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La produccio de proteines recombinants ha esdevingut una de les aplicacions de la biotecnologia
més importants. Un dels majors reptes per la industria biotecnologia és garantir I'estabilitat i
reproductibilitat dels processos per aconseguir la produccié de forma continuada i segura. En
les ultimes decades s'han desenvolupat i millorat sistemes de control per als bioprocessos i
automatitzacions que permeten monitoritzar els parametres dels cultius. El desenvolupament i
implementacid de sistemes de control més precisos suposa un pas clau en la millora de
I’eficiéncia dels bioprocessos.

Parametres essencials com la temperatura, el pH o I'oxigen dissolt disposen de sensors i sistemes
de control molt estandarditzats. No obstant encara es necessiten desenvolupar tecniques més
precises per analitzar parametres més complexos sent |'estat metabolic un exemple clar.
Tradicionalment I'estat del creixement del cultiu s'analitza prenent mostres manuals i realitzant
diferents tipus d’analisis com podria ser: determinacié de biomassa, de substrats o productes,
etc. Aquesta metodologia requereix la constant supervisid per part dels operaris i augmenta els
riscos de contaminacié. Altrament, només s'obté informacid puntual a temps determinats pero
no monitoratge constant a temps real, també dit on-line. Recentment s'han desenvolupat
alternatives automatitzades i menys invasives per controlar I'estat metabolic del cultiu i tenir
informaciod sobre el seu creixement. L’analitzador de gasos és una de les millors opcions per al
seguiment de I'estat metabolic dels cultius de forma no invasiva i automatica. Addicionalment,
també és una metodologia facilment escalable.

Els cultius en continu afegeixen complexitat a les eines de monitoratge dels cultius, ja que se
suma el control precis dels cabals d'entrada de medi i sortida del brou a tots els altres
parametres esmentats anteriorment. La naturalesa de les bombes peristaltiques i dels tubs
utilitzats en aquestes fa que les calibracions tipiques de les bombes siguin altament imprecises
i causin desviacions significatives en els perfils d'alimentacié del cultiu. Per aquest motiu cal
desenvolupar estratégies com |'Us de balances de precisid per assegurar que els cabals sén
constants i precisos al llarg de tots els experiments.

En aquest projecte de final de grau s'ha treballat conjuntament amb I'empresa Bionet (Murcia,
Espanya) per realitzar les proves dels seus equips d'analisis de gasos i control de cabal.
Tanmateix, s'han realitzat proves prévies de calibracié de la balanca utilitzada per controlar el
cabal d'alimentacié amb un llag de control tancat. Posteriorment s'han realitzat cultius en
continu de tipus chemostat (limitats per font de carboni) per comprovar la seva fiabilitat,
precisid i adaptabilitat en condicions estacionaries. En propers passos del projecte es preveu
avaluar I'Gs d’aquest sistema de control de I'addicid de substrat amb un cultiu dinamic de tipus
fed-batch.
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The production of recombinant proteins has become one of the most important applications of
biotechnology. One of the greatest challenges for the biotechnology industry is to ensure the
stability and reproductivity of the processes for continued and safe production. Over the past
decades, control systems for bioprocesses and automation have been developed and improved,
allowing the monitorization of the most relevant culture parameters. The development and
implementation of more precise control systems is currently considered a key step to improve
the bioprocesses efficiency.

Essential parameters such as temperature, pH, or dissolved oxygen have highly standardized
sensors and control systems. However, more precise techniques are still needed to analyze more
complex parameters being the metabolic state being a clear example. Traditionally, the growth
and state of the culture are characterized by taking manual samples and performing different
types of analysis as it might be: Determination of biomass, substrates or products, etc. This
methodology requires constant supervision by operators and increases the risks of
contamination. Furthermore, only point information is obtained and not constant real-time
monitoring. Automated and less invasive alternatives have recently been developed to control
the metabolic state of the culture and to have information about its growth. Gas analyzers are
one of the best options for monitoring the metabolic state of cultures non-invasively and
automatically. Additionally, it is also an easily scalable methodology.

Continuous cultures add further complexity to the bioprocess, as they add precise control of the
media input and output flow rates to the parameters mentioned above. The nature of the
peristaltic pumps and the silicon tubes used in them makes the typical calibrations of the pumps
not accurated enough and causes significant deviations in the feeding profiles of the cultures.
For this reason, strategies such as the use of precision scales to ensure that feeding is constant
and accurate throughout the experiment are being developed.

In this final degree project, we have worked together with the company Bionet (Murcia, Spain)
to perform the tests of their gas analyzer and flow control equipment. Various culture strategies
have been tested to check the time response and accuracy. Continuous cultures of chemostat
(carbon-limited) types have subsequently been performed to check the reliability, accuracy, and
adaptability in stationary conditions of the gas analyzer and feeding system. In the next steps of
the project, it is planned to evaluate the use of this substrate addition control system with a
dynamic culture of fed-batch type.



Glossari

BCU: Bioreactor Control Unit

Q: Cabal d’addicié del medi

CER: Carbon dioxid emission rate

CHO: Cél-lules d'ovari de hamster xines
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HEK: Human Embryonic Kidney

NGS: Next Generation Sequencing
OUR: Oxygen uptake rate

OTR: Oxygen transfer rate

RQ: Respiratory quotient

u: taxa especifica de creixement

Umax: taxa especifica de creixement maxima
YPG: Yeast extract, Peptone, Glicerol

YPD: Yeast extract, Peptone, Dextrose
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1. Introduccio

1.1 Biotecnologia Industrial

El progrés de la humanitat i les seves capacitats estan intrinsecament lligades al
desenvolupament tecnologic. Al llarg de la historia els descobriments s’han anat succeint a un
pas cada cop més accelerat, aquest també és el cas de la biotecnologia. La historia de la
biotecnologia té uns inicis poc definits; els processos de fermentacié utilitzats a la Xina fa més
de cinc mil anys, el tractament dels productes lactics, la fabricacié de cervesa i vi, o la millora
de les especies cultivades per seleccid artificial podrien ser interpretats com els inicis de la
biotecnologia. La visid actual de la biotecnologia dista molt dels exemples anteriorment
esmentats, sent la diferéncia principal la comprensié dels processos que hi ha darrere de les
transformacions que veiem.

El segle XIX és considerat el segle de la quimica i el segle XX el segle de la fisica. La maduracié
d'aquestes ciencies va permetre el desenvolupament de tecniques analitiques sofisticades, com
per exemple les tecniques de difraccié de rajos X, sense la qual no es podria haver descobert la
doble helix d'ADN, un dels punts claus per a l'inici de la biotecnologia moderna. A principis dels
anys setanta es va aconseguir aplicar la tecnologia del DNA recombinant en un primer plasmidi
i al 1977 Herbert Boyer i el seu equip van expressar per primera vegada un péeptid recombinant
a partir d'un plasmidi. El mateix equip expressava l'any seglent insulina a partir de bacteris
modificats. Aquests descobriments obrien les portes a la tecnologia de proteines recombinants
per primera vegada. L'any 1990 s'iniciava el projecte del genoma huma i durant els deu anys que
aquest va durar les tecnologies van canviar radicalment, des de la seqiienciacié de Sanger fins
als inicis de la Next Generation Sequencing (NGS). La millora de les tecniques de seqiienciacié i
edicio genética van permetre trobar gens d'interes i expressar-los de manera molt més eficient
i economica, permetent doncs un increment en les aplicacions i possibilitats de la biotecnologia.

1.2 Comparacio de les diferents plataformes d'expressio de
proteines recombinants

Les proteines recombinants han esdevingut una aplicacié clau de la biotecnologia avui en dia.
Aguestes poden ser emprades en un rang molt ampli d’aplicacions des molécules terapeutiques
o de diagnostic al seu Us com enzims industrials. No obstant, no existeix cap plataforma
d'expressid universal que sigui perfecte per tots els casos. La seleccié de I’hoste és clau en el
disseny del bioprocés. Per fer-la correctament cal tenir en compte les propietats i requeriments
del producte aixi com I'economia del bioprocés a I'hora d'escollir una plataforma d'expressio.
Per aquest motiu és indispensable dur a terme tasques d'investigacid previa en qualsevol
projecte d'expressié de proteines recombinants abans de comengar amb els dissenys i treballs
experimentals.



1.2.1 Bacteris com a organisme d'expressio

Els bacteris constitueixen I'alternativa més senzilla per expressar proteines recombinants, les
qualitats dels quals son: el seu curt temps de generacid, relativa facilitat per escalar els cultius,
baix cost dels cultius i resiliencia a la contaminacié. Aquestes qualitats han fet dels bacteris una
de les plataformes d'expressié de proteines recombinants més utilitzades en l'actualitat. [1] [2]

(3]

Escherichia coli (E. coli) ha esdevingut un dels organismes de referéncia quan es parla d'expressio
de proteines en bacteris; el seu genoma esta descrit, és facilment accessible i manipulable i
compleix amb totes les qualitats descrites a l'inici d'aquest paragraf.

Tot i els avantatges préviament descrits, E. coli i les bacteries presenten problemes propis de la
seva naturalesa. La incapacitat per part d'E. coli i la resta de bacteris d'incorporar
modificacions post-traduccionals propies de les cél-lules eucariotes dificulta el seu Us en algunes
aplicacions en les que aquestes siguin essencials. Aquestes modificacions poden variar des
de glicosilacions, fosforilacions, acetilacions o ponts disulfur. La falta d'aquestes modificacions
en les proteines provoca plegaments incorrectes, falta d'activitat o immunogenicitat entre
d'altres. Un dels problemes greus associats a la incapacitat de secretar la proteina al medi és la
formacid de cossos d'inclusio formats per agregats de la proteina d'interés. La disrupcio cel-lular
i la purificacié necessaria per obtenir la proteina d’interés augmenten significativament el cost i
complexitat de l'operacié. [4] Cal esmentar també que E. coli pot produir proteases i
endotoxines que contaminin o degradin el producte final. Durant els Ultims anys s'han produit
avencos per solucionar alguns dels inconvenients esmentats anteriorment i la FDA (Food and
Drug Administration dels EUA) ha aprovat alguns productes per al seu Us farmacéutic com per
exemple la produccié d’insulina recombinant entre d’altres. [5] [6] [7] [8] No obstant, la
produccié de certes proteines recombinants amb bacteris presenta certs desavantatges
respecte a les altres opcions disponibles.

1.2.2 Cel-lules de mamifers com a organisme d'expressio

Les ceél-lules de mamifers presenten caracteristiques totalment oposades a les descrites pels
bacteris. El seu temps de cultiu és llarg [9], el cost és elevat, son altament sensibles a la
contaminacio i presenten multiples complicacions per a |'escalat dels cultius. A diferencia dels
bacteris o els llevats, el patré de glicosilacié de les proteines produides és similar als mamifers
superiors i per tant als humans. En aquest sentit, la capacitat de realitzar altres
modificacions post-traduccionals complexes és elevada. Algunes de les linies cel-lulars més
utilitzades per a la produccié de productes farmaceutics sén les cel-lules d'ovari de hamster xinés
(conegudes com a CHO) o HEK (Human Embryonic Kidney). [10]

La produccié de proteines recombinants utilitzant cél-lules de mamifers es prefereix quan la
seguretat del producte i la qualitat sén caracteristiques prioritaries. [6] Tot i els avantatges
descrits per aquesta plataforma, queda lluny de l'ideal per a la produccié d'enzims o realitzar
biotransformacions a escala industrial. [11] [12] Cal afegir que la complexitat de generar noves
linies cel-lulars és elevada i costosa.



Un inconvenient a I'hora de produir productes per a la indUstria farmaceutica és la sensibilitat
del cultiu als canvis ambientals. Canvis en I'ambient poden portar a concentracions molt
inferiors de productes, canvis en les propietats fisiques dels productes que alterin la
farmacocinética o a la produccié de metabolits secundaris no desitjats. [12] Mantenir les
condicions dins d'uns marges estrictes representa un desafiament per a la industria.

1.2.3 Llevats com a organisme d'expressio

Els llevats com a plataforma d'expressié de proteines recombinats han esdevingut organismes
de referéncia en la industria biotecnologica ja que combinen les avantatges de ser
microorganismes, per tant amb un creixement rapid i senzill, i ser organismes eucariotes, i per
tant poder realitzar modificacions post-traduccionals. Organismes com Saccharomyces
cerevisiae, Hansenula polymorpha o Pichia pastoris son alguns dels llevats més habituals
utilitzats per a la produccié de proteines recombinants. Actualment es poden trobar exemples
de proteines terapeutiques aprovades per a la comercialitzacid aixi com d’enzims industrials.
[13] Els llevats creixen rapidament, tenen un cost de manteniment baix, tenen un metabolisme
ideal per a les fermentacions i sén facilment manipulables. A diferéncia dels bacteris, els llevats
generalment no produeixen endotoxines. El genoma de moltes espécies esta ben caracteritzat,
fet que ha permes que la comunitat cientifica desenvolupi moltes técniques avancades per la
modificacié genética (incloent CRISPR/cas9)[14]. Aquesta plataforma presenta un alt rendiment
i I'nabilitat de secretar la majoria de proteines al medi reduint aixi els costos de downstream.
Aquestes dues caracteristiques combinades fan dels llevats una plataforma excel-lent en termes
economics. [11] [15]

Cal remarcar que els llevats tenen patrons de glicosilacid substancialment diferents dels
humans. S. cerevisiae presenta hypermannosilasié en les glicoproteines mentre que els
eucariotes superiors presenten cadenes laterals O-Acid sialic. Aquesta modificacié pot
comportar plegaments incorrectes, falta d'estabilitat, falta d'activitat i immunogenicitat. [16]
També s'ha observat en S. cerevisiae que algunes proteines pateixen degradacio proteolitica en
vacuols. [16] En contrast, P. pastoris té un patrd de glicosilacié més similar al dels eucariotes
superiors. Tot i aix0, també presenta hyperglicosilacions. Tenint en compte tots els avantatges
gue aquesta plataforma aporta es pot considerar una de les millors opcions per a la produccio a
escala industrial de proteines recombinants en comparacié amb les altres plataformes descrites
(Taula 1).

Taula 1: Comparacid entre els diferents sistemes d'expressié de proteines heterdlogues!Assistida per
la co-expressid de proteines reguladores. [17]

Sistema | Cost Temps de  Escalabilitat Qualitat de les  Risc de
d’expressio produccio Glicosilacions  contaminacid
Bacteris | Baix Curt Alt Negligible Baix
Llevats | Mitja Curt Alt Alt! Baix
Cél-lules Alt

animals




1.3 Pichia pastoris com organisme d’expressio per a la industria

El llevat metilotrofic! Pichia pastoris (P. pastoris) ha esdevingut un dels organismes de
referéencia a I'hora d'expressar proteines heterologues. P. pastoris va ser introduida com a
plataforma per a I'expressié de proteines recombinants de la ma de Phillips Petroleum després
del seu Us comercial en la produccié de Single Cell Protein (SCP) destinada a I'alimentacié en la
ramaderia. L'estratégia utilitzada per Phillips Petroleum consistia a obtenir cultius d'elevada
concentracié cel-lular mitjancant metanol com a substrat. No obstant, la crisi del petroli de 1973
va augmentar drasticament el preu del substrat i va implicar la inviabilitat economica del
projecte. Durant la década dels vuitanta es van desenvolupar sistemes d'expressié de proteines
recombinants per P. pastoris sota la influéncia del promotor induible per metanol Paox:.[18] Les
tecniques de cultiu desenvolupades per al projecte de SCP conjuntament amb el promotor
induible Paox: van proporcionar una plataforma d'expressié amb uns nivells d'expressié de
proteina excepcionals. Durant la decada dels anys noranta van apareixer les primeres aplicacions
industrials, essent un dels primers exemples descrits la produccié
de hydroxynitrile lyase propia de I'arbre de la goma tropical Hevea brasiliensisa una
concentracié de 20 g de proteina recombinant per litre de cultiu. [19]

Al llarg de la historia de P. pastoris també és important I'aprovacié de la FDA per primera vegada
d'un producte produit amb aquesta plataforma, phospholipase C, per a la seva utilitzacié en
I'alimentacié de la ramaderia.[20] Més important és l'aprovacié per la FDA del producte
biofarmaceutic (Kalbitor®, Dyax, MA, USA), uninhibidorde la Kallikrein.[21] Aquest
esdeveniment obria les portes a la produccié destinada a la industria farmaceutica utilitzant
P. pastoris.

Al llarg dels anys l'interes de la comunitat cientifica ha augmentat i amb aixo les eines
desenvolupades per aquesta plataforma d'expressio. [22] [23] [24] [25] [26]

Els llevats presenten una de les millors combinacions de caracteristiques com a organisme
d'expressié de proteines recombinants. Actualment es reconeixen aproximadament 1500
especies de llevats, escollir I'especie adequada per a cada bioprocés és essencial per I'éxit en la
produccié. [27] Tradicionalment, a més de P. pastoris, també s'han utilitzat especies com
S. cerevisiae i H. polymorpha per produir proteines recombinants que han arribat al mercat. En
aquesta introduccié volem remarcar les caracteristiques de P. pastoris davant de I'organisme de
referéncia S. cerevisiae.

> S. cerevisiae presenta  l'inconvenient d'un efecte Crabtree molt elevat.
L'efecte Crabtree consisteix en la produccié de metabolits secundaris (lactat, etanol,
arabitol) en condicions aerobiques quan la concentracié de glucosa en el medi és
elevada, fet que redueix la produccié de biomassa.
Contrariament P. pastoris és Crabtree negatiu, el que implica que rarament es
produeix etanol en condicions aerobiques tot i que té la capacitat de fer-ho. [28]

1 S’enten per metilotrofic aquell organisme que és capac d’utilitzar compostos d’un sol carboni reduits
com el metanol o el meta com a font de carboni per al seu creixement
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A banda de la disminucid significativa del rendiment de biomassa, la produccié de

subproductes com I'etanol pot produir canvis en la cinética del creixement del cultiu

aixi com contaminacio del producte.

> Els vectors episomals, aquells que sén allotjats i replicats en el citoplasma de la

cél-lula hoste, encara sén predominants en la produccié de proteines recombinants

utilitzant S. cerevisiae. En P. pastoris predominen els vectors integratius, aquells

que s'insereixen en el genoma de la cél-lula hoste. Els vectors integratius augmenten

I'estabilitat i la conservacié del cassette d’expressid en les generacions successives
dins del mateix cultiu. [29]

> La ruta de secrecié de P. pastoris és més similar a la dels eucariotes superiors en

comparacié amb la de S. cerevisiae. Aquesta diferéncia influeix en el plegament i

caracteristiques de la proteina produida i és de gran importancia en la indUstria

farmaceutica. Recentment s'ha aconseguit millorar la qualitat del plegament de les

proteines produides en P. pastoris mitjancant

la co-expressid de proteines

reguladores del plegament (Pdil, Hacl) o eliminant I'expressid de certes proteines

propies de P. pastoris involucrades en el plegament i secrecié. [30]

» P. pastoris no introdueix tantes hyperglicosilacions com S. cerevisiae de forma

natural. Les proteines produides amb P. pastoris tenen patrons de glicosilaciéo més

similars als dels eucariotes superiors. En els darrers anys s'han desenvolupat

estrategies per substituir la via de les N-glicosilacions propia de P. pastoris amb la

una via humanitzada per produir proteines amb glicosilacions més similars a les dels

humans. [16]

Taula 2: Avantatges de P. pastoris com a plataforma d'expressio de proteines heterologues.

Enginyeria genética

Qualitat de la proteina

Bioprocés

Edicid genetica simple
i estable

Capacitat de realitzar
plegaments

i modificacions propies dels
eucariotes

Creixement no
fermentatiu en glucosa

Disponibilitat de
promotors eficients

Capacitat de secretar la
proteina d'interés de forma
eficient

Tecniques de cultiu ben
descrites

Diversitat de tecniques
per I'edicié genética

Hiperglicosilacions reduides

Densitats cel-lulars en
cultiu superiors a les de
S. cerevisiae

Disponibilitat de soques
comercials

L]
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1.4 Proteina expressada

La proteina d'interes escollida per ser expressada és la Palmitoyl-protein hydrolase 1 [31] (Ytel
pel nom del gen). Aquesta esterasa és aillada del fong Candida rugosa, posteriorment es va
sintetitzar una sequéncia del gen codificant optimitzat per a I'is de codd de P. pastoris i es va
procedir a la clonacid a la clon de X-33. Per obtenir la seqiiencia d’interes, el genoma de C. rugosa
va ser seqlienciat pel servei de genomica de la Universitat Autbnoma de Barcelona mitjancant
la plataforma seqilienciadora MiSeq® d'illumina Inc. Posteriorment es van identificar la regié
codificant per a Ytel. Aquest treball previ és realitzat pel Dr. Xavier Garcia-Ortega, el Dr.
Francisco Valero i el Dr. Pau Ferrer i s'exposa en aquest treball de forma merament informativa.

Ytel és wuna esterasa que catalitza la transformacié del S-hexadecanoyl-L-
cysteinyl en hexadecanoate + L-cysteinyl més altres subproductes propis de les esterases,
podem observar aquesta reaccio en la figura 1.

H.0 S-hexadecanoyl-L-cysteinyl-[protein] H™ hexadecanocate L-cysteinyl-[protein]

H 0
+ o

P s H L oond e

|_/ o */NH

S-palmitoyl-L-cysteine residue @, zoom L-cysteine residue

Figura 1: Mecanisme molecular de la biotransformacio realitzada per l'esterasa Ytel.

Aquesta proteina és escollida per la seva capacitat d'hidrolitzar un acid gras. Ytel realitza una
transformacioé similar a la dels enzims utilitzats en detergents. La industria dels detergents
representa el 25% de les vendes mundials de proteases, i per aquest motiu era una bona
candidata d'exemple real de produccio.

Utilitzant la seqliéncia de Ytel (no mostrada al ser confidencial) es pot calcular el punt isoeléctric
de la proteina mitjangant la calculadora en linia de Expasy proveida per l'institut de
bioinformatica de suissa.

Aguesta dada és altament important, ja que ens indica si la nostra proteina es pot veure afectada
pel pH d'operacid del cultiu i si s'hi han d'aplicar mesures alternatives per evitar la seva pérdua
d'activitat. El punt isoeléctric teoric per a Ytel calculat mitjangant Expasy és de 5, aquest valor
cau dins del rang adequat de pH si el valor durant el cultiu és de pH 6.

1.5 Vectors utilitzats

Per expressar la proteina d'interes es van utilitzar dos tipus de vectors integratius per a
P. pastoris, pPICZaA-YTEL i pGAPaA-YTEL. Els vectors integratius permeten integrar el vector en
el genoma de la clon hoste. Aquest tipus de vectors mantenen l'integrat millor que els vectors
no integratius (episomals) i per tant, sén preferits en cél-lules que hauran de duplicar-se un gran
nombre de vegades. [32] [33]



1.5.1 Promotors “Methanol Free” vs Promotors depenents de Metanol

Els dos vectors esmentats anteriorment han estat escollits per fer la comparacié entre el
comportament dels cultius derivat de I'Us de promotors induibles o constitutius. L'Us del
promotor induible Paox: permet decidir en quin moment del cultiu volem que la proteina
d'interées sigui expressada, no obstant aix0, la propia naturalesa del metanol comporta certs
desavantatges significatius. [34]

A causa de la naturalesa inflamable i volatil del metanol, el transport o emmagatzematge
d'aquest compost resulta altament perillés i costds. Les mesures de prevencié i I'equipament
extra suposen un increment en la complexitat i cost de I'operacid. Addicionalment, |'increment
de la temperatura i consum d'oxigen del cultiu quan s'utilitza metanol com a substrat també
representen un inconvenient important, ja que també augmenten el cost i complexitat de
I'operacio, sobretot a escala industrial. [35]

Tot i que els promotors de la familia Paox son ampliament emprats de forma efectiva i recorrent,
la industria tendeix a buscar alternatives que evitin 1"4s del metanol, i en aquest sentit el
promotor constitutiu Pgap ofereix una alternativa viable i actualment el seu Us, de igual forma
que altres promotors methanol-free, esta augmentant. [36]

L'Us de diferents estrategies d'expressiod suposa un canvi en el disseny del cultiu i les estrategies
de cultiu que se segueixen. Un dels objectius d’aquest treball es poder observar aquestes
diferencia en el comportament del cultiu amb de I'analitzador de gasos.

1.6 Equacié de Monod

P. pastoris, com a microorganisme unicel-lular segueix una cinética de creixement de Monod.
[37] Aquest fet ens permetra tractar les dades de densitat optica (ODeoo i CO2 per trobar la
velocitat especifica de creixement (U) o taxa especifica de creixement maxima (Umax) durant el
treball experimental descrit en aquest TFG.

L'equacié de Monod (equacié 1) és una férmula matematica empirica que serveix per
determinar el creixement d’un microorganisme en concret. Va ser descrita per James Monod,
que va proposar-la relacionant el creixement dels microorganismes en funcié de la concentracié
del substrat limitant. [38]

On:

« u taxa especifica de creixement d’un microorganisme.

e Umeax taxa especifica de creixement maxima d’un microorganisme.
o [S] concentracié del substrat limitant ple creixement.

e Ks valor d’ [S] quan p/pmax = 0.5



Sabent doncs que P. pastoris segueix una cinetica de creixement de Monod, s’obtenen les
férmules per poder calcular la p experimentalment. [39]

L'equacié que defineix la fase exponencial en un bioreactor discontinu de tanc agitat és la
seglient (2):

ax _ X @
ac P

S’aplica la integral a aquesta férmula (3):

Lodx f" Y e
- = ‘Ll
tiag dt X0

Finalment s’obté la seglient equacio (4), que correspon a I’equacio d’una recta (5):

y=b+ax ©
On:

e In (X) és el logaritme neperia de la densitat optica (ODeoo).

e In (X)o és el logaritme neperia de la densitat optica (ODeoo) a I'instant inicial.
e u és lataxa especifica de creixement d’un microorganisme.

o t,g és el temps de laténcia del microorganisme.

o téseltemps de cultiu.

Aixi doncs, seguint I'equacio d’una recta (5) i I'equacié obtinguda per la fase exponencial (4), la
pendent resultant d’'una grafica de In(X) respecte el t és la u.

Durant la fase batch s'assumeix que la u calculada és la pumax. Aquest fet parteix de la base que
durant l'interval en qué es mesura la u experimental del cultiu la concentracié de substrat
és varies vegades superior a I'ordre de magnitud de la Ks descrita per P. pastoris (0.2 g/L). Les
divergéncies que es puguin observar en els resultats son causades per la complexitat i variabilitat
del cultiu en conjunt a I'error analitic propi dels equips.

1.7 Modes d’operacio dels cultiu en bioreactor

La produccié industrial de productes utilitzant microorganismes ha evolucionat des dels seus
inicis a principis de segle fins a 'actualitat. Ha augmentat la diversitat de productes i els camps
d'aplicacid des de la produccio a escala industrial d'acid citric (1919) i penicil-lina (1941) fins a la
gran varietat de productes que actualment es poden trobar com sén anticossos, enzims
comercials, antibiotics, vacunes proteiques, bluk chemicals, hormones, etc. La competéncia per
produir aquests productes de forma més eficient ha implicat també I'evolucié de les estratégies
de cultiu.



Els fermentadors actuals, equipats amb sistemes d'esterilitzacié automatica, control virtual dels
parametres del cultiu i equips auxiliars disten molt dels erlenmeyers utilitats per produir

penicil-lina durant els primers anys de produccid.

1.7.1 Cultiu Batch

En un cultiu en mode batch, tots els nutrients s’afegeixen al principi del cultiu, sense afegir-ne
més al llarg del bioprocés posterior. Durant tot el bioprocés, al tractar-se d'un sistema tancat,
només s’afegeix aire a través de I'sparger per assegurar la disponibilitat d’oxigen i acids i/o bases
per controlar el pH . El cultiu se sol fer durar fins que es consumeixen els nutrients, o algun
d’essencial esdevé limitant (normalment la font de carboni). A partir d’aquest punt el cultiu
entraria en fase de creixement estacionaria.

Aquesta estratégia és adequada per a experiments rapids com la caracteritzacié del clon o
I'optimitzacié del medi de cultiu. Els desavantatges d'aquest métode sén les limitacions en la
biomassa que es poden assolir per les possibles inhibicions per altes concentracions de substrat.
Com que la font de carboni sol ser limitant, els organismes no estan en la fase de creixement

exponencial durant molt de temps.

Després del final d'un culitu batch, la biomassa i el medi sén recollits i sén processats
adequadament per obtenir el producte desitjat. La biomassa es produeix per etapes, ja que el
procés s'interromp repetidament a causa de la neteja i I'esterilitzacié. Aquestes interrupcions
necessaries per al manteniment i neteja dels equips implica un rendiment més baix causat pels
periodes de no produccid. Aquests problemes poden ser solucionats amb I'Us de modes
d'operacié en continu. A més del baix rendiment de la biomassa, els cultius batch també tenen
un major risc per a la inhibiciéd de substrat o producte. Aquest fenomen esdevé quan hi ha
interferencia de l'activitat enzimatica per la presencia d'alta concentracié de substrat o
producte, el que pot induir la retroalimentaci6 metabolica que pot reduir drasticament el

rendiment.[40]
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Figura 2: Evolucio teorica de la concentracio cel-lular, I'oxigen dissolt i la font de carboni respecte al
temps en un cultiu batch. [40]



1.7.2 Cultiu Fed-Batch

Una manera d'evitar que els nutrients es converteixin en un factor limitant és subministrar-los
progressivament durant el cultiu. Aquest mode d’operacié s'anomena fed-batch o discontinu
alimentat, i es tracta d'un sistema parcialment obert. L'avantatge de I'alimentacié constant és
gue durant el cultiu es poden obtenir quantitats més altes de biomassa i per tant també de

productes.

Generalment, el substrat és transportat des de I'ampolla de subministrament al reactor a través
d'un tub de silicona mitjancant una bomba, habitualment peristaltica. Es pot establir
manualment l'alimentacié amb diferents estrategies (constant, lineal, exponencial, pols per
pols), o afegir nutrients quan es compleixen condicions especifiques, com quan s'arriba a una
certa concentracié de biomassa o quan s'esgota un dels nutrients.

El procés ofereix una amplia gamma d'estratégies de control i també és adequat per a
aplicacions industrials en les que es vol aconseguir una alta concentracié de producte. No
obstant, pot augmentar el temps de processament i potencialment conduir a una possible
inhibicid per producte. Aixi doncs, cal tenir una comprensié més profunda dels bioprocessos per
realitzar aquest tipus de cultiu.

A causa dels seus avantatges, els cultius fed-batch s'utilitzen en totes les arees de produccio
biotecnologica, en particular per a la produccié de proteines recombinants i metabolits. [40]
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Figura 3: Evolucio teorica de la concentracié cel-lular, I'oxigen dissolt i la font de carboni respecte al temps
en un cultiu fed-batch limitat per carboni. [40]
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1.7.3 Cultiu en continu

Després d'una fase de cultiu batch, s'assoleix una concentracid cel-lular adequada per iniciar el
cultiu en continu. En aquestes condicions, s'afegeix constantment tant medi de cultiu fresc com
s'extreu brou de cultiu. Aquests cultius sén particularment adequats quan es pot produir
inhibicid per substrat o producte. En un procés continu, el rendiment dels processos es pot
millorar en comparacié amb el d'un cultiu batch o fed-batch perque s’eviten els temps morts de
muntatge i desmuntatge. No obstant aixo, el llarg periode de cultiu també augmenta el risc de
contaminacid i els canvis a llarg termini en les cel-lules del cultiu.

Cal tenir una comprensié més profunda dels bioprocessos per realitzar aquest tipus de cultiu de
forma adequada. Els cultius continus sén eines ideals per obtenir una millor comprensié del
procés, ja que al treballar en estat estacionari (no dinamic), tots els parametres del procés
romanen constants quan el sistema funciona correctament.

Per al treball experimental desenvolupat en aquest TFG s'ha escollit treballar amb una estratégia
de cultiu en quimiostat. Un quimiostat és un bioreactor al qual s'afegeix continuament el medi
fresc, mentre que el brou de cultiu que conté els productes finals metabolics i els
microorganismes s'elimina continuament a la mateixa velocitat per mantenir constant el volum
del cultiu. Canviant el cabal amb el qual s'afegeix el medi al bioreactor la taxa de creixement
especifica del microorganisme es pot controlar facilment, ja que esta limitada per la font de
carboni.

Una de les caracteristiques més importants dels quimiostats és que els organismes es poden
cultivar en un estat fisiologic estable sota condicions ambientals constants. En aquest estat
estable, el creixement es produeix a una velocitat de creixement constant i tots els parametres
del cultiu sén estatics (volum del cultiu, concentracié d'oxigen dissolt, concentracié de nutrients
i productes, pH, densitat cel-lular, etc.). [40] [41]
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Figura 4: Evolucié teorica de la concentracio cel-lular i la font de carboni respecte al temps en un
cultiu en continu. [42]
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1.8 Fonaments de l'analisi de gasos

El control integral dels bioprocessos és un element essencial en la industria biotecnologica.
Controlar els parametres del cultiu permet aconseguir el maxim rendiment d'aquest, tenir en
compte les possibles incidéncies i augmentar la reproductibilitat del procés. Els parametres
essencials que habitualment es controlen en cultius en bioreactors sén el pH, la temperatura,
I'oxigen dissolt (DO/p0.). Si es tracta d'un cultiu en continu o fed-batch també caldra controlar
el cabal d'entrada del medi. El pH, el DO i la temperatura sén parametres tradicionalment
controlats utilitzant sondes i llacos de control estandarditzats.

L'activitat metabolica esta directament relacionada amb els gasos produits pel cultiu. Per cada
mol de glicerol es generen quantitats diferents de substrats pel cicle de Krebs, la cadena de
fosforilacié oxidativa o altres rutes metaboliques depenent de I'estat metabolic del cultiu.

A causa de la diferéncia de substrats produits per cada ruta metabolica, la produccié de CO; i
consum d‘O; variara significativament. Aquesta variacié pot ser detectada per I'analitzador de
gasos i proporciona informacié a temps real sobre el comportament metabolic del cultiu.
Aguestes diferéncies també poden ser observades utilitzant glucosa o metanol com a substrat.
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Figura 5: Rutes metaboliques del glicerol.
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El control de I'estat metabolic del cultiu mitjancant I'analisi de gasos (0,/CO,) de sortida del

bioreactor presenta una opcid innovadora. Aquests tipus d'analitzadors tenen I'avantatge de no

ser invasius, s'adapten a I'escala del cultiu i tenen un temps de resposta excel-lent.

En analitzar els gasos de sortida del bioreactor i eliminar la necessitat d'extreure brou
de cultiu s'elimina la possibilitat de contaminacid del cultiu durant la presa de mostra.

Els sensors estandard utilitzats pel control de la densitat optica del cultiu tenen la
limitacid de que perden precisié a densitat cel-lulars elevades.

La capacitat d'escalat del sistema d'analisi de gasos és superior als sistemes tradicionals
de seguiment de biomassa, ja que es treballa amb la proporcié de CO, i O; a la sortida
del bioreactor. El mateix sistema pot ser utilitzat per diversos processos, no ha de ser
adaptat per treballar amb un organisme, concentracié cel-lular o volum concret.

1.8.1 Parametres respiratoris principals

Els parametres analitzats dels gasos de sortida del bioreactor sén el CO, i 1'0,. Aguests

parametres permeten diferenciar de forma clara a temps real les diferents fases dels cultius aixi

com possibles interferencies durant els cultius.

1.8.2 Parametres respiratoris derivats

Carbon dioxid emission rate (CER), Oxygen uptake rate (OUR) i Respiratory quotient (RQ) sén

parametres importants, ja que permeten transformar les dades basiques de CO, i O; en valors

gue mostren el metabolisme del cultiu.

Carbon dioxid emission rate (CER)

Com es pot observar en la formula 6 el calcul del CER esta format per dues parts
principals. La primera part consisteix en el calcul de parametres que adequen el calcul a
les condicions de cultiu. La segona part consisteix essencialment en un balang entre el
valor del CO; a I'entrada i el valor a la sortida del bioreactor. Aquest parametre ens
mostra el CO produit en [mol/ L  h]. Llegenda dels parametres a la Taula 3.

a _ a _,.,a
CER=VG*pa <1 Yo,7Yco,

w a
* * Yy -y (6)

1 2
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e Oxygen uptake rate (OUR)

Com es pot observar en la formula 7 el calcul del OUR esta format per dues parts
principals. La primera part consisteix en el calcul de parametres que adeqien el calcul a
les condicions de cultiu. La segona part consisteix essencialment en un balang entre el
valor del O; a I'entrada i el valor a la sortida del bioreactor. Aquest parametre ens

mostra I’0O, consumit en [mol/ L  h]. Llegenda dels parametres a la Taula 3.

OUR= G

VE*R*T " Yo,

a .«
Vs p% < a _1—y02_yC02 . 8)) (7)
w w
1-y0,~Yco, ~ 2

1 2

e Respiratory quotient (RQ)

L'RQ mostra la relacid entre el CO; produit i I'0; consumit que s’observa a la férmula 8.

RQ CER (8)
= — 8
OUR
Taula 3: Llegenda dels parametres utilitzats a les formules.
Vg Cabal d’aire [L/h]
pa’ Pressid normal de 1.0133 bar
I’'atmosfera
VF Volum de cultiu [L]
R Constant del gas 3.314 +107 bar:L/K+mol
T Temperatura 273.15K
a Oxigen a l'entrada 0.2097
Yo,
yw Oxigen a la sortida Valor mesurat/100
0>
ya Dioxid de carboni a I'entrada  0.0004
CO,
yw Dioxid de carboni a la sortida Valor mesurat/100
CO,

Aguests calculs sén realitzats de forma on-line i a temps real pel software de monitoritzacio

del fermentador, en el nostre cas anomenat ROSITA (Bionet, Mdrcia, Espanya)
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2. Objectius

L'objectiu principal del treball experimental realitzat al llarg d'aquest TFG és avaluar I'Gs de
I'analitzador de gasos B-breath de Bionet i el sistema de d’addicié de substrat controlat per un
llag de control tancat basat en una balanca. Per determinar si els valors proporcionats per
I'analitzador de gasos sén adequats s'ha proposat realitzar cultius amb diferents condicions. El
pH, el DO i la temperatura sén controlats utilitzant sondes i llagcos de control estandarditzats.
L'estat metabolic del cultiu sera controlat mitjancant I'analitzador de gasos B-breath que
actualment es troba en desenvolupament i implementacid. S'utilitzara una tecnica de lla¢ de
control tancat mitjancant una balanga per controlar la precisié de I'addicié de substrat cultius
alimentats (continu o fed-batch), eliminant possibles errors en els cabals implementats
Unicament a partir de bombes peristaltiques treballant en llacos de control oberts.

Per assolir I'objectiu principal s'han establert els seglients objectius secundaris:
e Caracteritzar la cinetica de creixement de les soques a utilitzar de P. pastoris diferents
tipus de cultius.
e Realitzar cultius batch per recollir dades sobre la resposta de I'analitzador de gasos.

e Realitzar fases de cultiu fed-batch per recollir dades sobre la resposta de I'analitzador
de gasos en cultius més dinamics.

e Comprovar el correcte funcionament de l'analisi de gasos interpretant les dades
transformades amb el programa SigmaPlot.

e Implementar el sistema d’addicié de substrat en llag de control tancat format per la
balanca i la unitat de control del bioreactor.

e Comprovar el correcte funcionament del sistema d’addicié de substrat mitjangant la
realitzacio de cultius en continu de tipus quimiostats (limitats per la font de carboni).
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3. Materials i metodes

3.1 Medis de cultiu

El medi de cultiu és la barreja de diferents nutrients que permeten el creixement de les cél-lules
d’interés. Els tres medis més importants que s’han utilitzat en aquest treball sén el medi YPG
(Yeast extract / Peptone / Glicerol), el medi pel cultiu batch i el medi d’aliment per cultius en
guimiostat.

3.1.1 Medi YPG

El medi complex YPG és l'utilitzat en cultius erlenmeyer pel creixement de les cél-lules
de P. pastoris. Els cultius en erlenmeyer han estat utilitzats per realitzar diverses proves de les
soques que disposem; entre elles determinar la cinética de creixement de les soques,
preparar criostocks o realitzar cultius senzills per testejar assajos enzimatics.

La composicié d'aquest medi és la seglient:

» 1% (w/w) de Yeast extract
> 2% (w/w) de Peptone
> 2% (w/w) de Glicerol

A causa de la quantitat que es necessita i per motius practics aquest medi es prepara en lots de
3 litres utilitzant 6 ampolles pyrex de 500 mL. Les quantitats necessaries son afegides en 1 litre
d'aigua destil-lada en un vas de precipitats de 5 litres amb agitaci6 magnetica. Una vegada
dissolts els components s'enrasa fins a 3 litres i es procedeix a separar el medi en les 6
ampolles pyrex previament esmentades. Finalment s'autoclaven les ampolles a 121 °C durant
30 minuts.

3.1.2 Medi Batch

El medi batch és I'utilitzat per a la fase batch dels cultius. Les fases batch han servit per observar
I'evolucié dels gasos al llarg del cultiu i obtenir la concentracid cel-lular adequada per a I'inici
dels cultius en continu. D'aquests cultius s'extreu informacié important com la taxa especifica
de creixement (1 / tmax).

La composicio d'aquest medi en g/L i mL/L és la segient:

e 40g/L Glucosa depenent de I'estratégia de cultiu a seguir
e 1.8g/L d’acid citric

e 12.6 g/L diamoni fosfat ((NH4)2HPO,)

e 0.5 g/L sulfat de magnesi penta-hidratat (MgSO, « 7 H,0)
e 0.9g/L clorur de potassi (KCl)

e 0.02g/L clorur de calci di-hidratat (CaCl, « 2 H,0)

e 4.6mL/L salstraca (apartat 3.1.4)
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e 2 ml/L de biotina 0.2g/L
e 0.2 mL/L d’antiescumant Struktol
- Enrasar la resta de volum necessari amb aigua destil-lada.

El volum preparat d'aquest medi dependra dels volum utilitzat en cada cultiu. Cal remarcar que
les sals traca i la biotina son afegides després d'autoclavar el bioreactor, ja que al autoclau es
podrien donar interferéencies entre diferents elements de les sals traga. De forma equivalent,
guan la glucosa es la font de carboni del batch aquesta també s’autoclava per separat. Finalment
s'ajusta el medi a pH 6. Els valors exactes dels components del medi per a cada lot poden ser
consultats a ’Annex A, Seccié 9.1.

El medi és separat en dues fraccions, 200 mL sén guardats en una ampolla pyrex de 250 mL i
seran utilitzats en el protocol d'inoculacié del bioreactor. La resta del medi batch és introduit en
el fermentador. El bioreactor i I|'ampolla pyrexde 250 mL quecontéla resta del
medi batch s’autoclaven a 121 °C durant 30 min.

3.1.3 Medi continu

El medi continu és el medi que es fa servir per realitzar cultius en continu. Els components sén
els mateixos que el medi batch, perd es troben en diferents concentracions.

La composicio d'aquest medi en g/Li mL/L és la seguent:

e 50 g/L Glicerol o glucosa depenent de I'estrategia de cultiu a seguir
e 0.9g/Ldacid citric

e 4.35g/L de diamoni fosfat ((NH4)2HPO4,)

e (.65 g/L de sulfat de magnesi penta-hidratat (MgSO, 7 H,0)

e 1.7 g/L de clorur de potassi (KCl)

e (.01 g/L de clorur de calci di-hidratat (CaCl, » 2 H,0)

e 1.6 mL/Ldesalstraca

e 1 mL/L de biotina 0.2g/L

e 0.2 mL/L d’antiescumant Struktol

- Enrasar la resta de volum necessari amb aigua destil-lada.

D’aquest medi es preparen 11 L, que s’aniran afegint al bioreactor un cop preparats.

Al'ampolla d’11 L es prepara aigua destil-lada + 0.2 mL/L d’struktol i s’autoclava a 121°C durant
30 minuts. El filtre Sartorius SARTOPORE 2 Sterile Midicap utilitzat per filtrar el medi i les
connexions de tubs corresponents sén autoclavats juntament amb I'ampolla on hi ha aigua
destil-lada + struktol. La resta de components sén afegits a 'ampolla a través del filtre, i un cop
s’ha afegit tot el medi s’addiciona aigua destil-lada fins enrasar als 11 L. Els valors exactes dels
components del medi per a cada lot poden ser consultats a I’Annex A, Secci6 9.2.
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3.1.4 Sals Traca

Les sals traga sén micronutrients que formen part del medi batch i continu i sén essencials pel
creixement de P. pastoris. Aquestes sals contenen agents toxics i han de ser preparades en una
campana de gasos.

La composicid d'aquest suplement en g/L i mL/L és la seglient:

e 5 mL/L d’Acid Sulfuric (H,SO4 (95-98%))

e 65g/L de Sulfat de Ferro hepta-hidratat (FeSO4 « 7 H,0)

e 20 g/L de Clorur de Zinc (ZnCl,)

e 6 g/L de Sulfat de Coure penta-hidrtat (CuSO4 + 5 H,0)

e 3.36 g/L de Sulfat de Magnesi hidratat (MnSQO, « H,0)

e 0.82 g/Lde Clorur de Cobalt hexa-hidratat (CoCl, + 6 H,0)

e 0.2 g/L de Moldibat de Sodi doble hidratat (Na;MoO4 + 2 H,0)
e 0.08 g/L de lodur de Sodi (Nal)

e 0.02 g/L d’Acid Béric (HsBO3)

- Enrasar la resta de volum necessari amb aigua destil-lada.

Per motius practics es preparen 500 mL de sals traga i s'autoclaven en un pyrex de 500 mL. Un
cop autoclavat cal protegir I'ampolla pyrex de la llum, ja que els reactius son fotosensibles.
L'ampolla es guarda a la nevera per preservar les seves propietats durant més temps.

Per tal d’agafar el volum necessari per a cada cultiu s'utilitzara una xeringa esteril i
posteriorment es posa un filtre Sartorius amb els porus d'un diametre igual o inferior a 0.22 um
per assegurar-ne l'esterilitat quan aquestes siguin introduides al bioreactor. Aquest
procediment es realitzara en condicions d'esterilitat dins la cabina de flux laminar. La quantitat
necessaria de sals traca sera afegida al bioreactor a través del séptum un cop aquest hagi estat
autoclavat i previ a la inoculacio.

3.1.5 Biotina

La biotina és una vitamina essencial per al correcte desenvolupament del cultiu, esta comprovat
bibliograficament que la concentracid de biotina afecta significativament al creixement de
P. pastoris. [43]

Es prepara una solucié de biotina a 0.2 g/L a partir de la solucié d'stock que es trobava al 100%
de concentracid.

Per agafar el volum necessari per a cada cultiu s'utilitza una xeringa esteéril i posteriorment es
posa un filtre PALL amb els porus de diametre igual o inferior a 0.22 um per assegurar-ne
I'esterilitat quan la biotina sigui introduida al bioreactor. Aquest procediment es realitza en
condicions d'esterilitat dins la cabina de flux laminar. La quantitat necessaria de biotina és
afegida al bioreactor a través del septum un cop aquest hagi estat autoclavat i previ a la
inoculacid.
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3.2 Descripcio dels vectors utilitzats

3.2.1 Vector induible pPICZaA-YTE1

El vector pPICZaA-YTE1 conté I'origen de replicacié del propi vector, pUC ori, que és utilitzat per
a I'ampliacié del vector en E. coli previ a la transformacié en P. pastoris. A continuacio es troba
I'inici del casset d'expressio; el promotor induible Paox: utilitzat per a I'expressid de la proteina,
seguit pel factor de secrecié alfa que permet a P. pastoris secretar la proteina directament al
medi de cultiu. El seglient element que es troba és la seqiiencia codificant per la proteina Ytel
acabada amb un codd STOP. Més endavant es troben les seqlieéncies de purificacié C-myc i 6xHis,
perod no es tradueixen. Per tancar el casset d'expressio es troba la seqiieéncia terminal AOX1 que
atura la transcripcid. L'tltim element del vector és la seqiiencia que codifica per a la resistencia
a la Zeocina, el marcador de seleccié. Aquesta caracteristica és utilitzada per a la seleccid dels
clons correctament transformats i pels cultius en erlenmeyer.

pUC ori 38284501

[841.1129 sipha factor secretion zignal |

pPICZ alpha A%YTE1 Optxdna - 4555 nt

 §
y
ZeooinR 3125, 5459 |
1180, 2248 YTEA
[
PR b Lot

ExHis 22822299

Figura 6: Diagrama del vector pPICZaA-YTE1.
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3.2.2 Vector pGAPZaA-YTE1

El vector pGAPZaA-YTE1 conté |'origen de replicacié del propi vector, pUC ori, que és utilitzat
per a I'ampliacié del vector en E. coli previ a la transformacié en P. pastoris. A continuacié es
troba l'inici del casset d'expressid; el promotor constitutiu Pgap utilitzat per a I'expressio de la
proteina, seguit pel factor de secrecié alfa que permet a P. pastoris secretar la proteina
directament al medi de cultiu. El seglient element que es troba és la seqiéncia codificant
codificant per la proteina Ytel acabada amb un codé STOP. Més endavant es troben les
seqliencies de purificacié C-myc i 6xHis, perd no es tradueixen. Per tancar el casset d'expressiod
es troba la seqiiéncia terminal AOX1 per aturar la transcripcio. L'Gltim element del vector és la
seqlencia que codifica per a la resisténcia a la Zeocina, el marcador de seleccid. Aquesta
caracteristica és utilitzada per a la seleccié dels clons correctament transformats i pels cultius
en erlenmeyers.

puUC ori 33724051

[433_..7a1 alpha factor secretion signal |

h S
. |

p&APEZ alpha A YTE1 Optxdna - 4108 nt

ZeocinR 26753043

1789 _1818_c-mye tag
13552135 ADH terminator

Figura 7: Diagrama del vector pGAPZaA-YTE].
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3.3 Clons productors utilitzats de Pichia pastoris

Les soques utilitzades en aquest TFG sén cedides pel Grup d’Enginyeria de Bioprocessos i
Biocatalisis Aplicada dirigit pel Dr. Francisco Valero al Departament d'Enginyeria Quimica
Biologica i Ambiental (DEQBA) de la Universitat Autonoma de Barcelona (UAB).

Aguests clons contenen els vectors descrits en I'apartat anterior (3.2). Els clons sén numerats
durant el procés de creacid i s'ha mantingut la nomenclatura per questions practiques.

A continuacié enumerem les soques disponibles:

» Promotor induible Paox::
Clon #13 conté el vector pPICZaA-YTE1.

> Promotor constitutiu Pgap:
Clons #16, # 10 i #5 contenen el vector pGAPZaA-YTEL.

3.4 Preparacio dels ciostocks

Inicialment les soques estaven sembrades en una placa de petri amb medi YPD (Yeast extract
1%, Peptone 2% i Dextrose 2%) + Zeocina (1 puL/mL). Per a poder desenvolupar els cultius
previstos en aquest TFG es crea un reservori cel-lular estable a -802C per cada clon productor.
Aguest reservori serveix per poder realitzar els experiments partint de la mateixa concentracié
cel-lular i del mateix moment del cicle cel-lular per a cada clon.

3.4.1 Cultius en placa de petri i falcon

Es procedeix a sembrar els clons en una nova placa que conté medi YPD + Zeocina en condicions
esterils per millorar la seva viabilitat. Aquesta placa és incubada durant 24 hores a 30 °C.

Seguidament es procedeix a inocular cada clon en un tub falcon de 50 mL utilitzant 10 mL de
medi YPG + Zeocina 1 uL/mL YPG. S’inocula una quantitat desconeguda de biomassa utilitzant la
nansa de kolle en condicions esterils. Aquests falcons sén incubats a 25 °Ci 165 revolucions per
minut (rpm) durant 24 hores. Els falcons es col-loquen de forma diagonal per augmentar la
superficie de transferéncia d'oxigen. Tanmateix els taps dels falcons es descaragolen
lleugerament per permetre I'entrada d'aire. Els falcons sén col-locats al incubador com es pot
observar en la figura 8.

Figura 8: Incubador a 165 rpm i 252C amb dos falcons en el seu interior.
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3.3.2 Cultius en Shake Flask

Partint dels cultius en falcon explicats en I'apartat anterior, es procedeix a inocular els clons en
en shake flasks. Els shake falsks sén erlenmeyers especialment dissenyats per a realitzar cultius.
Aquests erlenmeyers tenen bafles a la part inferior per crear turbuléncies al liquid quan
aquest esta en agitacio iaixi millorar-ne la transferéencia d'oxigen. Addicionalment, els taps
dels shake flask tenen membranes que permeten la millor circulacié de l'aire i protegeixen
el cultiu de contaminacions. Aquestes caracteristiques tenen com a objectiu augmentar la
densitat cel-lular a la qual els cultius poden arribar. Es comprova la densitat optica de
cada falcon per assegurar que el cultiu es troba en fase de creixement exponencial; es considera
fase de creixement exponencial quan els valors de la densitat optica del cultiu es troben entre
10 i 20 ODggo (determinat experimentalment). Realitzant la inoculacié dels shake flasks durant
la fase de creixement exponencial del cultiu previ ens permet evitar la fase de laténcia en el
seglient cultiu.

La densitat optica dels falcons és controlada entre les 19 i 24 hores de cultiu a intervals d'una
hora per determinar l'inici de la fase de creixement exponencial. A causa del fet que en aquest
punt del desenvolupament del projecte encara no es coneix la cinética de creixement de les
soques, s'opta per inocular els shake flask a una ODgyo de 0.05 per evitar complicacions en el
cultiu.

S'utilitza la férmula 9 per calcular el volum necessari del cultiu previ utilitzat per inocular
els shake flask.

0D1 * Vl = ODZ * VZ (9)

Cada clon és inoculat en un shake flask de 250 mL amb 40 mL de medi YPG + Zeocina 1 pL/mL
YPG. Aquests cultius sén incubats 24 hores a 25 °C i 165 rpm. La densitat optica dels cultius és
comprovada entre les 19 i 24 hores a intervals d'una hora per determinar I'inici de la fase de
creixement exponencial.

3.4.3 Preparacio de Criostocks

L'ultima fase del procés de preparacid de criostoks compren la concentracid i congelacié. La
biomassa és recollida del shake flask i concentrada per centrifugacié. Seguint la formula 9
es calcula el volum necessari de medi YPG per assolir 90 unitats de ODesgo. Es descarta el
sobrenedant i es concentra el pellet amb la quantitat de medi YPG fresc calculat. A continuacié
s'afegeix 1 mL de biomassa concentrada a cada criovial + 0.5 mL de glicerol 50% per augmentar-
ne la viabilitat.

Els criovials s6n emmagatzemats a - 80 °C.
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3.5 Assajos de cinéetica de creixement

Els assajos de cinetica de creixement permeten determinar com sera el patré de creixement dels
microorganismes. Coneixer la cinética de creixement de les soques que s'utilitzaran en cultius a
escala de laboratori és de gran importancia per al correcte desenvolupament del treball
experimental, ja que permet planificar les etapes dels cultius de forma precisa.

L'assaig de cinética de creixement consisteix en inocular shake falsks de 250 mL que contenen
40 mL de medi YPG + Zeocina 1 uL/mL YPG amb volums diferents de cada clon. Els shake falsks
soninoculats a partir dels criostocks préviament preparats. S’afegeix una quantitat determinada
del criostock a cada shake flask preparat. Els cultius sén incubats 24 hores a 25 °Ci 165 rpm. La
ODeoo dels cultius és comprovada entre les 19 i 24 hores a intervals d'una hora. Mitjangant les
dades de ODgoo i el temps de cultiu es pot crear un patrd que servira per dissenyar els futurs
experiments.

A causa del disseny del futur treball experimental es decideix realitzar cinetiques de creixement
el clon #13 que conté el vector pPICZaA-YTEL i del clon #16 que conté el vector pGAPZaA-YTEL.

3.5.1 Assaig cinetic del clon #16

Quatre shake flask de 250 mL que contenen 40 mL de medi YPG + Zeocina 1 puL/mL YPG sén
inoculats amb diferents volums del criostock del clon #16. Aquests cultius sén incubats 24 hores
a25°Ci165 rpm.

L’estructura de I'experiment és la seglient:

» Shake flask 1: 25 pL del criostock del clon #16.
Shake flask 2: 50 uL del criostock del clon #16.
Shake flask 3: 100 uL del criostock del clon #16.
Shake flask 4: 250 uL del criostock del clon #16.

VYV V VY

La ODgoo dels cultius és comprovada entre les 19 i 24 hores a intervals d'una hora.

3.5.2 Assaig cinetic de la clon #13

Partint de les dades obtingues en I'apartat 3.5.1 es decideix inocular un unic shake flask que
conté 40 mL de medi YPG + Zeocina 1 uL/mL YPG amb 25 pL del criostock de la clon #13. Aquest
cultiu és incubat durant 24 hores a 25 °Ci 165 rpm.

La densitat optica del cultiu és comprovada entre les 19 i 24 hores a intervals d'una hora.

23



3.6 Muntatge i posada a punt del Bioreactor

Durant la primera setmana de treball experimental es duen a terme tasques d'instal-lacid,
calibracié i configuracio del sistema format pel bioreactor, la BCU (Bioreactor Control Unit),
I'analitzador de gasos i el chiller (equip emprat per controlar la temperatura de I'aigua del circuit
de la camisa i el condensador del fermentador).

Un cop es va rebre I'equip, es procedeix a instal-lar la BCU on s’hi connecta |'entrada d'aire
comprimit, la corrent, l'internet i el chiller (situat sota la taula). Un cop comprovades totes les
entrades i sortides es procedeix a actualitzar el software Rosita (utilitzat pel control del
bioreactor) i I'aplicacié AnyDesk que serveix per al control remot del bioreactor.

Seguidament s’acobla la cuba del bioreactor amb coberta i s’instal-len tots els periférics
necessaris. A continuacié s’'omple la cuba, el chiller, i la camisa d'aigua amb aigua destil-lada per
assajar les capacitats d'intercanvi térmic. El temps de resposta del chilleri de la resisténcia
interna del bioreactor son provats realitzant canvis de temperatura entre 10 °C i 40 °C;
posteriorment es prova l'estabilitat de la temperatura mantenint-la a 25 °C durant tres hores.

El seglient pas és comprovar que el tub del spargeri la pressié de l'aire funcionen de forma
correcta. Es proven diferents cabals d'entrada d'aire per comprovar el temps i precisié de la
resposta de la BCU. En aquest punt s’ajusta |I'alcada de les pales agitadores Rushton per adaptar-
ho als volums esperats de treball.

Finalment es comprova que l'analitzador de gasos funciona de forma correcta i la connectivitat
d'aquest amb la BCU.

3.7 Manteniment i posada a punt previa a la inoculacio del
bioreactor

Cal mantenir unes bones pautes de manteniment i preparacié per al correcte
desenvolupament dels cultius.

3.7.1 Tasques preévies a l'autoclavat

» Assecatge de la silica per a la columna d'assecatge:
La silica utilitzada en la columna d'assecatge dels gasos de sortida del bioreactor ha de
ser assecada després de cada cultiu. El procediment estandard utilitzat consisteix a
col-locar la silica en un vas de precipitats dins de I'estufa a 150 °C per eliminar-ne la
humitat. Previ a la connexid de la columna d'assecatge amb el bioreactor es procedeix
a omplir la columna amb la silica seca.

> Revisié de la integritat dels tubs i les connexions:
Els tubs de silicona i les juntes entre aquests sdn revisats per detectar fugues que puguin
comprometre el cultiu. Cal prestar atencié a les seccions dels tubs que estan en contacte
amb les bombes peristaltiques, ja que sén les que pateixen més desgast.
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» Calibracio de les bombes peristaltiques:
Les bombes peristaltiques han de ser calibrades abans de cada cultiu. Moure els tubs
per netejar-los i el desgast propi del seu Us provoca que la calibracié sigui altament
inexacte.

> Manteniment i assecatge dels filtres d'aire:
Els filtres destinats a filtrar 'aire d'entrada i sortida del bioreactor juntament amb els
filtres de les ampolles pyrex sén comprovats en cerca d'obstruccions. En cas de trobar
filtres obstruits aquests son substituits per filtres nous. Si els filtres sén reutilitzats cal
gue aquests s’assequin préviament a l'autoclavat. Per assecar els filtres es dipositen dins
d'una estufa de cultiu a 37 °C durant 48 h.

> Revisio de la integritat del septum:
Cal revisar que el septum del bioreactor no estigui danyat ni contingui materia organica
o restes quimiques. En cas de trobar-lo en mal estat ha de ser substituit per un de nou.

> Introduccié del medi de cultiu batch:
S'introdueix el medi de cultiu batch a la cuba del bioreactor.

> Calibracio del sensor de pH:
La sonda de pH ha de ser calibrada seguint el protocol estandard de calibracié de sondes
de pH. Aquesta calibracié es duu a terme quan el bioreactor conté el medi de cultiu per
evitar I'assecament de la sonda.

3.7.2 Tasques posteriors a l'autoclavat

> Purga i reabastiment del sistema de refrigeracio:
El chiller és reabastit amb aigua destil-lada nova per compensar la pérdua de l'aigua de
la camisa del bioreactor. Un cop la cuba del bioreactor s'ha connectat al sistema de
refrigeracié es procedeix a omplir la camisa i purgar d'aire el sistema.

> Addicié de les sals traga i la biotina:
Cal afegir les sals traca i la biotina preparades en l'apartat 3.1.4 i 3.1.5 respectivament.
Aguests components soén introduits a través del septum. L’addicié es realitza
préviament a la calibracié del sensor d'oxigen dissolt, ja que altera les propietats del
medi de cultiu.

> Calibracié del sensor d'oxigen dissolt:
Per realitzar la calibracid del sensor d’oxigen dissolt se satura el medi de cultiu d’oxigen
a afegint aire al sistema i augmentant I'agitacié fins a un 80% la seva velocitat maxima,
fet que augmenta la taxa de transferencia d’oxigen al medi (OTR). A continuaci6 s'utilitza
el protocol estandard del programa Rostia per realitzar aquesta calibracié.
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» Connexio dels periférics:
La sonda de pH i d'oxigen dissolt sén connectades a la BCU, el sensor de temperatura és
col-locat a la canula corresponent, es connecten tots els tubs d'addicié a les bombes
peristaltiques, es connecta l'entrada i sortida d'aire del bioreactor i finalment es
connecta la refrigeracié del condensador.

3.8 Implementacio de cultius Fed-Batch senzills

Amb [I'objectiu d'aprofitar els cultius batch i optimitzar el temps de treball experimental es
decideix allargar els cultius realitzant cultius de tipus fed-batch senzills després de cada fase de
cultiu batch. Un cop finalitza cada batch es realitza un periode d'starving per assegurar que tota
la font de C ha estat consumida. Aquesta segona fase del cultiu fed-batch permeten comprovar
la capacitat de resposta de I'analitzador de gasos en cultius on els canvis es produeixen de
manera més freqlent i en major intensitat. Els substrats utilitzats per les simulacions fed-
batch son: Glicerol, Glucosa i Metanol.

Cal remarcar que els polsos amb metanol impliquen haver d'utilitzar una estratégia diferent dels
polsos amb glicerol o glucosa. La ruta metabolica que s’activa per la glucosa i el glicerol és la
glicolisi. La ruta metabolica de degradacid del metanol esta basada en la conversié de metanol
a acid formic, fet que consumeix molt 0,.[44] Les fases de cultiu batch es realitzen amb glucosa
o glicerol, i per tant, quan s'utilitza metanol per als polsos cal adoptar una estrategia progressiva
per donar temps al clon a qué adapti les rutes metaboliques. Els primers polsos tenen una
concentracié de metanol baixa mentre que en els polsos posteriors la concentracié s'augmenta.
Aquesta estratégia permet a les cel-lules adaptar-se i mitigar I'estrés que suposa l'adaptacié
metabolica.

3.9 Estructura utilitzada en els cultius Batch-Fed Batch

Els experiments realitzats sén enumerats seguint I'ordre en qué es van fer. Les condicions
generals d'operacio son iguals per a tots els cultius:

- pH:6

- Temperatura: 25 2C

- Volum d’aire: 1vvm (volum d'aire/volum de medi per minut)
- Agitacié: Variable segons requeriments del cultiu

Cultiu 1
Soca utilitzada: P. pastoris X33 + pGAPZoA-YTEL #16
Volum del cultiu: 1.5 litres
Fonts de carboni pel cultiu 1:
» Cultiu batch: Glicerol (40g/L)
» Polsos fed-batch:
o Dos polsos de glicerol (10g/L)
o Una addicio a cabal constant 0.3 mL/min de glicerol 400g/L
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Cultiu 2
Soca utilitzada: P. pastoris X33 + pGAPZoA-YTEL #16
Volum del cultiu: 2 litres
Fonts de carboni pel cultiu 2:
» Cultiu batch: Glucosa (40g/L)
» Polsos fed-batch:
o Dos polsos de glucosa (10g/L)
o Una addicié exponencial a u=0.3 h* de feeding glucosa 400g/L.
Cultiu 3
Soca utilitzada: P. pastoris X33 + pGAPZoA-YTEL #16
Volum del cultiu: 2 litres
Fonts de carboni pel cultiu 3:
» Cultiu batch: Glucosa (40g/L)
» Polsos fed-batch:
o Dos polsos de glucosa (10g/L)
o Una addicié exponencial a u=0.03 h™! de glucosa 400g/L.
Cultiu 4
Soca utilitzada: P. pastoris X33 + pPICZaA-YTE1 #13
Volum del cultiu: 1.5 litres
Fonts de carboni pel cultiu 4:
» Cultiu batch: Glicerol (40g/L)
» Polsos fed-batch: Tres polsos de metanol (1g/L) (5g/L) (10g/L)

Cultiu 5
Soca utilitzada: P. pastoris X33 + pPICZaA-YTEL #13
Volum del cultiu: 1.5 litres
Fonts de carboni pel cultiu 5:
» Cultiu batch: Glicerol (40g/L)
» Polsos fed-batch: Tres polsos de metanol (1g/L) (5g/L) (10g/L)

3.9.1 Glicerol afegit durant el fed-batch

Els dos primers polsos amb glicerol sén de 10 g/L cada un, a partir d’una solucioé de glicerol 400
g/L. Per saber quant se n’ha de tirar es calcula els mL que han d’entrar dins el bioreactor i amb
la bomba peristaltica s’addicionen aquests mL al bioreactor. Per addicionar-los el software
Rosita permet posar un valor de cabal de la bomba i gracies a aixo es pot saber quants mL s’estan
addicionant al bioreactor.

El calcul es realitza sabent que es vol 10 g/L de glicerol en el bioreactor, i dins el bioreactor hi ha
1.5 L de medi. Per tant, es necessita addicionar 15 g de glicerol al bioreactor.

Sabent que el glicerol de I'ampolla de feeding esta a concentracié 400 g/L, s’haura d’afegir 37.5
mL de I'ampolla de feeding per obtenir 15 g de glicerol al bioreactor.
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La tercera addicié és un feeding constant a 0.3 mL/min de 'ampolla de feeding amb glicerol 400
g/L.

3.9.2 Glucosa afegida durant el fed-batch

Els dos primers polsos amb glucosa sén de 10g/L cada un, a partir d’una solucié de glucosa
400g/L. Per saber quant se n’ha de tirar es calcula els mL que han d’entrar dins el bioreactor i
amb la bomba peristaltica s’addicionen aquests mL al bioreactor. Per addicionar-los el software
Rosita permet posar un valor de cabal de la bomba i gracies a aixo es pot saber quants mL s’estan
addicionant al bioreactor.

El calcul es realitza sabent que es vol 10 g/L de glucosa en el bioreactor, i dins el bioreactor hi ha
1.5L de medi. Per tant, es necessita addicionar 15 g de glucosa al bioreactor. Sabent que la
glucosa de I'ampolla de feeding esta a concentracié 400 g/L, s’haura d’afegir 37.5 mL de
I'ampolla de feeding per tenir 15 g de glucosa al bioreactor.

La tercera addicié és un feeding exponencial amb una velocitat especifica de creixement de 0.03
h! de 'ampolla de feeding amb glucosa 400 g/L.

El feeding exponencial és calculat a partir de la férmula 10, on Q és el cabal a calcular, Qo el cabal
anterior, u la velocitat especifica de creixement i t el temps que ha passat entre Q i Q.

Q = Qo xe™" (o)

El software Rosita té aquesta equacio integrada en I'opcié de feeding exponencial i afegeix el
cabal corresponent en cada moment.

3.9.3 Metanol afegit durant el fed-batch

El primer pols amb metanol és d’1 g/L a partir d’'una solucié de metanol 400g/L. Per saber quant
se n’ha de tirar es calcula els mL que han d’entrar dins el bioreactor i amb la bomba peristaltica
s’addiciona aquests mL al bioreactor. Per addicionar-los el software Rosita permet posar un
valor de cabal de la bomba i gracies a aix0 es pot saber quants mL van a dins el bioreactor.

El calcul es realitza sabent que es vol 1 g/L de metanol en el bioreactor, i dins el bioreactor hi ha
1.5L de medi. Per tant, es necessita addicionar 1.5 g de metanol al bioreactor. Sabent que la
metanol de I'ampolla de feeding esta a concentracié 400 g/L, s’haura d’afegir 3.75 mL de
I'ampolla de feeding per tenir 1.5 g de metanol dins el bioreactor.

Els segon pols amb metanol és de 5 g/L a partir d’'una solucié de metanol 400g/L. S’afegiran
18.75 mL de I'ampolla de feeding.

Els tercer pols amb metanol és de 10 g/L a partir d’'una solucié de metanol 400g/L. S’afegiran
37.5 mL de I'ampolla de feeding.
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3.10 Cultius en continu

Un cop realitzats varis cultius fed-batch, s’inicien els cultius en continu. Aquests es basen en
I’entrada d’un cabal constant de medi per mantenir una p concreta en el cultiu mentre que a la
vegada esta sortint medi del bioreactor amb el mateix cabal.

El sistema esta format per una balanca on reposa un pyrex d’11 L amb el medi esteril pel continu.
Es programa un cabal al software Rosita per a que afegeixi una quantitat en g/min al brou de
cultiu. Una canula connectada a una bomba peristaltica amb un cabal superior al d’entrada que
extreu el medi per mantenir el volum de cultiu. Aquesta canula esta col-locada a 1 L del brou de
cultiu, per tant en condicions ideals el volum dins el bioreactor sera sempre de 1 L.

3.10.1 Calibracio de les bombes

Per calibrar les bombes s'utilitza una balanga i es mesura la quantitat de liquid transvasat en un
determinat periode de temps amb una potencia determinada. Aquest assaig es realitza amb
cada bomba utilitzant el tub de silicona amb el diametre adequat per a cada funcié. El
programa Rosita inclou una funcid per realitzar aquesta calibracid i on introduir les dades per

ajustar el rang de les bombes.

Es realitza la comparacié del pes afegit per la bomba peristaltica durant les 19 hores de prova
respecte el pes teoric calculat. El cabal inicial és de 1 g/min i a partir del feeding exponencial
amb p=0.07 h'%, ales 19 hores s’arriba a un cabal final de 3.84 g/min.

3.10.2 Calibracio de la canula i la balanga

La canula ha estat ajustada a I'altura adequada per mantenir el volum de treball dels cultius en
continu a1 L. Per calibrar I'algada de la canula s'han provat diferents altures de la canula omplint
el bioreactor amb 1.1 L d'aigua destil-lada i connectant el sistema d'extraccié de medi. Al cap de
19 hores de funcionament del sistema s'extreu |'aigua i es pesa per comprovar si el volum restant
és d'1 L considerant la densitat de I'aigua destil-lada 1 g/mL. Aquest procés s'ha repetit fins que
s'ha aconseguit mantenir el volum establea 1 L.

La canula ha estat marcada a l'altura adequada per mantenir un punt de referencia i s'ha
mesurat la part exterior de la canula amb un peu de rei per tenir dades en cas que la marca es
degradés.

3.10.3 Ajust del cabal per I'alimentacid en continu

Al laboratori es mesura de la densitat del medi de cultiu, aquesta densitat serveix per realitzar
els calculs de cabal a afegir en funcid de la p que es vulgui mantenir pel cultiu.

Q
D == (1
Vv
A partir de la férmula 11 es calcula el cabal en L/h que s'ha d'afegir per a una p concreta.
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Se sap que D =, per tant un cop decidida la u a afegir, es resol I'equacié tenint en compte que
el volum del cultiu és 1 L i s'obté el cabal en L/h. Aquest cabal és transformat a mL/min i
finalment a g/min, ja que sén les unitats que el programa Rosita accepta. Per aquesta Ultima
conversid és necessari saber la densitat del medi, que és 1.02 g/mL.

3.10.4 Estructura del cultiu en continu

L’estructura pel cultiu en continu realitzat és la seglient:
Clon utilitzat: P. pastoris X33 + pGAPZaA-YTEL #16
Volum del cultiu: 1 L

» Fase batch per assolir una quantitat de biomassa considerable.
» Dues condicions: dos cabals concrets per mantenir dues p.

o u=0.15h%Q=2.55g/L

o u=0.07h%Q=14g/L

Cada condicié del continu dura 5 temps de residéencia, que és el temps estandard en que el cultiu
es considera que ha tingut temps a estabilitzar-se. Un temps de residéncia és definit com el
temps que es tarda a canviar tot el medi inicialment contingut al reactor per medi nou afegit.
Per calcular quant dura un temps de residencia s’ha de fer la inversa de la D.

En la primera condicié un temps de residéncia dura: 1/0.15 h'! = 6.66 h. Per tant, 5 temps de
residéncia corresponen a 33.33 h. Es llavors quan es canvia de condicié.

En la segona condicid un temps de residéncia dura: 1/0.07 h™ = 14.29 h. Per tant, 5 temps de
residencia corresponen a 71.42 h.

3.11 Analisis de les mostres dels cultius

Amb la finalitat d'obtenir dades sobre la progressié dels cultius i poder-les comparar amb les
dades obtingudes de |'analitzador de gasos, es duen a terme diversos analisis partint de mostres
preses durant el cultiu.

Les mostres del brou de cultiu s’emmagatzemen en falcons de 15 mL. D’aquesta mostra 2 mL
son centrifugats i el sobrenedant es guardat en dos eppendorf de 1.5 mL. Aquestes mostres sén

congelades per al seu posterior analisi a -4 °C.

Els experiments realitzats son: seguiment de la densitat optica, assaig Bradford, gels SDS-PAGE
i assaig d'activitat enzimatica.
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3.11.1 Seguiment de la densitat optica (ODsoo) Off-line

Al llarg del desenvolupament dels cultius es prenen mostres per a poder seguir I'evoluciod de la
biomassa al llarg cultiu mitjancant técniques espectrofotometriques ja que la concentracié de
biomassa és proporcional a I'absorbancia. Les mostres sén analitzades a 600 nm utilitzant
I'espectrofotometre UV3100-PC de la marca VWR.

Els valors de ODsoo que s’obtenen durant la fase de creixement exponencial es transformen als
seus corresponents logaritmes neperians i linealitzats. Assumint una cinéetica de creixement
de Monod, el pendent resultant de la linealitzacié de les dades proporciona el valor de la taxa
maxima especifica de creixement (Lmax) per l'interval de temps graficat.

3.11.2 Assaig de determinacio de proteina total

Utilitzant plaques multiwell 96 es realitza la deteccié de proteina total del sobrenedant
centrifugat provenint del brou de cultiu. Mitjancant el reactiu de Bradford que s’ha diluit 1:5
amb aigua destil-lada per a poder ser llegit correctament per I'espectrofotometre, es
determinen diferents concentracions del sobrenedant per detectar la preséncia de proteina
total i quantificar-la. Es prepara una recta patré de concentracié de 2 g/L amb albiumina de
serum bovi (BSA) que és utilitzada en tots els assajos. La recta patré contempla diferents
concentracions d’albumina de serum bovi fetal, que va des de 0.2 g/L fins a 2 g/L. S’afegeix a
cada pou de la placa 7 uL de mostra + 200 pL de reactiu de Bradford diluit 1:5.[45]

La densitat optica de les mostres és detectada per I’equip Multiskan EX de Thermo Scientific a
595 nm.

3.11.3 Gels SDS-PAGE

Posterior a la confirmacié de la preséncia de proteina en el sobrenedant es procedeix a realitzar
un gel SDS-PAGE per confirmar la presencia de la proteina recombinant.

Es segueix el protocol estandard per realitzar aquest assaig. [46] (veure Annex A, Seccid 9.3, per
consultar el protocol d’electroforesi).

Els gels estan compostos per acrilamida al 10% en el running gel i al 4% en I'stacking gel. A cada
pou la capacitat maxima és de 20 uL, que seran separats en 10 pL de tampd reductor + 10 L de
mostra calculada i H,O destil-lada (fins arribar als 10 pL). Aquests 20 pL sén incubats a 95 2C
durant 10 minuts seguint el protocol d’electroforesi. [46] Tots els gels segueixen el mateix patro:
per cada cultiu es realitzen dos gels, el primer conté quatre carrils amb 6 pL de volum de mostra
i els altres quatre carrils amb 3 pL de mostra. El segon gel conté quatre carrils amb 0.5 pg de
proteina i quatre carrils més amb 1 ug de proteina. Els pL a afegir es calculen a partir de la
concentracié de proteina obtinguda a |‘assaig de determinacié de proteina total. A tots dos gels
s’afegeix al primer carril 20 pL del marcador de pes comercial BioRad Precision Plus Protein™.
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Les cubetes d’electroforesi utilitzades sén les estandard de BioRad. Un cop s’afegeix el tampod
d’electroforesi i els gels, es fa correr els gels durant 45 minuts aproximadament i llavors
s’extreuen els gels per a la posterior tincid d’aquests. [46] (veure Annex A, Seccié 9.4, per
consultar el protocol de tincio).

Bibliograficament la proteina té un pes de 37 kDa, no es posa referencia ja que es confidencial.
Comparant les bandes resultants amb el marcador de pes comercial BioRad Precision Plus
Protein™ es determina la preséncia especifica de la proteina Ytel.

3.11.4 Assaig d’activitat enzimatica

Posteriorment a la deteccid de la nostra proteina d'interés mitjangant el gel SDS-Page es realitza
la quantificacid especifica de la proteina d'interés mitjangant un assaig d'activitat enzimatica.

Aguest assaig consisteix en la transformacid del p-nitrophenyl ester (substrat) per part de I'enzim
Ytel en p-nitrophenol (producte) que genera color groc i pot ser monitoritzat per técniques
espectrofotomeétriques (veure figura 9). El p-nitrophenyl! ester s’ha de conservar a -20 2C ja que
sind es degrada i perd la seva funcid.

L'assaig es duu a terme a 372C barrejant 980 puL de tampd: tampd fosfat (ph 7, 50 mM) + Triton
X-100 (0.32 % (w/v)) + p-nitrophenyl ester (1ImM), amb 20 pL de mostra. Per |’assaig es llegeix
I"absorbancia al llarg de 3 minuts a 348 nm des de l'inici de la reaccid, ja que el p-nitrophenol és
un cromofor I'absorbancia maxima del qual es troba a 348 nm. Utilitzant el software en linia UV-
VIS analyst incorporat a |'espectrofotometre UV3100-PC es pot seguir I'augment de la densitat
optica causat per I'aparicid del producte al llarg de 3 minuts.
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Figura 9: Representacio grafica del canvi de color durant I'assaig enzimatic i base molecular d'aquest assaig.
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3.12 Metodes de monitrotizacido On-line

Durant els cultius en bioreactor s’han obtingut dades de I'analitzador de gasos i de les mostres
gue s’han anat prenent durant el cultiu. Aquests métodes permeten observar la taxa maxima
especifica de creixement (Umax) durant el batch de cada cultiu. Posteriorment es comparen els
dos métodes per saber si I'analitzador de gasos proporciona valors fiables per calcular la
velocitat especifica de creixement de qualsevol moment del cultiu. En els cultius que es realitzen
es compara només el moment de fase exponencial del batch ja que és el moment d’on es tenen
mostres.

3.12.1 Analitzador de gasos

L’analitzador de gasos llegeix els parametres respiratoris del cultiu: CO,, O,, RQ, OUR i CER. Amb
el CO; es pot veure en directe com la poblacid cel-lular creix, ja que al créixer respiren més i per
tant produeixen més CO..

Un cop obtinguts els valors de cada parametre respiratori, es tracten les dades de CO; per poder
obtenir la velocitat especifica de creixement de la fase batch per cada cultiu i pels polsos.

Els valors del percentatge del CO, durant la fase de creixement exponencial es transformen als
seus corresponents logaritmes neperians per a ser linealitzats. Assumint una cinetica de
creixement de Monod el pendent resultant de la linealitzacid de les dades proporciona el valor
de la taxa especifica de creixement (u) per I'interval de temps graficat.

Amb I'analitzador de gasos també es tracten les dades d’RQ, OUR i CER. El que es fa és graficar
aquests parametres respecte al temps per comprovar poder extreure informacid rellevant del
cultiu.

3.12.2 Comparacio entre els metodes On-line i Off-line

Després d’obtenir les velocitats especifiques de creixement durant la fase exponencial del batch,
es compara les tmax €n el mateix interval de temps pels dos métodes (On-line i Off-line).

El procediment és graficar els logaritmes neperians de cada metode durant el mateix interval de
temps de la fase batch. Seguidament s’extreuen les equacions de cada recta on la pendent
representa la velocitat especifica de creixement. En el métode On-line es realitzara la grafica del
logaritme pel percentatge de CO,, i en el metode Off-line es realitzara la grafica del logaritme
per les dades de densitat optica.

3.13 Neteja del bioreactor

Un cop acabat el cultiu la cuba del bioreactor és netejada. El brou de cultiu és descartat i sera
posteriorment tractat com un residu. Per la neteja de la cuba s'utilitza aigua destil-lada. Cal
remarcar que no s'utilitzen detergents, ja que les restes d'aquests interfereixen en el creixement
cel-lular i generen escumes.
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La tapa del bioreactor és netejada per separat, cal prestar atencid en els punts de neteja
complicats com sén les pales del impeller, els baffles, la molla del motor i la sortida d'aire. Tots
els periferics son desmuntats i netejats amb aigua destil-lada per separat. Els tubs de silicona
son netejats amb aigua d'estilada a pressio i assecats amb I'ajuda d'una xeringa.

Les sondes sén netejades amb aigua destil-lada i posteriorment assecades amb paper de
laboratori. Un cop seques sén desades en les fundes protectores.

3.14 Tractament dels residus generats

El brou de cultiu dels cultius 1 i 2 és emmagatzemat en garrafes de 5 litres i posteriorment
entregat a I'empresa Bionet per al seu Us en experiments de filtracié tangencial. Els brous de
cultiu de la resta de cultius son emmagatzemats en ampolles pyrex d'un litre i posteriorment
autoclavades.

L'aigua destil-lada utilitzada pel rentatge del bioreactor es deixa reposar en vasos de precipitat
de 5 litres amb lleixiu i es disposa posteriorment. Si l'aigua destil-lada conté agregats de
biomassa considerables, s'emmagatzema en ampolles pyrex d'un litre i posteriorment
s'autoclava.

En cas que sobri medi de cultiu aquest és afegit a la fraccido de brou de cultiu i s'autoclava
conjuntament.
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4. Resultats

4.1 Cinetiques de creixement

Amb I'objectiu de poder controlar els timings del cultiu es realitzen cinétiques de creixement
dels criostocks preparats per tal d’inocular el bioreactor quan el cultiu en shake flask es trobi en
fase exponencial. D’aquesta manera, s’intenta reduir la fase de laténcia un cop s’inocula el
fermentador i aixi es guanya precisié en els calculs que permeten determinar la durada de la
fase batch. Aquests timings seran importants per organitzar properes fases del cultiu ja siguin
en mode fed-batch o quimiostat.

4.1.1 Clon constutiu GAP #16

Els resultats pel clon #16 son els seglients (la taula de valors es troba a I'annex B subindex 10.1):

Tenint en compte que es coneix que la fase exponencial en cultius en YPG de P. pastoris arriba
fins a ODego al voltant de 20, aquests resultats permetran estimar la quantitat de criostock que
s’ha d’inocular als cultius de pre-inocul perque aquests estiguin en plena fase exponencial en el
temps desitjat.
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Figura 10: Grafica de la cinética de creixement del clon #16.
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4.1.2 Clon induible per metanol AOX1#13

Guiats per la cinétiques del clon constitutiu #16, només s’inocula un erlenmeyer amb 25 pL.

25 pl de la #13
12

10

Absorbancia (600 nm)

19 20 21 22 23 24 25 26

Temps

@25 uldela #13

Figura 11: Grafica de la cinética de creixement del clon #13.

L’erlenmeyer inoculat amb 25 pL del criostock arriba a fase exponencial a les 25 h. (la taula es
troba a I'annex B subindex 10.2)
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4.2 Cultiu fed-batch 1: Bacth Glicerol + Fed-batch Glicerol

El primer cultiu es va realitzar amb glicerol com a font de carboni ja que és la més habitual per
la fase batch en cultius de Pichia. [28]

4.2.1 Condicions del cultiu

En la grafica que s’observa a continuacié (figura 12) hi ha tots els parametres del cultiu que es
van monitoritzar. En aquest cas s’inclouen tots els parametres en una sola figura ja que no es va
poder desar les dades del cultiu per al posterior tractament d’aquestes a causa d’un error técnic.

AGITATION rpm

"
‘, m,'lh by
I

Figura 12: Parametres d’analisi de les condicions del cultiu 1.

El pH (linia blau fluix) i la temperatura (TEMPERATURE C, linia verda) sén parametres que s’han
pogut mantenir constants al llarg del cultiu. A la figura 12 s’observa com el pH es manté a 6
mentre que la temperatura es manté a 252C. L’agitacié (AGITATION rpm, linia turquesa) es
manté a 900 rpm constant fins que a les 20 hores de cultiu s"augmenten les rpm a 1200 per tal
de baixar el nivell d’espuma del bioreactor (es pot veure el pic d’augment a la rodona 1) i
augmentar la transferéncia d’oxigen al medi de cultiu. Les 1200 rpm es mantenen constants fins
al final del cultiu.

El pO; (DO%) (linia blau fort) durant la fase batch disminueix exponencialment. Durant aquesta
fase hi ha pics de disminucié del pO; (rodona 2) que corresponen a I’addicié d’antiespumant. A
les 20 hores de cultiu, hi ha un pic d’augment de pO, (rodona 3) corresponent a la pujada
d’agitacié de 900 a 1200 rpm. A les 21.5 hores de cultiu el batch finalitza i es veu un pic on
augmenta el pO; (rodona 4). A les 22 hores de cultiu s’afegeix el primer pols de glicerol i es veu
un pic on disminueix el pO, (rodona 4). A les 23.5 hores de cultiu hi ha un pic d’augment de pO,
(rodona 5) que indica la fi del pols. A les 25 hores de cultiu hi ha un pic de disminucié del pO,
(rodona 5) corresponent a I'addicié del segon pols. A les 26 hores de cultiu hi ha un pic
d’augment de pO, (rodona 6) que indica la fi del segon pols. A les 28 hores de cultiu hi ha un
ultim pic de disminucié del pO, (rodona 6) que correspon a I'addicié de I’Gltim pols.
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Finalment, s’estabilitza la disminucié de pO, (rodona 7) al final del cultiu degut I'addicié de
substrat de forma constant (0.3 mL/min).

4.2.2 Parametres respiratoris

Durant el cultiu s’enregistren els parametres respiratoris més importants com sén el CO, i I'O..

Fase Batch Pols1 | Pols2 Addicié 3

g s o2 %
bB 02 %|

Figura 13: Parametres respiratoris principals (02 i CO>).

Durant la fase batch el CO; augmenta i I’O; baixa exponencialment. Quan aquesta fase s’acaba
a les 21.5 hores de cultiu, hi ha un pic de disminucié del CO; i augment d’O..

A les 22 hores de cultiu s’addiciona el primer pols de 10 g/L de glicerol. En aguest moment, de
nou, el CO, augmenta mentre que I’O; disminueix. A les 23.5 hores de cultiu, el CO; baixa i 'O,

puja.

A les 25 hores de cultiu s’afegeix el segon pols de 10 g/L de glicerol. En aguest moment el CO,
augmenta mentre que 'O, disminueix. A les 26 hores hi ha un pic de disminucié en el CO; i
augment en |'O..

Finalment, a les 28 hores de cultiu, es realitza la tercera addicid de substrat amb cabal de feeding
constant a 0.3 mL/min. S’aprecia un augment de CO, i una disminucié de O, constant.

Amb les dades de CO, i O, obtingudes, es calcula I'RQ, 'OUR i el CER.

g5 o2 %}
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Figura 14: Parametres respiratoris del cultiu 1.
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L'OUR i el CER segueixen la mateixa tendéncia que el CO,. L'RQ té un comportament logic al llarg
del cultiu considerant els valors de CER i OUR.

4.2.3 Analisi de parametres off-line del cultiu

Un cop realitzat I'assaig de determinacié de proteina total i I'assaig d’activitat enzimatica del
primer cultiu, es fa la grafica de les dades obtingudes en aquests dos assajos juntament amb les
dades de la densitat optica. (Figura 15)
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Figura 15: Representacio grafica de I'activitat enzimatica, la OD i la proteina total del cultiu 1.

S’observa un perfil ascendent en la ODggo degut a l'increment de biomassa del cultiu. Entre la
mostra 3 i la 4 no es van poder prendre mostres ja que va ser durant la nit. No obstant, la
planificacié correcta del cultiu va permetre poder caracteritzar la fase final de la cinetica del
batch. A les 21.5 hores, moment en que acaba la fase de cultiu batch, la ODggo és de 56.5. A les
41.5 hores el cultiu finalitza, és en aquest punt on la ODego és de 151 després que el cultiu hagi
consumit tot el glicerol afegit durant el fed-batch. (visitar I'annex B apartat 10.3 per veure la
taula de ODgoo pel cultiu 1)

S’ observa que la quantitat de proteina total augmenta al llarg del cultiu. En el punt final de la
base de batch la concentracié de proteina total és de 0.21 g/L, mentre que al final del cultiu
assoleix una concentracié de 0.5 g/L. (visitar 'annex B apartat 10.3 per veure la taula de
quantitat de proteina total pel cultiu 1)

L'activitat enzimatica augmenta directament proporcional a la quantitat de proteina total.
(visitar I’annex B apartat 10.3 per veure la taula d’ activitat enzimatica pel cultiu 1)
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4.2.4 Gels d’electroforesi SDS — PAGE

Es realitzen els gels d’electroforesi per comprovar que la proteina Ytel és expressada i secretada
al brou de cultiu correctament. La proteina Ytel té un pes molecular aproximadament de 37
kDa.

Gell

En el primer i Gltim carril es troba el marcador de pes comercial BioRad Precision Plus Protein™.
Després del primer carril hi ha 3 mostres de la fase Batch del cultiu corresponents a les 17.5 h,
20.5 hi 21.5 h de cultiu. En el cinqué carril del gel s’hi troba la mostra final dels polsos, que és
presa a les 41.5 hores de cultiu. En els 4 carrils posteriors s’hi troben les mateixes mostres pero
hi ha més volum de cadascuna. Del carril 2 al 5 s’hi ha afegit 3 ul de cada mostra i del carril 6 al
9 s’hi ha afegit 6 pl de cada mostra.

3wl 3pl 3w 3p 6pl 6u el 6l
kba MWM 17.5h 20.5h21.5h 41.5h 17.5 h 20.5h 215 h 41.5h MWM
250~
150 ~
100~
75~

50~

37~

Figura 16: Gel I'electroforesi 1 del cultiu 1.

Gel 2

En el primer i ultim carril s’hi troba el marcador de pes comercial BioRad Precision Plus Protein™.
Després del primer carril hi ha 3 mostres de la fase Batch del cultiu corresponents a les 17.5 h,
20.5 hi 21.5 h de cultiu. En el cinque carril del gel s’hi troba la mostra final dels polsos, que és
presa a les 41.5 hores de cultiu. En els 4 carrils posteriors s’hi troben les mateixes mostres perd
menys concentrades. Del carril 2 al 5 s’hi ha afegit 1 ug de proteina de cada mostra i del carril 6
al 9 s’hi ha afegit 0.5 pug de proteina de cada mostra. Calculs realitzats a partir de I'analisi de
Bradford.

lpug 1pg 1pg 1pug 0.5ug 0.5ug 0.5pg 0.5 pg

kba MWM 17.5h 20.5h21.5h41.5h17.5h 20.5h 21.5 h41.5 h MWM
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Figura 17: Gel d’electroforesi 2 del cultiu 1.
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4.3 Cultiu fed-batch 2: Batch Glucosa + Fed-batch Glucosa

El segon cultiu es va realitzar amb glucosa com a font de carboni per tal de comparar les
possibles diferencies respecte a I'Us de glicerol. En aquest cultiu es va produir un error
operacional durant la implementacié del perfil d’addicié exponencial de substrat fet que va
portar a obtenir resultats no significatius al final del cultiu. No obstant, els resultats de les fases
anteriors si que es consideren d’interes.

4.3.1 Condicions del cultiu

S’analitzen els parametres generals del cultiu realitzat, els quals sén el pH, la temperatura,
I'agitacid i el pO,.
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Figura 18: Condicions generals del cultiu 2.

El pH i la Temperatura sén parametres que s’"han mantingut constants. Com es pot observar a
la figura 18 el cultiu es manté constant a pH 6 mentre que la temperatura es manté constant a
25 °C. L’agitacié es manté a 900 rpm constant fins que a les 24 hores de cultiu s’augmenten les
rpm a 1200 per tal de disminuir el nivell d’espuma del bioreactor i augmentar la transferencia
d’oxigen al medi de cultiu. Les 1200 rpm es mantenen constants fins al final del cultiu.

El pO2 disminueix exponencialment fins les 20 hores. De les 20 ales 24 hores de cultiu es
comenca a estabilitzar el valor de pO, comporten de forma anomala (canvi metabolic observat
en creixement sobre glucosa). A les 24 hores de cultiu la fase batch finalitza i augmenta I'oxigen
dissolt. A les 28 hores de cultiu s’afegeix el primer pols de glucosa, disminueix el pO, degut al
consum d’aquesta. A les 28.8 hores de cultiu hi ha un pic d’augment de pO, que indica la fi del
substrat del pols. A les 30 hores de cultiu hi ha un pic de disminucié del pO, corresponent a
I’addicié del segon pols. A les 31 hores de cultiu hi ha un pic d’augment de pO; que indica la fi
del substrat del segon pols. A les 33 hores de cultiu hi ha un altim pic de disminucié del pO, que
correspon a 'addicié del feeding exponencial per u=0.3 h%.
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4.3.2 Analisi dels parametres respiratoris

Durant el cultiu s’enregistren els parametres respiratoris més importants com sén el CO, i I'O..
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Figura 19: Parametres respiratoris principals (COz i Oz) del cultiu 2.

Durant la fase batch el CO; augmenta i I’O; baixa exponencialment. Quan aquesta fase s’acaba
a les 24 hores de cultiu, hi ha un pic de disminucié del CO, i augment d’O,. Entre les 20 i les 27
hores I'O i el CO, es comporten de forma inesperada degut a I'efecte Crabtree.

A les 28 hores de cultiu s’addiciona el primer pols de 10 g/L de glucosa. En aquest moment el
CO; augmenta mentre que I'0O; disminueix. A les 28.8 hores de cultiu, el CO; baixa i I'O; puja.

A les 30 hores de cultiu s’afegeix el segon pols de 10 g/L de glucosa. En aquest moment el CO,
augmenta mentre que 'O, disminueix. A les 31 hores hi ha un pic de disminucié en el CO; i
augment en |'O..

Finalment, a les 33 hores de cultiu es realitza el feeding exponencial a p=0.3 h™’. S’estableix una
tendéncia creixent per al CO; i decreixent per a I'O..

42



Amb les dades de CO, i O, obtingudes, es calcula I'RQ, I'OUR i el CER.
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Figura 20: Parametres respiratoris derivats (RQ, OUR i CER) del cultiu 2.

L'OUR i el CER es comporten de forma anomala a causa de I'aparicié de I'efecte Crabtree del
consum de metabolits secundaris. L'RQ té un comportament logic al llarg del cultiu considerant

gue esta obtingut a partir dels valors de CER i OUR.
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4.3.3 Analisi de parametres off-line del cultiu

Un cop realitzat I'assaig de determinacié de proteina total i I'assaig d’activitat enzimatica pel
segon cultiu, es fa la grafica de les dades obtingudes en aquests dos assajos juntament amb les
dades de la ODggo referent a la concentracié de biomassa (figura 21).
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Figura 21: Representacio grafica de I’activitat enzimatica, la OD i la proteina total del cultiu 2.

S’observa |'evolucid esperada en la ODgoo per I'increment de biomassa del cultiu. A les 24 hores,
moment en qué acaba la fase de cultiu batch, la densitat optica és de 39. A les 43.25 hores el
cultiu finalitza, és en aquest punt on la densitat optica arriba a 151. (visitar 'annex B apartat
10.4 per veure la taula d’ODgqo pel cultiu 2)

S’observa que la quantitat de proteina total augmenta al llarg del cultiu. En el punt final de la
fase de batch la concentracié de proteina total és de 0.16 g/L, mentre que al final del cultiu
assoleix una concentracié de 0.174 g/L. (visitar 'annex B apartat 10.4 per veure la taula de
quantitat de proteina total pel cultiu 2)

L'activitat enzimatica augmenta directament proporcional a la quantitat de proteina total.
(visitar I’annex B apartat 10.4 per veure la taula d’ activitat enzimatica pel cultiu 2)

En aquest cultiu va haver una acumulacié molt important d’escumes al cultiu que va fer que el
brou arribés a sortir del reactor per la sortida del condensador durant la segona nit del cultiu
(abans de les 40h). Aquesta acumulacié d’escumes juntament amb la tendéncia de les lipases i
esterases de trobar-se en les escumes, fan que els resultats de proteina al final del cultiu no
siguin representatius.
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4.3.4 Gels d’electroforesi SDS — PAGE

Es realitzen els gels d’electroforesi per comprovar que la proteina Ytel és expressada
correctament. La proteina Ytel té un pes molecular aproximadament de 37 kDa.

Gel 1l

En el primer carril s’hi troba el marcador de pes comercial BioRad Precision Plus Protein™,
Seguidament hi ha 3 mostres de la fase Batch del cultiu corresponents ales 19 h, 21 hi23 h de
cultiu. En el cinqué carril del gel s’hi troba la mostra final dels polsos, que és presa a les 43.25
hores de cultiu. En els 4 carrils posteriors s’hi troben les mateixes mostres pero hi ha més volum
de cadascuna. Del carril 2 al 5 s’hi ha afegit 3 puL de cada mostra, i del carril 6 al 9 s’hi ha afegit 6
uL de cada mostra.
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Figura 22: Gel d’electroforesi 1 del cultiu 2.
Gel 2

En el primer carril s’hi troba el marcador de pes comercial BioRad Precision Plus Protein™,
Després del primer carril hi ha 3 mostres de la fase Batch del cultiu corresponents a les 19 h, 21
hi23 h. En el cinque carril del gel s’hi troba la mostra final dels polsos, que és presa a les 43.25
hores de cultiu. En els 4 carrils posteriors s’hi troben les mateixes mostres perd menys
concentrades. Del carril 2 al 5 s’hi ha afegit 1 ug de proteina de cada mostra, i del carril 6 al 9
s’hi ha afegit 0.5 ug de proteina de cada mostra.
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Figura 23: Gel d’electroforesi 2 del cultiu 2.
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4.4 Cultiu fed-batch 3: Batch Glucosa + Fed-batch Glucosa

Tenint en compte el problema operacional observat al segon cultiu, el tercer cultiu es va realitzar
també amb glucosa com a font de carboni per tal de comparar les possibles diferéncies respecte
a I’ts de glicerol.

4.4.1 Condicions del cultiu

En primer lloc s'analitzen les condicions generals de cultiu com sén el pH, la temperatura,
I'agitacid i el pO,.
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Figura 24: Condicions generals del cultiu 3.

El pH i la Temperatura sén parametres mantinguts constants al llarg del cultiu. Com es pot
observar a la figura 24 el cultiu es manté constant a pH 6 mentre que la temperatura es manté
constant a 25 °C. L'agitacié es manté constant a 900 rpm fins que a les 23 hores la velocitat és
disminuida a 800 rpm amb |'objectiu de baixar el nivell d'espuma del bioreactor. En aquest cas
no es va decidir pujar com als casos anteriors perqué no hi havia la necessitat d’augmentar la
transferéncia d’oxigen. A les 31 hores de cultiu es disminueix la velocitat fins a les 600 rpm amb
I'objectiu de baixar el nivell d'espuma del bioreactor. A les 34.5 hores, despres de variar la
velocitat per comprovar el comportament de I'espuma, s'augmenta la velocitat d'agitacid fins a
les 750 rpm per a mantenir estable el nivell d'oxigen dissolt (pO,).

Durant la fase de cultiu batch el pO, tendeix a disminuir de forma exponencial. Aquesta
tendeéencia acaba a les 23 hores. Entre les 23 i les 25 hores el pO; es comporta de forma anomala
a causa del consum de metabolits secundaris. A partir de les 25 hores el pO; augmenta indicant
el final del consum d'aquests metabolits secundaris i seguidament disminueix a causa de
I'addicié de substrat del primer pols. Entre les 25.5 i les 27.6 hores el pO; es manté baix a causa
de I'activitat metabolica. A partir de les 27.6 hores el pO; augmenta indicant el final del consum
del primer pols, seguidament disminueix a causa de I'addicié de substrat del tercer pols. A partir
de les 32 hores el pO; s'estabilitza a causa de I'addicié constant de medi.
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4.4.2 Parametres respiratoris

Durant el cultiu s’enregistren els parametres respiratoris més importants com sén el CO, i I'O,.
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Figura 25: Parametres respiratoris principals (COz i Oz) del cultiu 3.

Durant la fase batch el CO; augmenta i I'O, baixa exponencialment. Quan aquesta fase s’acaba
a les 25 hores de cultiu, hi ha un pic de disminucié del CO; i augment d’O,. Entre les 23 i les 25
hores I’O i el CO, amb una dinamica diferent a la de la resta del batch per 'efecte Crabtree.

A les 25.5 hores de cultiu s’addiciona el primer pols de 10 g/L de glucosa. En aquest moment el
CO; augmenta mentre que I'0O; disminueix. A les 27.6 hores de cultiu, el CO; baixa i I'O; puja.

A les 27.8 hores de cultiu s’afegeix el segon pols de 10 g/L de glucosa. En aquest moment el CO,
augmenta mentre que 'O, disminueix. A les 29 hores hi ha un pic de disminucié en el CO; i
augment en |'O..

Finalment, a les 32 hores de cultiu, es realitza el feeding exponencial a p=0.03 h. S’estableix
una tendencia creixent per al CO; i decreixent per a I'O,.
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Amb les dades de CO, i O, obtingudes, es calcula I'RQ, I'OUR i el CER.
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Figura 26: Parametres respiratoris derivats (RQ, OUR i CER).

L'OUR i el CER segueixen la mateixa tendéncia que el CO; en condicions normals. Com es pot
veure en la zona 1 designada en la figura 26 el CER segueix augmentant mentre que I'OUR es
manté estable. La diferéncia indica que s'esta generant més CO, mentre que el consum d'oxigen
es manté constant. Aquest fenomen es coneix amb el nom de Crabtree effect. L'efecte també
va poder ser observat pero amb menys claredat al cultiu 2.
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4.4.3 Analisi de parametres off-line del cultiu

Utilitzant les dades de I'assaig de determinacid de proteina total i I'assaig d'activitat enzimatica
s'obté I'evolucid de la concentracié de producte al llarg del temps de cultiu juntament amb la
biomassa. (Figura 27)
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Figura 27: Representacio grafica de I'activitat enzimatica, la OD i la proteina total del cultiu 3.

S’observa una tendéncia positiva en I'evolucié de la ODggo deguda a I'increment de biomassa del
cultiu. A les 23 hores, moment en que acaba la fase de cultiu batch, la densitat optica és de 53. A
les 40 hores el cultiu finalitza, és en aquest punt on la densitat optica arriba a 124. La densitat
optica final no és similar a la densitat optica del cultiu anterior, que arriba fins a 151.(visitar
I’'annex B apartat 10.5 per veure la taula d’ODeoo pel cultiu 3)

S’observa que la quantitat de proteina total augmenta al llarg del cultiu. En el punt final de la
base de batch la concentracié de proteina total és de 0.042 g/L, mentre que al final del cultiu
assoleix una concentracié de 0.13 g/L. (visitar I'annex B apartat 10.5 per veure la taula de
quantitat de proteina total pel cultiu 3)

L'activitat enzimatica augmenta directament proporcional a la quantitat de proteina total.
(visitar I'annex B apartat 10.5 per veure la taula d’ activitat enzimatica pel cultiu 3)
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4.4.4 Gels d’electroforesi SDS — PAGE

Es realitzen els gels d’electroforesi per comprovar que la proteina Ytel és expressada
correctament. La proteina Ytel té un pes molecular aproximadament de 37 kDa.

Gel 1l

En el primer carril s’hi troba el marcador de pes comercial BioRad Precision Plus Protein™.
Després del primer carril hi ha 2 mostres de la fase batch del cultiu corresponents a les 21 i 23
hores de cultiu. En el quart i cinqué carril del gel s’hi troben les mostres del final dels polsos, que
son preses a les 43145 hores de cultiu. En els 4 carrils posteriors s’hi troben les mateixes mostres
pero hi ha més volum de cadascuna. Del carril 2 al 5 s’hi ha afegit 3 pL de cada mostra, i del carril
6 al 9 s’hi ha afegit 6 pL de cada mostra.
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Figura 28: Gel d’electroforesi 1 del cultiu 3.

Gel 2

En el primer carril s’hi troba el marcador de pes comercial BioRad Precision Plus Protein™,
Després del primer carril hi ha 2 mostres de la fase batch del cultiu corresponents a les 21 i 23
hores de cultiu. En el quart i cinqué carril del gel s’hi troben les mostres del final dels polsos, que
son preses a les 43145 hores de cultiu. En els 4 carrils posteriors s’hi troben les mateixes mostres
perd més concentrades. Del carril 2 al 5 s’hi ha afegit 0.5 ug de proteina de cada mostra, i del
carril 6 al 9 s’hi ha afegit 0.75 ug de proteina de cada mostra.
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Figura 29: Gel d’electroforesi 2 del cultiu 3.



4.5 Cultiu fed-batch 4: Batch Glicerol + Fed-batch Metanol

En aquest cas es va realitzar un cultiu amb la soca #13 on I'expressié recombinant és regulada
pel promotor del gen AOX1 per provar les diferéncies fisiologiques de creixement sobre metanol
i la produccid de la soca sota en aquest substrat.

En aquest cas es va cometre |'error experimental de no afegir la biotina + sals traca al principi
del cultiu i aixo va provocar que el cultiu durés 10 hores més del que es va calcular que duraria.

4.5.1 Condicions del cultiu

En primer lloc s'analitzen les condicions de cultiu com sén el pH, la temperatura, I'agitacié i
el p0,.
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Figura 30: condicions generals del cultiu 4.

El pH i la Temperatura son parametres mantinguts constants. Com s’observa a la figura 30 el
cultiu es manté practicament constant a pH 6 mentre que la temperatura es manté constant a
25 °C. Com a conseqiiencia que P. pastoris produeix certs acids associats al creixement, cal afegir
base al cultiu per mantenir aquest pH constant. Aquest parametre també ens serveix com a
indicador indirecte del creixement del cultiu. En cultius anteriors no s’ha pogut presentar
I’evolucié d’aquest parametre per limitacions amb el software. En alguns moments no hi ha
creixement significatiu de la biomassa i el consum d’aquests acids pot ser que el pH presenti
petits augments. L'agitacié es manté constant a 900 rpm fins que a les 45 h s'augmenta a
1200 rpm amb I'objectiu de baixar el nivell d'espuma i augmentar I'oxigen dissolt.

El pO, disminueix de forma poc significativa durant les primeres 22.8 hores de cultiu a causa de
la falta de biotina i sals traca, és llavors quan s’afegeixen els dos components restants del medi.
Durant la fase de cultiu batch el pO, disminueix de forma exponencial. Aquesta tendencia
acaba a les 34 hores on augmenta de forma significativa indicant el final del consum de substrat
i per tant de la fase batch. A les 36 hores s'observa una disminucié del pO, causada per I'addicié
del primer pols de metanol d'1 g/L. Aquest pols acaba a les 37 hores.
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A les 40 hores s'observa una disminucid del pO, causada per I'addicié del segon pols de metanol
de 5 g/L. Aquest pols acaba a les 40.5 hores. A les 45 hores s'observa una disminucié del pO,
causada per I'addicio del tercer pols de metanol de 10 g/L. Aquest pols acaba a les 45.5 hores.

4.5.2 Parametres respiratoris

Durant el cultiu es monitoritzen els parametres respiratoris.
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Figura 31: Parametres respiratoris principals (COz i O2) del cultiu 4.

Durant la fase batch el CO, augmenta i I'O, baixa de forma poc significativa durant les
primeres 22.8 hores de cultiu degut a la falta de sals traca i biotina. A partir de llavors el CO,
augmenta i I'O; baixa de forma exponencial fins les 34 hores de cultiu degut a que el cultiu ja
pot créixer correctament. Es en aquest moment que hi ha un pic de disminucié del CO, i augment
d’O,. A les 33.2 hores de cultiu hi ha una baixada d’oxigen i un augment de CO2 sobtat. Aquest
fet és degut a que es va canviar el valor d’aeracié de 2 L/min a 1.5 L/min.

A les 36 hores de cultiu s’addiciona el primer pols de metanol 1 g/L. En aquest moment el CO,
augmenta mentre que I'O; disminueix. A les 37 hores de cultiu, el CO; baixa i I'O; puja.

A les 40 hores de cultiu s’afegeix el segon pols de metanol 5 g/L. En aquest moment el CO,
augmenta mentre que I'O, disminueix. A les 40.5 hores hi ha un pic de disminucié en el CO; i
augment en |'O..

Finalment, a les 45 hores de cultiu, es realitza el tercer pols de metanol 10 g/L. moment el CO,
augmenta mentre que I'O; disminueix. A les 45.5 hores de cultiu, el CO; baixa i I'O; puja.
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Amb les dades de CO, i O, obtingudes, es calcula I'RQ, I'OUR i el CER.
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Figura 32: Parametres respiratoris derivats (RQ, OUR i CER).

L'OUR i el CER segueixen la mateixa tendéncia que el CO,. Com es pot veure en les zones 1i 2
designades en la figura 32, I'OUR presenta un augment sobtat que després va disminuint mentre
gue I'CER es manté estable. Aquesta diferéencia indica que s'esta consumint O, en major mesura
respecte al CO; que es genera. Aquest fenomen encaixa amb la informacid bibliografica
disponible sobre I'augment del consum d'O; provocat per I'is de metanol com a substrat. [35]
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4.5.3 Analisi de parametres off-line del cultiu

En la realitzacié de I'assaig de determinacié de proteina total no es detecta proteina de forma
significativa en el sobrenedant del cultiu. Els valors obtinguts suggereixen que no es produeix
proteina recombinant durant el cultiu, tal i com es mostra a la figura 33 (visitar I'annex B apartat
10.6 per veure la taula de quantitat de proteina total pel cultiu 4). Es realitza I'assaig enzimatic
per la dltima mostra del cultiu amb I'objectiu de confirmar els resultats de |'assaig de proteina
total. (visitar 'annex B apartat 10.8 per veure la figura corresponen a I'assaig enzimatic de la
ultima mostra del cultiu 4)

S’observa una tendéncia positiva en I'evolucid de la ODggo deguda a l'increment de biomassa del
cultiu. A les 45.5 hores, quan el cultiu finalitza, la densitat optica és de 83.2. (visitar 'annex B
apartat 10.6 per veure la taula d’ODgoo pel cultiu 4).
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Figura 33: Parametres off-line del cultiu 4.
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4.6 Cultiu fed-batch 5: Batch Glicerol + Fed-batch Metanol

Aquest cultiu realitzat amb la soca on I'expressié recombinant regulada pel promotor del gen
AOX1 es va repetir per tal de veure si I'efecte de la no addicié de biotina i sals traga havia
provocat un impacte en el cultiu que hagués impedit que aquest després es pogués
desenvolupar correctament.

4.6.1 Condicions del cultiu
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Figura 34: Condicions generals del cultiu 5.

El pH i la Temperatura sén parametres mantinguts de forma constants. Com es pot observar a
la figura 34 el cultiu es manté practicament constant a pH 6 mentre que la temperatura es manté
constant a 25 °C. L'augment de pH correspon al consum d’acids que produeix P. Pastoris quan
creix. L’agitacié es manté constant a 900 rpm fins que a les 21 hores de cultiu s’Taugmenta a 1200
rpm amb I'objectiu d’augmentar la transferencia d’oxigen al medi de cultiu.

Durant la fase de cultiu batch el pO, disminueix de forma exponencial. Aquesta tendéncia acaba
ales 22.2 h on augmenta de forma significativa indicant el final del consum de substrat i per tant
de la fase batch. A les 24.2 h s'observa una disminucié del pO, causada per I'addicié del primer
pols de metanol d'1 g/L. Aquest pols acaba a les 26.7 h.

A les 28.7 h s'observa una disminucid del pO2 causada per I'addicié del segon pols de metanol
de 5 g/L. Immediatament després el pO2 augmenta de forma significativa. Aquest fenomen
sembla indicar que no hi ha activitat metabolica. A les 34 h s'afegeixi un tercer pols de 5 g/L per
observar la resposta del cultiu.

A les 44 h s’afegeix un pols de glicerol per observar la resposta del cultiu, com es pot observar
el cultiu no va respondre a I’addicié del substrat.
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4.6.2 Parametres respiratoris

Durant el cultiu es monitoritzen els parametres respiratoris.
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Figura 35: Parametres respiratoris principals (COz i Oz) del cultiu 4.

Durant la fase batch el CO, augmenta i I'O; baixa de forma exponencial fins les 22.2 hores de
cultiu, corresponents al final de la fase batch. Es en aquest moment que hi ha un pic de
disminucié del CO; i augment d’O..

Ales 24.2 hores de cultiu s’addiciona el primer pols de metanol 1 g/L. En aguest moment el CO,
augmenta mentre que I'O; disminueix. A les 26.7 hores de cultiu, el CO; baixa i I'O; puja.

A les 28.7 hores de cultiu s’afegeix el segon pols de metanol 5 g/L. En aquest moment el CO;
augmenta mentre que I'O; disminueix. A les 29.2 hores hi ha un pic de disminucié en el CO; i
augment en |'O..

A les 34 hores de cultiu, es realitza el tercer pols de metanol 10 g/L. No s’aprecia cap resposta
en el CO; relacionada amb el creixement cel-lular i consum de metanol. No obstant, si que
s’observa una disminucié i esperada i progressiva del pO,.

Per dltim, a les 44 hores de cultiu es realitza un quart pols de glicerol 10 g/L per comprovar
I'estat del cultiu. S’observa un augment d’O, que no s’ha aconseguit justificar amb un
comportament esperable.
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Amb les dades de CO, i O, obtingudes, es calcula I'RQ, I'OUR i el CER.
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Figura 36: Parametres respiratoris derivats (RQ, OUR i CER).
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L'OUR i el CER segueixen la mateixa tendéncia que el CO,. En aquesta figura 36, al igual que
I’anterior, es veu que I'evolucié dels parametres respiratoris durant el fed-batch amb metanol
no ha sigut I'esperat. Aquest fet fa pensar que el cultiu va col-lapsar per alguna rad
indeterminada, fet que es confirma amb el no augment de la CER al afegir glicerol al final del

cultiu.
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4.6.3 Analisi de parametres off-line del cultiu

En la realitzacio de I'assaig de determinacio de proteina total no s'ha detectat proteina de forma
significativa en el sobrenedant del cultiu. Els valors obtinguts suggereixen que no es produeix
proteina recombinant durant el cultiu, tal i com es mostra a la figura 37 (visitar I'annex B apartat
10.7 per veure la taula de quantitat de proteina total pel cultiu 5). Davant d'aquesta evidéncia
no es procedeix a fer gels SDS-PAGE per les mostres d'aquest cultiu. Es realitza |'assaig enzimatic
per I'dltima mostra del cultiu amb I'objectiu de confirmar els resultats de |'assaig de proteina
total. (visitar I'annex B apartat 10.9 per veure la figura corresponen a I'assaig enzimatic de la
ultima mostra del cultiu 5)

S’observa una tendeéncia positiva en I'evolucid de la ODggo deguda a l'increment de biomassa del
cultiu. A les 45.5 hores, quan el cultiu finalitza, la densitat optica és de 62. Aquesta quantitat de
biomassa és menor en aquest cultiu respecte el cultiu anterior (realitzat amb les mateixes
condicions i soca) ja que les cél-lules han mort i a partir de llavors no hi ha més biomassa. (visitar
I’'annex B apartat 10.7 per veure la taula d’ODgno pel cultiu 4).
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Figura 37: Parametres off-line del cultiu 5.
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4.7 Comparativa de les taxes especifiques de creixement
obtingudes durant la fase batch

A partir de la regressié lineal aplicada a les dades obtingudes durant els cultius s’han pogut
determinar les taxes especifiques de creixement (u) per cada cultiu durant la fase batch. Com
s’ha indicat a la introduccid, aquests valors poden ser considerats com taxes especifiques de
creixement maximes (Umax) ja que s’han determinat a valors de substrat entre 10-100 ordres de
magnitud de la Ks. Les dades linealitzades Off-line sdn les de concentracié de biomassa a través
de la ODggo i les dades On-line les dels percentatges de CO, mesurats en el corrent de gasos de
sortida del sistema.

Regressio lineal de la biomassa

4,3
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Figura 38: Comparacio de les velocitats especifiques de creixement per la fase batch del metode Off-line.

Degut a un error experimental a I'hora de calcular la durada del batch, no es disposa de
dades Off-line suficients del cultiu 5 per calcular la u durant la fase exponencial.

Regressio lineal del percentatge del CO,

Cultiu 5 Cultiu 3
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Figura 39: Comparacio de les velocitats especifiques de creixement per la fase batch del metode On-line.
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4.7.1 Determinacio de la p durant la fase batch amb Glicerol

Els cultius realitzats amb glicerol sén el cultiu 1, 4 i 5.

Taula 4: umax de les fases batch amb Glicerol.

CULTIU FASE BATCH
Off-line On-line
w(h) u (h)
1 0,22 0,20
4 0,09 0,16
5 - 0,22

e  Cultiu 4: Es considera que les dades del cultiu 4 no sdn representatives ja que la falta de
biotina i sals traca a I'inici del cultiu afecta la velocitat especifica de creixement de P.
pastoris durant la fase batch.

e Cultiu 5: No es disposa de dades Off-line suficients del cultiu 5 per calcular la p durant
la fase de cultiu batch de forma representativa, ja que es el batch va acabar abans del
previst i no es van poder prendre mostres off-line.

4.7.2 Determinacio de la p durant la fase batch amb Glucosa

Els cultius realitzats amb glucosa sén el cultiu 2 i 3.

Taula 5: umax de les fases batch amb Glucosa.

CULTIU FASE BATCH
‘ Off-line On-line
) u (h)

2 \ 0,18 0,19
3 | 0237 0,19/0,236

e Cultiu 3: S'observen dos valors pel metode On-line ja que es detecta que el canvi
metabolic que proporciona dues taxes especifiques de creixement. A I'annex B subindex
10.10 s’hi troba la grafica corresponent abans del canvi metabolic per obtenir el valor
de0.19 h%,
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4.7.3 Determinacio de la p durant els polsos afegits en fase Fed-batch

Es van aprofitar el polsos afegits durant la fase fed-batch dels cultius per calcular també les p
durant aquestes fases de creixement a partir de I'evolucié dels parametres respiratoris,
concretament a partir de I'evolucié de CO..

Taula 6: u dels polsos durant la fase Fed-batch.

CULTIU POLS 1 POLS 2 ADDICIO
CONSTANT/EXPONENCIAL
On-line On-line On-line CO;
CO; CO;

u(h™) u(h?) u(h?)
1: GLICEROL 0,29 0,28 0,08
2: GLUCOSA 0,24 0,25 0,16
3: GLUCOSA 0,26 0,38 0,01
4: METANOL 0,14 0,13 0,04
5: METANOL 0,26 = -

4.8 Comparativa de I'activitat enzimatica

Els cultius que van produir proteina sén I'1, el 2 i el 3; tots ells realitzats amb la clon #16 de P.

pastoris basat en el sistema d’expressié constitutiu amb el promotor GAP, ja que amb els cultius

basats en metanol no es va aconseguir detectar activitat enzimatica. Els pendents es troben a

I'annex B subindex 10.3, 10.4 i 10.5 a les taules de les pendents de I'activitat enzimatica pels

cultius 1, 2 i 3.
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Figura 40: Comparacio de I'activitat enzimatica dels cultius 1, 2 i 3.
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Com era d’esperar, l'activitat enzimatica obtinguda va anar augmentant amb el temps al
acumular-se dins del sistema. Comparant els diferents experiments realitzats, s’observa que
amb el cultiuamb 1 |la produccié va ser significativament superior a I'activitat obtinguda amb els
cultius 2 i 3. La discussio d’aquests resultats s’inclou a la discussio del treball.

4.9 Test del sistema de control en llag¢ tancat pel control de
I’addicio del substrat per cultius en continu.

Després d’haver realitat una calibracié de la bomba peristaltica es va testejar la precisio del
control d’addicié de substrat través d’un llag de control tancat basat en I'Us d’una balanca de
precisid. Les proves realitzades amb la bomba peristaltica ens han proporcionat dades sobre
I'exactitud del cabal d'addicié en condicions similars a les que es volen implementar per a cultius
en continu (cabal constant) i en fed-batch (perfil exponencial del cabal)

Pes teoric vs Pes rosita
11.500,00
11.000,00
10.500,00
C
» 10.000,00
[J]
o
9.500,00
9.000,00
8.500,00
0 200 400 600 800 1000 1200
Temps (min)
Pes teoric (g) Pes rosita (g)

Figura 41: Assaig del cabal.

S’augmenta el cabal des de 1 g/min fins a 3.83 g/min, seguint un feeding exponencial de u=0.07
h.

El resultat mostra com a més cabal, més diferencia hi ha entre el pes teoric i el pes obtingut pel
software Rosita.
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4.10 Implementacio de cultiu en continu de tipus quimiostat

4.10.1 Condicions del cultiu
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Figura 42: Parametres d’analisi pel cultiu en continu.

El pH, la Temperatura i I’agitacié son parametres virtualment constants. Com es pot observar a
la figura 42 el cultiu es manté practicament constant a pH 6, la temperatura es manté constant
a 25°C i I'agitaciéd a 900 rpm. Es pot observar com durant l'interval de de 63-69 h el pH
augmenta. L'acumulacié d'acids durant el creixement sdn consumits en la fase d'starving fent
que el pH augmenti com a resultat de la base afegida per compensar aquests acids previament.

Durant la fase de cultiu batch el pO, disminueix de forma exponencial. Aquesta tendéncia acaba
ales 25.5 h on augmenta de forma significativa indicant el final del consum de substrat i per tant
de la fase batch. A les 27 h s'observa una disminucié del pO, causada per l'inici de la primera
condicié del continu a p=0.15 h!, amb cabal 2.55 g/min. A partir de les 27.3 hores de cultiu el
pO; tendeix a augmentar fins les 62.5 hores de cultiu, que és quan es deixa d’addicionar medi
de cultiu. Aquest no és el comportament esperable per un continu on se suposa que els
parametres del cultiu s’"haurien de mantenir constants al estar en estat estacionari.

A les 70 hores de cultiu es reprén la segona condicié del continu, u=0.07 h'l, amb cabal 1.19
g/min. De les 70 fins les 116 hores el pO, es manté estable. En aquest cas, aquest parametre si
que es comporta com era d’esperar en un cultiu en estat estacionari.
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4.10.2 Parametres respiratoris
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Figura 43: Parametres respiratoris principals (COz i O2) del cultiu continu.

Durant la fase batch el CO, augmenta i 'O, baixa de forma exponencial fins les 25.5 hores de
cultiu, corresponents al final de la fase batch. Es en aquest moment que hi ha un pic de
disminucié del CO; i augment d’O,.

A les 27 hores de cultiu s’inicia la primera condicié del continu a p=0.15 h. En aquest moment
el CO; augmenta mentre que I’O; disminueix. De les 27.3 a les 62.5 hores el CO; disminueix i 'O
augmenta. Aquest no és el comportament esperable per un continu on se suposa que els
parametres del cultiu s’haurien de mantenir constants al estar en estat estacionari.

De les 62.5 hi ha un pic d’augment d’O; i un de disminucié de CO,. A les 70 hores de cultiu 'O,
disminueix i el CO; augmenta com a consequéncia de la fase d’starving.

De les 70 a les 116 hores de cultiu els valors de CO, es manté constant i 'O, fa una variacid del
18% al 16%, fins que torna a augmentar al 17.4% per mantenir-se estable. Aquest interval de
temps correspon a la segona condicié del continu; u=0.07 h'X. En aquest cas, aquests parametres
si que es comporten com era d’esperar en un cultiu en estat estacionari.
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Amb les dades de CO, i O, obtingudes, es calcula I'RQ, 'OUR i el CER. Els perfils son
conseqliencia dels analisis dels gasos del sortida del fermentador.
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Figura 44: Parametres respiratoris derivats (RQ, OUR i CER).

Durant la fase de batch s'observa un comportament logic de I'OUR i CER.

Durant I'addicié en continu pu=0.15 h s'observa una reduccié significativa i constant de CO,.
Aquest no és el comportament logic per a un cultiu en fase estacionaria.

Durant l'addicié en continu p=0.07 h* s'observa una tendéncia constant dels parametres. Al
principi I'OUR augmenta, ja que hi ha una adaptacio a la nova condicid. A mesura que progressa
el cultiu aquest valor s'estabilitza i acaba constant.
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4.10.3 Analisis off-line

Utilitzant les dades de I'assaig d'activitat enzimatica s'obté I'evolucié de la concentracié de
producte al llarg del temps de cultiu en funcié de la biomassa. (Figura 45)
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Figura 45: Representacio grafica de I’activitat enzimatica i la OD del cultiu continu.

S’observa una tendeéencia positiva en I'evolucid de la densitat optica durant la fase batch. Un cop
aquesta fase acaba, es disminueix la densitat optica durant la primera condicié del cultiu. Aquest
no és el comportament esperable per un continu on se suposa que els parametres del cultiu
s’haurien de mantenir constants al estar en estat estacionari. (Les hores del cultiu i els valors de
la densitat Optica corresponents es troben a I'annex B seccié 10.11)

Un cop s’inicia la segona condicioé del continu la densitat Optica augmenta fins arribar a 74 OD.
L’activitat enzimatica segueix la mateixa tendéncia que la densitat optica. En aquest cas els
valors es van mantenir constants, el que és coherent amb els resultats observats amb I’analisi
dels parametres fisiologics. (Els valors d’activitat enzimatica corresponents es troben a I'annex
B secci6 10.11)
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4.10.4 Calcul de la i real pel cultiu en continu

Partint de la informacié visual de les grafiques del cultiu en el que clarament es veu que els
parametres claus del cultiu no es mantenen constant com seria d’esperar d’un quimiostat que
treballa en estat estacionari s'arriba a la conclusié que durant la primera condicié del continu es
va estar rentant el bioreactor (s'extreuen cél-lules a un ritme superior a la capacitat maxima de
duplicacid). El raonament sera explicat amb més detall a la discussié. En finalitzar el cultiu es
procedeix a mesurar el volum del brou de cultiu del bioreactor, que és de 836 ml. Partint del
volum exacte es re-calculen les p que s'han utilitzat durant les diverses fases del cultiu.

Taula 7: uteorica vs u real pel cultiu en continu.

M teorica U real
0.15 h? 0.18 ht

0.07 ht ‘ 0.084 ht

4.10.5 Seguiment de la precisio del cabal amb el control en llag tancat

Al llarg del cultiu s'ha comparat el pes teoric de I'ampolla de medi obtingut amb una simulacié
mitjangant Excel, calculat a partir del pes inicial i les hores de funcionament de cada cabal, amb
el pes a temps real proporcionat per la balanca. S'ha decidit no incloure I'Excel utilitzat pel
seguiment del pes a I'apartat d'annexos, ja que conté aproximadament 6.000 files.
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Figura 46: Evolucid de la precisié del cabal al llarg del cultiu continu 1.

S’observa que a menys cabal, més diferencia entre el pes real i el pes obtingut pel software
Rosita. Aquesta diferéncia és constant i s’"acumula al llarg del temps.
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5. Discussio

5.1 Cultius fed-batch

5.1.1 Cinétiques de creixement

Un cop realitzades les cinetiques de creixement per la clon #16 (Psap) i el clon #13 (Paoxz), s'arriba
a la conclusié que el volum ideal a inocular del clon tenint en compte els horaris de treball quan
es realitzi el pre-inocul sera de 25 uL del criostock per 40 mL de medi YPG. Aixi doncs, després
de cultivar aquests clons ON (over night), al dia seglient a I’'hora d’inocular el reactor les cel-lules
estaran en fase exponencial i es tindra una quantitat de biomassa suficient per tal que el batch
tingui la durada desitjada.

S’ha de tenir en compte que la proporcié volum criostock/volum medi YPG als shake flasks s’ha
de mantenir. En cas d’utilitzar volums de medi més grans o més petits cal ajustar també el volum
del indcul. D’aquesta manera la cinética de creixement sera equivalent.

Excepte en el cas del cultiu 5, es considera que s’ha aconseguit controlar de forma més que
acceptable la durada de la fase batch dels cultius. Per tant, considerem que la metodologia és
adequada i que ha estat implementada de forma exitosa.

5.1.2 Parametres respiratoris

Com era d’esperar, excepte els casos concrets en que s’ha observat resultats incoherents, a tots
els cultius el CO, augmenta quan es consumeix substrat i es produeix creixement de la biomassa,
mentre que I'O; disminueix com a conseqiiencia també dels requeriments d’oxigen del cultiu.

Per la majoria dels cultius el CO, augmenta quan es consumeix substrat, mentre que I'O;
disminueix. Es per aixd que durant la fase batch de cada cultiu el CO, i 'O, es comporten seguint
la mateixa dinamica. Aquest fenomen té lloc de forma molt clara, ja que les cel-lules estan
consumint el substrat que s’hi ha afegit. Com que el consum i produccié d’aquests compostos
estan associats directament al creixement cel-lular, el perfils que es veuen tant de produccié de
CO, com de consum d’0; sén exponencials i poden ser relacionat de forma relativament directa
al creixement de la biomassa i de I'activitat metabolica del cultiu.

Els cultius amb glucosa tenen un tret diferencial als cultius amb glicerol. Al final de la fase batch
dels cultius amb glucosa es produeix un canvi de la tendéncia exponencial a una tendéncia molt
més irregular. Aixo és degut a un canvi metabolic que presenten molts llevats quan creixen sobre
glucosa, I'efecte Crabtree?. Aquest efecte el que fa és una transicié d’un metabolisme respiratori
a un respiro-fermentatiu en el que tot i haver un excés d’oxigen en el medi de cultiu (pO, > 20%),
els llevats comencen a produir subproductes com I'etanol o I’acid acetic. Aquest fet, que provoca
una certa inestabilitat a la fase final del cultiu, es veuen reflexats canvis significatius en els perfils
de p0,, CO,, Oy, etc.

2 ’efecte Crabtree es defineix com a la formacié de subproductes quan hi ha glucosa en excés com a Font de carboni en el cultiu.
Es el resultat del consum de glucosa via glucolisi a alta velocitat, fent que el cicle de Krebs no es pugui dur a terme. L’augment no
proporcional de glucolisi respecte cicle de Krebs fa que no s’activi la fosforilacié oxidativa ni la cadena d’e- proporcional al piruvat
produit. Aquest fet resulta en poc consum d’02 i produccié de CO2.Aquest fenomen produeix lactat, acetat o arabitol.
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A la zona 1 de la figura 26, s’observa clarament un canvi metabolic en qué P. pastoris passa de
consumir oxigen durant la fase batch, a deixar-ho de fer al final de la fase batch.

A part d’estudiar el comportament dels gasos durant la fase batch, també s’ha volgut estudiar
com els parametres respiratoris poden proporcionar informacid sobre cultius de tipus fed-batch
senzills basats en polsos o perfils d’addicio de substrat constant i/o exponencials.

Quan s’han implementat, s’ha observat que els gasos segueixen la mateixa tendéncia que la fase
batch. En tots els cultius (tret dels que han sorgit resultats incoherents) la tendencia és que amb
I’addicié del pols el CO, augmenta, indicant consum de substrat. En el moment en que les
cél-lules han consumit el substrat del pols, el CO, disminueix i 'O, augmenta de manera
considerable.

En el primer cultiu, I'addicié exponencial mostra un fet rellevant que és |'aparicié de CO, mentre
se li afegeix substrat de forma constant. Seguint la logica, si les cél-lules s’acaben tot el substrat
del batch, quan s’afegeix més substrat aquest passa a ser limitant sempre i quan no se n’afegeixi
una quantitat més elevada que la que les fa créixer a pumax. Per tant, la produccié de CO; hauria
de ser sempre constant, pero en la grafica (figura 12) es veu com el CO, augmenta. El que passa
en el moment és que s’addiciona una quantitat de substrat és tan elevada que supera la pmaxa
la que les cel-lules poden créixer provocant acumulacid de substrat. S’observa I'augment de CO;
de forma no constant, ja que hi ha més cél-lules consumint tot el substrat afegit més I'acumulat.

Els cultius realitzats amb metanol com a font de carboni durant la fase fed-batch han generat
resultats considerats poc coherents amb les tendéncies esperades. Caldria fer més proves
experimentals per tal de comprovar que el clon pot créixer correctament sobre metanol com a
Unica font de carboni. No obstant, pel que respecta a aquest treball, els resultats no es
consideren representatius.

5.1.3 Analisi enzimatic

Tot i que en aquest treball sobre tot s’ha prioritzat la monitoritzacié dels cultius de P. pastoris a
través de I'analisi dels gasos del corrent de sortida del sistema, cal tenir en compte que
I'aplicacid principal és la produccié de proteines recombinants secretades al medi. En aquest
sentit, durant aquest treball s’ha produint de forma recombinant I'esterasa Ytel de C. rugosa.
La produccié d’aquest enzim s’ha caracteritzat a través de tres analisis complementaris:
determinacié de proteina total (Bradford) i activitat enzimatica, aixi com analisi dels
sobrenedant de cultiu per SDS-PAGE.

L’assaig enzimatic realitzat proporciona valors de la quantitat d’enzim produit. Durant el treball
s’ha presentat I'activitat com a pendent en els assajos enzimatics. Per poder expressar aquesta
activitat en forma de activitat enzimatica (umol/min) caldria fer una calibracié de I’assaig
d’activitat que no ha estat possible realitzar per motius de temps.

Se sap que com més elevada és la pendent més activitat enzimatica, i per tant quantitat d’enzim
hi ha en la mostra analitzada. Comparant els diferents assajos enzimatics es pot detectar quin
cultiu ha produit més proteina. Aquests resultats son complementaris als detectats per I'assaig
de Bradford, que determinen la concentracié de proteina total, aixi com obtinguts per SDS-
PAGE, que mostren totes les proteines presents a la mostra. Els resultats dels tres analisis al llarg
del treball han mostrat sempre molta coheréncia. Una major activitat enzimatica s’ha vist
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reflexada en una quantitat de proteina total superior i amb una intensitat de banda més elevada
al gel.

Com es veu a la figura 40 el primer cultiu (Glicerol) té una pendent molt més elevada al final del
cultiu respecte als altres dos cultius (Glucosa), i per tant ha produit més proteina d’interés.

Cal comentar que pel cultiu 2, les Uniques dades sén les de la fase batch, ja que un errorenla p
del feeding exponencial (0.3 h™ en comptes de 0.03 hl) va alterar el cultiu. L’excés de feeding
va provocar la produccié d’espuma, fent que el brou de cultiu sortis del bioreactor i causant la
perdua de proteina recombinant amb I'escuma.

Comparant les dades dels cultius 1, 2 i 3 es pot observar que els cultius realitzats amb glucosa
produeixen menys proteina que el cultiu realitzat amb glicerol. Aquesta observacid, perd, no ha
pogut ser corroborada estadisticament, ja que no es disposen de dades suficients per a cada
condicid.

Pel que fa als resultats obtinguts amb SDS-PAGE, s’ha pogut comprovar que P. pastoris és capac
de secretar de forma eficient la proteina d’interés al brou de cultiu (Ytel - 37 kDa). En aquest
medi no es troben quantitats significatives d’altres proteines de P. pastoris secretades al medi.
Per tant, aquest fet confirma la gran avantatge dels bioprocessos basats en P. pastoris amb els
quals es pot obtenir una gran quantitat de proteina secretada al medi amb un grau de puresa
relativament elevat (>80%). Aquesta observacié és a simple vista, per tal de poder-ho realitzar
quantitativament s’hauria d’utilitzar el software d’analisi de gels Densitometria. Tot i aixi s’ha
trobat bibliograficament que el grau de puresa de proteina secretada amb P. pastoris és com a
molt del 80%. [47]

5.1.5 Comparativa de les pmax /1 obtingudes

Si es compara bibliograficament, la tmax dels cultius amb glicerol és més alta que la pmax de
I'article referenciat (0.197 h'! + 0.002) [28]. Probablement la desviacid observada en la pmax €s
deguda a la complexitat dels cultius realitzats, a més de la precisié i error dels equip d’analisi
emprats per obtenir les dades (espectrofotometre i b-Breath). Un altre factor a tenir en compte
és la falta de dades per fer una comparacid estadistica robusta. No obstant, la complexitat
d’aquest cultius ha impedit realitzar més répliques biologiques de les diferents condicions
durant la realitzacié d’aquest treball.

En els cultius amb glucosa la pmax €s molt similar a 'obtinguda bibliograficament (0.19 h? +
0.002). [28]

Inicialment, s’observa que els cultius amb glicerol no estan afectats per I'efecte Crabtree i per
tant la umax €s constant durant tota la fase exponencial del batch. En canvi els cultius amb glucosa
pateixen el canvi metabolic de I'efecte Crabtree i aix0 influeix a la . En el cultiu 3 s’observa un
canvi de pmax, abans del canvi metabolic la p és 0.19 h'! a després d’aquest canvi, que la p és
0.236 hl. Aquest canvi de p provoca inestabilitat al cultiu mentre dura 'efecte.

Pel que fa als analisis fets durant les fases alimentades (fed-batch), s’"ha observat que les p
obtingudes sén més elevades que la pmax calculada per la fase batch del propi cultiu, aixi doncs
aquests valors no es consideren representatius. La durada de les fases de creixement realitzades
através dels polsos no és suficient per a obtenir dades estables i fiables de I'analitzador de gasos.
L'error propi de I'analitzador en conjunt amb la durada del pols causa desviacions greus en el
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calcul de la . Les p calculades a partir dels polsos sén superiors a la pumax bibliografica que es fa
servir de referéncia. S'opta per descartar aquestes dades i no prosseguir amb I'analisi.

5.2 Implementacio del lla¢ de control tancat per a controlar el
substrat d’entrada als cultius

Alllarg de les proves realitzades s'observa que la imprecisié del sistema augmenta a mesura que
augmenta el cabal. Tot i que els resultats es consideren molt bons tenint en compte que és un
sistema que s’estava implementat per primera vegada en casos reals, també cal esmentar que
a partir de cabals superiors a 2.5 g/min s'observa que les imprecisions es fan més significatives.

A I'annex B subindex 10.12 es troben les grafiques de comparacio del pes calculat amb el pes
real obtingut del programa. Observant-les es comprova que a cabals més a partir de 2.5 mL/min
I'error és més elevat, concretament de 2.5 mL/min a 3.8 mL/min 'error és de 4.3 % entre el pes
real respecte el pes teoric. En canvi, des d’un cabal d’inici d’1 mL/min fins a 2.5 mL/min I'error
és de 0.09 %. Aquests valors es poden trobar a les taules de I'annex B subindex 10.12.

A l'annex B subindex 10.13 es troba el perfil realitzat amb diferents cabals. Aquest suggereix que
el software Rosita calcula bé els pesos que s’han d’afegir, pero I'accié de I'actuador (bomba
peristaltica) no es manté estable, la poténcia de la bomba varia molt dins d’una condicié en
concret en lloc d’estabilitzar-se a una poténcia concreta quan ha d’afegir un cabal constant.
Aquesta observacio s’ha discutit en diverses reunions amb la empresa Bionet i és quelcom que
actualment s’esta millorant en termes de software.

5.3 Cultiu en continu

Totes les dades extretes en el primer continu realitzat durant aquest TFG mostren que durant la
primera condicié de cabal continu de D=0.15 h'! no es va poder assolir I'estat estacionari. Aixo
es va veure reflexat en la inestabilitat dels parametres monitoritzats i que va representar un
decreixement significatiu de la biomassa al llarg del temps. Aix0 provoca que el CO; disminueixi,
que 'O, augmenti i que la produccié d’enzim sigui cada cop menor mentre dura la condicid.
Aquest fet indica que el bioreactor s’esta rentant, és a dir, que la velocitat de dilucié és superior
a la velocitat maxima de creixement de la soca observada durant la fase batch.

El que va passar és que la canula que extreu medi constantment del bioreactor que ha d’estar
I'algada per mantenir el volum a 1L, esta més baixa i manté el volum a 0.836 L. Aixd suposa un
16.4 % d’error en els calculs, i en comptes d’estar afegint cabal per mantenir una taxa especifica
de creixement de 0.15 h’}, s’esta afegint un cabal de 2.55 g/min, corresponents a 0.18 h! pel
volum de 0.836 L. La soca creix a pmax 0.19 h't, amb una velocitat de dilucié 0.18 h'' el sistema
esta funcionant massa al limit, fet que provoca que no es puguin mantenir les condicions
estacionaries. La biomassa del sistema no és capac de duplicar-se prou rapid i aixo provoca que
surtin més cel-lules de les que s’estan generant, i per tant es va produir el rentat del bioreactor.
Es per aixd que els resultats durant la primera condicié del continu indiquen una disminucié
significativa de la concentracié de biomassa i de la produccié de CO..

La segona condicid, en canvi, es manté constant ja que la y, tot i no ser la que s’havia calculat
(0.07 h'), és 2.4 vegades menor a la pmax fet que evita el rentat del bioreactor.
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Contrari als resultats dels test del sistema d’addicio de substrat, els resultats sobre I'evolucio de
la precisio del cabal durant el cultiu indiquen que a cabals inferiors la bomba és més imprecisa.
No s'ha arribat a una explicacid plausible per aquesta discrepancia. L'aturada de |'addicié de
medi en conjunt amb la perdua de medi com a resultat d'una junta defectuosa en el sistema de
tubs poden haver afectat la precisio.
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6. Conclusions

6.1 Cinétiques de creixement i cultiu dels clons

Realitzar les cinétiques de creixement suposa una avantatge organitzatiu. Disposar de les
cinétiques de creixement permet programar el moment d’inoculacié del bioreactor i planificar
el final de la fase batch dels cultius. Coneixer les cinétiques de cada clon ens permet no haver
de perdre temps experimental.

També es pot observar que I|'Us de glicerol com a font de carboni durant els
cultius batch proporciona major estabilitat i evita esdeveniments metabolics com
I'efecte Crabtree que poden alterar els timings dels cultius. Aquesta evidéncia ha estat trobada
també bibliograficament per a poder ser reforcada. [28]

6.2 Analitzador de gasos

L’analitzador de gasos proporciona dades sobre la composicido de CO, i O, en la sortida del
bioreactor. A partir d’aquesta composicid de I'aire extraiem els resultats corresponents que sén
de gran utilitat per saber quan comencen les diverses fases del cultiu (fase batch, polsos, etc) i
quan s’acaben. Transformant les dades de CO; i O, en parametres derivats (OUR, CER, RQ) ens
permet veure quan s'estan produint canvis metabolics com |'efecte Crabtree, consum de
metabolits secundaris, etc.

Les mesures de CO,, poden ser transformades per saber la taxa especifica de creixement d’un
interval concret, eliminant la necessitat de prendre mostres manuals de forma regular per
obtenir aquesta dada sempre i quan es pugui demostrar que aquestes dades sén extrapolables.

Al llarg de l'apartat de resultats es mostren les grafiques dels parametres OUR, CER, RQ, CO; i
0. S'han pogut distingir clarament totes les fases dels cultius i diferents esdeveniments
metabolics. La informacié d'aquests parametres a temps real permet realitzar ajusts durant el
cultiu i resoldre incidéncies que d'altra forma no hauriem detectat.

6.3 Assaig enzimatic

L’assaig enzimatic ens proporciona informacié rellevant sobre si la proteina d’interés s’esta
produint i si ho fa en més o menys proporcio respecte els altres cultius.

Partint de les dades obtingudes s’observa que el cultiu batch amb glicerol ha produit més
proteina recombinant que els cultius amb glucosa. No obstant caldria realitzar més repliques
per poder fonamentar estadisticament aquests resultats.
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6.4 Cultiu en continu

Per primera vegada, el sistema de control d’addicié de substrat va ser implementat de forma
exitosa en cultius en continu amb el llevat P. pastoris amb molt bons resultats. No obstant, el
control d’addicié encara pot ser millorat per tal de reduir les diferéncies en la poténcia a la que
treballa la bomba d’addicié del sistema quan el cabal és constant.

Les dades analitzades de la primera condicié del continu en conjunt amb el volum real mesurat
al final del cultiu ens permeten arribar a la conclusié que el cultiu es va estar rentant, i per tant
els parametres claus del cultiu no es van mantenir com era d’esperar en un sistema que treballa
en estat estacionari.

No obstant, la segona condicié a = 0.07 h'? si que es va assolir correctament i aixd es va veure
reflexat en el comportant constant al llarg del temps dels parametres claus del cultiu (pO2, CO,,
O, i els seus equivalents CER i OUR) aixi com dels analisis off-line realitzats (ODegoo i activitat
enzimatica).

Un cop identificat la causes de I'error experimental, aquestes s’han pogut subsanar i actualment
ja s’estan realitzant cultius en els que efectivament s’ha aconseguit treballar en condicions
estacionaries a una u=0.15 h.

Les dades de I'analitzador de gasos també sén rellevants, ja que son dades en directe del cultiu.
Gracies a l'analitzador de gasos s'ha pogut observar a temps real el rentat del bioreactor i aixo
suposa un avantatge respecte a optimitzacié del procés, ja que si es detecta un problema com
aquest, es pot actuar rapidament per evitar-ho o directament parar el cultiu per tornar a
comengar.
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7. Treball futur

7.1 Cultius batch

Caldria realitzar més cultius batch amb les fonts de carboni glucosa i glicerol per obtenir dades
suficients per a realitzar una comparacid estadistica robusta entre la u del métode On-line i
I'Off-line.

7.2 Cultius en fed-batch

Un cop s’ha aconseguit realitzar amb exit cultius en continu amb el sistema d’addicié de substrat
amb un llag de control tancat caldria aplicar aquest sistema a cultius en fed-batch. La diferéncia
principal és que el lla¢g de control sera molt més exigit per part de |'estrategia de cultiu. Durant
els continus I'addicié de substrat es realitza de forma constant pero en els cultius en fed-batch
limitats per la font de C per mantenir una p determinada, I’addicié del substrat haura de seguir
un perfil d’addicidé exponencial pre-programat.

Els resultats d’aquests cultius en termes de produccié de proteina recombinant també seran
molt interessant tant per la possible publicacié d’un article cientific com per a I'obtencié de grans
guantitats de I'enzim Ytel que després pugui ser emprat per a treballs de biocatalisi aplicada.

7.3 Cultius en continu

Caldria realitzar més cultius continus per obtenir dades suficients dels cabals per a realitzar la
comparacié estadistica dels cabals respecte al pes proporcionat per la balanca. Actualment
s'esta portant a terme un segon cultiu en continu que no s'inclou en aquest TFG, ja que encara
no es tenen les dades.

Aquests cultius en continu podran permetre obtenir informacié molt robusta sobre el
comportament del sistema a diferents i com afecta aixo a la productivitat del bioprocés.
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9 Annex A: Metodologia

9.1 Lots medi batch

9.1.1 Lot cultiu 1

Batch size:

1,50 kg

Fermentation

Action: Substance: calc. weigh in: +-2,5% actual weigh in:

first weight in RO - water 750 g +- 18.8 g 750 g
dissolve citric acid 27g +- 0.1g 27g
dissolve Glycerol 59,99 +- 1,50 g 69.6g
dissolve (NH4)2HPO4 18,90 g +/- 0,47 g 18.68g
dissolve MgSO4 * 7 H20 0.75g +I- 0,02 g 0.75g
dissalve KCI 1,35g +/- 0,03 g 1.32 g
dissolve CaCl2 * 2 H20 0,03g +/- 0,00 g 0.03g
dissolve Trace Salts 6,90 ml_+/- 0,17 ml 6.9 mi
dissolve Biotin (0,2g/1) 3,00 ml +/- 0,08 ml 3 ml

fill up RO - water ad 1400,00 g

Figura 47: Components del medi batch pel cultiu 1.

9.1.2 Lot cultiu 2

Batch size:

2,00 kg

Fermentation

Action: Substance: calc. weigh in: +-2,5% actual weigh in:

first weight in RO - water 1000 g +- 2509 1000 g
dissolve citric acid 3,79 +- 0.1g 3699
dissolve Glycerol 79,89 +i- 2,00 g 7899
dissolve (NH4)2HPO4 2520 g +- 0,63 g 2511g
dissolve MgSQ4 * 7 H20 1,00g +i- 0,03 g 0.98 g
dissolve KCl 1,80 g +i- 0,05 g 1789
dissolve CaCl2 * 2 H20 0,04g +- 0,00 g 0.04g
dissolve Trace Salts 9,20 ml +/- 0,23 mi 9.2 mi
dissolve Biotin (0,2g/l) 4,00 ml +/- 0,10 mi 4 mi

fill up RO - water ad 1900,00 g

Figura 48: Components del medi batch pel cultiu 2.
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9.1.3 Lot cultiu 3

Batch size:

2,00 kg

Fermentation

Action: Substance: calc. weigh in: +-2,5% actual weigh in:
first weight in RO - water 1000 g _+I- 2504 1000 g
dissolve citric acid 3,79 +- 0.1g 3719
dissolve Glycerol 7989 +- 2,00g 79.67 g
dissolve (NH4)2HPO4 2520g +- 0,639 25.419
dissolve MgS04 * 7 H20 1,009 +- 0,03 g 1019
dissolve KCI 1,80g +- 0,059 1.72g
dissolve CaCl2 * 2 H20 0,049 +/- 0,00 g 0.04 g
dissolve Trace Salts 9,20 ml +/- 0,23 ml 9.2mi
dissolve Biotin (0,2g/1) 4,00 ml +- 0,10 mi 4 ml
fill up RO - water ad 1900,00 g
Figura 49: Components del medi batch pel cultiu 3.
9.1.4 Lot cultiu 4
Batch size: 1,50 kg
Fermentation 4
Action: Substance: calc. weigh in: +-2,5% actual weigh in:
first weight in RO - water 750 g +- 188 g 7509
dissalve citric acid 2,79 +- 01g 2709
dissolve Glycerol 599 g +/- 150 g 6059
dissolve (NH4)2HPO4 18,90 g +- 0,47 g 18.92 g
dissolve MgS04 * 7 H20 0,759 +- 0,02 g 0.75g
dissolve KCI 1,36 g +/- 0,03 g 1.36 g
dissolve CaCl2 * 2 H20 0,03g +- 0,00 g 003g
dissolve Trace Salts 6,90 ml +/- 0,17 ml 6.9 mi
dissolve Biotin (0,2g/1) 3,00 ml +/- 0,08 ml 3ml
fill up RO - water ad 1400,00 g

Figura 50: Components del medi batch pel cultiu 4.
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9.1.5 Lot cultiu 5

Batch size:

1,50 kg

Fermentation

Action: Substance: calc. weigh in: +-2,5% actual weigh in:

first weight in RO - water 750 g +/- 18.8 g 750 g
dissolve citric acid 2,79 +- 0,19 2714
dissolve Glycerol 59,99 +- 1,50 g 60g
dissolve (NH4)2HPO4 1890g +- __ D47g 18.1g
dissolve MgS04 * 7 H20 0,759 +- 0,02 g 0.76 g
dissolve KCI 1,359 +- 0,03 g 1.38 g
dissolve CaCl2 * 2 H20 0,03g +- 0,00 g 003g
dissolve Trace Salts 6,90 ml +/- 0,17 mi 6.9 mi
dissolve Biotin (0,2g/1) 3,00 ml +/- 0,08 mi 3mi

fill up RO - water ad 140000 g

9.1.6 Lot cultiu 6

Figura 51: Components del medi batch pel cultiu 5.

Batch size:

1,00 kg

Fermentation

Action: Substance: calc. weigh in: +-2,5% actual weigh in:

first weight in RO - water 500 g +/- 1259 500 g
dissolve citric acid 1,8g +- 00g 189
dissolve Glycerol 39,9g +- 1,00 g 39.9g
dissolve (NH4)2HPO4 12,60 g +/- 0,32 g 12.59 g
dissolve MgSQ04 * 7 H20 0,509 +- 0,014g 0.50 g
dissolve KCl 0,90g +- 0,02 g 0819
dissolve CaClI2 * 2 H20 0,02g +I- 0,00 g 0.02g
dissolve Trace Salts 4,60 ml +/- 0,12 ml 4.6 ml
dissolve Biotin (0,2a/) 2,00 ml +/- 0,05 mi 2mi

fill up RO - water ad 900,00 g

Figura 52: Components del medi batch pel cultiu 6.
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9.2 Lots medi continu

9.2.1 Lot cultiu 6

F Batch size: 11,00 kg Expiration date:

GEN Int. Lot number: 1 storage:

Pyt ' Creation date: storage conditions:
GEHDH“ FHfIS QLUEY goal biomass : 25 Yuls=0,5 CHEMOSTAT MEDIUM

Action: Substance: calc. weigh in: +-2,5% actual weigh in:
first weightin  |RO - water 5500g +/- 1375g 5500 g
dissolve citric acid 10,1g +- 03g 10.12 g
dissolve Glucose [c] 550,0g +- 13,75g 551.23 g
dissolve (NH4)2HPO4 [d] 4785g +- 1209 47.899
dissolve MgS04 * 7 H20 [e] 7,15g +- 0,18g 716 g
dissolve KCI [f] 18,70g +- 047g 18.63 g
dissolve CaCl2 * 2 H20 [g] 011g +- 000g 0.11g
dissolve Trace salt solution [h] 1760g +/- 0449 17.6 ml
dissolve Biotin (0,2g/) [i] 11,00 ml +/- 0,28 ml 11 ml
setpH to 6.0  |25% HCI
fill up RO - water ad 11000,0 g -

Figura 53: Components del medi continu pel cultiu 6.
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9.3 Protocol electroforesi Gels SDS-PAGE

Aguest protocol va ser extret del protocol de I'assignatura Laboratori Integrat Il del Grau en
Biotecnologia de la UVic-UCC:

Per a cdrrer un minigel cal una intensitat de corrent de 35 mA. Si correm 2 gels caldra fixar la
intensitat a 70 mA. També és possible connectar a una Unica font dues cubetes d’electroforesi
amb 2 gels cadascuna; en aquest cas caldria fixar el corrent a 140 mA.

1. Engegueu la font d’electroforesi i establiu les condicions del camp eléctric:
- Voltatge al maxim (300 V)
- Intensitat: 35 mA per gel.

2. Connecteu els cables de la cubeta a la font (COMPTE: que coincideixin els colors, vermell
amb vermell i negre amb negre)

3. |Inicieu I'electroforesi. Si funciona correctament s’haurien d’observar unes bombolletes
pujant a sobre de I'eléctrode que es veu al mig de la cubeta (catode). El corrent hauria
de ser constant i el voltatge pot variar una mica. Si el voltatge puja massa, pot ser senyal
de que falta tampd a la cambra superior. Si el voltatge és molt baix, pot ser senyal de
gue les cambres contacten pel tampd de dalt, no pels gels.

4. Durant 'electroforesi, convé anar observant tant la font d’alimentacié com la cubeta.
A la cubeta, sempre hi ha d’haver un nivell suficient de tampé a la cambra superior (de
vegades té perdues i cal afegir-ne més). Si cal, es pot aturar I'electroforesi per posar més
tampd.

Com que hem utilitzat marcadors de pes molecular pre-tenyits es podra observar que
avancen molt de pressa en el gel concentrador (en 10-15 min arriben al limit entre el gel
concentrador i el gel separador); alla queden apilats i aturats.

Després, al cérrer més lentament en el gel separador, es van separant cada vegada més.
A les altres mostres, el color que veiem només correspon al colorant (el blau de
bromofenol corre més que les proteines ja que té un pes molecular baix: PM = 670). En
el gel concentrador, corre com una banda ampla pero en arribar al gel separador, es
transforma en una banda molt fina que ens pot il-lustrar com es concentren les
proteines. Aixo es dona perqué queden frenades degut a que la malla per la que han de
passar canvia augmentant de densitat (del 4% PA a un percentatge superior).

5. Aturarem l'electroforesi quan el blau de bromofenol arribi a aprox. 5 mm de la part
inferior del gel, és a dir, de la part inferior del vidre.
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9.4 Protocol Tincio Gels SDS-PAGE

Aguest protocol va ser extret del protocol de I'assignatura Laboratori Integrat Il del Grau en
Biotecnologia de la UVic-UCC:

La coloracié amb coomassie es fa sobre els GELS de PA per obtenir una tincié blava de totes les
proteines presents al gel.

1.

Prepareu 25 mL de la solucié de tincié en una placa de Petri tapada.

Poseu el gel a la placa, procurant que quedi ben submergit i poseu-lo sobre I'agitador
orbital

Tapeu la placa i deixeu que el gel es tenyeixi durant 15 minuts.

Retorneu la solucié de tincid a la seva ampolla amb precaucio (utilitzeu una pipeta de

plastic). El gel quedara completament i uniformement blau.

Primera destincié: poseu a la placa de Petri uns 60 mL de la solucié de destincio, i
deixeu-la a T2 ambient al menys 20 min en |’agitador orbital.

Recupereu la solucié de destincié en un vas de precipitats i filtreu-la amb carbé actiu.

Segona destincié: poseu uns 60 mL de solucié de destincié nova i deixeu destenyir fins
que el fons sigui totalment transparent. Descarteu la solucié a 'ampolla corresponent.

Finalment es prendra una imatge del gel.
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10 Annex B: Resultats

10.1 Cinetica de creixement de la soca #16

Taula 8: Absorbancies (ODsoo) de cada volum inoculat respecte al temps de cultiu.

Temps de ODsoo 25 [JL ODsoo 50 }ll. ODsoolOO HL ODsoo 250 [ll.

cultiu (h)

0 0.03 0.06 0.12 0.29
20.15 4.15 7.74 9.63 24.88
21.15 6.57 11.82 11.87 28.65
22.15 8.61 13.03 15.92 31.07
23.15 10.84 14.72 19.12 31.82
24.15 13.79 16.32 22.45 33.05

10.2 Cinetica de creixement de la soca #13

Taula 9: Absorbancies (ODesoo) del volum inoculat respecte al temps de cultiu.

Temps de ODeoo 25 uL

cultiu (h)
20 2.50
21 3.31
22 4.82
23 6.02
24 8.91
25 10.72
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10.3 Taules analisi Off-line cultiu 1

Taula 10: Absorbancies (ODeoo) del cultiu 1.

TEMPS (H) ODsoo

0 1,21
1,5 1,73
2,5 2,12
17,5 26,87
18,5 36,57
19,5 42,96
20,5 52,47
21,5 56,47

41,5 150,87

Taula 11: Valors de les pendents de I'assaig enzimatic del cultiu 1.

ASSAIG ENZIMATIC

TEMPS DE CULTIU (H) ‘ 19.5 20.5 21.5 41.5
‘Pendent Pendent Pendent Pendent

CULTIU 1: GLICEROL 0.06 0.07 0.09 0.27

Taula 12: Assaig proteina total del cultiu 1.

17.5H 20.5H 21.5H 41.5H
A (abs) 0,44 0,51 0,54 0,78
B (abs) 0,44 0,51 0,53 0,82
C (abs) 0,41 0,48 0,51 0,76
PROMIG 0,43 0,50 0,53 0,79
CONCENT 0,09 0,18 0,21 0,51
[e/L]

87



10.4 Taules analisi Off-line cultiu 2

Taula 13: Absorbancies (ODeoo) cultiu 2.

TEMPS (H) ODsoo
0 0,57
1 0,75

18 15,95
19 19,32
20 22,50
21 27,40
22 31,87
23 39,07
23,5 37,73
43,25 159,67

Taula 14: Valors de les pendents de I'assaig enzimatic del cultiu 2.

ASSAIG
ENZIMATIC
TEMPS DE
19 21 23 43.25
CULTIU (H)
Pendent Pendent Pendent Pendent
CULTIU 2:
0.027 0.045 0.064 0.1
GLUCOSA
Taula 15: Assaig proteina total del cultiu 2.
18 H 19H 20H 21H 22 H 23 H 23,5H 43,25H
A (abs) 0,42 0,43 0,44 0,46 0,48 0,51 0,51 0,52
B (abs) 0,41 0,42 0,45 0,46 0,49 0,51 0,52 0,52
C (abs) 0,39 0,42 0,72 0,45 0,47 0,50 0,50 0,52
PROMIG 0,41 0,42 0,45 0,45 0,48 0,50 0,51 0,52
CONCENT 0,06 0,07 0,10 0,11 0,13 0,16 0,16 0,17

[g/L]
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10.5 Taules analisi Off-line cultiu 3

Taula 16: Absorbancies (ODeoo) cultiu 3.

TEMPS (H) ODsoo

0 0,95
1,5 0,83
2,25 0,89
3,25 2,68
19 24,13
20 30,63
21 40,37
22 48,50
23 53,17
23,25 54,97
43 98,13
44 123,53
45 102,60

Taula 17: Valors de les pendents de I'assaig enzimatic del cultiu 3.

ASSAIG

ENZIMATIC

TEMPS DE
19 21 23 43 45

CULTIU (H)

Pendent Pendent Pendent Pendent Pendent

CULTIU 3:
0.02 0.026 0.043 0.12 0.14

GLUCOSA

Taula 18: Assaig proteina total del cultiu 3.

19 H 21H 23 H 43H 45H
A (abs) 0,38 0,40 0,46 0,67 0,69
B (abs) 0,38 0,41 0,44 0,70 0,71
C (abs) 0,35 0,37 0,41 0,63 0,68

PROMIG 0,37 0,39 0,44 0,67 0,69

CONCENT 0,03 0,06 0,12 0,42 0,45

[g/L]

89



10.6 Taules analisi Off-line cultiu 4

Taula 19: Absorbancies (ODeoo) cultiu 4.

TEMPS (H) ODeoo

0 0,80

20,8 16,40

21,75 17,53

22,75 18,97

23,75 21,52

24,75 21,97

25 23,70

46 67,53

47 71,73

48 64,93

49 83,20

Taula 20: Assaig proteina total del cultiu 4.

23.75H 25H 46 H 47 H 48 H 49 H
C (abs) 0,31 0,32 0,35 0,37 0,36 0,35
D (abs) 0,31 0,32 0,35 0,35 0,35 0,34
E (abs) 0,29 0,34 0,34 0,34 0,33
PROMIG 0,30 0,32 0,35 0,35 0,35 0,34
CONCENT 0,01 0,02 0,05 0,05 0,05 0,04

10.7 Taula assaig de proteina total cultiu 5

Taula 21: Absorbancies cultiu 5.

TEMPS (H)  ODso

0 0,85
20,8 47,17
21,75 56,17
23 60,90
45 66,73

90



Taula 22: Assaig proteina total del cultiu 5.

20.8H 21.75H 23H 45 H

A (abs) 0,29 0,32 0,34 0,34

B (abs) 0,33 0,34 0,36 0,35

C (abs) 0,32 0,33 0,35 0,35

Promig 0,31 0,33 0,35 0,34

Proteina 0,009 0,023 0,039 0,035
[g/L]

10.8 Grafica assaig enzimatic cultiu 4
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Figura 54: Grafica assaig enzimatic cultiu 4.

10.9 Grafica assaig enzimatic cultiu 5
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Figura 55: Grafica assaig enzimatic cultiu 5.
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10.10 p abans del canvi metabolic del cultiu 3

InC02 16-22

y = 0,1876x - 3,3708
R*=0,9972

InCO2

. .
16 7 //13// 19 20 n
0,2

Hffrf’

Time (h)

Figura 56: Taxa especifica de creixement abans del canvi metabolic causat per I’efecte Crabtree.

10.11 Taules parametres Off-line cultiu en continu

Taula 23: Temps respecte I’absorbancia a 600 nm.

TEMPS (H) ODeoo

0 0,97
26 44,73
47,75 38,3
50 34,5
53,5 31,9
116,5 74,37

Taula 24: Activitat enzimatica del cultiu en continu.

TEMPS PENDENT

(H)
0 0,000
26 0,056
47,75 0,043
50 0,038
53,5 0,036
116,5 0,066
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10.12 Grafiques assaig cabal del sistema d’addicio en llag tancat

Q=1-25
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Figura 57: Assaig del cabal amb perfil exponencial fase 1-2.5 g/min.
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Figura 58: Assaig del cabal amb perfil exponencial fase 2.5-3.83 g/min

Taula 25: Diferéncia de pes d’inici fins al punt mig.




PUNTMIG Q=1-2,5G/MIN

Final Afegit
Pes teoric (g) 9.850,51 1.283,99
Pes real (g) 9.851,70 1.282,80
Diferéncia 1,19
Error 0,09%

Taula 26: Diferéncia de pes del punt mig fins al final.

PUNTMIG Q=2,5-3,84 G/MIN

Final Afegit
Pes teoric (g) 9.848,02 1.149,22
Pes real (g) 9.849,30 1.101,80
Diferéncia 47,42
Error 4,30%

10.13 Grafica profile amb diferents cabals
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Figura 59: Assaig del cabal constant amb profile pre-programat.
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