7), s han aplicat
tecniques de modificacio genetica per |‘obtencio de mutants pta’ amb reduccions
considerables en la produccié d'acétic (Bauer i col., 1990). Perd, en moltes ocasions,
eliminar e gen pta ha portat a acumulacions importants de piruvat que també han resultat
indesitjables ( Diaz-Ricci i col., 1991). Una altra estrategia ha estat la construccio de
mutants en els que es redueix la capacitat d’assimilacio de glucosa o s evita la formacio

d acétic canalitzant € consum de I’ excés de glucosa cap a atres productes de metabolisme
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alternatius (Farmer i Liao, 1997; Aristidou i col., 1994; Bauer i col., 1990; Dedhiai col.,
1994; Diaz-Ricci i col., 1991).

11.3.3. PROBLEMES ASSOCIATS A L’EXPRESSIO DE PROTEINES
RECOMBINANT EN E. COLI

Depenent de la seva velocitat de sintesi, la produccié de proteines recombinants en un hoste
bacteria requereix de gran part dels recursos energetics i anabolics de la cél.lulai atera
substancialment el metabolisme cel.lular (Bailey, 1993). Aquest fenomen és anomenat
estrés o carrega metabolica per expressio recombinant (metabolic burden). D’ entrada no és
possible preveure com alterara €l metabolisme cel.lular la sobreexpressid recombinant
d’ una proteina concreta perd cada cop s aprofundeix més en e coneixement de les

reaccions competitives de metabolisme després de lainduccio.

En aguest apartat es citen i comenten breument els diferents aspectes del metabolisme

cel.lular que cal esperar s afectin de lainducci6 de la sobreexpressio recombinant.

Alteracions en e metabolisme del carboni

Lasintes elevada de proteines recombinants modificai colapsa el metabolisme central del
carboni (Georgei col., 1992), tipicament portant a una acumulacié important d’acid acetic
al medi (Chou i col., 1994a; Georgei col., 1992; Harder i col., 1994; Ko i col., 1995). Els
principals efectes de I’acumulacio d acetat sobre el creixement i |’ expressio recombinant i
les diferents estratégies desenvolupades per intentar controlar la seva formacié s han

comentat al’ apartat anterior d’ aquestaintroducci6 (veure 1.3.2.).

Alteracions en els aparells de produccio de proteines

Generalment la traducci6 deficient d’un mRNA recombinant no és un problema quan es

clona associat a un punt d’unio a ribosoma optim (RBS) pero la cél.lula molt sovint no pot
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tolerar la sintesi continuada i en quantitat d’un mateix producte per un temps elevat.
Després de lainduccio, I’ at nimero de copies dels gen recombinantsi/o les ates quantitats
de mRNA recombinant han de competir amb els gens i mRNA de I’ hoste pels factors de
gue disposa la cél.lula per a transcripcié i traduccid. Alguns articles recents mostren que
després de lainducci6 es produeix una modificacié important en els patrons per ala sintes
de proteines amb una reduccié important de les proteines propies de I'hoste i amb la
consequent dificultat per mantenir e creixement cel.lular (Lin i col., 2001; Jurgen i col.,
2000; Dong i coal., 1995; Rinas i col., 1996; Vind i col., 1993). En alguns casos aixo s ha
associat al fet que les proteines recombinants expressades eren de sequéncies llarguesi aixo
reduia e nimero de ribosomes lliures per dur a terme la resta de traduccions (Vind i col.,
1993) pero e mateix efecte s ha observat amb |a sobreexpressio de gens recombinants més
curts (Rinas i col., 1996). En general, €ls resultats d’ aquests experiments mostren que la
traduccié és un dels processos cel.lulars més sensibles a I’ efecte de la sobreexpressio

recombinant.

Estudis en relacio a la sobreexpressié de a-glucosidasa han mostrat que, a més de la
inhibicio en la traduccid, altres processos cdl.lulars es veuen greument afectats per
I’ expressio recombinant, entre ells la replicacio cromosdmica i transcripcio (Teich i col.,
1998; Lini cal., 2001).

Respostes d’ estres cel.lular associades a la sobreexpressio de proteines recombinants

La sobreexpressiéo d'un gen recombinant pot aterar el metabolisme cel.lular de forma
similar a |’ observada front un xoc térmic (heat shock response) (Bahl i col., 1987; Dong i
col., 1995; Ito i col., 1986; Parsell i Sauer, 1989), principalment, augmentant I’ activitat
proteolitica citoplasmatica (proteasas. lon i Clp entre les més importatnts) i periplasmatica
(proteasa DegP) (Goff i Goldberg, 1985; Kosinski i col., 1992b; Kosinski i Bailey, 1991 i
1992) i I’expressié de determinades chaperones: DnaK, GrpE, GroEL (Dong i col., 1995;
Gill i col., 2000, 2001; Rinas, 1996; Snow i Hipkiss, 1987). La resposta per xoc termic
propiament dita sindueix quan un promotor sensible a la temperatura, com son els

promotors AP_ i APz amb el repressor termosensible cl857, s utilitza per induir I’ expressio
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(Rinas, 1996). Pero, sense un augment de temperatura, una resposta similar s observa quan,
per atres causes, s acumulen proteines incorrectament plegades o amb sistemes d’ excrecio
deficients (Parsell i col., 1989; Kosinski i col., 1992b;Wild i col., 1993) o directament, per
I"Gs &' IPTG com inductor (Kosinski i col., 1992a). En conseqliéncia, métodes per disminuir
aguesta resposta de xoc térmic i/o de I’ activitat proteolitica que se' n deriva, poden millorar
la sobreexpressié recombinant. S han descrit bons resultats disminuint la temperatura de
creixement induit (Kosinski i col., 1992b; Surek i col., 1991) i trebalant amb soques
mutades per disminuir la seva activitat proteolitica (Surek i col., 1991). Un altra solucio
passa per optimitzar I'estrategia d’induccié: s observen disminucions en | activitat
proteolitica quan, en lloc de fer un sol pols d'induccié afegint la quantitat d'IPTG
necessaria de cop com és més habitual, es tria una estrategia d’induccio lenta afegint
I’inductor a mida que creix € cultiu i augmenta la densitat cel.lular (Ramirez i Bentley,
1995).

S han associat atres respostes d estrés cel.lular a la induccié de I’ expressio recombinant
(Choui cal., 1996; Dedhiai col., 1997; Hoffmann i col., 1999; Gill i col., 2000) pero, sense

dubte, la de xoc termic ésla més generalitzada.

Tot i que encara no esta clar quins son exactament s efectes sobre el metabolisme cdl.lular
[ligats alainduccio forta d’ un gen recombinant, de I’ estudi d’inducci6 de diferents sistemes
d expressio i per ala sobreexpressio de diferents proteines, tant proteines propies d’ E. coli
com de proteines heterologues, s extreu que I’ expressio forta de proteines recombinants
afecta el metabolisme cel-lular perque competeix i dterala sintesi de proteines propies de
I” hoste necessaries per mantenir la seva viabilitat. En els pitjors casos, aixo porta a la mort
cel.lular poques hores després de la induccié. Com a conseguiencia, tots els métodes que
permetin modular la velocitat especifica de sintesi no només poden millorar el plegament
de les proteines i disminuir la resposta d’ estres de xoc termic després de la induccié siné

gue també han de contribuir a millorar la viabilitat cel.lular després de lainduccio i derivar
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en un alargament considerable del temps de creixement induit per rendir concentracions de

producte finals superiorsi , provablement, millorar la seva qualitat.

11.3.4. ASPECTES PER OPTIMITZAR L’EXPRESSIO RECOMBINANT EN E.coli

Per I optimitzacio d’ un procés d’ expressio recombinant s’ entén maximitzar la concentracio
final del producte d’interés i la seva productivitat volumetrica, és a dir, no nomeés obtenir €l
maxim de producte per unitat de volum siné també en el menor temps possible. Aquest
objectiu passa per assolir densitats cel.lulars de cultiu € més ates possibles i,
simultaniament, optimitzar la productivitat especifica de |’ hoste en les condicions de cultiu:
garantir que estem explotant al maxim la seva capacitat productiva (acumulacié maxima de
producte per unitat de biomassa) i optimitzant les condicions de cultiu per tal que aixo sigui

possible reduint al maxim el temps necessari i en consequiéncia, els costos del proceés.

Els principal s aspectes que cal considerar per al’ optimitzacié d’ un procés de produccio de
proteines recombinants en E.coli s han recollit en nombrosos articles de revisié sobre el
tema (Weickert i col., 1996; Makrides, 1996; Hannig and Makrides, 1998; Baneyx, 1999,
Neubauer i Winter, 2001, Ferrer, 2002). Principal ment, aguests aspectes son:

a) latriade vectorsi sistemes d’ expressio recombinant i
b) I’ estrategia de cultiu.

Caldratriar entre les diferents possibilitats en relacié a ambdds aspectes per minimitzar els
problemes associats a I’ expressio recombiant en E.coli com son, principalment, la formacio
d agregats insolubles de proteina (cossos de inclusid), la degradacié de proteines
sobreexpressades per proteases i |'estrés metabolic associat a I’ expressié recombiant. La
majoria d autors descriuen les diferents alternatives pero coincideixen en I’ opinié que no és
possible generalitzar I’ optimitzacié d’un procés. cada proteina és diferent i en cada cas és
necessari valorar la importancia de cada aspecte per optimitzar el procés per a la seva

sobreexpressio.
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[1.3.4.1. Vectorsi sistemes per al’expressié recombinant en E. coli

Un sistema d'expressio procariota ben dissenyat conté un seguit d elements genétics
optimament configurats per a control de transcripcid i traduccié de les seqiiéncies a
expressar (son articles de revisd sobre € tema: Makrides, 1996; Baneyx, 1999). De

rellevant importancia pel que faalasevatriai enrelacié a aquest treball:

a) Origen de replicacio (Ori): determina el nimero de copies del vector per unitat
cel.lular. Generalment es treballa amb vectors de replicacio relaxada, amb un nimero de
copies entre 15-60 per unitat cel.lular (com son els plasmids derivats de pMB1/ColEl).
Pero depenent de I’ efecte de I’ expressio recombinant sobre e metabolisme de la soca hoste
es pot triar entre vectors de baix, mitja o alt nimero de copies (inferiors a 15, inferiors a

100, i per sobre del centenar de copies, respectivament).

b) Control de segregacio plasmidica: un altre aspecte important a considerar és el dels
mecanismes amb que es prepara el vector per evitar la segregacio del plasmid durant el
cultiu: €l total de copies del plasmid es distribueix arbitrariament amb la divisio cel.lular i
una divisié molt desigual pot portar a la seva pérdua a llarg de les generacions. Aix0
comporta mantenir el creixement d’ una fraccid cada cop superior de cél.lules del cultiu no
productives. EI mecanisme classic per evitar aquest problema de segregacid és la
coexpressié d'un gen que codifica per a la resisténcia a un antibiotic que actua com a

marcador de selecci6.

c) Promotor: per arribar a sobreexpressions superiors a 20% de la proteina cel.lular total
és imprescindible treballar amb sistemes d’ expressié controlats. Aquests sistemes es basen
en un promotor regulable caracteritzat per una velocitat de transcripcié molt baixa sota

condicions de repressio i una atavelocitat de sintesi de mRNA després de lainduccio.

Els sistemes d’'inducci6 convencionals es basen en promotors forts d' E.coli o fags d’ E.cali.
Durant molts anys I’ operé per ala utilitzacio de lalactosa en E. coli (operd lac) ha sigut un

dels grans paradigmes en |’ enteniment de la regulacio procariota i no es d’ estranyar que
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molts dels promotors emprats per a la transcripcid de gens heterolegs en E.coli s hagin
construit a partir d’ elements derivats d’ aquest promotor natural d E. coli. Unabonarevisio
en relacio a I’optimitzacid de I'expressio recombinant controlada pel promotor lac la
presenta e grup del Dr Glick (Univestitat de Waterloo, Canada) (Donovan i col., 1996).
Sha considerat oportl descriure, en linies molt generals, €l funcionament i regulacié
d’ aquest opero lac per gjudar a entendre el funcionament dels vectors d’ expressio emprats
en agquest treball (Apéndix 1).

Encara que €@ promotor natural de I'operd lac i e seu derivat més proper lacUV5
(modificat per evitar la regulacié per catabolit via AMP ciclic) son promotors debils i
rarament utilitzats, han donat peu a derivats ampliament emprats. Els promotors sintétics
tac i trc (hibrids entre el promotor lac i €l promotor del triptofen , trp, un atre promotor
natural d’'E.coli) son promotors forts que permeten I'acumulacié rutinaria de proteina
heterolaga entre € 15-30% de la proteina total de |’hoste i sdn induibles per IPTG pero
sense regulacio per catabolit. Els principals desavantatges per ala utilitzacié dels promotors
derivats del lac van lligatsal’ tsde I’ PTG com inductor de |’ expressié heterologa. L' IPTG
és un andleg estructural de lactosa no metabolitzable de cost elevat i que pot resultar toxic

per alacd.lulahostei per al’huma (Kosinski i col., 1992a).

La soca amb que sinicia aquest treball per a la produccié de Fuc-1-PA, XL1 Blue
MRF (pTrcfuc), disposa d'un origen de replicacié ColEl, €l gen de resisténcia a
I"ampicil.lina i utilitza el promotor trc per a control d’expressié. En les Ultimes décades
perd sha reditzat un esfor¢ important per desenvolupar nous sistemes d expressio.
Constantment apareixen noves aternatives per intentar millorar la qualitat o quantitat en
I” expressio recombinant en E.coli. Periodicament es publiquen revisions sobre el tema (de
les més recents: Neubauer i Winter, 2001) que intenten actualitzar les possibles alternatives
desenvolupades. El Capitol VII d'aguests treball es centra en la millora del sistema
d expressié de Fuc-1-PA en E.coli i alasevaintroduccié es fa una amplia revisié sobre les

noves possibilitats en regulacié d’ expressio i control de segregacio plasmidica.
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11.3.4.2. Tecniques de cultiu d’E. coli en la produccié de proteines recombinants

Paral.lelament a la millora dels sistemes d expressio, s han anat desenvolupant noves i
avancades técniques de cultiu d’'E. coli per assolir cultius d’ alta densitat cel.lular i millorar
la productivitat dels processos. Aquest tema també ha estat motiu de nombrosos articles de
revisio (Yeei Blach, 1992; Lee, 1996; Riesenberg i Guthke, 1999)

Els sistemes de fermentacié utilitzats per a cultiu d’'E. coli son, basicament, tres: e cultiu

discontinu, semicontinu i continu.

El cultiu discontinu és un sistema fonamentalment tancat en el que tots els nutrients
necessaris per a creixement es carreguen a tanc de fermentacié al’inici del procés. Durant
el procés no s'addiciona cap altre nutrient a marge de I'aeracid i les solucions per al
control del pH i es recupera € producte quan € cultiu es dona per finalitzat. En aquest
mode d’ operacid, les condicions de creixement canvien continuament amb el temps. a mida
gue creixen les cdl.lules consumeixen els nutrients presents a medi de cultiu i excreten
subproductes. Generament, s atura el creixement cel.lular per I’ esgotament d’ un substrat o
["acumulacié d'un subproducte toxic molt abans que € cultiu quedi limitat per la
transferéncia d’ oxigen. El principal inconvenient del procés discontinu és |’ elevat temps no
productiu entre fermentacions que compren: carrega i descarrega del tanc de fermentacio,

neteja, esterilitzacio i preparacio del nou procés.

El cultiu continu és un procés on continuament s alimenta medi fresc a biorreactor que
conté les cél.lules en creixement i s extreu el mateix caba de cultiu homogeneitzat amb
cél.lules. Es caracteritza perque és possible assolir situacions de regim estacionari en que
les propietats del cultiu romanen constants en €l temps i aixo permet determinar relacions
entre el comportament del microorganisme i les condicions ambientals. Nombrosos
aspectes en relacio a la fisiologia ' E. coli i al’optimitzacié de medis de cultiu han estat
possibles gracies a aguesta técnica. Per exemple, s han determinat velocitats de creixement
critiques per ala produccio d’ acid acetic per a un gran nombre de soques (Han i col., 1991,

Suarez i Kilikian, 2000) i s han determinat el's coeficients de rendiment de molts nutrients a
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biomassa segons la velocitat especifica de creixement amb I’ objectiu de dissenyar medis
definits de composici6 equilibrada (Lee i Blanch, 1993; Reiling i col., 1995; Rothen i cal.,
1997).

El cultiu semicontinu parteix d’ una etapa de creixement discontinu amb una determinada
concentracio de nutrients a vas de fermentacié. En aquesta etapa €l microorganisme creix a
la seva maxima velocitat especifica de creixement. Abans d’ entrar en fase estacionaria per
esgotament dels nutrients limitants, S'inicia una segona etapa de fermentacié en la que es
van addicionant els nutrients necessaris per mantenir el creixement del cultiu. Escollint la
composicio del medi de cultiu, del medi alimentat i |’ estrategia d’ alimentaci ¢ adequades es
possible minimitzar I’acumulacié de nutrients i la formacio de productes toxics del
metabolisme d E. coli allargant €l creixement del cultiu.

D’ aquestes tres tecniques de fermentacio, la semicontinua és I’ Unica que permet assolir
cultius d'dta densitat cel-lular en E. coli i, per tant, la de mgor interés amb finalitats
productives de proteines recombinants. En cultius en discontinu d' E. coli les densitats
cel -lulars maximes descrites oscil -len entre 51 15 grams de biomassa seca per litre de cultiu.
En canvi, emprant estratégies semicontinues es poden arribar a assolir concentracions entre
els50i 100 g PS/l (Curlessi col., 1990; Lee i Blanch, 1992, Mendoza Vegai col., 1995).
Les concentracions cel.lulars maximes assolides amb E.. coli recombinant en fermentadors
convencionals es troben a voltant dels 150 g PS/I (Horn i col., 1996; Korz i col, 1995).
L’ addicio limitada d’ un nutrient essencial per creixement durant |’ etapa alimentada permet
controlar e creixement del cultiu i aix0 es tradueix en una solucié per as principals
problemes per assolir cultius d’'ata densitat cel.lular d E.coli. Aquests problemes son

basicament dos:

1.- lalimitacié en la transferéncia d' oxigen. En bioreactors convencionals discontinus la
transferéncia d’ oxigen per mantenir el creixement queda limitada entre els 10-20 PS g/l
(Neubauer i Winter, 2001). Treballant amb velocitats de creixement inferiors que la
velocitat especifica maxima per a microoganisme, s alarga e temps de creixement en

condicions aerobies.
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2.- L’acumulacio d'acid acétic al medi de cultiu com a principal producte toxic del
metabolisme d'E. coli. Al controlar I’addicié de la font de carboni i energia per d
creixement és possible evitar la seva acumulacié a medi i mantenir velocitats de

creixement inferiors alacritica per alaproducci6 d' acetic (veure 1.3.2.).

Un altre aspecte que la mgjoria d autors consideren de maxima importancia en relacio ala
produccié recombinant en E. coli, tant per a I’éxit de les estratégies semicontinues per
assolir cultius d ata densitat cel.lular com per maximitzar la productivitat especifica, ésla

composicio del medi de cultiu (Neubauer and Winter, 2001).

En base a aquesta revisio bibliografica general, resulta obvi que I’ optimitzacio d’un procés
per a la produccié de Fuc-1-PA ha de passar per posar a punt una estratégia semicontinua
que permeti € seu cultiu a altes densitats cel.lulars. El Capitol V d’aguest treball es centra
en |’eleccio d'un medi adequat per al’ expressio de Fuc-1-PA en XL 1 Blue MRF (pTrcfuc)
i lasevaintroduccio es centra en descriure els diferents tipus de medisi els efectes que se'ls
atribueix en relacié a |’ expressié heterdloga de proteines en E.coli. L’ objectiu primer del
capitol seglient, Capitol VI, és I’optimitzacié d' un procés semicontinu per assolir cultius
d alta densitat cel.lular. Igualment, la seva introduccioé es centra en una amplia revisié
bibliografica en relaci6 a estratégies de cultiu semicontinu per assolir cultius d’ alta densitat

cel.lular.
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[11. OBJECTIUS

Objectiu general

Definir un procés optimitzat i reproduible per a |’ obtencio de I’adolasa Fuc-1-PA en

E.coli aescala productiva.

Objectius especifics

1. Determinar |'efecte de la composicio del medi de cultiu en la sobreexpressio
recombinant de Fuc-1-PA en E.coli XL1 Blue MRF (pTrcfuc).

2. Desenvolupar una estratégia de cultiu semicontinua que permeti assolir cultius d’ata

densitat cel.lular d’ E.coli XL1 Blue MRF (pTrcfuc) en condicions reproduibles.

3. Optimitzar la producci6 de Fuc-1-PA a les condicions d'operacio fixades per
I’ estratégia semicontinua desenvolupada. Aquest objectiu passa per definir un criteri
d'induccié que permeti maximitzar la concentracié volumetrica de Fuc-1-PA activa
(UA -I"™Y i laproductivitat (UA - 1™ - h%) al final del procés.

4. Avauar les possibilitats de millora del procés de produccié obtingut a nivell genétic
utilitzant nous sistemes d’ expressié recombinant que presentin avantatges relacionats

amb els nivells de sobreexpressio de Fuc-1-PA o els costos del proces.

5. Finament, estudiar laviabilitat del procés desenvolupat a escala productiva.
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IV.1. EQUIPAMENT GENERAL | PRODUCTESQUIMICS

IV.1.1. EQUIPAMENT GENERAL

- Agitador magnétic:
- Multiagitador Snijders.
- Agitador SBS® A-161 serie B.
- Agitador vortex Velp Scientifica 2x°.
- Autoclau P-selecta AUTESTER-E
- Balancaanalitica Scaltec SBC22.
- Balancagranetaria Mettler PJ 6000.
- Bany termostatat P-selecta Tectron Bio
- BombaperistalticaEYELA MP-3.
- Cambrade flux laminar Telstar BH-10.
- Centrifuga Kontrol Hermle Centrikon H-401 ZK-401.
- Centrifuga per atubs Eppendorf Hettich Zentrifugen Mikro 12-24.
- Equip electroforesi:
- Bio-Rad Mini-Protean || Dual Slab Cell.
- Font d’alimentacio LKB BROMMA 2197 Power Supply.
- Espectrofotometre KONTRON Uvicon 941 Plus
- Estufes:
- Estufa de cultius Memmert.
- Estufa P-selecta Digitronic.
- Incubador orbital de cultius Gallenkamp.
- Liofilitzador Virtis Sentry Benchtop 5L.
- Micropipetes de volum variable Nichiryo Nichipet.
- Microscopi optic Olympus BH-2 .
- pH-metre Crison Micro pH 2001
- Sonicador Vibra-cell™ Sonic & Materials Inc. DANBURY CT.
- Sonicador Braun Labsonic 2000.



IV. Materialsi Métodes 39

IV.1.2. PRODUCTES QUIMICS

Els productes quimics d’'Us genera utilitzats son de grau analitic de les firmes Panreac
(treballant as laboratoris del departament d’Enginyeria Quimica de la UAB) i Merck
(trebalant als laboratoris de Cobra Bio-manufacturing plc. (Keele, Regne Unit)). La

procedéncia dels productes d’ is més especific s indicara a mesura que apareguin en el text.

El substrat per I'assaig enzimatic especific de Fuc-1-PA, Fuc-1-P, no és comercial i s ha
sintetitzat al laboratori, tal i com es descriu a I’ apartat 1V.5.3.2.3. d’aquest capitol, seguint
un protocol desenvolupat en anteriors treballs de I’equip (Durany, 2000) que permet la
sintes de lots de qualitat reproduible.

IV.2. MATERIAL BIOLOGIC | MEDISDE CULTIU

IV.2.1. SOQUESI VECTORS

IV.2.1.1. Descripcié de soquesi vectors

E.coli XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc)

Es disposa de la soca E.coli XL1 Blue MRF (pTrcfuc) per a la sobreexpressio de Fuc-1-
PA. Aquesta soca recombinant ha estat cedida pel Dr. Garcia Junceda i obtinguda a partir
dels seus treballs de col 1aboracio amb el grup de recerca del Dr. Wong (Scripps. Ins,; La
Jolla, U.S.A.) (Garcia-Junceda et al., 1995).

- La soca hoste E.coli XL1 Blue MRF'.

La soca emprada com a hoste, XL1 Blue MRF (Stratagene Co.; San Diego, CA), es
caracteritza per ser deficient en els gens que codifiquen per as enzims involucrats en la
sintes de tiamina (Vitamina B;) i també per contenir un episoma F'. L’episoma F és un

plasmid que conté e factor F que codifica pel pili sexual a través del qual e bacteriofag
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M13 pot infectar la cél-lulai pels gens que codifiguen els enzims involucrats en la sintes
de prolina. Un sistema de complementacio per I’ operé lactosa (lac) entre I'episoma F i
plasmid emprat com a vector de clonatge facilita la seleccid dels clons transformats amb

exit que contenen el plasmid amb I’insert que codifica per I’ expressié de I’ enzim d’ interés.

El genotip d’E.coli XL1 Blue MRF' és:

A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl
gyrA96 relAllac [F proAB lacl%ZAM15 Tn10 (Tet)]

- El vector de clonatge: plasmid pTrcHis.

El sistema d expressio pTrcHis (Invitrogen; San Diego, CA) és un sistema dissenyat per
I"expressio regulada d’ ats nivells de proteines no toxiques en E. coli sota e control del
promotor d’expressié trc. Aquest promotor trc és un hibrid derivat dels promotorstrp i lac
regulat per |’ operador lacO i € producte d’ expressio del gen lacl®. La presénciade lactosa o
el seu andeg estructural isopropil-p-tiogalactopiranosid (IPTG) activen la transcripcié del
gen lacl, el producte d’ expressié obtingut actua sobre I’ operador lacO i permet |” expressid

dels gens dependents d’ aquest promotor fort.

Aquest plasmid consta d'un origen de replicaci6 (ColE1l), un gen de resistencia a
ampicil-lina (Amp") i, sota e control del promotor trc, la sequiéncia codificant per una cua
d histidines junt a polylinker. de forma que la proteina clonada s expressa com a proteina

defusio asishistidines en € seu extrem N-terminal.
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B oo O i =70 PR

pTrcHis
A.B,C
4.4 kb

Sph

Plasmid pTrcHis (Invitrogen; San Diego, CA).

E.coli XL 10-Gold Kan' (Ref.: 200315: Stratagene)

La soca E.coli XL10-Gold Kan' es caracteritza per la seva alta eficiencia en la
transformacié de molécules de DNA grans i procedents de lIligacio. Es una soca
especialment preparada per experiments de clonatge en que es requereix eficiencies de

transformacio altes. Conté el gen de resistencia a kanamicinaal episomaF .

Aquesta soca s ha utilitzat en aquest treball en tots els passos de clonatge per |’ obtencio

dels nous vectors pORT1 per | expressié de Fuc-1-PA.

El genotip d’ E.coli XL10-Gold kan" és:

Tet" D(merA)183 D(mer CB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96
relAl lac Hte [F¢ proAB lacl 9ZDM15 Tn10 (Tet") Tn5 (Kan) Amy]
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E.coli DH1lacdapD i E.coli DH1lacP2dapD (Cobra Bio-M anufacturing plc.)

Aquestes soques, E.coli DH1lacdapD i E.coli DH1lacP2dapD, son la base del sistema
d expressi6 ORT patentat per Cobra Bio-Manufacturing plc. El seu cromosoma ha estat
modificat de forma que contenen € gen cromosomic essencial dapD sota el control del
promotor/operador lac (Cranenburgh et al., 2001). Aquestes cél.lules lisen sind és en
presencia de:

- lactosao IPTG (queindueixen I’ expressio de dapD),

- laproteina codificada per dapD, tetrahidrodipicolinato N-succiniltransferasa (DAP), o

- transformades amb un plasmid multicopia que contingui |’ opero lac.

Aquesta Ultima opci6 permet un sistema de seleccié plasmidica eficag Iliure de I'Us

d antibioticsi amb aquest objectiu han estat emprades en aquest treball.

E.coli DH1lacdapD conté un promotor lac perd aquesta soca és capag de créixer en LB
sense les suplementacions esmentades al punt anterior degut a uns nivells d expressio
basal, no regulada pel promotor lac, molt baixos pero suficients per mantenir el creixement
cel.lular. El genotip d'E. coli DH1lacP2dapD ésidentic a d’'E. coli DH1lacdapD pero en
aquest cas només es modifiquen 2 nucledtids en la seqiiéncia del promotor lac que passa a
lacP2 per una millor unié opero-proteina repressora i una menor expressio del gen sota
control: aguesta soca ja no és capag de créixer en LB sense les suplementacions necessaries

per induir I’ expressio del gen essencial.

- El genotip d'E. coli DH1lacdapD i E.coli DH1lacP2dapD és:
recA endAl gyrA96 thilhsdrl7 supE44 relA1l A(dapD)::kan hipA::lac-dapD

Vectors pORT1i pORT1a (CobraBio-Manufacturing plc.)

El vector pORT1 ha estat construit a partir del vector comercial pBluescript SK(+)
(Stratagene) (Cranenburgh et a., 2001).Conté una regio amb llocs de tall Unics per molts
enzims de restriccié (MSC, multicloning site) flanquejat pels llocs d'unié de I’ encebador
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(primer) M13 per facilitar la sequienciacio, I’ origen de replicacio pMB1 ori per at nUmero
de copies, les sequiencies d' operd lac optimament espaiades. lacO; i lacOsz i € gen bla
flanquejat per dos sequiencies repetides amb lloc de tall per sis endonucleases (XS, excision
sites) . Talant amb qualsevol d'aguestes endonucleases i relligant s obté € plasmid
PORT1alliure del gen bla.

pORT1

2293 bp

AT T T

Plasmids pORT1 i pORT1a S'indiquen els enzims de restriccié amb lloc detall unic.

IV.2.1.2. Conservacio i manipulacié de soques

Per assegurar la integritat de la soca es manté un estoc d’aliquotes de glicerinat de cada

soca origina a —80°C. Cada experiment parteix d’'una d aquestes aliquotes i |’estoc es
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renova quan és necessari amb la preparacié de nous glicerinats partint d’'una de les

aliquotes de lasocaoriginal.

1V.2.1.2.1 Revifament a partir deglicerinats.

E.coli XL1 Blue MRF (pTrcfuc)

1.- En condicions aseptiques, es transfereix un anell glicerinat de I’ estoc d’E.coli XL1 Blue
MRF (pTrcfuc) a-80°C a un matras Erlenmeyer de 100 ml de capacitat que contingui 15

ml de medi LB suplementat amb ampicil-lina a concentracié final 250uM.

2.- Siincuba el cultiu inoculat a voltant de 12 hores a 37°C i 250 rpm.

3.- El cultiu obtingut s utilitza com a pre-inocul en estudis de creixement en fermentador o

bé per ala preparaci6 de nous glicerinats.

E.coli XL10 gold kan', E.coli DH1lacdapD i E.coli DH1lacP2dapD

El mode d operacié as laboratoris de Cobra Bio-Manufacturing plc. és basicament €

mateix, Unicament cal considerar:

- per a primer pas de cultiu liquid s'inoculen només 5 ml de LB en un tub estéril amb 10
ul d’una aliquota glicerinada préviament descongel ada.

- Les soques E.coli DHllacdapD i E.coli DH1llacP2dapD no requereixen de la

suplementaci6 del medi amb ampicil.lina

1V.2.1.2.2 Preparaci6 de glicerinats

E.coli XL1 Blue MRF (pTrcfuc)

Per a la preparaci6 dels glicerinats s utilitzen uns preparats comercials amb aguest finalitat: Cryo-
billes (Ref: AEB400100; AES Laboratoire (Franca)). Es tracta d'uns tubs aséptics de 1ml de
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capacitat Util que contenen unes boles a les que s adhereix el microorganisme submergides en una

soluci6 hipertonica crio-preservativa.

1.- El cultiu de revifament obtingut a punt IV.2.1.1.1. s utilitza com a pre-indcul d’ un segon cultiu
reaitzat en les mateixes condicions i que es fa créixer fins assolir la fase exponencial de
creixement. Quan la D.O. gonm = 1,00 +/- 0,5 sutilitza per la preparacid de glicerinats (son
necessaries al voltant de 2 hores de creixement)

1.- S'obre, en condicions asaptiques, un tub de Cryo-hillesi s afegeix 500 ul del cultiu.

2.- S’homogeneitza € contingut del tub per inversié i es retira, amb gjut d una micropipeta, €l

maxim de |a soluci 6 sobrenedant.

3.- Es conserva a—80°C.

E.coli XL10 gold kan', E.coli DH1lacdapD i E.coli DH1lacP2dapD

El mode d operacié as laboratoris de Cobra Bio-Manufacturing plc. és basicament €
mateiX, unicament cal considerar que els glicerinats es preparen directament amb glicerol
estéril, sense cap suport comercial, iguament a partir d’'un cultiu en creixement
exponencia a D.O gyonm = 1.00+/- 0,5, barrgjant cultiu i glicerol a una concentracio6 final en
glicerol 15%.

IV.22. MEDISDE CULTIU

Tots els medis, 0 les seves solucions components, s esterilitzen a 120°C durant 20 min.
Només en el cas de solucions concentrades de glucosa el temps d’ esterilitzacio és de 15
min per minimitzar caramelitzacions del sucre (McNeil and Harvey, 1990). Quan és
necessaria |’ esterilitzacio alternativa per filtracio amb filtres de 0.22 um (Millex-GS,
Millipore) es detalla al text.
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Els medis es suplementen amb ampicil.linacom a marcador de selecci6 a concentracio fina
100 uM quan és necessari. Altres suplementacions especifiques per auxotrofies concretes

de lasocade treball es detallen per a cada medi.

Medi complex LB (Luria-Bertani)

Composicié (g1™): Triptona (Ref.: L42; Oxoid), 10; Extracte de llevat (Ref: L21; Oxoid), 5;
NaCl, 10.

Medi complex SOC

Aquest medi s utilitza Unicament per a revifament de cel.lules sotmeses a electroporacio

segons el protocol de transformacio per electroporacio.

Composicid (g:1™): Triptona (Ref.: L42; Oxoid), 2; Extracte de llevat (Ref: L21; Oxoid), 5; NaCl,
0.6; KClI, 0.2; MgCl, 1.0; MgS04, 1.3; glucosa, 3.6.

Medi definit MD

Medi definit utilitzat en creixements en matrassos Erlenmeyer d’'E.coli XL1 Blue MRF

(pTrcfuc), modificacio del previament descrit per Yeei Blanch (Y ee and Blanch, 1993b):

Composici6 _(gl™): KHPO, 13.23: KH,PO, 265, NaCl, 1.33; (NH4).SOs 5.47;
MgS0O,-7H,0, 0.09; CaCl,-2H,0, 0.06; FeSO,-7H,0, 0.04; Glucosa, 10; Tiamina, 0.01 i

solucio d' elementstraca, 16 ml.

Solucié d elements traca (mg-™): ClsAl-6H,0, 110; ZnSO,-7H,0, 100; CoCl,-6H,0, 160;
CuS0O4-H,0, 40; H3BO;3, 20; MnCl,-4H,0, 400; NiCl,-6H,0, 20; NapxM00,,100.

Preparaci0: es preparen dues solucions de sal's separades per esterilitzar al’ autoclau (120°C,
30min ): la solucio concentrada d’ elements traga i una solucié concentrada que inclou tota

la resta de sals al medi, solucié de macroelements. La glucosa es prepara en una solucié
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estoc de 100g-™ i s esterilitza a |’ autoclau (120°C, 15 min). També es preparen solucions
individuals d ampicil.lina (estoc 100 mg-1™) i tiamina (estoc 100 mg-™) que cal esterilitzar
per filtracio amb filtres de 0.22 um (Millex-GS, Millipore).

M edi semidefinit M SC

Medi semidefinit utilitzat en creixements en matrassos Erlenmeyer d E.coli XL1 Blue
MRF (pTrcfuc). Es prepara segons es descriu per al medi MD suplementant-lo amb la
quantitat d extracte de llevat d'interes. L’extracte de llevat S afegeix a la solucié de

macroelements prévia esterilitzacio.
Medi definit MD-FB

Medi definit per a cultiu d'E. coli a altes densitats cel.lular en estrateégies semicontinues.
Dissenyat en base a la composicio elemental d’E. coli i a dades per as rendiments a
biomassa dels principals nutrients. La discussio en relacio a la composicio d aquest medi i
als criteris per la distribucié dels seus components entre la fase discontinua i alimentada
formapart del Capitol VI. d’ aquest treball.

Medi MD-FB per |’ etapa discontinua de creixement

Composicid (g1™): Glucosa, 25%), K,HPO, 13.23: KH,PO, 2.65; NaCl, 2.04; (NH,),SO,,

4.10; MgSO,-7H,0%), 0.5; FeCls, 0.026, Tiamina, 0.01 i solucié d elementstraca, 2,86 ml -
I,

Quan es treballa amb soques recombinants derivades de DH1lacdapD també és necessaria
la suplementacio de L-prolina. La concentracié de L-prolina a medi es fixa segons € seu
consum relatiu a glucosa i el valor d’ aquest rendiment ha estat motiu d estudi del Capitol
VIl d aquest treball.



IV. Materialsi Métodes 48

Solucié d’ elementstraca (g - 1™): CaCl,-2H,0, 1.44;, Cl3Al-6H,0, 0.04; ZnSO,-7H,0, 0.87;
CoCl;,-6H20, 0.16; CuSO4-H20, 1.55; H3BOs, 0.01; MnCl»-4H,0, 1.42; NiCl,-6H,0, 0.01;
NaxM 0O, 0.02.

&) Només 10 g glucosa - I"* quan es treballa en matrassos Erlenmeyer: generalment per a
I” obtenci6 dels precultius per inocular els experiments en fermentadors.

Puntualment, també s ha treballat amb altres concentracions de glucosa en |'etapa
discontinua d’experiments en fermentador. Concretament, a 5 i 10 g glucosa - I™*. En
aquests casos ho es va modificar la composicié en la resta d’ elements addicionats segons
els seus rendiments relatius a glucosa treballant amb un excés superior respecte ala glucosa
com anutrient limitant.

Preparacié: Es preparen, esterilitzen i barregen en la proporcié adequada les segients
solucions:

- Glucosa 100g.I™ (120°C, 15 min).

- MgS0,-7H,0 500 g.I*

- Soluci6 concetrada de macroelements (g.1™): KoHPO,, 17.91; KHoPO4 3,59; (NH4)2SO04,
5.55; NaCl, 2.76.

- Solucié d elements traca (g.l™): CaCl,-2H,0, 1.44;, ClsAl-6H,0, 0.04; ZnSO,7H,0,
0.87; CoCl,-6H,0, 0.16; CuSO4H,0O, 1.55; H3zBOsz; 0.01; MnCl,-4H,0, 1.42;
NiCl,-6H,0, 0.01; NayM00O,, 0.02. S gustael pH entre 1.5 2.00 amb HCI.

- FeCl3 59 - I'* (Esterilitzacio per filtraci amb filtres de 0.22 um (Millex-GS, Millipore)).

- Tiamina 100 mg.ml™*(Esterilitzacié per filtraci6 amb filtres de 0.22 um (Millex-GS,
Millipore)).

Medi MD-FB per al’ etapa alimentada de creixement

Es treballa amb dos solucions aimentades: una de glucosa concentrada com a font de
carboni limitant del creixement que conté a més la resta de nutrients que cal aimentar en

[leuger excés segons e seu rendiment relatiu a glucosa. La segona és una solucio
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concentrada per la suplementacio puntual de fosfats segons el criteri fixat per la seva

addicio (veure Capitol V1.)

Solucié A: per I’alimentacié concentrada de glucosa. Composicio (g - I™): Glucosa, 582.0,
(NH4)2S04, 10.7; MgS0,4-7H20, 11.6; FeCls, 0.6, Tiamina, 0.35 i solucié d’ elements traga,
76,6 ml -1,

Preparacid: Es preparen, esterilitzen separadament i es barregen en la proporcio adient les
seguients solucions:

- Soluci6 estoc de glucosa concentrada (solucié A.1). Composici6 (g.1™): Glucosa, 600.0;
MgSO,-7H,O, 12.0; FeCls, 0.61; Tiamina, 0.42 i solucié d’elements traca 79ml.I™.
(Esterilitzacio: 120°C, 15 min)

- Soluci6 estoc o amoni concentrat (solucié A.2). Composici6 (g.1™): (NH4).SO4, 475g.1™

Soluci6 B: per I’alimentacié concentrada de fosfats (111.7 g P - ™). Composicié (g - 1™Y):
K2HPO, 500: KH,PO, 100

Medi definit M DI
Aquest és un medi descrit per Wilms i col.laboradors per a cultiu d’E. coli fins altes
densitats cel.lulars en estratégies semicontinues (Wilmsi col., 2001). Aquest medi s utilitza

anicament al’ experiment FB-2 d’ aquest treball.

Medi MDI per I’ etapa discontinua de creixement

Composici6 (g.1™): Glucosa, 25, K;HPO, 14.60: NaH,PO,-2H,O  4.00; NH.CI, 0.5;
(NH4)2S04, 2.68; MgSO4-7H20, 0.5; NaxSOs, 2.00; (NH4)2 — H — citrat, 1.00; Tiamina,

0.01%) i soluci6 d’ elements traga (anomenada TES), 3 ml.I ™.

&) El medi original descrit per Wilmsi col.laboradors no té tiamina. S'inclou en lamateixa

proporcié que en €l medi MD-FB.
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Solucié TES (gl™): FeCls, 8,35, CaCl, 0.50; ZnSO47H;0, 0.18; CoCly-6H;0, 0.18;
CuS0,:5H,0, 0.16; MnSO4H;0, 0.10; Na-EDTA -2H,0, 11.13.

Preparacié:. Es preparen, esterilitzen i barregen en la proporcié adequada les seglents
solucions:

- Glucosa 100g.I™* (Esterilitzacié: 120°C, 15 min).

- Solucié concentrada de macroelements (g.l™): K,HPO, 19.55; NaH,PO,-2H-0, 5.36;
(NH4)2S04, 3.59; NaxSO,, 2.68; NH4CI, 0.67; . MgSO,-7H,0, 0.67; (NH4), — H — citrat,
1,34.

- Solucié TES (g.I™): FeCls, 8,35, CaCly, 0.50; ZnSO,-7H,0, 0.18; CoCl,-6H,0, 0.18;
CuS0,4-5H,0, 0.16; MnSO4-H,0, 0.10; Na,-EDTA -2H,0, 11.13.

- Tiamina 100 mg.ml™(Esterilitzacié per filtracié amb filtres de 0.22 um (Millex-GS,
Millipore)).

Medi MDI per |’ etapa alimentada de creixement

Solucié A: per I'alimentacié concentrada de glucosa. Composici6 (g.1™): Glucosa, 600.0;
MgSO,-7H,0, 23.68; Tiamina, 0.63 i solucié TES, 125 ml.I™. (Esterilitzaci6: 120°C, 15
min).

Soluci6 B: per I alimentacié concentrada de fosfats. Composicié (g.1™): (NH,)2HPO4, 76.2.

IV.3. CULTIU EN MATRASERLENMEYER

a.- Departament d’'Enginyeria Quimica (UAB)

Per als estudis de caracteritzacié de la soca XL1 Blue MRF (pTrcfuc) en matrassos

Erlenmeyer redlitzats a Departament d Enginyeria Quimica de la UAB s ha seguit €

seglent protocol:
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1.- Es parteix d’un cultiu de revifament a partir de glicerinat tal com es descriu a |’ apartat
IvV.2.1.2.1.

2.- Amb aquest cultiu de revifament s inoculen matrassos Erlenmeyers d' 1 litre de capacitat
gue contenen 200ml del medi de cultiu en estudi. El volum d'indcul emprat és tal que la
D.Osoonm inicia oscil.li entre 0,3 i 0,35 unitats. Les condicions de cultiu previes a la

induccio esfixen a37°C i 200 rpm .

En tots els casos i préviainoculacio, s addiciona ampicil.lina com a marcador de selecci6 a
concentracié fina de 100 mg.|™. Per as estudis d expressié de Fuc-1-PA, es fixa el
moment d’'induccié a les 4,5 hores de creixement i Sindueix per addicio del volum d’una
solucié 100mM IPTG necessari per assolir la concentracié d' IPTG a medi de cultiu fixada
per a l’estudi en cada cas. Només quan s'indica al text la temperatura es redueix a 30°C

després de lainduccio.

b.- Laboratorisde Cobra Bio-Manufacturing plc. (Keele, UK)

Els estudis de caracteritzacio equivaents als laboratoris de Cobra Bio-Manufacturing plc.
es redlitzen seguint basicament el mateix protocol. Ca considerar només les seglients

modificacions:

1.- es treballa amb matrassos Erlenmeyers de 250ml de capacitat que contenen 50ml del
medi de cultiu en estudi.

2.- sSiindueix al’inici de la fase exponencia de creixement, quan la D.O.g0onm €s de 1.0 +/-
0.5 unitats.

3.- Per cada una de les soques en estudi canvia I’inductor d’expressio recombinant i les

suplementacions dels medis segons es detalla a la segiient taula:
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Soca Inductor Suplementacions del medi de cultiu
LB MD-FB
XL1 Blue MRF (pTrcfuc) 500 uM IPTG Ampicil lina(0,1 g™
DH1lacdapD(pORT 1afuc) 500 uM IPTG ~ ------ L-prolina (0,5 g.I"™")
DH1lacdapD(pORT 1al fuc) 30°C »42C - L-prolina (0,5 g.I"™")

No s especifica en aguesta taula les suplementacions necessaries per tiamina. Totes les
soques en estudi son auxotrofiques per aguesta vitamina i la seva suplementacié s ha

introduit directament en laformulacié dels medis definits utilitzats en aguest treball.

IV.4. DESCRIPCIO D'EQUIPSDE FERMENTACIO | OPERACIO

IV.4.1. Biostat®B (Braun Biotech Int.)

IV.4.1.1. Descripcié del’equip i accessoris.

El Biostat® B (Braun Biotech Int.) és un fermentador compacte d’ escala de laboratori que

consta d’ un vas de fermentacio agitat i una unitat de control integrada.

Es treballa amb un vas de fermentacio tipus B2 (Braun Biotech Int.), de capacitat maxima
3,0 | i un volum de treball de 1,6 |. Relacié atura/diametre=2,0. Per a control de
temperatura disposa d’' una camisa d’ aigua envoltant €l vas de vidre. La tapa de I’equip és
d’ acer inoxidable i en ella es disposen totes les sortides i entrades a sistema per a seu
control. Consta de totes les connexions necessaries per transferir la informacié de
seguiment ala unitat de control (en aguesta tapa es col -loquen les sondes de pH i oxigeni €l
sensor de nivell i de temperatura) aixi com la resta d’ accessoris del sistema: difusor, presa

de mostra, entradad’ acid i dcali i lasortidadel condensador de gasos.

La unitat integrada conté un sistema de termostat i les instal.lacions necessaries per

subministrar corrent eléctric a tot €l sistema, aire a pressio, aigua de xarxa d’ entrada a la
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camisa del vas de fermentacio i a condensador de gasos i també per |’evacuacio de les
aigles brutes d’ambdos sistemes. Disposa de quatre bombes peristaltiques integrades per

I"addicio d &cid, base, d’ antiespumant i d’ altres suplements del medi.

Aquesta unitat treballa amb una terminal de software Micro-DCU-system (Braun Biotech
Int.) que facilita e seguiment, calibracié i control de les variables de procés: agitacio,
temperatura, pH, i oxigen dissolt. L’ equip disposa de moduls de control del tipus on-off, Pl
0 PID per cada una d aquestes variables i s ha treballat amb el modul PID. EI modul de
control de pH disposa d’ una banda morta, dins laqual lavariaci6 de pH no provocal’ accié

de les hombes dosificadores d' acid i base.

El cabal d aire entrant al fermentador es controla amb un rotametre també implementat a la
unitat de control. L’ aire es fa difondre dins € brou de cultiu mitjancant un difusor tipus
anell (sparger ring) i e sistema d agitacié consta de dos turbines de disc (Rhuston)
optimament espai ades segons el volum de treball.

Accessoris per I'implementaci6 de I’ estratégia semicontinu I'equip Biostat®B (Braun
Biotech Int.):

- Per I’addicio controlada del medi alimentat en I’ etapa semicontinua s ha implementat a
I"equip de treball una microbureta automatica MICRO BU 2030 (Crison Instruments S.A.)

amb una xeringa Hamilton de 2,5 ml de capacitat (Microliter™ Syringe 2,5 ml; Hamilton).

- S'ha aprofitat la sortida de periférics de la unitat de control per implementar un PC que
permet €l registre i visualitzacio de les dades adquirides per la unitat de control. En aquest
PC s'implementa també el software de control de la microbureta d’ addicié d’aiment en la
fase semicontinua. Ambdés programes han estat dissenyats i implementats per J.C. Hurtado

El llenguatge de programaci6 és VisuaBasic v.6 edicié professional.
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Esquema i fotografies del’equip B Biostat®B (Braun Biotech Int.)
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Liniad actuacio de la unitat de control integradai del PC amb el programade
control d'addici6

Esquema del montatge de I’equip B Biostat®B (Braun Biotech Int.) per as experiments
semicontinus. Abreviacions: M: motor d agitacio, A: aigua de xarxa, UCRI: Unitat de
control i registre integrada, R: rotametre. Quadrats. controladors locals i sensors: pH:
sensor de pH, dO,: sensor d’oxigen dissolt, T: sensor de temperatura, VA: controlador de
lavelocitat d’ agitacio (rpm)



IV. Materialsi Métodes 55

Fotografia del montatge de I’ equip B Biostat®B (Braun Biotech Int.)

IV.4.1.2. Condicions d’operacié
Tots els experiments s han realitzat fixant les mateixes condicions de treball:

Medi de cultiu: MD-FB

Volum per |’ etapa discontinua: 0,8 |

Temperatura: 37°C

Cabal i pressio d’entradad’aire: 2,01 - min®, 0,7 kg - cm™

Valor fixat (set point) d’ oxigen dissolt: 50%

Mode d’agitacio: en cascada; variant entre 250 i 960 rpm per mantenir e valor fixat
d oxigen dissolt al medi

Valor fixat (Set point) depH: 7.00 +/- 0.05

Solucions per al control de pH : base: NH,OH 25% (p/V); acid: H,SO,42M

Preparacioi esterilitzacio de |’ equip
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Es prepara € vas de fermentaciO muntant tots els accessoris, introduint Unicament la
solucio de macroelements del medi MD-FB per I’ etapa discontinua i, finalment, les sondes
de control necessaries (cal calibrar la sonda de pH previa esterilitzacio). S esterilitza a
I"autoclau (120°C, 20 min) protegint |es sortides de connexio a la unitat de control. Quan la
temperatura del medi ésinferior a 50°C es suplementa amb |a resta de components del medi
MD-FB per |’etapa discontinua a la campana de flux laminar i es connecta el vas de
fermentacié a la unitat de control. S6n necessaries un minim de 8 hores de polaritzacié de
la sonda d’ oxigen prévia calibracié. Un cop calibrada aquesta sonda ja es pot procedir ala

inoculacio del sistema.

Preparacio del’inocul

El medi de cultiu s'inocula a una relacio d'inocul a volum inicial de fermentaci61:10. Per
un volum per |’ etapa discontinua de 0,8 | sdn necessaris 80 ml d’inocul i 720 ml de medi
fresc a fermentador. L’inocul s obté mitjancant un cultiu en matras Erlenmeyer i medi

MD-FB de 12 hores de creixement (veure 1V.3.a).

Presa de mostr es

El fermentador Biostat®B incorpora un sistema d’ extraccié de mostra per a mostres de fins
25 ml. El sistema consta d’ una canula d’extraccié i un diposit on queda recollida la mostra
gue es pot extreure en crear una diferéncia de pressio amb gjut d’ una xeringa. La mostra es

retira en condicions aséptiques alaflama.
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IV.4.2. BIOREACTOR de 7| Z61103CTO07 (FT Applikon Ltd.)

I1V.4.2.1 Descripcié de I’ equip i accessoris.

El bioreactor de 7 | Z61103CT07 d'Applikon és un fermentador d'escala de laboratori

pensat per treballar amb un seguit d unitats de control de la mateixa casa comercia que es

detallen en aquest apartat.

El vas de fermentacio té una capacitat maxima 7,0 | i un volum de treball de 5,4 |. Relacio

alcada/diametre = 2,2. Per al control de temperatura disposa d’ una camisa d’ aigua envoltant

el vas de vidre. La tapa de I'equip és d’'acer inoxidable i en ella es disposen totes les

sortidesi entrades a sistema per a seu control.

Les unitats de control i altres accessoris acoblats son:

Bio Controller ADI 1010 (FT Applikon Ltd): ésunaunitat per al seguiment i control de
les variables: pH, temperatura, oxigen dissolt, velocitat d’ agitacid i nivells d espuma, en
bioreactors que es poden esterilitzar a I’autoclau. L’algorisme de control per pH,

temperaturai oxigen dissolt ésdel tipus PID.

ADI 1025 Bio Console (FT Applikon Ltd): és un equip dissenyat per funcionar en
combinaciéo amb la unitat de control Bio Controller ADI 1010 (FT Applikon Ltd).
Permet la regulacio del cabal d'aire entrant a sistema mitjancant un rotametre integrat,
el control de temperatura mitjangant un modul d’ escalfament i recirculacié d’ aigua i

I"addicio de liquid mitjancant 3 bombes peristaltiques integrades.

P310 Stirrer Motor i ADI 1032 Stirrer Speed Controller (FT Applikon Ltd): motor i
control d agitacio implementat al’ equip. L’ agitacié pot variar entre 0-1250 rpm i per al
control en cascada, |'equip esta pensat per la seva implementacié amb la unitat de
control d’ oxigen dissolt Bio Controller ADI 1010 (FT Applikon Ltd).
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L’ are esfadifondre dins el brou de cultiu mitjangant un difusor tipus anell (sparger ring) i
el sistema d’ agitacié consta de dos turbines de disc (Rhuston) optimament espai ades segons
el volum de treball.

Per a registre de dades de seguiment i el control de bombes addicionals per |’ alimentacio
en cultius semicontinues s utilitza e Software especific BioXpert 1.20 (FT Applikon Ltd).

Accessoris per I'implementacio de I’ estratégia semicontinua I’equip 7 | Z61103CT07

d’Applikon :

Per I’addicié del medi alimentat en |’ etapa semicontinua s ha implementat a I’equip de
treball una bomba peristdlica (101 U/R Pump, Watson Marlow) controlada mitjancant
BioXpert 1.20. (FT Applikon Ltd). L’adaptacio del programa d addicié per I'aiment
dissenyat préviament per JC. Hurtado amb VisuaBasic per treballar amb I’equip
Biostat®B (Braun Biotech Int.) va ser adaptat a llenguatge de programacié de BioXpert
1.20 i implementat al’ equip per P.Bassette.
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Esquemai fotografiesdel’equip 71 Z61103CTO7 d’ Applikon :
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----------------------------------- Liniad actuaci6 de les unitats de control i del PC amb el programa de
control d"addicio

Esquema del montatge de I'equip 7 | Z61103CTO7 d'Applikon per as experiments
semicontinus. Abreviacions. M: motor d’agitacio, A: aigua de xarxa, ADI: Unitats de
control i registre d’ Applikon, R: rotametre. Quadrats. controladors locals i sensors: pH:
sensor de pH, dO,: sensor d’ oxigen dissolt, T: sensor de temperatura, VA: controlador de
lavelocitat d’ agitacio (rpm)
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Fotografia del montatge de I'equip 7 | Z61103CTO7 d Applikon per als experiments
semicontinus.

IV.4.2.2. Condicions d’ operacié

Tots els experiments s han realitzat fixant les mateixes condicions de treball, només s ha

modificat |atemperatura d’ operacié segons la soca de treball:

Medi de cultiu: MD-FB
Volum per |’ etapa discontinua: 3,01
Temperatura:
E.coli XL1 Blue MRF (pTrcfuc): 37°C
E.coli DH1llacdapD (pORT 1alL fuc): 30°C / induccio: 42°C
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Cabal i pressié d’entradad’aire: 10,01 - min, 0,7 kg - cm™®

Valor fixat (set point) d’ oxigen dissolt: 20%

Mode d’agitacio: en cascada; variant entre 250 i 1200 rpm per mantenir el valor fixat
d’ oxigen dissolt a medi

Valor fixat (Set point) depH: 7.00 +/- 0.05

Solucions per al control de pH : base: NH,OH 25% (p/V); acid: H,SO,2M

Preparacioi esterilitzacié de I’ equip

Tal comesdescriualV.4.1.2.

Preparacio del’inocul

El medi de cultiu s'inocula a unarelacio 1:10 inocul: volum inicia de fermentacio. Per un
volum per | etapa discontinua de 3,0 | son necessaris 300 ml d’inocul i 2,7 | de medi fresc
al fermentador. L’inocul s obté mitjancant cultiu en matras Erlenmeyer i medi MD-FB de
12 hores de creixement (veure 1V.3.9)

Presa de mostr es

Ta i comesdescriualV.4.1.2.

IV.4.3.50/75| Fermenter (LSL BiolafitteInc.)

IV.4.3.1. Descripcid del’equip i accessoris.

El fermentador 50/75 | LSL Biol&fitte és una unitat de fermentacié de planta pilot que a

Cobra Bio-Manufacturing plc. s utilitza com afermentador a escala productiva.
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El tanc de fermentacié i tot els accessoris metal lics en contacte amb el medi de cultiu son
d acer inoxidable (AFNOR Z2 CND 17/12 (316L)). Té una capacitat maxima 75 | i un
volum de treball de 50,0 |. Relacio altura/diametre = 2,5. Per a control de temperatura, €l
reactor disposa d’ una camisa del mateix material envoltant la part lateral del cilindre: ni la
part superior (per sobre del 50 | de capacitat) ni la base estan encamisats. L’ encamisat té un
sistema de connexié-control multiple per I'entrada dels fluids de servei: aigua de xarxa,
aigua procedent de refredament i vapor d’aigua A la part superior es disposen les entrades
de vapor per |’ esterilitzacio in-situ del sistema i per les bombes d’addici6 a sistema: &cid,
base, inoculacid, suplements del medi i la sortida del condensador de gasos. Mitjangcant una
finestralateral i un sistema d’ enllumenat hal dgen també es permet el control visual del tanc
durant I’ operacid. A lapart inferior es troben els mecanismes per |’ extraccio de mostrai per
la recuperacid en condicions aseptiques del brou de fermentacié per a seu processat.
També en agquesta part inferior hi ha les entrades per a subministrament d'aire a tanc
(difusor tipus anell (sparger ring)) i per ales sondes de control: temperatura, pH i oxigen
dissolt directament connectades a la unitat de control. La pressié i temperatura maxima de
treball de I’equip son 3 bar i 143°C respectivament. No es detalla tota la xarxa de vavules

de seguretat per evitar sobrepressions del sistemaen |’ etapa d’ esterilitzaci6 in-situ.

El motor (4000 watts, per agitacio variable entre 110 i 1100 rpm) i eix d’ agitacio es troben
connectats ala part inferior del sistema. El sistema d’ agitaci6é consta de tres turbines de disc
(Rhuston) de quatre fulles optimament espaiades segons el volum de treball i quatre tabics

deflegmadors. L’ aire es fadifondre dins €l brou de cultiu mitjancant un difusor rotatori.

Les unitats de control i altres accessoris acoblats son:

- BioView Controller (Adaptive Biosystems Ltd.): és unaunitat per al seguiment, registre
i control del global del procés. Permet diferents nivells d actuacié sobre el procés
segons € codi d'entrada i € registre de les fermentacions segon GMP (Good

Manufacturing Practice). Amb aguest unitat es controlen: pH, temperatura, oxigen
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dissolt, velocitat d’ agitacio i tots els processos d’ esterilitzacio de I’ equip. L’ algorisme

de control per pH, temperaturai oxigen dissolt és del tipus PID.

Bombes FeedFlo (Adaptive Biosystems Ltd.) implementades al BioView Controller
(Adaptive Biosystems Ltd.) per a control de pH.

Accessoris per I'implementacio de I'estratégia semicontinua a |'equip 50/75 |
Fermenter (L SL BiolafitteInc.):

Per I’addicio del medi alimentat en |’ etapa semicontinua s ha implementat a I’ equip de
treball una bomba peristaltica (101 U/R Pump, Watson Marlow) controlada mitjancant
BioXpert 1.20. (FT Applikon Ltd) utilitzant la mateixa adaptacié del programa
d' addicié de P.Bassette per I'equip d’Applikon a escala laboratori. La solucié a
alimentar s'introdueix en una bossa de 20 | de capacitat estéril que permet directament
la connexio a's tubs per bombeig amb bomba peristatica (20 | Flexboy bag with MPC
male connectors; Ref.: PIN:FBP20MO01; Stedim) i MPC connectors male, female and
blanks (Stedim))

També sota el control de BioXpert 1.20. (FT Applikon Ltd) s'implementa a I’ equip
I"analitzador TanDem Gas Analyser (Adaptive Biosystems Ltd) per a seguiment de la
composicié de gasos de sortida (O, i CO,) de fermentacié. La mesura d’ oxigen es basa
en un métode paramagnetic amb un marge de mesura del 0 a 30 % del gas sortint de
proceés. El métode de deteccio de CO, és per absorbancia en infraroig amb un marge de
mesuradel 0 a 5 % del gas sortint de procés. Ambdos métodes son atament especifics
i minimitzen la interferencia en la mesura d atres gasos de composicid. L’ equip
disposa d’ un compensador de temperatura per reduir I’ error dels métodes. La calibracio
es realitza seguint les instruccions del fabricant i utilitzant dos punts de calibracio : Nai

un gas especific de calibracié de composicio 3% CO,, 18% O i 79 % No.
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Esquemai fotografiesde |’ equip 50/75 | Fermenter (L SL BiolafitteInc.)

________________ D E——

........ D> |

PC !

BioXpert 1.20
< A
®
S — SORTIDA
|j__—>
> H —®
] .
S UCR
v - —
L v
14 2 14 v T
— ‘ o
- ~ Al
Medi Inocul Base Acid |_|# @ l'AA :
| I
i
= | — % i
'-—T - K] ——MOSTREIG |

:{>—(><}®_> : } — g
Alre I : : — Buidat del brou de H : I
[ fermentaci6 Ly
@ Bomba peristaltica v: VI : ............................. i :: : I
! Y @ V I: L
Filtredaire022pym | | L____ S boooeooooooo 1
| - —————————————————— 4
- 4

<] Clau de pas
——————— Linies de registre de variables de control

----------------------------------- Liniad actuaci6 de les unitats de control i del PC amb el programa de
control d’addicio

Esquema del montatge de I’equip 50/75 | Fermenter (LSL Biolafitte Inc.) per as experiments
semicontinus. Abreviacions: M: motor d agitacio, A: aigua de xarxa, V: vapor de xarxa, UCR:
Unitat de control i registre, R: rotametre. Quadrats. controladors locals i sensors. pH: sensor de
pH, dO,: sensor d'oxigen dissolt, T: sensor de temperatura, VA: controlador de la velocitat
d'agitaci6 (rpm), AGS: analitzador de gasos de sortida (CO; i O,).
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Fotografia del montatge de I'equip 50/75 | Fermenter (LSL Biol&fitte Inc.) per as
experiments semicontinus.

IV.4.3.2.Condicions d’ operacio

Medi de cultiu: MD-FB

Volum per |’ etapa discontinua: 30|

Temperatura: E.coli DH1llacdapD (pORT1alfuc): 30°C / induccié: 42°C (canvi de
temperatura rapid mitjancant € pas de vapor per la camisa del tanc en e moment de la
inducci6).

Cabal i pressié d’entrada d’aire: 50,01 - min™, 0,7 kg - cm™
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Valor fixat (set point) d’ oxigen dissolt: 20%

Mode d’agitacio: en cascada; variant entre 250 i 1000 rpm per mantenir e valor fixat
d’ oxigen dissolt a medi

Valor fixat (Set point) depH: 7.00 +/- 0.05

Solucions per al control de pH : base: NH,OH 25% (p/V); acid: H,SO,2M

PreparaciOi esterilitzacié de I’ equip

L’ esterilitzacio del tanc de fermentacio i tots els accessoris en contacte es fa in-situ
mitjancant la xarxa de vapor (120°C, 20 min). Es prepara €l tanc de fermentacié muntant
tots els accessoris, introduint tnicament la solucié de macroelements del medi MD-FB per
I” etapa discontinua i, finalment, les sondes de control necessaries (cal calibrar la sonda de
pH prévia esterilitzaci6). Finalitzat e procés d' esterilitzacio es canvia la circulacio per la
camisa del tanc de vapor a aigua de xarxa. Quan la temperatura del medi és inferior a 50°C
es suplementa amb la resta de components del medi MD-FB per |’ etapa discontinua. Per
aguesta operaci6 es prepara una Unica ampolla d' addicié amb tots els suplements del medi
necessaris en condicions estérils a la campana de flux laminar annexa i es bombeja a tanc
de fermentacié mitjancant la bomba (101 U/R Pump, Watson Marlow) implementada a
I”equip. Es deixen transcorre 12 hores per assolir les condicions de procés fixades i garantir
la correcte polaritzacio de la sonda d’oxigen dissolt i es procedeix a la inoculacio del

sistema utilitzant la mateixa bomba peristaltica (101 U/R Pump, Watson Marlow).

Preparacio del’inocul

L’inocul s obté mitjangant cultiu en matras Erlenmeyer i medi MD-FB: amb €l cultiu de 12
hores de creixement obtingut tal com es descriu a |’apartat 1V.3.a s'inoculen 4 matrassos
Erlenmeyer de 5 | de capacitat que contenen 1 | de medi MD-FB i es fan créixer 12 hores

més. S utilitzalamateixarelacié d inoculacid 1:10 inocul: volum inicial de fermentacio.
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Presa de mostres

L’ equip 50/75 | Fermenter (LSL Biol&fitte Inc.) incorpora un mecanisme d' extraccié de
mostra per a mostres de fins 250 ml. El sistema consta d’ una canula d’ extraccié, connexio
de rosca per la recollida la mostra en ampolles (Duran 250 ml), doble sistema d’ aillament
entre I’ampolla recol.lectora de mostra i e tanc de procés (la mostra passa a un primer
compartiment, s ailla de la unitat de procési després s obre el pas ala unitat de recollida) i
finalment connexid amb la xarxa de subministrament de vapor per |’ esterilitzacio in-situ del
mecanisme després de cada extraccié de mostra. Prévia fermentacié s esterilitzen a
I"autoclau tantes ampolles Duran de 250ml com siguin necessaries per a seguiment del

proces.

IV.4.4. Implementacio de I'estratégia d’alimentacié exponencial (Capitol VI. 2.1) als

equips de fermentacio

Per a cada equip de fermentaci6 es disposa d' un aparell destinat al control precis d' addicio
del corrent alimentat (bomba peristaltica 0 microbureta electronica) i ha estat necessari
posar a punt els programes per poder controlar I’addicié d aliment en base a I’ estratégia
exponencial proposada (Capitol VI1.2.1.). L’elaboracié i implementacio d aquests
programes no ha estat un dels objectius d’' aguesta tesi pero si el disseny del diagrama de
flux comu en que es basen les diferents versions implementades i que es comenta breument

en aguest apartat.

En tots els casos @ programa d'addicio es basa en I'Equacié V1.2 que permet estimar €
volum total del medi alimentat que s hauria d' haver introduit al vas de fermentacié a un
temps determinat d'iniciar-se la fase aimentada per tal de mantenir € creixement
exponencia a les condicions de treball. Aquesta estimacié de volum es redlitza de forma
discontinua en el temps i es transmet en una ordre cap a I’equip d’addicié. Fixant un

increment de temps adequat entre les successives estimacions, es treballa amb un perfil
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d esglaons d’addicié amb que es simula el perfil continu d addicié exponencial idea del
model.

En tots els casos el programa es basa en duess idees fonamental s:

1. Control d’addicié en base al perfil teoric prefixat: es fixa un increment de temps
constant, At, per actualitzar e volum d’'addicid. Per a cada At s'estima e volum
necessari a addicionar des de I’Ultima actualitzacio per mantenir el creixement
exponencial. Per aix0 es prenen els valors de X i V corresponents a | actualitzacio

anterior com avalorsinicials de les variables, X;.1, Vi1, ales equacions V1.2 i VI.3

Segons:

At=t —t,

m, =V, X; =V, X4 eXp(/UAt)

Vi H
V, =2 (u+ AX,, explu At)— AX, on: A=—C
P (,u 1 p(lu ) 1) Yap,,.S,
X, =
Vi

on:

u : velocitat especifica de creixement (h™).
So. concentracié de substrat al’ aliment (g glucosa - I™%)

Y s coeficient de rendiment de substrat a biomassa
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t : temps (h).
At : increment de temps fixat entre estimacions del volum a adicionar.
El subindex i-1 indica el moment actual desde’inici de lafase alimentada.
El subindex i indica el moment futur per a que es preveu la necessitat d’aliment

per mantenir el creixement exponencial.

V : volum de cultiu a vas de fermentacio (1)
X : concentraci6 de biomassa al vas de fermentacié (g PS - 1™
V adicie a ti : volum estimat que cal addicionar a vas de fermentacié entre ti.1 i tj per

mantenir el creixement exponencial a p constant (1).

F; : cabal d’'alimentacié corresponent al’ addicio de V aicis ati Segons un cabal constant

per al periode de temps comprésentreti.1 i ti.(I - h%).

A la seglient taula es resumeix laimplementaci en cada un dels equips:

Equip de i . Ordre

fermentacio Aparell d’addici6 acoblat At (min) d addicio

Biostat®B Microbureta 1 N

(Braun Biotech Int.) MICRO BU 2030(Crison) agdicioat
71 Z61103CT0O7 Bomba peristaltica 15 =
(FT Applikon Ltd) | 101 U/R Pump (Watson Marlow) '
50/75 | Fermenter Bomba peristaltica 15 E
(LSL Biol&fitte Inc.) | 101 U/R Pump (Watson Marlow) !

2. El programa permet corregir les possibles desviacions del model teoric, mitjancant
I”actualitzacié dels valors experimentals de X.; i Vi1 cada cop que es pren una

mostrade cultiu i s analitza.
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En e seglent diagrama de flux s esquematitza el funcionament del programa en tots els

Casos:
o Preguntar pels vaorsinicials de les variables
Inici etapa afixar per determinar el perfil d’addicio:
alimentada..... Xo» Vo, So, W, AL, Y apys
Definir: Xi1=Xo
Vii=Vo
ti1=0;t;=t 1 +At
v
Iniciar rellotge
treaj =0
Connectar adquisicié dedadesper: X, V, S, u, At
v
Estimar valorstedrics at; delesvariables X i V segons el perfil de
creixement exponencial prefixat:
Viy H
Vi == (u+ AXeplu A= AX,) o A= Actualitzar valors:
—P H Yapx/sSO X=X I
m i-l: exp.
X Z\TX on m, =V, X, :\/i—lxi—lexp(luAt) Via= Ve
i 4
Fixar cabal d’addicié d’aliment finsat; segons:
V. -V
Fi — i-1
At
+ Mantenir valors
Xiai Vg per
Iniciar alimentacié estimar proper
cabal
v d alimentaci6
Actualitzaci6 valors per ala proxima estimacié T
d addicio:
Xiaa= X; Possibilitat d'estimacié fora de
Via=Vi linia dels valors experimentals de X
iV:
Xexp. Vexp
A
Reiniciar rellotge | _ S it rea = 1;? NO Mantenir cabal dalimentaci6
tre =0 g 32 drea =1 d prefixat

La persona encarregada del disseny i implementacié dels programes especifics per cada

equip de treball es citaen ladescripcio de I’ equip corresponent.
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IV.5. METODESANALITICSPER AL SEGUIMENT DELSCULTIUS

IV.5.1. AVALUACIO DE LA BIOMASSA

Els metodes comunment utilitzats per avaluar la concentracio de biomassa en cultius
microbians son la determinacié de pes sec (g de biomassa seca per litre de cultiu) i la

lectura de densitat Optica a una determinadalongitud d’ ona.

Els primers cultius d' E.coli XL1 Blue MRF' (pTrcfuc) i DH1lacdapD (pORTlalfuc) en
fermentador es segueixen, para-lelament, per determinacio de pes sec i densitat optica a
600 nm. Aix0 permet determinar una relacio per estimar el pes sec en funcié de la lectura
de densitat Optica per cada soca i en experiments posteriors, s ha seguit e creixement del

cultiu Unicament per densitat optica.

IV.5.1.1. Determinacio del pes sec

El pes sec difereix substancialment de la massarea de cdl-lules vives (amb un contingut en
aigua superior a 80%) pero permet referenciar les propietats del cultiu a una unitat

mesurable de massa. Es segueix el segiient protocol:

1.- Volums coneguts de brou de fermentaci6 es renten per centrifugacio (15 minuts a 8000
X @), decantat del sobrenedant i resuspensié del sediment cel.lular en un volum equivalent

al inicia de soluci6 isosmotica 0.9 % NaCl. Aquesta operacio es repeteix dos cops.

2.- El sediment cel-lular rentat es sotmet a temperatura: 105°C fins a registre de pes

constant.

3.- Coneixent el volum inicial de mostrai el pes sec corresponent s avalua el pes sec en

grams de pes sec per litre de cultiu.
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IV.5.1.2. Lectura de densitat optica

L’ avaluacio de biomassa per lectura de densitat Optica es basa en € fet que a mesura que
creix e cultiu, € brou es torna més térbol i absorbeix més [lum d'un raig incident.
L'absorbancia del cultiu a una determinada longitud d'ona és proporcional a la

concentracio cel-lular i, per tant, un bon indicador del creixement.

La terbolesa o densitat optica del brou de cultiu és potser el metode més ampliament
utilitzat per al seguiment del creixement bacteria ja que és un métode senzill, de resposta

immediatai que requereix d’un volum i una manipulaci6 de la mostra minims.

Es llegeix |'absorbancia a 600 nm i temperatura ambient de mostres correctament diluides
del brou de fermentacio per tal que les lectures d' absorbancia estiguin entre 0.2 i 0.9 unitats
d absorbancia. Com a blanc d absorbancia i per la dilucio de les mostres, s utilitza el
mateix medi de cultiu fresc utilitzat en la fermentacio. El valor de densitat optica per la
mostra real del brou de cultiu s obté multiplicant el valor de la lectura pel factor de dilucio
utilitzat.

IV.5.1.3. Correlacio entre pes sec i densitat optica a 600nm en medi M D-FB

La correlacio linea entre les mesures de D.O.g00nm coOrregides pel factor de dilucié i les
corresponent mesures de concentracio de biomassa seca permet establir una relacié
d equivaléncia d’una unitat de D.O.e00nm @ 0,27 1 0,38 g PS.I-1 per les soques E.coli XL1
Blue MRF (pTrcfuc) i DH1lacdapD (pORT l1al fuc) respectivament (veure Apendix 2).

Corregir les lectures de D.O. pel factor de dilucié a que s han sotmeés les mostres prévia
correlacio permet incloure ala correlacié valors experimental s de concentracié de biomassa
seca corresponents a mostres directes de CADC i obtenir factors de correlacié més precisos

per a rang de treball experimental.
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IV.5.2. CONCENTRACIONSDE SUBSTRATSI METABOLITS

IV.5.2.1. Analis de glucosa

a) Determinaci enzimatica (Departament d’ Enginyeria Quimica, UAB)

L es concentracions de glucosa en mostres de seguiment de creixement es determinen amb
un analitzador automatic model YSI 2700 (Yellow Spring Instruments). EI métode de
deteccid és un sensor enzimatic: |I’enzim glucosa oxidasa es troba immobilitzat en una
membrana connectada a un electrode. La glucosa de les mostres analitzades difon a través
de la membrana. De la reaccio catalitzada per I’enzim immobilitzat es despren peroxid
d hidrogen que és oxidat electroquimicament a |’ anode de plata de I’ eléctrode produint-se
un senyal electric laintensitat del qual és proporcional ala concentracié de glucosa.

L’ analitzador té un rang de medicié entre 0.05i 20 g - I
S estimainferior a 0,5 %.

de glucosa . L’ error del metode

L’ equip requereix de les seglients solucions pel seu funcionament:

Solucié patré: 0.159 g K,H,EDTA, 0.263 g d acid benzoic, 0.45 g glucosai 0.125 g de L-
lactat en 250 ml de solucié en aiguatipus Milli-Q de 18.2 MQ-cm.

Soluci6 tampd: 0.572 g K,H.EDTA, 0.948 g benzoat sodic, 2.028 g de NaHPO4-2H-0, 1 g
NaCl, 16.2 g Na;HPO,4-12H,0 i 0.0076 g de sulfat de gentamicina en 1 litre de solucié en
aiguatipus Milli-Q de 18.2 MQ-cm.

Les mostres de cultiu es centrifuguen préviament a I'andlis i es filtren a través de
membrana de 0.45 um (Ref.: HAWP01300, Millipore). El volum de mostra minim requerit
és de 50 ul. Quan la concentracio de glucosa a les mostres sobrepassa el marge de mesura

de I’ analitzador, les mostres es dilueixen en aigua tipus Milli-Q de 18.2 MQ-cm.
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b) Determinacié colorimétrica (Cobra Bio-Manufacturing plc.)

Per la determinaci6é colorimetrica de glucosa i amoni s utilitza I’ equip IBI Biolyser Rapid
Analysis System (Kodak, Laboratory and research products section). Aquest equip basa la
determinacio de concentracié d’un nombre molt considerable d’analits (glucosa, amoni,
lactat, colesterol, proteina total, fosfor, sodi, potasi, clor, etc) en la tecnologia patentada per
Kodak d'assaig colorimetric sobre membrana seca. Totes les reaccions necessaries per la
mesura colorimetrica tenen Iloc a la superficie de membranes especifiques per cada analit
d' un sol Us. D’aquesta manera s evita la manipulacio de tots els reactius necessaris i es

minimitzala quantitat de mostra necessaria per I’ assaig (10 ul).

La determinaci6 de glucosa es basa en la reacci6 seguient:

B —D—glucosa + 0, + H,08uwsacida , Acid D — gluconic+ H,0,

Peroxidasa

2H,0, + 4 - Aminoantipirina+ 1,7 — dihidroxinaftaleno———=— coloraci6 vermella
Laintensitat del color generat és directament proporciona ala quantitat de glucosa present
ala mostra. La mesura de llum a 555nm reflectida per la membrana després de la reaccié

permet al sistema avaluar la concentracio de glucosa.

L’ analitzador té un rang de mesura entre 2 i 4.5 g/l de glucosa. L’error d’ aquest metode

s estimaentreun 6 i un 12 %.

IV.5.2.2. Andlisi d’amoni

a) Determinacid per analisi de flux continu (CFA) (Departament d’ Enginyeria Quimica,

UAB)

S ha utilitzat unatécnicad’ andis de flux continu (CFA) no segmentat que consisteix en la
injeccio d' un corrent de mostra que entra directa i continuament en el sistema de deteccio

sent el mateix corrent de mostra el portador.
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En concret s'ha treballat amb el sistema CFA per I’andlis d’amoni en aigles residuals
desenvolupat pel Dr. Gabriel (Departament d’ Enginyeria Quimica, UAB) (Gabriel, 1996).
El métode d'andlisi és el seglent: el corrent de mostra es basifica amb NaOH per la
conversio total d’amoni en amoniac, I’amoniac aquos difon a través d’una membrana de
difusié i és arrastrat per un corrent de clorur amonic i clorur potassic, I’amoniac present al
sistema és detectat mitjancant un eléctrode connectat a un potenciometre. Es calibra el
detector previ andlisi amb dos patrons de 5i 50 mg NH," - I
0,25a50 mg NH," - 1™,

. El rang de deteccio és de

b) Determinacio colorimétrica (Cobra Bio-Manufacturing plc.)

Per la determinacié colorimétrica d’amoni s utilitza I’equip 1Bl Biolyser Rapid Analysis
System (Kodak, Laboratory and research products section) (veure IV.5.2.1.b).

Ladeterminacio d’amoni es basa en la reaccié seguent:

NH , + blau de bromofenol —— coloraci6 blava

Laintensitat de color es proporciona ala concentracio d’amoni ala mostra. La mesura de
[lum a 605 nm reflectida per la membrana després de lareaccio permet a sistema avaluar la
concentracio d amoni.

I-l

L’ analitzador té un rang de mesura entre 1 i 500 mmols NH3 - I, L’ error d’ agquest metode

Sestimaentreun5i un 11 %.

1V.5.2.3. Andlisi d’'acid acétic

a) Determinacié cromatografica (Departament d’ Enginyeria Quimica, UAB)

El métode es fonamenta en la separacio dels components de la mostra per cromatografia

liquida d'ataresolucié (HPLC) i posterior deteccio per index de refraccié. Es disposa d’ un
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equip cromatografic 1050 de Hewlett Packard amb bomba isocrética i injector automatic.
L’ equip incorpora un detector d’index de refraccié 1047A de Hewlett Packard i les dades

d analisi esrecullen i quantifiquen utilitzant & software Millennium 2.15.10.

Per la separacié cromatografica s utilitza una columna d’intercanvi ionic Aminex HPX-
87H de Bio-Rad. Lafase mobil és acid sulfaric 15 mM i esfixael caba de separacié en 0.6

ml/min.

El rang de mesura del métode queda comprésentre 20 0.25 g/l i I error ésinferior al 10%.

Preparaci6 de la fase mobil: s'gjusta el pH d'un litre d’aigua tipus Milli-Q de 18.2 MW a
3.00 amb acid sulfuric. Es filtra I’eluent a través d’una membrana de 0.45 pum i es

desgasifica

Les mostres de cultiu es centrifuguen préviament a I'andis i es filtren a través de
membrana de 0.45 um (Ref.: HAWPO01300, Millipore).

b) Determinacio enzimatica (Cobra Bio-Manufacturing plc.)

Alternativament, I’ acetat es determina amb el test n°® 148261 de Boehringer Mannheim.

IYi I’error del métode

L’ analitzador té un rang de mesura entre 0.03 i 0.15 g acid acétic
Sestima entre un 0.6 i un 1.6 %. Les mostres de cultiu es centrifuguen previament a

I’analisi.

IV.5.3. METODES PER L’ANALISI DE Fuc-1-PA

S han utilitzat dos métodes per al control d’ expressié de Fuc-1-PA en cultius de creixement
d E. coli: I’electrofores discontinua en presenciade SDS i I’ assaig enzimatic especific per
la quantificacié d activitat aldolasica Fuc-1-PA posat a punt en anteriors treballs de I’ equip
(Durany, 2000).
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L’ electroforesi discontinua en presencia de SDS és un métode qualitatiu que permet
controlar I’expressio de I’enzim de forma relativa a la resta de proteines de la mostra pero
no aporta cap informacié sobre la seva forma de plegament i, per tant, no ens permet
avaluar, s I'enzim es troba com a tetramer en la seva conformacié activa. De forma
complementaria, |’assaig enzimatic per |’ activitat aldolasica Fuc-1-PA permet quantificar

especificament | activitat d’ una mostra.

IV.5.3.1. Electroforesi discontinua en preséncia de SDS (SDS-PAGE)

L’ electroforesi discontinua en presencia de dodecilsulfat sodic (SDS) és un metode que
permet |’analis de mescles complexes de proteines per separacio e ectroforética sobre un

suport fisic de poliacrilamida (Laemmli,1970).

El SDS és un detergent anionic que desnaturalitza les proteines i les envolta totalment.
Aixo té un efecte apantallant de la carrega intrinseca de les proteines front la carrega
anionica que el aporta (Shapiro et a., 196). Amb una proporcié carrega/massa constant, les
diferents proteines es separen Unicament atenent al seu pes mol.lecular. Altres agents que
complementen la seva accio desnaturalitzant son: la urea que debilital’ estructura proteica

per intercanvi de pont d’ hidrogen i un agent reductor de ponts disofre, mercaptoetanol.

L’ electroforesi discontinua descrita per Laemmli (Laemmli,1970) augmenta la resolucio
front altres técniques d electrofores de proteines anteriors perque els complexos SDS-
proteina corren através de dos gels de diferent densitat: € gel superior o concentrador, que
és prou laxe com per permetre la formacido d'un front homogeni, i € gel inferior o
separador, que és més dens i permet que cada proteina tingui una velocitat diferent en

funcid de la seva massa molecular.

La grandaria de porus efectiva de separacié del suport depen de la concentracio
d acrilamida i bisacrilamida que s'escull dins un marge Util: entre el 25 i e 30% en

acrilamida per la separaci6 de proteines al voltant dels 100K Da i 2000K Da respectivament.
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Els agents polimeritzants son e persulfat amonic, que proporciona els radicals lliures per

la polimeritzacid i un agent accelerant de polimeritzacio: TEMED .

Per als experiments corresponents as Capitols V i VI del present treball, redlitzats a
laboratori del Departament d Enginyeria Quimica de la UAB, sha utilitzat I’equip
d electroforési MiniProtean Il de Bio-Rad i s han preparat els reactius i els gels necessaris
tal com es descriu a continuacio. Per als experiments redlitzats a les instal .|acions de Cobra
Bio-manufacturing plc., experiments corresponents a Capitol VII d’aquest treball, e mode
d operacio ha estat € mateix perd s ha utilitzat I'equip d’ electroforesi Invitrogen Novex
Mini-cell (Invitrogen™) i no ha estat necessaria la preparacié dels tampons ni dels gels ja

que s utilitzen els que subministra la mateixa firma per aquest equip i que es detdlen a

continuacio:

Tampo de recorregut: NuPage™ MES SDS Running Buffer (20x), 500ml
(Ref.: NP0002, Invitrogen)

Tamp6 d aplicacio: NuPage™ Sample Reducing Agent (10x), 250pl
(Ref.: NP0O0O04, Invitrogen)

Gels prefabricats: NuPage™ 4-12% Bis-Tris Gel 1.0 mm x15 wells

(Ref.: NP0323, Invitrogen)

Marcador de pesos moleculars:  Mark12™ MWStandard (1x), 1 ml
(Ref.: LC5677, Invitrogen)

IV.5.3.1.1. Preparacio de mostres.

a.- Preparaci6 de mostres de la fraccid intracel.lular corregides per biomassa

Per a seguiment d'expressio de Fuc-1-PA durant els cultius d'E.coli es trebala amb
mostres de la fraccié intracel.lular corregides per biomassa. Aquesta correccid permet
avaluar |a sobreexpressio de Fuc-1-PA respecte a laresta de proteines d’E. coli a llarg dels

cultius.

1.- Lacorreccio per biomassa es realitza en base alalecturade D.O.g00nm de les mostres per

obtenir una lectura corregida de 4 unitats de D.O.s00nm per ml (UDOgoonm Ml = 4.00). Es
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centrifuguen volums de mostra adequats per obtenir un pellet cel.lular corresponent a 0,5
mg de PS en cada cas (5 min a 15000 rpm i 4°C).

2.- Els pellets cel.lulars obtinguts es resuspenen en 500 ul daigua milliQ i es lisen per
sonicacio (4 pulsos de 30s a 50W mantenint les mostres en gel després de cadacicle; Vibra
cell™ Sonicator (Sonic& Materials Inc., DANBURY CT)). La mostra obtinguda correspon

alaproteinatotal intracel.lular i es manté a4°C fins a ser processada.

b.- Preparacio de mostres per avaluar la preséencia de cossos d’ inclussio.

Per avaluar la fraccio de Fuc-1-PA acumulada en forma d’ agregats insolubles a citoplasma

cel.lular enrelacié alafraccid soluble es segueix aquest protocol alternatiu:

1.- Obtenci6 de mostres corregides per biomassa, resuspeses i lisades tal com es detalla per

la preparacié de mostres de la fracci6 intracel lular a subapartat anterior (1V.5.3.1.1.a.).

2.- Els 500 ul de lisat es divideixen en dues fraccions de 250 ul. Amb la fraccio (a) es
procedeix ala centrifugacio (5 min a 15000 rpm i 4°C) per I’ obtenci6 de la fraccié soluble
intracel.lular.

3.- A lafracci6 (b) s afegeix 1 pl de benzonasa (Benzonase®; Ref.: 1.01695.0001, Merck),

s homogenitzalamostrai s incuba durant 2 hores.
Lafraccié (a) correspon ala proteinaintracel.lular soluble, lafraccié (b) a total de proteina
intracel.lular: la inicialment soluble i la solubilitzada mitjangant el tractament amb

benzonasa

c.- Preparacié de mostres de la fraccié extracel.lular.

Correspondria directament a sobrenedant de centrifugacio descartat a punt 1 de la

preparacio de mostres de la fraccié soluble intracel lular (1V.5.3.1.1.a.).
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1VV.5.3.1.2. Protocol d'electrofores desnaturalitzant SDS-PAGE.

a.-Preparaci6 del gd

1.- Es preparen les solucions que es detallen. L’aigua utilitzada en tots els casos és aigua
tipus Milli-Q de 18.2 MQcm.

Solucid A: solucié al 30% d'acrilamida i a 2,7% de bisacrilamida. S utilitza la soluci6
comercial acrilamida/bisacrilamida 30% de Bio-Rad (Ref.: 59678; Bio-Rad).

Soluci6 B: Tris-HCl 1,5 M, SDS 0,4 % (pH 8,8)

Soluci6 C: TrisHCI 0,46 M, SDS 0,4 % (pH 6,8)

2.- Es monten els vidres i la cubeta seguint les instruccions del fabricant, utilitzant els

espaiadors de 0.75 mm adequats per la carrega de fins a 30 ul de mostra.

3.- Esprepara el gel separador (12% d’ acrilamida).

S'ha treballat amb gels separadors a 12% d' acrilamida, concentracié Optima per la
separacié de proteines tractades amb SDS en el rang de pesos moleculars entre 10 i 100
kDa entre les gque es troba la Fuc-1-PA en estudi. Es preparen 10 ml del gel separador
afegint el TEMED (Ref.: 17-1312-01; PlusOne™) i e persulfat amonic 10% a I’dltim

moment:

H.O MilliQ 3.35 ml
Solucio B 25 ml
SDS 10% 100
Solucio A 40 ml
Solucio G 50 ul

TEMED 5 ul
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La solucié preparada es vessa entre els vidres (fins a 1cm per sota de la posicio que ocupara
la pinta formadora de butxaques) i es deixa polimeritzar (1 hora a temperatura ambient o
bé, a voltant de 12 hores a 4°C) coberta amb una capa fina d’aigua. Un cop polimeritzat el

gel, esretirala capa d’ aigua absorbint-la total ment amb un paper defiltre.

3.- Esprepara el gel concentrador (2,4 % d’ acrilamida):

H.O MilliQ 6.1 ml
Solucié C 2.5 ml
SDS 10% 100 ul
Solucio A 1.3 ml
Solucié G 50 ul
TEMED 10 ul

Immediatament, aquest gel apilador que es vessa per sobre del separador omplint €l
sandvitx que formen els vidres. Tot seguit, es col-loquen les pintes formadores de
butxaques. Es deixa polimeritzar 1h i 30 min abans de carregar les mostres i fer correr e
gel.

b.-Electroforesi:

1.- Es preparen les segiients solucions:

Tamp6 de recorregut 10x:

Tris-HCI 0,25M
Glicina 1,87 M
SDS 1% (p/vV)

S gustael pH a8,3 amb HCI

Tampo d’ aplicacio 5x:

Tris-HCl 60 mM

Glicerol 10% (v/v)

SDS 2% (p/v)
-mercaptoetanol (Ref.:M-6250,Sigma) 5% (vIv)

Blau de Bromfenol (Ref.: 8122, Merck). punta d’ espatula

S gustael pH a6,8 amb HCI
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2.- Es prepara la cubeta d’ electroforesi i s omplen els compartiments superior i inferior del

kit amb & tamp6 de recorregut diluit amb aigua Milli-Q de 18.2 MQcm.

3.- Es barregen les mostres amb el tampd d’ aplicacio 5x en una relacié mostral tampd de 4

ali sescafen5 mina95°C.

4.- Es carreguen les mostres (V=30 ul) i el marcador de pes molecular adequat emprant
una xeringa Hamilton a les butxaques del gel apilador. Shan utilitzat els seglents

marcadors de pes molecular :

- Low Range SDS'PAGE Molecular Weight Standards (Ref.: 161-0304; Bio-Rad) en
diluci6 a 5% (V/V) en aigua. Amb la carrega de 10 ul d’aquesta dilucié del marcador és

suficient per una bona visualitzacio de les bandes patro.

Proteina Pes molecular aprox. (kDa)
Fosforilasa B 97.40
Albldmina sérica bovina 66.20
Ovoalbumina 45,00
Anhidrasa carbonica 31.00
Inhibidor de tripsina 21.50
Lisozim 14.40
Aprotinina 6,50

Low Range SDS-PAGE Molecular Weight Sandards (Ref.: 161-0304; Bio-Rad)

- Mak12™ MWStandard 1x (Ref.: LC5677; Invitrogen) Amb la carrega de 10 pl

d' aquesta dilucié comercia és suficient per una bona visualitzacié de les bandes patro.
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Proteina Pes molecular aprox. (kDa)
Miosina 200,00
B-gaactosidasa 116,30
Fosforilasa B 97,40
Albumina sérica bovina 66,30
Glutamat deshidrogenasa 55,40
L actat deshidrogenasa 36,50
Anhidrasa carbonica 31,00
Inhibidor de tripsina 21,50
Lisozim 14,40
Aprotinina 6,50

Mark12™ MWStandard 1x (Ref.: LC5677; Invitrogen)

5.- Es fa correr e gel a 20 mA fins que desaparegui €l front colorejat per la part inferior
(aprox. 1h i 30 min). Finalitzada I’ electroforesi, s obre e sandvitx que formen els vidres i

es separa el gel apilador del separador per procedir alatincio d’ aquest dltim.

c.- Tincié amb blau de Coomassie.

Es un métode de tincié especific i quantitatiu basat en la unié covalent del colorant as
grups amino accessibles de les proteines presents. El seu limit de detecci6 inferior és de
0.3-1 ug.

Compren les seglents etapes:

Etapa Solucio: Agitacié suau at.a.:
1. Fixacié: 40% MeOH, 10% AcOH en aigua. 30 min
2. Tincio: Metanol 45%, acid acétic 10% en aigua 15 min

En aguesta solucio es dissol la solucié de Coomassie
Brillant Blue R (Sigma) a 1% .

3. Destincio: 7% &cid acétic en aigua. Rentats successius
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d.- Imatgesi quantificacié dels gels.

Per al’adquisicié i tractament d’imatges s han utilitzat el's seglients equips:

- Equip d'andlisi densitométric GS-700 Imagin Densitometer (Bio-Rad) amb laversié 1.1
del programa Multianalyst (Bio-Rad)(al Departament d’ Enginyeria Quimica de la UAB,
Barcelona).

- FluorChem Imaging System (Alpha Innotech Corporation) (a Cobra Bio-Manufacturing
plc., UK).

IV.5.3.2. Assaig enzimatic especific per la quantificacio de Fuc-1-PA

IV.5.3.2.1. Preparacio delesmostres.

De forma rutindria s ha quantificat I’ activitat aldolasica Fuc-1-PA en mostres directes del

brou de cultiu corregides per biomassai lisades seguint els seglients passos.

1.- La correcciO per biomassa es redlitza en base a la lectura de D.O.goonm de les mostres.
S gjustala concentracié de mostres directes del brou de cultiu a1,1 mg - ml™ (UDOggonm Ml
= 4.00) diluint amb la quantitat adient del tampo d’assaig enzimatic (100 mM Tris-HCI,
150 mM KClI, pH 7,5).

2.- Eslisen 500 pl de les mostres diluides per sonicacio (4 pulsos de 30s a 50W mantenint
les mostres en gel després de cada cicle; Vibra-cell™ Sonicator (Sonic& Materials Inc.,
DANBURY CT)).

1V.5.3.2.2. Assaig enzimatic especific per ala quantificacio d’ activitat Fuc-1-PA .

Fonament:

Fuc-1-PA

Fuculosa-1-fosfat + H>O L - lac + DHAP

v

DHAP + B-NADH o - GDH - o - glicerofosfat + p-NAD
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Métode: determinaci6 espectrofotometricad U.V. en continu a 340 anm.
Condicionsd’'assaig: T = 25°C, pH = 7.5, A 340 nm, Cami optic = 1 cm., Volum total per
I"assaig=1ml.

Reactius:

Totes les dissolucions aguoses es preparen amb aigua tipus MilliQ 18,2 MQcm
desgasificadai freda (aprox. 4°C).

A. Tampo 100 mM TrisHCI, 150 mM KCI , pH =7,5a25°C.

B. Solucié aquosa de Fuculosa-l-fosfat 58 mM sintetitzada com la sal de
diciclohexilamoni (p.m. = 442,49). Aquesta sal no és comercial, es disposa d’'un
protocol per la seva sintesi enzimatica desenvolupat en treballs anteriors del grup
(Durany, 2000) i que esdetallaal’ apartat segiient 1V.5.3.2.3.

C. o - GDH 50 UA/ml.

Es prepara en dos passos de dilucio: 1) Preparacio d’ una solucié 500 UA/mI a partir del
liofilitzat comercial o - GDH de muscul de conill (205 U/ml) (Ref. 5001,5; Fluka,) que
es conserva aiquotada a—20°C. 2) Preparacio d aiquotes 50 UA/m, per al seu consum

diari al’ assaig enzimatic, per dilucio 1:10 de I’ estoc concentrat anterior.

D. B- NADH 4.0 mM ; B-NADH (Fluka, Ref. 43420)

E. Soluci¢ adolasica problemaaquantificar.

L'assaig S ha posat a punt per a mostres aldolasiques que continguin entre 0.26 i 0.60

UA/ml; aixo correspon a una oxidacio del B-NADH (considerant la velocitat inicia de

consum per I’ assaig) en €l margede 6.5i 15.5 min.
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Si la concentracié d activitat Fuc-1-PA de la mostra a quantificar excedeix els marges
definits per |’assaig es treballa amb dilucions de la mostra en e tampé A (100mM
TrissHCI, 150 mM KCI, pH 7,5). Aquestes dilucions es preparen just abans de la seva
quantificacio.

Procediment:

1.- Introduir paral.lelament en dues cubetes de quars d'1 ml de capacitat, els seglents
reactius. Cal seguir |’ ordre que es detalla:

Reactiu Cubeta A (Mostra) Cubeta B (Blanc)
- Tampo A 864 ul 898 ul
- FUC-1-P 58 mM 34 34 ul
- o - GDH 50 UA/m 4 e
- B- NADH 34 ul 34 ul

2.- Homogeneitzar per inversio.

3.-Monitoritzar I’ absorbancia a 340 nm durant dos minuts per tal de comprovar I’ estabilitat
del B-NADH a mateix temps que S atemperen els reactius a 25°C. S espera obtenir una
lectura constant de Abs z40.m = 0.846 segons la concentracio de B-NADH i el seu coeficient

d’ extincié mol &Ular, € B-NADH 340 nm— 6.22 mM'l-cm'l.
4.- Addicionar 34ul delamostra adolasicaa quantificar a cada una de les cubetes.

5.- Immediatament homogeneitzar per inversio i monitoritzar la baixada d’ absorbancia en

el temps a 340 nm.

6.- Els valors de AA/At (min™) corresponen alavelocitat inicial de consum de B-NADH en
cada cas. Es mesuren com el pendent de disminucié d absorbancia a 340 nm amb el temps
durant el primer minut de seguiment.
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Concentracionsfinalsal’ assaig:

Per a1 ml final de reacci6 les concentracions de cada reactiu son:

Reactiu Cubeta A (Mostra) Cubeta B (Blanc)
-Tampb A 86,4 mM 89,8 mM
- FUC-1-P 58 mM 1,97 mM 1,97 mM
- oo - GDH 50 UA/ml 1,7 UA/ml -
- B- NADH 0,136 mM 0,136 mM

Calcul d'activitat:

l(AASAOnm / ml n teSt)mostra B (AA34Onm / ml n 1:eSt)bIancJ'\/t (ml ) (df )

UA/ ml most Idolasica =
ml mostra aldolasica g(mM _l'Cm_l)'Ve(ml)

on:

- AAzpnm/mintest:  Velocitatsinicial de consum de 3-NADH.

Correspon a pendent inicial (1% min)obtingut en la monitoritzacié
del’ assaig enzimatic.

- Vi Volum total (ml) per al’ assaig.

- df : Factor de dilucié de lamostra aldolasica original a quantificar.
e Coeficient d’ extinci6; p-napH 34omm = 6,22 mM ™ cm’™

- Ve Volum (ml) de la solucio enzimatica diluida utilitzada al’ assaig.

Aixi per ales condicions normals d’ assaig:

[(AA oy I Mintest) . — (A, / mintest),  |-2(mi)- (df )

UA/ml mostra aldolasica = . -
6,22 (mM *-cm*)-0,034(ml )

Definicid d’unitat d’ activitat:

Una unitat d activitat enzimatica correspon a la quantitat d’enzim capa¢ de convertir 1

umol de Fuc-1-P diciclohexilaminaen L-laci DHAP per minut apH 7.51 25 °C.
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IV.5.3.2.3. Sintesi de la sal diciclohexilamina de L-fuculosa-1-fosfat (Fuc-1-P(CHA),)

El substart especific de Fuc-1-PA per I’assaig enzimatic no és comercia i es sintetitza
partir de la condensaci6 adolica entre L-lactalehid i DHAP catalitzada per I’enzim
fuculosa-1-fosfato aldolasa segons una modificacié del procediment publicat pel grup del
Dr. Fessner (Fessner i col., 1993) i posat a punt en anteriors treballs (Durany, 2000).

a) Sintesi L-lactaldehid (L -lac).

Es prepara a partir de D-threonina no proteinogenica i ninhidrina segons una modificacio
del procediment publicat (Zagalak i col., 1966).

Reactiusi tampons de sintesi:

- D-treonina (Sigma, Ref.: T-8250, p.m.= 119,1)

- Ninhidrina (Sigma, Ref.: N-4876, p.m.= 178,1)

- Tampo Citrat sodic 0.05M, pH = 5,4. Preparacio (per 1l de tamp0): es dissolen 3,074 g
d &cid citric i 10,000g Tri-sodi citrat dihidratat en 800 ml H,O desionitzada. S gusta el
pH a 5,4 amb una dissolucio d &cid citric 0,5M. i finament, es porta a 11 amb H,O

desionitzada.
M etodica:
Per ala preparacio de 25 mmols L-lactaldehid:
1.- en un bal6 esmerilat de 1l de capacitat es dissolen 2,978 g D-treonina (25mmols) i 9,100
g ninhidrina (51,1 mmols) en 400 ml de Tampd Citrat sodic 0.05M pH 5,4. El balé amb
la dissoluci6 resultant s acobla a un condensador de gasos i es porta a ebullicio. La mescla

es manté en ebullicié durant 15-20 min amb agitacid magnética vigorosa.

2.- Es refreda la mescla de reaccid i es filtra @ buit mitjancant un filtre Rossich de capa

porosa n°3.
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3.- El filtrat es tracta amb reina Dowex 1x8 en forma bicarbonat (Fluka, Ref:44324): sota
agitacio magnetica vigorosa es va afegint la quantitat de reina necessaria fins assolir un pH
de 6,51 es manté |’ agitacio magnética 2-3 h.

4.- Es separa la reina Dowex 1x8 per filtracio i € filtrat s'gusta a pH= 4,0 mitjangant
successives addicions de reina Dowex 50Wx8 en forma H* (Fluka, Ref.:44504) sota

agitacio magnética. Es manté I’ agitacié 1hi esfiltra.

5.- Es repeteix € tractament amb ambdues reines descrit als passos 3 i 4 1 € filtrat es

concentraa rotavapor finsa 100 ml .
6.- El tractament amb ambdues reines es repeteix dos o tres cops més: fins que la solucié
resultant sigui incoloraa pH = 6,51 que després del tractament amb la reina de bescanvi

anionic durant 2-3h aquestajano s enfosgueixi.

7.- El filtrat final es concentraal rotavapor fins a 25 ml i aquesta solucio es conserva a 4°C,

pH=4,0 i sota atmosferainert.

b) Sintes de Dihidroxiacetona fosfat (DHAP).

Es prepara per hidrolisi acida de la sal de bari del dimer etil hemiacetal de dihidroxiacetona
fosfat segons el procediment descrit per Effenberger (Effenberger and Straub, 1987)

Reactius:

- Sa de bari del dimer etil hemiaceta de dihidroxiacetona fosfat (Fluka, Ref.. 37435,
p.m.= 667,87)

M etodica:

Per a I’ obtencio de 10 mmols DHAP:
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1.- en un vas de precipitats de 250 ml es dissolen 4,5 g (6,75 mmols) del dimer en 95 ml

H.,O desionitzada emprant agitacio magnetica.

2.- La dissolucio resultant es tracta, sota agitaci6 magnetica, amb la quantitat de reina
Dowex 50Wx8 (Fluka, Ref.:44504) en forma H* necessaria per arribar a pH=1. Esfiltrala
dissoluci¢ acida per separar lareinai es comprova que el pH és aproximadament 1 abans de

procedir amb la hidrolisi.

3.- Hidrolisi: ladissoluci6 acida resultant s'introdueix en un flasco hermétic i S agita en un
bany termostatat a 65°C, sota atmosferainert, entre4 i 5 hores. El seguiment de la hidrolisi
es redlitza per quantificacio de la concentracio en DHAP a medi de reaccid i s atura en
assolir el 80% d' hidrolisi del dimer.

4.- La solucié de DHAP resultant de la hidrolisi acida es refreda en un bany a 4°C.

Conservaci6 sota atmosferainert, apH=1 i —20°C.

c) Sintesi dela sal diciclohexilamina de L-fuculosa-1-fosfat (Fuc-1-P(CHA)»).

A partir de la condensacié addlica entre L-lactalehid i DHAP catalitzada per I’enzim
fuculosa-1-fosfato aldolasa segons una modificacio del procediment publicat (Fessner i
col., 1993).

M etodica:

Per alasintesi d'un maxim de 4,425 g FUC-1-P (CHA)..

1.- En un matras de 500 ml es mesclen els volums de les dissolucions de L-lactalehid
(pH~4) i DHAP (pH~1) corresponents a 10 mmols de cadareactiu i s addiciona aiguatipus
MilliQ 18mQcm desgasificada finsa 250 ml.
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2.- Squstael pH a7,5amb NaOH 1N i la solucié resultant s'introdueix en un bal6 aforat
de 500ml.

3.- Condicions de sintesi: agitacié magnética suau, 25 °C (bany termostatat), atmosfera

inert, pH= 7.5, concentracié inicial de reactius. [DHAP]=[L-lac]= 40 mM.

Sequiment de reacci6: per quantificacio espectrofotometrica del DHAP residua a medi de

reaccio.

4.- Extraccié mostra atemps zero dereaccio (just abans d’ addicionar I’ enzim).

5.- Addici6 de 5 UA Fuc-1-PA purificada (segons Suau, 2001)

6.- S aturalasintesi quan s ha consumit com aminim el 80% del DHAP inicial.

7.- Lamesclade reaccio es conserva a4°C fins la seva purificacio.

8.- La mescla de reaccié es filtra a través de carbd actiu. El pa de filtracié es renta

exhaustivament amb aigua (2 x 30 ml) i lesaigliesde rentat s addicionen a filtrat.

9.- Pas per columna de bescanvi anionic [Dowex 50Wx8 (Fluka, Ref.:44504) en forma
HCO31:

9.1.- Preparaci6 de la columna:
9.1.1.- Es compacta correctament la columna amb uns 140 ml de reina.
9.1.2.- Previa carrega de la mescla de reaccio es fa un rentat amb tres volums de
columna d'aigua desionitzada. Es comprova que € pH és 7,00 a la sortida de
columna.
9.1.3.- S aprofita aquest rentat per fixar un caba d elucié maxim de 1,5 ml/min

que es mantindra en tot el proceés.
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9.2.- Carrega del filtrat de reaccio ala columna

9.3.- Rentat de la columna postcarrega amb dos volums de columna d'aigua
desionitzada.

9.4.- Elucié amb 0,2M NaHCOs;. Es van recollint fraccions d’ elucié de 140 ml. Total 8
fraccions d’ elucio.

9.5.- Rentat final de la columna a alta for¢a ionica (65g NaHCO3/l). Tres volums de

columna en tres fraccions de rentat.

9.6.- Seguiment de la separacié cromatografica de bescanvi anionic per cromatografia

de capafinai eleccio delesfraccions d elucid que contenen Fuc-1-P.

10.- Liofilitzaci6 de les fraccions d’ elucio que contenen fuc-1-P (24h).

11.- Ressuspensio del liofilitzat en 100 ml d’aigua desionitzada i tractament amb Dowex
50Wx8 (Fluka, Ref.: 44504) en forma H' fins a pH=1 i total despreniment de CO.: €
liofilitzat ressuspes s'introdueix en un vas de precipitats i es sotmet a agitacio magnética
vigorosa. Es va afegint Dowex H* al temps que es controla el pH, pH inicial ~ 8, & pH es
manté al voltant de 7 mentre es va produint CO, amb les successives addicions de Dowex
H*, finalment & pH baixa a 1-2 i en aquest moment encara es fa una Ultima addicio de la
reina per assegurar que el bescanvi cationic és complert. Es manté durant una hora més
I’ agitaci6 per latotal eliminacio del CO, generat.

12.- Es filtra la dissolucié mitjancant un Filtre Rossich de placa porosa del n°3. La reina
separada per filtracio es renta exhaustivament amb aigua desionitzada (2x 20 ml) i les

aigles de rentat s addicionen al filtrat.



IV. Materialsi Métodes 93

13.- La dissoluci6 recuperada es neutralitza amb ciclohexilamina (Fluka, Ref.: 29300) i es
liofilitza.

14.- El producte de liofilitzacid, Fuc-1-P (CHA),, es conserva a—20°C sota atmosferainert.

IV.5.4. METODESPER A L’ESTIMACIO D’'ESTABILITAT PLASMIDICA

IV.5.4.1. Unitats for mador es de colonies (UFC) amb/sense marcador de seleccio.

Es determina la fraccio de cél.lules que mantenen e plasmid a diferents temps de cultiu
mitjancant la comparacié del nimero de colonies formades (UFC) quan es treballa amb o
sense el marcador de seleccio de la soca en estudi. En € cas de XL1 Blue MRF (pTrcfuc)
nomeés les cél.lules que mantenen & pasmid per la sobreexpressié de Fuc-1-PA son
resistents a la presencia d’ampicil.lina al medi de cultiu i, en €l cas de les noves soques
recombinants derivades de DH1lacdapD, només aquelles que mantenen el plasmid poden
créixer sense IPTG a medi. El protocol seguit és el seglent:

1.- Esdilueix lamostra de cultiu amb NaCl 0,9 % segons lalecturade D.O. goonm per tal que
el nimero de UFC per placa oscil.li entre 30 — 300.

2.- Amb el volum adequat de la diluci6 obtinguda es sembren, per triplicat, plaquesde LB i
plagues de LB suplementades amb e marcador de seleccio (ampicil.lina 100uM per XL1
Blue MRF (pTrcfuc) i IPTG 500uM per les noves soques recombinants derivades de

DH1lacdapD, pero, en aquests cas, cal considerar les plagques no suplementades com les de
creixement selectiu per a cél.lules portadores del plasmid ).

3.-Les plagues sembrades es deixen secar 5 min, s'incuben 12 hores a 37°C i es procedeix

al recompte de col onies formades.
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IV.5.4.2. Extraccié de DNA plasmidic

Es procedeix al’ extraccio del DNA plasmidic (veure 1V.6.1) de volums identics de mostres
a diferents temps de cultiu ajustades a la mateixa concentracid de biomassa segons lectura

de D.O. goonm.. Es comparael DNA plasmidic per unitat de biomassa obtingut :

a- qualitativament: per observacio de la intensitat de les bandes corresponents en gel

d agarosa (veure 1V.6.4.1.).

b.- quantitativament: per quantificacié espectrofotométrica (veure 1V.6.2.1.) de la quantitat

de DNA plasmidic recuperat en cadal’ extraccio

IV.5.4.3. Estimacio del nimero de copies del plasmid per cel.lula hoste (Plasmid copy

number).

Es parteix de I’estimacio de concentraci0 de DNA plasmidic per mostra de cultiu

rectificada per biomassa (veure 1V.5.4.2.b.).

Per lasimplificaci6 dels calculs, S assumeix:

- 1 parell de bases de DNA té una massa de 649 Daltons,

- 1 unitat de densitat Opticaequival a2 - 10°cél.lules,

- 100% d'eficiéncia en la recuperacio del DNA plasmidic amb els kits de Qiagen
(IV.6.1)

Coneixent:
- Cnt. Avogadro = 6,022 - 10%

sestima:
. 649 Da ' 1g
1pb 6,02210*Da

pes molecular del plésmid(g DNA

plasmid) = n° parells de bases (pb)
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unitats de D.0.gpy,,,  210°céldules

Concentrad6 cel lular dela mostra ) = -
ml mostra ml mostra  1unitat de D.O.q,,,

(nO cdllules

g DNA 1

Concentracio DNA plasmidic ( m mostraj'

pes molecular plasmid (9 DN%Iésmidj
N° copies plasmid/cél lula =

- n° cel lules
Concentracio cel lular dela mostra ( /nl mostra)

IV.6. METODESDE BIOLOGIA MOLECULAR
IV.6.1. EXTRACCIO DE DNA PLASMIDIC

S utilitzen els kits comercial d’extraccié plasmidica de la firma Qiagen (QIAprep Spin
Miniprep kit i QIAgen plasmid Midi K per I’obtencié d'un maxim de 20 i 100 ug de DNA
respectivament) basats en el métode de lalisi acalina (Birnboim i col., 1979). Aquests kits

proporcionen un bon rendiment i deixen el DNA net i lliure de RNA.
IV.6.2. DETERMINACIO DE LA CONCENTRACIO DE DNA
IV.6.2.1. Deter minaci6 espectr ofotométrica

Consisteix en registrar |’ espectre d'absorbancia de la regié de 200 a 360 nm. Una unitat
s absorbancia a 260nm equival aproximadament a 50 pg - ml™ de DNA de doble cadenai a
40 pg - mi™'de DNA de cadena senzilla

La puresa del DNA es pot valorar amb el coeficient UDO260/280, que ha de ser proper a
1,8. Vaors inferiors indiquen contaminacid per proteines i valors superiors contaminacio
per RNA.

S utilitza I’ equip Ultrospec 2100 pro UV/visible spectrophotometer (Amersham Pharmacia
Biotech).
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IV.6.2.2. Estimaci6 per electrofores en gel d’agar osa

Aquest métode s utilitza quan es treballa amb quantitats molt petites de DNA o quan la
quantificacio es realitza en un pas intermedi de purificacié en que la solucié de DNA conté
productes que falsegen la determinacié espectrofotométrica descrita a punt anterior (en
concret, es fa necessaria després de la purificacio de fragment de DNA procedents de gels
d agarosa utilitzant el QIAquick Gel Extraction kit de Qiagen, veure IV.6.4.2.). Sestimala
concentracio de DNA a partir de la fluorescencia emesa per latincio amb bromur d’ etidi, €l

qual s'intercala entre les bases nitrogenades.

Es redlitza una electroforesi en agarosa i es visuaitza per il.luminacié amb una llum
ultraviolada. La quantitat de DNA present a la banda de la dissoluci6 problema s’ estima per

comparacio de la sevaintensitat amb |es bandes corresponents als marcadors.

IV.6.3. DIGESTIONSENZIMATIQUESD’'ACIDSNUCLEICS

Les endonucleases de restriccid son enzims que tallen per sequiencies especifiques de DNA.
L’ activitat dels enzims de restriccié depen del pH, de laforcaionicai de latemperatura de

lareacci6. Cada enzim té unes condicions optimes de funcionament.

Normament, la quantitat de DNA assgjada en les digestions oscil.la entre 0,51 10 pg i
safegeix d'1 a 10 unitats d’enzim per ug de DNA. Cal tenir en compte que la quantitat
d enzim no pot superar mai e 10% del volum total de la reaccio, ja que les solucions
comercials d’ aguests enzims de restriccio contenen un 50% de glicerol. Una concentracio
de glicerol en e medi de reaccié superior a 5% pot fer perdre I'especificitat de
reconeixement. El temps de reaccio es de 1-2 hores. Si s utilitzen dos enzims alhora es
fixen unes condicions de reaccié de compromis en gue tots dos enzims actuen encara que
possiblement no en condicions optimes i el temps de reacci6 es pot augmentar finaa3 0 4

hores.
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Els enzims de restriccio i tampons de reaccié emprats en aquest treball son de la firma
Roche Molecular Biochemicalsi s han seguit les condicions de reaccié recomanades a seu

catdleg comercial.

IV.6.4. SEPARACIO DEL DNA MITJANGCANT GELSD’AGAROSA

IV.6.4.1. Electroforesi de DNA en gelsd’agarosa

L’ electroforesi horitzontal en gel d' agarosa s ha utilitzat com a metode habitual d’ analisi
del DNA. Aquesta és una tecnica electroforética senzilla que separa fragments de dsDNA
segons la seva mobilitat sobre un soport electrolitic sotmes a un camp electric aprofitant

I’ estructura polianionicadel DNA que migrara sempre en direccio al’ anode.

Lamobilitat d’ un fragment sobre el gel és proporcional a logaritme del seu pes molecular i
es pot determinar la seva mida per comparacio amb les bandes d’un marcador comercial

gue cobreix el marge de pesos moleculars d’ interes.

La finalitat de I'electroforesi pot ser analitica (per determinar la preséncia, puresa o
concentracio d’un fragment de dsDNA) o preparativa (per recuperar € fragment d'interési

procedir alasevaextraccid i purificacio).

Reactius:

Agarosa:
La concentracié d'agarosa utilitzada varia segons la grandaria de les molecules que ca

separar:

% agarosa Rang de separaci6 (kb)
0.7 0.8-10
0,9 0,5-7
1.2 0,4-6

2,0 0,1-2
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En aquest treball s ha utilitzat de formarutinariagels d’ agarosaa 1,0 %.

Tampo de recorregut:
Dissolucié TAE 50% (per 1 litre):

Tris 2420 g
Acid acétic glacial 57,0 mi
EDTA 0,5M (pH 8,0) 100  ml

Tampo de carrega:

S utilitza en una preparacio 10x:

Glicerina 5000 mg
EDTA 0,5M (pH 8,0) 200,0 ul
SDS 10% (p/V) 100,0 ul

Blau de bromfenol (12,5mg - mli™) 200,0 ul

Protocol per la preparacio del gel i eectroforesi

1.- Per preparar 50ml de la solucié d' agarosa, quantitat necessaria per un gel petit , es pesen

0,59 d’' agarosa en un matras Erlenmeyer i s afegeix 50 ml de tampé d’ electroforési TAE.

2.- Esfon I’ agarosa escalfant el matras Erlenmeyer fins a ebullicio agitant durant e procés

per obtenir una solucié homogenia.

3.- Esdeixarefredar i s afegeix bromur d'etidi (10 mg - ml™) fins una concentraci6 final de

0,5ug - ml™.
4.- Quan la temperatura de la solucié d’ agarosa és inferior a 50°C, es vessa dins el motllo
del gel que duu una pinta per formar les butxaques evitant laformacié d ampollesi retirant-

les de la superficie del gel s ésel cas.

5.- Deixar solidificar durant 20-30 min.
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6.-Es col.loca €l gd solidificat dins la cubeta d’ electroforesi i es recobreix amb & tampd
d electrofores fins2 —3 mm per sobre el gel.

7.- S afegeix ales mostres el tampo de carrega.
8.- Es carreguen de 10 a 20 ul de mostra preparada per butxaca. En € cas de gels
preparatius s uneixen fins a 3 butxaques per correr mostres de fins a 60 ul. S utilitzen els

marcadors de pes molecular de Stratagene carregant 10 ug del preparat com a referéncia de
midesi estimacid de concentracions de DNA.

Marcador de pes molecular de DNA: Longitud fragments referencia (bp)

kb supercolied DNA ladder (Stratagene) 12,10,9,8,7,6,5,4,3,2

kb linear DNA ladder (Stratagene) 12,10,9,8,7,6,5,4,3,2,15,1,0.75, 0,50, 0.25

9.- Es connecta € tanc d’ electroforesi a 70-90 volts (segons lamida del gel).

10.- Findment, les bandes es visuaitzen per transil.luminacié dels gels amb Ilum
ultraviolada. EI bromur d’etidi és una molecula poliaromatica fluorescent que s'intercala
entre les bases de DNA de forma que la seva acumulacié permet visuaitzar els fragments
exposats alallum ultraviolada.

En & cas de gels preparatius, es procedeix a |I'extraccio ddl fragment d'interés amb un
bisturi exposant el menor temps possible e gel a la llum ultraviolada per evitar possibles
mutacions del material genetic d’interes.

Les imatges dels gels d' agarosa s obtenen amb |’ equip FluorChem Imaging System (Alpha
Innotech Corporation).
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IV.6.4.2. Purificacié de bandes de DNA de gels d’agar osa

Per a|’extraccio del DNA de I’agarosa s ha utilitzat un kit comercia de la firma Qiagen

anomenat QlAquick Gel Extraction kit. El protocol d' utilitzacié és el seglient:

1.- Esretallala banda del gel d’agarosai s afegeix 1 ul del tampo caotropic subministrat

pel kit per cada miligram d’ agarosa ala banda extreta.

2.- S'incuba a 60°C finsafondre |’ agarosa.

3.- Sincuba la mostra durant 1 min en una columna mida Eppendorf que conté una reina
per laretencio del DNA.

4.- Es centrifuga a 13000 rpm 30s. Es llenca I’eluat i s introdueixen 500 ul de tampd de
rentat ala columna. Es deixaincubar 1 mini estornaa centrifugar a 13000 rpm 30s.

5.- El DNA purificat s elueix amb 50 pl d’aigua milliQ estéril: es canvia el tub Eppendorf
gue suporta la columnade purificacié per recollir el DNA purificat, s introdueixen els 50 pl

d aiguaalacolumna, sincubal mini s elueix per centrifugacié a 13000 rpm 30s.

IV.6.5. CLONATGE DE FRAGMENTSDE DNA EN PLASMIDS.

El procediment compren el's seglients passos.

1.- Es restringeixen € vector i I'insert amb els enzims de restriccié adequats segons es

descriu al’ apartat 1V.6.3.

2.- Per dillar els fragments d’'interes de les digestions redlitzades, es fan correr en una
electroforesi preparativa en gel d’ agarosa, es talen les bandes corresponentsi es purifica el

DNA segons es descriu al’ apartat 1V.6.4.2.



V. Materialsi Métodes 101

3.- Reaccio delligacio.

La reaccio de Iligacio ens permet unir fragments de DNA d extrems compatibles. L’ enzim
usat per a dur a terme aguesta reaccio és la T4 DNA lligasa (Promega). Per la Iligacio
d extrems compatibles cal que € quocient entre e nombre de moléecules de vector i €
nombre de molecules d'insert sigui proper a 0,5, és a dir, es redlitza la lligacié amb un

exceés de 2 molécules d’insert per cada molécula de vector.

Es barregen els volums de vector linedlitzat i I'insert estimats adequats, una unitat de
lligasa (1 wl) i 1 pl del tampo de la lligasa 10x (composicié: TrissHCI 300 mM pH 7.8,
MgCl, 100mM, DTT 100 mM, ATP 10 mM) completant els 10 ul de volum total de
reaccid. La reaccid es pot dur a terme durant tota la nit a 16°C o 3 hores a temperatura

ambient.

1V.6.6. INCORPORACIO DE DNA FORANI EN BACTERIS

Les soques modificades E. coli DH1lacdapD i E. coli DH1lacdapD2, propietat de Cobra
Bio-Manufacturing plc. com a part del sistema d'expressio ORT patentat per aquesta
empresa, tenen una eficiéncia de transformacié molt baixa. Per aquest motiu, per I’ obtencié
de noves soques recombinant basades en aguest sistema d’expressié ORT, es segueixen
plans de treball que eviten la manipulacio d’ aguestes soques sind és estrictament necessari |
tots el's passos de transformacio intermedis es realitzen amb soques comercials alternatives

per ales que s han descrit eficiéncies altes de transformaci 6.

En tots aguest passos intermedis del procés es trebala amb e vector tipus pORT1 que
encara conté e gen bla per la resistencia a ampicil.lina, i s utilitza la soca E.coli XL10-
Gold Kan' (Ref.: 200315; Stratagene). Aquesta soca es transforma per electroporacio i €ls
transformants es seleccionen en base a la seva resisténcia a ampicil.lina. Amb aguesta
estrategia de treball es clona I’insert que codifica per la proteina d’interes, Fuc-1-PA, i tota

la resta d'informacié genetica que es considera necessaria per a control de la seva
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expressio a vector pORT1. Per tal de no perdre |I’ampicil.lina com a marcador de selecci6,
I"dltim pas del procés és la transformacié del vector derivat del pORT1 en pORTl1a per

eliminacio del gen bla.

Les soques modificades d'interés E. coli DH1lacdapD i E. coli DH1lacdapD2 només
sutilitzen en aquest dltim pas de transformacid. Tot i que, en principi, es descriu
I"electroporacié com la técnica de major eficiencia en la transformacid, per a aquestes
soques s obtenen millors resultats de transformacio utilitzant clorur calcic i aquesta és la
técnica emprada en agquests casos. Només les cdl.lules transformades amb éxit sobreviuran
en medi complex LB sense suplementacié de DAP o d'un inductor del promotor lac (IPTG

o0 lactosa) i aquest és € criteri aplicat per la seleccio de transformants.

IV.6.6.1. Transformacio per electroporacio

L’ electroporacié amb voltatge at és e metode més eficient per transformar E.coli amb
DNA plasmidic (Coligan, 1996). Les cél.lules preparades per ser sotmeses a aquest

tractament poden congelar-se aliquotades a —80°C.

a.- Preparaci6 de les cél.lules per |a transformacié per electroporacio

1.- S'inocula’5 ml de LB fresc amb 50 pl del preparat glicerinat de la soca a transformar i
s incuben durant 12-15 hores a 250 rpm.i 37°C.

2.- S'utilitza 2,5 ml d’aguest cultiu saturat per inocular un matras Erlenmeyer de dos litres
de capacitat amb 500ml de LB. S'incuba a 250 rpm i 37°C fins que la lectura de D.O.s00nm

estigui entre 0,51 0,6.

3.- Estransfereix € cultiu aun tub de polipropilé esteril d’ unlitrei es refreda en un bany de

gel i aiguaentre 10i 15 min.

Per laresta de passos les cél.lules s han de mantenir a 2°C.
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4.- Es centrifuga a 3000 rpm (1600 x g) durant 20 min a 2°C. Es decanta el sobrenedant i.
es resuspen e sediment cel.lular en 5 ml d’ aigua esteril freda. Afegir 500ml més d’'aigua
esteril freda, barrgjar bé i centrifugar un atre cop (3000 rpm (1600 x g) durant 20 min a
2°C).

5.- Es decantaimmediatament el sobrenedant i es resuspén el sediment cel.lular en el liquid
residual a tub.

6.- Afegir 500ml més d aigua esteril freda, barrejar bé i repetir els passos 4 i 5.

7.- Per procedir a |’electroporacié a partir de cel.lules congelades, s afegeixen 40ml de
solucié a 10% en glicerol estéril i fred, s homogenitza i es transfereix a un tub de

polipropilé de 50ml. Es centrifuga (3000 rpm (1600 x g) durant 10 min a 2°C).

8.- Es decanta el sobrenedant, s estima el volum de sediment cel.lular obtingut i es resuspéen
en un volum similar de solucio a 10% en glicerol esteril i freda. S aliquota en fraccions de
100ul en tubs Eppendorf de 1,5 ml de capacitat préviament atemperats en un bany de gel |
es congelen en gel sec. L’estoc d aiquotes preparades per electroporacio es manté a —
80°C.

b.- Transformacié per electroporacié

1.- Incubar les cubetes d’ el ectroporacié en gel un minim de 15 min.

2.- Sense esperar que es descongeli, afegir a una aliquota de cél.lules preparades per
electroporacio 2ul del DNA plasmidic amb que es vol transformar (directe del producte de

[ligacio).

3.- Mantenir la mescla en gel fins que es comenci a descongelar i transferir-la ala cubeta

d electroporaci6 freda.
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4.- Es treballa amb |’equip d'electroporacioé de Bio-Rad fixant les seglients condicions
d operacio: 2,5kV, 25 uF i 400 Ohms.

5.- Immediatament després de sotmetre la mescla a electroporacio, s afegeixen 900 ul de
medi complex SOC ala cubeta, es barrgja per inversié i s'incuba amb agitacio suau a 37°C

durant 1 hora

6.- Es transfereix a un tub Eppendorf de 1,5 ml de capacitat i es centrifuga (1 min a 13000
rpm). Es descarta € sobrenedant i el sediment cel.lular es resuspén en 100ul de medi

complex SOC fresc

6.- Directament amb els 100ul de resuspensié es plaqueja una Unica placa de LB-agar

suplementada amb ampicil.lina a concentraci6 final 100uM.

7.- Es deixa reposar la placa durant 10 min per al’absorci6 del medi, s'inverteix i s'incuba
a 37°C durant 16 hores.

8.- Resembrar colonies de transformacid a una segona placa de LB-agar suplementada amb
ampicil.lina a concentracio final 100uM, incubar 37°C durant 16 hores i inocular colonies

aillades en tubs amb 5 ml de medi liquid LB.

9.- Incubar a 37°C i 250 rpm 16 hores més. Aquest cultiu S utilitza per a: @ comprovar
I”exit en la transformacié mitjancant I’ extraccio de DNA plasmidic (veure 1V.5.4.2)) i b),

un cop comprovat, preparacio d’ estocs glicerinats de la soca recombinant obtinguda.

1V.6.6.2. Transformacio utilitzant clorur sodic

La introduccié de vectors plasmidics en cél.lules d'E. coli es redlitza mitjancant la
transformacio per xoc térmic de cél.lules competents. Per la preparacié de cel.lules
competents s ha utilitzat el métode del clorur calcic (Mandel i Higa, 1970), seguint els

seguents passos:
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a.- Preparaci6 de les cél.lules competents

1.- Siinocula5 ml de LB fresc suplamentat amb IPTG a concentraci6 final 0,1 mM amb 50
ul del preparat glicerinat de la soca a transformar i s'incuben durant 12-15 hores a 250
rpm.i 37°C.

2.- Sutilitza 1 ml d’aguest cultiu saturat per inocular un matras Erlenmeyer d'un litre de
capacitat amb 100ml de LB suplamentat amb IPTG a concentracio final 0,1 mM. S'incuba
a 250 rpm i 37°C fins que lalectura de D.O.s590nm estigui a voltant de 0,375.

3.- Esreparteix e volum de cultiu en dos tubs de polipropilé estéril de 50 ml i es refreda el

cultiu en gel un minim del5 min.

4.- Es centrifuga a 3000 rpm (1600 x g) durant 10 min a 4°C. Es decanta el sobrenedant i.
es resuspen el sediment cel.lular en 10 ml de CaCl, 100mM atemperat préviament en gel.

S'incubaen gel durant 30 min.

5.- Es centrifuga a 2500 rpm (1100 x g) durant 5 min a 4°C. Es decanta e sobrenedant i es

resuspen suaument en 2 ml de CaCl, 100mM atemperat previament en gel.
6.- Les cél.lules sotmeses a aquest tractament ja son competents i s aliquoten en fraccions
de 100ul en tubs Eppendorf de 1,5 ml de capacitat. S no han de ser utilitzades

immediatament aquestes aliquotes de competents es congelen a—80°C.

Les solucions de CaCl, 100 mM s esterilitzen per filtracio. amb filtres de 0.22 um (Millex-
GS, Millipore).

b.- Transformacié per xoc térmic

1.- Es deixa descongelar una aiquota de cél.lules competents en gel i estransfereix a un tub

de 15ml de polipropilé préviament incubat en gdl.



V. Materialsi Mé&odes 106

2.- Afegir lasolucio del plasmid de transformaci 6 (es treballa directament amb la barreja de

[ligacié amb un volum aproximat de 10ul). S'incuba en gel durant 30 min.

3.- Xoc termic: es transfereixen les mostres a un bany a 42 °C i es mantenen 45s.

Rapidament es transfereixen a un bany de gel on es mantenen 2 min més.

4.- S'afegeix 0,9 ml de LB atemperat préviament a 37°C, s afegeix IPTG a concentracio
final 0,1 mM i s'incubaa 37°C amb agitaci6 suau (100 rpm) durant 1 hora.

5.- Es transfereixen les cél.lules a un tub Eppendorf de 1,5 ml de capacitat, es centrifuga (1
min a 13000 rpm) i es resuspén el sediment cel.lular en 1.0 ml de LB fresc per eliminar

completament I’ PTG.

6.- Es plagugja amb una nansa de Digralsky sobre plagues de LB-agar (100ul de les

dilucions 10™ i 10 dela solucié obtingudaa punt anterior).

7.- Es deixa reposar la placa durant 10 min per al’absorci6 del medi, s'inverteix i s'incuba
a 37°C durant 16 hores.

8.- Resembrar colonies de transformacié a una segona placa de LB-agar, incubar 37°C
durant 16 hores i inocular colonies aillades en tubs amb 5 ml de medi liquid LB, incubar a
37°C i 250 rpm 16 hores més. Aquest cultiu s utilitza per a a) comprovar |’exit en la
transformacio mitjancant I’extracci6 de DNA plasmidic (veure 1V.5.4.2)) i b), un cop

comprovat, preparacio d estocs glicerinats de la soca recombinant obtinguda.

IV.6.7. SEQUENCIACIO DE DNA

La sequienciacio de DNA es varealitzar através del servei: The DNA Sequencing Facility,
Department of biochemistry, University of Oxford. EIl metode de seglienciacio és una

variacio del métode de Sanger (Sanger i col., 1977) basat en la sequenciacio ciclica.
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S utilitzen encebadors marcats amb un grup fluorescent (ALFexpress) que permeten
I"elongacio del DNA en preséncia de Taq polimerasa. Es duen a terme separadament quatre

reaccions amb cadascun dels quatre ddNTPs.
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V.1. INTRODUCCIO

La composicio del medi de cultiu juga un paper essencial en la millora de productivitat de
processos per a la sobreexpressio de proteines recombiants intracel lulars. La productivitat
del procés en aquests casos ve determinada tant per la concentracié cel.lular assolida al
final de creixement com per la productivitat especifica per a la proteina d’interés (unitats
d activitat per gram de biomassa). La influencia de la composicié del medi en ambdds
aspectes ha estat ampliament descrita (Donovan i col., 1996; Leei col., 1997; Rheei cal.,
1997).

Un medi de cultiu correctament dissenyat ha d aportar tots els nutrients necessaris, i en
quantitats suficients, per garantir de no limitar el creixement cel.lular. L’ aproximacié més
senzilla son el's medis anomenats complexos, que en base a hidrolitzats protéics (extractes
de llevat, casaminoacids, peptones), aporten abundants quantitats de varietat d’aminoacids,
vitamines i elements traca i mantenen el creixement cel.lular sense necessitat de coneéixer
estrictament la seva composicio. Com alternativa oposada, es troben els medis definits que
contenen Unicament productes de composicio quimica definida i en quantitats conegudes:
unafont de carboni, una font de nitrogen, minerals, elements tragai sovint alguna vitamina
o aminoacid concret necessari per al creixement de soques modificades que en son
auxotrofiques. Aquests medis cal dissenyar-los en base a coneixement de la composicio
elemental del microorganisme en estudi i als coeficients de rendiments a biomassa per as
principals nutrients. Un bon disseny d’aquests medis es critic perque concentracions sub-
optimes en determinats components suposen limitacions no controlades del creixement
(Yeei Blanch, 1993a).

Cada un d' aquests tipus de medis presenta diferents avantatges com alternativa en el cultiu
de microorganismes recombinants per a la produccié de proteines intracel lulars. Els medis
definits, gracies a la seva propietat de medis nets, faciliten € control de I'evolucié del
cultiu i permeten:

- el seguiment d’ aspectes com ara la disponibilitat de substrats que podrien limitar €l

creixement o I’acumulacio de productes toxics per a metabolisme,
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- ¢ disseny i control d estrategies de creixement basades en la disponibilitat de
nutrients al medi,

- I’obtencié de resultats previsiblesi reproduibles .
Tots aquests aspectes justificarien que els millors resultats en I’estudi de cultius d alta
densitat cel.lular corresponguin a estratégies de creixement controlat i en base a aguest
tipus de medi. Resultats amb concentracions al voltant dels 100g de pes sec per litre de
cultiu (g PS/l) han estat publicats per alguns grups (Riesenberg et a., 1991; DelLisa at al.,
1999, Wilms et a., 2001) i aquests rendiments s’ han millorat fins a voltant dels 150 g PS/I
amb |’ optimitzacio d estratégies per a control del procés (Korz et al., 1995; Horn et a.,
1996). Els bons resultats a nivell de densitats cel.lularsi les possibilitats d’ un control robust
de les fermentacions ha despertat € seu interés en I’ambit industrial ( Riesenberg i Guthke,
1999).

En canvi, els medis complexos aporten aminoacids, vitamines i altres productes de
metabolisme que la cél.lula pot utilitzar directament sense necessitat d’ utilitzar recursos en
la seva sintesi. D’ aguesta manera es facilita el creixement cel.lular, és possible treballar a
velocitats de creixement molt superiors a la dels medis definits i saugmenta la
productivitat del procés mitjancant la reduccié del temps associat. Com a principa
avantatge pero, aquesta naturalesa complexa tendeix a alleugerar |’ estrés metabolic associat
a l’expressié recombinant i les productivitats especifiques assolides descrites acostumen a
ser considerablement superiors (Glick, 1995; Winter i col., 2000).

Amb I’objectiu d aprofitar els avantatges dels medis definits pel que fa a control del
procés, pero a mateix temps incrementar la velocitat de creixement i productivitat
especifiques, una tendencia habitual és enriquir medis definits correctament dissenyats amb
altres nutrients. Quan s addicionen suplements complexos com ara casaminoacids,
peptones o extracte de llevat, entre els més comuns en € cultiu d' E. coli, aquests medis
s anomenen semicomplexos o semidefints i s'han utilitzat amb molt bons resultats en
estratégies de cultiu per assolir altes densitats cel.lulars (Whitney i col., 1989; Kawabe i
col., 1993; Mendoza i col., 1995). Una altra alternativa és I'addicié de quantitats

controlades de determinats aminoacids de rellevant importancia en determinades rutes
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importants del metabolisme cel.lular o en lasintesi del producte recombiant (Kenneth i col.,
1995; Mizutani i col., 1986; Han i col., 2002; Harcum, 2002). Aquesta estratégia pot
suposar una inversié de temps considerablement superior pero resulta molt mes elegant ja

gue es manté la naturalesa definida del medi de partida.

De la revisio bibliografica realitzada s extreu que no és possible generalitzar a |’hora de
triar un medi de cultiu adequat en processos d' expressié recombinant. En cada cas, el medi
de cultiu optim vindra determinat, principalment, pels seglients aspectes.

- lasocai € sistemad expressio recombinant utilitzats,

- laproteinad interés a expressar,

- I'estrategia de creixement amb que es pretén treballar.

En aguest capitol es plantgja |’ estudi del medi de cultiu per ala produccié de Fuc-1-PA en
E. coli XL1 Blue MRF' (pTrcfuc) pensant en la seva utilitzacio final en cultius
semicontinus. En aquest sistema recombinant, I’ expressio ve controlada pel promotor trc,
derivat del promotor lac i induible per lactosa o € seu andeg estructural IPTG. L’ objectiu
és triar un medi de cultiu que permeti tant maximitzar la productivitat especifica de Fuc-1-
PA com assolir cultius d'alta densitat cel.lular per tal doptimitzar la productivitat

volumeétrica del procés utilitzant aquest sistema d’ expressio.
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V.2. RESULTATSI DISCUSSIO.

Es pretén avaluar I’efecte del tipus de medi tant en el creixement de la soca de treball, E.
coli XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc), com en la produccié recombinant de Fuc-1-PA sota aquest
sistema d’expressid. Amb aquests objectius, es planteja un estudi comparatiu a petita escala

en que s’inclogui un medi complex, un de definit i un de semidefinit.

Tot I’estudi es realitza en matrassos Erlenmeyer de 1 1 de capacitat segons el protocol i
condicions general descrites a Materials i Métodes (Capitol IV). Només en els experiments
per a I’estudi d’expressio de Fuc-1-PA recombinant, es fa necessari estudiar les condicions
d’induccid. Per a la resta d’experiments la temperatura de creixement es manté a 37° C,

temperatura optima de creixement del microorganisme.

V.2.1. Creixement en medi complex LB

Com a medi complex a incloure a I’estudi, es tria el medi de Luria-Bertani (LB) donat que
¢és el medi emprat en els treballs previs realitzats amb la soca de treball E. coli XL1 Blue

MREF’ (pTrcfuc) (Garcia-Junceda et al., 1995).

Es realitza un primer experiment per tal d’avaluar la carrega metabolica i ’efecte en el
creixement que el manteniment del plasmid pTrcfuc i la induccié d’expressio del gen fucA
poden suposar per a la soca hoste. A la Figura V.1. es mostren els perfils de creixement de
la soca XL.1 Blue MRF’ no recombinant i de la soca recombinant XL1 Blue MRF’(pTrcfuc)
no induida 1 induida amb dues concentracions d’inductor diferents: 50 uM 1 500 uM. La
temperatura es manté a 37°C i s’indueix a I’inici del creixement. En experiments posteriors
per a I’estudi d’expressié recombinant, dins d’aquest mateix capitol, es fixa la reducci6 de
temperatura a 30°C en el moment d’induccié com a condicid de treball, pero, en aquest
experiment concret, 1’objectiu no és tant avaluar la sobreexpressiéo de Fuc-1-PA soluble
activa, com I’efecte d’aquesta sobreexpressio en el creixement del microorganisme i es

decideix mantenir la temperatura optima de creixement d’E. coli per a I’estudi.



V. Millora del medi de cultiu per ala producci6 de Fuc-1-PA en XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc) 112

10 -
O
¢ = ®
P
°
e 0®
c
3
© 1
o
A O -
o v ® nax=065h"
i -1
O pmax=0.59h
i Y pmax=059h7t
O pmax=061ht
oG 1+ F—F—T7—T——T—— T T
0 5 10 15 20 25 30
Temps (h)

Figura V.1. Perfils de creixement en medi LB a 37°C. (e ) XL1 Blue MRF’ no transformada, (()
XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc) no induida, (V) XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc) induida a 50 uM IPTG, (o)
XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc) induida a 500 uM IPTG.

No s’observen diferéncies entre els perfils de creixement de la soca recombinant (induida /
no induida) ni tampoc quan es comparen amb la soca XL1 Blue MRF’ no transformada. La
velocitat maxima de creixement s’estima al voltant de 0,6 h™ en tots els casos. Ni el
manteniment del plasmid de seleccid per antibiotic ni la sobreexpressié de Fuc-1-PA
afecten al metabolisme cel.lular de forma significativa i cap dels dos fenomens es tradueix
en una reduccid de la maxima velocitat especifica de creixement o en modificacions del
perfil de creixement. Aquests resultats semblen indicar que els nivells de proteina

recombinant expressada seran molt moderats tot i la induccio (Glick et al., 1995).
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Concentraci6 d’inductor | Activitat FUC-1-PA
Soca: (umols IPTG/ 1 cultiu) (UA/ gPS)
XL1 Blue MRF’ no transformada: No detectada
XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc): No induida 108
50 200
500 276

Taula V.1. Activitat Fuc-1-PA especifica al final del creixement per a cultius en LB a 37°C.
Mostres corresponents a 12h de cultiu.

A la Taula V.1. es recullen els resultats de quantificacié d’activitat al final del creixement.
Els resultats confirmen que la sobreexpressiéo de Fuc-1-PA activa per inducciéo amb IPTG
¢s molt moderada i que els nivells d’expressio en condicions de no induccié no es poden

menysprear.

En treballs anteriors publicats pel grup del Dr. Wong fixant les mateixes condicions de
treball, la concentracié d’inductor optima descrita es trobava al voltant de 50 uM d’IPTG 1,
amb concentracions d’inductor superiors, disminuia 1’activitat detectada (Garcia-Junceda 1
col., 1995). De forma contraria, els resultats obtinguts en el present treball semblen indicar
que els rendiments en sobreexpressié augmenten a 1’augmentar la concentracié d’inductor
malgrat que, amb concentracions de 500 uM d’IPTG, no s’obtenen augments proporcionals

de sobreexpressio indicant una possible situaci6 de saturacio.

V.2.2. Creixement en medi definit (M D) i semicomplex (M SC).

Com a medi definit (MD) es tria I’adaptacié d’un medi préviament descrit a la bibliografia
per al cultiu d’una soca d’E. coli genotipicament molt similar a la de treball (Yee and

Blanch, 1993b).
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Per a I’eleccio del medi semidefinit es realitza un estudi preliminar per avaluar 1’efecte de
suplementar el medi MD amb diferents concentracions d’una font complexa de nutrients.
Cal no oblidar que la finalitat d’aquest estudi €s determinar quin tipus de medi és el més
adequat per a la producci6 de Fuc-1-PA i, per tant, només en el cas que el medi semidefinit
ho fos, seria el moment de plantejar-se aprofundir en aquest estudi: provar altres fonts
complexes alternatives o intentar esbrinar quins son els components definits d’aquest

suplement que li infereixen un avantatge sobre creixement i/o expressio.

Es tria I’extracte de llevat com a font complexa per realitzar 1’estudi en base a una extensa
revisio bibliografica comparant 1’efecte de suplementacié de diverses fonts complexes.
Entre els resultats obtinguts destaca 1’efecte de 1’addici6 d’extracte de llevat en la millora
dels nivells d’expressio i d’estabilitat de proteines recombinants produides en E. coli i que
sovint és la font escollida en estudis en que es comparen diferents suplements complexos
(Lee i col., 1994; Yoon i col., 1996; Kweon i col, 2001). També pel que fa a la millora de
rendiments cel.lulars, s’han descrit molt bons resultats, concretament en treballs realitzats
amb la mateixa soca hoste en estudi (Li i col., 1990). No es pot amagar, pero, que també
s’han trobat alguns treballs destacant I’efecte negatiu de I’extracte de llevat per incrementar
I’expressio basal quan es treballa sota el control de promotors tipus lac (Doran i col., 1990;

Solaiman i col., 1991).

A la Figura V.2(a). es mostren els perfils de creixement de la soca XL1 Blue

MREF’(pTrcfuc) segons la quantitat d’extracte de llevat suplementada al medi definit MD.
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Figura V.2. (a) Perfils de creixement de X1 Blue MRF’ (pTrcfuc) no induida a 37°C en medi MD
enriquit amb concentracions creixents d’extracte de llevat: (e )medi MD, ([0) medi MD + 2 g
extrecte de llevat/l , (¥)medi MD + 4 g extracte de llevat/l, (V) medi MD + 8 g extracte de llevat/I,
(m) medi MD + 10 g extracte de llevat/l.(b) Perfil de variacid en la velocitat especifica maxima
de creixement en medi definit MD a I’augmentar la concentracié d’extracte de llevat
suplementat.

Els valors de velocitat especifica maxima de creixement en cada cas es mostren a la Figura
2(b). El creixement en medi definit MD (p max. = 0,35 h) és clarament més lent que en
medi complex LB (1t max. = 0,65 h™). L’addicié d’extracte de llevat té un efecte positiu
sobre el creixement. Suplementacions superiors a 8 g d’extracte de llevat per litre de MD ja
no suposen cap avantatge en creixement. Amb una suplementacié al voltant dels 4 g
d’extracte de llevat per litre, la velocitat especifica de creixement per al nou medi
semidefinit és molt similar a la que caracteritza el creixement en medi complex LB. En
conseqiiéncia, es tria el medi MD enriquit amb 4 g d’extracte de llevat per litre com a medi

semidefinit (medi MSC) a incloure a I’estudi (Figura .V.2 (b)).
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Fins aquest moment s’han definit els medis a incloure a I’estudi com a representacié dels
diferents tipus de medi: LB com a medi complex, MD com a medi definit i MSC com a
medi semidefinit, 1 s’ha estudiat I’efecte de la composicid6 del medi de cultiu en el
creixement de la soca recombinant. En aquest punt, es decideix introduir un quart medi

abans de prosseguir amb 1’estudi de I’efecte del medi de cultiu en 1’expressioé de Fuc-1-PA.

La inclusio d’agents quelants, com ara I’EDTA, en la composicié de medis definits o
semidefinits dissenyats per assolir cultius d’alta densitat cel.lular és una practica habitual
per facilitar la solubilitzacié de grans concentracions de components del medi (Wilms i
col., 2001, Kweon i col., 2001). La proteina recombinant d’interes en aquest treball, Fuc-1-
PA, és un haloenzim que utilitza de forma preferent zinc com a cofactor entre altres cations
divalents (Dreyer i col.,, 1996). En el cas que posteriorment fos necessari pensar en
I’addici6 d’aquest tipus d’agents quelants per evitar problemes operacionals de
solubilitzacié d’alts continguts en sals, sembla interessant parar-se a avaluar ’efecte que
podria tenir la seva addicio en I’estabilitat i activitat de la proteina expressada. En base a
aquest raonament, es decideix incloure un quart medi a I’estudi: el medi definit MD
suplementat amb EDTA (0,033 g Na,-EDTA-2H,O0 per litre de medi MD, suplementacid

habitual en medis descrits per assolir altes densitats cel.lulars).

V.2.3. Efecte del medi de cultiu en |’ expressié de Fuc-1-PA

Un cop fixats la soca hoste i el sistema d’expressio recombinants, la induccidé Optima per a
I’expressié de proteines recombinants sota el control de promotors derivats del lac no
només depén de la qualitat del medi de cultiu. Per fixar les condicions d’inducci6: moment
del creixement en que s’indueix ’expressio i concentracid d’inductor, també cal considerar
altres aspectes com son, principalment, 1’estratégia de fermentaciéo amb que es fara créixer
la soca hoste, 1’estrés metabolic causat per la sobreexpressié recombinant i la forma en que
la proteina expressada tendeix a acumular-se (Donovan i col., 1996; Lee i col., 1997,

Ramirez i col., 1999; Kilikian i col., 2000).
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Per a la realitzacio de 1’estudi que es planteja en aquest capitol, es fa necessari fixar unes
condicions de compromis per a la inducci6é recombinant per tal de comparar els medis de
cultiu 1 poder extreure la maxima informacié possible en relacio a les possibilitats de cada

un d’ells per a I’expressié de Fuc-1-PA.

Criteris per fixar les condicions de temperatura d’ induccid en |’ estudi

La formaci6 de cossos d’inclusio, agregats de proteina insoluble al citoplasma cel.lular, ha
estat préviament descrita per a I’expressio de Fuc-1-PA en E. coli XL1 Blue MRF’
(pTrcfuc) treballant en medi complex LB i a 37°C com a temperatura optima de creixement
d’E. coli (Garcia-Junceda et al., 1995). Entre els principals aspectes que determinen la
formaci6 d’aquests agregats es troben la velocitat i temperatura de creixement, el medi de
cultiu i el moment d’induccié (Strandberg i Enfors, 1991a; Georgiou i Valax, 1996). En
fixar unes condicions de creixement i induccié comuns per a tots els medis inclosos a
I’estudi, en lloc de fixar les condicions optimes particulars per evitar-ne la formacié en cada
un d’ells, el grau de formacio aquests agregats pot ser significatiu en alguns casos i falsejar
els resultats obtinguts en termes de maxima activitat intracel.lular soluble. La reduccio de
temperatura €s una mesura habitual per tractar de minimitzar la formaci6 d’aquests agregats
(Chalmers 1 col., 1990) i, concretament, el grup del Dr. Wong descriu millores en la
recuperacio de Fuc-1-PA 1 altres liases recombinants en la seva forma soluble activa quan
es redueix la temperatura de creixement de 37°C a 30°C (Garcia-Junceda et al., 1995;

Herrman et al., 1994).

Amb 1’objectiu de poder comparar en les millors condicions possibles els nivells de
sobreexpressio de Fuc-1-PA intracel.lular soluble activa, es fixa com a condici6 de treball

aquesta reducci6 de temperatura de 37°C a 30°C just en el moment de la induccio.
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Criteris per fixar les condicions de concentracié d’inductor i moment d'induccié en
I’ estudi

Els nivells d’inductor requerits per assolir el maxim rendiment de sobreexpressid en
sistemes d’expressio basats en 1’oper6 lac depenen d’un conjunt molt extens de factors: la
forga del promotor, la preséncia de gens repressors lacl o lacI? al plasmid, la resposta de la
cel.lula hoste a I’expressié recombinant, la solubilitat de la proteina sobreexpressada i
d’altres aspectes de la proteina a sobreexpressar (Donovan i col., 1996). En concret, per
induir D’expressidé de proteines recombinants intracel.lulars, ¢és habitual utilitzar
concentracions de 1| mM d’IPTG donat que, amb aquesta concentracio, es preveu obtenir la
maxima induccid tant per a vectors amb gens repressors lacl com lacI? (Laffend i Shuler,

1994).

En aquest estudi es treballa amb una concentraci¢ final al medi de cultiu de 500uM d’IPTG
per induir I’expressio recombinant. Aquesta decisid es pren en base a estudis preliminars
(no mostrats) en que, fixant les mateixes condicions de creixement i variant la concentracid
d’inductor entre 50 i 1500uM de IPTG, amb concentracions superiors a 500 pM ja no es

detecten increments significatius en I’activitat especifica (UA - g PS) per a cap dels medis.

Per ultim, el moment d’induccié es fixa a I’inici de la fase exponencial de creixement
(D.O.60onm = 0,7) 1 es manté el creixement induit el maxim de temps possible per tal
d’avaluar:
- l’efecte de la sobreexpressid recombinant sobre el metabolisme cel.lular i el
creixement de la soca recombinant,
- els perfils d’acumulaci6é de la proteina recombinant d’interés i qualitat d’aquesta

expressio (formaci6 d’agregats insolubles, nivells d’activitat)

Les condicions finalment fixades per a 1’estudi son: inducci6 a I’inici de la fase exponencial
de creixement (D.O.¢00nm = 0,7) per addicié d’IPTG a concentracié final al medi de cultiu

500 uM i simultaniament, reduccié de la temperatura de 37°C a 30°C. Sota aquestes
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condicions de treball no es detecta la formacid de cossos d’inclusié en cap dels medis

inclosos a I’estudi fent més senzilla la comparacié dels resultats obtinguts.

El control de formacié d’aquests agregats es realitza mitjangant observacions rutinaries al
microscopi optic, on es distingeixen com cossos refractaris citoplasmatics. Els resultats es
comproven per microscopia electronica de transmissié i mitjancant electroforesi de
proteines. En aquest ultim cas, comparant la quantitat de Fuc-1-PA recuperada quan les
mateixes mostres de cultiu a final de creixement es processen per a la recuperacié de la
fraccio soluble citoplasmatica i, per altra banda, aplicant un tractament desnaturalitzant per
a la solubilitzacio d’aquests agregats (veure Materials 1 metodes 1V.5.3.1.1.b). A la Figura
V.3 es mostren els resultats obtinguts per als medis LB 1 MD. En cap dels medis el
processat alternatiu de les mostres suposa un augment significatiu de Fuc-1-PA recuperada

i es descarta la formacid d’aquests agregats proteics.
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Figura V.3. Electroforesi desnaturalitzant SDS-page de mostres a final de creixement ajustades a la
mateixa concentracio de biomassa. Reduccio de temperatura de 37 a 30°C en el moment d’induccid.
Carrils: (2,4,6,8) directament per a la fraccié soluble citoplasmatica ; (1,3,5,7) sotmetent-les mostres
a un tractament desnaturalitzant per a la recuperaciod de cossos de inclusié. N: no induit, |: induccio
a 500uM d’IPTG a fase inicial de creixement. M : marcador de pesos moleculars.

A la Figura V.4 es presenten els perfils de creixement per a la soca XL1 Blue MRF’
(pTrcfuc) en els quatre medis inclosos a I’estudi i també els perfils d’acumulacié de Fuc-1-

PA intracel.lular soluble activa després de la induccio.
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Figura V.4. (a) — (d) Valors i corbes de tendéncia per al creixement i I’acumulacié de Fuc-1-PA
especifica en XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc). Induccié a I’inici de la fase exponencial de creixement
amb reduccié de temperatura de 37°C a 30°C. (@) D.O.¢00 um, (A) Concentracié d’activitat Fuc-1-PA.
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Figura V.4. (e)-(f). Presentaci6 de les mateixes dades per a la comparacié de creixement i
acumulaci6 de Fuc-1-PA entre els diferents medis: (A) LB, (m) MSC, () MD, (¢) MD+EDTA.
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De I’analisi dels resultats obtinguts es poden treure algunes conclusions comunes per al

comportament del sistema en tots els medis de cultiu inclosos a 1’estudi:

a) No s’observen diferéncies significatives de creixement quan s’indueix o no 1’expressio
del gen fucA (Comparacié de creixements per la Figura V.4.e. i Figures V.1 i V.2). Sembla
que la sobreexpressioé recombinant no suposa un estrés metabolic significatiu per a la soca
XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc). Aquesta manca d’efecte de la induccid sobre el creixement ja
s’havia observat préviament en els estudis de creixement inicials en medi complex LB

mantenint la temperatura a 37°C.

b) Un cop induida I’expressi6 i mentre dura la fase exponencial de creixement, es va
acumulant Fuc-1-PA com a proteina soluble intracel.lular activa perd 1’acumulacié s’atura
quan s’assoleix la fase estacionaria del cultiu. Es pot concloure que, en tots els medis,

I’acumulacié d’activitat especifica va lligada a creixement.

¢) L’acumulaci6 progressiva d’activitat aldolasica durant el creixement i la seva estabilitat
en fase estacionaria fa descartar la possibilitat d’una activitat proteolitica important,
ampliament descrita per a la produccié d’enzims recombinants en E. coli (Enfors, S.O.,

1992).

L’acumulacié d’activitat Fuc-1-PA especifica al final del creixement per al medi definit
MD (700 UA - g'1 PS) és clarament superior a 1’obtinguda amb els medis LB (200 UA - g'1
PS) i MSC (460 UA - g PS). Quan es comparen els resultats obtinguts amb LB i MSC
(Figura V.4.a i b.), mantenint similars perfils de creixement i velocitats de creixement
maximes, [’acumulacié de Fuc-1-PA activa en MSC ¢és molt superior (més del doble) que
en LB. Aquesta observacié ve a confirmar la influéncia de la composicié del medi sobre
I’expressi6 recombinant que, per 1’expressid de Fuc-1-PA en aquest sistema, sembla
afavorir-se d’una composicié definida mineral. D’altra banda, quan es comparen els
resultats obtinguts amb MD i MSC (Figura V.4.b i c.), mantenint ara una base definida

mineral per la composicid del medi en tots dos casos, la concentraci6 especifica de Fuc-1-
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PA a final de creixement és notablement superior en MD indicant la influéncia de la

velocitat de creixement sobre 1’expressid recombinant.

La reducci6 en la velocitat de creixement en medi MD, en comparacié a quan es treballa
amb medis de composicid complexa, afavoreix allargar la vida del cultiu i assolir la
maxima acumulacié d’activitat especifica al final del procés donat que, en tots els medis,
I’expressié de Fuc-1-PA va lligada a creixement. Per altra banda, es troba ampliament
descrit a la bibliografia que la velocitat de creixement del microorganisme hoste €s un dels
parametres que determinen la qualitat en I’expressio recombinant i que a baixes velocitats
de creixement s’afavoreix el plegament correcte de les proteines sobreexpressades
maximitzant la seva recuperacié en forma soluble activa (Neubauer i Winter, 2001). Aquest
factor també podria estar afavorint I’acumualcié de Fuc-1-PA activa en el medi MD. No
obstant, aquests resultats semblen indicar que modificant les condicions de creixement amb
MSC, disminuint la velocitat de creixement 1 allargant la vida del cultiu, es podrien assolir
concentracions especifiques de Fuc-1-PA molt superiors ja que la composicid mineral del

medi també afavoreix la produccio de Fuc-1-PA.

Les quantificacions densitometriques dels gels d’electroforesi desnaturalitzant SDS-PAGE
de mostres de la fraccid intracel.lular venen a confirmar els resultats obtinguts d’activitat
especifica (Figura V.5.). L’acumulacié de Fuc-1-PA arriba a un valor maxim al final del
creixement en medi MD, al voltant del 28 % de la proteina total; valor que es manté també
quan s’inclou EDTA a la composicié del medi MD. L’acumulacié en el medi MSC suposa
al voltant del 25 % de la proteina total i només al voltant del 16 % en LB. En LB, Ila

sobreexpressio de Fuc-1-PA un cop induida I’expressio no és significativa.
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Figura V.5. Electroforesi desnaturalitzant SDS-page de mostres de la fraccié intracel.lular al final
del creixement corregides per biomassa. Reduccié de temperatura de 37 a 30°C en el moment
d’induccio. N: no induit, | : induccié a 500uM d’IPTG a fase inicial de creixement. M : marcador de
pesos moleculars.

El sistema d’expressio utilitzat, basat en els plasmids pTrcHis (Invitrogen Co.), resulta
dificil de regular i I’expressido recombinant basal és alta. Aquesta manca de control en la
repressio  d’expressié recombinant €s un comportament ampliament reportat a la
bibliografia quan es treballa amb promotors basats en 1’opero6 lac i derivats: 1’operador no
es troba ocupat continuament pel repressor lac i és habitual observar nivells considerables

d’expressio basal (Donovan et al., 1996)

La suplementacié del medi MD amb EDTA no influéncia ni el perfil de creixement ni la
fraccio de proteina total intracel.lular soluble que suposa 1’aldolasa recombinant al final del
creixement perd si t€ un efecte important en termes d’activitat. Amb 1’addicié d’aquest
agent quelant, 1’activitat aldolasica Fuc-1-PA intracel.lular a final de creixement es redueix
practicament a la meitat. Com s’havia sospitat en incloure aquest medi en I’estudi,
efectivament sembla que ’addicié d’EDTA limita la disponibilitat del Zn>" i altres cations

divalents al medi de cultiu per constituir la forma activa de I’enzim. En una fase inicial del
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creixement aquest efecte €s inapreciable i el perfil d’acumulacié en termes d’activitat
especifica €s gairebé coincident per a tots dos medis, MD 1 MD+EDTA, pero, ¢€s al voltant
de les 5 hores de creixement induit (Figura V.4.f) que la limitacidé en cations divalents
disponibles al medi de cultiu podria justificar ’aturada en 1’acumulaci6 d’activitat
aldolasica que es registra per a aquest medi només en el cas en que es contempla I’addicid

de I’agent quelant en la seva formulacié.

La recuperacio de I’activitat de metaloenzims sotmesos a ’accio d’agents quelants ha estat
una tasca dificil d’assolir. Generalment, no s’arriba a recuperar el total d’activitat previ al
tractament quelant i comporta etapes addicionals en el procés de recuperacio final dels
enzims per a la seva utilitzacié (Ramilo et al., 1997). Com a conseqiiencia d’aquest resultat,

s’evitara incloure EDTA en la formulacié de cap medi per a la producci6 de Fuc-1-PA

V.2.4. Influéncia dela concentracié d’inductor en I’ expressio de Fuc-1-PA

En estudis d’expressi6 a petita escala, és habitual fixar una concentracié d’inductor en
excés que asseguri la total induccid del sistema (sempre que no resulti inhibitoria). Com ja
s’ha comentat, la concentraci6 d’IPTG més ampliament utilitzada quan es treballa amb
promotors tipus lac per a I’expressié de proteines recombinants citoplasmaticas solubles ha
estat 1 mM (Donovan et al., 1996). Pero els criteris per fixar la concentracié d’inductor
canvien quan es planteja portar a escala de produccié un procés d’expressié recombinant
basat en un sistema induible per IPTG. En aquests casos cal considerar que:

1) al controlar les condicions de creixement en fermentador, les concentracions
cel.lulars finals assolides son molt superiors que en els estudis preliminars en
matrassos Erlenmeyer. Mantenir la mateixa concentracié d’inductor al medi no
garanteix la completa inducci6 del sistema d’expressio.

2) L’IPTG és un inductor car i es fa necessari minimitzar la seva concentracio per tal

d’intentar garantir la viabilitat economica del procés.
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S’han publicat treballs en que la concentracié d’inductor utilitzada a nivell de matras
Erlenmeyer per a la total induccio del sistema resulta insuficient quan s'aplica a cultius
d'alta densitat cel.lular, obtenint-se millores de productivitat molt considerables quan
s’incrementava aquesta concentracio d’inductor al medi (Kweo et al., 2001). Encara que no
es té consciencia de cap estudi especific al respecte a la bibliografia, sembla logic pensar
que la quantitat d’IPTG per induir I’expressi6 recombinant s’hagi de decidir en funci6 de la
concentraci6 cel.lular que s’espera assolir al final del creixement i en base a una estimacio
previa de la quantitat d’inductor per unitat cel.lular necessaria per garantir la total induccio

del sistema.

Per tal de determinar aquesta relacié Optima de quantitat d’inductor per unitat cel.lular,
s’estudia I’efecte de la concentracié d’inductor en cada medi mitjancant la induccié dels
cultius amb concentracions creixents d’IPTG i mantenint la resta de condicions de
creixement fixades per a 1’estudi al punt V.2.2. D’acord amb els perfils d’acumulacié de
proteina recombinant obtinguts (Figura V.4.a-d), es mesura ’activitat aldolasica a final de
creixement en cada cas. Es presenten els resultats obtinguts expressats en termes d’activitat

Fuc-1-PA especifica maxima acumulada per concentracio d’IPTG (Figura V.5)
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Figura V.5. Influéncia de la concentracié d’inductor en I’expressio especifica de Fuc-1-PA en XL1
Blue MRF’ (pTrcfuc). Induccié a I’inici de la fase exponencial de creixement amb reduccid de
temperatura de 37°C a 30°C. Per a cada concentracid d’IPTG assajada es presenta 1’activitat
especifica corresponent al final del creixement en cada medi: (o) MD; (m) MSC; (¢) MD amb
EDTAi(A)LB.

Dels resultats obtinguts, s’extreu que [’activitat aldolasica assolida es pot considerar
maxima per a concentracions d’inductor notablement inferiors a ImM treballant amb el
sistema d’expressid6 XL.1 Blue MRF’ (pTrcfuc) i en qualsevol dels medis de cultiu en
estudi. Concentracions d’IPTG superiors a 100 uM tenen un efecte insignificant en la

produccié de Fuc-1-PA activa.

Treballant amb les dades de I’experiment presentat a la Figura V.5, a la Taula V.2. es
presenten els valors de maxima activitat aldolasica especifica acumulada al final del
creixement quan es fixa una concentracié d’IPTG final al medi de cultiu de 100uM.
Coneixent la concentracid cel.lular final assolida en cada cas, es calcula la relacid de

quantitat d’inductor IPTG per gram de biomassa al final del creixement que caldria
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mantenir en cultius d’alta densitat cel.lular per arribar a assolir aquest rendiment especific

maxim. Els resultats es presenten a la mateixa Taula V.2.

Medi decultiu | Activitat especifica Fuc-1-PA | Relacié | PTG-biomassa optima
(UA/g PS) (umol/g PS)

LB 200 72

MSC 460 50

MD 700 44

MD + EDTA 375 40

Taula V.2. Activitats especifiques maximes a final de creixement i estimacié de la relacio
d’inductor per gram de biomassa necessaria per assolir aquests valors d’activitat especifica final.

Dels resultats obtinguts s’extreu que per treballar en les condicions optimes d’induccié amb
la soca recombinant XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc) seria necessari fixar un relacio al voltant
dels 50 umols d’IPTG per gram de biomassa seca al final del creixement per als dos medis
d’interés: MD 1 MSC. En capitols posteriors d’aquest treball, un cop fixada I’estrateégia de
fermentacio i coneixent la concentracio cel.lular que és possible assolir, s’utilitzara aquest
factor per a I’optimitzacio de la inducci6 i sera aleshores que es podra avaluar 1’eficiéncia

en la induccio atenent a aquest criteri.

A mode d’exemple, per poder avaluar la importancia que 1’estimaci6 d’aquest factor podria
tenir en escalats de procés, imaginem una fermentacié de 50 1 en medi MD per a la
produccié de Fuc-1-PA. A la Taula V.3. es comparen, en funcié de la concentracié cel.lular
assolida al final del procés, les quantitats d’inductor que caldria suplementar segons el
criteri de induccio:

a) mantenir una concentracié d'IPTG de 1mM al medi, criteri comunment utilitzat per

aquest tipus de sistemes d’expressio en base a promotors lac,
b) optimitzar la induccio segons aquesta relacié inductor-biomassa generada en medi

MD (45 pumols IPTG - g' PS).
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Quantitat IPTG en lainduccié (mmolsIPTG):
Conci?gf;fe%?'(lggsﬁlﬂ;al del Segons estrii e criteri d' induccié:

a) ImM d'IPTG  b) 45 umols IPTG - g* PS

15 50 33
25 50 55
50 50 110
75 50 165

Taula V.3. Simulacié de les quantitats d’IPTG necessaries per induir 1’expressié recombinant
segons el criteri d’inducci6 utilitzat. Fermentacio imaginaria: 50 I de cultiu final en medi MD.

Fixant com a criteri d’inducci6 mantenir una concentraci6 1mM d’IPTG, en totes les
estratégies de fermentacid en que no s’assolissin concentracions cel.lulars finals superiors a
20g PS - I s’estaria treballant amb un excés d’inductor. Aquest seria el cas de tots els
processos industrials en discontinu en que, normalment, no es sobrepassen els 10-15 g PS -
I"". En canvi, quan la concentracio cellular superés els 25 g PS - 1", amb aquest criteri
d’induccid es treballaria en condicions suboOptimes. Aquest seria el cas treballant amb
CADC, a mida que s’assolissin concentracions cel.lulars superiors, menor seria la
concentracié d’inductor al medi per unitat cel.lular i menor I’activitat especifica assolida.
Per evitar aquesta possibilitat, en tots els CADC realitzats en aquest treball es fixara el

criteri en base a la relacid inductor-biomassa generada com a criteri d’induccio.
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V.3. CONCLUSIONS

Ni latransformacié amb el plasmid pTrcfuc per | expressio recombinant de Fuc-1-PA, ni la
inducci6 de la sobreexpressio amb IPTG, afecten e perfil de creixement de la soca XL1
Blue MRF en LB.

La suplementacio del medi MD amb extracte de llevat a4 g/l, medi anomenat MSC, permet

assolir el mateix perfil de creixement que en medi LB.

En creixements induits en els medis MD i MSC I'acumulacio de Fuc-1-PA arriba,
respectivament, al 25% i al 28% de la proteina total intracel.lular front un valor del 16% en
medi LB. L’activitat especifica a final de creixement corresponent és 3,5 i 2,3 cops
superior en els medis MD i MSC que en LB. Per tant, els medis de composicié definida i
semidefinida, MD i MSC, semblen molt més convenient per a la produccio de Fuc-1-PA
que e medi complex LB, utilitzat en tots els treball previs trobats en la bibliografia per a
I"estudi i produccié d'aguest enzim. A les condicions de treball, |’activitat especifica
maxima s assoleix en medi MD amb un valor de 700 +/- 42 UA - g* PS a fina de

creixement.

L’ addici6 d’ agents quelants, en concret EDTA, en la composicié del medi de cultiu per ala
producci6 de Fuc-1-PA comporta una important péerdua d activitat en limitar la
concentracio de cations divalents lliures al medi de cultiu necessaris per rendir la forma
activa de I'enzim. Cal evitar I'addicié d aquest tipus de compostos quelants en la

formulacié de medis per ala produccio de Fuc-1-PA.

Per optimitzar la produccié de Fuc-1-PA en processos en que es millorin els rendiments
cel.lulars, sembla inadequat mantenir una concentracio fixa d' IPTG per a lainduccid i es
defineix una relacié d’'inductor optima en base a la concentracio cel.lular assolida a final
del creixement en cada cas. Aquesta relacio sestimaen 451 50 uM IPTG / g PS en medi
MD i MSC respectivament. Fixant aquesta relacio d’inductor, s espera mantenir la mateixa

activitat especifica de Fuc-1-PA assolida en aguests experiments de caracteritzacio en
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Erlenmeyer, a voltant de 700 +/- 42 UA/g PS, en cultius d ata densitat cel.lular en medi
MD.
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VI1.1. INTRODUCCIO

L’ optimitzacié de processos per a |I’obtencié de productes recombinants té com objectiu
principal maximitzar la concentracio final del producte d’interes (g/l) i la seva productivitat
volumétrica (g-™* h™): no només obtenir la méxima quantitat o activitat del producte en un
volum donat de treball sind millorar les condicions de produccio i expressié per aconseguir-
ho en el menor temps possible. Per assolir aguest objectiu, es fa necessari, primer, I’ estudi i
optimitzacié d'una estrategia de cultiu que permeti assolir cultius d’ alta densitat cel.lular
(CADC) amb resultats reproduibl es.

Treballar amb tecniques que permetin assolir CADC suposa, a més d una millora en la
productivitat, altres avantatges derivats de la reducci6 del volum de cultiu. Es facilita la
manipulacio final del brou de fermentacié per ala recuperacio dels productes d'interés, es
redueix el volum d’'aigles residuals que generalment necessiten tractaments especials, es
redueix els costos d’inversio en equipament i tot aixo comporta una reduccié del cost global

del proceés.

En aquest capitol VI es pretén definir un procés de fermentacié reproduible per assolir
CADC dE. coli XL1 Blue MRF (pTrcfuc) i les condicions d'induccié Optimes per
maximitzar la concentracio final de Fuc-1-PA i la productivitat volumétrica del procés. Al
Capitol V ja es van discutir els principals aspectes a considerar en relacio ala induccio de
sistemes d’ expressio d' E. coli basats en promotors tipus lac. Laintroducci6 d’ aguest capitol
es centra Unicament en la revisio de les estratégies que s han vingut utilitzant per al cultiu

d E. coli aaltes concentracions cel.lulars.

Estratégies per assolir cultiusd’alta densitat cel.lular d’E. coli

Per assolir cultius d'ata densitat cel.lular d'° E.coli és necessari treballar amb estratégies
semicontinues limitant el creixement del cultiu mitjancant I'addicié controlada d’'un
substrat essencial. D’ aquesta manera €s possible solucionar els principals problemes que es

presenten en intentar incrementar la concentracio cel.lular, basicament:



V1. Estratégia operacional per alaproduccié de Fuc-1-PA en E. coli XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc) 132

- la baixa solubilitat d'alguns substrats solids 0 gasosos en els medis aquosos que
limitala sevadisponibilitat per a creixement,

- I'efecte inhibitori associat a ates concentracions de substrats o de productes
derivats del propi metabolisme cel.lular en determinades condicions de creixement
(principalment, acid acetic en E. coli (veure1.3.2.),

- la creixent demanda d’ oxigen per mantenir e creixement cel.lular, aixi com
I"increment de viscositat del medi en cultius ja molt densos. Ambdds aspectes faran
que la velocitat de transferencia d’ oxigen del medi a la cél.lula sigui cada cop un

factor més critic per limitar el creixement cel.lular.

Una fermentacié semicontinua per assolir CADC consta, generament, de dues etapes. una
inicial discontinua i, a continuacid, una segona alimentada. L’'etapa discontinua es
caracteritza per un medi de cultiu amb concentracions ates de nutrients perd no
inhibitories. En aquesta etapa, S assoleixen velocitats de creixement maximes. La segona
etapa comenca quan s exhaureix en e medi inicia de cultiu el nutrient fixat com a limitant
per a creixement, tipicament la font de carboni. Durant aguesta etapa cal alimentar aquest
nutrient limitant per mantenir e creixement controlat. Per assolir CADC, resulten critics
tant latria de I’ estratégia d’ alimentacié com de la composicié del medis de cultiu: inicia i
alimentat.

Desenvolupament de medis de cultiu per estratéegies semicontinues de cultiu d’'E. coli

Alguns components essencials del medi de cultiu, entre ells la font de carboni i lad amoni,
poden inhibir e creixement cel.lular d'E. coli quan sobrepassen certes concentracions
(veure Taula VI.1.). Aixo explica perqué assolir cultius d’ alta densitat cel.lular no és tan
senzill com incrementar la concentracid de nutrients en un cultiu discontinu sense cap altre

modificacio.

Es fa necessari el disseny d'un medi de cultiu equilibrat que contingui tot els elements

necessaris per a creixement en cada una de les etapes perd que al mateix temps eviti
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I"acumulacié de cap component fins a concentracions inhibitories. Sembla que la tendéncia
general és simplificar al maxim la composicio de I’aliment i carregar a maxim el medi
inicial intentant que no sigui necessari alimentar més que la font de carboni i de nitrogen.
Alimentant només dissolucions concentrades de glucosa, amoni, magnesi i els components
necessaris segons les auxotrofies puntuals de la soca en estudi, s han assolit concentracions
cel.lulars superiors a 100 g/l amb diferents soques recombinants d E. coli.(Reisenberg i
col., 1991a; Yeei Blanch, 1993b).

Compost Concentracié amb efecteinhibitori (g-1™)
Glucosa 50
Amoni 3
Ferro 1,15
Magnesi 8,7
Fosfor 10
Zinc 0,038
Acetat 5

Taula VI1.1.. Concentracions per sobre les quals s han descrit efectes inhibitoris per a creixement
d’E.coli (Riesenberg., 1991b).

Els medis definits, a permetre conéixer i controlar la concentracié de cada nutrient durant
el procés, son amb els que s han aconseguit densitats cel.lulars superiors i son els utilitzats
amb més freqliencia en els Ultims anys en CADC degut a desenvolupament d’ estratégies
de control robustes basades en e seguiment analitic del procés (Riesenberg i Guthke,
1999). La suplementacio de nutrients complexos que poden variar en la seva composicio |
qualitat entre lots, fa els processos menys reproduibles i dificulta el seu seguiment analitic.
Tot i aixi, en moltes ocasions la millora en €l's rendiments d' expressié recombinant justifica
la seva eleccio (Li i col., 1998; Kweon i col., 2001). La maxima concentracié de biomassa
en cultiu semicontinu i medi semicomplex de la que es té coneixement és de 86 g/l
(Macaloney i col., 1996) pero fou possible gracies a un complicat sistema de control basat
en espectroscopia d'infraroig proper (NIR) per a control de la font de carboni, amoni i

altres productes simultaniament. En general, els treballs publicats en que es descriuen
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concentracions cel.lulars superiors a 50 g PS - I emprant suplementacions complexes son
escassos mentre que treballant amb medis definits aguestes son concentracions ampliament
superades (Lee, 1996; veure TaulaV1.2).

Un aspecte important a considerar tant en |’ eleccié del medi de cultiu com en |’ estratégia
d alimentacio és I’acumulacio de productes toxics de metabolisme. Els problemes derivats
de I'acumulacié d'acid acetic, principal producte inhibitori de metabolisme en E. coli
(veure 1.3.2.), S agreugen en processos semicontinus a alargar-se el temps de fermentacié
respecte als processos discontinus. La seva acumulacié afecta reduint velocitats de
creixement, rendiments cel.lulars i produccioé recombinant. En processos semicontinus per
assolir CADC, la velocitat dacumulacio d acétic depen, basicament, de la composicio del
medi i la velocitat de creixement. Com ja es comentava a la introduccié general, alguns
treballs semblen indicar que la inhibicid per acetic s accentua en medis de composicio
complexa front als de composicié definida (Pan i col., 1987) i, per atra banda, no es pot
generalitzar en relacio ales velocitats critiques per 1a seva produccio que oscil -len en rangs
entre 0,05 h' i 0,4 h* depenent de la soca de treball, del medi de cultiu i I’ estratégia de

fermentacio.

Una solucié habitual per evitar I’acumulaciod d’ acétic en processos semicontinus és treballar

amb estrategies d’ alimentacié que permetin controlar la velocitat de creixement intentant

mantenir-les constants a valors baixos, entre 0,1 i 0,2 h™. Recolzen aquesta idea els estudis

publicats en que es treuen |es seglients conclusions:

1) entre0,1i 0,2 h™, essaturalacapacitat de produccié delacdl.lula (Flickinger i Rouse,
1993; Hellmuth i cal., 1994),

2) per sotade 0,15 h™ es redueix sensiblement la capacitat d’ assimilar glucosa d’ E.coli
(Lini cal., 2001),

3) avelocitats de creixement inferiors a 0,09 h* la limitacié de glucosa pot desencadenar
respostes d’ estres cel.lulars importants (Teich i col., 1999).

Com a consequiencia, s han vingut desenvolupant tot un munt d’ estrategies d’ alimentacio

diferents que tenen com a caracteristica comu evitar els problemes de inhibici6 per acétic

mitjancant el control de lavelocitat de creixement (veure TaulaV1.2).
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La glucosa és la font de carboni més facilment metabolitzable per E.coli i amb la que
s obtenen millors rendiments cap a formacio de biomassa (Yee i Blanch, 1993b). Pero, a
mateix temps, s’ acumula rapidament al citoplasma cel.lular quan s alimentaen excési ésla
font de carboni amb que més s’ accentuen el's problemes de producci6 d’ acétic. Hi ha autors
gue conclouen gue el metabolisme E.coli no esta optimitzat per a una utilitzacio eficient de
la glucosa (Farmer i Liao, 1997) pero, tot i aixi, la glucosa segueix sent la font de carboni
gue es tria amb més freqiencia per a CADC i amb la que s'han obtingut els millors

rendiments cel.lulars (veure TaulaV1.2.)

Estrategies d’alimentacio per processos semicontinus de cultiu d’E. coli

L’ estrategia optima és aquella amb que és possible aimentar e substrat limitant a la
mateixa velocitat que el microorganisme |'utilitza per mantenir e seu creixement
(Neubauer i Winter, 2001). Aixi és possible garantir la no acumulacié de substrats a medi i
controlar la velocitat de creixement del cultiu. Si la velocitat de creixement es manté
suficientment baixa s assegura mantenir el creixement en condicions aerobiques i no
superar € seu valor critic per al’acumulacié d'acid acétic optimitzant les condicions de

cultiu.

Els metodes d’alimentacié es poden classificar basicament en dos grans grups. métodes
amb control retroalimentat i metodes sense control retroalimentat i , a partir d’ agui, atenent
al criteri amb que esfixi €l perfil d alimentacio que pot ser constant, lineal, exponencia o

optimitzat segons |’ evolucio real del procés (Yamanéi Shimizu, 1984).

Métodes sense control retroalimentat

Els métodes sense control retroalimentat es basen en seguir un perfil d’ addicié prefixat amb
independéncia de I’evoluci6 real del cultiu i, en tot cas, en base a I’gust d’un model
matematic predeterminat pel creixement del microorganisme. Els més senzills son els que

mantenen un cabal d aimentacié constant de forma que la quantitat alimentada sera cada
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cop inferior en relacié a la biomassa existent. Tot i en @ cas que I'adimentacié fixada
suporti iniciament el creixement exponencial del cultiu, la velocitat especifica de
creixement disminuird, primer bruscament quan I’aliment passi a ser insuficient, i
progressivament en e temps, mantenint un creixement linea del cultiu. Els models
matematics que expliquen el creixement del cultiu sota aguesta estratégia han estat
ampliament estudiats i es troben a la bibliografia (Yamane i Shimizu, 1984) pero no es
presenten en agquesta revisio donat que és la mateixa estratégia qui limita e creixement del

cultiu i ha caigut en desus.

Dins daguest mateix grup es troben els metodes que permeten prefixar un perfil
d alimentacio exponencial. L’ éxit d’ aguesta estratégia dependra de la qualitat d’ gjust a un
model matematic prou exacte per simular |’ evolucio real del creixement. Aquesta estratégia
sembla poc robusta donat que és impossible reflectir la gran complexitat del metabolisme
cel.lular en un model matematic i que I’evolucio real del cultiu tendira a alunyar-se del
perfil teoric prefixat. E. coli és pero el microorganisme millor estudiat a nivell metabdlic i,
la fiabilitat dels models matematics que descriuen el seu creixement ha quedat provada en
funcié dels resultats publicats treballant sense control retroalimentat i amb perfils tedrics
pel creixement exponencial. Aquesta estratégia ha permeés assolir concentracions cel.lulars
per sobre dels 100g PS/I per a cultiu d’ aguest microorganisme (veure Taula VI.2). Aquest
addicio es pot controlar directament amb una funcié exponencia o, de forma encara més
senzillai amb molt bons resultats, mitjancant esglaons creixents del cabal addicionat (Yeei
Blanch, 1993b; DelLisai col., 1999; Wilmsi col., 2001)

Métodes amb control retroalimentat

Els métodes amb control retroalimentat permeten decidir I’addicié en base a seguiment,
directe o indirecte, de la concentracio del substrat limitant al medi mitjancant la mesura en
linia d’ algun parametre de proceés relacionat. Aquests metodes requereixen sensors in-situ i
un equip de control acoblat i programat per decidir I’addicié en funcio de la lectura del
sensor. Els parametres tipicament emprats per a seguiment indirecte de la concentraci6 del

substrat limitant son: la concentracié d oxigen dissolt, € pH, laturbidesai les velocitats de



V1. Estratégia operacional per alaproduccié de Fuc-1-PA en E. coli XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc) 137

produccié de CO, (CER) o de consum d oxigen (OUR) gquan s analitza la composicio de
gasos de sortida del fermentador. El control retroalimentat directe pot no ser tant fiable
degut a la dificultat en |’ obtencié de mesures prou exactes de la concentracio de substrats
en linia o, simplement, perqué no s han desenvolupat sensors per a substrat que interessa

controlar.

El principal avantatge del control retroalimentat és que permet la resposta del sistema a
algunes situacions inesperades, fora del perfil de creixement esperat i dona la possibilitat

d adaptar |’ addicié ala nova situacio.

El control d'alimentacié en base a nivell d oxigen dissolt, anomenat DO-stat, es basa en
I” observacio que la lectura d’ oxigen dissolt augmenta bruscament quan s esgota €l nutrient
limitant del creixement. Aquesta estratégia ha permés mantenir el creixement fins altes
concentracions cel.lulars (Mori i col., 1979; Akesson i col., 2001) pero, donat que aquest
parametre de seguiment no és sensible als canvis en e coeficient de consum relatiu
d oxigen a substrat (relacio entre la velocitat de respiracié i |’ assimilacio de glucosa) i que
aquest coeficient no és constant (Lin i col., 2001), la tendencia habitua és a caure en la
sobrealimentacié i en la pérdua del control sobre la velocitat de creixement.
Addicionament, els nivells d’oxigen dissolt sovint s afecten de factors externs fisics o
fisiologics, com ara variacions en la pressié del vas de fermentacio, canvi en la composicio
de I'aire entrant o I'addici6 d agents antiespumants. Per aquest motiu, és molt més
recomanable fixar I’aimentacié en funcid de la composicié dels gasos de sortida, atenent
als vaors en e temps de CER o OUR, que no en base a I’oxigen dissolt. Les cdl.lules
consumeixen O, i produeixen CO, durant € creixement i els valors de CER i OUR son
directament proporcionals a consum de lafont de carboni emprada. En base a aguesta idea
s han obtingut bons resultats combinant DO-stat i la mesura de CER (Riesenberg i col.,
1991b; Mendoza-Vegai col., 1995).

Un atre métode de control retroalimentat indirecte sovint emprat és el seguiment del pH,
anomenat pH-stat, que es basa en I’ observacio que també el pH augmenta bruscament quan

s esgota la font de carboni, principalment per I’excrecié d’ions amoni quan les cdl.lules
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intenten utilitzar péptids com a font aternativa de carboni (Suzuki i col., 1990; Choi i Lee,
1999; Wang i col., 2001). Ambdds metodes, pH-stat i DO-stat, son metodes senzills que no
requereixen de instrumentacié addicional per a control de I’aimentacié. Es considera que
el control de pH-stat és més adequat per a control daimentacio en medis amb
suplementacié complexa mentre que € DO-stat dona millors resultats en medis definits
minerals. la suplemetacié complexa, extracte de llevat o peptones, suposa una font
alternativa complexa de carboni que, en el cas del DO-stat suavitzara el canvi en la mesura
d oxigen dissolt perque e microorganisme pot créixer emprant una atra font de carboni i,
en canvi, en € cas de pH-stat es fara més rapid i evident el canvi a alliberar-se més
rapidament ions amoni pel metabolisme d’ aquestes fonts complexes com a font de carboni
(Lee, 1996).

En relaci6 al control retroalimentat directe, diversos autors han utilitzat la mesura en linia
de la glucosa mitjancant equips FIA per regular la velocitat d addicio de I’aliment per
mantenir una concentracio de glucosa a medi entre 1-2 g/l (Riesenberg i col., 1990a; Horn
i col., 1996). Aquesta estrategiai atres que iguament permeten el control directe fiable de
lafont de carboni @ medi com aral’ espectroscopia d’infraroig proper (NIR) per I'andlisi de
glucosa o glicerol (Macaloney, 1996) permeten mantenir concentracions baixes perd no
limitants de la font de carboni a medi. D’aquesta forma les velocitats de creixement
s apropen a les velocitats especifiques maximes (1 ~ umax) Sense observar-se problemes de
formacio d'acetic a llarg del procés semicontinu. S ha arribat a concentracions cel.lulars
finals de 145 g PS/I (Horn i col., 1996), que no correspon a la concentracio maxima
publicada per un procés semicontinu d E.coli perd si a la maxima productivitat cel.lular.
També amb control retroalimentat directe s ha treballat basant I'alimentacié en el control
en liniade la concentracio d’ acétic a medi de cultiu mitjancant HPLC (Turner i col., 1994).
Aquesta estratégia a permes igualment treballar a velocitats de creixement superiors a les

velocitats de creixement critiques.

L es concentracions cel.lulars més altes reportades per a cultiu d’E. coli recombinant, 190 g
PS/l, corresponen a grup de Dr. Méarkl (Technical University Hamburg-Harburg,
Alemania) treballant amb un reactor de didlis per I’eliminacio continua de I’ acid acetic i
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altres productes toxics o inhibitoris acumulats @ medi de cultiu sense que aguesta mena de
cultiu de perfussié supos un estres addicional per les cel.lules (Mérkl i col., 1993; Nakano i
col., 1997; Fuchsi col., 2002). Pero aguest €s un metode de cultiu sofisticat que s alunya
de les configuracions dels reactors de tanc agitat convencionals, dificil d’escalar i en el que

facilment es malgasten quantitats considerables de nutrients.

En els darrers anys s’ han vingut desenvolupant nous sensors en liniai estratégies de control
robustes per aconseguir un control estricte de la velocitat de creixement en cultius
semicontinus i permetre la seva aplicacio industrial (Riesenberg i Guthke, 1999; Neubauer i
Winter, 2001). S han implementat, per exemple, medidors de turbidesa laser per a control
d addici6 directament en base a la concentracio cel.lular i a volum de cultiu (Yamane i
col., 1992) i sén molts els esforgos per millorar els sistemes de control en base a reds
neuronals i aplicacié de sistemes adaptatius i sistemes experts de control (Estler, 1995;
Horiuchi i Hiraga, 1998; Farzai col., 2000). Per altra banda, la manipulacié genetica d’E.
coli ha permes aillar mutants amb millors propietats fisiologiques per a seu cultiu a ata
densitat cel.lular (Weikert i col., 1997): rendiments de font de carboni a biomassa més alts
i/o menor excrecio de subproductes toxics de metabolisme, principament acid acetic.
Aquestes millores no han permés assolir concentracions i/o productivitats superiors a les
préviament obtingudes amb els métodes més convencionals pero si facilitar les condicions
detreball.

Marlk i col.laboradors estimen la maxima densitat cel.lular assolible en un cultiu d'E.coli al
voltant de 160-200 g PS - I (Markl i col., 1993), mentre que en un estudi anterior el grup
de Reisenberg I’estima a voltant de 400 g PS - I (Reisenberg, 1991). El fet que deu anys
després d' aquestes estimacions, les maximes densitats cel.lulars assolides es trobin al
voltant de 190 g PS - I'* (veure Taula V1.2) i que S estimi que per sobre de 220g PS - I
medi hagi de perdre la seva fluidesa (Mori i col., 1979), venen arecolzar que € limit real
de maxima densitat cel.lular assolible en CADC d' E.coli es trobi rallant els200 g PS - I™.

El disseny d'una estrategia de fermentacié semicontinua vindra determinat per la
disponibilitat de models matematics que descriguin de forma fiable I’evolucio del

creixement i de les possibilitats de seguiment de variables directes o indirectes del proceés.



V1. Estratégia operacional per alaproduccié de Fuc-1-PA en E. coli XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc) 140
Soca Medi de cultiu Reactor®) / Estratégia  Conc. cel.lular Referéncia
d'E.cali  (font carboni def.) semicontinua/ final (g PS/)
alimentacié
W3310 Definit (G) Reactor de didlisi/ 190 Nakanoi col.,
Alimentacio constant 1997
X90 Definit (G) Exponencial prefixat (NR) 92 Yeei Blanch,
1993b
TG1 Definit (G) Exponencia prefixat (NR) 128 Korzi col, 1995
TG1 Definit (Gli) Exponencia prefixat (NR) 148 Korzi col, 1995
JM 105 Definit (G) Exponencia prefixat (NR) 110 Delisai cal.,
1999
JM109 Definit (G) Exponencial prefixat (NR) 100 Wilmsi col., 2001
WSH-KE1 Semicomplex (G) Exponencia prefixat (NR) 59 Kweon o coal.,
2001
TGl Definit (G) Control especific de u per 60 Reisenbergi col.,
mesuraen liniaf.c. 1990
TG1 Definit (G) Control especific de u per 145 Horni col., 1996
mesuraen liniaf.c.
K-12 Semicomplex (Gli)  Control especific de u per 86 Macaloney i col,
mesuraen liniaf.c. 1996
XL1Blue Definit (G) glucosa-stat 25 Wang i col., 2001
XL1Blue Definit (Gli) pH-stat 27 Wang i col., 2001
XL1Blue Déefinit (G) pH-stat 120 Choi i Lee, 1999
BL21 DE3 Definit (G) DO-stat 40 Akessoni cal.,
2001
TGl Definit (G) CER/ DO-stat 110 Reisenbergi col.,
1991
MC1061  Semicomplex (G) CER/ DO-stat 58 Mendoza-Vegai
col., 1995

G: glucosa; Gli: glicerina; f.c.: font de carboni; *): quan no s especifica el tipus de reactor: reactor
detanc agitat; (NR): sense control retroalimentat

Taula VI.1.2. Resum bibliografic d’estratégies semicontinues utilitzades per a cultiu d'E. coli i
resultats obtinguts.
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V1.2. RESULTATSI DISCUSSIO.

V1.2.1. Eleccid i implementacio d’una estratégia semicontinua per al cultiu de E. coli
XL1BlueMRF (pTrcfuc).

La velocitat de creixement €és un parametre clau en fermentacions semicontinues ja que
condiciona la productivitat especifica i I’acumulacié d’acid acétic al medi. La velocitat
d’expressio de productes recombinants en la seva forma soluble activa en E.coli és superior
a velocitats de creixement baixes (Reisenberg et al., 1990) i la produccidé d’acétic es
minimitza al mantenir la velocitat de creixement per sota de la velocitat de produccio critica

per a la seva formaci6 (Suarez 1 Kilikan, 2000).

En aquest treball, es tria una estratégia d’alimentacid exponencial per limitacio de glucosa
com a font de carboni per al cultiu semicontinu d’E. coli XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc). La
idea és mantenir una velocitat de creixement constant del cultiu fixada a 0,1 h!i addicionar
la glucosa de forma proporcional al creixement, assegurant que la concentraci6 residual al
medi sigui nul.la al llarg del procés per tal que no es pugui metabolitzar cap a la producciod
d’acétic. Amb aquesta estratégia s’intenta minimitzar la inhibici6 al creixement associada a

I’acumulacio6 d’acetat i maximitzar 1’expressio recombinant.

Es decideix prefixar el perfil d’addici6é de I’aliment en base a I’ajust d’un model matematic
per al creixement d” E. coli en processos semicontinus. En aquesta primera aproximacio, no
es contempla la possibilitat de control retroalimentat del sistema per tal de simplificar la

seva implementacio.

Les expressions finals que ens permeten descriure el sistema de treball (Equacions VI.1,
VI.2. 1 VL.3) s’obtenen a partir del model matematic general per al creixement microbia en
estratégies semicontinues descrit a I’Apeéndix 3. Aquest model es simplifica en base a la
consideracio de totes les particularitats del sistema de treball i1 certes suposicions de partida
que caldra verificar a nivell experimental. La deduccié completa d’aquestes expressions es

troba detallada tamb¢ a I’ Apéndix 3.
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Expressio per al perfil d’alimentaci6 necessari per mantenir el creixement exponencial a p

constant amb el temps:

_H XV _H XV, exp (ut)
SY, SyYapy s

x/s

Q, (VL1)

Expressions per als increments de volum i biomassa al vas de fermentacié a temps t de

I’inici de la fase alimentada corresponents a mantenir aquest perfil d’addicio:

V=V

;0(,11 + AX, exp(ut)— AX,) on: A= (VI.2)

YapX/SSO

_ uX, exp(ﬂt)
= (u+ AX, exp(ut)— AX,) (V1-3)

on:

i : velocitat especifica de creixement (h™)

t : temps de cultiu des de I’inici de I’etapa alimentada(h)

V: volum de cultiu al vas de fermentacio (1)

Vo: volum de cultiu al vas de fermentacio a I’inici de 1’etapa semicontinua (1)

X: concentraci6 de biomassa al vas de fermentacio (g PS - 17)

Xo: concentracio de biomassa al vas de fermentacio6 a I’inici de I’etapa semicontinua (g PS - 17)
S: concentraci6 de substrat al vas de fermentaci6 (g glucosa - 1)

So. concentracié de substrat a I’aliment (g glucosa - 1)

Yap ys: coeficient de rendiment aparent de substrat a biomassa

Q,: cabal d’addici6 del corrent alimentat (1 h™")

Aquestes expressions només seran valides quan es compleixen les segilients assumpcions

per al periode semicontinu de creixement (veure Apéndix 3):
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- la velocitat de creixement es manté constant a un valor prefixat i només depén de la
velocitat d’alimentacio6 del substrat limitant del creixement.

- La concentracid del substrat limitant del creixement a I’aliment és constant.

- El rendiment aparent d’aprofitament del substrat a biomassa, es manté constant
durant tot el procés i el consum de substrat per al manteniment de la biomassa

existent s’inclou dins aquest rendiment aparent.

Els programes amb que s’implementa aquesta estratégia als equips de fermentacio utilitzats
(Capitol IV.4.4., Materials 1 Meétodes) permeten corregir els valors de volum al vas de
fermentaciod, V, 1 concentracio cel.lular, X, que en principi s’estimen en base a les
expressions teoriques VI.2 1 VI.3, pels valors reals d’aquestes variables determinats per
extraccio de mostra i analisi fora de linia. La possibilitat d’utilitzar els valors experimentals
permetra adaptar 1’alimentacié a les desviacions del perfil de creixement tedric que es
donin durant el creixement. Aquesta correccid €s important quan es planteja I’optimitzacid

de parametres per a la soca de treball.

V1.2.2. Adaptacié de la composicio d’un medi de cultiu definit per a la seva utilitzacio

en cultius semicontinus per assolir altes densitatscel.lulars.

Al Capitol V es proposava el medi definit MD per a la produccio de Fuc-1-PA en E.coli. En
aquest apartat es descriu la reformulacié d’aquest medi per a la seva utilitzacié en
estratégies semicontinues per a cultius d’alta densitat cel.lular, CADC. D’entrada s’estimen
les quantitats necessaries de cada un dels nutrients essencials per a creixement per generar
una quantitat de biomassa determinada. Aquest calcul es realitza en base a la composicio
elemental general per bacteris i als rendiments a biomassa per als principals nutrients
descrits per E.coli. Amb aquesta informacio es determina la composicié del medi inicial al
vas de fermentacid per al creixement discontinu i la composicié de I’aliment per a 1’etapa
de creixement semicontinu per tal de subministrar les quantitats necessaries de tots els

nutrients evitant problemes de solubilitat o inhibicions al creixement.
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Per poder realitzar aquests calculs en relaci6 a la quantitat i distribuci6 dels nutrients a les
diferents etapes del procés, primer es fa necessari determinar la quantitat de biomassa total
que es vol arribar a generar. Es fixa com objectiu assolir una concentracid cel.lular al final
del procés de fermentacié de 80 g PS - "' aprofitant els 1,6 1 de capacitat util maxima de
I’equip de treball BRAUN BIOSTAT B®, equip en que es realitza tot ’estudi en relacié a
I’optimitzacié d’una estratégia operacional corresponent al Capitol VI d’aquest treball.
Aquesta concentracio cel.lular de 80 g PS - I correspon a un total de 128 g PS per al volum
de treball fixat. A la Taula VI.3 es presenten les quantitats de nutrients necessaries per

assolir aquest total de 128 g de biomassa (g PS) aixi com la informaci6 emprada per la seva

estimacio.
EL. NUTRIENT CONTINGUT DE L'ELEMENT, % p/p Yx/s TOTAL (a128g PS) Consum relatiu a glucosa
Al nutrient A la cél-lula (per 100 g PS) (g PS /g nutrient) (g nutrient) (g nutrient / g glucosa)

C C6H1206 40,00 90,91 044 () 290,91 1,00E+00

N (NH4)2s04 21,20 10 212 (@ 60,38 2,08E-01

S (NH4)2s04 24,27 0,614 39,53 (1) 3,24 1,11E-02

P K2HPO4 17,78 2,94 6,05 1) 21,16 7,27E-02

K K2HPO4 44,89 1,89 23,75 () 5,39 1,85E-02

Mg MgS04-7H20 9,91 0,360 27,56 (1) 4,64 1,60E-02

Na NacCl 39,34 1 ) 39,34 3,25 1,12E-02

Fe FeCI3 34,40 0,2 [3) 172,00 0,74 2,56E-03

Ca CaCl2:2H20 27,26 0,01 ) 2726,02 0,05 1,61E-04

Cu CuSO4 :5H20 25,45 0,01 @) 2545,10 0,05 1,73E-04

Zn  ZnS0O4.7H20 22,74 0,005 (2 4548,24 0,03 9,67E-05

Mn  MnCI2:4H20 27,76 0,01 [3) 2775,91 0,05 1,59E-04

Mo Na2MoO4 39,65 0,0002 (2 198264,10 0,00 2,22E-06

Cl  NaCl 60,67 0,5 (2 121,33 1,05 3,63E-03

Co CoCI2:6H20 24,77 0,001 (2 24769,05 0,01 1,78E-05

Taula VI.3. Requeriments estimatius dels principals nutrients per generar 128 g biomassa seca
d’E. coli. (1) Dades bibliografiques de rendiments de nutrient a biomassa (Lee i Blanch, 1993a); (2)
dades de composicid elemental del bacteri (Bailey i Ollis, 1977; Mak i col., 1995).

Els valors de rendiment a biomassa per als principals nutrients s’extreuen dels resultats
obtinguts per Lee i Blanch en I’optimitzacié de la composicié d’un medi definit per al
creixement d’E. coli recombinant (Yee i Blanch, 1993a). Aquests autors, un cop identificats
els principals nutrients essencials per a creixement, determinen els coeficients individuals
de rendiment a biomassa mitjangant una serie de cultius en quimiostat en que la composicid
del medi es va modificant per tenir en cada cas un tnic substrat limitant del creixement. Els

mateixos autors puntualitzen que els valors de rendiment a biomassa poden variar en funcio
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de diversos parametres: la soca recombinant de treball, la velocitat especifica de
creixement, la temperatura, 1’osmolaritat del medi, pH, la concentraci6 i font dels diferents
nutrients 1 la formaci6 de productes recombinants entre els més importants. Descriuen que
el rendiment de glucosa a biomassa s’incrementa a mida que augmenta la velocitat
especifica de creixement i no descarten la modificaci6 dels valors a mida que evolucioni un
procés en que no es puguin mantenir les condicions de cultiu de la manera en que és

possible treballant en quimiostat.

Tot 1 aixi, els valors de rendiments cel.lulars dels principals nutrients estimats per Lee i
Blanch son molt similars als aportats per altres estudis en quimiostat treballant amb altres
soques recombinants d’E. coli i fixant altres condicions de cultiu (Rothen i col., 1998
Reiling i col., 1995). En tots els casos, 1’us dels valors de rendiments estimats permeten una
bona aproximacié a la formulaci6 d’un medi equilibrat amb molt bons resultats quan

s’aplica en cultius semicontinus.

La resta de valors a la Taula VI.3, per a elements minoritaris perd essencials per a
creixement, corresponen als valors per a composicid cel.lular bacteriana obtinguts a partir

de I’analisi elemental de la biomassa seca (Bailey i Ollis, 1977; Mak i col., 1995).

Coneixent ara les quantitats de nutrients necessaris per assolir la biomassa total objectiu
(Taula VI.3) i havent fixant un volum de treball inicial per a I’etapa discontinua de 0,8 1, es
descriuen els criteris en que es basa la composici6 final dels medis discontinu 1 alimentat de
treball:
1. per minimitzar la carrega ionica del medi, sempre que sigui possible cobrir les
necessitats de diferents elements amb un Unic nutrient es fara atenent al de menor

rendiment a biomassa.

2. Es treballa amb un medi tamponat en base a fosfats. Per aconseguir-ho a més de

K>HPO, s’addiciona al medi KH,POy4 en relacid 5:1.
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3. Per tal de poder minimitzar la diluci6 del cultiu deguda a ’alimentacié en 1’etapa
discontinua i maximitzar la productivitat del procés, interessa simplificar al maxim
la composicié del medi alimentat per assolir la maxima concentracido de glucosa.
D’entrada es pensa només en alimentar aquells nutrients per als quals es descrigui
problemes d’inhibici6 al creixement o de solubilitat en les concentracions finals que
les quantitats descrites a la Taula V1.3 suposarien en ’etapa discontinua (0,8 1).
Aquests nutrients son els ombrejats a la Taula VI.3: les sals de magnesi 1 nitrogen.
El total d’amoni necessari suposaria una concentracié de 21 g NH*/1 al medi pel
cultiu en discontinu quan per a concentracions al voltant de 3 g NH*/I ja es
descriuen efectes inhibitoris del creixement (veure Taula VI.1.). No s’arriba a
concentracions inhibitories per al magnesi pero s’inclou a I’aliment per minimitzar
problemes de precipitacid amb fosfat potassic i clorur de calci (Neubauer i Winter,
2001) 1 per garantir-ne la no limitacid ja que s’associa a greus problemes de lisi

cel.lular a curt termini (Yee and Blanch, 1993a)

4. Per als nutrients alimentats junt amb la glucosa, les concentracions als medis
alimentat i discontinu, s’estimen, en un lleuger excés, en base als seus coeficients de
consum relatius a glucosa i segons la concentracid de glucosa en cada medi. Els
coeficients de consum relatiu a glucosa s’estimen a partir de les dades

bibliografiques recollides a la Taula V1.3 i s’inclouen a la mateixa taula.

Es realitza una série d’experiments preliminars per avaluar 1’efecte sobre el creixement que
suposaria carregar la resta de nutrients al medi en 1’etapa discontinua. Es formula un nou
medi definit, medi MDF, aplicant els criteris anteriors (punts 1-4) i variant les
concentracions inicials de fosfats i elements traga (elements a la Taula V1.3 amb rendiments

a biomassa iguals o superiors a 40) segons es descriu a la segiient taula:
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Medi de cultiu Glucosa NH*'; Mg** PO,> Elements traga
(€49 (€4) (4] @
MDF-1 10 R.G.Y Total® R.G.Y
MDEF-2 10 R.G.® 15 Total® Total®
MDF-3 10 R.G.Y 15 Total® R.G.Y

WR.G.: concentraci6 estimada segons els consums relatius a glucosa (veure Taula VI.3).
@ Total: quantitat total del nutrient necessaria per assolir 128g PS (veure Taula VI.3).

Taula V1.4, Variacions de composicié del medi MDF (per al cultiu d’E. coli a altes concentracions
cel.lulars) en I’etapa discontinua.

Per avaluar ’efecte de mantenir altes concentracions en fosfats es prepara el medi MDF-1
amb una concentraci6 en elements traga estimada segons el consum relatiu d’aquests
elements a glucosa (veure Taula VI.3) perdo amb tota la carrega de fosfats necessaria per
assolir 128 g PS. En D’altre extrem, per avaluar I’efecte de mantenir altes concentracions en
elements traga, es prepara el medi MDF-2 reduint la carrega en fosfats a la meitat del que
s’estima necessari per assolir 128 g PS perd mantenint tota la carrega d’elements traga per
assolir aquesta biomassa. Finalment, es prepara el medi MDF-3 reduint simultaniament la
carrega de fosfats i elements traga seguint els mateixos criteris que en la formulacié dels
medis anteriors. La composicié d’aquest medi MDF-3 és molt similar a la del medi MD
utilitzat per a cultius a baixa densitat cel-lular i1 s’inclou a I’estudi a mode de control de

creixement Optim.

Els experiments es realitzen en matrassos Erlenmeyer d’un litre de capacitat segons es
descriu a Materials i Métodes (Capitol IV). A la FiguraVI.1. es comparen els perfils de

creixement segons la composicid dels diferents medis MDF.




V1. Estratégia operacional per alaproduccié de Fuc-1-PA en E. coli XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc) 148

D.O. 600 nm

0 L L
0 5 10 15 20 25

Temps (h)

Figura VI.1. Efecte de la concentracio de fosfats i d’elements tragca al medi de cultiu per al
creixement d’E.coli XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc) (¢) MDF-3: Control de creixement reduint les
concentracions de fosfats i elements traca als nivells del medi MD per a creixement a baixes
concentracions cel.lulars. (A) MDF-1: mantenint la concentracidé necessaria de fosfats per assolir
128 g PS perd reduint la d’elements traca. (m) MDF-2: mantenint la concentraci6 necessaria
d’elements traca per assolir 128 g PS pero reduint la de fosfats.

S’observa que, tot i no arribar a concentracions descrites com a inhibitories a la bibliografia
per a cap dels nutrients principals (Riesenberg., 1991b), tant les altes concentracions en
fosfats com en elements traga afecten al creixement cel.lular: en el primer cas, MDF-1,
allargant el temps de creixement per assolir la maxima densitat cel.lular i en el segon,
MDF-2, reduint la densitat cel.lular maxima assolida al final de creixement. Sembla que es
fa necessari reduir el contingut tant de fosfats com d’elements traga al medi discontinu per
treballar en condicions optimes de creixement sent MDF-3 el medi més adequat per 1’etapa

discontinua de creixement.
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Per confirmar aquest resultat, es realitza un segon experiment, aquest cop utilitzant 1’equip
BRAUN BIOSTAT B®, per comparar el creixement discontinu en el medi MDF-3 i en un
nou medi MDF que inclou tota la carrega de fosfats i elements traga necessaria per assolir
els 128 g PS, MDF-4. Els resultats es mostren a la Figura VI.2. i a la Taula VL.5. A
concentracions altes d’aquestes sals, la velocitat especifica de creixement maxima es
redueix a la meitat i el rendiment de glucosa a biomassa es redueix al voltant del 30%. Com
a conseqiiéncia, la concentracio cel.lular assolida al final del procés és considerablement

inferior tot i allargar el temps de cultiu unes 12h per al consum total de la glucosa al medi.

25
r 20

r 15

D.O. 600nm
Glucosa (g/l)

r 10

Temps (h)

Figura VI.2. Creixement discontinu d’E.coli XL.1 Blue MRF’ (pTrcfuc) en: (m)MDF-3 i (¢) MDF-
4, a alta i baixa concentracid de fosfats i elements traga respectivament; (0) i (o) perfil de consum
de glucosa en cada cas.

Medi de cultiu: Y xs (g PS/g glucosa) Umax (™)
MDF- 4 0,23 0,11
MDF-3 0,32 0,23

Taula VlI.5.
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Finalment, per al cultiu en ’etapa discontinua del procés, es tria el medi MDF-3, amb
I’addicio de les sals de magnesi, amoni i elements traga segons el seu coeficient de consum
relatiu a glucosa i la meitat dels fosfats necessaris per assolir la biomassa objectiu. La resta
d’elements traga, s’inclouen en la composici6 del medi alimentat aplicant el mateix criteri
en base als coeficients de consum relatiu a glucosa (veure Taula VI.3.). No es pot fer el
mateix per a I’addicio de la resta de fosfats ja que es podrien donar els mateixos problemes

de precipitacié que s’intentaven evitar amb la separacio inicial de les sals de magnesi.

Es pensa en dues possibilitats alternatives per a la suplementacié de fosfats durant el

creixement semicontinu:

a) la primera, seguint el mateix criteri de consums relatius a glucosa, passaria per 1’addicio
proporcional a la de glucosa durant tota I’etapa alimentada perd mitjangant el bombeig
paral.lel d’una soluci6 concentrada tinicament de fosfats. Wilms i col.laboradors solucionen
aixi el problema i mantenen el creixement alimentat sense problemes de limitacions per
fosfats durant més de 15 hores assolint concentracions cel.lulars al voltant de 150 g PS/1
(Wilms 1 col., 2001). Aquesta solucio6 pero requereix d’un segon equip d’addici6 controlada

i dificulta d’entrada la implementacio de 1’estratégia.

b) La segona aproximaci6, més senzilla i aplicable a escala de laboratori sense necessitat
d’equipament addicional, consisteix en la addicié puntual de la mateixa solucié concentrada

de fosfats en base al rendiment de fosfats a biomassa (Taula VI.3.). Si es considera que:

- concentracions al voltant de 10 g PO,’/l no semblen afectar al creixement (segons

s’extreu dels resultat obtinguts en els cultius preliminars discontinus realitzats per al medi

MDF-3).

- Segons el valor de Yx/pous- estimat per Yee i Blanch (Taula VI.3), aquesta concentracid
inicial en fosfats al medi discontinu ha de ser suficient per assolir una biomassa seca total al

voltant de 64 g.
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- Per a I’estimacié experimental d’aquest rendiment Yxposs., Yee 1 Blanch utilitzen un
coeficient de correlacid de mesura de densitat optica a 600 nm a biomassa seca (g PS) 1,6
cops superiors a I’obtingut per a la soca XL 1 Blue MRF’ (pTrcfuc) en les condicions en que

s’ha realitzat el present treball.

Es pot estimar que sera necessaria una nova addicié de fosfats cada cop que la biomassa
seca total al cultiu s’incrementi entre 35 1 40 g si en cada addicid es suplementa
puntualment la quantitat necessaria d’una soluci6 tamponada concentrada en fosfats per

assolir de nou la concentracio6 inicial al medi de cultiu en I’etapa discontinua.

La composicié final dels medis per I’etapa discontinua i I’alimentada dependra de la
concentracié de glucosa de treball en cada cas. La composicid i descripcié de la seva
preparacio es descriuen a 1’apartat de medis de cultiu del Capitol IV, Materials 1 Métodes.
Per establir un criteri d’addicié de fosfats que mantingui el creixement semicontinu a altes

concentracions cel.lulars s’han d’estudiar les diferents alternatives plantejades.

V1.2.3. Estudi i optimitzacio del creixement d’E. coli XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc) en

estrategies semicontinues exponencials amb limitacié per glucosa.

Fins aquest punt, s’ha triat una estratégia semicontinua a velocitat de creixement 0,1 h™
constant utilitzant glucosa com a nutrient limitant del creixement i s’han intentat solucionar
els problemes relacionats amb la seva implementacid: control d’addicié i composicié dels

medis per evitar inhibicions de creixement.

En aquest apartat, es procedeix a estudiar la viabilitat del procés semicontinu proposat per a
I’obtenci6 de CADC amb velocitat de creixement controlada. D’entrada no s’indueix
I’expressidé recombinant per tal d’evitar que el possible estrés metabolic associat pugui
interferir en 1’estudi de creixement. Un cop caracteritzat el sistema a nivell de creixement

cel.lular, es procedira a I’estudi de les condicions optimes d’induccio.
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Tots els experiments es realitzen utilitzant el fermentador BRAUN BIOSTAT B® i en les
mateixes condicions d’operacido segons es descriu a I’apartat d’equips del Capitol IV,
Materials 1 Métodes. Es fixa la temperatura de treball a 37°C i la concentracié d’oxigen
dissolt al medi de cultiu al 50% de I’escala de saturacid per al sensor de treball en
condicions de no creixement. Per mantenir aquest nivell d’oxigen dissolt a mida que
augmenta la demanda d’oxigen per mantenir el creixement cel-lular, es tria un mode de
control d’agitacid6 en cascada que permet ajustar la velocitat d’agitacid segons sigui
necessari per mantenir valor d’oxigen dissolt prefixat. Quan es fa necessari s’enriqueix
I’aire amb fraccions creixents d’oxigen fins arribar a alimentar tinicament oxigen pur. Al
llarg d’aquest capitol, sin6 es descriu explicitament una altra causa per I’aturada del
creixement, aquesta es produird quan, mantenint els nivells d’agitacié maxims i treballant
amb oxigen pur, la demanda d’oxigen per mantenir el creixement cel-lular sigui tan elevada
que no permeti mantenir aquests nivells d’oxigen dissolt al medi i el creixement quedi

limitat per la velocitat de transferéncia d’oxigen del medi al microorganisme.

Experiments FB-1 i FB-2: comparacié de criteris per al control de la concentracié

d’ amoni al medi de fermentacio.

El control de la concentracié d’amoni al vas de fermentaci6 és un factor critic per al control
de creixement a velocitat constant 1 per limitaci6 de glucosa al medi. S’ha d’assegurar que
en cap moment no sera la font de nitrogen qui limiti realment el creixement pero aixo no es
pot garantir, com amb la resta de nutrients, treballant amb un clar excés en relacio a la font
de carboni perqué a concentracions relativament baixes d’amoni al medi (3g - 1) ja es
descriuen efectes inhibitoris per al creixement. En aquest cas es fa necessari estimar de
forma precisa el coeficient de consum relatiu d’amoni a glucosa (Y NHa+/glucosa) PET @ la soca
de treball i en les condicions de cultiu amb 1’objectiu final de formular equilibradament el
medi a alimentar i poder mantenir la concentracié d’amoni al medi entre 0,512,0 g - 1" al

llarg de tot el procés.

El control de la concentracié d’amoni al medi de cultiu en base a la determinacié d’aquest

parametre Y NH4+/glucosa €8 pOt fer molt complicat si, per a una soca 1 condicions de treball
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fixades, aquest parametre encara varia en funcié d’altres aspectes com la velocitat
especifica de creixement, 1’osmolaritat del medi o la formacié de productes recombinants

perque son aspectes que aniran variant al llarg d’un procés discontinu.

Alguns autors son capacos de mantenir la concentracié d’amoni dins els limits recomenats
durant tot el procés utilitzant hidroxid amonic concentrat com a solucid basica per al
control de pH 1 eliminant, o bé reduint de forma considerable, el contingut d’amoni a les
solucions alimentades durant I’etapa semicontinua (Wilms i col., 2001; Yee i Blanch,

1993b).

Es programen dos experiments inicials per determinar la possibilitat d’assolir CADC a
velocitat de creixement controlada amb el procés semicontinu proposat. Al primer,
Experiment FB-1, s’intenta mantenir la concentracié d’amoni al medi en base a I’estimacio
de Y NH4+/glucosa PET @ 1a soca i condicions de treball. Al segon, Experiment FB-2, s’intenta
controlar la concentracié d’amoni dissolt al medi en base al control del pH mitjangant una
solucié d’hidroxid amonic concentrada. En ambdos casos es fixa un rendiment aparent
aproximat de 0,40 g PS - g glucosa per al control exponencial d’addicié (veure Eq. VI.2.i
Apeéndix 1). Es tria aquest valor per Yap yiucosa €0 base a la bibliografia: segons han estat
els valors publicats per processos semicontinus similars al que es proposa i soques

genotipicament semblants a la de treball (Yee i Blanch, 1993Db).

A la Figura VI.3. es presenten els resultats obtinguts per I’Experiment FB-1. Es treballa
amb el medi MDF-3 (veure VI.2.2.) a 10g glucosa - I"' en ’etapa discontinua i s’utilitza una

soluci6 de hidroxid sodic 30% (p/V) per al control de pH.

Amb D’objectiu de poder estudiar durant 1’etapa semicontinua d’aquesta fermentacio el
valor de Y wNu4+/glucosa P€I @ la soca i condicions de treball, es preparen dues solucions
d’aliment: una concentrada de (NH4),SO, per al suplement d’amoni com a font de carboni i
una segona que inclou glucosa i la resta de nutrients a alimentar atenent als seus rendiments

de consum relatius a glucosa generals per a E.coli. L’objectiu de separar la font d’amoni és
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poder fixar diferents relacions per al seu consum relatiu a glucosa al llarg del procés i

controlar la seva concentracio residual al cultiu.
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Figura VI1.3. Experiment FB-1. Creixement d’E. coli XL1 Blue MRF’(pTrcfuc) no induit en medi
definit. Estratégia semicontinua a velocitat de creixement constant per limitacié de glucosa com a
font de carboni. () Densitat Optica a 600 nm, (o) biomassa total (g PS), (m) glucosa (g/1), (A)
acetic (g/1) 1 (V) amoni (g/1). ( ) Perfil d’addici6 de medi aliment. (—) Addicié puntual
d’amoni per recuperar la concentraci6 al medi a 2 g/l.
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La fase alimentada s’inicia al voltant de les 17h de creixement discontinu, quan s’esgota la
font de carboni al medi inicial. Les diferents etapes en que es divideix el procés
semicontinu corresponen als canvis en la composicié del medi alimentat per mantenir la
concentracié d’amoni entre 0,5 i 2 g/I al llarg del procés. A partir de les 56 hores de cultiu,
coincidint amb el final de E3, es perd el control sobre el creixement, es comencen a
acumular amoni i acetic fins a concentracions inhibitories que aturen el creixement.
Després de 60 hores de cultiu, la concentracié cel-lular maxima assolida és de 30 g PS - 1.

A la taula VI.6. es presenten els resultats obtinguts en les diferent etapes del procés.

Etapade Periode de Relacio n Yap wglucosa Y NHa+glucosa
cultiu temps amoni/glucosa a
I"aliment
(h) (g NH,"/g glucosa) (h'")  (gPS/ggluc.) (g NH, /g gluc.)

Discontinua: 0-17h --- 0,230 0,338 0,096
Semicontinua;

Global 17 — 56h - 0,060 0,192 0,050

El 17 —36h 0,1 0,059 0,229 0,066

E2 36 —46h 0,06 0,060 0,179 0,048

E3 46 — 56h 0 (no NH,") 0,057 0,185 0,046
E4 56 — 60h 0,1 % 0,047 0,107 0,007

ES5 60 — 65h 0,06 0,021 0,119 0,011

(%)

addicié puntual al principi de I’etapa fins a recuperar 2 g NH,'/1 cultiu
Taula VI.6. Experiment FB-1. Descripci6 d’etapes i resultats.

Per a E1, es prepara ’aliment en funci6 del coeficient de consum relatiu d’amoni a glucosa
estimat per a I’etapa previa discontinua. Perd 1’amoni es comenca a acumular al llarg
d’aquesta etapa d’acord amb la posterior estimacié de YNH4+/glucosa, E1- EN E2 es canvia la
composicio de I’aliment atenent al nou valor Ynua+/glucosa, 1. La velocitat d’acumulacio
d’amoni al medi es redueix perd no s’aconsegueix evitar i es superen els 2 g NH;" - I'! al
final de ’etapa. Per evitar assolir concentracions inhibitories, en E3 no s’alimenta amoni.
Com a conseqiiéncia, a les poques hores la concentracid d’amoni residual, inferior a 0,5
NH;" g - I'", és insuficient per mantenir el creixement cel.lular. Tot i que s’intenta evitar una

situacid limitant en amoni amb una addici6 puntual suficient per restaurar una concentracié
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al voltant de 2 g NH," - I'' (E4) i augmentant la concentracié d’amoni en 1’aliment, a partir
d’aquest moment es perd el control sobre el creixement cel.lular. Sembla que, com a
conseqiiencia de la limitaci6 de la font de nitrogen per al creixement hi ha un canvi de
metabolisme cel.lular i, a partir d’aquest moment, part de la glucosa alimentada es comencga
a metabolitzar cap a la produccidé d’acetic, es redueixen els valors reals de Yygicosa 1
YNH4+/glucosa 1 €S comencen a acumular amoni i acétic al medi superant concentracions
inhibitories per al creixement (3 i 5 g/l respectivament). Finalment, s’arriba a acumular la

glucosa alimentada.

Entre E1 1 E3, mentre no es presenten problemes de limitaci6 de la font de nitrogen al medi,
es segueix un perfil de creixement exponencial mantenint una velocitat de creixement
constant de 0,06 h™', la concentraci6 de glucosa residual al vas de fermentaci6 és nul.la i no
es detecten acumulacions d’acétic. D’aquesta primera analisi dels resultats s’extreu que
I’estratégia d’alimentacid resulta adequada per al control de creixement exponencial del
cultiu, tot i que no es manté la velocitat de creixement prefixada al programa de control

d’addici6 de 0,1 .

El fet que es mantingui la velocitat de creixement constant perd a un valor inferior al
prefixat per al control, 0,06 h™', i que s’estimin uns valors de rendiment aparent de glucosa a
biomassa aproximadament constant per a tot el periode E1-E3, entre 0,18 1 0,23 g Ps - g
glucosa, sense acumulacions de glucosa ni d’aceétic al medi, implica que el factor de
rendiment de glucosa a biomassa prefixat per al control d’addicié, 0,40 g PS - g glucosa,
¢s massa alt per a la soca i condicions de treball. S’alimenta glucosa de forma proporcional

al creixement cel.lular perdo amb una exponencial d’addici6 massa lenta per mantenir la

velocitat de creixement desitjada.

Si analitzem els valors de Yygcosa 1 YNH4+/glucosa €Stimats per a les diferents etapes del
procés en que es manté el creixement no limitat per amoni (Taula VL.5.: etapa discontinua,
E1,E2 i E3), s’observa que, al variar la velocitat de creixement de 0,23, a 0,06 h'l, varien
els valors d’ambdos parametres: de 0,34 a 0,19 g Ps - g glucosa i de 0,1 a 0,05.g NH; - g”!

glucosa respectivament. Si es confirmés la dependencia d’ambdos parametres amb la



V1. Estratégia operacional per alaproduccié de Fuc-1-PA en E. coli XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc) 157

velocitat de creixement, per poder implementar aquesta estratégia semicontinua es faria
necessari determinar Yy/gucosa @ la velocitat de creixement concreta que es vol mantenir 1,
per poder determinar la composicid de I’aliment, congixer el corresponent valor de

YNH4+/g1ucosa.

Per tractar d’evitar la necessitat de determinar Ywnmua+/giucosa Per @ les diferents fases del
procés i augmentar la robustesa de ’estratégia es planifica |’ Experiment FB-2. Amb aquest
experiment es prova la implementacidé de les estrategies descrites per Wilms 1

col.laboradors per al manteniment d’amoni i fosfats al medi (Figura VI1.4).

Per tal d’introduir el menor nimero de variables possibles en relacio al procés descrit per
aquests autors, Unicament es varia la soca de treball i el sistema per al control d’addicié del
medi alimentat (s’utilitza el préviament implementat a 1’equip de treball: sense control
retroalimentat i en base al perfil teoric de creixement, veure VI.2.1). Es manté la
composicio del medi de cultiu emprat per Wilms 1 col.laboradors tot i incloure
concentracions elevades d’agents quelants (EDTA i acid citric) que afectarien la
recuperacié de Fuc-1-PA en la seva forma activa (veure Conclusions del Capitol V). La
composicio d’aquest medi, que s’ha anomenat MDI, s’ha inclos a I’apartat de medis de
cultiu del Capitol IV, Materials 1 Métodes. S’utilitza una solucié d’hidroxid amonic al 25%
(p/V) per al control de pH durant tot el procés. Per I’etapa discontinua es fixa una
concentracio de glucosa inicial de 25 g - 1"'. Durant I’etapa semicontinua s’alimenta una
soluci6é concentrada en glucosa que no inclou amoni en la seva composici6 i paral.lelament,
una de fosfats d’amoni que s’alimenta en funci6é del rendiment Y fostas/glucosa €Stimat pels
autors. A diferéncia de ’article de referéncia, en aquest cas es discretitza el criteri d’addicio
per aquesta soluci6 de fosfats per tal de treballar amb una alimentaci6 discontinua evitant la
necessitat d’un segon equip d’addici6 . L’amoni alimentat en la solucié de fosfats, que
suposaria un consum relatiu a glucosa de Ywnmusa+/gluocsa = 0,0087, s’estima insuficient per
mantenir el creixement cel.lular (veure Taula VI.3 i Taula VL5) i, per tant, el manteniment
de la concentracié d’amoni al vas de fermentacid per mantenir el creixement cel.lular

dependra de la suplementacié addicional d’amoni per al control de pH.
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Figura VI1.4. Experiment FB-2. Creixement d’E. coli XL1 Blue MRF’(pTrcfuc) no induit en medi
MDI. Estratégia semicontinua a velocitat de creixement constant per limitacié de glucosa com a
font de carboni. Control del pH del medi per addici6 de NH,OH concentrat () Densitat Optica a
600 nm, (o) biomassa total (g PS), (m)glucosa (g/1), (A) acetic (g/1) 1 (¥) amoni (g/1). (

) Perfil d’addici6 de medi aliment. ( ) Perfil d’addici6 d’hidroxid amonic 25% (p/V) per al
control de pH. (V) Addicions puntual de fosfats. («») Indicacid de substitucions puntuals de
NH40H 25% (p/V) per NaOH 30% (p/V) per al control de pH.
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S’aconsegueix mantenir un perfil de creixement exponencial durant tot el procés,
aproximadament unes 40 hores d’operacid semicontinua, amb una concentracié de glucosa
residual al medi nul.la i sense detectar acumulacions d’acétic. A les 50h, treballant a la
velocitat maxima d’agitacié del sistema i1 suplementant oxigen pur en I’aireacio, per
mantenir 1’oxigen dissolt al medi de cultiu es fa necessari sobrepressionar el sistema i és
només a partir d’aquest moment, treballant en condicions de limitacid en oxigen, que es

comenga a acumular acetic.

A la Taula V1.7 es mostra I’estimaci6 de parametres per a les diferents etapes del procés.
Tal com succeia a I’experiment FB-1, no és possible mantenir la velocitat de creixement
fixada de 0,1 h™ i es confirma que el valor bibliografic per Yap elucosa de 0,4 g PS - g’

glucosa utilitzat per al control d’alimentaci6 és massa alta per a la soca de treball.

Etapadecultiu  Periode n Y ap wglucosa Y NH4+/glucosa
detemps

(h) (h") (gPS/ggluc.) (gNH, /g gluc.)

Experiment FB-2

Discontinua: 0-20h 0,202 0,302 0,145
Semicontinua:

Global 20 -60h 0,068 0,244 0,097
El 20-42h 0,078 0,318 0,107
E2 42 —-52h 0,059 0,236 0,098
E3 52 -60h 0,048 0,203 0,089

Taula VI.7. Experiment FB-2. Descripci6 d’etapes i resultats.

Tal com es mostra a la Figura V1.4.c, dels resultats obtinguts s’extreu que amb el control de
pH per addicio de NH4OH és possible mantenir la concentraciéo d’amoni per al procés dins
els marges 0,5- 2.0 g - I"' tant en Ietapa discontinua com en 1’etapa alimentada. Els dos
descensos importants de la seva concentracid, aprox. de les 24 a les 30 hores i de les 54
hores al final del creixement (veure Figura VI.4.b), corresponen a falles operacionals

(descebats de la bomba d’addici6 i substitucions puntuals de la soluci6 d’hidroxid amoni
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per hidroxid sodic per mantenir el control de pH del medi) pero, en el primer cas, la
concentracié d’amoni dissolt es reajusta dins els marges tant punt es soluciona el problema

1 es manté estable fins el final del procés.

Tal com es mostra a la Figura V1.4.b, aquest control de la concentracié d’amoni al llarg del
procés ¢és possible gracies a que 1’addici6 de NH4OH segueix un perfil exponencial
proporcional al d’acumulaci6é de biomassa total (g PS). Aquest fenomen es podria explicar
de forma senzilla considerant que a mida que la glucosa alimentada és metabolitzada per
generar biomassa, el consum proporcional d’amoni dissolt al medi segons Ywnu4+/gluocsa
provoca ’acidificaci6 del medi i activa 1’addicié de la solucié basica per al control de pH.
D’aquesta forma I’amoni es suplementa segons es requerit per mantenir el ritme de

creixement independentment de la velocitat de creixement del cultiu.

El procés s’atura havent assolit una concentracio cel.lular final al voltant dels 60 g PS - 1" i
degut a limitacions en la transferéncia d’oxigen al reactor per mantenir el creixement
cel.lular. Queda demostrat que els criteris per a I’addicié d’amoni i de fosfats proposats pels
autors son també aplicables al creixement de la soca recombinant XL1 Blue

MREF’(pTrcfuc), objecte del present estudi.

Experiments FB-3 i FB-4. estimacio del parametre Yap wqucosa PEF @ |a soca recombinant
XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc)

Dels experiments realitzats fins el moment, s’extreu que:

- el rendiment Yap yglucosa, N€CESSari per al correcte control d’alimentacid segons el
programa d’addici6é implementat (veure Apendix 11 VI.2.1), varia amb la velocitat
de creixement de la soca en estudi per al mateix sistema de treball. Per fixar la
velocitat de creixement en 0,1 h' es fa necessari 1’estimacié d’aquest parametre per

a aquesta velocitat especifica de creixement.
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- Els valors obtinguts fins el moment en 1’estimacié d’aquest parametre a velocitats
de creixement entre 0,251 0,05 h! oscil.len entre 0,3410,15gPS - g'1 glucosa.

- Segons els resultats obtinguts pel cultiu de XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc) en el medi
MDI emprat per Wilms i col.laboradors (Experiment FB-2), sembla factible el
control de I’amoni dissolt al medi de cultiu utilitzant una soluci6é d’hidroxid amonic

25% (p/V) per al control de pH.

Es planteja una segona série d’experiments, experiments FB-3 i FB-4, amb 1’objectiu
d’estimar amb prou precisié un valor de Yap wglucosa qU€ €ns permeti mantenir la velocitat
especifica de creixement a ’ctapa semicontinua a 0,1 h™'. Al mateix temps es pretén
confirmar Deficiéncia de D’estratégia de control de pH per hidroxid amonic per al
manteniment dels nivells d’amoni optims utilitzant el medi de cultiu desenvolupat en el
present treball per la produccié de Fuc-1-PA mitjangant CADC de XL1 Blue MRF’
(pTrcfuc).

Per implementar aquesta estratégia de control d’amoni dissolt en base al control de pH amb
hidroxid amonic, per aquests experiments es manté la composicié del medi MDF-3 a 25g
glucosa/l (veure VI.2.2) per a D’etapa discontinua de creixement perd es redueix
substancialment la concentracio d’amoni al medi alimentat. Donat que ja no es pretén
alimentar I’amoni de forma proporcional a la glucosa en aquesta etapa, es fixa un consum
relatiu aparent d’amoni a glucosa de 0,005 g NH," - g glucosa (Wilms i col., 2001)
unicament per garantir una minima concentracié de la font de nitrogen al medi en cas de
problemes puntuals en el sistema de control de pH i evitar els canvis de metabolisme
observats en I’Experiment FB-1 quan es limitava el creixement per la manca puntual
d’amoni. Al medi formulat segons aquesta descripcid, per ambdues etapes de creixement,
s’anomena medi MD-FB i la seva composicié detallada es troba descrita a I’apartat de
medis de cultiu del Capitol IV, Materials i M¢todes. Per ambdues fermentacions s’utilitza

una solucio d’hidroxid amonic 25 % (p/V) per al control de pH.

S’ha proposat a la literatura una variaci6 lineal amb pendent positiu de Y y/giucosa, amb la

velocitat de creixement (Yee i Blanch, 1993a). En aquesta série d’experiments es fixa com
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a valor de Yap y/giucosa per al control d’addici6 en I’etapa semicontinua el valor estimat per
al mateix parametre en I’etapa prévia discontinua. Segons la suposici6 anterior, aquest valor

ha de suposar un limit superior al valor real a estimar a velocitat de creixement inferior 0,1
h',

A la Figura VL.5 i Taula VI8 es presenten els resultats obtinguts en els Experiments FB-3 i
FB-4. Un altre cop es confirma ’eficiéncia d’aquesta estratégia semicontinua per limitacid
en glucosa per mantenir el creixement exponencial de XL1 Blue MRF’(pTrcfuc) mantenint
les concentracions residuals de glucosa i acétic nul.les durant tot el procés. Ambdues
fermentacions es van aturar voluntariament al voltant de les 33 hores d’operacid sense

haver arribat a una situacio en que I’oxigen limités el creixement.

Per I'Experiment FB-3, es fixa el valor de Yap ygiucosa Obtingut a I’etapa discontinua del
mateix experiment, 0,32 g PS - g’ glucosa, per al control d’addici6 per 1’etapa
semicontinua. Es manté una velocitat de creixement de 0,09 h™' i s’estima un valor de Yap
Wglueosa de 0,28 g PS - g'1 glucosa. Per I"Experiment FB-4, amb un valor de Yap yglucosa Per
I’etapa discontinua molt similar a I’experiment precedent, es fixa un valor de 0,30 g PS - g
glucosa per I’etapa alimentada, valor mitja entre els obtinguts experimentalment per 1’
etapa semicontinua de I’experiment anterior i [’etapa discontinua d’aquest mateix
experiment. En aquest cas, s’aconsegueix mantenir una velocitat de creixement constant de
0,1 h' durant tota I’etapa semicontinua del procés i el rendiment experimental estimat
coincideix amb el prefixat pel control d’alimentacié, 0,30 g PS - g glucosa, confirmant

I’optimitzaci6 d’aquest parametre Yap x/glucosa PEr al procés semicontinu de treball.

Per altra banda, cal destacar 1’éxit en la implementacié de I’estratégia de control d’amoni
dissolt en funcid del control de pH. A la Figura VI. 5.c. es pot observar la proporcionalitat
de perfils de generacio de biomassa i d’addiciéo d’amoni al medi durant tot el procés i, a la
Figura VI.5.d., com aix0 es tradueix en el manteniment de la concentracié d’amoni en els

marges Optims pel creixement (entre 0,512 g NH;" - I'") durant tot el procés.
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Figura V1.5, Experiment FB-3 (Simbols buits) i Experiment FB-4 (Simbols plens). Creixement d’E.
coli XL1 Blue MRF’(pTrcfuc) no induit en medi MD-FB. Estratégia semicontinua a velocitat de
creixement constant per limitacié de glucosa com a font de carboni. Control del pH del medi per
addicié de NH,OH concentrat (e), (0)Densitat Optica a 600 nm, (), (0) biomassa total (g PS), (m),
(o) glucosa (g/1), (A), (A) acétic (g/1) i (V¥), (V) amoni (g/l). (— — —) Perfil d’addici6 de
hidroxid amonic concentrat per al control de pH al medi.

Etapadecultiu Periode B Y apxiglucosa Y NH4+/glucosa

detemps

(h) (h") (gPS/ggluc) (gNH,/g gluc.)

Experiment FB-3

Discontinua: 0-20nh 0,226 0,317
Semicontinua: 20-36h 0,087 0,281

Experiment FB-4

Discontinua: 0-15h 0,260 0,312
Semicontinua; 15h-35h 0,100 0,301

0,104
0,075

0,084
0,103

Taula VI.8. Experiment FB-3 i FB-4. Descripcio d’etapes i resultats.
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Experiments FB-5: criteri per al’alimentaci6 de fosfats

A T’apartat VI.2. es proposava una alternativa per al manteniment de la concentracié de
fosfats al medi en base al seu rendiment a biomassa. Considerant la concentracié de fosfats
fixada en I’etapa discontinua, s’estima necessari alimentar fosfats quan s’assoleixi un total
de biomassa seca entre 35 1 40 g PS. Si amb cada addici6 puntual es suplementa la quantitat
necessaria d’una solucié concentrada en fosfats per assolir de nou la concentracio inicial de
fosfats a I’inici de I’etapa discontinua, es pot aplicar el mateix criteri per a cada nou

increment de biomassa total al voltant dels 35 g PS.

A la Figura VI1.6.i Taula VI.9 es mostren els resultats obtinguts en I’Experiment FB-5
aplicant aquesta estrateégia per al control de fosfats al medi de cultiu. Es treballa amb el
medi MD-FB mantenint la concentraci6 de glucosa a I’inici de I’etapa discontinua en 25 g
-l'l, s’utilitza NH4OH 25% (p/V) per al control de pH 1 es fixa un valor de Yap x:glucosa =
0,30 g PS - g glucosa per al control d’alimentaci6 segons s’estimava a I’apartat anterior
per mantenir el creixement a velocitat constant 0,1 h™' durant tota 1’etapa alimentada. Es
planifica una primera addici6 de fosfats quan s’estimi la biomassa total al voltant dels 30 g
PS al medi, aquesta addicio ha de ser suficient per mantenir el creixement fins a un minim

de 60 g de biomassa total.
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Figura VI.6. Experiment FB-5 . Creixement d’E. coli XL1 Blue MRF’(pTrcfuc) no induit en medi
MD-FB. Estratégia semicontinua a velocitat de creixement constant per limitacié de glucosa.
Control del pH del medi per addici6 de NH,OH concentrat () Densitat Optica a 600 nm, (©)
biomassa total (g PS), (m) glucosa (g/1), (A), acétic (g/1) i (V) amoni (g/1). Perfil d’addici6 de: (—
— ) hidroxid amonic concentrat per al control de pH al medi. (+) Addicié puntual de fosfats per
recuperar la concentracio inicial al cultiu. (- - - - - ) Perfil teoric de creixement.
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Etapadecultiu Periode V8 Yx/glucosa Y NH4+/glucosa
detemps

(h) (h") (gPS/ggluc) (gNH,/g gluc.)

Experiment FB-5
Discontinua: 0-15h 0,284 0,350 0,262

Semicontinua: 15-34h 0,104 0,314 0,174

Taula VI.9. Experiment FB-5. Descripci6 d’etapes i resultats.

Amb aquest criteri per a 1’addici6 de fosfats €s possible mantenir el creixement cel.lular
sense limitacions durant tot el procés. No €s necessari una segona addicid ja que al voltant
dels 55g PS totals (45g PS/l) s'atura el creixement degut a limitacions en la transferéncia
d’oxigen. Quan es compara aquesta estratégia amb 1’assajada a I’ Experiment FB-2 en base
a'Y fosfats/glucosa, tOt 1 que en ambdos casos s’aconsegueix alimentar adequadament els fosfats,
es troba que aquest ultim sistema ¢és, efectivament, molt més senzill i facilment

implementable.

La concentracié d’amoni dissolt es manté constant, al voltant de 1 g NH," - I'', al llarg de
tota I’etapa semicontinua sense problemes. Només comenca a acumular-se lleugerament
superades les 30h de fermentacié quan ja son evidents les limitacions de transferéncia
d’oxigen al sistema. No es detecta glucosa residual, ni acumulacions d’acétic en tot el
periode alimentat 1, amb el valor fixat per al rendiment Yap ygiucosa = 0,30 g PS - g glucosa

és possible mantenir constant la velocitat de creixement a 0,1 h™ fins al final del procés.

A Figura VI.7.d. es pot comprovar el grau d’adequacié entre els resultats obtinguts
experimentalment en aquesta fermentacié FB-5 i els previsibles segons el model de
creixement en que es basa el perfil d’alimentaci6 quan es fixen els mateixos valors per a les
variables de control. El model s’ajusta perfectament al comportament real del sistema i es
poden considerar certes totes les suposicions inicials per a la simplificacio del model

general de creixement bacteria (veure Apendix 3).
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Finalment, utilitzant tots els valors estimats de Yap ygucosa per periodes d’operacio
semicontinua en que la velocitat especifica de creixement s’ha mantingut constant a 0,1 +/-
0,01 h"' s’estima un valor de 0,30 +/- 0,02 g PS - g glucosa per aquest parametre de

control a les condicions d’operaci6 fixades.

Amb aquests resultats es considera optimitzat el procés semicontinu a velocitat de
creixement constant per limitaci6 de glucosa proposat per al cultiu de XL1 Blue MRF’
(pTrcfuc). Com s’extreu dels resultats obtinguts en FB-5 és possible mantenir el creixement
en les condicions fixades durant tot el procés 1 aquest es limita, no per problemes associats
a Destrategia, sin6 per limitacions en la transferéncia d’oxigen. Caldria millorar la velocitat
de transferéncia d’oxigen a I’equip de treball per determinar les concentracions cel.lulars

maximes que es podrien assolir amb aquesta estratégia.

A continuaci6 es resumeixen els criteris d’operacié que, finalment, es decideix fixar i que

s’aplicaran per a I’estudi de les condicions optimes d’inducci6:

- Medi de cultiu MD-FB per I’etapa discontinua i alimentada del procés (veure
apartat de medis de cultiu al Capitol IV, Materials i Métodes)
Control d’alimentacié en base a I’Equacio VI.2. i utilitzant el rendiment aparent
optimitzat per a la soca i condicions de treball: Yap x:glucosa, p=0,1 h-1 = 0,30 +/- 0,02.
Control de pH amb hidroxid amonic 25% (p/V)

Alimentacié de fosfats a I’etapa semicontinua segons Y yfostas= 3 g PS - g PO4™

Per poder avaluar la millora en productivitat cel.lular que aquest procés semicontinu
proposat suposa front a I’operacio discontinua utilitzada en treballs anteriors dels grup per
al creixement de XL1 Blue MRF’(pTrcfuc), a la Taula VI.10 es comparen les
concentracions cel.lulars assolides al final de creixement amb aquest sistema, amb el procés
discontinu en medi complex LB (Durany, 2000) i amb el procés discontinu en medi definit
MD-FB. La concentraci6é cel.lular s’incrementa més de 30 cops en relacid al procés

discontinu en medi complex LB i al voltant de 6 en comparacid a un sistema discontinu en
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el medi MD-FB per I’etapa discontinua. En termes de productivitat cel-lular global,
calculada dividint la concentraci6 cel.lular final obtinguda per la durada de la fermentaci6
en cada cas, amb el sistema semicontinu es milloraria al voltant de 10 i 2,5 cops en relacid
als processos discontinus en medi complex i definit respectivament. Aquests valors
augmenten quan es tenen en compte els temps morts d’operacio, si es considera que és en la

preparacio i neteja dels fermentadors entre processos discontinus on s’encareix més el cost

global de procés.
Medi Estratégia Concentracio cel.lular Durada del Productivitat
d y assolida procés global
e fermentacio
(gPS/1) (h) (gPS1"h™)
LB Discontinua 1,3 10 0,13
MD-FB Discontinua 7,9 16 0,49
MD-FB Semicontinua 43,9 32 1,37
TaulaVI.10

V1.2.4. Estudi i optimitzacio de les condicions d’induccié per maximitzar la produccio
de Fuc-1-PA.

Un cop caracteritzat el procés semicontinu per al creixement de XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc),
es procedeix a I’estudi de les condicions i moment optim per induir 1’expressio de forma

que es maximitzi la producci6 del procés.

Els aspectes fonamentals que influeixen la induccio en sistemes d’expressié recombinant
derivats del promotor lac ja es discutien al Capitol I d’aquest treball. Entre els parametres
més rellevants a considerar es contemplaven: la concentracié d’inductor, la temperatura

d’induccid, la velocitat de creixement i el moment de la induccio.
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En el procés semicontinu de treball, la velocitat de creixement es manté constant i s’ha triat
considerablement baixa per tal d’afavorir el creixement i1 I’expressi6é recombinant. L efecte
de la temperatura de creixement sobre la inducci6 sovint es justifica per I’increment en la
velocitat de creixement associat a 1’augment de temperatura que afavoreix el plegament
incorrecte de les proteines recombinants induides cap a formes no actives (Donovan, 1996).
Donat que amb [’estratégia d’alimentacié utilitzada és possible controlar la velocitat de
creixement en funci6 de la glucosa alimentada i, en principi, de forma independent de la
temperatura, no es considera necessari reduir la temperatura de treball per a 1’estudi
d’induccid. La temperatura de treball, a diferéncia del capitol I en que es pretenia evitar la

formacio de cossos d’inclusio, es manté a 37°C durant tot el creixement.

Segons els resultats obtinguts al Capitol I per a la comparacié de medis de cultiu per a la
produccié de Fuc-1-PA, la concentracié d’inductor optima en medi MD estaria al voltant
dels 45 umols d’IPTG/g PS al final del creixement. Aquest estudi es va realitzar en cultius
en matras Erlenmeyer perd s’expressaven els resultats per unitat de biomassa seca amb la
intencié de poder escalar el criteri d’inducci6 al treballar en CADC. S’induira segons
aquest criteri, fent, en el moment de la induccid, una previsio de la maxima biomassa

assolible al sistema al final de creixement.

Per tant, en aquest cas, I’estudi es centrara a definir el moment Optim en que cal dur a terme
la inducci6. Basicament, aquest moment dependra de I’efecte sobre el creixement associat a
I’expressio recombinant 1 de la velocitat d’acumulaci6é de proteina activa a partir d’aquest

moment.

L’expressié recombinant suposa una carrega metabolica addicional per al microorganisme
hoste. En alguns casos I’acumulacié de proteina recombinant suposa un estreés metabolic tal
que, en poques hores, s’atura el creixement del cultiu (Yee i Blanch, 1993b; Kramer i col.,
1996). En altres casos, la proteina es va acumulant sense alterar aparentment el
metabolisme cel.lular perd acaba frenant el creixement cel.lular quan assoleix certa
concentraci6 especifica maxima (Lee 1 col.,, 1997; Kramer i col., 1996). Com a

conseqiiencia del consum addicional d’energia i nutrients cap a 1’expressié recombinant
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també es poden veure modificats parametres caracteristics del sistema en els que sovint es
basen els sistemes de control del creixement del cultiu: Y wgucosa, OUR (t), CER (1),
Y NH4/glucosa, €tC (Riesenberg 1 Guthke, 1999). En el cas concret en estudi, la modificacio
significativa del valor estimat de Y y/gucosa, cOmM a conseqiiéncia de la induccid, suposaria
estimar de forma erronia els volums d’addicid per mantenir el creixement exponencial

durant I’etapa semicontinua amb la conseqiient pérdua de control sobre el creixement.

Per altra banda, també s’ha de considerar la velocitat d’acumulacié del producte
recombinant d’interés (Kramer i col., 1996). Quan 1’acumulacié és rapida, sovint 1’efecte
sobre el creixement cel.lular és drastic perd poques hores de creixement induit poden
conduir a productivitats volumétriques molt altes. En canvi, per a acumulacions lentes la
millor solucié sol passar per induir al comengament del creixement. Altres aspectes, com
I’efecte de I’activitat proteolitica sobre 1’acumulacié recombinant poden ser determinants

per decidir el moment de la induccié (Enfors, 1992).

Per poder avaluar les caracteristiques de 1’expressio recombinant de Fuc-1-PA en el sistema
de treball es plantegen dos experiments mantenint les condicions d’operaci6 per I’estrategia
semicontinua per limitacio en glucosa fixades a [’apartat anterior VI.2.3. i induint
I’expressi6 recombinant en diferents moments del creixement. A 1’Experiment FB-6
s’indueix al principi de la fase semicontinua de creixement, un cop s’ha comprovat que la
velocitat de creixement abans de la induccié es manté a 0,1 h™'. A I’Experiment FB-7
s’indueix al final del creixement: al voltant de les quatre hores prévies al moment en que es
preveu que el creixement quedi limitat per la transferéncia d’oxigen des del medi de cultiu
en base als resultats obtinguts per la fermentacié control no induida FB-5 (veure Figura
VI1.6). En ambdos casos es suplementa la mateixa quantitat d’IPTG per induir I’expressio
recombinant (2,4 mmols) aplicant la relacio 45 umols d’IPTG - g'1 PS al final del
creixement i considerant la biomassa final en el cas de no induccié (53,3 g PS), que es

considera la maxima assolible al sistema (veure Figura V1.6, control no induit FB-5).

Per analitzar I’expressié recombinant, per una banda es mesura 1’activitat aldolasica Fuc-1-

PA de mostres de la fraccid intracel.lular al llarg del procés i, paral.lelament, es segueix
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I’acumulaci6 de Fuc-1-PA al citoplasma cel.lular per analisi espectrofotomeétric SDS-PAGE

de mostres ajustades a la mateixa concentraci6 cel.lular.

La Figura VI.7. resumeix els resultats obtinguts per ambdues fermentacions, FB-6 i FB-7,
en relacié a creixement i concentracié de nutrients i de productes de metabolisme al llarg
del procés. S’inclou el perfil de mesures de D.O. 600,,,, de I’experiment FB-5 com a control
de creixement no induit amb I’objectiu de poder avaluar I’efecte de la sobreexpressio sobre
el creixement cel.lular. Per completar aquesta figura, a la Taula VI.11. es mostren les
principals dades de procés per aquestes fermentacions i les estimacions per a I’evolucio
dels parametres de control de creixement corresponents. S’inclouen les dades de la

fermentaci6 control no induida FB-5 per facilitar la comparacio.

A la Figura VL.8. es mostren els resultats obtinguts per al seguiment d’acumulacio de Fuc-
1-PA com a fraccid del total de proteina intracel.lular segons 1’analisi per SDS-PAGE.
D’un primer analisi d’aquests gels electroforétics s’extreu que, en ambdods casos, el cultiu
respon a la inducci6 en un marge curt de temps: entre 1 1 2 hores després de la induccio ja
s’aprecia la sobreexpressio de Fuc-1-PA tan induint al principi com al final de I’etapa
semicontinua. La concentracio especifica de Fuc-1-PA assolida a final del procés és alta en
ambdos casos superant el 25% del total de proteina intracel.lular perd notablement superior
quan s’indueix al principi de la fase alimentada, un 36% front un 27%. Més endavant
s’avaluaran de nou aquests resultats comparant-los amb els seguiment d’activitat Fuc-1-PA

igualment a la fraccio intracel.lular al llarg del procés i en relacid a creixement.
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Aqui Figura V1.7 apaisada
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Taula VI.11 taula apaisada dades creixement FB-6 i FB-7
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Figura V1.8. Experiments FB-6 i FB-7: acumulacié de Fuc-1-PA intracel.lular al llarg del procés.
Electroforesi desnaturalitzant SDS-PAGE de mostres a diferents temps de creixement i corregides
per biomassa. N: no induit, |: induit. M: marcador de pesos moleculars. (@) 1- 15h40min, 2-
19h45min, 3- 21h55min, 4- 24h, 5- 27h20min, 6- 30h10min, 7- 35h 20min, 8- 37h50min(b). 1-
20h45min, 2- 27h, 3-33h35min, 4- 40h, 5 43h15min, 6- 46h, 7- 51h 25min. En cursiva:
quantificacio densitomeétrica de fraccié de Fuc-1-PA relativa a proteina total intracel.lular.

Abans de la induccio, el perfil de creixement per ambdues fermentacions, FB-6 i FB-7,
correspon a I’esperat per al control de creixement en base a I’estratégia semicontinua per
limitaci6 de glucosa implementada: es manté la velocitat de creixement prefixada en 0,1 h™!
sense acumulacions d’acétic ni glucosa al medi de cultiu i la concentracié d’amoni es manté
gaire bé constant al voltant de 1 g - I'". Només en el cas de FB-7 un problema operacional
porta a I’acumulacié anomala d’una concentraci6é important, no inhibitoria, d’amoni al final
de Dl’etapa discontinua que es corregeix després durant les primeres hores de 1’etapa

alimentada no induida.

Quan s’indueix al principi de la fase semicontinua, FB-6, durant les 5 primeres hores de
creixement induit sembla que el perfil de creixement no s’afecta de la induccié mantenint-
se el valor de Yap wqlucosa fixat per al control d’alimentaci6 i, en conseqiiencia, la velocitat
de creixement prefixada (Yap wilucosa=0,304; p=0,1 h'l). A partir d’aquest moment tots dos
parametres comencen a disminuir i es modifica el perfil de creixement respecte al de
I’experiment control no induit (veure Figura VI.7.a.1. 1 Taula VI). Donat que en ambdds

casos es mantenen les mateixes condicions d’operacid induint o no 1’expressid
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recombinant, es dedueix que I’estrés metabolic associat a I’expressié recombinant comenga
a afectar al creixement a partir d’aquest moment. Cap a les 30h de cultiu, quan la reducci6d
en els valors prefixats per a ambdos parametres ja arriba al voltant del 50% inicial, el
consum de la glucosa alimentada en excés es tradueix en 1’acumulacié d’acétic i amoni al
medi de cultiu i poc després ja no és possible evitar I’acumulacié de glucosa, quan ja s’han
assolit concentracions inhibitories d’acétic 1 amoni al vas de fermentacid. A les 35 hores,
després de 14 hores de creixement induit, es considera aturat el creixement havent-se assolit

només el 68% de la biomassa total en condicions de no induccio6 (36 g PS front 53 g PS).

Quan s’indueix al final del creixement, FB-7, en el moment de la induccio ja és necessaria
la suplementaci6 d’oxigen pur per mantenir 1’oxigen dissolt al 50% de saturaci6 al medi de
cultiu i poc després es decideix sobrepressionar el vas de cultiu per intentar allargar el
maxim possible la fermentaci6 induida. Per aquest motiu en aquest cas s’assoleixen
concentracions cel.lulars superiors que en el cultiu control pero, a partir d’aquest moment,
ja no és la concentracio de glucosa sind la disponibilitat d’oxigen qui controla la velocitat
de creixement. Progressivament, des del principi de la fase induida, es redueix la velocitat
de creixement del cultiu (veure Figura VI.7.b.1 1 Taula VI.11.). Per evitar la rapida
acumulacio d’acétic i amoni en aquestes condicions de creixement, es decideix aturar
I’alimentacié cada cop que s’acumulen concentracions de glucosa al medi superiors als 5 g
- 1" { esperar a que es consumeixi I’acumulada. D’aquesta manera és possible mantenir el
creixement fins les 50h, al voltant de 9 hores de creixement induit, i s’explica que en aquest
cas la biomassa total assolida superi en un 25% la maxima corresponent al control no induit

en que no es va mantenir la sobrepressio del sistema (66 g PS front 53 g PS).
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Pagina apaisada per Figura VI.9!!!
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La Figura VI.9. mostra ’analisi dels resultats de producci6 de Fuc-1-PA per aquestes
fermentacions FB-6 i FB-7 en relaci6 al creixement. A les Figures VI.9.a.1 i VI.9.b.1 es
mostra els perfils de biomassa total (g PS) i unitats d’activitat Fuc-1-PA totals (UA Fuc-1-
PA) al vas de fermentacio6 al llarg del procés i les corresponents estimacions de velocitat de
producci6é de biomassa (g PS / h) i Fuc-1-PA activa (UA / h). A les Figures VI1.9.a.2 i
VI1.9.b.2 es mostren els resultats en relacio a la producci6 especifica de Fuc-1-PA: activitat
especifica (UA - g PS) i fraccio de proteina intracel.lular corresponent a Fuc-1-PA (%
proteina total) (veure Figura VI.8). Finalment, les Figures VI1.9.a.3 1 V1.9.b.3 corresponen a
la variacio en la concentracié de Fuc-1-PA activa al brou de cultiu (UA - 1) al llarg del
procés 1 al calcul de productivitat volumeétrica acumulada des de I’inici de la fermentacio

(UA - I'' - h™"), considerant també el temps invertit en ’etapa discontinua.

La biomassa total (g PS), la quantitat total de Fuc-1-PA activa produida i la concentracio
especifica de Fuc-1-PA activa segueixen perfils de tipus sigmoidal en el temps (Figures
VI1.9.a/b.1. 1 2.). Les estimacions per a I’evolucio de les velocitats de produccio cel.lular (g
PS - h"), de Fuc-1-PA activa total (UA - h™") i de Fuc-1-PA activa especifica (UA - g PS -
h™') s’obtenen a partit de la derivacid analitica de les equaci6 sigmoidals ajustades als

corresponents perfils de produccio total i concentracio especifica.

Per poder seguir la discussié d’aquests resultats, a la Taula VI.12. es resumeixen els
principals resultats obtinguts en relacié a la produccié de Fuc-1-PA per FB-6 1 FB-7 en
termes de productivitats globals i concentracions de Fuc-1-PA assolides al final dels
processos. També s’inclouen les velocitats de produccié de Fuc-1-PA maximes, totals (UA
- h™") i especifiques (UA - g PS - h™"), com a valors de referéncia per poder comparar la

velocitat de produccid de Fuc-1-PA activa en cada cas.
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velocitats produccié max. Concentracions finals Productivitats globals
Especifica Total Especifica Volumetrica Especifica Volumetrica
UA-g* PS-h UAh? (UA-g™* PS) % proteinatotal ~ (UA-IY) (UAg1PSh?Y)  (UATLRDY
FB-6 108,4 3005 1025 36,6 29916 29 846,8
FB-7 98,4 6441 794,9 27 40173 15,9 803,5

Taula VI.12. Experiments FB-6 i FB-7. Producci6 de Fuc-1-PA.

Per ambdues fermentacions, a partir del moment d’induccio, la quantitat total de Fuc-1-PA
activa produida al vas de fermentaci6 (UA Fuc-1-PA total) augmenta proporcionalment a
I’augment de biomassa total (g PS ) aturant-se amb 1’aturada del creixement del cultiu
(veure Figures VI.9.a.1 i VI.9.b.1). En base a aquesta observacio, es pot afirmar que la
producci6é de Fuc-1-PA activa al sistema de treball esta associada al creixement (Bailey,

1986; Kramer i col., 1996).

Quan s’indueix a I’inici de la fase alimentada i en condicions optimes de creixement, FB-6,
I’acumulacié de Fuc-1-PA activa al medi de cultiu €s proporcional al creixement fins que,
per efecte de 1’estrés metabolic associat a 1’expressid recombinant, es comenca a frenar el
creixement al voltant de les 6 hores de creixement induit. A partir d’aquest moment, ja no
¢s possible controlar la velocitat de creixement mitjangant el control d’addici6 (veure Taula
VI.11 i Figura VI.9.a.1.). Aquesta frenada del creixement es tradueix en una decaiguda
progressiva en la velocitat de producci6 de Fuc-1-PA activa (veure Figures V1.9.a.1). No es
considera aturat el creixement fins a les 35 hores pero al voltant de les 32 hores, 11 hores
després de la induccid, sembla que ja s’ha assolit la maxima concentracié possible de Fuc-
1-PA per unitat cel.lular. Aquesta hipotesi es planteja en base a la tendéncia a saturacié de
les corbes de concentracié especifica de Fuc-1-PA activa (UA - g PS) en el temps i
d’acumulacié de Fuc-1-PA intracel.lular (% de proteina total corresponent a Fuc-1-PA)

(veure Figures VI.12.a.3 i Figura VLS).

Com ja es comentava a la introduccid d’aquest capitol, I’optimitzacié d’aquest procés per la

produccié de Fuc-1-PA ha de passar per assolir la maxima concentracié final de Fuc-1-PA
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activa al brou de fermentacid6 1 la maxima productivitat volumetrica possible
simultaniament. A la Figura VI.9.a.3. es presenta una aproximacié al perfil de
productivitats volumeétriques acumulades que s’obtindria aturant aquest procés FB-6 a
diferents moments del creixement induit i considerant el temps total de procés, també
I’etapa discontinua de creixement. Aquesta estimacio s’obté a partir de 1’equacid sigmoidal
ajustada al perfil experimental de concentracié volumétrica de Fuc-1-PA activa en el temps
(UA - l'l) que es mostra a la mateixa Figura VI.9.a.3. La productivitat volumétrica del
procés seria maxima parant la fermentacié al voltant de les 32 hores de cultiu, després de
11 hores de creixement induit, amb un valor de 865 UA - I'' - h™. A les 32 hores pero la
concentracié de Fuc-1-PA és de 27693 UA - I'! mentre que la maxima, 29916 UA - 1'1,
s’assoleix al final del procés. Aquest resultat ve a indicar que a partir d’aquest moment la
velocitat de produccié de Fuc-1-PA activa, de forma proporcional la velocitat de
creixement, és tant lenta que I’increment de produccidé no compensa la inversié de temps

corresponent.

Quan s’indueix al final del creixement coincidint amb la limitacié del creixement per
transferéncia d’oxigen, FB-7, la velocitat de creixement decau poc després de la induccio
(veure Taula VI.11 i Figura V1.9.b.1). S’indueix quan ja s’atura el creixement i aixo es
tradueix en un desfasament important en el temps entre les velocitats de produccio
maximes de biomassa i de Fuc-1-PA activa assolides. Aquesta observacid indica que s’ha
induit massa tard per maximitzar aquesta Ultima d’acord amb la idea que la produccié de
Fuc-1-PA activa és simultania i proporcional al creixement. Tot i aixi, quan es comparen
els resultats amb FB-6, com la biomassa total en el moment de la induccié per FB-7 és molt
superior (al voltant de 40g PS front 11 g PS, veure Figura VI.9.a/b.1.), les velocitats de
produccié de biomassa i, proporcionalment, de Fuc-1-PA activa a I’inici de 1’etapa induida
també son considerablement superiors amb un valor maxim al voltant de 6440 UA - h’
front a 3005 UA - h™'en FB-6 (veure Taula VI.12.). Per aquest motiu, encara que no s’arriba
a assolir la maxima concentracié especifica assolida en FB-6 (1025 UA - g” PS i 795 UA -
g PS per FB-6 i FB-7 respectivament; veure Taula VI.12.) perqué I’aturada del creixement
s’accelera per la limitaci6 en la transferéncia d’oxigen, la concentracié de Fuc-1-PA final

assolida en aquest cas és superior a la assolida en FB-6 (40173 UA - I'' front a 29916 UA -
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1", veure Taula VI.12) i la productivitat volumétrica global del procés és molt similar per
ambdues fermentacions (845 UA - I - h' i 804 UA - 1" - h' per FB-6 i FB-7

respectivament; veure Taula VI.12.).

Dels resultats obtinguts en FB-6 i FB-7 s’extreu que per maximitzar la productivitat
volumetrica del procés en estudi és necessari induir al voltant de les 11 hores abans de
preveure la limitacié del creixement per transferéncia d’oxigen en condicions de no
induccid. D’aquesta forma es pretén donar temps a assolir la maxima concentracio cel.lular
especifica (al voltant de 1025 UA - g"' PS segons FB-6) abans que I’efecte de I’expressid
recombiant sobre el metabolisme cel.lular freni el creixement perd assegurant,
simultaniament, la inducci6 de la quantitat maxima de biomassa per maximitzar la velocitat

de producci6 de Fuc-1-PA activa (UA - h™") durant el periode induit.

Fixant el criteri de moment d’induccié argumentat al punt anterior per optimitzar la
produccid6 de Fuc-1-PA al procés es realitza |'Experiment FB-8. Es mantenen les
condicions d’operacid per a I’estratégia semicontinua per limitacié en glucosa fixades a
I’apartat anterior VI.2.3. i, prenent com a model de perfil de creixement no induit
I"Experiment FB-5 (veure Figura VI.6), es decideix induir I’expressio recombinant quan la
concentraci6 cel.lular al cultiu es trobi al voltant dels 25 g PS - I'". S'utilitza la mateixa
quantitat d’IPTG que en FB-6 i FB-7 (2,22 mmols), segons la relacio 42 umols d’IPTG - g’
PS al final del creixement i considerant la biomassa final en el cas de no inducci6 (53,3 g
PS), que es considera la maxima assolible al sistema. (veure Figura V1.6, control no induit

FB-5).

Es realitza el mateix seguiment analitic descrit préviament per FB-6 i FB-7. La Figura
VI.10 resumeix 1’evoluci6é d’aquesta fermentacio en relacio a creixement i acumulacio de
substrats i subproductes de metabolisme en el temps. La Figura VI.11 mostra els resultats
obtinguts per al seguiment d’acumulacié de Fuc-1-PA com a fraccio del total de proteina

intracel.lular per SDS-PAGE. La Taula VI.13. mostra les principals dades de procés per
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aquesta fermentacio comparant-les amb les obtingudes per FB-6 i FB-7 i les estimacions

per a ’evolucio dels parametres de control de creixement corresponents.
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Figura V1.10. Experiment FB-8. Cultiu induit d’E. coli XL1 Blue MRF’(pTrcfuc) segons el criteri
definit per maximitzar la productivitat volumétrica del procés. (e) Densitat Optica a 600 nm, (0)
biomassa total (g PS), (m) glucosa (g/l), (A), acétic (g/l) i (V) amoni (g/l). (+) Addicié puntual de
fosfats per recuperar la concentracié inicial al cultiu. (¢)Perfil de creixement control no induit
(D.0.600 nm; Experiment FB-5).
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Tabla VI1.13
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Figura VI.11. Experiment FB-8. Cultiu induit d’E. coli XL1 Blue MRF’(pTrcfuc) segons el criteri
definit per maximitzar la productivitat volumeétrica del procés. Electroforesi desnaturalitzant SDS-
PAGE de mostres a final de creixement i corregides per biomassa. N: no induit, |: induit. M:
marcador de pesos moleculars. 1- 14h75min, 2- 28h20min, 3- 30h40min, 4- 32h50min, 5-
34h45min, 6-36h 35min, 7-39h, 8-41h. En cursiva: quantificacié densitométrica de fracci6 relativa a
proteina total intracel.lular.

Durant les 15 hores de creixement alimentat previes a la induccio, 1’estratégia semicontinua
per limitacid6 per glucosa permet controlar perfectament la velocitat de creixement
prefixada i I’acumulaci6 de productes de metabolisme. Un altre cop la concentracio
d’amoni es manté constant el voltant de 1 g - "' durant tot aquest periode, i no es detecten
acumulacions de glucosa alimentada ni d’acid acétic. S’indueix 1’expressido recombinant
practicament a les 28,5 hores de fermentacié amb una concentracié cel.lular al medi de 24 g
PSI". Coincidint amb els resultats obtinguts per a FB-6, al voltant de les 6,5 hores de
creixement induit ’efecte de la sobreexpressid recombinant sobre el creixement ja no
permet controlar la velocitat de creixement a 0,1 h™'. A partir d’aquest moment es va
frenant el creixement al temps que s’acumulen progressivament acid acétic i amoni al medi
de cultiu pero sense arribar a concentracions inhibitories. El creixement s’atura a les 39
hores com a conseqiiencia de la limitacié en la transferéncia d’oxigen per al creixement i
havent assolit una concentraci6 cel.lular final de 43 g PS - 1", coincidint amb el control no
induit FB-5. Per tant, és possible mantenir el creixement induit al voltant de 10,5 h d’acord
amb el criteri prefixat per la inducciod i s’assoleix un dels objectius en base als quals s’ha

fixat aquest criteri: s’assoleix la maxima biomassa possible per al sistema de treball.
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Figura VI1.12. Experiment FB-8. Acumulaci6é de Fuc-1-PA aplicant el criteri de temps d’induccio
definit per maximitzar la productivitat volumeétrica del procés. (a) (®) i (m) Biomassa total (g PS) i
activitat Fuc-1-PA total (UA) al vas de fermentacio respectivament; (-=--) i (~-) estimacio dels
perfils de velocitats de produccié de biomassa i Fuc-1-PA activa. (b) (A) Concentracid especifica
de Fuc-1-PA (UA g' PS) i (V) % Fuc-1-PA de proteina total intracel.lular. (C) (¢) Concentracid
volumétrica de Fuc-1-PA (UA 1) i (----) estimaci al perfil de productivitat volumétrica acumulada
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A la Figura VI.12. s’analitzen els resultats de produccioé de Fuc-1-PA per FB-8 en relacio al
creixement. Es presenten les dades de la mateixa manera que préviament per FB-6 1 FB-7.
A la Taula VI.14. es resumeixen els resultats en relacio a la produccio de Fuc-1-PA i es

comparen amb els obtinguts per FB-6 1 FB-7.

velocitats produccié max. Concentracions finals Productivitats globals
Especifica Total Especifica Volumetrica Especifica  Volumeétrica
UAgPS-h™ UAh®  (UA.g'PS) % proteinatotal (UA-™) (UAg!PShY  (UAIYRY
FB-6 108,4 3005 1025 36,6 29916 29 846,8
FB-7 98,4 6441 794,9 27 40173 15,9 803,5
FB-8 185,9 9814 1086 35 47447 27,8 1216,6

Taula VI.14. Experiments FB-6 i FB-7. Producci6 de Fuc-1-PA.

A la Figura VI.12.(a). es mostra la variacié de biomassa total (g PS) i activitat aldolasica
total (UA) en el temps. A partir del moment de la induccio, I’activitat aldolasica al medi de
cultiu augmenta seguint el perfil de produccio de biomassa i es frena quan també s’atura el
creixement cel.lular. Aquest resultat ve a confirmar la hipotesi plantejada a partir del
resultats obtinguts a FB-6 1 FB-7 segons la qual, per al procés estudiat, la produccié de Fuc-
1-PA activa segueix una cinética simple associada a creixement (Bailey, 1986; Kramer i

col., 1996).

Tant en FB-6, induint a I’inici de I’etapa semicontinua, com en FB-8, induint 11 hores
abans de preveure I’aturada del creixement per limitacid6 d’oxigen en condicions de no
induccio, s’observa el mateix desviament del curs normal del creixement respecte al control
no induit FB-5 entre les 6 1 les 6,5 hores després de la induccid 1 ja no es possible mantenir
la velocitat de creixement prefixada per al control d’alimentacié. Donat que en cap dels dos
casos es coneix cap altre aspecte que pogués explicar aquesta limitacio del creixement en
relacio al control, es confirma que la inducci6é de I’expressido recombinant de Fuc-1-PA
afecta al metabolisme cel.lular de XL.1 Blue MRF’ (pTrcfuc) frenant progressivament el

creixement cel.lular a partir de les 6 hores de creixement induit.
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Les dades de producci6 especifica es mostren a la Figura VI.12.b. Segons es plantejava en
base als resultats de FB-6, per assolir la maxima concentracié d’activitat Fuc-1-PA per
unitat cel.lular per a aquest sistema de treball: 1025 +/- 62 UA - g"' PS, es fa necessari un
periode al voltant de 11 hores de creixement induit. Els resultats obtinguts en FB-8
confirmen aquesta hipotesi: a les 10 hores de creixement induit ja s’ha arribat a saturacid
per la concentracié especifica de Fuc-1-PA al sistema amb un valor maxim de 1086 +/- 66
UA - g (Figura VL.12.b.). Els resultats d’acumulacié especifica de Fuc-1-PA en termes de
fraccid6 de proteina total intracel.lular corresponent a Fuc-1-PA (determinats per
electroforesi desnaturalitzant SDS-PAGE) confirmen aquest periode de creixement induit

per assolir la maxima acumulacié especifica al sistema (Figura VI.12.b. 1 Figura VI.11).

El fet d’esperar a assolir altes densitats cel.lulars abans de procedir a la induccid permet
incrementar considerablement la velocitat de produccié de Fuc-1-PA (UA - h™'), amb un
maxim de 9814 UA - h™', més de tres cops I’assolida en FB-6, 3005 UA - h™', per al mateix
temps de creixement induit i1 igual concentracidé especifica final (veure Taula VI.14. i
Figura VI.12.a.). Com a conseqiiencia, la concentracié volumétrica final és també la
maxima assolida, 47447 UA - I, i la productivitat global al final del procés, 1216 UA - I"" -
h', ve a coincidir amb el valor maxim de productivitat acumulada (veure Figura VI.12.c. i
Taula VI.14): en aquest cas si s’assoleixen productivitat i concentracié maximes al final del

procés.

Es confirma I’eficiéncia del criteri per al moment d’induccio aplicat en aquesta fermentacid
FB-8 per maximitzar 1’expressio de Fuc-1-PA activa: s’aconsegueix mantenir el creixement
induit entre 10 i 11 hores per maximitzar la producci6é especifica i, al mateix temps,
s’assoleix una concentracid cel.lular maxima similar a la del procés optimitzat en

condicions de no induccio.
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Induccio Densitat cel-lular: Volum procés: IPTG per unitat de biomassa Conc. IPTG Conc.
Induccié Final Induccié  Final Induccié Final Inducci6é Final especifica final
(h)y (gPS-I") (gPS-IM () 0) (umols-.g* PS) (umols-g* PS)  (MM) (mM) (UAg" PS)
FB-6 21 14 31,3 0,836 1,148 189 61,7 2,7 1,9 1067
FB-7 41,25 37,6 45,8 1,063 1,226 55,3 39,5 21 1,8 601
FB-8 28,67 23,24 43,6 0,92 1,266 103,6 40,1 2,4 1,8 1071

Experiments en matras Erlenmeyer:

inici 0,213 2,4 0,2 0,2 469,5 42,0 0,1 0,1 695
inici 0,213 2,4 0,2 0,2 2347,4 207,0 0,5 0,5 706

Taula VI.15. Concentracié d’inductor en els diferents experiments. Resum dels resultats obtinguts
en els experiments per I’optimitzacid de la productivitat del procés.

A la Taula VI.15 es recullen les condicions d’induccio experimentals. En tots els casos es
treballa segons el criteri d’inducci6 fixat en base a I’estudi de induccié en matras
Erlenmeyer realitzat al Capitol I d’aquest treball: 45 pumols IPTG-g' PS a final de
creixement. Per poder avaluar si aquest criteri per a la concentracié d’inductor €s correcte, a
la mateixa taula es recorden els resultats obtinguts en matras Erlenmeyer al Capitol I
induint a I’inici de la fase exponencial de creixement. Aplicant el mateix criteri per a la
concentracié d’inductor, en cultius en matras s'assolien al voltant de 700 UA-g"' PS a final
de creixement. Treballant amb D’estratégia optimitzada per obtenir CADC, es supera
aquesta produccio especifica fins a un maxim de 1086 UA - g PS quan s’optimitza el
moment d’induccid per garantir mantenir el creixement induit al voltant de les 10 hores.
Amb aquest periode de creixement induit en aquestes condicions d’induccié (temps i
quantitat d’IPTG) s’assoleix la maxima acumulaci6é de Fuc-1-PA al citoplasma cel.lular de
XL1 Blue MRF’ (pTrcfuc): s’arriba a nivells de saturacid per 1’acumulacié de Fuc-1-PA
per unitat cel.lular (veure resultats dels experiments FB-6 1 FB-8 Figura VI1.9.a.2. i Figura
VI.12.b.) sense que quedi limitat el creixement cel.lular per cap altre motiu que el propi
efecte de la sobreexpressio de Fuc-1-PA sobre el metabolisme cel.lular. Es pot concloure
que aquest criteri per determinar la quantitat d’inductor optima en base a la quantitat de
biomassa que s’espera assolir al final del procés permet assolir la maxima concentracid
especifica de Fuc-1-PA independentment del moment d’induccio i la concentracié cel.lular

en el moment d’induccié. Si la mateixa condicid de induccid determinada al Capitol I es
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fixés en termes de concentracié molar correspondria a treballar amb una concentracié final
de inductor al medi 20 cops inferior a la utilitzada per la inducci6 dels CADC segons
I’estratégia semicontinua optimitzada. Aquesta diferéncia podria afectar substancialment la
producci6é de Fuc-1-PA com ja succeia al reduir la concentracié en un factor de 10 en

cultius en matras Erlenmeyer.

Si I’aturada del creixement a partir de les 6 hores de creixement induit va associada a la
mort 1 lisi del microorganisme hoste, podria ser que a partir d’aquest moment fos
considerable la concentracio de Fuc-1-PA al medi extracel.lular. Per avaluar si aquesta
perdua é€s significativa s’analitza el contingut en Fuc-1-PA del brou de fermentacid net de
cel.lules a temps final de fermentaci6é mitjancant electroforesi desnaturalitzant SDS-PAGE.
Els resultats de la fraccid extracel.lular de Fuc-1-PA respecte al total sobreexpressat es
recullen a la Taula VI.16. En tots els casos, aquesta fracci6 extracel.lular es pot considerar

negligible respecte a la fracci6 intracel.lular.

Fermentaci6 % Fuc-1-PA extracel-lular
FB-6 0,5
FB-7 54
FB-8 3.8

Taula V1.16 Fraccid de Fuc-1-PA total extracel.lular.

Per tancar aquest capitol, a la Figura VI.13. es comparen graficament els resultats obtinguts
en aquestes tres fermentacions, FB-6, FB-7 i FB-8, en relaci6 a la sobreexpressio de Fuc-1-
PA en termes de concentracions finals d’activitat Fuc-1-PA, especifica i volumeétrica, i

productivitats globals.
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Figura VI.13. Relaci6 entre la concentracidé cel.lular assolida en el moment d’induccié i la
produccid de Fuc-1-PA a final de creixement en termes de concentracié d’activitat i productivitats.

Quan s’indueix al principi de la fase exponencial de creixement, amb una concentracid
cel.lular al medi al voltant de 15 g PS - 1", és possible maximitzar la concentraci6
especifica pero s’atura el creixement cel.lular degut a D’estrés metabolic associat a
I’expressi6 recombiant i la concentracié cel.lular assolida al final del procés no permet

maximitzar també la concentracid volumeétrica. A I’extrem oposat, quan s’indueix al final
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de creixement, amb una concentracio cel.lular al voltant de la maxima assolible al sistema
de treball en condicions de no induccio, 40 g PS - I, es redueix el periode de creixement
induit perque el creixement queda limitat per la transferéncia d’oxigen i no es possible
assolir la maxima concentracié especifica descrita pel sistema : 1086 +/- 66 UA - g PS.
Tot i aixi, I’alta densitat cel.lular assolida abans de procedir a la induccié permet arribar a
una concentracié volumétrica d’activitat Fuc-1-PA considerablement superior a la del
primer cas. Quan s’indueix 11 hores abans de preveure la mort del cultiu per limitacid
d’oxigen, amb una concentracié cel.lular al voltant de 25 g PS - "', el periode de creixement
induit és I’adequat per assolir concentracions especifiques maximes i I’alta densitat cel.lular
en el moment de la induccié permet obtenir, simultaniament, les maximes concentracions

volumetriques possibles per aquest sistema de treball.

Finalment, per optimitzar aquest procés d’obtencio de Fuc-1-PA per la seva explotacio, cal
comparar simultaniament els resultats obtinguts en termes de productivitat volumetrica
global (UA - 1" - h™) i concentracié volumétrica final al brou de cultiu. Només quan
s’indueix segons el criteri emprat en FB-8 ¢és possible maximitzar ambdos aspectes, amb
valors de 1217 UA - I'' - h''i 47447 UA - I'' respectivament, perqué es manté una velocitat
de producci6 de biomassa, i paral.lelament, de Fuc-1-PA activa, alta durant gran part del
procés induit i es maximitza el rendiment especific de XL1 Blue MRF’(pTrcfuc) en les

condicions de treball.
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V1.3. CONCLUSIONS

La implementacio d’ una estratégia semicontinua exponencial per limitacié de glucosa com
a font de carboni al’equip Biostat B® (Braun Ltd.) permet e creixement d’E. coli XL1
Blue MRF (pTrcfuc) a ates densitats resultats de forma reproduible.

La composicié del medi de cultiu en cada etapa del procés resulta critica per al bon
funcionament de I'estratégia. A I'etapa discontinua, altes concentracions de fosfats o
elements traga resulten inhibitories per al creixement. Per a aquesta etapa, es fixa la
composicié de tots els components del medi en un lleuger excés respecte als seus
coeficients de consum relatiu a glucosa com a substrat limitant. L’ Gnica excepcio és
I"amoni donat que, al fixar la concentracio de glucosa a |’ etapa discontinua en 25 g/l, la
concentracio d’amoni necessaria ja resultaria inhibitoria per a creixement. Per |’ etapa
discontinua es fixen els seglients criteris d’ addici6:
- ¢els eements traca saddicionen de forma continua afegint-los, segons e seu
coeficient de consum relatiu a glucosa, amb |’ aliment de glucosa concentrada.
- L’addicio de fosfats es discretitza en base a una estimacio del seu rendiment relatiu
a biomassa,Y vrosas = 5 g PS - g PO, ¥. Mitjangant una solucié concentrada en
fosfats es recuperala seva concentracié inicial al’etapadiscontinua, 10 g PO, - 17,
cada cop que labiomassatotal a medi es veu incrementada en 35-40 g PS.

- Per mantenir la concentracio adequada d’amoni per a creixement tant en |’ etapa
discontinua com I’ alimentada s utilitza una solucio d hidroxid amonic concentrat
per a control de pH. Fixant una concentracié d’amoni entre 1 i 2 g /I per I'etapa
discontinua, aguest métode permet mantenir la seva concentracio dins e marge
optim per a creixement a llarg de tot € procés i resulta un metode molt robust e
independent de la velocitat de creixement del cultiu o de possibles fales

experimentals.

Tots aquests resultats porten a la definicié d’un medi de cultiu MD-FB la composicio i
preparacio del qual es detala a Capitol 1V (Materials i Métodes) per a cada etapa del
proces.
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Encara que s utilitza una estratégia d’alimentacié senzilla, sense control retroalimentat i
basada exclusivament en un model matematic general per a creixement semicontinu
bacteria, I’ evolucio experimental del cultiu no s alunya significativament del perfil esperat
segons la simulacié tedrica. Es possible controlar estretament la velocitat de creixement del
cultiu coneixent el valor de rendiment de glucosa a biomassa aparent, Y ap ygiucosa. AQuest
parametre varia amb la velocitat de creixement i, per tant, caldra determinar-lo en cada cas
segons siguin les condicions prefixades de treball. Per mantenir la velocitat de creixement
d'E. coli XL1 Blue MRF (pTrcfuc) a 0,1 h* en les condicions d’ operacio s ha trobat un
valor de Y ap ygiucsa = 0,30 +/- 0,02 g PS - g ™ glucosa.

L’ eleccié d una velocitat de creixement baixa, 0,1 h%, junt amb |’ estratégia d alimentacio
per limitacié en glucosa amb que s aconsegueix minimitzar la seva concentracio residual a
medi, eviten la produccio d'acid acétic al llarg del creixement. Fins i tot, quan, per algun
problema operacional s acumula puntualment agquest acid dins el marge de concentracions
no inhibitories per a creixement, aquesta estrategia operativa facilita que es metabolitzi

com afont de carboni secundaria minimitzant els seus efectes toxics.

La maxima concentraci6 cel-lular assolida per a sistemai condicions de treball és de 44 g
PS/ | pero € creixement no s atura per limitacions associades al’ estratégia de fermentaci 6,
com ara |I’acumulacié de productes inhibitoris de metabolisme o la manca de nutrients
essencials a altes densitats cel-lulars, sind per la limitacié en la velocitat de transferéencia
d oxigen per mantenir el creixement. Amb aguesta mateixa estratégia operacional pero
millorant |’agitacio i aireacio de I'equip de treball es podrien assolir concentracions

cel lulars superiors.

Lainduccié del cultiu alafase inicial i fina de I’ etapa semicontinua permet conéixer les

caracteristiques de sobreexpressi 6 recombinant de Fuc-1-PA en agquest sistema de treball:

- laproduccié de Fuc-1-PA vaassociada al creixement.
- Induit a I'inici de I'etapa aimentada, € rendiment maxim del sistema per a la

produccié de Fuc-1-PA en termes de concentraci especifica s estima a voltant de
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les 1025 +/- 62 UA per gram de pes sec, corresponents a voltant del 35% del total
de proteina intracel.lular. En les condicions fixades per a creixement, son
necessaries a voltant de 11 hores per assolir aquesta concentracié especifica
maxima. Per aguest motiu, quan s'indueix a final del creixement i no és possible
mantenir aquest periode el creixement induit, la concentracié especifica assolida al
final de creixement es redueix en un 30% amb un valor maxim de 795 +/- 48 UA -
g* PSi laacumulaci6 de Fuc-1-PA correspon només a 27 % de la proteina total
intracel.lular.

L’ efecte de la sobreexpressié recombinant de Fuc-1-PA sobre e metabolisme
cel.lular afecta el creixement del cultiu a voltant de les 6 hores de creixement
induit. Durant aguest primer periode de creixement induit no es modificael valor de
Y ap yglucosa €Stimat en condicions de no induccio i és possible controlar la velocitat
de creixement del cultiu pero, a partir d’ aguest moment, es perd el control sobre €l
creixement que és cada cop més lent.

No es detecten problemes de degradacié de Fuc-1-PA per protedlisi a llarg del
procési lafraccio de Fuc-1-PA extracel.lular es pot considerar negligible respecte a

lafraccio intracel lular arecuperar per la seva purificacio.

Aquesta informacié permet fixar les condicions Optimes d’induccié per maximitzar la

produccio de Fuc-1-PA al sistema:

a)

b)

es retarda e moment de la induccié € maxim possible per assolir la maxima
concentracio cel.lular que permet € sistema perd mantenint el creixement induit el

temps necessari per maximitzar tambeé la producci6 especifica.

Es fixa la quantitat d'inductor necessari en base a la biomassa total que S espera
assolir afinal de creixement, segons larelacié 45 umols IPTG / g PS. Amb aquest

criteri és possible maximitzar la produccié especifica per tota la biomassa generada.

Treballant sota aquest criteri d’induccio, es maximitzen simultaniament la concentracio

volumeétrica de Fuc-1-PA i la productivitat volumeétrica per ala seva produccio a final del
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procés i es pot considerar optimitzada I’ estrategia d'induccié del sistema. En termes de
concentracio especifica és possible assolir els maxims trobats per la induccié al’inici del
creixement: 1086 +/- 66 UA - g PS corresponents a una acumulaci6 de Fuc-1-PA maxima
al voltant del 35% de la proteina total intracel.lular. Perd en aquest cas també s obté una
concentracid volumeétrica maxima de Fuc-1-PA de 47447 UA / |, corresponent a 3,6 g Fuc-
1-PA /| segons € valor d activitat especifica definit per I’enzim (Suau, 2001), i una
productivitat volumétricaglobal de 1217 UA -1 - h*, 93,6 mg Fuc-1-PA - 1™ - h™.





