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Resumen

La proteina recombinante LTB-p50 previamente expresada en E. coli es un candidato
vacunal contra el SARS-CoV-2 que ha tenido importantes resultados. Sin embargo, la
tendencia a formar cuerpos de inclusion de este sistema de expresion es
contraproducente. En este estudio fue evaluada la expresion de la proteina LTB-p50
en el sistema de expresion de la levadura Pichia pastoris X33 con el objetivo de obtener
la proteina soluble y secretada al medio. Tres cepas modificadas fueron obtenidas con
el vector de expresion pPICZa—LTB-p50, cuya expresion en matraz evidencié cual tuvo
mejor respuesta en la expresion extracelular de la proteina recombinante. La cepa
seleccionada fue cultivada en un biorreactor, evaluado dos estrategias para la
expresion de la proteina. Cinco ensayos experimentales fueron desarrollados a escala
de 1.2 L de volumen efectivo. Los resultados mostraron poca presencia de la proteina
recombinante en el sobrenadante. Los ensayos de Dot Blot reportaron bajas
concentraciones de la proteina principalmente expresada de manera intracelular. Los
Western Blot desarrollados fueron negativos en todos los casos. La fermentacién fue
establecida a 30 °C, con 30% de concentracion de oxigeno disuelto y agitacién entre
500-1000 rpm. EIl sistema no fue capaz de garantizar la concentracion de OD
requerida. Finalmente, la estrategia de induccion incluyd la etapa de adaptacion a

metanol que debe ser optimizada.
Palabras claves:

Pichia pastoris, fermentacion, expresién, induccion



Abstract

The LTB-p50 recombinant protein previously expressed in E. coli is a vaccine candidate
against SARS-CoV-2 that has had important results. However, the tendency of this
expression system to form inclusion bodies is counterproductive. In this study, the
expression of the LTB-p50 protein was evaluated in the expression system of the yeast
Pichia pastoris X33 with the objective of obtaining the soluble protein secreted into the
medium. Three strains modified with the pPICZa-LTB-p50 expression vector were
obtained, whose expression in flasks showed which had the best response in the
extracellular expression of the recombinant protein. The selected strain was brought to
bioreactor format and two strategies for protein expression were evaluated. Five
experimental runs were developed at a scale of 1.2 L of effective volume. The results
showed incipient presence of the recombinant protein in the supernatant. Dot Blot
assays reported low concentrations of the protein mainly expressed intracellularly. The
Western Blot developed was negative in all cases. Fermentation was established at 30
°C, 30% dissolved oxygen concentration and stirring between 500 -1000 rpm. The
system was not able to guarantee the required OD concentration. Finally, the induction

strategy included the adaptation stage to methanol, which must be optimized.
Key words:

Pichia pastoris, fermentation, expression, induction
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1. Introduccion

En el afio 2020 la pandemia de COVID-19 afecté al mundo y logro extenderse a todos
los rincones del planeta, infectando a millones de personas. La enfermedad de COVID-
19 (coronavirus disease 2019) es causada por un virus proveniente de la familia de los
coronavirus denominado SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2) causando problemas respiratorios y sintomas como fiebre, escalofrios
y dolor de garganta, entre otros (World Health Organization, 2023b). Desde diciembre
de 2019 han sido registrados en todo el mundo mas de 760 millones de casos y 6.9
millones de fallecimientos. No obstante, el consenso entre organizaciones es que la

cifra real es mayor (World Health Organization, 2023b).

Esta alarmante situacién demostrd la necesidad de tener en el pais mecanismos de
respuestas rapidas y efectivas. Como consecuencia del cambio climatico y otras
muchas realidades, no estamos exentos de que llegue una nueva oleada de COVID-
19 o que surjan nuevas pandemias cada vez mas mortiferas y contagiosas. Es
necesario lograr una autosuficiencia en la produccion de farmacos de manera rapida
y eficaz para dar respuesta inmediata a estas posibles situaciones y disminuir sus

consecuencias.

El desarrollo de vacunas de alta eficacia no es tarea sencilla. Sin embargo, gracias a
los avances de la ciencia, el desarrollo de candidatos vacunales contra el SARS-CoV-
2 ha sido uno de los mas rapidos de la historia. Rapidamente, a inicios de 2020, mas
de 200 candidatos vacunales estaban en estudios preclinicos y clinicos por todo el
mundo (Saleh et al., 2021). Para finales de 2020 e inicios de 2021 la OMS habia
autorizado de manera extraordinaria el uso de vacunas de emergencia como las
vacunas de ARNm de Pfizer y Moderna y las vacunas de vector de adenovirus de
AstraZeneca/Oxford y de Johnson & Johnson (Heidary et al., 2022; Saleh et al., 2021).

También fueron desarrolladas vacunas de subunidad de proteina basadas
principalmente en las proteinas espicula (S) y nucleocapside (N) y en el dominio RBD

por su importancia en el mecanismo de infeccion del virus a la célula (Shahcheraghi et
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al., 2021). De esta ultima alternativa han sido reportados varios candidatos que han
llegado a ensayos clinicos. El candidato ZF2001 producido en células CHO y aluminio
como adyuvante (Yang et al., 2021), Abdala (CIGB-66) (Hernandez-Bernal et al., 2022)
y BEVOC2 (Corbevax) (Pollet et al., 2021), ambos producidos en P. pastoris.

Wong-Arce et al. (2024) reportaron recientemente la obtencion de un candidato
vacunal multi-epitopo a partir de la proteina quimera LTB-p50 producida en E. coli
encausada a los epitopos S1y S2 altamente conservados y con el uso de la subunidad
B de la enterotoxina LT de E. coli como acarreador. Sin embargo, la tendencia de E.
coli para la formacion de antigenos en forma de cuerpos de inclusion es un problema
gue implica establecer procesos de solubilizacién y replegado que resultan laboriosos
y que no garantizan el éxito en la obtencion de un antigeno soluble y funcional (Basu
et al., 2011).
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2. Antecedentes

La pandemia de COVID-19 ha tenido alto impacto en la humanidad afectando las
esferas econOmica, social, politica, de salud e incluso medioambiental. No todas las
partes del mundo lograron enfrentar dicha pandemia con las mejores herramientas e
infraestructura. América Latina y el Caribe es un ejemplo de esto donde la pandemia
llegd a un entorno desfavorecido para su control y contencion (Vega & Morales, 2021).
En México, la pandemia irrumpié en un momento en el que el sistema de salud del
pais no estaba preparado. El presupuesto en salud mostraba para 2020 un
estancamiento, disminuyendo su presupuesto desde 2014 a 2018 (Vega & Morales,
2021). Sumado a esto, a finales de 2019 ocurria un proceso de sustitucion del Seguro
Popular por el Instituto de Salud y Bienestar (INSABI), lo cual acarreaba
desestabilizacion en el sistema. A pesar de emitir las disposiciones necesarias para
disminuir el riesgo de contagio, no ha sido posible evitar que para mayo de 2024 haya
un registro de 7,692,397 de casos positivos a la COVID-19 y un total de 334,699
fallecidos producto de la enfermedad (World Health Organization, 2023a).

2.1 SARS-CoV-2: estructuray mecanismo de entrada a las células

El SARS-CoV-2 es un virus ARN monocatenario de la familia de los coronavirus que
contiene glicoproteinas en su superficie en forma de espiga que simulan una corona
al ser observados en el microscopio electronico, de ahi la clasificacidon de coronavirus
(Mittal et al., 2020). El genoma de los coronavirus es capaz de codificar cuatro
proteinas estructurales: membrana (M), envoltura (E), nucleocapside (N) y la proteina
espicula (S) y dieciséis proteinas no estructurales (nspl — 16). Un numero amplio de
proteinas glicosiladas S sobresale de la envoltura del virus y son piezas clave en los
mecanismos de entrada del virus a la célula huésped (Lu et al., 2020; Mittal et al.,
2020).

La proteina S tiene un peso molecular de entre 180 y 200 kDa (Huang et al., 2020).
Esta compuesta por tres segmentos: un gran ectodominio, una transmembrana de un
solo paso y una cola intracelular. EI ectodominio de la proteina S esta formado por las

subunidades S1y S2. La subunidad S1 consiste en un dominio N-terminal y el dominio
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de union al receptor (RBD por sus siglas en inglés). La subunidad S2 contiene un
péptido de fusion (FP), HR1, la hélice central (CH), el dominio del conector (CD), HR2,
el dominio de transmembrana (TM) y una cola citoplasmatica (CT) (Wang et al., 2020).
La proteina S esta en un estado metaestable antes de la fusion; una vez que el virus
interactia con la ceélula huésped ocurre un reajuste estructural de la proteina
permitiendo la fusion del virus a la membrana de la célula huésped (Huang et al., 2020;
Mittal et al., 2020).

El SARS-CoV-2 se une mediante la proteina S a su receptor obligatorio, la enzima
convertidora de angiotensina 2 (ACE2) de membrana celular para infectar a las células.
La ACE2 es un componente importante del sistema renina-angiotensina (SRA) y
cataliza la hidrdlisis de angiotensina Il a angiotensina 1-7 (Zhang et al., 2021). El
proceso de entrada de las particulas virales a las células comienza por la formacion
de la interfaz RBD-ACE2 mediante la transicion de la conformacion abajo a la
conformacién arriba del RBD permitiendo un completo acoplamiento. Seguidamente
ocurre el corte de la proteina S por la enzima furina en la zona donde se unen las
subunidades S1 y S2. Acto seguido ocurre el corte en el sitio S2” por la proteasa
transmembrana, serina 2 (TMPRSS2) o por catepsina L en el compartimento
endosomatico (Wang et al., 2020; Zhang et al., 2021).

La escision en el sitio S2' libera las restricciones estructurales en el péptido de fusion
e inicia una cascada de eventos de replegamiento en S2, probablemente acompafada
por una disociacion completa de S1. La formacion de una espiral larga central de tres
hebras y el plegado hacia atras de la repeticion de la HR2 conduce a la estructura
posfusion de S2 que une las dos membranas, facilitando la formacion de poros de
fusion y la liberacion del gRNA viral en el citoplasma de la célula (Brant et al., 2021;
Jackson et al., 2022). Seguidamente, comienza el proceso de transcripcion y sintesis
de nuevas moléculas de RNA, las cuales comienzan a codificar proteinas estructurales
y no estructurales. Finalmente, la nueva molécula de RNA es encapsidada por
proteinas N, encerrada por la envoltura viral y liberada de la célula infectada (Brant et
al., 2021).
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2.2 Desarrollo de candidatos vacunales contra el SARS-CoV-2

Una vacuna es una suspension de microorganismos vivos atenuados, inactivos, de
una de sus partes o de un producto derivado de ellos que es administrada para producir
una infeccion similar a la infeccién natural. El objetivo es producir una respuesta
inmunitaria que proteja al paciente frente a posteriores contactos con el germen del

que se le ha vacunado sin provocar dafos en su salud (Martinez-Mateo et al., 2012).

La estructura bien elucidada del SARS-CoV-2 y el completo entendimiento de los
mecanismos de infeccion han permitido el desarrollo de diversas estrategias para la
creacion de candidatos vacunales capaces de inducir una respuesta inmune favorable.
El papel importante que tiene la proteina S en el proceso de infeccion la convierte en
un potencial objetivo para el desarrollo de vacunas, ademas, en pacientes con COVID-
19, es mas probable que sean producidos anticuerpos en contra de esta proteina
(Fathizadeh et al., 2021).

Existen diferentes candidatos vacunales contra el SARS-CoV-2. Desde 2021, cerca de
56 candidatos efectivos han sido presentados y producidos en todas partes del mundo.
Algunas de estas vacunas son basadas en virus inactivados, subunidades de proteina

y &cidos nucleicos como RNA 'y DNA; cada una con sus ventajas y limitaciones.

2.2.1 Vacunas de subunidad

Las vacunas de subunidad contienen fragmentos de microorganismos (antigeno) que
cuentan con la capacidad de desencadenar una respuesta inmunolégica en el
organismo (Vartak & Sucheck, 2016) acomparfiado de un adyuvante. El antigeno puede
ser un polisacarido, acido nucleico o una proteina. Estas proteinas pueden ser
obtenidas y purificadas a partir de un patdégeno causante de una enfermedad, un

péptido sintetizado o una proteina recombinante sintetizada (Bill, 2014).

Las vacunas de subunidad son obtenidas mediante la insercion de los genes que
expresan las partes mas predominantes del virus en sistemas de expresion como
bacterias, levaduras, células de mamiferos y células de insectos (Fathizadeh et al.,

2021; Nascimento & Leite, 2012). En su disefio es esencial la seleccion del vector de
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expresion y el promotor, la seleccion del marcador y la presencia o ausencia de
modificaciones postraduccionales por el vector recombinante, entre otras, para lograr

la eficiencia en el proceso de obtencién del antigeno.

El sistema de expresion en bacterias ha sido, a lo largo de los afios, uno de los mas
usados con este fin, principalmente en E. coli por su crecimiento rapido a altas
densidades en medios poco costosos, la posibilidad de lograr la transformacion con
ADN exdgeno de manera rapida y sencilla y su alta capacidad de clonacion. Sin
embargo, es bien conocido que a menudo la expresion de antigenos en células
procariotas puede resultar en la formacion de cuerpos de inclusion, por lo que muchas
veces el emigrar a sistemas de expresion en células eucariotas puede resultar una

alternativa ventajosa en busca de minimizar estos problemas.

Las levaduras son microorganismos que ofrecen muchos beneficios como sistemas de
expresion eucariota, especialmente Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris. La
Tabla 1 muestra un resumen de algunas de las vacunas obtenidas mediante la

expresion del antigeno en P. pastoris.

Tabla 1: Vacunas de subunidad expresadas en P. pastoris

Nombre de la proteina Enfermedad Referencia
AhpC Infeccién por Helicobacter pylori  (O’Riordan et al., 2012)
PIMP-V1y PIMP-V2 Malaria (Naully et al., 2020)
DENV-3 E Dengue (Tripathi et al., 2015)
CHIKV-C-E3-E2-6K-E1 Chikungufia (Saraswat et al., 2016)
HBHA Tuberculosis (Teng et al., 2018)

La Tabla 2 presenta algunas de las vacunas desarrolladas contra el SARS-CoV-2 en

P. pastoris.
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Tabla 2: Vacunas de subunidad contra SARS-CoV-2 expresadas en P. pastoris

Nombre de la proteina Desarrollador Referencia
SARS-CoV-2-RBDN1C1 Biological E/BCM (Pollet et al., 2021)
RBD203-N1 Texas Children’s Hospital Center  (Chen et al., 2022)
for Vaccine Development, Texas
Abdala (CIGB-66) CIGB-Cuba (Hernandez-Bernal
et al., 2022)

2.3 Levaduras: Pichia pastoris

Pichia pastoris, perteneciente a la familia de las levaduras, es un microrganismo
unicelular ampliamente usado como sistema de expresion. Es facil de manipular y
presenta un crecimiento rapido en cultivos de bajo costo. P. pastoris es una de las
aproximadamente 30 especies de levaduras capaces de usar metanol como fuente de
carbono (Cregg et al., 2000). A diferencia de la levadura de panaderia Saccharomyces
cerevisiae, P. pastoris prefiere el metabolismo respiratorio antes que el fermentativo
por lo que no genera grandes cantidades de productos fermentativos que podrian ser

toxicos como el etanol (Cregg & Higgins, 2007).

Entre las muchas ventajas que posiciona a P. pastoris entre los sistemas de expresion
mas ampliamente usados esta su rapida velocidad de crecimiento celular a muy altas
densidades sin requerir medios de cultivos y condiciones de cultivo complejos. Es
capaz de producir de manera extracelular altas concentraciones de proteinas
recombinantes correctamente plegadas y, a diferencia de S. cerevisiae, no

hiperglicosiladas (Ergun et al., 2021).

Otro factor es su capacidad de crecer en presencia de metanol. El uso de metanol
como fuente alternativa de carbono desencadena vias metabdlicas que requieren la
induccion de enzimas especificas. La enzima alcohol oxidasa (AOX) y la
dihidroxiacetona sintasa (DHAS) llegan a componer el 30% de la proteina total en el

cultivo con metanol. En cambio, estas enzimas estan completamente ausentes en
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células que han crecido en presencia de otras fuentes de carbono como glucosa o
glicerol. Considerando esto existe un sistema muy bien regulado donde la produccion
de estas enzimas es controlada por los niveles de transcripcion de sus respectivos
genes (Couderc & Baratti, 1980; Cregg & Higgins, 2007). Esta enzima purificada

aparece en una banda a los 75 kDa (Zhang et al., 2009)

La enzima esta en un organelo especializado denominado peroxisoma, donde ocurre
el primer paso de la ruta metabdlica del metanol que es su oxidacién para formar
formaldehido y peroxido de hidrégeno, ambos componentes altamente toxicos (Cregg
et al., 2000; Sahm, 1977). El peroxido de hidrogeno queda secuestrado del peroxisoma
mientras que el formaldehido pasa a ser un intermediario central situado en el punto

de bifurcacion entre las vias de asimilacion y disimilacion (Yurimoto et al., 2011).

AOX es sintetizada en grandes cantidades para compensar su baja afinidad por el
oxigeno. El promotor de AOX es uno de los mas estrictamente regulados conocido y
por lo tanto muy atractivo en la expresion de proteinas recombinantes. P. pastoris
cuenta con dos genes que codifican a la alcohol oxidasa, AOX1 y AOX2. Sin embargo,
hay reportes que evidencian que el primero es capaz de producir mayor cantidad de la
enzima (Karbalaei et al., 2020; Kuruti et al., 2020).

P. pastoris es capaz de expresar proteinas de manera intracelular o secretadas al
medio. Al ser muy baja la cantidad de proteinas endogenas que secreta esto facilita

los procesos de purificacion de las proteinas heterdlogas expresadas en ella.

2.3.1 Cepas y vector de expresion

La expresion de un gen externo en P. pastoris consta de tres etapas basicas: la
insercion del gen en el vector de expresion, la integracion del vector en el genoma de
P. pastoris y la seleccién de las posibles cepas para la expresion del gen (Li et al.,
2007).

Todas las cepas de expresion de P. pastoris son derivados de NRRL-Y 11430 (Northern
Regional Research Laboratories, Peoria, IL) (Cregg et al., 2000). Existen tres cepas

principales que varian segun su capacidad de utilizar metanol como fuente de carbono.
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La cepa con uso de metanol positiva o Mut* (methanol utilization positive) posee los
dos genes que codifican la enzima (AOX1 y AOX2) y es capaz de crecer rapidamente
en metanol y de expresar a mayor velocidad proteinas heterélogas en comparacion
con las que no cuentan con estos genes. La cepa con uso de metanol lento o MutS
(methanol utilization slow) solo cuenta con el gen AOX2 que es mas deébil en la
expresion de la enzima y por tanto su crecimiento es mas lento. La cepa con uso de
metanol negativo o Mut™ (methanol utilization negative) carece de ambos genes por lo
gue no es capaz de metabolizar metanol (Julien, 2006; Karbalaei et al., 2020).

Los vectores de expresion de P. pastoris tienen un casete de expresion que consta de
la secuencia del promotor (usualmente el promotor AOX1) y un sitio de clonacién
multiple (MCS) para la insercion de una secuencia codificante extrafia, flanqueado por
secuencias de terminacion derivadas de AOX1 (Cregg et al., 2000; Cregg & Higgins,
2007). A los vectores desarrollados para la expresion de proteinas recombinantes
secretadas al medio les es afladida una secuencia sefial en las proteinas foraneas
para que se incorporen a la via de secrecién. El péptido factor a prepro proveniente de
S. cerevisiae (Safder et al., 2018; Wang et al., 2016) ha sido muy usado para este fin,
aungue también existen vectores que contienen la secuencia de la sefial proveniente
del gen de la fosfatasa acida proveniente de P. pastoris (Cregg et al., 2000). Hay
vectores desarrollados con una alta resistencia a ciertas drogas como marcador para
asi lograr la seleccion de cepas con alto nimero de copias del casete de expresion del
gen externo como es la serie pPICZ que contienen genes que le garantizan una alta

resistencia al antibiotico zeocina (Cregg et al., 2000; Cregg & Higgins, 2007).

2.4 Expresién en biorreactor

Pichia pastoris es capaz de crecer en cultivos de altas densidades y expresar una gran
cantidad de proteinas recombinantes. En algunos casos, los niveles de expresion en
matraz son menores que en un biorreactor donde es posible alcanzar un rendimiento
hasta 10 veces mayor. La expresion en un biorreactor presenta muchas ventajas sobre
el matraz ya que garantiza un ambiente mas controlado, lo cual permite al

microrganismo crecer en condiciones Optimas. Asi es posible lograr niveles de
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transcripcion de 3 a 5 veces mayores a través de diferentes estrategias de induccion
en Fed-Batch (Cregg et al., 2000).

En la fermentacion de P. pastoris existen varios factores que influyen significativamente
en el rendimiento de la produccion como el tipo de cepa, la seleccidon y composicion
del medio de cultivo, el pH del medio, temperatura, oxigeno disuelto, agitacion y

estrategia de induccion.

2.4.1 Influencia de la composicién del medio

P. pastoris es capaz de crecer en variadas fuentes de carbono como glicerol, glucosa
y metanol ademas de varias fuentes de nitrégeno como peptona, extracto de levadura
y base nitrogenada de levaduras (Li et al., 2007; Looser et al., 2015). Para el
crecimiento en placa los medios mas utilizados son MGY (Minimal Glycerol Medium) y
YPD (Yeast-Extract Peptone Dextrose Medium). Para el crecimiento en matraz es muy
implementado el medio BMGY (Buffered Glycerol-Complex Medium) que favorece la
secrecion de la proteina ya que contiene peptona y extracto de levadura y permite
controlar el pH del medio (Invitrogen, 2010; Julien, 2006). No obstante, al momento de
implementar la expresion de proteinas recombinantes en biorreactor, uno de los
medios mas recomendados y con muy buenos resultados es el medio rico en sales
denominado BSM (Basal Salts Medium) (Chen et al., 2014; Hanga et al., 2009; Tolner
et al., 2006). Sin embargo, es comun que exista precipitacion de estas sales en cultivos
de alta densidad (Brady et al., 2001). Como alternativa hay medios desarrollados con
concentraciones de sales mas bajas denominados LSM (Low Salt Medium) (Brady et
al., 2001; Chen et al., 2022; Chen et al., 2021).

Joseph et al. (2022) reportaron que la fermentacion de P. pastoris en BSM exhibe una
menor densidad de células viables a pH 6.0 después de 96 h de fermentacién en
comparacion con el resto de los medios estudiados (FM22, Medio de Sales Basales
Modificadas MBSM, d’Anjou, BMGY y MGY). En otro estudio, encontraron que los
mejores rendimientos de la proteina recombinante taumatina Il son logrados con los

medios FM22, BSM y BMGY, a pesar de que éstos no resultaron con los mayores
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crecimientos celulares. La expresion en el medio BMGY mostro el mayor rendimiento

de la proteina de interés (Joseph et al., 2023).

La seleccion de la fuente de carbono y la fuente de nitrégeno ha mostrado ser una
variable importante en el rendimiento de la expresion de proteinas recombinantes. El
glicerol es uno de los mas ampliamente usados como fuente de carbono. Sin embargo,
es bien conocida su capacidad para reprimir por completo el gen AOX que en ultima
instancia dificulta la produccion de proteinas heter6logas en P. pastoris. Prabhu et al.
(2017) evaluaron la influencia de las fuentes de carbono sorbitol, manitol, gluconato,
lactosa, glicerol, suero, galactosa y maltosa en concentraciones de 40 g/L con 1% de
metanol como inductor en la expresion del interferon gamma humano (hIFN-y). La
mayor velocidad de crecimiento celular fue con la presencia de maltosa, glicerol y
galactosa mientras que el gluconato exhibio la mayor expresion del interferon gamma
humano. El uso de la glicina como fuente de carbono aumenté en 9.5 mg/L la
produccion de hiIFN-y. De manera similar, hubo un efecto significativo cuando al usar
acido glutamico como fuente de nitrégeno, logrando alrededor de 7 mg/l de produccién
de hIFN-y. El uso del sulfato de amonio mostré0 un mayor crecimiento celular. No

obstante, reporté muy baja expresion de hIFN-y.

2.4.2 Influencia de la temperatura de fermentacion

La temperatura del cultivo es un parametro critico en la expresion de la proteina de
interés. P pastoris crece en un intervalo optimo de temperatura de 28 a 30 °C.
Temperaturas superiores a 32 °C podrian ser perjudiciales para la induccién de la
expresion de proteinas e incluso provocar la muerte celular. Hay protocolos de
fermentacion implementados a bajas temperaturas para disminuir la actividad
proteolitica extracelular y disminuir la formacioén de agregados de proteina (Cereghino
et al., 2002) (Karbalaei et al., 2020). Zhong et al. (2014) encontraron que la formacion
de agregados de proteina es proporcional al estrés del reticulo endoplasmatico (RE).
A bajas temperaturas este estrés disminuye, lo cual preserva la capacidad de
plegamiento de la proteina y la viabilidad de las células, ademas de disminuir la

actividad proteolitica contra la proteina diana. En cambio, los cultivos a altas
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temperaturas presentaban una acumulacién prolongada de la proteina recombinante
de interés en forma incompleta en el reticulo endoplasmico, lo que conduce a un alto

estrés en este organulo y posterior muerte celular.

Li et al. (2001) analizaron la influencia de la temperatura en la viabilidad de las células
y el rendimiento en la produccién de la proteina anticongelante de arenque (hAFP).
Los resultados obtenidos mostraron un aumento significativo de practicamente 10
veces en la produccién de la proteina recombinante a 23 °C en comparacion con la
expresion a 30 °C. Dragosits et al. (2009) encontraron que una reduccion de la
temperatura de 30 a 25 °C dio como resultado un aumento de 2 veces de la
productividad especifica del fragmento Fab 3H6 y una reduccion de 30 a 20 °C produjo
un aumento de 3 veces. En cambio, la actividad proteolitica no sufri6 cambio
significativo entre las tres temperaturas. Por el contrario, Joseph et al. (2022)
determinaron que 30 °C es la temperatura 6ptima para la generacion de biomasa y
expresion de la proteina taumatina Il, encontrando que a temperatura de 20 °C ocurre
la degradacion de la proteina en el medio, comportamiento que no observado a 25y
30 °C.

2.4.3 Influencia del pH

P. pastoris es capaz de crecer en un amplio intervalo de pH de 3.0 a 7.0 lo que facilita
el ajuste segun las necesidades del protocolo por implementar. Un pH 6ptimo es crucial
para garantizar el crecimiento celular y la correcta formacion y estabilizacion de las
proteinas. La actividad proteolitica tanto en presencia como ausencia de células esta
altamente influenciada por el pH (Li et al., 2007). Determinar el pH éptimo depende de
la proteina a expresar y del medio de cultivo para ello. Ademas, son necesarios
numerosos ensayos de fermentacion a diferentes valores de pH que ayuden a
determinar cuanto puede influir el pH en la generacién de biomasa y en la expresiéon

de la proteina de interés.

Algunos protocolos reportados incorporan un ajuste de pH al inicio de la fase de

induccidn. Zou et al. (2003) desarrollaron la etapa de generacion de biomasaapH 5y
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luego disminuyeron el pH a 3.5 para comenzar la induccion del antigeno del parasito
de la malaria Pfs25. Zhu et al. (2021) usaron el medio BSM, pero disminuyendo la
concentracion de las sales a 1/2 y 1/4 de la concentracion inicial y, en la etapa de
Glicerol-Fed-Batch, fijaron el pH a 5 para evitar la precipitacion de sales. Chen et al.
(2022) en su protocolo de expresion desarrollaron la etapa de crecimiento celular a pH
5 en medio BMG (Buffered Minimal Glycerol) y en la etapa de induccion aumentaron

el pH a 6.5 para obtener antigeno RBD203-N1.

Calik et al. (2010) reportaron que la disminucién del pH de 6 a 5 provoca un aumento
de la actividad de AOX y por lo tanto un mayor rendimiento en la producciéon de la
proteina rhGH. También encontraron que la concentracion total de proteasas aumenté
a lo largo del tiempo de fermentacion y disminuyé con el incremento del pH. Sin
embargo, a pH 6 detectaron un repunte en la concentracion de proteasas. Un estudio
estadistico multifactorial llevado a cabo por Chagas et al. (2014) revel6 que no existe
diferencia significativa en la velocidad de crecimiento celular en el intervalo de pH de
3 a 6. Joseph et al. (2022) analizaron la influencia del pH de diferentes medios de
cultivos en el crecimiento celular de P. pastoris y en la expresion de la proteina
taumatina Il, reportando a pH 5 un menor rendimiento de la proteina recombinante y

menor crecimiento celular que a pH 6.

2.4.4 Influencia de la concentracion de oxigeno disuelto

La concentracion de oxigeno disuelto (OD) es otro factor que influye significativamente
en el crecimiento celular y la expresion eficiente de proteinas heterélogas. El oxigeno
es importante en el primer paso de la reaccion de catabolismo del metanol.

Farinha et al. (2022) llevaron a cabo experimentos a diferentes niveles de
concentraciones de oxigeno disuelto (5, 10, 15, 30 y 50%) por 42 h. Obtuvieron la
méxima concentracién de biomasa con una concentracion de oxigeno disuelto de 15%
y la menor con 5%, donde observaron una disminucién en el consumo de glicerol. Un

aumento del nivel de OD de 15 a 50% ocasiono la disminucién de la biomasa producida
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en un 15%, probablemente producto de la oxidacion del sustrato. No detectaron

diferencia significativa en los resultados a 10, 15y 30% de OD.

En la mayoria de las fermentaciones de P. pastoris es favorable mantener la
concentracion de oxigeno disuelto entre 20 y 30%, pero la expresion de cada proteina
requiere de estudios preliminares para determinar el intervalo 6ptimo para la expresion.
Lee et al. (2003) establecieron puntos de control de concentracién de OD entre 10% y
30% y entre 30% y 50% para la etapa de induccion. Encontraron que 30% como limite
inferior de concentracién de oxigeno disuelto provoca un aumento en la expresion de
la proteina de interés (péptido inhibidor de elastasa) y en el consumo de metanol. Estos
resultados pueden indicar que una mayor concentraciéon de OD estimula la via de
utilizacion del metanol y mejora la eficiencia de expresion. Sin embargo, Trentmann et
al. (2004) comentan que la alta demanda de oxigeno en el metabolismo de metanol
requiere un estudio para evaluar si la cepa tolera mejor el crecimiento a
concentraciones limitantes de metanol o de oxigeno. En su estudio encontraron que
una concentracion limitante de metanol en el cultivo perjudica la integridad celular y la
calidad del producto, observando un aumento en la degradaciéon y una nula
concentracion de la proteina de interés producida. En condiciones de saturacion de

metanol y oxigeno limitante obtuvieron los mejores rendimientos de expresion.

2.5 Operacion Fed-Batch. Estrategias de induccién y control.

La gran mayoria de las estrategias de cultivo de Pichia pastoris con la cepa Mut* estan

basadas en el protocolo presentado por Invitrogen (2002) y cuentan con cuatro etapas.

Las dos primeras etapas tienen como objetivo la generacion de biomasa. La etapa
inicial denominada Glicerol-Batch ocurre hasta el completo consumo de glicerol en el
medio, caracterizado por un marcado aumento en la concentracion de oxigeno
disuelto. Normalmente los medios de cultivo tienen concentraciones glicerol de
alrededor de 40 g/L; concentraciones superiores inhiben el crecimiento (Potvin et al.,
2012). La segunda etapa, Glicerol-Fed-Batch, es el inicio de la fase de adaptacion

donde comienza la alimentacion de glicerol durante 1 a 3 h para mantener la
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generacion de biomasa y eliminar gradualmente la represion del gen AOX debido a la
presencia de glicerol. Posteriormente inicia la fase de transicion con la etapa tres
donde volimenes pequefios de metanol son afadidos, aumentandolos
progresivamente durante 4 a 8 h. La cuarta etapa denominada Metanol-Fed-Batch
comienza una vez que el cultivo esta completamente adaptado al metanol,

alimentando un flujo continuo de metanol durante el resto de la fase de induccion.

Es importante tener en cuenta que las concentraciones excesivas de metanol, que
normalmente oscilan entre 3.7 y 20 g/L, son citotoxicas y provocan una inhibicion del
crecimiento. Las concentraciones entre 2 y 3.5 g/L son Optimas para la produccion de

proteinas (Potvin et al., 2012).

2.5.1 Control OD-stat (alimentacion limitante de metanol)

Los perfiles de OD proporcionan informacién valiosa sobre la fase de crecimiento y la
salud de un cultivo (Potvin et al., 2012). Concentraciones limitantes de metanol
ocasionan un bajo consumo de oxigeno mientras que valores de concentraciones de
metanol cercanos a las inhibitorias provocan alto consumo de oxigeno. Una de las
estrategias de control implementadas es OD-stat donde la alimentacion de metanol
esta subordinada a la tasa de consumo de oxigeno del cultivo. Estableciendo un valor
deseado de control de oxigeno disuelto el metanol solo sera alimentado, de manera
automatica, cuando las concentraciones de OD alcancen valores superiores al valor
deseado, bajo estas condiciones es factible trabajar a concentraciones limitantes de

metanol.

Zhu et al. (2018) establecieron una comparacion entre dos estrategias con control de
oxigeno disuelto. En la primera estrategia la alimentaciéon de metanol fue constante.
En la segunda estrategia implementaron el OD-stat con una concentracion de OD de
20% controlada con la adici6bn automatica de metanol cuando la concentracion de OD
alcanza valores mayores al deseado. Bajo la primera estrategia obtuvieron mayor
cantidad de biomasa y mayor concentracion de rHSA, pero a las 96 h disminuy6

bruscamente la concentracién de la proteina y aumenté la presencia de fragmentos de
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degradacion y otras fracciones no deseadas en el sobrenadante, evidencia de haber
alcanzado niveles citotéxicos de metanol en el cultivo. La implementacion de la
estrategia de OD-stat permitié evitar las altas concentraciones de metanol, pero
obteniendo menores rendimientos de la proteina de interés ademas de un menor

consumo de metanol.

Otros reportes muestran resultados importantes bajo esta estrategia de control debido
a su simpleza tecnoldgica y operacional. Mufioz et al. (2019) desarrollaron un escalado
para la cepa Mut® bajo la estrategia de OD-stat donde solo es afladido metanol cuando
la concentracion de oxigeno disuelto llega a 30%. Esta estrategia evitdé alcanzar
concentraciones inhibitorias de metanol y la produccion de dextranasa tuvo el doble
del rendimiento que en estudios reportados para la cepa Mut*. Martinez-Hernandez et
al. (2020) desarrollaron la misma estrategia de induccion para la cepa GS115 en el
escalado de matraz a un biorreactor de 3 L para la obtencion de una vacuna
recombinante contra Entamoeba histolytica. Bajo este protocolo mantuvieron
condiciones limitantes de oxigeno y metanol y obtuvieron rendimientos comparables a
otros protocolos con cepas Mut*, por lo que fundamentan que condiciones saturadas

de metanol no son necesarias para compensar las condiciones limitadas de oxigeno.

La estrategia OD-stat propuesta por Lim et al. (2003) mantuvo la concentracién de OD
entre 40 y 45% mediante dos lazos de control interrelacionados que controlan la
presion parcial de Oz puro en la corriente de entrada de aire y el flujo de alimentacion
de metanol. Bajo esta estrategia el flujo de metanol disminuyé un 0.5% cuando los
niveles de OD alcanzaron valores menores al limite y aument6 un 1% cuando
superaron estos valores. A pesar de que esta estrategia no facilita establecer un perfil
optimo de alimentacion de metanol si evita la muerte celular tanto por la acumulaciéon

de metanol como por la deficiencia de oxigeno.

2.5.2 Control p-stat (alimentacion limitante de metanol)

Otra estrategia de inducciéon muy estudiada es el control y-stat en el que, mediante el

aumento exponencial de la alimentacion de metanol, el objetivo es mantener constante
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la velocidad especifica de crecimiento (u). En respuesta, el rendimiento de biomasa
por sustrato deberia ser constante con una acumulacion cuasi-exponencial de biomasa
(Liu et al., 2019). Una de las ventajas de este modelo es que puede ser implementado
sin el uso de sistemas de monitoreo de alta tecnologia ya que estan basados en
modelos matematicos. Ademas, debido a que la acumulacion de metanol en el medio
es cercana a cero, esta estrategia considera alimentacion limitante de metanol en lote
(Barrigon et al., 2013).

Zhang et al. (2000) investigaron dos estrategias de induccion. La primera es la
alimentacion de metanol no limitante en lote evaluando concentraciones entre 2.0 g/L
y 30.0 g/L con el objetivo de mantener la velocidad de crecimiento celular en su valor
méaximo (4 = pmax). La segunda estrategia implementa el control p-stat, con
alimentacion limitante de metanol a velocidad de crecimiento celular constante e
inferior a la maxima (M < pmax). Encontraron que altas concentraciones de metanol
provocan un efecto inhibitorio en el crecimiento celular, con una velocidad maxima de
crecimiento de 0.0709 h con 2.1 g/L de metanol. Los mejores rendimientos fueron

bajo la estrategia de control y-stat para y = 0.0267 h,

Sinha et al. (2003) encontraron el mayor rendimiento del interferon-t ovino
recombinante a p = 0.025 hl. Para otras velocidades especificas de crecimiento,
mayores 0 menores a la Optima encontrada, los rendimientos de la proteina de interés
fueron menores. La estrategia de induccion éptima encontrada bajo el control p-stat
fue mantener y = 0.025 h! durante las primeras 38 h de induccién para luego
disminuirla a 0.02 h'! hasta el final de la fermentacién. Sin embargo, los investigadores
comentan que controlar dicha estrategia de induccidon mediante la variacion de p
requiere un modelo de crecimiento efectivo para lograrlo. En investigaciones
posteriores Zhang et al. (2005), basados en los modelos previamente reportados por
Sinha et al. (2003), desarrollaron estudios de optimizacién para la R-galactosidasa
recombinante del grano de café mediante métodos matematicos aplicando la

estrategia de induccion con base al control p-stat.
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Barrigon et al. (2013) implementando la estrategia de u-stat obtuvieron los mejores
rendimientos para la produccién de la lipasa de Rhizopus oryzae para y = 0.015 hL.
Sin embargo, observaron una acumulacién de producto lenta pero continua durante la

fase de induccion.

2.5.3 Control Metanol-stat (alimentacion no limitante de metanol)

En las estrategias de control antes mencionadas (OD y u-stat) no hay un control exacto
de las concentraciones de metanol en el medio. Como resultado, pueden haber
desviaciones de la concentracion Optima de metanol, agotamiento de metanol o
acumulacion de metanol en el medio (Potvin et al., 2012). La estrategia de control
Metanol-stat esta disefiada para mantener la concentracion de metanol en el medio de
manera constante, denominandole alimentacién no limitada de metanol en lote. Esta
estrategia requiere de instrumentacion necesaria para tomar lecturas en tiempo real

de tales concentraciones de metanol y para implementar lazos de control eficientes.

Barrigon et al. (2013), luego de valorar los rendimientos en condiciones limitantes de
metanol bajo el control y-stat, evaluaron trabajar bajo Metanol-stat. Estudiaron cinco
concentraciones: 1, 2, 3, 5y 10 g/L. La mayor produccion total que obtuvieron fue con
una concentracion constante de metanol de 3 g/L. Obtuvieron menores rendimientos
con menores concentraciones de metanol y a concentraciones de 10 g/L detectaron
efectos inhibitorios en el crecimiento celular. En comparacion con la estrategia con
base al control p-stat, la implementacion de condiciones no limitantes de metanol

produjo mejores rendimientos para la proteina de interés.

Ponte et al. (2018) compararon dos propuestas de optimizacion con base a los
resultados obtenidos por Barrigon et al. (2013). Ambas propuestas implementan un
régimen de alimentacion no limitante de metanol. Esas dos estrategias tenian como
objetivo alcanzar los valores méximos de cada indice de rendimiento segun el perfil S
obtenido mediante optimizacion matematica. Para el primer caso, optimizaron la
concentracion final del producto mediante Metanol-stat y en la segunda optimizaron la

productividad volumétrica mediante un perfil de alimentacién gradual de metanol.
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Existen reportes de buenos resultados en la fermentacion de P. pastoris sustituyendo

el medio de cultivo justo antes de la induccidn. Esto permite eliminar cualquier

remanente de glicerol. Chen et al. (2004) argumentan que esta estrategia mejora

significativamente la expresion de la fitasa recombinante y su actividad.

La Tabla 3 presenta un resumen de algunas de las estrategias y parametros reportados

para la expresion de proteinas recombinantes en P. pastoris.

Tabla 3: Parametros de fermentacion y estrategias de induccién reportados para la expresion
de proteina recombinantes en P. pastoris

Referencia | Expresion Medio/Condiciones Estrategia de induccidn
- Preinéculo: - Adicion de preinéculo con DOeoo
BMG de 5-6.
- Fermentacion: - Crecimiento del cultivo en BR
LS +6,59g/L hasta agotamiento de glicerol
hexametafosfato de (pico en DO).
sodio + 4,35 g/L PTM1 Glicerol-Fed-Batch
Trace Salt - Alimentacion de 50% glicerol a
(PAar?tll’Dgzel\r/ll(?z;ra una 20.2 mL/L/h por 1.5 h.
(Brady et vacuna contra la M_etanol-Egd-Batch
al., 2001) malaria) Parametros: - ,réﬁlleT:nn(;[?uon de 1.5 mL/L de
GS115 -pH°5 L Alcanzado 180 g/L de biomasa
-30°C himeda, adicion de 1 mL/L de
-OD 30% '
-Agitacién variable entre me_tanol. s .
360 — 1000 rpm - La induccion contlnL_Ja por 64 h
con metanol conteniendo 12 mL/L
de PTM1 manteniendo la
concentracién de metanol a 1 g/L.
- Adicion de preinéculo con DOeoo
o . de 5-15.
éliﬂrglnoculo. - Crecimiento del cultivo en BR
i hasta agotamiento de glicerol (20-
- Fermentacion 25 h) (pH basico)
BSM modificado + 1 mL/L )P :
PTM4 trace salts Glicerol-Fed-Batch .
Pfs25 solution - Alimentacion de 50% de glicerol a
(Zou et al., (Antigeno contra la 19.3 mL/h/L de cultivo (v/v) con 4
2003) Malaria) mL/L de PTM4 trace salts por 2 h.
GS115 Parametros: Metanol-Fed-Batch
-pH 5 GB, GFB - Adicion de 1.875 mL/L de metanol
-pH 3.5 Induccién + 4mL/L de PTM4 trace salts
-30 °C - Disminucion del flujo de glicerol
-OD 30% hasta llegar a 0 en 3 h.
-Agitacion variable entre | Adicion de 0.3 mL/L de metanol +
360 — 550 rpm 4mL/L de PTM4 trace salts.
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L Alimentacién continua de metanol
+ 4mL/L de PTM4 trace salts a 5.4
mL/h/L de cultivo durante 35 h.

(Tolner et

- Preinéculo:
YEPD-glucosa
- Fermentacion
BSM + (167 mL/L
hexametafosfato trace
elements) + 4 mL/L de
PTM1 Trace Salt

- Adicion de preinéculo con DOeoo
de 4-6

- Crecimiento del cultivo hasta
agotamiento de glicerol (pico de
oxigeno 22-24h).
Glicerol-Fed-Batch

- Alimentacién de 50% de glicerol a
20 mL/h/L de cultivo con 4 mL/L
de PTM1 trace salts por 1 hy

afiadir 2mL/L de metanol.
Continuar glicerol por media hora

N .
al, 2006) | Mut , mas.
Parametros: - Disminuir glicerol hasta llegar a
-pH 5 (GB, GFB) flujo de 0 en 3 horas.
-pH 6.5 (Induccién) Metanol-Fed-Batch
-30 °C - Alimentacion de 2 mL/h/L de
-OD 40% metanol + 12 mL/L de PTM1 trace
-Agitacion variable entre | salts por 2 h.
500 — 1000 rpm - Aumentar flujo de metanol a 3
-Aireacién 1.6 vvm mL/h/L por 2 h. Luego a 5 mL/h/L
por 2 h y finalmente a 7.5 mL/h/L
hasta el final del proceso (72
horas de induccién).
- Preinéculo: - Adicién de preinéculo luego de 24
BMGY h.
- Fermentacion Glicerol-Fed-Batch
BSM modificado + 12 - Alimentacion de 70% (w/v)
Fitasa recombinante mL/L de PTM1 Trace Salt | glucosa + 12 mL/L de PTML1 trace
(Hanga et GS115-YY113 salts hasta DOsoo de 400.
al., 2009) (Mut) Parametros: Metanol-Fed-Batch
-pH 5.5 - Alimentacion de metanol + 12
-30°C mL/L de PTML1 trace salts para
-Aeracion 1 — 3 vvm mantener en 0.9% (v/v) la
-800 rpm concentracion de metanol durante
100 h de induccién.
- Preinéculo:
?Iléﬂe(r;mentacién - g?)idéfl%e preindculo con
BSM + 3.5 mL/L PTM1 + ~0007 5%
3.5 mL/L de 0.02% d - Gllcerol-Fed—B_atch _
RBD de SARS-CoV- Biotina - Consumo de glicerol hasta pico
(Chen et al 2 como candidato Parametros. de OD.
2014) " | vacunal contra _pH 5 (GB GFB) Metanol-Fed-Batch
COVID-19 _pH 6 (Indl,Jcci(’)n) - Alimentacion de metanol desde
X33 0.8 mL/L/h hasta 10 mL/L/h

-30 °C (GB, GFB)

-26 °C (Induccion)

-OD 30%

-Agitacion segun aeracion
500 — 1000 rpm

durante 6-8 h.
- La etapa de induccion demoré 75
h.
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- Preinéculo: - Adicién de preinéculo con

BMG DOs00=5-15.
- Fermentacion Glicerol-Fed-Batch
LS + 3.5 mL/L PTM1 + - Consumo de glicerol hasta pico
0, -
(Chen etal.,, | RBD de SARS-CoV- 3._5 mL/L de 0.02% d dg O.D, Iu,ego Iaotemperatura ]
) Biotina disminuyo a 25 °C y el pH quedo
2021) 2 como candidato g
establecido en 6.5 durante 1 h.
(Chen et al., | vacunal contra Metanol-Fed-Batch
2022) COVID-19 Pardmetros: i i6n d | desd
X33 _pH 5 (inicial) - Alimentacion de metanol desde
30 °C 0.8 mL/L/h hasta 11 mL/L/h
i durante 6-8 h.
-OD 30% )
o , .. rAjuste del pH a 6 y temperatura a
-Agitacion segun aeracion o5 °C
+ Induccion por 70 h
- Preindculo: Glicerol-Fed-Batch
YPD - Luego del consumo de glicerol
- Fermentacion inicial alimentan con 50% de
(Lietal RBD de la proteina | BMGY glicerol + 12 mL/L de PTM1 a 8
2006) " S como candidato mL/L/h hasta alcanzar 250 gwecw/L
(Liu et al vacunal contra Parametros: Metanol-Fed-Batch
2022) v COVID-19 -pH 6.4 - Luego de 10 — 30 min de agotado
X33 -25°C el glicerol afladen metanol con 12
-OD 20% mL/L de PTM1 durante 45 — 50 h

Agitacion segln aeraciéon | con un flujo exponencial desde 3
g/L/h hasta llegar a 0.01 g/L/h

- Preinéculo: - Adicién de preindculo (19 h,
BMGY DO600=18-22)
- Fermentacion Glicerol-Fed-Batch
RBD-DP candidato  |-BMGY - Luego del consumo de glicerol
vacunal contra ) inicial anadleron'gl recipiente 250
Parametros: mL de una solucion 10 x YES (10
(Kalyoncu COVID-19 o o
etal, 2023) | X33 -pH 6 % de extractolde levadura, 20 %
' -28 °C (GB, GFB) de tono de soja)
-25 °C (Induccion) Metanol-Fed-Batch
-OD 30% (controlado por | Adicion de metanol con 12 mL/L
aeracion) 0 — 1 vwm de PTM1 desde 3 mL/L/h hasta
-Agitacion 800rpm llegar a 8 mL/L/h de manera lineal
en72h.

2.6 Cinética de crecimiento.
2.6.1 Fases del cultivo en lote

La adiciéon de un pequefio nimero de células a un cultivo rico en nutrientes y con
condiciones favorables siempre conlleva a que, primeramente, las células deban
adaptarse al nuevo ambiente antes de comenzar su crecimiento. El cultivo en lote
(batch) es un sistema cerrado que contiene una cantidad limitante de nutrientes, esto

conlleva a que el cultivo pase por distintas etapas de crecimiento hasta alcanzar el
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consumo total de los nutrientes. La Figura 1 muestra una curva tipica de crecimiento

e identifica dichas fases.

Fase de
desaceleracion

Fase
estacionaria

Fase
decreciente

Fase de
crcimiento
exponencial

In CX

Fasede 1
celeracién,
|
Fase de
hdaptacion

R TN

Tiempo (h)

Figura 1. Curva tipica de crecimiento microbiano en condiciones de crecimiento en lote (Katoh
& Yoshida, 2009)

Durante la fase de adaptacion el cultivo sufre un proceso de ajuste a las nuevas
condiciones del medio por tanto no existe crecimiento celular. La duracion de este
periodo depende en gran medida del tipo de células, el tiempo de crecimiento del
preinoculo y la adaptabilidad de éstas a las nuevas condiciones, entre otros factores
(Katoh & Yoshida, 2009; Stanbury et al., 2003). Una vez que las células estan
completamente adaptadas inicia el crecimiento celular mediante un incremento

gradual de la velocidad de crecimiento. Esta etapa es denominada fase de aceleracion.

A partir de este momento la velocidad especifica de crecimiento comienza a aumentar
hasta que alcanza su valor maximo umax donde inicia la fase exponencial de
crecimiento. En esta etapa los nutrientes estan en exceso en el cultivo lo que favorece
el crecimiento. Con el tiempo, disminuye la cantidad de sustrato disponible y existe una
acumulacion de productos de desechos del metabolismo que provocan la disminucién
de la velocidad de crecimiento y el cultivo entra en la fase de desaceleracion.

Finalmente, el cultivo entra en la fase estacionaria donde el crecimiento no continda,
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provocado por la carencia de un sustrato, por la presencia de componentes tdxicos en
el medio o por la combinacion de ambos. El inicio de la ultima etapa de crecimiento,
fase decreciente, sucede cuando las células comienzan a morir o autodestruirse
mediante la lisis, resultando en una disminucién de la concentracion celular (Katoh &
Yoshida, 2009; Stanbury et al., 2003).

2.6.2 Modelos cinéticos de crecimiento microbiano. Modelo de Monod

Los modelos cinéticos son expresiones matematicas que correlacionan velocidades y
concentraciones de reactantes y productos que, insertados en balances de masa,
permiten predecir variables no medibles y condiciones de operacion. Estos permiten
simular procesos fermentativos con el objetivo de encontrar condiciones éptimas de

operacion.

Entre los modelos de crecimiento microbiano existen los modelos estructurados que
consideran algunos aspectos béasicos de la estructura celular e identifican una o dos
especies quimicas claves dentro de la célula, quizas aquellas que pueden extraerse a
escala comercial, y agrupan los deméas componentes de la célula, en una o dos clases
generales tales como proteinas y lipidos (Katoh & Yoshida, 2009). Sin embargo, en los
modelos no estructurados todos los componentes celulares son englobados en la
concentracion total de biomasa (X) y estan basados en una sola reaccién que describe
la conversion de sustrato en biomasa y su cinética esta descrita mediante la velocidad

especifica de crecimiento u (Nielsen et al., 2003).

El modelo de Monod (Ecuacién 1) es un modelo no estructurado donde todas las
reacciones celulares estan encerradas en una Unica ecuacion y es el mas simple y uno
de los mas usados para describir cinéticas. Este modelo describe que la velocidad
especifica de crecimiento u es proporcional a la concentracion de sustrato limitante S

y que, a concentraciones altas de este sustrato, y alcanza un valor maximo.
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S

U= Umax TKS Ecuacion 1

En esta ecuacion pmax (™) es la velocidad maxima de crecimiento alcanzada cuando
S >> Ks y la concentracion del resto de los nutrientes esenciales no cambia, S es la
concentracion del sustrato limitante (kmol/m3), Ks (kmol/m3) es la constante de
utilizacion de sustrato numéricamente igual a la concentracion de sustrato cuando y

es la mitad de umaxy €s medida de la afinidad del organismo por el sustrato.

Si el organismo tiene alta afinidad por el sustrato (bajo valor Ks) la velocidad de
crecimiento no sera afectada hasta que la concentracion de sustrato haya llegado a
valores muy bajos por tanto la fase de desaceleracion para este cultivo sera corta. Sin
embargo, si el cultivo presenta baja afinidad por el sustrato (alto valor Ks) la velocidad
de crecimiento comenzara a afectarse a valores relativamente altos de concentracion

de sustrato por tanto la fase de desaceleracion sera larga (Stanbury et al., 2003).
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3. Justificacion

La reciente pandemia de COVID-19 provocada por el virus SARS-CoV-2 evidencio la
importancia del desarrollo de candidatos vacunales efectivos de rapida respuesta.
Nuevas alternativas de vacunas en base a ARN y ADN han sido propuestas con
importantes resultados, pero presentan limitaciones en su produccién a gran escala
(Fathizadeh et al., 2021). Sin embargo, las vacunas de subunidad han sido
ampliamente desarrolladas y existe mayor cantidad de instalaciones para su
produccion en muchos paises (Cid & Bolivar, 2021). Las vacunas de subunidad son,
en consecuencia, una alternativa rapida y efectiva para el enfrentamiento de

enfermedades altamente contagiosas.

P. pastoris como sistema de expresion, es una alternativa atractiva a evaluar en la
expresion de la proteina recombinante LTB-p50. Esta proteina fue expresada
previamente en E. coli en forma de cuerpos de inclusion que requirieron largos
procesos de solubilizacién y replegado (Wong-Arce et al., 2024). P. pastoris es capaz
de plegar y glicosilar proteinas complejas, asi como secretarlas de forma soluble
(Ergun et al., 2021). Lograr la expresion de una proteina recombinante de manera
soluble y expulsada al medio de cultivo es un objetivo que puede ser alcanzado
mediante el uso de este sistema de expresion. No obstante, es necesario establecer
correctamente el protocolo de expresion, tanto en formato de matraz como a escala
de biorreactor. La seleccion de condiciones de proceso en este ultimo como aireacion,
agitacion, pH y temperatura no es de manera arbitraria y cada proteina precisa de

condiciones especificas.

Es necesario entonces evaluar el potencial de P. pastoris para la expresion de
antigenos recombinantes a escala de biorreactor para establecer condiciones de

operacion gue favorezcan su produccion.
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4. Hipotesis

Las condiciones de cultivo en un biorreactor de tanque agitado permitiran la expresion
de una proteina inmunogénica recombinante contra SARS-CoV-2 utilizando Pichia

pastoris como sistema de expresion.

5. Objetivos
5.1 Objetivo General

Establecer condiciones de cultivo en un biorreactor de tanque agitado para la
produccion de una proteina inmunogénica recombinante contra SARS-CoV-2
utilizando Pichia pastoris como sistema de expresion.

5.2 Objetivos especificos

1. Generar preinéculos de una clona de Pichia pastoris portadora de un casete de
expresion para una proteina antigénica.

2. Establecer condiciones de agitacion y aireacion que favorezcan el crecimiento
de P. pastoris en un biorreactor de tanque agitado.

3. Establecer condiciones pH y estrategia de induccién que favorezcan la
produccion de proteina inmunogénica recombinante en un biorreactor de
tanque agitado por lote alimentado.

4. Ajustar a un modelo de Monod a los datos experimentales de biomasa y sustrato

y obtener la cinética microbiana para la etapa de crecimiento en lote.
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6. Materiales y métodos
6.1 Crecimiento en matraz

La cepa X33 de P. pastoris fue transformada con el vector de expresién pPICZa que
contiene el ADN codificador para LTB-p50. Tres de estas colonias transformadas con
mayor expresion de la proteina recombinante LTB-p50 fueron seleccionadas y
cultivadas en placas de YPD que contenian 100 pg/mL del antibi6tico zeocina para su

seleccioén, incubandolas a 30 °C durante tres dias.

La expresion en matraz inicié con una unica colonia de P. pastoris X-33 modificada
genéticamente tomada de la placa de YPD y cultivada en 25 mL de BMGY (1% de
extracto de levadura, 2% de peptona, 100 mM de fosfato de potasio pH 6, 1.34% de
base nitrogenada para levaduras, 4 x 105% de biotina y 1% de glicerol) en un matraz
de 250 mL previamente esterilizado. El cultivo fue incubado durante 24 h a 250 rpm y
28 °C. A continuacion, la biomasa fue recuperada mediante centrifugacion a 2500 x g
por 5 min y resuspendida en 100 mL de BMMY (Buffered Methanol-complex Medium)
(1% de extracto de levadura, 2% de peptona, 100 mM de fosfato de potasio pH 6,
1.34% de base nitrogenada para levaduras, 4 x 10°% de biotina y 0.5% de metanol)
en un matraz de 1000 mL para el inicio de la induccion. Esta fue incubada durante 24
h a 28 °C con una velocidad de agitacién de 250 rpm. La adicién de 500 uL de metanol
cada 24 h fue para continuar el proceso de induccion hasta llegar a 96 h. Las muestras

fueron colectadas cada 24 h a partir del momento de la induccion.

6.2 Generacion del banco de trabajo

La generacién del banco de células de trabajo inici6 con una Unica colonia de P.
pastoris X-33 modificada genéticamente tomada de la placa de YPD y cultivada en 10
mL de medio YEPD-glucosa (1% de extracto de levadura, 2% de peptona y 2% de
glucosa) en un matraz de 100 mL. Esta fue incubada por 24 h a 30 °C y 250 rpm hasta
alcanzar una densidad 6ptica (DOsoo) entre 4 y 6. El cultivo fue utilizado para inocular
100 mL de YEPD-glucosa en un matraz de 1000 mL, incubando durante 24 h a las

mismas condiciones hasta alcanzar una DOeoo de entre 10 y 15. Una vez alcanzada la
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densidad Optica requerida el cultivo fue separado en 5 tubos de 50 mL afadiendo a
cada uno 20 mL del cultivo, para centrifugar a 2000 x g por 10 min a temperatura
ambiente y decantar el sobrenadante. La biomasa obtenida fue resuspendida en 4 mL
de YEPD-glucosa estéril y este cultivo fue usado para resuspender el siguiente pellet
y asi sucesivamente hasta obtener un cultivo concentrado con la biomasa recolectada
de los 5 tubos. Finalmente, el volumen del cultivo fue completado a 12.5 mL con YEPD-
glucosa estéril, adicionando después 12.5 mL de glicerol estéril. Esta mezcla fue
homogenizada con movimientos suaves y separada en alicuotas de 1 mL para obtener
25 alicuotas de 1 mL como stock para los estudios en el biorreactor. Dichas alicuotas

fueron almacenadas a —80 °C.

6.3 Expresién en biorreactor de tanque agitado

La fermentacion fue en un biorreactor Applikon de tanque agitado en lote de 1.2 L de
volumen efectivo adjunto al sistema de control eZ-Control Applikon. El sistema cuenta
con sensores de pH, oxigeno disuelto, temperatura y nivel, los cuales permiten
controlar las correspondientes variables del proceso. El sistema de control cuenta con
tres bombas peristélticas, dos de ellas para la adicion de soluciones controladoras de

pH (acido y base) y una para la adicion de antiespumante.

Para el control de la temperatura tiene incorporado una camara de enfriamiento por la
que pasa agua fria y una mantilla que cubre el frasco de vidrio cuya funcion es calentar.
Ambas funcionalidades estan sujetas a un lazo de control PID. De igual forma cuenta
con un condensador y un tubo en forma de L para introducir aire filtrado desde el fondo
del frasco de vidrio. Cuenta con capacidad maxima de 2000 rpm y tres bafles sujetos
a la tapa del biorreactor para garantizar el correcto mezclado durante la fermentacion

Figura 2.
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Figura 2. Sistema usado para la fermentacion. 1) dispositivo de control ez-Control, 2) software
recolector de datos Lucullus, 3) bomba de solucién base, 4) bomba de solucién &cida, 5)
bomba de solucion antiespumante, 6) valvulas de aire, 7) frasco de 1.5 L, 8) bomba de adicion
de preindculo y medio, 9) bomba de adicion de glicerol y metanol, 10) sistema de enfriamiento
de agua.

La preparacion del preinéculo comenzé tomando 500 pL de una de las alicuotas del
banco de trabajo para inocular 50 mL de medio BMGY en un matraz de 500 mL. Este
fue incubado durante 24 a 28 h a 250 rpm y 30 °C hasta alcanzar una DOeoo entre 4 y
6. Este preinéculo fue empleado en su totalidad para inocular 500 mL de medio en el
biorreactor. Dos medios de cultivo fueron evaluados, el medio BMGY (descrito
previamente) y el medio bajo en sales LSM (Low Salt Medium: 4.55 g/L de sulfato de
potasio, 3.73 g/L de sulfato de magnesio heptahidratado, 1.03 g/L de hidréxido de
potasio, 0.29 g/L de sulfato de calcio dihidratado, 10.9 mL/L de acido fosforico 85% y
40 g/L de glicerol) que contiene 3.5 mL/L de PTM1 Trace Salt (6.0 g/L de sulfato cuprico
pentahidratado, 0.08 g/L de yoduro de sodio, 3.0 g/L de sulfato de manganeso
hidratado, 0.2 g/L molibdato de sodio dihidratado, 0.02 g/L de acido bdérico, 0.5 g/L de
cloruro de cobalto, 20.0 g/L de cloruro de zinc, 65.0 g/L sulfato de hierro
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heptahidratado, 0.2 g/L de biotina y 5.0 mL/L de &cido sulfarico) y 3.5 mL/L de 0.02 %

de biotina.

Antes de inocular el medio fue saturado a 100% de concentracion de oxigeno durante
6-12 horas a 500 rpm con un flujo de 0.5 L/min de aire, estableciendo el pH y la
temperatura a los valores deseados. Dos valores de pH fueron estudiados, 5 para el
medio LS y 6 para el medio BMGY. La temperatura en ambos casos fue controlada en
30 °C. Justo después de inocular, la concentracion de oxigeno disuelto (OD) fue
ajustada al valor deseado y controlada mediante agitacion en un rango entre 500 y
1400 rpm y la alimentacién de aire entre 0.5 y 2 L/min usando un control ON/OFF. El
pH fue controlado mediante la adicion de 14 % de hidréxido de amonio y 10 % de acido
sulfurico cuando era necesario. La espuma fue controlada mediante la adicion de una

solucion de 5 % de antiespumante.

Una vez comenzada la primera etapa de fermentacion Glicerol-Batch los parametros
previamente descritos fueron controlados con el sistema de control ez-Control. Esta
etapa fue prolongada hasta detectar un consumo total de glicerol mediante una sefial
marcada en la concentracion de oxigeno disuelto o mediante los analisis de

concentracion de glicerol en el sobrenadante.

6.3.1 Estrategia A

El inicio de la etapa de Glicerol-Fed-Batch (GFB) comenzo con la alimentacion de una
solucién de 50% (w/v) de glicerol conteniendo 12 mL de PTML1 trace salt por litro de
cultivo a un flujo de 18.15 mL/h/L de cultivo durante 3 h. A continuacion, inicio la etapa
de Metanol-Fed-Batch (MFB) con la alimentacion de 3.6 mL/h/L de cultivo de metanol
con 12 mL/L de PTM1 trace salt durante 2 h. Luego el flujo fue aumentado a 7 mL/h/L
de cultivo durante 2 h, para finalmente incrementar el flujo de metanol a 10.9 mL/h/L

de cultivo y mantenerlo en dicho valor hasta el final de la fermentacion.

6.3.2 Estrategia B

La segunda estrategia de induccién evaluada inicio la etapa GFB con la adicion de 20

mL/h/L de cultivo de una solucion de 50% (w/v) de glicerol conteniendo 12 mL de PTM1
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trace salt por litro de cultivo. Luego de transcurrida 1 h el flujo de glicerol fue disminuido
durante 2 h de manera lineal hasta llegar a cero, afiadiendo un volumen completo de
metanol con 12 mL/L de PTML1 trace salt para lograr una concentracion deseada. A las
3 h de iniciada la etapa de GFB la alimentacion de glicerol fue detenida completamente

para iniciar la etapa de MFB con la alimentacién de metanol.

Varias muestras fueron colectadas de manera regular durante la fermentacion para
determinar densidad éptica, peso himedo, peso seco y las concentraciones de glicerol
y metanol en el cultivo. Dichas muestras fueron separadas en alicuotas de 1 mL y
centrifugadas a 13500 x g durante 15 min a 4 °C, conservando tanto el sobrenadante

como el pellet a =80 °C.

6.4 Modificaciones realizadas al biorreactor

La implementacién de la operacion Fed-Batch requirié de modificaciones en el sistema
de fermentacion. El tapon de la tapa del recipiente fue sustituido por una pieza de tres
boquillas para la alimentacion del preindculo, metanol y glicerol de manera aséptica
(Figura 3)

Pieza de tres boguillas -
Pieza de tres boquillas colocada
L\ A LI

Figura 3. Tapon sustituido por la pieza de tres boquillas en la tapa del frasco de fermentacion
para la alimentacion aséptica de preindculo, medio y sustratos.

Para la alimentacion Fed-Batch fueron preparados cuatro frascos: uno de 50 mL par la
adicion del preindculo, dos de 500 mL para la adiciéon de medio de cultivo y glicerol y
uno de 1 L para la adicion de metanol. Estos frascos fueron modificados para insertar
mangueras de 13 y 14 pulgadas en funcion de los requerimientos de flujo e incluyeron
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un pequenio filtro estéril para facilitar el flujo. Una vez preparados con las soluciones
necesarias estos frascos fueron esterilizados previo a la conexion al sistema. Ademas,
para impulsar los fluidos, dos bombas peristalticas Masterflex de flujo modificable

fueron empleadas.

////// S— -
VL Sy

?

’Vf/ e\
P .‘

i 15 VT
Frasco modificado

Figura 4. Bomba peristéltica afiadida y ejemplo de frasco modificado para la adicion de

preindculo, medio de cultivo y sustrato en la operacion Fed-Batch.

6.5 Andlisis de las muestras mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE)

Tanto la expresion intracelular como extracelular de la proteina de interés fueron
analizadas. Para determinar la presencia de la proteina de forma intracelular los pellets
fueron resuspendidos en una solucion amortiguadora de rotura (50 mM de fosfato de
sodio pH 7.4, 1 mM de PMSF, 1 mM de EDTAY 5% de glicerol) para obtener una DOsoo
entre 50 y 100. Seguidamente para su ruptura fueron necesarios 7 ciclos de sonicacion
a 70% de amplitud de 30 s con 30 s de incubacion en hielo. Después de centrifugar a

13 500 x g durante 15 min a 4 °C, el extracto de proteina total fue recuperado.

Las muestras de sobrenadante y extracto de proteina total fueron mezclados con una
solucion amortiguadora de carga 5x (500 mM DTT, 250 mM Tris-HCI, 10% (w/v) SDS,
50% (v/v) glicerol, 0.1% azul de bromofenol y pH 6.8) y 2x, respectivamente. Las

mezclas fueron calentadas a 95 °C durante 10 min. Las proteinas fueron separadas
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utilizando gel de 12 % de poliacrilamida desnaturalizante a 160 V durante 1.33 h 'y
después visualizadas mediante tincion con azul de Coomassie siguiendo el protocolo

reportado por Wong et al. (2000).

6.6 Andlisis de las muestras mediante Dot Blot y Western Blot

Para la deteccion de la proteina de interés mediante Dot blot fueron colocadas en este
orden: 6 pL de las muestras en una membrana de nitrocelulosa (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA), 1 yL de CTB (1 ng/mL) como muestra de control positiva y 6
ML de BSA como muestra de control negativa. Después de secar la membrana fue
bloqueada con una solucién amortiguadora de bloqueo (5% (w/v) de leche libre de
grasas disuelta en PBS) durante 3 h a temperatura ambiente, continuando con tres
lavados de 5 min cada uno con PBS + 0.05% Tween 20.

La membrana fue incubada toda la noche a 4 °C con una dilucion en PBS 1x (1:500)
del antisuero de raton en contra de la subunidad B de la toxina del colera (CTB) que
es un suero hiperinmune de ratén obtenido internamente utilizando adyuvante
completo de Freund y CTB comercial de Sigma (cat. no. C9903). Después de realizar
otros 3 lavados con PBS + 0.05% Tween 20 de 5 min cada uno, la membraba fue
incubada por 2 h a temperatura ambiente con una dilucion en PBS 1x (1:2000) de un
anticuerpo de ratdn anti-lgG secundario conjugado con peroxidasa de rabano picante
de cabra (Sigma, Livonia, MI). La deteccion del antigeno procedio tras incubar la
membrana con el sustrato luminiscente Super Signal West Picochemi (Pierce,
Rockford, IL).

Para la deteccion de la proteina de interés mediante Western blot, las proteinas fueron
separadas mediante SDS-PAGE y luego fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) por 1 h a 500 mA usando
electroforesis de transferencia celular (Bio-Rad, Hercules, CA). La proteina LTB-p50
purificada a una concentracion de 91 pg/mL fue usada como control positivo. La
membrana fue incubada durante toda la noche a 4 °C con la solucion amortiguadora

de bloqueo (5% (w/v) de leche libre de grasas disuelta en PBS).
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A continuacion, la membrana fue lavada con PBS + 0.05% Tween 20 tres veces por 5
min cada lavado. La deteccion procedié mediante el mismo procedimiento que el Dot
Blot. Esta fue incubada toda la noche a 4 °C con una diluciéon en PBS 1x (1:800) del
antisuero de ratén en contra de la subunidad B de la toxina del célera (CTB) que es un
suero hiperinmune de raton obtenido internamente utilizando adyuvante completo de
Freund y CTB comercial de Sigma (cat. no. C9903). Después de realizar otros 3
lavados con PBS + 0.05% Tween 20 de 5 min cada uno, la membrana fue incubada
por 2 h a temperatura ambiente con una dilucién en PBS 1x (1:2000) de un anticuerpo
de raton anti-lgG secundario conjugado con peroxidasa de rabano picante de cabra
(Sigma, Livonia, MI). La deteccion del antigeno procedio tras incubar la membrana con

el sustrato luminiscente Super Signal West Picochemi (Pierce, Rockford, IL,).

6.7 Cinética de crecimiento

La cinética de crecimiento microbiana fue evaluada solo para la etapa de crecimiento
en lote, es decir, durante la fase de crecimiento en glicerol o Glicerol-Batch. Las
muestras fueron colectadas de manera continua para medir su densidad Optica en el
espectrofotometro a 600 nm, determinando asi la DOsoo. La medicion del peso humedo
consistié en tomar una muestra de 1 mL de cultivo en un tubo de microcentrifuga de
1.5 mL previamente pesado para centrifugar a 13 500 x g durante 15 min a 4 °C. El
sobrenadante fue almacenado a —80 °C y el pellet de biomasa fue lavado dos veces
con agua desionizada dejando secar durante unos minutos a temperatura ambiente
para luego pesar el tubo y determinar el peso humedo de la muestra, luego fue secado

durante 72 h a 50 °C para determinar el peso seco.

El modelo de Monod fue seleccionado para hacer el ajuste cinético debido a su simple
implementacion y la fuerte dependencia del crecimiento con el sustrato limitante que
presenta el cultivo. Las concentraciones de glicerol durante el cultivo en lote fueron
determinadas a partir de las muestras de sobrenadante mediante cromatografia liquida

HPLC. Los datos fueron recolectados para los ensayos 3A, 1B, 2B y 3B.
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6.7.1 Crecimiento celular

El balance de masa en un biorreactor de lote donde el volumen del reactor es constante

y esta uniformemente mezclado viene dado por la Ecuacion 2.

dX

Ecuacion 2

Donde X representa la concentracion celular (kg/m3), rx expresa la velocidad de
crecimiento celular con base a peso seco (kg de biomasa/m3-h) y y (h'1) la velocidad
especifica de crecimiento, una medida de la rapidez de crecimiento. Suponiendo que
el modelo de Monod describe las fases exponencial del crecimiento microbiano, de
desaceleracion y estacionaria la Ecuacion 3 es util, obtenida a partir de la combinacién

de la Ecuacion 1y la Ecuacion 2.

dX S

— =X _— Ecuacion 3
dr ~ CHmaxg g

Como el rendimiento celular es constante durante estas fases entonces es posible

obtener la Ecuacion 4.

s 1.dx s
dt = YXS dt cuacion

Donde Yxs es el factor de rendimiento y viene dado por la relacion entre la masa de
células formadas y la masa de substrato consumido.

Mediante la integracion de las ecuaciones 3 y 4 es posible obtener la Ecuacion 5.

(Ko + Yis(So + K5)) In (X%) — KgYysIn (S%)

Umax (SoYxs + Xo)

¢ Ecuacion 5
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6.7.2 Cuantificacién de concentracion de metanol y glicerol por HPLC

Las concentraciones de etanol y glicerol en el medio de cultivo fueron determinadas
mediante cromatografia liquida. Para esto fue empleada una columna de exclusion
iGnica Aminex® HPX-87H (300 mm x 7.8 mm) con un método isocratico empleando
una solucién de H2SO4 5 mM como fase movil. Fueron inyectados 20 pL de muestra
(o estandar), el flujo fue de 0.6 ml/min y la temperatura de la columna fue de 50 °C. La
deteccién fue utilizando un detector de indice de refraccion a 35 °C. El tiempo de

andlisis fue de 21 min.
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7. Resultados y Discusion
7.1 Crecimiento en matraz

La variante X-33, fenotipo Mut*, fue modificada con el vector de expresiéon pPICZa—
LTB-p50. Este vector le confiere a la cepa resistencia a la zeocina lo que permitio
seleccionar las cepas modificadas correctamente. Las clonas 15, 22 y 24 resultaron
candidatas y fueron cultivadas en matraz. También fue cultivada la cepa wild-type (WT)
con el objetivo de evaluar su comportamiento y establecer dichos resultados como

referencia.

La toma de muestras ocurrié cada 24 h. El perfil de crecimiento celular de las tres
clonas modificadas fue similar principalmente en el caso de las clonas 22 y 24, las
cuales alcanzaron mayores densidades opticas al final de la etapa de induccion (Figura
5).

3.5
3.0
2.5
g2.0
o)
015
1.0
0.5

0.0

0 24 48 72 96
Tiempo (h)

+—Clona 15 —+—Clona 22 Clona 24

Figura 5. Densidad optica en 600 nm del cultivo en matraz de clonas modificadas 15, 22 y 24
durante la etapa de induccion en medio BMMY en funcion del tiempo de induccion.

La cepa wild-type presentd un mayor crecimiento en comparacion con las cepas
modificadas, alcanzando, a las 24 h de induccién, la méxima densidad Optica, similar
a la alcanzada por las cepas modificadas. La induccion duré 72 h en total y durante

este tiempo el cultivo alcanz6 una densidad oOptica de 10.87 (Figura 6). La diferencia
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en el comportamiento del crecimiento entre las cepas modificadas y la cepa sin
modificar puede estar asociada a la presencia del vector de expresion que provoca un

estrés adicional que la cepa wild-type no sufre.
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Figura 6. Densidad optica 600 nm del cultivo en matraz de la cepa wild-type durante la etapa
de induccion en medio BMMY en funcién del tiempo de induccién (h).

7.2 Deteccion de la proteina expresada en matraz

La expresion de la proteina de manera extracelular e intracelular fue evaluada a partir
de las muestras de sobrenadante y extracto de proteina total obtenidas mediante los
protocolos previamente expuestos en la seccion 6.5. Las muestras procesadas fueron

evaluadas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y Dot blot.

Las electroforesis obtenidas a partir de las muestras de sobrenadante de las clonas
estudiadas aparecen en la Figura 7. No existen bandas definidas a la altura de los 26
kDa (el peso molecular tedrico de la proteina LTB-p50 es 25.4 kDa) por lo que

posiblemente exista nula 0 muy poca expresion de la proteina de manera extracelular.
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Figura 7. Analisis mediante SDS-PAGE del sobrenadante obtenido a diferentes tiempos de
induccién durante la expresion de la proteina LTB-p50 en medio BMMY en matraz. (A)
sobrenadante de la clona 15, (B) sobrenadante de la clona 22, (C) sobrenadante de la clona
24, Glob: globulina usada como marcador de peso molecular, SI: muestra sin inducir, 24h, 48h,
72h, 96h: muestras de sobrenadante a las 24, 48 ,72 y 96 h de induccion respectivamente. El
peso molecular tedrico de la proteina LTB-p50 es de 25.4 kDa.

En la Figura 8 aparecen las electroforesis del extracto de proteina total obtenido a

partir de las muestras.

La electroforesis de la clona 15, Figura 8A, presenta bandas muy tenues a la altura de
los 26 kDa, las cuales no estan en la muestra sin inducir. Sin embargo, todas tienen
una intensidad muy similar. En el caso de la clona 22, Figura 8B, no existen bandas de
interés. La electroforesis de la clona 24, Figura 8C, exhibe bandas muy ligeras a la

altura de los 26 kDa cuya intensidad aumenta levemente conforme aumenta el tiempo
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de induccidén y no aparece en la muestra sin inducir, por lo que podria pertenecer a la

proteina de interés expresada de manera intracelular.

kba MPM SI
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©)

Figura 8. Andlisis mediante SDS-PAGE del extracto de proteina total obtenido a diferentes
tiempos de induccién durante la expresion de la proteina LTB-p50 en medio BMMY en matraz.
(A) extracto de proteina total de la clona 15, (B) extracto de proteina total de la clona 22, (C)
extracto de proteina total de la clona 24, Glob: globulina usada como marcador de peso
molecular, MPM: marcador de peso molecular, SI: muestra sin inducir, 24h, 48h, 72h, 96h:
muestras de extracto de proteina total a las 24, 48 ,72 y 96 h de induccidn respectivamente.
El peso molecular tedrico de la proteina LTB-p50 es de 25.4 kDa.

La electroforesis en gel de poliacrilamida de las muestras de sobrenadante y extracto

de proteina total obtenidas a partir de la expresion en matraz para la cepa wild-type

son mostradas en la Figura 9.
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Figura 9. Analisis mediante SDS-PAGE de la expresion de proteinas de la cepa wild-type a
diferentes tiempos de induccion en medio BMMY en matraz. glob: globulina usada como
marcador de peso molecular, EPT: extracto de proteina total, SI: muestra sin inducir, 24h, 48h,
72h, 96h: muestras obtenidas a las 24, 48 ,72 y 96 h de induccién respectivamente. El peso
molecular teérico de la proteina LTB-p50 es de 25.4 kDa.

En las muestras de sobrenadante no hay presencia de ninguna banda, lo cual esta
dado por la baja cantidad de proteina que secreta P. pastoris al medio (Brady et al.,
2001). En el caso de las muestras de extracto de proteina total aparecen bandas muy
similares a las observadas en las clonas modificadas principalmente a la altura de los

26 kDa.

El ensayo Dot Blot permitiéo confirmar la expresion o no de la proteina de interés. Los

resultados aparecen en la Figura 10
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Figura 10. Analisis mediante Dot Blot de la expresion de la proteina LTB-p50 en medio BMMY
en matraz. BSA: seroalbimina bovina como control negativo, S: sobrenadante, E: extracto de
proteina total, to: muestra sin inducir, ti, t2, t3, ta: muestras obtenidas a las 24, 48 ,72 'y 96 h de
induccion respectivamente, LTB-p50: proteina LTB-p50 purificada (91 ug/mL) como control
positivo.

Las muestras de la cepa wild-type resultaron negativas y los resultados fueron
tomados como control para el andlisis de las cepas modificadas. La clona 22 presenta
seflales negativas en el sobrenadante lo que significa que no hubo expresion
extracelular de la proteina. Las muestras del extracto de proteina total para las 24, 48
y 72 h de induccién resultaron positivas, y su intensidad aumenta desde las 24 hasta
las 48 h de induccién. Sin embargo, a las 72 h disminuye dicha intensidad para

desaparecer por completo a las 96 h de induccion.

Las muestras de sobrenadante obtenidas con la expresion de la clona 15 resultaron
ser negativas al ensayo hasta las 72 h de induccién. La muestra de las 96 h de
induccidn presenta una sefal casi imperceptible que podria corresponder a una baja
secrecion de la proteina de interés. La muestra sin inducir del extracto de proteina total
resultd ser negativa como era de esperar, mientras que las muestras de 24, 48y 72 h
de induccion si tuvieron respuestas positivas y su intensidad fue directamente
proporcional al tiempo de induccién. La muestra de las 96 h de induccion resulté ser

negativa.

Las muestras de sobrenadante sin induciry 24 h de induccion pertenecientes a la clona
24 resultaron negativas. Las muestras de las 48 y 72 h de induccion fueron positivas
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con intensidades similares lo que significa que hubo expresion extracelular de la
proteina de interés. La sefal positiva de la muestra a las 96 h de induccion es

practicamente imperceptible.

La ausencia de proteina a las 96 h para todas las clonas tanto en las muestras de
sobrenadante como de extracto de proteina total podria corresponder a la accion de
proteasas. La degradacion proteolitica de las proteinas recombinantes puede ser
causado por la degradacién de la membrana celular debido a la lisis celular en cultivos
de alta densidad. Ademas, bajo niveles de estrés provocados por inanicién, cambio de
sustrato, temperatura, pH o elementos toxicos es muy probable que exista este tipo de

respuesta (Sinha et al., 2005).

Luego de estos analisis fue seleccionada la clona 24 para comenzar los estudios de
expresion en el biorreactor ya que fue la que resultdé mejor en la expresion extracelular
de la proteina de interés. Ademas, los niveles de expresion en matraz son menores
gue en un biorreactor donde es posible alcanzar un rendimiento hasta 10 veces mayor
(Cregg et al., 2000).

7.3 Expresion en biorreactor. Estrategia A

El banco de trabajo para los estudios en el biorreactor consistio en 25 alicuotas de 1
mL de cultivo de la clona 24 en glicerol con una DOsoo de 10.2, obtenidas mediante el

protocolo establecido en la seccion 6.2.

Los parametros establecidos para la fermentacion implementando la estrategia A

aparecen en la Tabla 4.

Tabla 4: ParAmetros de los ensayos desarrollados con la estrategia de expresion A

Ensayo DOsoo Preindculo pH %OD Temp (°C) Agitacion (rpm) Flujo de aire (L/min)

1A 4.2 6.5 40 30 400 - 1000 05-2
2A 4.8 6.5 30 30 300 - 1200 05-2
3A 4.7 6.5 30 30 500 - 1000 05-2
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EL medio BMGY tiene una concentracion de 1% de glicerol. EI consumo total del
mismo ocurrio entre las 12 y las 14 horas luego de haber inoculado el biorreactor. Este
punto fue determinado en algunos casos por un pico radical en la concentracion de

oxigeno disuelto. La Tabla 5 muestra algunos de los resultados de estos tres ensayos.

Tabla 5: Resultados de los ensayos de la estrategia A

Ensavo Tiempo GB Tiempo MFB Méaxima biomasa Méaxima DOsoo
Y (h) (h) himeda obtenida (g/L)  alcanzada
1A 14 48 112.0 37.4
2A 12 54 148.6 42 .3
3A 14 96 192.2 68.8

7.3.1 Resultados obtenidos en el Ensayo 1 — Estrategia A

El ensayo 1 de la estrategia A inicié con un volumen de 700 mL de medio BMGY y la
adicién de 70 mL de preindculo obtenido luego de 26 h de crecimiento en medio BMGY
con una densidad 6ptica de 4.2. La densidad 6ptica del cultivo al momento de inocular
fue de 1.1.

El perfil de concentracion de oxigeno disuelto obtenido es mostrado en la
Figura 11. Justo en el momento de inocular ocurri6 una caida drastica en la
concentracion de oxigeno disuelto, y en este momento inicid el control de dicho
parametro a 40%. A las 11 h de fermentacién ocurrié un pico radical en el perfil, sefial
del agotamiento de glicerol. El cultivo estuvo en inanicion hasta las 14 h de
fermentacion. Durante este tiempo el perfil de concentracion de oxigeno disuelto
presentd un comportamiento erratico que podria estar relacionado a la fase de

adaptacion del crecimiento.
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Figura 11. Perfil de concentracion de oxigeno disuelto (%) en funcion del tiempo durante la
etapa de Glicerol-Batch en la fermentacion con medio BMGY en un biorreactor de tanque
agitado en lote (E1A). Condiciones establecidas: agitacion variable de 400 a 600 rpm, aireacion
de 0.5 a1 L/min, pH 6.4, Temperatura de 30 °C.

Llegadas las 14 h de fermentacion, inicié la alimentacion de una solucion de 50 % de
glicerol conteniendo 12 mL/L de PTM1 Trace Salts a un flujo de 0.21 mL/min. Esto
provocd un aumento rapido de los requerimientos de oxigeno y asi estuvo durante las
2.5 h que tuvo lugar la etapa de Glicerol-Fed-Batch (GFB). Alas 18.4 h de fermentacion
inici6 la etapa de Metanol-Fed-Batch (MFB) con la alimentacion de metanol
conteniendo 12 mL/L de PTM1 Trace Salts a un flujo de 0.06 mL/min durante 2 h.
Seguidamente, aumentoé el flujo de metanol a 0.08 mL/min durante 1 h. Finalmente,

aumento el flujo de metanol a 0.10 mL/min y persistié hasta el final del proceso.

La Figura 12 representa el perfil de concentracion de oxigeno disuelto para las etapas

de alimentacion por lote descritas anteriormente.
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Figura 12. Perfil de concentracion de oxigeno disuelto (%) en funcion del tiempo durante las
etapas de Glicerol-Fed-Batch (GFB) y Metanol-Fed-Batch (MFB) en la fermentacion con medio
BMGY en un biorreactor de tanque agitado en lote (E1A). Condiciones establecidas: agitacion
variable de 400 a 1000 rpm, flujo de aire de 1 a 2 L/min, pH 6.4, Temperatura de 30 °C. GFB
inicié luego de 14 h, MFB inici6 luego de 19 h.

Durante las dos primeras horas de induccion (MFB) hubo mucha fluctuacion en la
concentracion de oxigeno disuelto. Esto puede corresponder a una acumulacion inicial
de metanol en el medio durante el proceso de adaptacion (Invitrogen, 2002). Cerca de
las 22 h de fermentacién, la concentracion de oxigeno disuelto alcanz6 una mayor
estabilidad debido la completa adaptacion del cultivo al nuevo sustrato (Invitrogen,
2002). Sobre las 26 h de fermentacion comenzé un aumento progresivo de la
concentracion de oxigeno disuelto, lo cual viene dado por una disminucién en los
requerimientos de oxigeno. El resto del perfil continué con una alta fluctuacion
aumentando desde rangos de 10% — 40% a 10% — 70%. Esto fue producto de los
limites de agitacion establecidos (de 300 a 1000 rpm) sumado a las bajas demandas

de oxigeno que provocaron alta variabilidad.

El comportamiento del crecimiento celular es observado en la Figura 13. Durante las
primeras 14 h es posible que tuvieran lugar las fases de adaptacion, aceleramiento y

exponencial, y al momento de la toma de muestra ya estaba en la fase estacionaria.
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Al comenzar la alimentacion de glicerol ocurri6 un aumento exponencial en el

crecimiento celular llegando a duplicarse la biomasa durante esta etapa.
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Figura 13. Densidad oOptica 600 nm en funcién del tiempo de fermentacion del cultivo de P.
pastoris en BMGY en un biorreactor de tanque agitado (E1A). GFB: Glicerol-Fed-Batch, MFB:
Metanol-Fed-Batch. Condiciones establecidas: agitacién variable de 400 a 1000 rpm, flujo de
aire de 1 a 2 L/min, pH 6.4, Temperatura de 30 °C, Volumen inicial 700 mL (DOeoo = 1.1), GFB
inicid luego de 14 h (DOsoo = 10.1), MFB inici6 luego de 19 h (DOgoo = 22.1).

Con el inicio de la fase de induccion continudé el crecimiento celular hasta alcanzar un
valor madximo de densidad Optica de 37.4. A partir de entonces comenz6 la muerte
celular en el cultivo hasta la culminacién de proceso a las 48 h de induccion. Es posible
que la muerte celular haya sido provocada por la acumulacion de metanol llegando a

concentraciones citotdxicas en el cultivo.
El resto de las variables operacionales es presentado en el Anexo 5.

7.3.2 Resultados obtenidos en el Ensayo 2 — Estrategia A

El segundo ensayo inicié con un volumen de 500 mL de medio BMGY, ajuste hecho
debido a las capacidades del sistema y al aumento progresivo del volumen del cultivo
durante la estrategia de alimentacion por lote. El biorreactor fue alimentado con 50 mL
de preinéculo en medio BMGY a una densidad Optica de 4.8. La Figura 14 muestra el

comportamiento de la concentracion de oxigeno disuelto para este caso.
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Figura 14. Perfil de concentracion de oxigeno disuelto (%) en funcion del tiempo de
fermentacion del cultivo de P. pastoris en BMGY en un biorreactor de tanque agitado (E2A).
GFB: Glicerol-Fed-Batch, MFB: Metanol-Fed-Batch. Condiciones establecidas: volumen inicial
de 500 mL, agitacion variable de 300 a 1200 rpm, flujo de aire de 0.5 a 2 L/min, pH 6.4,
Temperatura de 30 °C. GFB inicié luego de 12 h, MFB inici6 luego de 28 h.

Al momento de inocular, la concentracién de oxigeno disuelto cay6 subitamente hasta
valores cercanos a 30% y a partir de este momento inicié el control. La etapa de
crecimiento en glicerol tuvo una duracién de 12 h y durante esta etapa el cultivo
alcanzé 15 g/L de biomasa humeda. A continuacion, inicio la etapa Glicerol-Fed-Batch
con la alimentacion de una solucion de 50 % de glicerol conteniendo 12 mL/L de PTM1
Trace Salts a un flujo de 0.06 mL/min durante 11 h para un volumen final afiadido de
39.6 mL de glicerol. Es importante destacar que estas condiciones permitieron
alimentar aproximadamente la misma cantidad de glicerol que al flujo reportado por
(Invitrogen, 2002) durante 4 h. Esta modificacion en la estrategia sucedi6é con el

objetivo de aumentar la concentracion de biomasa antes de inducir.

Durante esta etapa el rendimiento de biomasa llegé a duplicarse alcanzando 36.3 g/L
de biomasa humeda. A pesar de que el cultivo estuvo sin alimentacion de sustratos
durante las siguientes 5 h, continu6 el crecimiento celular de manera exponencial hasta
alcanzar 90 g/L de biomasa humeda, concentracion suficiente para comenzar la

induccion. Esta tendencia sucede tanto en el perfil de crecimiento celular obtenido
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mediante densidad 6ptica como en el obtenido mediante la medicién del peso humedo
(Figura 15).
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Figura 15. Crecimiento celular en funcién del tiempo de fermentacién del cultivo de P. pastoris
en BMGY en un biorreactor de tanque agitado (E2A). GFB: Glicerol-Fed-Batch, MFB: Metanol-
Fed-Batch. Condiciones establecidas: agitacion variable de 300 a 1200 rpm, flujo de aire de
0.5 a 2 L/min, pH 6.4, Temperatura de 30 °C, Volumen inicial de 500 mL (DOsoo = 0.5), GFB
inicid luego de 12 h (DOeo = 2.3, 15 g/L de biomasa humeda), MFB inici6 luego de 28 h (DOsoo
= 13.3, 91.5 g/L de biomasa humeda).

Alas 28 h de fermentacion inici6 la etapa de Metanol-Fed-Batch con la adicion de 0.06
mL/min de metanol conteniendo 12 mL/L de PTM1 Trace Salt durante 2 h.
Posteriormente, el flujo de metanol aumentd a 0.08 mL/min durante 1 h para finalmente
establecerlo en 0.10 mL/min hasta el final de la etapa de induccion. La adicion de
metanol provoco un aumento en los requerimientos de oxigeno del cultivo (Figura 14).
Transcurridas 30 h de induccion, el consumo de oxigeno disminuyé drasticamente y a

partir de entonces la concentracién de biomasa estuvo afectada (Figura 15).

La muerte celular detectada justo luego del inicio de la induccion mostré que la etapa
de adaptacion al metanol no fue exitosa. También es importante destacar que el flujo
final de induccion (0.10 mL/min de metanol) fue demasiado alto para el cultivo
provocando la acumulacion excesiva de metanol, llegando a niveles citotoxicos y

provocando la disminucion de la biomasa. A las 30 h de induccion el cultivo ya estaba
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en una situacion critica y a partir de este punto el consumo de oxigeno llegé a ser
practicamente nulo.

El resto de las variables operacionales es presentado en el Anexo 6.
7.3.3 Resultados obtenidos en el Ensayo 3 — Estrategia A

El tercer ensayo para la estrategia A inicié con un volumen de 500 mL de medio BMGY
e inoculado con 50 mL de preinéculo en medio BMGY con una densidad 6ptica de 4.8.
La densidad Optica inicial del cultivo luego de inocular fue de 1.0 y durante 14 h

transcurrio la etapa de Glicerol-Batch que permitié llegar a 71 g WCW/L.

En este ensayo no existio la etapa de alimentacion por lote, Glicerol-Fed-Batch, con el
fin de evaluar la repercusion de la ausencia de esta etapa en el cultivo. La induccion
ocurrio diferente, al afiadir volumenes completos de metanol y en otros momentos
manteniendo un flujo de alimentacién por lote. Esta estrategia sucedié de manera

empirica y mediante la evaluacioén de los perfiles de concentracién de oxigeno disuelto.

El perfil de concentracion de oxigeno disuelto para la etapa GB es presentado en la

Figura 16.
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Figura 16. Perfil de concentracion de oxigeno disuelto (%) en funcién del tiempo de
fermentacion del cultivo de P. pastoris en BMGY en un biorreactor de tanque agitado para la
etapa de Glicerol-Batch e inicios de la etapa de Metanol-Fed-Batch (E3A). MFB: Metanol-Fed-
Batch. Condiciones establecidas: agitacién variable de 500 a 1000 rpm, flujo de aire de 0.5 a
1 L/min, pH 6.4, Temperatura de 30 °C.
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La etapa de crecimiento en glicerol (GB) present6 un alto consumo de oxigeno, pero
estuvo controlado en valores cercanos a 30%. La induccion comenzo a las 14 h con la
adicién de 2.5 mL de metanol conteniendo 12 mL/L de PTM1 Trace Salt para una
concentracion en el medio de 0.5% de metanol. El pico en el perfil de oxigeno disuelto

gue marca el consumo total de glicerol ocurrio a las 15.5 h.

El resto del perfil de concentracion de oxigeno disuelto y sustratos es mostrado en la
Figura 17. Las concentraciones de los sustratos aparecen detalladas en el Anexo 1.
Las lineas azules discontinuas representan los puntos donde ocurrio la adicion metanol
en voliumenes completos, mientras que las lineas rojas discontinuas a la etapa de
adicién de metanol a flujo constante de 0.06 mL/min.
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Figura 17. Perfiles de concentracién de oxigeno disuelto (%), glicerol (%) y metanol (%) en
funcién del tiempo de fermentacién del cultivo de P. pastoris en BMGY en un biorreactor de
tanque agitado (E3A). Lineas azules discontinuas: adicion de metanol en volimenes
completos. Lineas rojas discontinuas: alimentacion Fed-Batch a 0.06 mL/min. Condiciones
establecidas: agitacion variable de 500 a 1000 rpm, flujo de aire de 0.5 a 2 L/min, pH 6.4,
Temperatura de 30 °C. Induccién después de 14 horas.

Los volumenes afiadidos de metanol aparecen en la Tabla 6
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Tabla 6: Adicion de metanol durante la etapa de induccion del ensayo 3A.

Tiempo (h) Volumen (mL) Tiempo (h) Volumen (mL)
14 2.5 75 2
26 2.5 77 1
32 2.5 78 1
36 2.5 82 0.06
55 2.5 96 50.4 (Total acumulado)
72 2.5

Luego de la adicién inicial de metanol, el consumo de oxigeno del cultivo permanecio
alto, demandando altas velocidades de agitacion (de 800 a 1000 rpm) con poca
inyeccién de aire. Transcurridas aproximadamente 10 h de induccibn comenzé a
disminuir el consumo de oxigeno y la agitacion bajé a valores cercanos a 500 rpm
(valor minimo establecido para el sistema), lo cual pudiera corresponder a

concentraciones limitantes de metanol.

A las 26, 32 y 36 h de fermentacion fue la adicion de 2.5 mL de metanol,
respectivamente. Durante este tiempo el consumo de oxigeno fue bajo. Pasadas las
40 h aumentaron los requerimientos de oxigeno disuelto, producto de la alta actividad
metabdlica. La alimentacién de metanol a las 55, 72, 75, 77 y 78 h fue esperando
encontrar correlacion en el comportamiento de la concentracion de oxigeno disuelto y

la adicidon de metanol.

Con la adicion de metanol ocurrié una disminucion puntual de la concentracion de
oxigeno disuelto y un ligero aumento en el consumo de oxigeno, pero pasados algunos

minutos el sistema volvié a estabilizarse.

Transcurridas 82 h de fermentacion comenzé la alimentacion de metanol a un flujo
constante de 0.06 mL/min durante 14 h. Alos pocos minutos de iniciada la alimentacion
por lote ocurrié la disminucion de oxigeno disuelto en el medio hasta llegar a valores
muy cercanos a 0%, los limites de agitacion aumentaron a 1200 rpm para suplir las

condiciones de fermentacion, pero no fue suficiente.
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La Figura 18 ilustra los perfiles de crecimiento celular obtenidos mediante las

mediciones de la densidad 6ptica del cultivo, peso humedo y peso seco de la biomasa.
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Figura 18. Crecimiento celular en funcion del tiempo de fermentacion del cultivo de P. pastoris
en BMGY en un biorreactor de tanque agitado (E3A). Condiciones establecidas: agitacion
variable de 500 a 1000 rpm, flujo de aire de 0.5 a 2 L/min, pH 6.4, Temperatura de 30 °C.
Induccion después de 14 horas (DOeoo = 14.7, 72 g/L de biomasa humeda, 15.1 g/L de biomasa
seca).

Los tres perfiles presentan tendencias similares. Durante la etapa de crecimiento en
glicerol fueron identificadas claramente las etapas iniciales de la cinética microbiana.
Llegadas las 14 h comienza la etapa de desaceleramiento producto del agotamiento
del glicerol como sustrato y, horas después, surgio el fendbmeno diatxico debido al
cambio de sustrato. Durante las siguientes 68 h de cultivo, la concentracion de
biomasa fue practicamente constante, lo cual podria corresponder a concentraciones
limitantes de metanol que impiden la expresion correcta de la proteina y la generacion
de biomasa. Las bajas demandas de oxigeno del sistema durante este tiempo

corroboran dicha suposicion.

Con el inicio de la alimentacion de metanol a flujo constante, la generacion de biomasa
aumento aproximadamente 3 veces. Esto muestra que la alimentacion de metanol de

manera constante es importante en el rendimiento del cultivo. A pesar de haber
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mantenido el oxigeno disuelto en valores muy bajos, el cultivo fue capaz de triplicar su
rendimiento. Es importante destacar que la detencion de la adicion de metanol redujo
el crecimiento y durante las siguientes 14 h solo hubo una ligera disminucién de la

biomasa, sefal de una ausencia completa de metanol en el medio.

El flujo de 0.06 mL/min no produce concentraciones de metanol citotoxicas para el
cultivo y es de vital importancia para la generaciéon de biomasa, la cual podria
incrementarse entre 350 y 400 g/L de biomasa humeda para el final de la etapa de
induccion (Invitrogen, 2002). La concentracion maxima del cultivo fue de 192 g/L de

biomasa humeda, la mayor obtenida para el estudio del medio BMGY a pH 6.
El resto de las variables operacionales son mostradas en el Anexo 7.

7.4 Crecimiento en biorreactor. Estrategia B

La estrategia B cont6 con tres ensayos para evaluar la expresion de la proteina y el
comportamiento del cultivo en el medio LS conteniendo 4% de glicerol (w/v) inicial y
pH 5, el resto de los parametros fueron iguales a la estrategia A. Dos de los ensayos
fueron con la clona 24 y el tercero con una clona modificada con el vector de expresion
pPICZa-Dibloque proveniente de la Universidad Nacional Autbnoma de México,

previamente analizada en un biorreactor como estudio de referencia.

En la Tabla 7 y en la Tabla 8 aparece un resumen de los parametros establecidos para
la fermentacion mediante la estrategia B y los resultados obtenidos respectivamente.

Tabla 7: Parametros de los ensayos desarrollados con la estrategia de expresion B

Ensayo DOsoo Preinéculo  pH %OD Temp (°C) Agitacion (rpm)  Flujo de aire (L/min)
1B 5.0 5 30 30 500 — 1400 05-2
2B 4.8 5 30 30 500 — 1000 05-2

3B (DB) 7.0 5 30 30 500 — 1000 05-2

Tabla 8: Resultados de los ensayos desarrollados con la estrategia de expresion B

Ensayo Tiempo GB (h) Tiempo MFB (h) bli\g?nxér:;rzzrr;delr;;e(gtﬁ_) Maxima DOeoo

1B 24 63 285.7 108.7
2B 20 48 132.9 63.0
3B (DB) 22 72 211.0 93.8
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7.4.1 Resultados obtenidos en el Ensayo 1 — Estrategia B

El primer ensayo de la estrategia B comenz6 con 500 mL de medio LS conteniendo
3.5 mL/L de PTM1 Trace Salty 3.5 mL/L de 0.02% de biotina 'y pH 5. Fueron afadidos
50 mL de preinoculo crecido en medio BMGY durante 24 h con una densidad 6ptica
de 5.0. La densidad optica del cultivo al momento de inocular fue de 1.0. La Figura 19
ilustra los perfiles de concentraciéon de oxigeno disuelto, glicerol y metanol para el

ensayo 1B. Las concentraciones de los sustratos estan en el Anexo 2.
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Figura 19. Perfiles de concentracion de oxigeno disuelto (%), glicerol (%) y metanol (%) en
funcion del tiempo de fermentacion del cultivo de P. pastoris en LS en un biorreactor de tanque
agitado (E1B). GFB: Glicerol-Fed-Batch, MFB: Metanol-Fed-Batch. Condiciones establecidas:
agitacion variable de 500 a 1400 rpm, flujo de aire de 0.5 a 2 L/min, pH 5, Temperatura de 30
°C. GFB después de 24 horas, Induccion después de 25 horas, MFB después de 27 horas.

Al momento de inocular el biorreactor la concentracion de oxigeno disminuyé
drasticamente desde 100% hasta valores cercanos a 20%. A partir de este momento
la concentracion de oxigeno comenzé a fluctuar debido al aumento progresivo de la
demanda de oxigeno a causa del crecimiento del celular; también comenzd a disminuir
la concentracion de glicerol en el cultivo. Sobre las 15 h de fermentacion, la demanda
de oxigeno estuvo considerablemente alta debido a la generacion de biomasa
caracteristica de la fase exponencial del crecimiento microbiano. El cultivo llegé al

maximo de 113 g/L de biomasa humeda durante las 20 h que duré la etapa de GB; en
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este punto la concentracion de glicerol en el medio fue nula (Figura 19). El cultivo
estuvo en inanicion durante las proximas 4 horas y, debido a la ausencia de sustrato,
la velocidad de crecimiento microbiano fue afectada y comenz6 a disminuir la

concentracion celular (Figura 20).
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Figura 20. Crecimiento celular (peso himedo) en funcion del tiempo de fermentacion del cultivo
de P. pastoris en LS en un biorreactor de tanque agitado para la etapa de Glicerol-Batch (E1B).
Condiciones establecidas: agitacion variable de 500 a 1000 rpm, flujo de aire de 0.5 a 1 L/min,
pH 5, Temperatura de 30 °C. Concentracién final de la etapa: 108 g/L de biomasa humeda.

Transcurridas 24 h de fermentacion inicié la etapa de Glicerol-Fed-Batch con la
alimentacion de glicerol 50% (w/v) conteniendo 12 mL/L de PTM1 Trace Salt a 0.15
mL/min. La etapa de GFB provocé una disminucion drastica en la concentracion de
oxigeno disuelto, lo que confirmo el previo estado de inanicion del cultivo. Luego de
una hora el flujo de glicerol disminuyé a 0.1 mL/min e inicié la inducciéon con metanol
a un flujo de 0.06 mL/min. Transcurrida una hora ceso el flujo de metanol e inicio el
flujo de glicerol a 0.06 mL/min. Pasados 30 min finalizé la alimentacion de glicerol.
Durante las 3 horas que tomo la etapa de Glicerol-Fed-Batch la demanda de oxigeno

llegd a niveles criticos y fue necesario aumentar el flujo de aire a 1.5 L/min.

Alas 27 h de fermentacion inici6 la fase de Metanol-Fed-Batch con la alimentacion de
metanol conteniendo 12 mL/L de PTM1 Trace Salt a un flujo de 0.08 mL/min

provocando un aumento considerable en el consumo de oxigeno disuelto por lo que
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fue necesario aumentar el limite maximo de agitacion a 1200 rpm. Durante 13.5 h la

concentracion de oxigeno disuelto disminuyé hasta alcanzar valores cercanos a cero.

La Figura 21 muestra el crecimiento celular para las etapas GFB e inicios de MFB. A
las 25 h ocurrié el fendmeno diauxico producto al agotamiento del glicerol y la nueva

alimentacion de éste.
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Figura 21. Crecimiento celular (peso hiumedo) en funcion del tiempo de fermentacion del cultivo
de P. pastoris en LS en un biorreactor de tanque agitado (E1B). Linea 1 (24 h): etapa Glicerol-
Fed-Batch (108 g/L de biomasa humeda), linea 2 (25 h): Inducciéon 0.06 mL/min de metanol
por 1 h (120 g/L de biomasa humeda), linea 3 (27 h): etapa Metanol-Fed-Batch 0.08 mL/min
de metanol (126 g/L de biomasa humeda), linea 4 (40.5 h): interrupcion de flujo de metanol
(145 g/L de biomasa humeda), linea 5 (46 h): reactivacion de flujo de metanol 0.06 mL/min
(171 g/L de biomasa humeda). Condiciones establecidas: agitacion variable de 500 a 1200
rpm, flujo de aire de 1 a 2 L/min, pH 5, Temperatura de 30 °C.

A partir de dicho punto existe una tendencia al aumento de la biomasa llegando a 145
g/L de biomasa humeda luego de 13.5 h de induccién. La concentracion de metanol
en el medio aumentd considerablemente hasta llegar a 5.24%, lo que demuestra que
el flujo de 0.08 mL/min, al menos a inicios de la etapa de induccion, es perjudicial para
el cultivo. Esta alta concentracion de metanol provoco efectos inhibitorios en el
crecimiento celular situacién que ha sido reportada para concentraciones superiores
de 3.7 g/L de metanol en el medio (Potvin et al., 2012).
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La alta demanda de oxigeno durante las 40 h de fermentacién sefiala que podrian
existir concentraciones toxicas e inhibitorias de metanol (Potvin et al., 2012), lo cual
fue posible confirmar mas tarde mediante HPLC. En este punto la concentracion de
metanol en el medio era de 5.3%. La alimentacion de metanol finaliz6 a las 40.5 h de
fermentacion y la aireacion aumenté a 2 L/min con el fin de cumplir la demanda de
oxigeno, pero no fue suficiente. Resultados posteriores mostraron que, a partir de este
punto, la concentracion de metanol comenzé a disminuir drasticamente hasta llegar a

cero a las 48 h de fermentacion.

Llegadas las 48 h ocurrié un pico en la concentracion de oxigeno disuelto y a las 49 h
disminuyd la velocidad de crecimiento. Ambas son sefiales de agotamiento de sustrato

por lo que reinicid la alimentacién de metanol a 0.06 mL/min.

Al momento de reactivar la alimentacion de metanol los requerimientos de oxigeno
volvieron a ser extremadamente altos por lo que la aireacién estuvo en 2 L/min y el
limite superior de agitacion en 1400 rpm. Sin embargo, fueron insuficientes para

mantener los requisitos del proceso.

La Figura 22 ilustra el perfil de crecimiento para el resto de la etapa de induccién que
tuvo una duracion de 63 h. Durante las proximas 16 h la concentracion de oxigeno
disuelto estuvo muy baja a pesar de los ajustes en el sistema, pero con mucha
fluctuacion. Sin embargo, continud el crecimiento celular, esta vez con mayor velocidad

llegando a un maximo de 264 g/L de biomasa humeda.
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Figura 22. Crecimiento celular (peso hiumedo) en funcion del tiempo de fermentacion del cultivo
de P. pastoris en LS en un biorreactor de tanque agitado para el final de la etapa de Metanol-
Fed-Batch (E1B). Condiciones establecidas: agitacion variable de 500 a 1400 rpm, flujo de aire
de 1 a 2 L/min, pH 5, Temperatura de 30 °C. Concentracion final: 285.7 g/L de biomasa
humeda.

La concentracion de metanol durante el resto del proceso fue nula por lo que la
alimentacion de 0.06 mL/min resulté ser insuficiente para el cultivo. Alas 66y 70 h de
induccion ces6 la alimentacion de metanol por algunos segundos y ocurrio
rapidamente un aumento del oxigeno disuelto. Esto permitié detectar que el cultivo
estaba bajo condiciones limitantes de metanol y que el comportamiento erratico del
perfil de concentracion del oxigeno disuelto podria corresponder a eso (Invitrogen,

2002).

La espuma comenzd a ser un problema a causa de la alta agitacion y la aireacion,
provocando la adicion de aproximadamente 10 mL de una solucién con 5 % de

antiespumante por lo que la agitacion aumenté a 1200 rpm.

En la Figura 23 aparecen representados los perfiles de crecimiento celular para todo
el proceso, estos obtenidos mediante las mediciones de la densidad Optica del cultivo,
peso humedo y peso seco de la biomasa. A pesar de posibles errores de medicion e

imprecisiones en las mismas, los tres perfiles presentan tendencias similares.
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Figura 23. Crecimiento celular en funcion del tiempo de fermentacion del cultivo de P. pastoris
en LS en un biorreactor de tanque agitado (E1B). Linea 1 (24 h): etapa Glicerol-Fed-Batch,
linea 2 (27 h): etapa Metanol-Fed-Batch 0.08 mL/min de metanol, linea 3 (40.5 h): interrupcion
de flujo de metanol, linea 4 (46 h): reactivacion de flujo de metanol 0.06 mL/min. Condiciones
establecidas: agitacion variable 500 — 1400 rpm, flujo de aire 0.5 — 2 L/min, pH 5, Temp 30 °C.

El resto de las variables operacionales estan detalladas en el Anexo 8.

7.4.2 Resultados obtenidos en el Ensayo 2 — Estrategia B

El segundo ensayo de la estrategia B comenzé con 500 mL de medio LS conteniendo
3.5 mL/Lde PTM1 Trace Salty 3.5 mL/L de 0.02% biotina, pH 5. El prein6culo afiadido
alcanzé una densidad 6ptica de 4.8 luego de crecer durante 28 h en medio BMGY para
una densidad optica inicial en el biorreactor de 1. La adicion de preindculo provocé una
caida radical de la concentracién de oxigeno disuelto hasta alcanzar valores cercanos
a 30%. En la Figura 24 aparecen los perfiles de concentracion de oxigeno disuelto y
de los sustratos glicerol y metanol. Las concentraciones de los sustratos estan en el
Anexo 3.
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Figura 24. Perfiles de concentracion de oxigeno disuelto (%), glicerol (%) y metanol (%) en
funcién del tiempo de fermentacion del cultivo de P. pastoris en LS en un biorreactor de tanque
agitado (E2B). GFB: Glicerol-Fed-Batch, MFB: Metanol-Fed-Batch. Condiciones establecidas:
agitacion variable de 500 a 1000 rpm, flujo de aire de 0.5 a 2 L/min, pH 5, Temperatura de 30
°C. GFB después de 20 horas, Induccion después de 21 horas, MFB después de 23 horas.
Durante las primeras horas de fermentacion aumento la demanda de oxigeno debido
a la generacion de biomasa. Durante 6 h transcurrio la fase de adaptacion del cultivo
con muy poco crecimiento. Alcanzadas las 8 h inicio la fase de aceleracion en el
crecimiento y para las 16 h de fermentacion el cultivo llegé a la etapa exponencial de
crecimiento (Figura 25).
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Figura 25. Crecimiento celular en funcion del tiempo de fermentacion del cultivo de P. pastoris
en LS en un biorreactor de tanque agitado (E2B). GFB: Glicerol-Fed-Batch, MFB: Metanol-
Fed-Batch. Condiciones establecidas: agitacion variable de 500 a 1000 rpm, flujo de aire de
0.5 a 2 L/min, pH 5, Temperatura de 30 °C. GFB después de 20 horas, Induccion después de
21 horas, MFB después de 23 horas.

Alas 16 h de fermentacion, existia solo 0.5% de concentracion de glicerol en el medio
y llegadas las 18 h el cultivo entr6 en la fase de desaceleracion. A las 20 h de
fermentacion, la concentracion de glicerol en el medio fue indetectable y el crecimiento
celular entr6 en la fase estacionaria. En este punto la concentracién de biomasa

alcanzé 104 g/L de biomasa humeda.

La etapa de Glicerol-Fed-Batch inicid con la alimentacién de 0.15 mL/L de una solucion
de 50% de glicerol conteniendo 12 mL/L de PTM1 Trace Salt durante una hora. En
este punto hubo una caida drastica en la concentracion de oxigeno disuelto. A
continuacion, el flujo de glicerol disminuyé a 0.10 mL/min durante una hora y comenzoé
la adicion de metanol conteniendo 12 mL/L de PTM1 Trace Salt a un flujo de 0.06
mL/min durante 50 min como paso de adaptacion al nuevo sustrato. Posteriormente,
el flujo de glicerol disminuy6 a 0.06 mL/min, manteniéndole durante 50 min. Al finalizar
la etapa de GFB la concentracion celular fue de 133 g/L de biomasa humeda e inici6é

la etapa de Metanol-Fed-Batch con la adicion de metanol a 0.10 mL/min.
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Alas 20 h de fermentacion ocurrio el fendbmeno diauxico debido al cambio de sustrato.
Sin embargo, el crecimiento celular a partir de este momento disminuyd. Un alto
consumo de oxigeno por parte del cultivo caracterizd las siguientes horas de
fermentacién y a pesar de mantener la agitacion en 1000 rpm y la aireacion en 2 L/min
no fue posible mantener la concentracion de oxigeno disuelto en el medio por encima
de 20% como esta reportado (Invitrogen, 2002). El alto flujo de metanol y las bajas
concentraciones de oxigeno conllevaron a una muerte celular prematura y a partir de

las 20 h de induccién comenzd a disminuir la concentracién de biomasa.

Esa situacion también sucede en el perfil de oxigeno disuelto mostrado en la Figura
24. A partir de las 40 h de fermentacion ocurrié un fuerte aumento en la concentracion
de oxigeno disuelto y partir de entonces los requerimientos para el control fueron
disminuyendo hasta no necesitar aire y mantener la agitacion en 500 rpm. En este
punto la concentracion de metanol fue de 7.74%, valor extremadamente toxico para el
cultivo. Las siguientes horas no dejaron de ser criticas y la acumulacion de metanol

continud casi de manera lineal hasta llegar a un valor de 24.6%.

7.4.3 Resultados obtenidos en el Ensayo 3 — Estrategia B

El tercer ensayo estudio el comportamiento de una clona de referencia que expresa la
proteina Dibloque. La estrategia implementada fue la B y el volumen inicial de 500 mL
de medio LS conteniendo 3.5 mL/L de PTM1 Trace Salt y 3.5 mL/L de 0.02% biotina,
pH 5.

El biorreactor fue inoculado con 50 mL de preinéculo con una densidad éptica de 7.0,
alcanzada a las 24 h. El medio estaba completamente saturado de oxigeno a 500 rpm
y 0.5 L/min de aireacion. Con la adicién del preinéculo la concentracion de oxigeno
disuelto disminuy6 bruscamente, momento a partir del cual inici6 el lazo de control para

30% de concentracion de oxigeno disuelto.

La Figura 26 muestra los perfiles de concentracion de oxigeno disuelto y de los
sustratos (glicerol y metanol) para este ensayo. Durante etapa de Glicerol-Batch, la
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concentracion de oxigeno disuelto estuvo controlada alrededor de 30 % con poca

fluctuacion. Las concentraciones de los sustratos estan en el Anexo 4.
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Figura 26. Perfiles de concentracién de oxigeno disuelto (%), glicerol (%) y metanol (%) en
funcion del tiempo de fermentacion del cultivo de P. pastoris en LS en un biorreactor de tanque
agitado (E3B). GFB: Glicerol-Fed-Batch, MFB: Metanol-Fed-Batch. Condiciones establecidas:
agitacion variable de 500 a 1000 rpm, flujo de aire de 0.5 a 2 L/min, pH 5, Temperatura de 30
°C. GFB después de 22 horas, Induccién después de 23 horas, MFB después de 25 horas.

A las 22 h de fermentacion, la concentracion de glicerol en el medio fue de 0.37 %,
muy cercana a cero. En este punto inicio la etapa de Glicerol-Fed-Batch con la adicion
de 0.15 mL/L de una solucién de 50% de glicerol conteniendo 12 mL/L de PTM1 Trace
Salt durante una hora provocando la disminucién subita en la concentracién de

oxigeno disuelto y un aumento en los requerimientos de proceso.

Transcurrida 1 hora, el flujo de glicerol disminuyd a 0.10 mL/min y continué por 1 hora.
Fueron afiadidos 2.1 mL de metanol conteniendo 12 mL/L de PTM1 Trace Salt para
una concentracion en el cultivo de 0.42% como parte de la estrategia de adaptacion al
metanol del cultivo. Finalmente, el flujo de glicerol disminuy6 a 0.06 mL/min durante
50 min para asi culminar con esta etapa. A las 25 h de fermentacion inicio la
alimentacion de metanol a un flujo minimo de 0.06 mL/min, el cual continu6 por 4 h.

Bajo este flujo no ocurrié6 acumulacién de metanol en el medio y la concentracion de
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este permanecio entre 0 y 0.09%. El consumo de oxigeno aumento con el inicio de la

etapa de Metanol-Fed-Batch siendo necesario el aumento de la aireacion a 1.5 L/min.

A las 29 h de fermentacién aumenté el flujo de metanol a 0.07 mL/min y continu6
durante 18 h. Durante este tiempo sucedio una ligera acumulacion de metanol llegando
a 1.07% de concentracion en el medio. A las 47 h de fermentaciéon aumento el flujo de
metanol a 0.08 mL/min y la concentracién de metanol en el medio aumenté a 2.13%,

valor muy cercano a concentraciones citotdxicas para el cultivo.

Una vez mas el sistema mostro incapacidad de suplir las necesidades de aeracion del
cultivo manteniendo durante toda la etapa de induccion valores inferiores a 10% de
concentracion de oxigeno y en muchos casos cercanos a 0%. Las altas velocidades
de agitacion y el alto flujo de aire provocaron un aumento en la cantidad de espuma y
fue necesario afadir en repetidas ocasiones altos volumenes de antiespumante.
Debido a esto, 80 mL de cultivo fueron extraidos a las 57 h de fermentacion y la
alimentacion de metanol disminuy6 a 0.06 mL/min durante 14 h.

Con el ajuste del flujo de metanol, la acumulacién del sustrato comenz6 a disminuir
hasta llegar a 1.17%. Llegadas las 71 h de fermentacion aumento el flujo de metanol
a 0.07 mL/min por 10 h. Durante este tiempo la concentracion de metanol en el medio
fue casi constante en valores entre 1.34 y 1.4%. Fue necesaria una segunda extraccion
de 150 mL de cultivo a las 74 h de fermentacion debido al aumento de la espuma. A
las 83 h de fermentacion el flujo de metanol a 0.08 mL/min aument6 durante 12 h'y
nuevamente ocurrié la acumulacién de metanol en el medio llegando a 2.31% para el
final del proceso a las 95 h de fermentacidon. Es importante destacar que debido a la
gran cantidad de espuma que exhibié el cultivo, fue necesario afadir 400 mL de
antiespumante 5% durante todo el proceso lo que, como fue visto anteriormente, es

perjudicial para el cultivo.

El comportamiento del crecimiento de la biomasa en este ensayo fue muy similar a la

anteriores. Los perfiles obtenidos aparecen en la Figura 27.
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Figura 27. Crecimiento celular en funcion del tiempo de fermentacion del cultivo de P. pastoris
en LS en un biorreactor de tanque agitado (E3B). GFB: Glicerol-Fed-Batch, MFB: Metanol-
Fed-Batch. Condiciones establecidas: agitacion variable de 500 a 1000 rpm, flujo de aire de
0.5 a 2 L/min, pH 5, Temperatura de 30 °C. GFB después de 22 horas, Induccion después de
23 horas, MFB después de 25 horas.

Existe una tendencia muy estable al crecimiento durante las primeras 26 h de
induccion donde la mayor parte del tiempo la alimentacion de metanol estuvo en 0.07
mL/miny las concentraciones fueron inferiores a 1%. Al aumentar el flujo a 0.08 mL/min
de alimentacion y comenzar la acumulacion de éste en el medio, el crecimiento quedd
estancado por varias horas probablemente por los efectos inhibitorios provocados por

el aumento de la concentracion de metanol en el medio.

Al disminuir la alimentacion de metanol nuevamente a 0.06 mL/min hubo nuevamente
un aumento en la generacion de biomasa, pero con una menor velocidad de
generacion lo que muestra que el flujo de 0.07 mL/min fue favorecedor en el

rendimiento del proceso.

A las 71 h de fermentacion volvio a disminuir la generacion de biomasa con la
alimentacion de metanol a 0.07 mL/min. Sin embargo, durante este tiempo la

concentracion de metanol fue superior a 1%.
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7.5 Deteccion de la proteina expresada en el biorreactor.

7.5.1 Ensayo 1A

La Figura 28 muestra los resultados de las electroforesis y el Dot Blot desarrollados

para detectar la expresion de la proteina en el primer ensayo.

ka Glob SI 1h 4h 18h 24h 43h 46h 48h ;. Glob SI 1h 4h 18h 24h 43h 46h 48h

52— ‘ 52—

ey
i
:

ue

t  F e

21§ B

1T —

N
|
i
i
1
A

i AN
BSA, [SIEPT)| 1h(EPT) | 4h(EPT)|18h(EPT) | 24h(EPT| 43h(EPT] 46h(EPT)

48h(EPT|) - SI(SN) 1h(SN) 4h(SN) | 18h(SN) | 24h(SN)
.7
R

43n(SN) 4Bh(SN)|48h(SN)

~y

BSA SI(EPT

()

Figura 28. Andlisis de la expresion de la proteina recombinante LTB-p50 en medio BMGY en
un biorreactor de tanque agitado en lote a diferentes tiempos de induccion (E1A). (A) SDS-
PAGE de sobrenadante; (B) SDS-PAGE de extracto de proteina total; (C) Dot Blot. Glob:
globulina usada como marcador de peso molecular, SN: Sobrenadante, EPT: extracto de
proteina total, SI: muestra sin inducir, 1h, 4h, 18h, 24h, 43h, 46h, 48h: muestras obtenidas a
1, 4, 18, 24, 43, 46, 48 h de induccién respectivamente, BSA: seroalbumina bovina como
control negativo, CTB: subunidad B de la toxina del célera como control positivo. El peso
molecular tedrico de la proteina LTB-p50 es de 25.4 kDa.

Para el caso del sobrenadante, Figura 28A, no aparecen bandas a la altura de los 26

kDa y no existen sefiales positivas en ningunas de las muestras en el Dot Blot. En el
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caso del extracto de proteina total, Figura 28B, hay presencia de una banda a la altura
de los 26 kDa en la muestra sin inducir y mas intensa en las muestras de 1 hy 4 h de
induccion. En el resto de las muestras esta banda aparece con menor intensidad. El
Dot Blot, Figura 28C, muestra sefales positivas para las muestras de 18 y 24 h de

induccion siendo esta ultima de mayor intensidad.

Es probable que exista expresion de la proteina, pero a bajas concentraciones y que
la banda a la altura de los 26 kDa en el gel del extracto de proteina celular pertenezca
a otras proteinas provenientes de la lisis celular. A pesar de obtener la sefal mas
intensa para las 24 h de induccion en el extracto de proteina total, la banda

correspondiente en la electroforesis es mucho menos intensa que en otras muestras.

7.5.2 Ensayo 2A

La Figura 29 muestra los resultados de las electroforesis de las muestras de

sobrenadante y extracto de proteina total.
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Figura 29. Analisis mediante SDS-PAGE de la expresién de la proteina recombinante LTB-p50
en medio BMGY en un biorreactor de tanque agitado en lote a diferentes tiempos de induccién
(E2A). (A) sobrenadante; (B) extracto de proteina total. MPM: marcador de peso molecular, Sl:
muestra sin inducir, 19h, 24h, 30h, 42h, 48h, 54h: muestras obtenidas a 19, 24, 30, 42, 48, 54
h de induccién respectivamente. El peso molecular teérico de la proteina LTB-p50 es de 25.4
kDa.
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Existen bandas sutiles cercanas a los 26 kDa, principalmente en las muestras de
sobrenadante de 42, 48 y 54 h de induccion. En la Figura 29B hay bandas intensas a

la altura de los 26 kDa para todas las muestras incluyendo la muestra sin inducir.

En la Figura 30 aparecen los resultados del Dot Blot y Western Blot desarrollados con

el fin de confirmar la expresion de la proteina durante la etapa de induccion.
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Figura 30. Analisis de la expresion de la proteina recombinante LTB-p50 en medio BMGY en
un biorreactor de tanque agitado en lote a diferentes tiempos de induccion (E2A). (A) Dot Blot;
(B) Western Blot para las muestras de extracto de proteina total. SN: Sobrenadante, EPT:
extracto de proteina total, MPM: marcador de peso molecular, SI: muestra sin inducir, 19h,
24h, 30h, 42h, 48h, 54h: muestras obtenidas a 19, 24, 30, 42, 48, 54 h de induccion
respectivamente. (+): control positivo LTB-p50 91 ug/mL, (-): control negativo sobrenadante
wild-type 96 h de induccion. El peso molecular teérico de la proteina LTB-p50 es de 25.4 kDa.
Todas las muestras del extracto de proteina total resultaron positivas al Dot Blot. En
cambio, ninguna de las muestras de sobrenadante mostré sefial en este ensayo
(Figura 30A). La intensidad de estas sefiales en las muestras sin inducir y de 19, 24,
30, 42 y 48 h de induccidon son muy similares. En cambio, la muestra de 54 h de

induccidn tiene una sefial mas fuerte que las anteriores.

El Western Blot de la Figura 30B presenta solo las muestras de extracto de proteina
total. Aparecen algunas bandas muy ligeras cercanas a los 37 kDa en la muestra sin
inducir y en las muestras de 19, 24 y 30 h de induccion que no corresponden con la
proteina de interés. Por otro lado, la muestra de 54 h de induccién no mostré ser

positiva al ensayo a pesar de haber obtenido la sefial mas fuerte el Dot Blot. Es posible
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que si haya ocurrido la expresion de la proteina de forma intracelular, pero a

concentraciones muy bajas.

7.5.3 Ensayo 3A

La Figura 31 muestra los resultados de las electroforesis realizadas para detectar la

expresion de la proteina de manera secretada e intracelular.
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Figura 31. Analisis mediante SDS-PAGE de la expresién de la proteina recombinante LTB-p50
en medio BMGY en un biorreactor de tanque agitado en lote a diferentes tiempos de induccién
(E3A). (A) y (B) sobrenadante; (C) y (D) extracto de proteina total. MPM: marcador de peso
molecular, Glob: globulina, SI: muestra sin inducir, 10h, 12h, 18h, 22h, 34h, 36h, 42h, 58h, 60h,
66h, 82h, 84h, 88h, 96h muestras obtenidas a 10, 12, 18, 22, 34, 36, 42, 58, 60, 66, 82, 84,
88, 96 h de induccion. El peso molecular teérico de la proteina LTB-p50 es de 25.4 kDa.

En la Figura 31Ay en la Figura 31B, que presentan las electroforesis de las muestras
de sobrenadante, aparecen bandas ligeras entre los 37 y 100 kDa, principalmente en
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las muestras de las ultimas 14 h de fermentacion. Sin embargo, a la altura de los 26

kDa no es posible detectar bandas en ninguna de las etapas de induccion.

Por otro lado, en la Figura 31C hay bandas visibles cercanas a los 26 kDa en todas las
muestras de extracto de proteina total incluyendo la muestra sin inducir. Resultados
similares fueron obtenidos en el segundo ensayo de la estrategia A. En Figura 31D

aparecen estas bandas, pero con menos intensidad.

El resultado del Dot Blot presentado en la Figura 32A revelo sefiales positivas muy
intensas en las muestras de sobrenadante de 82, 84, 88 y 96 h de induccién con un
ligero aumento en la intensidad. También mostr6 sefial para las muestras del extracto
de proteina total de las 84, 88 y 96 h de induccién, pero mas sutiles que las de

sobrenadante.

EPT_SI EPT_10h|EPT_12h| EPT_18h EPT_22h EPT_34h| EPT_36h| EPT 42h 100

EPT_S8h| EPT_B0h| EPT_86h| EPT_68h EPT_82h| [EPT_84h| EPT_88h| EPT_S6h 37—

25—
SN_SI SN_10h| SN_12hy  SN_18h| SN_22h SN_34h SN_36h| SN_42h '
2 20-

SN_58h SN_60h SN_66h SN_68h SN_82h SN_84h SN_88h SN_8g6h

16— - -
Negativo Positivo =

(A) (B)

Figura 32. Analisis de la expresion de la proteina recombinante LTB-p50 en medio BMGY en
un biorreactor de tanque agitado en lote a diferentes tiempos de induccion (E3A). (A) Dot Blot.
EPT: Extracto de proteina total; SN: Sobrenadante, SI: Sin inducir. (B) Western Blot. Lineas:
1- marcador de peso molecular, 2: Positivo, 3: Negativo, 4: SN_82h, 5: SN_84h 6: SN_88h, 7:
SN_96h, 8: EPT_84h, 9: EPT_88h, 10: EPT_96h. El peso molecular tedrico de la proteina LTB-
p50 es de 25.4 kDa.

Las muestras positivas en el ensayo Dot Blot fueron evaluadas mediante Western Blot
y los resultados aparecen en la Figura 32B. Solo aparecen dos bandas positivas
alrededor de los 15 kDa para las muestras de 82 y 84 h de induccion. Estas sefiales

podrian corresponder a la accion de las proteasas y podrian pertenecer a la porcién
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inmunogénica de la proteina, el fragmento LTB, cuyo peso molecular es de 11.6 kDa
(Moravec et al., 2007)

7.5.4 Ensayo 1B

La implementacion de las nuevas condiciones de expresion no condujo a mejores
resultados en la expresion de la proteina. Los resultados de la electroforesis y el Dot

Blot para el ensayo 1B estan presentados en la Figura 33.

©2 MPM SI 15h 21h 24h 3%h 45h 48h 63h ' MPM SI 15h 21h 24h 39h 45h 48h 63h
250— 250— T = e
150— | 150— -
100— 100—

75— N 75— —

50— 50—

37— ! 37—
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& MY

25— | 25

20— 20—

.

—
15— "
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10— _ - oitie a T
'- 7& e .
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(A) )]

Negativo| ~EPT_SN| EPT 15h| EPT 21h| EPT 24h| EPT 39h

EPT_45h| EPT 63h| EPT 48h SN_8l SN_15h  SN_21h
SN_24h SN_3%h SN_45h SN_48h| SN_63h

Positivo EPT 30h| EPT 45h| EPT 48h| EPT 63h
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Figura 33. Andlisis de la expresion de la proteina recombinante LTB-p50 en medio LS en un
biorreactor de tanque agitado en lote a diferentes tiempos de induccion (E1B). (A) SDS-PAGE
sobrenadante; (B) SDS-PAGE extracto de proteina total; (C) Dot Blot. MPM: marcador de peso
molecular, SN: Sobrenadante, EPT: extracto de proteina total, SI: muestra sin inducir, 15h, 21h,
24h, 39h, 45h, 48h, 63h: muestras obtenidas a 15, 21, 24, 39, 45, 48, 63 h de induccion
respectivamente, control negativo buffer de lisis, control positivo CTB. El peso molecular
tedrico de la proteina LTB-p50 es de 25.4 kDa.
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Los resultados de la electroforesis presentados en la Figura 33A y Figura 33B
muestran bandas a la altura de los 26 kDa tanto para el sobrenadante como para el
extracto de proteina total. En el caso del sobrenadante estas bandas son mas visibles
a partir de las 39 h de induccion. En la Figura 33B la banda que posiblemente
pertenezca a la proteina debido a su peso molecular también esta presente en la

muestra sin inducir.

El Dot Blot en la Figura 33C ayuda a esclarecer los resultados de las electroforesis. La
muestra de las 48 h de induccion del extracto de proteina total y las de 48 y 63 h de
induccion del sobrenadante fueron las Unicas positivas al Dot Blot con sefales tenues.
Esto puede indicar que, al menos en el gel del extracto de proteina total, estas bandas
no pertenecen a la proteina. Ademas, la expresion de esta resultd ser escasa.

7.5.5 Ensayo 2B

La Figura 34 presenta los resultados de las electroforesis de las muestras de
sobrenadante y extracto de proteina total tomadas durante el segundo ensayo

implementando la estrategia B, de igual manera, presenta los resultados del Dot Blot.
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Figura 34. Analisis de la expresion de la proteina recombinante LTB-p50 en medio LS en un
biorreactor de tanque agitado en lote a diferentes tiempos de induccién (E2B). (A) SDS-PAGE
sobrenadante; (B) SDS-PAGE extracto de proteina total; (C) Dot Blot. MPM: marcador de peso
molecular, SN: Sobrenadante, EPT: extracto de proteina total, SI: muestra sin inducir, 8h, 20h,
26h, 32h, 44h, 48h: muestras obtenidas a 8, 20, 26, 32, 44, 48 h de induccion respectivamente,
control negativo buffer de lisis, control positivo CTB. El peso molecular teérico de la proteina
LTB-p50 es de 25.4 kDa.

©)

En la Figura 34A las muestras de sobrenadante no exhiben ninguna banda cercana a
los 26 kDa y los resultados de estas muestras en el Dot Blot, Figura 34C, fueron
negativos por lo que la expresion de la proteina de manera extracelular fue muy baja

o nula para este caso.

Solo las muestras de extracto de proteina total sin inducir, 8 y 20 horas de induccion,

Figura 34B, exhibieron bandas de interés muy ligeras y pierden intensidad con el
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aumento del tiempo de induccidon. El Dot Blot mostré resultados positivos para
practicamente todas las muestras de extracto de proteina total. Sin embargo, una vez

mas estas sefales son delicadas, signo de baja expresion de la proteina.

7.5.6 Deteccidn de la proteina Diblogue (Ensayo 3B)

Los resultados de la expresion de la proteina Dibloque cuyo peso molecular es de 38.4

kDa aparecen en la Figura 35.
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Figura 35. Analisis mediante SDS-PAGE de la expresion de la proteina recombinante Dibloque
en medio BMGY en un biorreactor de tanque agitado en lote a diferentes tiempos de induccién
(E3B). (A) sobrenadante; (B) extracto de proteina total. MPM: marcador de peso molecular, SI:
muestra sin inducir, 6h, 12h, 24h, 30h, 48h, 54h, 60h, 72h muestras obtenidas a 6, 12, 24, 30,
48, 54, 60y 72 h de induccion.

La expresion de la proteina Dibloque mediante la estrategia B resultd ser muy
provechosa para comparar los resultados obtenidos con la cepa en estudio. La
expresion extracelular de dicha proteina fue positiva a partir de las 6 h de expresion
aumentando la intensidad de la banda hasta las 24 h de induccion. Para el caso del
extracto de proteina total existen bandas intensas cercanas a los 37 kDa que pueden
ser candidatas para pertenecer a la proteina en cuestion, ademas dicha banda no

aparece en la muestra sin inducir por lo que refuerza dicha suposicion.

7.6 Cinética Microbiana

Los datos de crecimiento de biomasa y consumo de sustrato durante la etapa de
Glicerol-Batch fueron colectados para el tercer ensayo de la estrategia A y los tres
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ensayos de la estrategia B con el fin de realizar el ajuste del modelo de Monod a estos

datos.

Para el ajuste de los parametros de las ecuaciones 3, 4 y 5 (Ks, Yxs Y Umax) fue

empleado el complemento Solver de Microsoft Excel minimizando la Ecuacion 6. Los

resultados de los parametros ajustados y el modelo estan en la Tabla 9 y Figura 36.

error = Z(tcalc — trea)’

Ecuacién 6

Tabla 9. Valores de los parametros estimados del modelo de crecimiento microbiano

Parametro Mmax (h1) Yxis (9/9)* Ks (g/L) R2 (Sustrato) R2 (Biomasa)
Ensayo 3A 0.59 0.49 3.85 0.97 0.93
Ensayo 1B 0.34 0.89 13.63 0.92 0.88
Ensayo 2B 0.18 0.66 1.88 0.99 0.98
Ensayo 3B 0.17 0.56 3.92 0.98 0.97

* El rendimiento esta expresado en gramos de biomasa seca por gramo de glicerol.

Pagina | 76



2% 8 % & & 8
TEREE

o
&

.
]

Conceniracidnde biomasa {g/l)
Concentracidn de glicerol (g/L)

Concentracion de glicerol (giL)
Concentracidn de biomasa (g/L)

= =
=3

T

o

(=2}

b
(=]

0 5 10 15 20
Tiempao (h) Tiempo (h)

—— Biomasa (g/L) (Menad) 4 Biomasa experimental (g/L) — Biomasa (g/L) (Momod) 4 Biomasa experimental (g/L)
== Glicardl (gL} (Menod) # Glicerdl axperimental (g/L) e Glicarad (g/L) (Monod) ¢ Glicerol experimantal (g/L)

o

m 8 & 8
8 R B

8 0 8 & & & 8
Cencentracién de glicerol (a/L)

3

Conceniracidn de bicmasa (g/L)
@

Concenlracion de gliceral (g/L)
Concertracitn de biomasa {g/L)

e
-
=]

(=]
—
o o

0 5 10 15 20 ] 5 10 15 20
Tiempa (h) Tiempo (h)

——Biomasa (g/L} (Manod) 4 Biomasa exparimental {g/L) — Biomasa (giL) (Monod) & Biomasa experimental {g/L)
——Glicard (g/L) (Manod) + Glicerd axparimental (g/L) e Gilic@radl (g/L) (Monod) & Glicerol experimental (g'L)

(©) D)

Figura 36. Ajuste del modelo cinético de Monod a los datos experimentales recolectados en la
etapa de Glicerol-Batch. (A) Ensayo 3A; (B) Ensayo 1B; (C) Ensayo 2B; (D) Ensayo 3B.

Los mejores ajustes del modelo (R? > 0.97) resultaron para los ensayos 2B y 3B. Los
resultados de umax para estas ensayos son muy similares con valores de 0.17 y 0.18
h! respectivamente y concuerdan con el resultado de pmaxde 0.17 h reportado por
Zhang et al. (2003). El resultado de umax Obtenido para la ensayo 1B fue superior a los
anteriores y similar al reportado por Katla et al. (2019) de 0.32 h'! para el medio BSM
optimizado. Estos resultados podrian inferir que el medio LS, a pesar de tener menor
concentracion de sales, garantiza las condiciones necesarias para que el cultivo de
alta densidad de desarrolle.

Pagina | 77



El ajuste del modelo a los datos del ensayo 3A, estudiada en medio BMGY, reporto el
valor de pmax de 0.59 h, el cual fue el mayor en comparacion con los demas ensayos.
A pesar de haber recolectado pocos datos debido a la corta durabilidad de la etapa
Glicerol-Batch, el ajuste del modelo fue bastante bueno con R? > 90. En referencias no
hay un valor tan elevando como este, pero Matthews et al. (2018) reportaron en su
estudio de optimizaciéon de medio de cultivo, que la velocidad de crecimiento de P.
pastoris es superior en el medio BMGY que en el medio BSM con valores de 0.18 y
0.24 h! respectivamente. Estos resultados son de esperar ya que el medio BMGY es
un medio enriquecido con peptona y extracto de levadura que es obtenida a partir de
la autolisis de levaduras de panaderia o cerveceria y contiene una amplia variedad de
metabolitos beneficiosos para el crecimiento del cultivo (Invitrogen, 2010; Matthews et
al., 2018).

El rendimiento de biomasa (base seca) relativo a glicerol, Yx;s de 0.49 g/g, obtenido en
el ajuste del modelo para la ensayo 3A es muy cercano al valor de 0.4 g/g reportado
por D'anjou and Daugulis (2001) para el medio BMGY y por Bhatacharya et al. (2007)
para el medio BSM. En forma similar coincide con el valor reportado por Ren et al.

(2003) de 0.45 g/g para la fermentacion en el medio BSM.

La ensayo 1B mostré el mayor rendimiento de biomasa con un valor de 0.89 g/g, muy
similar al valor de 0.86 g/g reportado por Katla et al. (2019) para medio BSM
modificado. En el caso de los ensayos 2B y 3B, los rendimientos fueron de 0.66 y 0.56
g/g, respectivamente; ligeramente inferiores a los obtenidos en el primer ensayo. Sin
embargo, Tomas-Gamisans et al. (2019) reportaron un rendimiento de 0.7 g/g
semejante al obtenido en la ensayo 2B mientras que Ghosalkar et al. (2008) reportaron

un rendimiento de 0.55 g/g similar al obtenido en la ensayo 3B, ambos en medio BSM.

Estos resultados apuntan que, para los casos estudiados, el crecimiento durante la
etapa de Glicerol-Batch fue satisfactorio y, a pesar de la variabilidad de los resultados,

hay reportes de valores similares a los obtenidos.
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Los valores de Ks obtenidos en los ajustes fueron muy altos, en especial el resultado
obtenido para el ensayo 1B de 13.63 g/L que podria estar sujeto a la alta velocidad de
crecimiento obtenida para este ajuste. Esto provoca que el cultivo llegue a
concentraciones inhibitorias del sustrato mas rapidamente debido a una posible taza
de consumo mayor. El resto de los resultados de este parametro estuvieron entre 1.8
y 4 g/L, ligeramente mas cercanos al resultado de 5.72 reportado por Katla et al. (2019)
en el ajuste del modelo de Monod para los datos recolectados en medio BSM. Sin
embargo, varios autores (Barrigon et al., 2012; Ghosalkar et al., 2008; Ren et al., 2003)

reportan valores de Ks entre 0.17 y 0.3 g/L, muy inferiores a los obtenidos.

7.7 Discusién de los resultados

Ambas estrategias de fermentacion mostraron tener resultados prometedores. La
estrategia A incorpora el uso del medio BMGY, un medio rico en nutrientes disefiado
para favorecer la expresion extracelular, reducir la actividad de las proteasas y generar
grandes cantidades de biomasa. Sin embargo, su baja concentracion de glicerol (1%)
provoca que la concentracion de biomasa alcanzada durante la etapa GB sea baja. En
los ensayos realizados con este medio la concentracion de biomasa no supero los 30
g/L de biomasa humeda y el consumo total de glicerol fue entre las 10 y 12 horas de
fermentaciéon. Una alternativa razonable seria aumentar la concentracion de glicerol
del medio. Liu et al. (2022) reportaron el uso del medio BMGY, pero enriquecido con
glicerol, a una concentraciéon de 4%, lo cual garantiz6 una mayor concentracion de

biomasa al culminar esta etapa.

El medio LS tiene una mayor concentraciéon de glicerol (4%) y permitio alargar la etapa
inicial de crecimiento entre 20 y 24 horas logrando, en promedio, 100 g/L de biomasa
hameda durante este tiempo. Por otro lado, son bien conocidos los problemas de
precipitacion de sales que pueden tener este tipo de medios (Brady et al., 2001). A
pesar de que los ensayos no mostraron dicho comportamiento, es importante evaluarlo

detenidamente.
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La concentracion de oxigeno disuelto fue mejor controlada a 30% mediante la
incorporacion de limites de emergencia entre 20 y 32% y el control en cascada con
agitacion entre 500 y 1000 rpm como actor primario y la alimentacion de aire como
actor secundario. Durante las primeras horas de la etapa de generacion de biomasa
(GB) es suficiente con un flujo de 0.5 a 1 L/min, pero, iniciadas las etapas de GFB y
MFB y el aumento consecuente de la biomasa en el cultivo fue necesario aumentar el

flujo de aire a 2 L/min.

Durante las etapas de induccion, el sistema fue incapaz de mantener las condiciones
de aireacion requeridas para la expresion. Debido a que el oxigeno es necesario en el
primer paso del catabolismo de metanol, su baja concentracion en esta etapa provocé
una disminucion en la velocidad de consumo de metanol lo cual desencaden¢ la
acumulacion de metanol en el medio observado en los ensayos 1B, 2B y 3B. Esta
situacion acarred condiciones operacionales de oxigeno limitante. Trentmann et al.
(2004) encontraron que la adicion de metanol bajo estas condiciones perturba el cultivo
provocando la perdida de la actividad de la enzima alcohol oxidasa y la consecuente
muerte celular. El ensayo 2B presenté dicho comportamiento, en parte provocado por
las altas concentraciones de metanol, pero también las bajas concentraciones de

oxigeno pudieron haber sumado a la muerte celular.

La estrategia de induccion mostré ser decisiva en la vitalidad del cultivo. Es de suma
importancia contar con una alta concentracion de biomasa antes de comenzar la

induccion.

En la estrategia A, la etapa de adaptacion al metanol esta mejor definida. Sin embargo,
los flujos de metanol en estas primeras etapas son definitorios para lograr su éxito.
Durante los ensayos de la estrategia A la generacion de biomasa en la etapa de GB
fue menor y la etapa de crecimiento bajo condiciones limitantes de glicerol (GFB)
permitié alcanzar mayores concentraciones en el cultivo para iniciar la induccion. En
el caso del ensayo 1B, la etapa de adaptacion al nuevo sustrato fue exitosa pues
evidencio crecimiento celular y buena salud del cultivo durante gran parte de la etapa
de induccion. El ensayo 3A no tuvo etapa definida de adaptacion, pero los bajos
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voliumenes de metanol afiadidos permitieron que las concentraciones en el medio
fueran menores de 1% lo que posibilitd al cultivo la transicion progresiva al nuevo

sustrato.

El ensayo 2A no tuvo una etapa de adaptacion eficiente. En primera instancia, durante
la etapa de GB el cultivo crecié lentamente en comparacién con los demas casos por
lo que es posible que al momento de la induccidn el cultivo ya existia estrés metabdlico.
El cambio de sustrato, a pesar de hacerlo progresivamente, provoco perturbaciones

en el cultivo desencadenando la muerte celular.

La estrategia B propone la adicién de un volumen muy bajo de metanol durante la
etapa de GFB como inicio de este proceso de adaptacion. En cambio, no hace un
aumento progresivo del flujo de metanol. Los cultivos de los ensayos 1B y 3B donde
la induccion inicié con 126 y 127 g/L de biomasa humeda, respectivamente, mostraron

mejores respuestas a la incorporacion de metanol.

La ausencia de una etapa adaptativa en el ensayo 1B provocOd una acumulacion
desenfrenada durante varias horas llegando a valores de 5.2% de concentraciéon de
metanol bajo el flujo de 0.08 mL/min. En cambio, el flujo de 0.06 mL/min demostro ser

muy bajo y la concentracion de metanol en el medio fue nula.

La acumulacién de metanol en el medio conllevé a altas concentraciones del sustrato,
lo cual resultdé en un escenario inhibitorio para el crecimiento celular; dicho
comportamiento aparecio en las ensayos 1B y 3B. Zhang et al. (2003) reportaron

inhibicion en sus cultivos a concentraciones superiores a 3.6% de metanol.

El ensayo 2B mostré que el flujo de 0.10 mL/min (12 mL/h/L de cultivo) es demasiado
alto para el cultivo y, al no haberle detenido, la acumulacion de metanol fue incesante,
alcanzando valores criticos de 24.6% de concentracion de metanol y provocando la
muerte del cultivo de manera drastica a las pocas horas de iniciada la induccién. El
ensayo 3B mostro que el flujo de 0.07 mL/min (8.4 mL/h/L de cultivo) podria ser el
correcto para el proceso de induccion a esta escala ya que, durante las 10 h que estuvo

activo, la concentracion de metanol estuvo casi invariable.
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La generacion de espuma resultdo ser un problema en el proceso. La cantidad de
espuma generada fue directamente proporcional a la salud del cultivo, mientras mayor
era el crecimiento y el consumo de oxigeno, habia mayor cantidad de espuma. Esto
provocdé que en cultivos de larga duracion y alta generacion de biomasa fuera
necesario la adicion de grandes volumenes de antiespumante provocando un aumento

no considerado del volumen y limitando los parametros operacionales.

El frasco de 1.5 L presento limitaciones operacionales. Los ensayos de larga duracion
presentaron un aumento significativo del volumen provocado por la adicion de metanol
principalmente en el régimen Fed-Batch. Este aumento disminuia el espacio para el
crecimiento de la espuma y provocaba la adicibn de antiespumante muy
frecuentemente. Por otro lado, P. pastoris puede crecer en cultivos con agitacién hasta
1500 rpm (Invitrogen, 2002). Sin embargo, al aumentar la agitacion a 1200 o 1400 rpm
durante los procesos, la espuma aumenté demasiado, siendo necesaria la disminucion
de la agitacion. Una situacion similar sucedio con el flujo de aire, debiendo limitarle a

2 L/min como maximo.

Finalmente, la expresion de la proteina no fue perturbada en ningun sentido por las
condiciones evaluadas como pH y composicion del medio. En ninguno de los ensayos
fue posible obtener evidencia exacta de la expresion de la proteina de manera

cuantificable por lo que fue imposible optimizar o estudiar estos parametros a fondo.
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8. Conclusiones

1.

El estudio de las clonas modificadas con el casete de expresion mediante la
generacion de los preindculos permitio seleccionar la clona 24 como mejor
candidata para la expresion extracelular de la proteina de interés.

Los parametros de agitacion y aireacion demostraron estar completamente
relacionados. Las mejores condiciones fueron la aireacion entre 1y 3 vwmy la
agitacion entre 500 y 1000 rpm bajo un lazo de control en cascada con limites
definidos entre 20 y 32% para mantener la concentracion de oxigeno disuelto
en 30%.

El pH no mostré ninguna influencia en la expresion de la proteina. Al ser P.
pastoris una levadura capaz de crecer en un amplio intervalo de pH (de 3 a 7),
su crecimiento tampoco fue afectado por este parametro.

La estrategia de induccion es una etapa critica del proceso. El flujo de 0.06
mL/min resultd ser favorable en el inicio de etapa de adaptacion, pero no
durante el resto de la etapa. El flujo de 0.07 mL/min mantuvo la concentracién
de metanol en el medio constante. Los flujos de 0.08 y 0.10 mL/min provocaron
acumulacion de metanol en el medio y altas concentraciones superiores a 5%.
La concentracion de oxigeno disuelto demostré ser un parametro critico en el
control del proceso fermentativo durante la etapa de Metanol-Fed-Batch y en la
rapidez de consumo de metanol. Los parametros establecidos no fueron
suficientes para garantizar los requerimientos.

El frasco de 1.5 L de volumen limité operacionalmente el proceso debido a la
excesiva generacion de espuma.

El ajuste del modelo de Monod a los datos experimentales fue mejor para los
ensayos con mayor cantidad de datos 2B y 3B con R? > 97. Los parametros
obtenidos mostraron que el crecimiento en la etapa de GB fue muy similar a los

reportados en referencias.
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10. Anexos

Anexo 1. Concentraciones de glicerol y metanol para el ensayo 3A

Tabla 10: Concentraciones de glicerol para la etapa de GB en el ensayo 3A

Tabla 11: Concentraciones de metanol para la etapa de MFB del ensayo 3A

Tiempo (h) Glicerol (%)

0

6

8
10
12

3.00
2.24
1.74
0.57
0

Tiempo (h) Metanol (%)

Tiempo (h) Metanol (%)

14
24
26
28
32
36
48
52
55
58
72
72.01

0.57
0.35
0.49
0.5
0.57
0.36
0.21
0.14
1.86
0.62
0.32
0.84

75
77
78
78.01
82
96
98
98.5
101
102
110

0.5
0.92
0.38
0.72
0.32
0.91
0.24
0.24
0.06
0.28
0.27
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Anexo 2. Concentraciones de glicerol y metanol para el ensayo 1B

Tabla 12: Concentraciones de glicerol para la etapa de GB y GFB en el ensayo 1B

Tiempo (h) Glicerol (%) | Tiempo (h) Glicerol (%)
0 5.49 22 0
2 5.65 24 0
4 4.88 25 0.17
16 2.59 26.5 0
18 0.14 27 0.07
20 0

Tabla 13: Concentraciones de metanol para la etapa de MFB del ensayo 1B

Tiempo (h) Metanol (%)

26.5 0.75
27 0.76
28 15
40 5.24
42 3.85
44 2.07
46 0.05

48-88 0
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Anexo 3. Concentraciones de glicerol y metanol para el ensayo 2B

Tabla 14: Concentraciones de glicerol para la etapa de GB y GFB en el ensayo 2B

Tiempo (h) Glicerol (%)

0

o o B~ DN

18
20
21

3.77
3.66
3.6
3.53
3.34
0.5
0.01
0.01
0

Tabla 15: Concentraciones de metanol para la etapa de MFB del ensayo 2B

Tiempo (h) Metanol (%)

Tiempo (h) Metanol (%)

22
23
25
27
29
41
43

0.43
0.81
1.8
2.57
3.56
7.74
8.98

47 12.51
49 13.4
51 14.73
53 16.08
65 24.14
67 24.62
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Anexo 4. Concentraciones de glicerol y metanol para el ensayo 3B

Tabla 16: Concentraciones de glicerol para la etapa de GB y GFB en el ensayo 3B

Tiempo (h) Glicerol (%)

Tiempo (h) Glicerol (%)

0

o o B~ DN

4.70
4.67
4.63
4.58
4.36

10
12
22
23
24

3.90
2.86
0.37
0.02
0.00

Tabla 17: Concentraciones de metanol para la etapa de MFB del ensayo 3B

Tiempo (h) Metanol (%)

Tiempo (h) Metanol (%)

24
25
27
29
31
33
35
47
49
51
53

0.25
0.12
0.09
0.00
0.00
0.00
0.08
1.07
1.36
1.72
1.82

55
57
71
73
75
77
79
81
83
95

2.03
2.13
1.17
1.11
1.34
1.35
1.33
1.40
1.25
2.31
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Anexo 5. Variables operaciones del proceso fermentativo del ensayo 12
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Figura 37. Variables operacionales del proceso fermentativo del ensayo 1A, rosa —
concentracion de oxigeno disuelto (%), verde — pH, negro — agitacion (rpm), rojo — temperatura
(°C), azul — nivel.

Anexo 6. Variables operaciones del proceso fermentativo del ensayo 22
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Figura 40. Variables operacionales del proceso fermentativo del ensayo 3A, azul —
concentracion de oxigeno disuelto (%), amarillo — agitacion (rpm), rojo — nivel.
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Anexo 8. Variables operaciones del proceso fermentativo del ensayo 1B
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Figura 42. Variables operacionales del proceso fermentativo del ensayo 1B, negro —
concentracion de oxigeno disuelto (%), rojo — nivel, azul — pH, marron — temperatura (°C),

magenta — agitacion (rpm)
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