UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

Unidad Iztapalapa

AN\

Casa abierta al tiempo

Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud

“DESARROLLO DE UN SISTEMA DE PRODUCCION DE Pichia
pastoris EN CULTIVO EN MEDIO SOLIDO”

TESIS
Para obtener el grado de
Maestra en Biotecnologia
Presenta:
DIANA ETHEL NUNEZ REYES

Comité toturial:

Dr. Ernesto Favela Torres Director
Dr. Gustavo Viniegra Gonzélez Asesor
Dr. Marcos Lopez Pérez Asesor

Meéxico, D.F. Noviembre, 2012.



“No te rindas, por favor no cedas...
aunque el frio queme, aunque el miedo muerda,
aungue el sol se esconda, y se calle el viento,
aun hay fuego en tu alma,
aun hay vida en tus suefios.
porgue la vida es tuya y tuyo también es el deseo,
porque cada dia es un comienzo nuevo,
porque esta es la hora y el mejor momento”.

Mario Benedetti



La Maestria en Biotecnologia de la Universidad Auténoma Metropolitana
estd incluida en el Programa Nacional de Posgrados de Calidad (PNPC) del
CONACYT con la referencia 001465.



Meéxico D.F. a 30 de Noviembre del 2012.

El jurado designado por la

Divisién de Ciencias Bioldgicas y de la Salud de la Unidad Iztapalapa aprobé la tesis

DESARROLLO DE UN SISTEMA PARA PRODUCCION DE
Pichia pastoris EN CULTIVO EN MEDIO SOLIDO.

que presentd

Diana Ethel Nufiez Reyes

Comité Tutoral:

Director: Dr. Ernesto Favela Torres
Asesor: Dr. Gustavo Viniegra Gonzalez

Asesor: Dr. Marcos Lopez Pérez

Jurado:
Presidente: Dr. Gustavo Viniegra Gonzélez

Secretaria: Dra. Maria de Lourdes Villa Tanaka

Vocal: Dra. Luz Maria Zenit Tovar Castro

Vocal: Dr. Marcos Lopez Pérez




México D.F. a 30 de Noviembre del 2012.

El jurado designado por la

Divisién de Ciencias Biologicas y de la Salud de la Unidad Iztapalapa aprobd la tesis

DESARROLLO DE UN SISTEMA PARA PRODUCCION DE
Pichia pastoris EN CULTIVO EN MEDIO SOLIDO.

que presentd

Diana gthel Nggz Reyes

—_—

Comité Tutoral:

Director: Dr. Ernesto Favela Torres
Asesor: Dr. Gustavo Viniegra Gonzalez

Asesor: Dr. Marcos Lopez Pérez

Jurado:
Presidente: Dr. Gustavo Viniegra Gonzélez
Secretaria: Dra. Maria de Lourdes Villa Tanaka

Vocal: Dra. Luz Maria Zenit Tovar Castro

Vocal: Dr. Marcos Lépez Pérez




AGRADECIMIENTOS

La presente tesis no hubiera podido ser realizada sin la ayuda de muchas personas, a
todas ellas quiero expresarles la fortuna de haber trabajado y compartido con todos ustedes,
estoy muy agradecida con la ayuda, aprecio, amistad y solidaridad recibida.

En primer lugar quiero agradecer al Dr. Ernesto Favela Torres, por abrirme las puertas
de su grupo al aceptar ser mi director de tesis, por todo el conocimiento que me ha brindado,
por su paciencia, por su preocupacion en mi crecimiento profesional, por su dedicacion en este
trabajo, pero sobre todo, por su confianza y consejos que me ha brindado, ya que ha sido como
un amigo.

Al Dr. Aldo Gonzaélez, por su confianza, sus consejos y porque gracias a él llegué a la UAMI.

Al Dr. Gustavo Viniegra Gonzélez, por su disposicion, su paciencia, sus valiosas aportaciones
en este trabajo y su preocupacién en mi crecimiento profesional.

Al Dr. Marcos Lopez Pérez, por su asesoria y gran ayuda.
Al Dr. Francisco José Fernandez, por su confianza y apoyo.

Hay gente que no ha estado cerca de mi, pero han estado en mis dias, en mis recuerdos
y atraves de la distancia. Me refiero a toda mi familia, a mis padres y hermanos, que siempre
me han apoyado y me han dado animos para lograr mis proyectos.
A Axel, por estar conmigo y el apoyo que me brinda.

A mis compafieros del laboratorio de la Planta Piloto 4, en especial a Susy, Naye y a Ednita.

A Tere Torres, por su gran ayuda técnica, ya que sin ella gran parte del trabajo experimental
no hubiera sido posible.

A Rosy, por su gran ayuda técnica y porque siempre me ayudo de buena manera cuando lo
necesiteé.

A la Universidad Autbnoma Metropolitana, por permitirme realizar este trabajo.

MUCHAS GRACIAS



Dedicatoria

A mis padres, quienes siempre han estado apoyadome a través de la distancia, han
creido en mi y de quienes he recibido apoyo incondicional, porque gracias a ellos estoy en

este momento culminando un proyecto méas en mi vida.

A mis hermanos, quienes también a pesar de la distancia me hay apoyado.



INDICE

INTRODUGCCION ......cvoerienriseeseseeseeesessesse ettt 1
1.- Biotecnologia de proteinas recombiNantes...........ccocvveiveiieiiieie e 4
1.1.Sistemas de expresion de proteinas reCOMbINANTES. ..........ccooeiriiererieinere e 5
1.2.Sistema de expresion de Pichia pastoriS. ......cccvcveiieiiiieeie e 9

2.- Aspectos generales del género PiChia. .........cccocveiieiiieiiece e 10

P O ol T W 0= ] (0] 1TSS 10

2.2. Metabolismo de PiChia PastOriS. .........ccoieiiieriiieieirse s 13

3.- Fisiologia de levaduras en relacion al rendimiento de biomasa. .........ccccocvvvvviiviicieine, 16
3.1, TranSPOrte de QZUCAIES. .......eveuerueeererierieeete et sttt sb et b e sbe b e s e 18

3.2. Efecto de los subproductos en el rendimiento de biomasa. ...........ccc.cccevveveiieveennene 18

3.3. Energia de mantenimiento y factores ambientales. ...........ccccoocevveveiieiecie s 23

4.- Cultivo €N MEdio SOIIAO. ...cecveieieiece e 31
4.1. Biorreactores para cultivo en medio SOldO. ...........ccceeveiieiiiiiciicc e 32
JUSTIFICACION ...ttt sttt nae e 36
HIPOTESIS ...ttt 37
OBUJETIVO GENERAL ..ottt sttt bbbttt 38
OBJETIVOS ESPECIFICOS .....oovveveeeeeee et see ettt sttt enss st sanenaas 38
MATERIALES Y METODOS.......cocoiiiitieeeeeeie et esee s tsnssssenes s sesssnes st ensssan s senenes 39
R |V Tt 0T (o Ta LIS 4o OSSP OSOPRP 40
2.- CONSErVACION A€ 18 CEPA. ....eivvevieeie ettt re e ste e e e nne s 40
2.1, A COMO PIAZO. ..t 40

2.2. A1ArQO0 PIAZO. ..o.vieiiiiiieeee s 40

s Yo o1 (=T PPN PPRPRRTRN 40
4.- MEAIOS A€ CUIIVO. ..ottt ettt sne e nre e nnes 40
5.- ProducCion del INOCUIO. ........c.coviiiiiii et 41
6.- Curva estandar de CEIUIAS. ........coiiiiii e 41
7.- CaracterizaCion del EPUL. ........c.ooi it nne s 42
7.1. Capacidad de retencion de agua (U)........ceeeeeereerierienieniisiesiee e 42

7.2. Curvas de secado del EPU. ..ot e 42

7.3. Actividad del agua en el EPU. ........cccooiiiiiiie s 42

8.- MOdEI0 EXPEITMENTAL.......eiiiiiie e 43

Vil



9.- Cultivo en medio solido en reactor de COIUMNA. ... ....vveeeeeee e, 43

10.- Procesamiento A& MUESIIAS. .......oviriererierieriiaiesiieie ettt st sbe e e e 44
11.- MELOAOS ANAITEICOS. ..o.viveieiiieiieiieie ettt ettt sreereenaeneenees 44
11.1. Determinacion de biomasa por turbidimetria. ..........ccocvvvveieere i 44
11.2. Determinacion de GIUCOSA. .......ccueieeiiieieiiesie ettt reenae e nne s 44
11.3. Determinacion de hUMEdad. ..........ccccveieiereieieie e 45
11.4. Determinacion d PH.......c.ooioii it nre s 45
11.5. Determinacion POr HPLC. ........ooiiiieii e 45
12.- Calculo de pardmetroS CINBLICOS. .........evriirieirise et 45
12.1. ReNAIMIENAO (YX/S). wririiiiiieeite ettt ettt ettt sttt ettt te e teeaesnaenre s 45
12.2. Tasa especifica de produccion de CO2 (Um). «reeveeeerreereemeesieesiesiesieesseseesseesseseesseas 46
12.3. Fase lag del crecimiento de P. PAStOFiS. ........coceveriiirininieiene e 46
12.4. Coeficiente respiratorio (CR). ......coceiiiiiiiieieee e 46
RESULTADOS Y DISCUSION .......ocvieviieeseteesteetese ettt essess s esas s sesss s senenaans 47
1.- Caracterizacion del soporte inerte (EPU).........coiiieiiiiiieiie e 48
1.1. Capacidad de retenCion de AQUAL ........ccceeveieeireeieiie e eree st se e se e sreenae e e 49
1.2, CUIVAS 0€ SECAUOD. ....eeveeiieietiiie sttt ettt bbbt e e 51
1.3, ACHVIAAA 08 AQUAL ..ottt 53
2.- Crecimiento de Pichia pastoris en cultivo en medio sélido sobre EPU ..............c..c........ 56
2.1. Composicion del medio de CUILIVO. ........ccocoiiiiiicc e 57
2.2. Disefio del sistema de cultivo en medio sOldO..........cccveveierieieicic i 63

2.3. Efecto de la concentracion inicial de glucosa sobre el crecimiento de P. pastoris. ...67
2.4. Efecto del nivel de indculo sobre el crecimiento de P. pastoris..........cccocevveieeiennn, 70

3.- Efecto del grosor de las placas de espuma de poliuretano y diferentes concentraciones
iniciales de glucosa sobre la produccién de biomasa y el metabolismo de Pichia pastoris..72

3.1. Efecto del espesor de la placa en los parametros de crecimiento. ..........cc.ccccvevenenenn. 73

3.2. ParametroS CINBLICOS. ......cveiuieiiiieite ettt ettt st sre et e st beebeereesreenneens 80

4.- Balances de CarbON0...........oiiiie e 86
CONGCLUSIONES. ..ottt st sttt et et et e stesbesbeebeeaeeraenaeneens 91
PERSPECTIVAS ..ottt e e e e e et e e e e e bt e e e e s et b e e e e satateeesebbeeeessabaaeeeans 92
BIBLIOGRAFIA ..ottt ettt seneens 93

viii



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Factores determinantes en la seleccion de un sistema de expresion (Guerrero y
(010 PO 00 PSSR 6
Tabla 2.Ventajas y desventajas de diferentes hospederos para la produccion de proteinas
recombinantes (GUerrero y Col., 2004)........oouiiiiirieee e 8
Tabla 3.Reacciones de produccién de radicales de oxigeno y su desintoxicacién en
levaduras (Verduyn, 1991). ......cccoiiiiieiicie e 26
Tabla 4. Efecto del H202 en el rendimiento celular en cultivos limitados de glucosa en

quimiostato de Hansenula polymorpha ATTCC 46059 a un ratio de dilucion de

0.10 h-1 (Verduyn, 1991). ....cciiieieieiese e 27
Tabla 5.Clasificacion y diferencias en biorreactores a nivel laboratorio, piloto e
industrial (RUIZ Y COL., 2007)....c..oiieieeie ettt 33

Tabla 6.Resumen de los valores de crecimiento de P. pastoris, consumo de glucosa y
pH con diferentes fuentes de NItrOGENO. ..........ccuieririiiiiinire e 62
Tabla 7. Pardmetros de crecimiento y consumo de glucosa de P. pastoris en funcion de
la region de la placa de EPU en posicion vertical. ...........ccccccvveveiieeiicccsicce e 63
Tabla 8. Pardmetros asociados al crecimiento de P. pastoris en CMS en reactor de
COlUMNA NOFIZONTAL ... 65
Tabla 9.Parametros asociados al crecimiento de P. pastoris a diferentes concentraciones
iniciales de sustrato y con espesor de placa, h = 0.7 CM. ...cccveviiiciiccciicce e, 68
Tabla 10. Parametros asociados al crecimiento de P. pastoris en CMS (Lo6pez y col, 2009). 70
Tabla 11.Parametros asociados al crecimiento de P. pastoris en CMS en funcion del
tamafio de INOCUIO. .......cceiveieee e 71
Tabla 12. Parametros de crecimiento de P. pastoris con glicerol como fuente de carbono
(LEpez y €ol., 2009). ....oiiiiiecee ettt ne 77
Tabla 13. Parametros fisiologicos de las cepas de P. pastoris (Kern y col., 2007).........cc........ 78
Tabla 14. Tasas especificas de crecimiento y coeficientes de rendimiento de glucosa con
diferentes concentraciones iniciales durante la fase de cultivo por lote (Klein
Y COL., 2998). i 79



Tabla 15. Comparacién de la densidad celular y la produccion de fitasa entre la glucosa
y el glicerol en cultivos por lote alimentado (Hang y col., 2009)...........cccccvevvnnnne. 79
Tabla 16.Rendimiento celular (g biomasa/g sustrato) de C. utilis CBS 621 y S.
cerevisiae CBS 8066 en cultivos aerobios limitados de carbono en medio
minimo sobre varias fuentes de carbono como una funciéon del grado de
reduccion (Verduyn y €ol., 19912). .......coooiiiiiiiieeeere e 90

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Etapas de produccion de una proteina heteréloga con Pichia pastoris...................... 12

Figura 2.Red de vias bioquimicas activas construida para células de P. pastoris
creciendo con glicerol o glucosa como unica fuente de carbono (Fiaux y col.,
2003). oottt b e e b et et r et et e e be et et reete st ereerenrens 15

Figura 3. Ruta de la formacion y consumo de acetato en levaduras (Verduyn, 1991).............. 21

Figura 4. Representacion esquematica del desacoplamiento de la membrana plasmatica

por los &cidos débiles (Verduyn, 1991). .....ccccieiiiieiie e 23
Figura 5. Biorreactor columna- charola para CMS (Ruiz y col., 2007). ......cccccovvvvevveiiecriennenn, 34
Figura 6. Disefio del sistema en columna parael CMS...........ccoooiiiiiiiiiin e, 43
Figura 7. Micrografias de EPU. .........cccciiiiiiiiiee e 49
Figura 8. Capacidad de retencion de agua, u, en placas de EPU............c.cccceeveveiiiiin e, 50
Figura 9. Curvas de secado de EPU con diferente eSPesor. ........cccovevveveieeieeiie e, 52
Figura 10. Parametros Vmax Y Keat para caracterizar el secado en el EPU. ...........ccccovevevennneen, 52

Figura 11. Actividad de agua de las placas de EPU en funcidn del contenido de humedad....54

Figura 12. Curva estandar de produccién de biomasa de P. pastoris.........ccccccevevvvevvcvieseenenn, 57
Figura 13. Cinética de crecimiento de P. pastoris en cultivo superficial................cccocoeeneenenn. 58
Figura 14. Produccion de biomasa de P. pastoris en CMS con EPU..........cccccocviiiiiiicienen, 59
Figura 15. Cineética de consumo de glucosa por P. pastoris en CMS con EPU. ............c.c........ 59
Figura 16. Variacion del pH en CMS con EPU utilizando P. pastoris. .........ccccccoeevviviciviennenn, 60



Figura 17.Cinética de crecimiento de P. pastoris en CMS con diferente tipo y
concentracion de fuente de NItFOGENO. .........ooeririririiiei e 60

Figura 18.Cinética de consumo de glucosa por P. pastoris en CMS con diferente tipo y
concentracion de fuente de NItFOGEN0. ......cc.ecveieeciiiie e 61

Figura 19.Variacion del pH del medio durante el crecimiento de P. pastoris en CMS con
diferente tipo y concentracion de fuente de NitrOgeNO...........cccoovvereieneneiecnenns 61

Figura 20.Efecto del contenido de medio de cultivo (relacion medio/EPU) en la

produccidn de CO, POr P. PASIONIS. ....ecveiieiieeie e 64
Figura 21. Efecto del modo de operacién del cultivo sobre el crecimiento y consumo de
sustratos por P. pastoris (Barrigdn y Ramon, 2011). ........ccocevviireneieneneincnienns 64
Figura 22. Efecto del modo de operacidn del cultivo sobre el crecimiento de P. pastoris
(Barrigon Y RamMON, 2011). ...ccveiiiieieeiie e ste ettt 65
Figura 23. Efecto de la fraccion polimérica intacta, f, el rendimiento de la biomasa con Sy = 50
o PRSPV PP PR PSPPI 66

Figura 24. Produccion de CO, por P. pastoris a diferentes concentraciones iniciales de
0] [0 T VUSSP 67
Figura 25. Efecto de la concentracion inicial de glucosa, S, sobre la productividad de la
biomasa calculada COMO P = Y x/SS0 max: «+««eeseereeeereerueriereseneneereenieniesiesiesieseees 69
Figura 26. Efecto del tamafio de indculo sobre el perfil de produccion acumulada de
CO;, por cultivos de P. pastoris €N EPU. .........cccoceiiiiiiic i 70
Figura 27. Efecto de la concentracién inicial de glucosa y del espesor del EPU sobre el
crecimiento de P. pastoris €N CIMS. ..o 73
Figura 28. Efecto de la concentracion inicial de glucosa y del espesor del EPU sobre el
rendimiento de crecimiento de P. pastoris en CMS. .........ccccoceveiievecc e, 76
Figura 29. Efecto de la concentracién inicial de glucosa y del espesor del EPU sobre la
produccion de CO;, por P. pastoris €N CMS.........ccooeiieeiiiesiee e 80
Figura 30. Efecto de la concentracion inicial de glucosa y del espesor del EPU sobre la
duracion de la fase lag de P. pastoris en CMS. ..........cccoveieiicie e 81
Figura 31. Efecto de la concentracién inicial de glucosa y del espesor del EPU sobre la

tasa especifica de produccion de CO, de P. pastorisen CMS.........c.cccecvevvernenne. 82

Xi



Figura 32. Efecto de la concentracion inicial de glucosa y del espesor del EPU sobre el
coeficiente respiratorio de P. pastoris en CMS. ... 83
Figura 33. Tasas de transferencia de O, y CO, y el CR de la fermentacion de la
levadura P. stipitis (Anderlei y col., 2004). .......ccccovveiiiieiiieie e 85
Figura 34. Balances parciales vy totales de carbono en los cultivos realizados con
diferente concentracion inicial de glucosa y diferente espesor de EPU. ............... 87
Figura 35. Representacion esquematica de las rutas metabolicas durante el crecimiento

de C. utilis con varias fuentes de carbono (Verduyny col., 19913)...........cccccecuee 89

Xii



RESUMEN

La demanda de proteinas recombinantes terapéuticas (PRT) de consumo humano se ha
convertido en una realidad comercial y ha aumentado dramaticamente durante los Gltimos
afios, salvando un namero incontable de vidas gracias a la casi accesibilidad ilimitada de estas
proteinas. Mas de 80 proteinas recombinantes estan aprobadas para consumo humano. Aunque
mucho se ha avanzado, la produccién de proteinas recombinantes constituye un campo que
necesita ser mucho méas estudiado, mas ain cuando los precios de muchos de estos
medicamentos son altos y de dificil acceso en paises en vias de desarrollo, por ello, uno de los
mayores objetivos de la industria es maximizar la productividad, es decir, obtener altas
concentraciones de producto en un menor tiempo y las altas concentraciones celulares
(biomasa) son un prerrequisito para obtener una alta productividad de proteinas

recombinantes.

Debido a lo anterior, en el presente trabajo se propone el cultivo en medio soélido
(CMS) como alternativa gracias a las ventajas que ofrece en comparacién con el cultivo
sumergido (CS) en la produccién de biomasa y enzimas.

Considerando que para la produccion de biomasa en condiciones de cultivo en medio
solido es necesario favorecer la transferencia de O, se decidi6 evaluar el uso de capas finas de
poliuretano (EPU) como soporte para el crecimiento de Pichia pastoris. Ademas, se evalué la
concentracion inicial de glucosa (50 a 150 g/L) sobre la produccién de biomasa de P. pastoris.
Estos experimentos demostraron que el rendimiento Yx/s (g/g) disminuye al aumentar la
concentracion de glucosa obteniéndose un Yx/s de 0.45 para una Sp = 50 g/L, valor muy
cercano al tedrico 0.5, lo cual demuestra que este sistema esta bien aireado, pero para So =
150 g/L se obtuvo un Yx/s de 0.28.

El andlisis del cambio del coeficiente respiratorio (CR), en funcion de diferentes
concentraciones iniciales de glucosa y diferentes espesores de EPU, permitio determinar que

con una concentracion inicial de glucosa de 50 g/L y un espesor de 0.7 cm, el metabolismo
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respiratorio de la glucosa fue completo (CR > 0.9) y que el descenso del CR es debido al
agotamiento de la glucosa. A concentraciones de glucosa superiores a 50 g/L y espesores de
EPU de 0.3 y 0.5 cm el valor de CR fue menor a 0.9, de lo cual podemos asumir que al
aumentar la concentracion de glucosa o disminuir el espesor de la placa de EPU, no se realiza
el metabolismo completo de la glucosa y se obtienen diferentes productos como acidos

organicos.

Las conclusiones de este trabajo se pueden resumir en que el modelo de estudio propuesto
para la produccién de biomasa de Pichia pastoris a partir de glucosa como fuente de carbono y
energia en un medio de cultivo impregnado en espuma de poliuretano bajo condiciones de
cultivo en medio solido, permitié demostrar que la produccién de levaduras en placas de EPU
con un espesor h =0.7 cmy Sy =50 g/L, es un sistema mas simple que el cultivo sumergido,
aireado y agitado por lote simple y produce rendimientos y concentraciones celulares similares
(20 g/L). Incluso que si se permite un metabolismo mixto (aerobio y fermentativo) se puede
alcanzar con Sy = 150 g/L, la concentracion celular de 40 g/L, valor que ya calificaria en el
limite inferior de los cultivos densos. Los cuales llegan a tener hasta mas de 100 g/L de
levaduras en cultivos sumergidos y controlados en forma de lote alimentado. Tambien se
obtuvo que los efectos de grosor de las placas de EPU sobre el crecimiento de Pichia pastoris

no son tan importantes como el efecto de la concentracion inicial de glucosa.

A nuestro conocimiento, éste es el primer trabajo en el que se evalla el crecimiento de
Pichia pastoris utilizando glucosa como fuente de carbono en cultivo en medio solido con
EPU, lo cual es muy importante para la produccion a nivel industrial de proteinas

recombinantes con esta levadura.

Palabras clave: Pichia pastoris, poliuretano, cultivo en medio sélido
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INTRODUCCION

La biotecnologia ha impactado el area de la medicina, principalmente con su
contribucion al conocimiento a nivel molecular de la causa de diversas enfermedades, lo cual
ha generado una revolucion en la industria farmacéutica con la produccion de biofarmacos

contra enfermedades especificas (Villaverde y Mattanovich, 2007; Betton y Chaffotte, 2005).

Un biofarmaco es una molécula bioldgica con fines terapéuticos obtenida a partir de un
organismo Vivo, ya sea a partir de bacterias, hongos, células animales y levaduras, entre otros.
Estas moléculas presentan mayor accion terapéutica y menos reacciones secundarias, al ser
practicamente homologas a las producidas por el organismo (Yang y col., 1992; Maldonado y
col., 2007; Graumann y Premstaller, 2006). Esto se traduce en que el paciente en la actualidad
puede acceder a tratamientos mas eficaces y seguros. La gran mayoria de estos biofarmacos
son proteinas recombinantes (Graumann y Premstaller, 2006).

Un aspecto importante de estas proteinas de uso terapéutico es que son especificas
contra padecimientos que antes se consideraban incurables, estas proteinas actualmente se
utilizan en tratamientos curativos y paliativos. Un claro ejemplo de esto es el interferdn beta
la y 1b, el cual ha elevado la calidad de vida de los pacientes diagnosticados con esclerosis

multiple (Maldonado y col., 2007; Graumann & Premstaller, 2006).

En diversos estudios se ha demostrado que la importancia de las proteinas
recombinantes con accidn terapéutica se ha incrementado exponencialmente en los ultimos 30
afios. En 2004 la industria biofarmacéutica era de alrededor de 45 mil millones y para el 2020
se prevén ventas de hasta 200 mil millones de dolares, con un cubrimiento de mas del 10% de
toda la industria farmacéutica. En la actualidad, las grandes farmacéuticas tienen sus mayores
ingresos de la venta de estos productos, por tanto, la investigacion en este rubro también ha

aumentado en gran modo y el catdlogo de biofarmacos es cada vez mayor en tratamiento,



curacion, prevencion o diagnostico de enfermedades (Pavlou y Reichert, 2010; Datamonitor,
2004; Parmar, 2006).

Las PRT en general se generan mediante diferentes procesos productivos. La serie de
pasos fundamentales para obtenerlas son: tener un gen que codifique para la proteina de
interés, un hospedero que realice las modificaciones que se requieran para obtener una
proteina funcional, que la proteina sea expresada a las concentraciones requeridas, un proceso
de produccion, un método de separacion y purificacion, un sistema de estabilizacion, y

finalmente la formulacion.

Por otro lado, actualmente cerca del 60% de PRT aprobadas para consumo humano,
son producidas en células de mamifero de ovario de hdmster chino (CHO) y de rifion de
hamster bebé (BHK), ya que presentan la capacidad de producir las proteinas de manera bien
plegada, con las modificaciones postraduccionales necesarias para ser altamente similares a las
enddgenas (Palomares y col., 2004; Bleckwenn y Shiloach, 2004). Sin embargo, los costos
asociados a los medios de cultivo y adaptacion de las células animales hacen de este sistema el
mas costoso para la produccion de una proteina. Por ello, los procesos productivos actuales
para manufacturar proteinas recombinantes de alto valor agregado, requieren ser altamente

productivos, robustos y con bajos costos de produccién (Lee, 1996; Sodoyer, 2004).

En el presente trabajo se propone el cultivo en medio solido (CMS) como una
alternativa para la producciéon de proteinas recombinantes ya que ha demostrado ser un
procedimiento adecuado en referencia a lo anteriormente mencionado, para la obtencién de
proteinas recombinantes en otros microorganismos de gran interés como Aspergillus niger

(Ramesh y Losane, 1991) o Bacillus licheniformis (Pereira y col., 1993).

La eleccidn del microorganismo para expresar la proteina de interés depende en gran
medida de las caracteristicas fisicoquimicas de la proteina a producir. Pichia pastoris esta
entre las levaduras mas utilizadas en la industria, por su alta velocidad de crecimiento,

adaptabilidad a los cambios de escala en biorreactores y la posibilidad de alcanzar altas



concentraciones celulares, redituando en altas productividades (Siegel y Brierley, 1989;
Ramon vy col., 2004; Kong y col., 2009; Hartner y Glieder, 2006; Cregg y col., 2000). Otra
gran ventaja es que estos microorganismos no producen endotoxinas, y ademas son capaces de

glicosilar proteinas de manera similar a las lineas celulares animales.

La produccidon de proteinas recombinantes con Pichia pastoris se divide en dos etapas,
la primera es la produccion de biomasa y la segunda la induccién de la proteina con metanol.

En el presente proyecto solo se aborda la primera etapa (Fig. 1).

En este trabajo se evaluo el cultivo en medio sélido sobre espuma de poliuretano para
la produccion de biomasa de Pichia pastoris. Con este propoésito, el disefio experimental
seguido en esta tesis, se basé en el disefio y evaluacion de un sistema de cultivo solido

utilizando tiras de poliuretano colocadas dentro de columnas de vidrio.



1.- LABIOTECNOLOGIA DE PROTEINAS RECOMBINANTES.

La Biotecnologia de proteinas estd implicada en el aislamiento, produccion y
mejoramiento de las propiedades bioldgicas de proteinas especificas a partir de diversas
fuentes naturales tales como plantas, animales o bien microorganismos, para su subsiguiente
empleo en diversas aplicaciones. La tecnologia del DNA recombinante ha jugado un papel
muy importante en el desarrollo de la Biotecnologia de proteinas ya que gracias a la
manipulacion de genes ha sido posible producir grandes cantidades de proteina, muchas de las
cuales se encuentran en concentraciones muy bajas en su ambiente natural. Se considera una
proteina recombinante o proteina heteréloga aquella cuya sintesis se realiza en un organismo
distinto al organismo nativo. Actualmente, se ofrecen en el mercado internacional una gran
variedad de proteinas recombinantes para un amplio abanico de aplicaciones, incrementandose
dia a dia la lista de estos productos, lo que ha llegado a construir toda una revolucién en el
mercado biotecnoldgico y a la vez ha impulsado la investigacion en este campo (Walsh y
Headon, 1995).

Para la produccion de proteinas recombinantes se hace uso de uno de los multiples
sistemas de expresion disponibles comercialmente o de aquellos desarrollados con fines de
investigacion, o bien se pueden disefiar y construir sistemas de expresion segun necesidades

especificas.

Para la seleccion de un sistema de expresion adecuado para la sintesis de una proteina
recombinante se tienen que tener en consideracion el origen bioldgico y las propiedades
quimicas y bioldgicas de la proteina de interés, su aplicacidn posterior y el bioproceso que se
empleard para su produccioén (Tabla 1). El origen bioldgico de la proteina es importante ya que
generalmente un sistema de expresion eucariota es méas eficiente para sintetizar una proteina
de origen eucariota que un sistema de expresién procariota. Respecto a las propiedades
qguimicas y bioldgicas de la proteina es importante analizar su secuencia nucleotidica
codificante para evaluar el uso de codones preferenciales y la presencia de secuencias de

finalizacion prematura de la transcripcion, la secuencia aminoacidica para evaluar el peso



molecular, punto isoeléctrico y tipo de modificaciones postraduccionales presentes, la
estabilidad a un pH y temperatura determinada, proteolisis, la posible toxicidad sobre el
hospedero, el destino celular deseado (extracelular o intracelular) y el grado de pureza
deseado, etc. Un tercer factor a considerar es la aplicacion que se le dara posteriormente a la
proteina, si ésta se aplicard en las areas biomédica (agentes terapelticos, vacunas Yy
diagndstico clinico) o de alimentos (procesos industriales, aditivos y nutracelticos) para
emplearla en humanos, animales o plantas, o en el area de la Quimica de la transformacion
como la industria del papel, textil y del cuero, farmacéutica y quimica, o bien como reactivo
en el area de la quimica analitica o en el medio ambiente como fuente de energia o tratamiento
de residuos. Por altimo, se tiene que considerar el bioproceso que se empleard para su
produccidn, especificamente el tipo y condiciones operacionales de cultivo, la escala de
produccién de la proteina de interés segun si solo se requieren unos pocos miligramos para
fines de investigacion o en la escala de gramos o kilogramos para fines industriales, ademas de

evaluar el costo del bioproceso.

1.1. Sistemas de expresion de proteinas recombinantes.

Actualmente se emplean una gran variedad de hospederos que van desde
microorganismos unicelulares tales como bacterias, hongos, levaduras y lineas celulares de
mamiferos, insectos o plantas, hasta organismos completos como animales y plantas

transgénicas.

Dentro de las bacterias, Escherichia coli ha sido la mas empleada para estos fines,
aunque también se han utilizado Bacillus subtilis, Caulobacter crescentus, Pseudomonas sp.,
Streptomyces lividans, Lactobacillus lactis, etc. (Walsh y Headon, 1995). Debido al nivel de
conocimiento sobre su fisiologia y genética, E. coli ofrece varias ventajas (Tabla 2) respecto a
otros hospederos, lo que ha permitido el desarrollo de una variedad de vectores de expresion y
cepas mutantes. Sin embargo, el empleo de E. coli tiene también desventajas, tales como su
ineficiencia para secretar proteinas al medio de cultivo y ademas éstas suelen precipitar como
cuerpos de inclusion insolubles en el citoplasma celular. Adicionalmente, la sintesis de las

proteinas heterdlogas en E. coli induce a un incremento de la proteolisis celular, cuenta con un



sistema ineficiente para realizar modificaciones postraduccionales y genera endotoxinas

dafinas para la salud.

Tabla 1. Factores determinantes en la seleccidn de un sistema de expresion (Guerrero y col., 2004).
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Si se emplea Bacillus subtilis, se tiene la ventaja de la secrecion de la proteina

heter6loga, sin embargo, esta bacteria secreta una gran cantidad de proteasas, ademas se

dispone de una menor cantidad de vectores de expresion, elementos promotores para la

regulacion de la expresion de los transgenes y se ha reportado menor estabilidad genética de

los plasmidos incorporados en el hospedero.



Los sistemas de expresion de proteinas recombinantes basados en levaduras han
demostrado ser una fuente eficiente y econdmica de proteinas de eucariotas superiores de
interés industrial y/o academico (Buckholz y Gleeson, 1991; Romanos y col., 1992). Las
levaduras ofrecen un ambiente apto para el plegamiento de proteinas eucarioticas, llevan a
cabo algunas modificaciones postraduccionales y pueden secretar las proteinas recombinantes
al medio de cultivo. Ademaés, las levaduras mantienen las ventajas de los microorganismos al
ser unicelulares, de facil manipulacién y rapido crecimiento. Por otro lado, tienen una
organizacion celular eucariotica que permite la realizacion de procesos de expresion y
maduracion caracteristicos de células animales y vegetales (Eckart y Bussineau, 1996), lo cual
les da una ventaja para la produccion de proteinas de origen eucariota.

El empleo de Saccharomyces cerevisiae como hospedero en un sistema de expresion
eucariota ofrece la ventaja de ser uno de los organismos eucariotas mejor caracterizado, su
genoma ha sido totalmente secuenciado y es considerado como organismo GRAS (Generally
Recognized as Safe) por la FDA (Food and Drug Administration) americana. Por estos
motivos, muchos de los sistemas de expresion desarrollados para la produccion de proteinas
heterdlogas estan basados en S. cerevisiae. Las limitaciones de este microorganismo se han
puesto de manifiesto al aumentar de manera significativa el nimero de sistemas de expresion
basados en levaduras no convencionales (no Saccharomyces), los cuales exhiben mejores
prestaciones como productores de ciertas proteinas heterélogas. Entre estos nuevos
microorganismos hospederos se incluyen Hansenula polymorpha, Pichia pastoris, Yarrowia
lipolytica y Kluyveromyces lactis, los cuales constituyen la base de diversos procesos
desarrollados a escala industrial (Buckholz y Gleeson, 1991; Gellisen y Hollenberg, 1997;
Muller y col., 1998).



Tabla 2. Ventajas y desventajas de diferentes hospederos para la produccidn de proteinas recombinantes
(Guerrero y col., 2004).

BACTERIAS

Escherichia coli

VENTAJAS

DESVENTAJAS

Buen nivel de conocimiento sobre su fisiologia y
genética.

Se cuenta con gran variedad de vectores de expresion
y cepas mutantes.

Facil manipulacion.

Cultivos baratos con altas densidades celulares.
Niveles moderados de produccién de la proteina
recombinante.

Ineficiente secrecién de la proteina al medio de
cultivo.

Formacion de cuerpos de inclusidn insolubles en el
citoplasma celular.

La sintesis de las proteinas heter6logas induce a un
incremento de la protedlisis celular.

Realiza pocas modificaciones postraduccionales.
Generacion de endotoxinas dafiinas para la salud
humana y animal.

Bacillus subtilis

Secrecion de la proteina heterdloga

Secreta una gran cantidad de proteasas afectando el
rendimiento del producto recombinante.

Dispone de pocos vectores de expresiéon y elementos
promotores para la regulacion de la expresion de los
transgenes comparado con E. coli.
Menor estabilidad genética de
incorporaos en el hospedero.

los plasmidos

LEVADURAS

Saccharomyces cerevisiae

Sistema eucariota mejor caracterizado desde el punto
de vista de la Biologia Molecular y la Fisiologia.
Genoma totalmente secuenciado.

Vectores de expresion y cepas disponibles.
Manipulacion sencilla a nivel de laboratorio e
industrial.

Cultivos baratos.

Se producen altos niveles de la proteina recombinante.
Realiza modificaciones postraduccionales.

Es considerado como organismo GRAS.

Produce hiperglicosilaciones.
Baja eficiencia en la secrecién de
heteréloga.

la proteina

Pichia pastoris

Emplea los promotores méas fuertes y eficientemente
regulados de los conocidos.

Vectores de expresion y cepas disponibles.
Manipulacion sencilla a nivel de laboratorio e
industrial.

Secrecion eficiente de la proteina heteréloga.

Medios de cultivo son baratos y formulados libre de
toxinas y pir6genos.

Los cultivos alcanzan altas densidades celulares.

Altos niveles de produccién.

Bajos niveles de secrecion de proteinas enddgenas
facilitando la purificacion de la proteina heteréloga.
Realiza modificaciones postraduccionales.

Produce patrones glicosilaciones no deseables para
algunas proteinas.

Actividad proteolitica

Algunas proteinas no se producen de forma eficiente.




1.2 Sistema de expresion de Pichia pastoris.

El sistema de expresion basado en la levadura metilotrofica Pichia pastoris ha ganado
aceptacion como hospedero para la produccion de proteinas recombinantes (Romanos, 1995,
Escamilla y col., 1999; Cereghino y Cregg, 2000). Pichia pastoris comparte las ventajas de
facil manipulacion genética y bioquimica con S. cerevisiae pero supera a ésta de 10 a 100
veces en los niveles de produccion de proteinas heterélogas (Cregg Yy col., 1993; Romanos,
1995, Guerrero y Viader, 2003). Ambas levaduras se han utilizado en la produccion de
muchas proteinas eucariotas y en la mayoria de los casos la productividad de P. pastoris ha
sido superior a la de S. cerevisiae (Romanos, 1995; Cereghino y Cregg, 2000). Pichia pastoris
comparada con S. cerevisiae, presenta importantes ventajas para la expresion de proteinas
heterélogas. En P. pastoris el promotor usado para transcribir genes heter6logos proviene del
gen de la enzima alcohol oxidasa 1 (AOX1) de P. pastoris cuya expresion es regulada por
metanol. Este promotor es uno de los mas eficientes y fuertemente regulados de los conocidos
actualmente. Esta capacidad para mantener los cultivos con la expresion heterologa “apagada”
en ausencia de metanol es importante para minimizar el efecto toxico que presentan muchas
proteinas heterdlogas sobre el hospedero (Cereghino y Cregg, 1999). Por otro lado, mientras
que S. cerevisiae presenta dificultades para conseguir elevadas densidades celulares, P.
pastoris es relativamente facil de cultivar a densidades celulares de aproximadamente 100 g/L,
en peso seco. Ademas, S. cerevisiae puede presentar baja eficiencia en la secrecion de
proteinas heterélogas (Cereghino y Cregg, 1999; Guerrero y Viader, 2003). Adicionalmente,
la glicosilacion en el proceso de postraduccion en P. pastoris se lleva a cabo con
oligosacaridos mas pequefios que en S. cerevisiae, reduciendo los fendmenos de
hiperglicosilacion de muchas proteinas de eucariotas expresadas en este Ultimo sistema
(Romanos, 1995, Higgins y Cregg, 1998). Cabe destacar los bajos niveles de secrecion al
medio de cultivo de proteinas endogenas en P. pastoris, lo cual supone una gran ventaja para
la purificacion de la proteina recombinante producida. Finalmente, el medio de cultivo
empleado para el cultivo de P. pastoris en un biorreactor es una mezcla definida de sales,
oligoelementos, biotina y fuente de carbono y nitrégeno que no resulta ser caro y puede ser
formulado libre de toxinas y pirégenos (Higgins y Cregg, 1998, Guerrero y Viader, 2003).



Debido a las ventajas que presenta la levadura P. pastoris sobre otros microorganismos
como se menciond anteriormente, se eligio esta levadura para el presente trabajo. A

continuacion, se detallan aspectos generales del género Pichia.
2. ASPECTOS GENERALES DEL GENERO Pichia.

Las levaduras metilotroficas fueron aisladas por primera vez en 1969 y su atractivo
principal fue la produccién de proteina celular simple (SCP) (Ogata y col., 1969; Spencer y
col., 2002). El género Pichia pertenece a la familia Saccharomycetaceae, orden
Saccharomycetales, clase Saccharomycetes, phylum Ascomycota, reino Fungi. Esta levadura
presenta reproduccién sexual con produccion de ascosporas (4 esporas por asca, con baja
viabilidad). En medio s6lido forma colonias no filamentosas de color blanco o crema. Al

microscopio se pueden observar multiples yemas.

Al género Pichia pertenecen muchas especies, algunas asociadas con insectos y que se
han aislado de lodos fundidos y galerias de coledpteros. Otras especies son cactofilicas,
habitantes especificos de cactus e incluso se han encontrado formando asociaciones con
Drosophila. Estas formas asociadas con insectos presentan ascosporas en forma de sombrero o
hemisférica (saturnosporas). Algunas especies de este género pueden ser encontradas en
diversos ambientes, incluyendo salmuera y fluidos de curtimbres. Dentro del género Pichia se
encuentran especies tanto fermentativas como no fermentativas y se han encontrado varios
tipos de coenzimas Q (CoQ7, CoQ8 y CoQ9) como intermediarias en la cadena de transporte

de electrones, lo que muestra que el género es muy heterogéneo.

2.1 Pichia pastoris.

La levadura metilotréfica Pichia pastoris es un poderoso sistema de expresion para la
produccién de proteinas recombinantes (Cereghino y Cregg 2000). En los Gltimos afios, mas
de 500 proteinas se han clonado y expresado con este sistema (Cereghino y col. 2002). Las
ventajas de este sistema incluyen potenciales de expresion (Rodriguez y col. 1994; Kobayashi
y col 2000; Richter y col. 2006), secrecion eficiente de la proteina extracelular (Peng y col.

2004; Inan y col. 2006), modificaciones post-traduccionales como la glicosilacion (Tsai y col.
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2006) vy el crecimiento de alta densidad celular en un medio definido (Cereghino y Cregg
2000; Hong y col. 2002). La razon principal para que Pichia pastoris presente estas ventajas
es la existencia del promotor de la alcohol oxidasa 1 (pAOX1), un promotor fuerte y bien
regulado. EI promotor AOX1 regula la expresion del gen de la alcohol oxidasa, la primera
enzima en la via del metabolismo del metanol, en el nivel de la transcripcion, combinando la
represion/depresion con un mecanismo de induccion por metanol. El promotor AOX1 se
encuentra fuertemente reprimido cuando las células de Pichia se cultivan en presencia de
glucosa u otras fuentes de carbono, pero la expresion del gen se induce mas de 1000 veces
cuando las células se trasladan a un medio que contiene metanol como Unica fuente de
carbono (Cereghino y col. 2002). Para aprovechar esta circunstancia, la fermentacion con
Pichia tiene que ser dividida en dos fases: cominmente, se utiliza el glicerol como sustrato de
crecimiento en la primera fase de la acumulacion de biomasa, mientras que en la segunda fase
solo se alimenta de metanol para inducir la expresion del gen adyacente al promotor pAOX1.
Una alternativa a esta estrategia es una alimentacion mixta por lote, que en algunos casos ha
permitido aumentar considerablemente la productividad de los sistemas recombinantes de
Pichia, especialmente los que exhiben un fenotipo Mut® (utilizacién lenta de metanol)
(Loewen y col., 1997; Xie y col., 2003). Con una alimentacion mixta de glicerol/metanol, es
posible tomar la ventaja de la utilizacion simultanea de estos sustratos y garantizar un buen
crecimiento celular e inducir la expresion de la proteina heteréloga (Thorpe y col., 1999); sin
embargo, el maximo nivel de expresion de la proteina no es alcanzado debido a la represién
parcial del promotor AOX1 por incluso cantidades leves de glicerol residual. Mientras tanto,
el control del proceso se complica mas y es dificil en este caso para el co-consumo tanto de la
represion por sustrato y el inductor. Para prevenir este problema, se ha investigado en la
utilizacion de diferentes fuentes de carbono no represivas, como alternativa al glicerol, en el
protocolo de fermentacion mixta de alimentacién para la produccion de la proteina

recombinante de P. pastoris (Thorpe y col., 1999; Xie y col., 2005).
Por el contrario, se ha hecho poco esfuerzo para explorar las posibilidades en la

utilizacion de glucosa como sustrato de crecimiento a excepcién del trabajo de Guo y col.

(2007). Debido a la fuerte represion por la fuente de carbono, la glucosa se ha considerado

11



inviable para la fermentacién de Pichia. Sin embargo, la glucosa sigue siendo una fuente de
carbono atractiva debido a su precio mucho mas bajo que el glicerol o el sorbitol. Como
ejemplo, en la produccidn a escala industrial de fitasa de calidad con P. pastoris y Hansenula
polymorpha, el costo de glicerol fue del 60% y 85%, respectivamente, del total de gastos de
materias primas (Mayer y col. 1999). Econdmicamente, la glucosa puede ser una alternativa

ideal de sustrato de crecimiento para sustituir el glicerol.

Pocos investigadores han estudiado la produccién de biomasa utilizando Pichia
pastoris en cultivo en medio sélido, salvo el reporte de Lépez y col. (2009). En dicho estudio,
la mayor produccion de biomasa (55 g de peso seco celular/L) se obtuvo a las 200 h de

cultivo, utilizando glicerol como fuente de carbono.

Como se mencion¢ anteriormente, debido a la represion en la induccién de la proteina
heteréloga al cultivarse en glucosa u otras fuentes de carbono, el cultivo de P. pastoris se

divide en dos etapas:

's ~ - <
l.-Acumulacion de Comunmente con
Produccion de biomasa glicerol
proteina heteréloga b J J
con P. pastoris (- . ) ( )
.- Induccién de la Metanol
proteina heterdloga
. y. )

Figura 1. Etapas de produccion de una proteina heter6loga con Pichia pastoris.

En el presente trabajo Unicamente se aborda la primera etapa del proceso de

produccidn de una proteina heteréloga con P. pastoris, que es la acumulacién de biomasa con
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glucosa como Unica fuente de carbono y se realizd en cultivo en medio sélido utilizando

espuma de poliuretano como soporte inerte.

2.2. Metabolismo de Pichia pastoris.

Aunque la red central metabolica es bastante similar para todas las cepas de levaduras,
existen variaciones importantes con respecto a su regulacion (Gancedo y col., 1989; Flores y
col., 2000). Esta bien documentado que durante el crecimiento aerébico de Saccharomyces
cerevisiae, el catabolismo de la glucosa y los azucares estan relacionados a un fuerte deterioro
en la capacidad respiratoria (Ilamado Efecto Crabtree). En contraste, la mayoria de levaduras
no-Saccharomyces crecen bajo condiciones aerobias en un modo respiratorio, es decir,
equivalentes de reduccion son utilizados para reducir el oxigeno a agua. De hecho, las
variaciones en la regulacion del metabolismo central de carbono en géneros no-S. cerevisiae
son esencialmente inexplorados. Por otra parte, las investigaciones mas amplias del
metabolismo de aminoécidos han sido sélo para S. cerevisiae (Jones y Fink, 1982). En vista de
la importancia de P. pastoris para la investigacion de la biotecnologia, este organismo

representa un blanco obvio para los estudios de su metabolismo.

2.2.1. Modelo de red de reacciones bioquimicas de P. pastoris.

Debido a que el metabolismo central de carbono de P. pastoris no se ha caracterizado
por completo, el modelo de red de reacciones bioquimicas tomado para la interpretacion de
datos fue el identificado para S. cerevisiae (Maaheimo y col., 2001; Fiaux y col., 2003), que
también ha demostrado ser adecuado para P. stipitis (Fiaux y col., 2003). Tras analizar los
datos publicados (Gancedo y col., 1968; Gancedo y Serrano 1989), solo se afiadi6 la via para
el metabolismo de glicerol (Figura 2). Este implica la fosforilacion de glicerol por una glicerol
citosélica quinasa a 3-fosfoglicerol que posteriormente se oxida por una fosfato
oxidorreductasa ubiquitona mitocondrial (membrana) FAD-dependiente de glicerol, a fin de
producir dihidroxiacetona fosfato. La dihidroxiacetona fosfato generada sirve para la sintesis
tanto de piruvato como la gluconeogénesis (Gancedo y Serrano, 1989). En principio, el ciclo

de glioxilato también tuvo que ser incluido (se indica en gris en la Figura 2). Las dos
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reacciones caracteristicas de este ciclo son catalizadas por la malato sintetasa (MS) y la
isocitrato liasa (ICL), que estan sujetas a represion catabolica en S. cerevisiae (Gancedo y
Gancedo, 1997). Notablemente, la represion se produce en menor medida en S. cerevisiae
cuando crece en un medio que contiene una fuente de carbono no fermentable, tal como
glicerol como Unica fuente de carbono (Fernandez y col., 1993; Schéler y Schiller, 1994).
Aunque ICL y MS son probablemente citosélicas en S. cerevisiae (Gancedo y Serrano, 1989),
se supone que se encuentran en los peroxisomas en las levaduras metilotréficas tal como P.
pastoris (Bruinenberg y col., 1989). Sin embargo, el patrén del marcador de *C derivado a
partir de la accion del ciclo del glioxilato y el flujo de salida de oxaloacetato (OAA) de la
mitocondria no lo puede distinguir (Fiaux y col., 2003). Por lo tanto, el intercambio de OAA
entre el citosol y las mitocondrias se considerd6 también que podria ocurrir de forma
bidireccional, como fue discutido para levaduras que crecen en cultivos de quimiostatos
limitados de glucosa (Fiaux y col., 2003). Se debe tener en cuenta que el intercambio de los
intermediarios de C4 en el citosol y las mitocondrias puede ocurrir a través de cualquiera de
los mecanismos de transporte de los intermediarios del ciclo del &cido tricarboxilico (TCA),
por ejemplo, el transportador succinato-fumarato (Palmieri y col., 1997; Palmieri y col., 1999),
0 transportadores mitocondriales redox, por ejemplo el transportador malato-oxalacetato, el
transportador malato-aspartato y el transportador malato-piruvato (Bakker y col., 2001).

La red se basa en las redes identificadas para S. cerevisiae (Maaheimo y col., 2001) y
P. stipitis (Fiaux y col., 2003) y en la literatura sobre el metabolismo de P. pastoris (Gancedo
y col., 1968; Gancedo y Serrano, 1989). El metabolismo central de carbono de P. pastoris se
secciona en subredes citosolicas y mitocondriales. Ademas, las reacciones del ciclo del
glioxilato se supone que residen en los peroxisomas en la levadura metilotréfica como P.
pastoris. Debido a que las reacciones del glioxilato no pueden ser identificadas con la
estrategia empleada con marcador *3C (sus reacciones se representan en gris en la Fig. 2). Los
aminoacidos y los fragmentos de carbono originarios a partir de un intermediario clave del
metabolismo central de carbono estan representados en cajas rectangulares. Las lineas finas
entre los atomos de carbono de aminoacidos denotan enlaces carbono que se forman entre los

fragmentos procedentes de diferentes moléculas precursoras, mientras que las lineas gruesas
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indican conectividades de carbono intacto en los fragmentos resultantes de una sola molécula
precursora. Los esqueletos de carbono de los productos intermediarios de la glicdlisis, ciclo
TCA vy via de las pentosas fosfato estan representados por circulos, cuadrados y triangulos,

respectivamente.
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Figura 2. Red de vias bioquimicas activas construida para células de P. pastoris creciendo con glicerol o glucosa

como Unica fuente de carbono (Fiaux y col., 2003).

La numeracion de los a&tomos de carbono se refiere a los &tomos correspondientes en la molécula precursora.
Abreviaturas: AcCoA, acetil-coenzima A, DHAP, dihidroxiacetona fosfato; E4P, eritrosa 4-fosfato; F6P, fructosa
6-fosfato; Fum, fumarato; G6P, glucosa 6-fosfato; Glc, glucosa; Glyox, glioxilato; G3P gliceraldehido 3-fosfato;

3PG, 3-fosfoglicerato; Mae, enzima malico; Mal, malato; OAA, oxaloacetato; 20g, 2-oxoglutarato; PYR,
piruvato; PEP, fosfoenolpiruvato; S7P, seduheptulose-7-fosfato; Ser, serina; Suc, succinato. Para AcCoA, Fum,
OAA, PYR y Succ citosélico (CYT) y mitocondrial (mt) se indican por separado.
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2.2.2. Metabolismo del glicerol en P. pastoris.

El glicerol es un polihidroxi alcohol que se puede utilizar como una fuente de carbono
y energia por las levaduras. Los pasos que se llevan a cabo una vez que entra el glicerol a la
célula son los siguientes: se fosforila por la glicerol quinasa y se forma glicerol-3-fosfato
(G3P). Posteriormente, ocurre la oxidacion del G3P a DHAP, debida a la accién de la enzima
dependiente de FAD, la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa. Finalmente, la DHAP continua la
segunda fase de la glucdlisis hasta obtener &cido piravico. El piruvato es oxidado a acetil-CoA
y alimenta el ciclo de los acidos tricarboxilicos del cual se obtiene GTP, NADH + H" y
FADH,, estos dos ultimos se utilizan para generar ATP mediante la cadena transportadora de

electrones y fosforilacion oxidativa (Ratledge, 2001; Ren y col., 2003).

En el género Pichia (P. sorbitophyla) se ha descrito un sistema de transporte activo de
glicerol muy similar al de S. cerevisiae (Lages y Lucas, 1995), en el cual el glicerol puede
penetrar al interior celular mediante tres mecanismos: a) difusion pasiva, b) difusion facilitada
y ¢) transporte activo. La difusion pasiva de glicerol es medible, pero baja, y esta se reduce en
condiciones donde las células crecen con una alta osmolaridad. Otros autores concluyen que el
estrés osmotico afecta a las propiedades fisico-quimicas de la membrana plasmatica, lo cual
podria explicar los cambios en la permeabilidad (Brown, 1974; Sutherland y col., 1997;
Gancedo, 1998). La difusion facilitada estd mediada por canales de glicerol, estos juegan un
papel fundamental en el control intracelular de la concentracidn de este sustrato (Sutherland y
col., 1997). Las levaduras también cuentan con un sistema de toma activa de glicerol via
simporte (con Na* o H") (Lages y Lucas, 1995; Lucas y col., 1990).

3. Fisiologia de levaduras en relacion al rendimiento de biomasa.

El rendimiento de biomasa (g de biomasa producida por g de sustrato consumido)
puede ser un factor importante en procesos industriales. Un alto rendimiento de biomasa es
especialmente importante cuando el precio de la materia prima (por ejemplo, la fuente de
carbono) constituye una gran parte de los costos del producto final. Ademas, cualquier mejora
en el rendimiento disminuye la demanda de oxigeno y reduce la produccién de calor. Esto

tiene un impacto en el precio del producto ya que los costos de oxigeno y de refrigeracion son
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de los mas significativos en los procesos a gran escala. Alternativamente, en algunos procesos
es necesario mantener una formacion de biomasa minima, a fin de lograr una conversion
méaxima de la fuente de carbono en productos extracelulares como el etanol o acido citrico
(Verduyn, 1991).

El limite estequiométrico para la produccion de biomasa (asimilacion maxima de la
fuente de carbono) es determinado por la cantidad de CO, gastado en el anabolismo y la
cantidad de fuente de carbono requerido para la generacion de NADPH. Este limite puede
alcanzarse estequiométricamente cuando las levaduras utilizan formatos como una fuente de
energia adicional. En resumen, los factores que afectan a la produccion de biomasa se discuten

a continuacion (Verduyn, 1991):

- La energia necesaria para la formacion de la biomasa (Yarp). Depende fuertemente de la

naturaleza de la fuente de carbono.

- Composicion celular. La composicion macroscopica de la biomasa y, en particular el
contenido en proteinas, tiene un efecto considerable sobre el requerimiento de ATP para la
formacion de biomasa. Por lo tanto, la determinacion del contenido de proteina de la biomasa

es relevante en los estudios de la bioenergética.

- Transporte de la fuente de carbono. Transporte activo (es decir, que requiere energia), que
ocurre para azucares y polioles, pueden contribuir al calculo tedrico del ATP requerido para la

formacion de biomasa.

- Relacion P/O. La eficiencia en la generacion de energia mitocondrial tiene un fuerte efecto
sobre el rendimiento celular. La relacion P/O es determinada en un grado importante por el

namero de sitios translocadores de protones en la cadena respiratoria mitocondrial.

- Mantenimiento y factores ambientales. Los factores como el estrés osmotico, metales
pesados, O, y presiones de CO,, temperatura y pH afectan el rendimiento de las levaduras.
Varios mecanismos pueden estar involucrados, a menudo afectando las necesidades

energéticas de mantenimiento.
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- Metabolitos como etanol y é&cidos débiles. El etanol aumenta la permeabilidad de la
membrana plasmatica, mientras que los &cidos débiles pueden actuar como conductores de

protones.

- Contenido de energia del sustrato de crecimiento. Algunas veces se predice el rendimiento
de biomasa mediante la correlacion del contenido de energia de la fuente de carbono
(representado por el grado de reduccién) para la produccion de biomasa o el porcentaje de

asimilacioén de la fuente de carbono.

3.1. Transporte de azUcares.

Un pardmetro que afecta tanto a la exigencia de ATP para la asimilacion y el
rendimiento de ATP para la desasimilacion, es la energia requerida para el transporte de la

fuente de carbono.

La absorcion de los azucares en levaduras puede ocurrir por difusion facilitada y/o por
transporte activo a través de un mecanismo de simporte proton-azicar (Romano, 1986). En
general se supone que en Saccharomyces cerevisiae la captacion de glucosa se produce a
través de la difusion facilitada (Lang y Cirillo, 1987; Romano, 1982). Sin embargo,
dependiendo de las condiciones de crecimiento, se han reportado al menos dos portadores de
glucosa con diferentes K, (Postma y col., 1989b) en S. cerevisiae en condiciones limitantes de
glucosa. En Candida utilis, en cultivo con limitacion de glucosa, aparecen dos “proton-
symporters” con diferentes valores de Ky, asi como un portador por difusion (Postma y col.,
1988). A concentraciones elevadas de glucosa, la sintesis de estos portadores se regula por las
condiciones de crecimiento. Cuando la glucosa esta presente en exceso, la sintesis de los

mecanismos de simporte se reprime (Postma y col., 1988; Peinado y col., 1989).
3.2. Efecto de los subproductos en el rendimiento de biomasa.

3.2.1. Alcoholes.

La produccidn de etanol no es deseable en procesos comerciales en los que un maximo
rendimiento de biomasa es importante, por ejemplo la produccién de levadura de panaderia.

Saccharomyces cerevisiae puede exhibir el efecto Ilamado Crabtree: la generacion de acidos
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y/o alcoholes bajo condiciones aerdbicas (Van Dijken y Scheffers, 1986). Este fendmeno
ocurre en quimiostatos limitados de azlcar a una tasa de dilucion “critica”, el valor de la cual
es fuertemente dependiente de la cepa (Alexander y Jeffries, 1990). En S. cerevisiae CBS
8066 la tasa de dilucién critica fue tan alta como 0.38 h™ (Postma y col., 1989), mientras que
para otras cepas la formacion de etanol comienza entre las tasas de dilucién de 0.25 y 0.30 h™
(Alexander y Jeffries, 1990).

Aparte de la pérdida de carbono, el etanol también puede interferir con el metabolismo
celular. La inhibicion de crecimiento de la levadura y la fermentacion de etanol ha sido un
tema importante en la literatura (D'Amore y Stewart, 1987). La mayoria de las observaciones
sobre el efecto de etanol sugieren un aumento en la permeabilidad de la membrana, dando
lugar a fugas de amino &cidos (Salgueiro, 1988), el realce del efecto de desacoplamiento del
acetato (Pampulha y Loureiro, 1989), la disipacion de la fuerza proton-motriz (PMF) a través
de la membrana plasmatica (Cartwright y col., 1986) y la inhibicion de algunas enzimas, en
particular la ATPasa de la membrana plasmatica (Cartwright y col., 1987). La inhibicion
propuesta de la ATPasa de la membrana plasmatica (Cartwright y col., 1987) ha sido
cuestionada por Petrov y Okarokov (1990). Experimentos con vesiculas de membrana
plasmatica de S. carlbergensis indico que el PMF a través de la membrana plasmatica
disminuyd en presencia de etanol pero que esto no era debido a la inhibicion de la ATPasa. Se
sugirié que la permeabilidad de la vesicula a los protones se aumentd en presencia de etanol.
Rosa y S&-Correia (1991) encontraron la inhibicion de la ATPasa de membrana plasmaética en
concentraciones de etanol superiores al 3% en volumen. Sin embargo, concentraciones mas
altas de etanol (6-8% v/v) elevaron el nivel de la actividad de ATPasa de membrana
plasmatica, compensando asi la inhibicion de la enzima por el etanol. Ademaés, hay una clara
diferencia entre la permeabilidad de la membrana plasmética de S. cerevisiae cuando crece en
cultivo batch o quimiostato. En este ultimo, la permeabilidad parecié no ser afectada por la
exposicion al etanol hasta 10% v/v (Jones y Greenfield, 1987). La inhibicion directa o
inactivacion de las enzimas citosolicas solo parece ocurrir en concentraciones altas de etanol,
en el orden de 15% v/v (Pascual y col., 1988). Esta concentracion es aproximadamente el

limite que puede ser tolerado por la mayoria de las cepas de Saccharomyces cerevisiae. Se ha
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demostrado que el aumento aparente en el flujo pasivo de protones (como Se sugiere por una
caida en el pH intracelular) después de un suministro de etanol para S. cerevisiae se debe (al
menos en parte) a la formacion de acido acético, lo que resulta en una disminucién transitoria

en el pH intracelular (Loureiro y Santos, 1990).

Desafortunadamente, existen pocos datos cuantitativos sobre el efecto del etanol en la
produccion de biomasa. En cultivos en lote de S. cerevisiae crecido en glucosa suplementado
con etanol, el rendimiento de biomasa comenz6 a disminuir a concentraciones de etanol

superiores al 4% (Rosa y Sa-Correia, 1991).

Algunos autores reportaron efectos toxicos del etanol, en particular, de la inhibicion de
la fermentacién. Por ejemplo, se ha demostrado que la adicion de biotina (Winter y col., 1989)
0 magnesio (Dasari y col., 1990) puede aliviar el efecto aparente de inhibicion por etanol.
Ademas, se ha observado que el etanol afadido es menos tdxico que el etanol producido
endogenamente (Novak y col., 1981) lo cual ha llevado a sugerir que muchos de los efectos
atribuidos originalmente al etanol se deben a otros metabolitos, tales como alcoholes mas

largos (Okolo y col., 1987) o acidos débiles (Viegas y col., 1985).

3.2.2. Acidos débiles.

La produccién de acidos débiles es un evento normal durante el crecimiento de
levaduras, incluso bajo condiciones limitadas de carbono. El acido acético es de los productos
mas conocidos formados durante el cultivo de levaduras. La formacion de acido acético se ha
demostrado en condiciones aerobias y anaerobias limitadas de glucosa en S. cerevisiae
(Postma y col., 1989; Verduyn y col., 1990b). El &cido acético es formado a partir de piruvato
a través de la piruvato descarboxilasa y acetaldehido deshidrogenasa (Figura 3). En principio,
el acetato puede ser convertido en acetil-CoA por la acetil-CoA sintetasa. Sin embargo, esta
ultima enzima esté sujeta a la represion por glucosa. Esto da como resultado un aumento de la
produccidn de acetato en funcion de la limitacion de glucosa en quimiostatos con S. cerevisiae
CBS 8066 (Postma y col., 1989). Se ha demostrado una relacion entre la cantidad de acetato
producido en dos cepas de S. cerevisiae durante cultivos anaerobios en quimiostato y la

cantidad de acetaldehido deshidrogenasa (s) y acetil-CoA sintetasa (Verduyn y col., 1990b).
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Una observacion comun en cultivos es que la presencia de acido acético coincide con un
aumento en la velocidad de fermentacion (Pons y col., 1986; McDonald y col., 1987). En
cultivos aerobios limitados de glucosa en quimiostato con S. cerevisiae, la aparicion de acido
acetico coincidié con un aumento en la tasa de respiracion (Postma y col., 1989a). Esto sugiere

que los &cidos debiles pueden desacoplar la generacion de energia de la formacion de biomasa.

pyruvate ﬂ, acetaldehyde

N

acetylCon =

|

TCA cycle

Figura 3. Ruta de la formacion y consumo de acetato en levaduras (Verduyn, 1991).
Enzimas: pdc: piruvato descarboxilasa; acaldh: acetaldehido deshidrogenasa; as: acetilCoA sintasa.

El mecanismo de desacoplamiento por acidos débiles se muestra esquematicamente en
la Figura 3. Los &cidos débiles no metabolizables entran en la célula por difusién pasiva en su
forma no disociada ya que la tasa de consumo depende del pH (Pampulha y Loureiro 1989;
Viegas y col., 1989). Una vez dentro de la célula, el acido se disocia debido al pH
relativamente alto del citosol. Esto significa que, en efecto, los &cidos débiles actian como
conductores de protones. Si este proceso continla sin cesar, se colapsa el ApH a través de la
membrana plasmatica y hara que el pH intracelular sea similar al pH externo. Por lo tanto, los
protones tienen que ser eliminados a través de la ATPasa de la membrana plasmatica, que
requiere la hidrélisis de ATP. Para proporcionar este ATP, es necesario un aumento de la
respiracion y/o fermentacion (dependiendo de las condiciones de crecimiento). El destino del
anion no es totalmente claro. En general se supone que la membrana es impermeable a los

aniones. Por lo tanto, la accién de los &cidos débiles es diferente a la de desacopladores 'reales'
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como el 2,4-dinitrofenol (DNP), que son permeables tanto en la forma no disociada y
disociada. Esto permite ciclos rapidos de estos compuestos a través de las membranas, lo que
lleva a la disipacion de componentes de la fuerza proton-motriz tanto de la quimica (ApH) y
eléctrica (AY) Sin embargo, se ha sugerido que el flujo de salida de algunos é&cidos,
incluyendo benzoato y sorbato, puede producirse a través de un sistema de transporte activo
aun no resuelto (Warth 1988, 1989).

De acuerdo con el mecanismo descrito anteriormente, la captacion y desacoplamiento
de &cidos débiles debe ser minima a altos valores de pH externo, en la que los &cidos débiles
son casi completamente disociados. Esto fue confirmado en un experimento (Verduyn) en el
qgue 5 mM de benzoato de metilo (un acido débil no metabolizable) se afiadié al quimiostato
con medio limitado de glucosa en un cultivo aerdbico de Hansenula polymorpha. El
rendimiento de biomasa en presencia de benzoato fue dependiente del pH del cultivo. A pH
7.1 el rendimiento de un cultivo de control (sin benzoato) y un cultivo con benzoato fueron
similares. EI pH maés bajo en el que fue posible alcanzar un estado estable en presencia de
benzoato fue de 5.4. En este pH, el benzoato caus6 una disminucion del 50% del rendimiento
de biomasa. El rendimiento del cultivo sin benzoato no se vio afectado en este intervalo de pH
(Figura 4).

La tasa de absorcion de &cidos débiles depende de la longitud de la cadena del &cido
(Warth, 1989). Aparte de un efecto sobre la fuerza protdn-motriz, la acumulacion de los acidos
dentro de la célula también puede inhibir diversos procesos celulares. Pampulha y Loureiro-
Dias (1990) han estudiado el efecto del acido acético sobre la actividad de enzimas glicoliticas
en S. cerevisiae. Las concentraciones de &cido acético requerido para inhibir enzimas

glicoliticas en un 50% difieren de 0.12 M a méas de 1 M, dependiendo de la enzima ensayada.
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Figura 4. Representacion esquematica del desacoplamiento de la membrana plasmatica por los acidos débiles
(Verduyn, 1991).
(1): ATPasa de membrana plasmatica. (2): formacion de ATP mediante la fosforilacion del sustrato y (3):
formacion de ATP a través de la respiracion.

Como la formacion de subproductos tdxicos, tales como acido acético, es generalmente
proporcional a la concentracion de biomasa, los problemas derivados de la acumulacién de
estos compuestos son mas probables que ocurran en cultivos de alta densidad celular. Ademas,
el desacoplamiento &cido no es necesariamente debido a la produccion de compuestos
enddgenos. Sustratos complejos de crecimiento pueden contener acidos. Por ejemplo, la
melaza, que se utiliza como sustrato en la produccion comercial de levadura de panaderia,
puede contener los acidos acético, lactico y butirico (Essia-Ngang y col., 1989; Beudeker y
col., 1990). Si estos acidos actian de verdad como desacopladores probablemente depende en
un grado importante (aparte del pH del cultivo) de la tasa de crecimiento impuesta. A una
mayor tasa de dilucion (flujos altos de glucosa) las enzimas que participan en la oxidacion del
acido acético pueden ser reprimidas (Postma y col., 1989a) y por lo tanto el &cido acético no
puede ser co-utilizado con el (los) azlcar (es). Los efectos desacoplantes de los acidos
organicos, con frecuencia en combinacion con un bajo pH, pueden ser Utiles para mejorar los
rendimientos del producto en procesos en los que no se requiere un alto rendimiento de

biomasa, por ejemplo, en la produccion de &cido citrico (Linton y Centeno, 1989).

3.3 Energia de mantenimiento y factores ambientales.

Durante mucho tiempo se ha establecido que una fraccion de la energia generada en el

catabolismo se utiliza en procesos distintos a la formacion de la biomasa, llamada energia de
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mantenimiento (Pirt, 1965). Los procesos involucrados pueden ser, entre otros, la rotacion de
las macromoléculas y el mantenimiento homeostatico celular (Tempest y Neijssel, 1984). El
mantenimiento se determina generalmente a partir de graficas de 1/Y frente a 1/D, en la que Y
puede representar el rendimiento de fuente de carbono, oxigeno o ATP (este ultimo valor
usualmente se obtiene a partir de experimentos en quimiostato). Se ha postulado por Neijssel y
Tempest (1976) que también puede ocurrir un crecimiento dependiente de energia de

mantenimiento.

Generalmente, los coeficientes de mantenimiento de levaduras con diversas fuentes de
carbono parecen ser pequefios como puede verse a partir de los listados por Roels (1983),
Goldberg (1985) y Stouthamer y van Verseveld (1987). El efecto de mantenimiento en los
rendimientos de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en cultivo limitado de glucosa en
quimiostato fue calculado por Roels (1981). Parece que la produccién de biomasa de levaduras
se ve menos afectada por el mantenimiento que en bacterias, que generalmente tienen un

coeficiente de mantenimiento mucho mayor (Stouthamer y van Verseveld, 1987).

En muchos casos no ha sido posible determinar el mantenimiento (Verduyn y col.,
1990a). Esto no es sorprendente en vista de los grandes cambios que pueden ocurrir en la

composicion de las células.

Los requerimientos de energia de mantenimiento probablemente son afectados por el
pH, temperatura, estrés osmotico, etc. Una interpretacion clara reportada del efecto de estos
parametros ambientales se ve obstaculizada por el hecho de que muy pocos estudios han sido
Ilevados a cabo en cultivos con guimiostato. Muchos estudios s6lo comparan las tasas de
crecimiento maximas en cultivos en lote, y no proporcionan informacion sobre el rendimiento
de la biomasa. En los siguientes parrafos, se da una vision general de algunos factores
ambientales que afectan la produccion de biomasa, asi como su modo general de accién
(Verduyn y col., 1990a).

3.3.1. Estrés osmaotico.

Tradicionalmente, se ha centrado una considerable atencion en la osmoregulacion en

los microorganismos (Vreeland, 1987). Cuando se afiaden altas concentraciones de sal al
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medio de crecimiento, el agua de las células se pierde y se da una acumulacion intracelular de
solutos que se produce con el fin de restaurar el equilibrio osmotico (Higgins y col., 1987). La
concentracion de sal intracelular se mantiene a una concentracion mas baja que en el medio. El
principal osmoregulador en Saccharomyces cerevisiae parece ser el glicerol, mientras que en
algunas otras levaduras tanto el glicerol como el arabinitol son producidos intracelularmente
bajo estrés salino (Reed y col., 1987; Meikle y col., 1988; Jovall y col., 1990). Durante el
cultivo en lote de S. cerevisiae bajo estrés osmotico, 29% (g/g) la glucosa se convierte en
glicerol (Larsson y Gustafsson, 1987). Watson (1970) presentd datos sobre el crecimiento
anaerobio de S. cerevisiae en presencia de NaCl. Demostrando que el requerimiento de
energia de mantenimiento se cuadruplica en presencia de NaC1 1M. En contraste con muchos
otros estudios anteriores sobre energética, el Yarp fue calculado correctamente, es decir, fue
corregido para la produccion de glicerol que requiere una entrada neta de 1 ATP/glicerol

formado de acuerdo con la ecuacion: 0.5 glucosa + ATP + NADH  glicerol + NAD".

En algunas especies osmotolerantes se ha demostrado un transporte activo de glicerol,
impulsado por Na (Lucas y col., 1990; Van Zyl y col., 1990). Estas levaduras convierten una
fraccion mas pequefia de glucosa a glicerol, y una parte importante del glicerol es retenido
dentro la célula, a diferencia de la situacién con S. cerevisiae. La adicion de desacoplantes
como el 2,4-dinitrofenol (DNP) da como resultado un flujo de salida de glicerol (Van Zyl y
col., 1990).

Maiorella y col., (1984) mostraron que la adicion de sales a un cultivo limitado de
glucosa en quimiostato de S. cerevisiae da como resultado una disminucion en los

rendimientos, el aumento de la fermentacion y el aumento de la produccién de glicerol.

3.3.2. Presiones de oxigeno y dioxido de carbono.

Las altas presiones parciales de O, y CO, por lo general afectan la fisiologia y el
rendimiento de los microorganismos (Onken y Liefke, 1989). El estrés por O, puede ser
debido a la formacion de superdxido o radicales hidroxilo. Los radicales superoxido se forman
durante la respiracion (Cadenas y col., 1983; Nohl 1986). Estos pueden ser convertidos en

H.O, a traves de superoxido dismutasas que, en formas diferentes, se producen tanto en el
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citosol y en las mitocondrias de las levaduras (Chang y Kosman 1989). Posteriormente, el
H.O, puede ser degradado por peroxidasas y catalasas. En levaduras, la enzima mitocondrial
citocromo ¢ peroxidasa (CCP) tiene probablemente una de las principales funciones en la
desintoxicaciéon de H,O, (Verduyn y col., 1988a). La desintoxicacién de H,O, mediada por
catalasa es probablemente limitada a H,O, generado en los peroxisomas por varias oxidasas.
La actividad catalasa no es esencial para la eliminacion de los H,O, como se demostré por el
hecho de que los mutantes catalasa-negativos de Hansenula polymorpha son capaces de crecer
sobre mezclas de glucosa/ H,O, en quimiostato (Verduyn y col., 1988a). También mutantes
catalasa-negativos de S. cerevisiae pueden crecer en acido oleico, el cual es metabolizado a
través de una oxidasa peroxisomal productora de H,O, (Veenhuis y col., 1987). En la Tabla 3
se muestra un listado de algunos de los radicales libres y las reacciones de generacién de H,0,

y los mecanismos de defensa.

Tabla 3. Reacciones de produccion de radicales de oxigeno y su desintoxicacion en levaduras (Verduyn, 1991).

Reaccion Enzima Localizacién

O,+e — 0Oy Varias Cadena transportadora de electrones
20, +2H" — 0,+ H,0, Superéxido dismutasas Citosol y mitocondria

2 H,0, — O,+2H,0 Catalasa Peroxisomas

2Cit ¢*" + H,0, — 2Citc** + H,0 Citocromo c peroxidasa  Mitocondria

Se ha demostrado que la mitocondria de levadura puede producir H,O,, probablemente
con O,- como un intermedio, aunque a una tasa baja de 2 nmol.minmg de proteina
mitocondrial (Boveris 1978). Debido a la presencia de CCP en las mitocondrias, esta tasa ha
sido subestimada. La descomposicion de H,O, por CCP afecta la produccion de biomasa,
como los electrones son aceptados en el nivel de citocromo c y por lo tanto se pasa por alto el
complejo de citocromo ¢ oxidasa, reduciendo asi la relacion P/O. En la Tabla 4 se muestra el
efecto del H,O, en la produccion de biomasa con limitacion de glucosa de H. polymorpha.
Mediante el aumento en la adicion de cantidades de H,O, en el medio, progresivamente mas
oxigeno se sustituye como un aceptor de electrones por H,O,. La concentracion residual de
H,0, en el fermentador fue baja (<0.5 mM). Sin embargo, se calculé que el efecto negativo
del H,O; en la produccién de biomasa fue mayor de lo esperado si solo la relacion el P/O se

redujo, debido a una derivacion parcial de la translocacion de protones en el sitio Ill. Por lo
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tanto, a pesar de su baja concentracion en el fermentador, el H,O, afectd a la fisiologia
(Verduyn y col., 1991b). La reduccion de H,O, puede ser acoplado a una oxidacién anaerobia
de etanol, lo que demuestra que el H,O, puede funcionar como un aceptor de electrones
(Verduyn, 1991).

Tabla 4. Efecto del H202 en el rendimiento celular en cultivos limitados de glucosa en quimiostato de Hansenula
polymorpha ATTCC 46059 a un ratio de dilucion de 0.10 h-1 (Verduyn, 1991).

Concentracién acumulada de Rendimiento
H,0, (9.9 glucosa ™)
(mM)
0 0.44
100 0.39
170 0.34
220 0.30

La susceptibilidad de los microorganismos a altas presiones parciales de O, y/o
radicales de O, es generalmente estudiada por aireacion con O, puro o la adicion de
compuestos de O, que generan radicales (Carr y col., 1986). El sofocamiento del cultivo en
quimiostato de Saccharomyces cerevisiae con O, al 100% resulté en una disminucién en el
rendimiento de 25-40% y un aumento de la actividad de la enzima superoxido dismutasa total
(Lee y Hassan, 1987). EI rendimiento de biomasa con limitacién de glucosa de S. cerevisiae
CBS 8066 disminuy6 en un 24% durante el crecimiento con una presion parcial de O, de 60%
a una tasa de dilucion de 0.10 h™ (Verduyn y col., 1991b). También las especies de Candida
son sensibles a las presiones mayores de O,. El rendimiento del crecimiento-etanol de
Candida utilis fue fuertemente reducido por una presion de pO,> 350 mbar (Paca y Gregr,
1979). En otra cepa de Candida (Onken y Liefke, 1989) el rendimiento de biomasa disminuy6
a 0 entre una saturacion de O, de 210 mbar (es decir a un 1 bar de presion de aire) y 500 mbar.
Estos datos indican que las tensiones de oxigeno disuelto que son ligeramente superior a 210

mbar pueden disminuir considerablemente el rendimiento de biomasa.
El efecto del CO, en la fisiologia de las levaduras y en el rendimiento de produccion de

biomasa ha sido estudiado por Jones y Greenfield (1982) y Onken y Liefke (1989). Parte del

efecto tdxico puede ser debido a la disociacion de CO, a HCO3". Este compuesto inhibe

27



numerosas enzimas, incluyendo enzimas del ciclo TCA como la succinato deshidrogenasa
(Jones y Greenfield 1982) y puede afectar la permeabilidad de la membrana plasmética. Hay
pocos datos disponibles sobre el efecto del CO, en el rendimiento de produccién de biomasa
en levaduras, la mayoria de los estudios se han centrado en la reduccion de pmsx en cultivos en
lote. Cultivos aerobios de Saccharomyces cerevisiae en lote alimentado tuvieron una
reduccion en el rendimiento a presiones de CO, superiores a 350 mbar (Chen y Gutmanis,

1976), pero la reduccion en el rendimiento fue sélo el 10% a una pCO, de 500 mbar.

En cultivos de alta densidad celular, tal como se utilizan en muchos procesos
comerciales, se pueden dar lugar a problemas relacionados con la presion de gas. La aireacion
con aire a veces es insuficiente para garantizar las condiciones aerdbicas. En este caso, el O,
es mezclado con aire o lo sustituye. Bajo estas condiciones, la concentracion alta de O, puede
dar lugar a la formacién de especies reactivas de O, (ROS). Los efectos del CO, se pueden
esperar cuando el CO, no es despojado y se acumulan en el sistema. De hecho, los factores
negativos que afectan los rendimientos de biomasa han sido utilizados exitosamente para
aumentar la conversion del producto. Por ejemplo, el rendimiento de la produccién de acido
citrico por cepas de Aspergillus y de Candida tropicalis se podria mejorar por presiones altas

de oxigeno.

3.3.3. Temperatura.

A menudo, se deduce en la literatura sobre microbiologia que la temperatura 6ptima de

crecimiento es la temperatura a la que la tasa de crecimiento es mas alta (Stanier y col., 1987).

A altas temperaturas el coeficiente de mantenimiento de Escherichia coli en diversas
fuentes de carbono, aumenté 7 a 10 veces cuando la temperatura de crecimiento fue
aumentada de 30 a 40 °C. Al parecer, el incremento cambi6 el material celular, pero no fue la
causa principal del aumento observado en el mantenimiento (Wallace y Holms 1986).
También en el crecimiento en metanol de Hansenula polymorpha, incrementos en la
temperatura de cultivo resulté en un incremento en el coeficiente de mantenimiento (Heijnen y
Roels, 1981).
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Un analisis detallado del efecto de la temperatura sobre el crecimiento de levaduras ha
sido realizado por Van Uden (1984). Las altas temperaturas suelen dar lugar a pequefias
mutantes, y puede afectar la permeabilidad de la membrana plasmatica. Por lo tanto, un efecto
sobre el rendimiento se puede esperar como resultado de una disminucion en la eficiencia de
generacion de energia y un aumento en el mantenimiento. Ademas, se ha sugerido que una
disminucion en el rendimiento a altas temperaturas puede ser debido a la desasimilacion de la
glucosa por una fraccion inviable del cultivo (Van Uden y Madeira, 1976). Los efectos
negativos de las altas temperaturas sobre el crecimiento se han mejorado en presencia de
alcoholes (Van Uden 1984) y &cidos, incluyendo &cido octanoico (Sa-Correia, 1986) y acido
acético (Pinto y col., 1989).

La composicion de la biomasa puede variar significativamente con la temperatura de
crecimiento. Los datos de Harder y Veldkamp (1967) para una bacteria, que puede ser tipica
para los microorganismos en general, mostré que el contenido de proteinas y de ARN de
biomasa fueron minimas a una temperatura Optima de crecimiento, pero aumento
considerablemente a niveles inferiores y superiores de temperatura. También para C. utilis, se
ha demostrado que el contenido de ARN vy proteina aumenta cuando la temperatura de cultivo
se reduce de 30 a 20 °C (Brown y Rose, 1969). En un estudio sobre S. cerevisiae, Parada y
Acevedo (1983) demostraron gue el contenido de ARN incrementa al aumentar la temperatura
de cultivo. En Trichosporon cutaneum, el contenido de ARN y proteina fue menor a la
temperatura 6ptima de crecimiento (Fiechter y col., 1989).

3.3.4. pH.

Las levaduras son capaces de mantener mas o menos constante el pH citosélico con el
pH extracelular en un rango de 3.5-9 (Hofer y col., 1985; Warth 1988; Viegas y Sa-Correia,
1991). La ATPasa de la membrana plasmatica juega un papel central en la homeostasis del pH
(Serrano, 1988). Durante el crecimiento en medios con amortiguador a pH 3.5 se observé un
aumento de 2-3 veces en la actividad de la ATPasa de la membrana plasméatica en
comparacion al crecimiento a pH 5-6 (Eraso y Gancedo 1987). Mutantes de S. cerevisiae con

una reduccion en la actividad de la ATPasa de la membrana plasmatica, fueron mas sensibles a
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un crecimiento a pH bajo, asi como al efecto de la adicion de acido acético (que puede bajar el
pH citosdlico) en comparacion con la cepa silvestre (Vallejo y Serrano, 1989).

El rendimiento de biomasa en cultivos en quimiostato es a menudo independiente del
pH del medio durante un cierto rango, como se muestra, por ejemplo, para Kluyvermyces
marxianus (Rouwenhorst y col., 1988) y S. cerevisiae (Verduyn y col., 1990b). A valores de
pH mas bajos el rendimiento disminuye. El contenido de proteina de S. cerevisiae es
independiente del pH, por lo tanto, la disminucion en el rendimiento no es probablemente
debido a un cambio en la composicion de la biomasa. Una disminucién en el rendimiento
puede ser debido a un mayor flujo pasivo de protones a un pH mas bajo. Hay poca
informacidn acerca de la permeabilidad pasiva de protones de la membrana plasmatica de las
levaduras. Verduyn y col., (1990a) han demostrado que existe una correlacion aparente entre
el pH del cultivo y el mantenimiento anaerobio en quimiostato en condiciones limitadas de
glucosa de S. cerevisiae CBS 8066 y H1022. Esta correlacion fue calculada suponiendo que la
energia requerida para la formacion de la biomasa (por ejemplo, Yatp max €Xperimental) es
constante. La energia de mantenimiento asi calculada aumentd fuertemente con la disminucién
del pH del cultivo y alcanzé un méaximo de aproximadamente 12 mmoles ATP.g™-.h™. Cuando
se grafica la energia de mantenimiento versus el logaritmo del pH del cultivo resulta una linea
recta (Verduyn y col., 1990a). Esto sugiere que el grado de desacoplamiento es una funcion
lineal de la concentracion de protones. Algunas observaciones particulares se han hecho para
el crecimiento de Trichosporon cutaneum como una funcién del pH del cultivo (Fiechter y
col., 1989). Esta levadura parecid ser muy sensible al pH externo: el rendimiento disminuyo
linealmente entre pH 6 y 3.5 durante el crecimiento aerobio con limitacién de glucosa.
Curiosamente, la composicion celular se vio afectada significativamente por la disminucion
del pH del medio, con un aumento del 25% en el contenido de proteinas y RNA (Fiechter y
col., 1989). Los efectos combinados de temperatura y pH en el rendimiento de biomasa de S.
cerevisiae TBPM 14 en quimiostato en cultivo limitado de glucosa fueron examinados por
Eroshin y col., (1976). Durante un intervalo de pH de 2-7 y un rango de temperatura de 22-35
°C el rendimiento de biomasa maximo para esta cepa fue encontrado a un pH de 4.1y 28.5 °C.
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4. CULTIVO EN MEDIO SOLIDO.

El cultivo en medio sélido (CMS) se define como el cultivo de microorganismos en
soportes solidos himedos, ya sea en soportes inertes 0 en sustratos insolubles que ademas
pueden ser utilizados como fuente de carbono y energia (Holker y col., 2004). La
fermentacion se lleva a cabo en presencia de bajo contenido de agua libre, aunque el sustrato
debe poseer suficiente humedad para soportar el crecimiento y metabolismo del
microorganismo. Esto se acerca al ambiente natural al cual los microorganismos estan
adaptados (Pandey 2003). Entre las aplicaciones del CMS se encuentra la produccion de
metabolitos secundarios, aflatoxinas, enzimas y cultivo de hongos, entre otras (Holker y col.
2004). Publicaciones reportadas en produccién de enzimas por hongos filamentosos han
mostrado mayores rendimientos de produccién de biomasa y enzimas por CMS, en

comparacion con el cultivo sumergido (Viniegray col., 2003).

Doelle y col., (1992) mencionan que las principales ventajas de utilizar el CMS son:

a) La baja actividad del agua es de gran ayuda para evitar las contaminaciones, especialmente
de bacterias y levaduras.

b) La concentracién natural del sustrato permite utilizar reactores mas pequefios en
comparacion con los utilizados en otro tipo de fermentacion, ya que se obtiene mayor
productividad volumétrica.

c) La aireacion forzada se ve facilitada por la porosidad del soporte, lo que permite una alta

transferencia de oxigeno al microorganismo, etc.

Este sistema posee también algunas limitaciones (Hesseltine, 1972; Shankaranand y
col., 1992), destacandose la carencia de métodos fiables para la caracterizacién del
crecimiento en los soportes solidos. La heterogeneidad y la naturaleza complicada de los
materiales de uso comun como superficies para el crecimiento interfieren con la determinacion
precisa del mismo, y por lo tanto de los parametros del proceso. Pocos estudios han descrito la
cinética de crecimiento de hongos en los sistemas de CMS, aunque algunos de ellos lo han

hecho mediante el monitoreo en linea de CO, (Saucedo y col., 1992) y la medicién del
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contenido de componentes estructurales, tales como proteinas, glucosamina y ergosterol

(Desgranges y col., 1991).

En todo proceso hay un equipo critico donde se forman los productos a obtener, en este
caso el equipo donde se lleva a cabo el cultivo es llamado “biorreactor” el cual proporciona las
condiciones de operacion adecuadas para que el microorganismo produzca el compuesto

bioactivo deseado.

4.1 Biorreactores para cultivo en medio sélido.

La Gltima década ha sido una de las méas importantes para el desarrollo en el disefio,
operacion y escalamiento de biorrectores para el cultivo en medio sélido. Los tipos de
biorreactores mas estudiados han sido los de bandeja y los de tambor rotatorio y desde hace
pocos afios se han introducido nuevos tipos de biorreactores en cultivo en medio sélido

denominados de cama empacada o columna de lecho fijo.

Algunos de los biorreactores utilizados a escala laboratorio son cajas de Petri y
matraces Erlenmeyer. Estos son utilizados por su simplicidad, los cuales no operan con
aireacion ni agitacion forzada, en ellos solamente es controlada la temperatura del cuarto de

incubacion.

Dentro de los procesos de cultivo en medio solido existen actualmente dos categorias:
a) escala laboratorio en las cuales utilizan pequefias cantidades de medio sélido hasta pocos
kilogramos, y b) escala piloto y escala industrial en donde se utilizan desde kilogramos hasta
toneladas (Tabla 5). En la primera categoria existen muchos disefios de biorreactores, los
cuales llegan a ser muy sofisticados, mientras que en la segunda categoria es poca la variedad
de biorreactores utilizados y, solo algunos de los biorreactores a nivel industrial pueden operar

en condiciones estériles.
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Tabla 5. Clasificacion y diferencias en biorreactores a nivel laboratorio, piloto e industrial (Ruiz y col., 2007).

BIORREACTOR

VENTAJAS

DESVENTAJAS

Escala laboratorio

Columna

Columna Esténl

Tambor horizontal

Zymotis

Growtek

Proceso continuo

Columna-Charola

Econémico, facil montaje, monitoreo y control

humedad, temperatura, biomasa y CO,.
Conexion en forma continua de vanas
columnas.

Control de humedad y temperatura. Sistema de
estenilizacion previo moculacion y toma de
muestra.

Mavor aireacion y mezclado del sustrato.
Existen varios disefios con modificaciones que
mejoran la remocion del calor.

Mejor transferencia de calor

Facilidad en la toma de muestra. Mayor
contacto entre el medio de cultivo y el soporte
solido. Menor acumulacion de calor en la cama
de sustrato.

Menor tiempo de residencia. Mejor mezclado y
crecimiento fungico. Mayor asepsia.

Economico. Alta transferencia de O; ¥y
aireacion. Mayor transferencia de nutrientes.
Facil remocion de temperaturas elevadas.

Canales preferenciales de O,, dificultad en
Ia toma de muestra y problemas en la
eliminacion de calor.

Formacion de gradientes de concentracion
de O, y nutrientes.

Dailo de estructura micelial. Dificultad en
el control de temperatura y humedad. Poco
volumen utilizado en el tambor

Problemas de asepsia en el proceso. Mayor
compactacion de Ia cama de sustrato

No cuenta con un sistema de aireacion.
Solo se pueden manejar una sola carga de
400 mL de medio liquido por
fermentacion.

Transferencia no homogénea de calor.
Aglomeracion de células por rompimiento
micelial

Primer Prototipo. Optimizar la cantidad y
tamafio de charolas en el volumen del
cilindro.

Escala piloto y/o industrial

Biocon

Lecho fluidizado

Automatizado en el control de las variables de
estudio del crecimiento microbiano. Altos
niveles de asepsia. Equipo compacto.

Operaciéon de forma continua. Menor
aglomeracion del sustrato. Incremento en la
transferencia de O; y humedad. Variedad de
configuraciones de soportes.

Dificultad en la toma de muestra. Rapida
generacion de calor exotérmico por
crecimiento microbiano.
Formacion de altos esfuerzos cortantes que
pueden afectar al microorganismos ¥y
rendimiento del producto

En el presente trabajo se decidid evaluar la produccion de biomasa de P. pastoris en
biorreactor de columna-charola, debido a su ventaja econdémica y capacidad de transferencia

de oxigeno.

4.1.1. Biorreactor columna-charola.

Disefio realizado en el Departamento de Investigacion en Alimentos de la Universidad
Autonoma de Coahuila, el cual consiste en una columna de 13 pulgadas de altura y un
diametro de 10 pulgadas (Figura 5). En su interior se encuentran 8 charolas perforadas, las
cuales tienen una capacidad de 140 mL cada una. La transferencia del O, es por burbujeo a
través de un distribuidor de aire, permitiendo la transferencia de flujo de 194 mL/min. La
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temperatura es regulada por una chaqueta de enfriamiento y/o calentamiento, por lo que es
posible controlar y medir los cambios de temperatura. Bajo este sistema se permite una mejor

distribucion de O, por aireacion hacia las charolas (Ruiz, 2004).

Figura 5. Biorreactor columna- charola para CMS (Ruiz y col., 2007).

(1) Entrada de aire estéril, (2) entrada de agua estéril, (3) distribuidor de aire, (4) entrada para el termémetro, (5)
charola, (6) chaqueta para el control de temperatura, (7) columna de acrilico, (8) entrada de agua, (9) salida de

agua.

Existe un gran interés por llevar a cabo disefio de biorreactores a nivel laboratorio que
puedan ser escalados para su uso a nivel industrial, por lo que se han llevado a cabo
investigaciones para determinar los aspectos de ingenieria que afectan al cultivo en medio
solido ya que es un sistema denominado de las tres E’s: energético, econdmico y ecoldgico

(Raghavarao y col., 2003).

Sin embargo, los avances en el disefio de equipos que permitan el desarrollo de un
cultivo en medio sélido han sido pocos y variados en cuanto a sus caracteristicas, debido al
principio fundamental de trabajar con matrices sdlidas que limitan la prediccion de parametros

transcendentales como el oxigeno y la temperatura. Siendo de gran relevancia el combinar el
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desarrollo de biorreactores nobles para CMS con los estudios llevados a cabo para un mayor
entendimiento de los fendmenos de transporte que afectan el disefio de los sistemas
fermentativos. Por lo tanto, se han desarrollado modelos de sistemas en medio solidos,
buscando cuantificar las variables que permitan optimizar el bioproceso. Sin embargo, ain no
han sido aplicados para la construccion de biorreactores a escala industrial (Mitchell y col.,
2003) debido a que es necesario crear los equipos con mayor automatizacion.

Aunque es bien sabido que los sistemas de cultivo en medio sélido dificilmente
desbancaran a los sistemas liquidos, por los costos a nivel industrial que estos involucrarian, el
disefio de biorreactores permitird tener otras alternativas tecnoldgicas para las futuras

empresas biotecnoldgicas de México y el mundo (Aguilar y col., 2003).
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JUSTIFICACION

La demanda de proteinas recombinantes terapéuticas de consumo humano se ha
convertido en una realidad comercial y ha aumentado dramaticamente durante los Gltimos
afios, salvando un namero incontable de vidas gracias a la casi accesibilidad ilimitada de estas
proteinas. Mas de 80 proteinas recombinantes estan aprobadas para consumo humano. Aunque
mucho se ha avanzado, la produccion de proteina recombinantes constituye un campo que
necesita ser mucho mas estudiado, mas adn cuando los precios de muchos de estos

medicamentos son altos y de dificil acceso en paises en vias de desarrollo.

Una de las estrategias que se debera seguir debe estar encaminada a desarrollar nuevos
procesos mas eficientes y menos costosos de produccion de proteinas recombinantes. Por ello,
en el presente trabajo se propone el cultivo en medio sélido (CMS) como alternativa para la
produccion de proteinas recombinantes debido a las ventajas que ofrece en comparacion con el
cultivo sumergido en la produccion de biomasa y enzimas (Viniegra y col., 2003). Ademas, el
CMS favorece el transporte y asimilacion de oxigeno por los microorganismos. Por ello, se
decidié utilizar espuma de poliuretano (EPU) como soporte inerte en el CMS, ya que presenta
una relacion area/volumen 100 veces mayor a la que tienen los sistemas de cultivo liquido en

matraz Erlenmeyer.

Considerando la relevancia que estd teniendo Pichia pastoris en la produccién de
proteinas recombinantes en gran cantidad de sectores industriales, (farmacéutico, agropecuario
y alimentario, entre otros) junto con la ausencia de articulos que aborden esta area de
investigacién, nos condujo a desarrollar este trabajo que permitiera establecer un sistema para
la produccion de levadura (primera etapa de produccién de proteina recombinante) en CMS

usando placas de EPU como soporte.
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HIPOTESIS

El uso de capas finas de poliuretano como soporte para el crecimiento de Pichia
pastoris favorecera la transferencia de oxigeno y, por consiguiente, la produccién de biomasa

en condiciones de cultivo en medio sélido.
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OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un sistema de produccion de levadura en cultivo en medio sélido usando

placas de espuma de poliuretano.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Determinar la humedad critica y la capacidad de retencion de agua de la espuma de

poliuretano.

2.- Disefiar las condiciones de operacion para los estudios de crecimiento de Pichia pastoris

en cultivo en medio sélido sobre espuma de poliuretano.

3.- Evaluar el efecto del grosor de las placas de espuma de poliuretano y la concentracion
inicial de glucosa (50 a 150 g/L) sobre la produccién de biomasa de Pichia pastoris.
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MATERIALES Y METODOS
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1. Microorganismo.
Se utilizé una cepa de la levadura Pichia pastoris que fue proporcionada por la Dra.
Elba Villegas de la UAEM.

2. Conservacion de la cepa.

2.1. A corto plazo.

Se propago la cepa en tubos inclinados con medio YM. Después de la inoculacion, se
incubd a 30 °C durante 3 dias, posteriormente se conservo a 4 °C por un periodo no mayor a 7
dias.

2.2. A largo plazo.

Se propagd la cepa en un matraz Erlenmeyer de 125 mL con 30 mL de medio de
cultivo YPD (Cancino y col., 2008). Después de la inoculacion se incub6 a 30 °C durante 24 h
a 150 rpm; posteriormente, se centrifugd y se liofilizd utilizando como acarreador leche

descremada al 10%.

3. Soporte.

Se us6 como soporte inerte espuma de poliuretano (EPU) en forma de tiras delgadas
con un espesor de 0.3 a 0.7 cm. La EPU se lavd previamente con agua caliente (60 °C),
después con agua destilada a temperatura ambiente, se secé a 60 °C y se conservé a resguardo

de la luz.

4. Medios de cultivo.

Medio YM en g/L: extracto de levadura, 3; extracto de malta, 3; peptona, 5; glucosa,
10 y agar, 20 en agua destilada.

Medio YPD en g/L: extracto de levadura, 10; peptona, 10 y glucosa, 10 en agua
destilada (Cancino y col., 2008).

Medio para CMS. En una primera etapa se usO el medio reportado por Hang y col.
(2009). ElI medio se compone en (g/L): glucosa 50; (NH;).SO4 2; KH,PO, 1.2;
MgSQ,-7H,0, 0.47; CaCl,-2H,0, 0.036 y 1.2 mL/L de solucion de elementos traza. La
solucion de elementos traza se compone de CuSQO,, 0.6%; KI, 0.008%; MnSO,, 0.3%;
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Na;Mo0y, 0.02%; H3BO3, 0.002%; CoCl,, 0.05%; ZnCl,, 2%; FeSO,4-7H,0, 6.5%. El pH del
medio se ajustd a 5.5 con H,SO, al 10 %.

Sin embargo, debido a problemas asociados a la disminucion importante del pH se
realizaron estudios de composicion del medio de cultivo. Como resultado de ello, se obtuvo el
siguiente medio que fue utilizado para los estudios de crecimiento en medios con diferentes
concentraciones de glucosa: glucosa 50; (NH,;)2SO4, 8.78; Urea, 2.85; KH,POy, 6.6; Ko;HPOy,
6.6; MgSO4-7H,0, 0.47; CaCl,-2H,0, 0.036, extracto de levadura, 0.5; solucion de elementos
traza, 1.2 mL/L; biotina, 1 mL/L; solucién amortiguadora citrato-fosfato. ElI pH del medio se
ajusto a 5.5 con H,SO, al 10 %.

5. Produccién del inoculo.

Primeramente, se inoculd por estria un tubo inclinado con medio YM a partir de un
tubo con la cepa propagada proveniente del cepario de la Planta piloto de fermentaciones
solidas de la UAM-I. Este tubo se dejo crecer durante 3 dias a 30 °C y se utilizd como indculo.
Para ello, se agregaron 3 ml de solucion fisiologica estéril (NaCl al 0.9 %) al tubo y se agitd
perfectamente. Se realiz6 una dilucion 1:100 de la suspension del indculo y se contaron las
células en la cdmara de Neubauer. Se realizaron los calculos correspondientes de tal manera

que el indculo fuera de 2x10’ células por gramo de espuma de poliuretano (cél/g EPU).

6. Curva estandar de células.

Las células obtenidas en el tubo inclinado (seccion anterior) se recuperaron, se
centrifugaron y se resuspendieron en solucion fisiolégica (NaCl 0.9%, p/v). A la suspension
obtenida se le realizaron diluciones sucesivas, a las cuales se les midi6 la densidad Optica a
600 nm y se utilizd agua destilada como blanco. Con base en los datos obtenidos, se
establecieron los parametros de la curva estandar, para la posterior cuantificacion de la

biomasa celular.
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7. Caracterizacién del EPU.

7.1. Capacidad de retencion de agua (u).

Se utilizaron cuadros de EPU de 2x2 cm. Cada uno de los cuadros se pesé en la
balanza. Se adicion6 50 mL de agua destilada en un vaso de precipitado de 250 mL de
capacidad y se agregaron 10 cuadros de un mismo espesor, se hizo lo mismo para los otros dos
espesores. Los cuadros de EPU se presionaron con una superficie plana, hasta retirar el aire
contenido en los poros y se dejaron hidratar durante 10 min. Una vez que los cuadros estaban
completamente hidratados, se sacaron con una pinza y se pesaron uno por uno en la balanza.

Se realizaron 10 repeticiones para cada espesor.

7.2. Curvas de secado del EPU.

Se utilizaron cuadros de EPU de 1x1 cm. Se adicion6 50 mL de agua destilada en un
vaso de precipitado de 250 mL de capacidad y se agregaron los cuadros. Se presionaron con
una superficie plana hasta retirar el aire contenido en los poros y se dejaron hidratar durante 10
min. Una vez que los cuadros estaban completamente hidratados, se sacaron con una pinza y
se colocaron uno por uno en la termobalanza. La curva de secado se realizé con el método 2,
que consiste en secar a una temperatura de 130 °C hasta 90 s de peso constante. La curva de
secado se realizo por triplicado para cada espesor de EPU.

7.3. Actividad del agua en el EPU.

Se utilizaron circulos de EPU de 3 cm de didmetro y 0.7 cm de espesor. Se adiciond 50
mL de agua destilada en un vaso de precipitado de 250 mL de capacidad y se agregaron los
circulos. Se presionaron con una superficie plana hasta retirar el aire contenido en los poros y
se dejaron hidratar durante 10 min. Una vez que los circulos estaban completamente
hidratados, se sacaron uno por uno y se pusieron en una charola de aluminio. Posteriormente,
la charola se meti a la estufa a una temperatura de 60 °C y se sacaron 2 circulos cada 30 min,
hasta cumplir 300 min. Al sacar cada circulo, éste se coloco dentro de un estuche con tapa y se
dejo6 enfriar durante 5 min. El analisis de actividad de agua se realiz6 para cada circulo en un

equipo llamado Aqualab. Se hizo por duplicado para cada tiempo.
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8. Modelo experimental.

Cada unidad experimental (UE) se formé de 3 placas de EPU (previamente
esterilizadas en la autoclave, 15 min a 15 Ib) de 10x3 cm dentro de una columna de vidrio, las
cuales se separaron utilizando mallas plasticas (figura 6b) (previamente esterilizadas en la
autoclave, 15 min a 15 Ib) de tal manera que permitieran el flujo de aire a través de las placas.
A las placas se les adicion6 el medio de cultivo previamente inoculado. Las UE se incubaron a

30°C y se les colocd a la entrada un humidificador de aire.

a) b) c)
Figura 6. Disefio del sistema en columna para el CMS.
a).-Unidad experimental, b) Separacion de las placas de EPU con una malla plastica, ¢) malla pléstica porosa.

9. Cultivo en medio sélido en reactor de columna.

A continuacion se describe el procedimiento que se siguid con el objetivo de evaluar el

crecimiento de Pichia pastoris en el reactor de columna.

9.1. Efecto de la concentracion inicial de glucosa y del grosor de la placa de poliuretano sobre

el crecimiento de Pichia pastoris.

Se utilizaron tiras de EPU de 10x3 cm de tres diferentes espesores (0.3, 0.5, y 0.7 cm).
Se ensayaron 3 concentraciones iniciales de glucosa (50, 100 y 150 g¢g/L). Los cultivos se
dividieron por concentracion, se realizaron 3 cultivos en tiempos distintos, se ensayd una
misma concentracioén inicial de glucosa en los tres espesores de EPU por cultivo. Una vez
preparado el medio, éste se colocd en un matraz Erlenmeyer de capacidad de 125 mL y se
esterilizé en autoclave. Posteriormente, se agreg6 una relacion medio (mL)/ EPU (g) de 15 por
cada placa de EPU. Se colocaron 3 placas de EPU con una misma concentracion dentro de una
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columna de vidrio. Cada condicidn se realizé por duplicado. En total se realizaron 6 columnas
para cada concentracion inicial de glucosa. Las columnas se colocaron horizontalmente en un
cuarto de temperatura controlada a 30°C. A cada columna se le colocé un humidificador de
aire con un flujo de aire de 50 mL/min aproximadamente. Durante todo el periodo de
incubacion se analizaron en linea el flujo de aire y las concentraciones de O, y CO, a la
entrada y salida de las columnas de fermentacion mediante un metabolimetro. En todos los

casos los cultivos se detuvieron cuando ceso la produccion de CO,.

10. Procesamiento de muestras.

Cada muestra proveniente de las UE se proceso de la siguiente manera. Se extrajo una
placa de EPU para analisis de humedad y dos placas se utilizaron para analisis de glucosa y
pH. Para ello, cada placa se cort6 en 4 partes y se colocaron dentro de un tubo para centrifuga
de 50 mL y se le agreg6 40 mL de agua desionizada. Se agit6 vigorosamente con un vortex
por 1 min. Se tomé una muestra de 1 mL y se colocé en un tubo Eppendorf. Se centrifugé a
10000 rpm por 3 min. El precipitado se resuspendié en solucion fisiologica (NaCl al 0.9%) y
se estimd la concentracion celular por turbidimetria. EI sobrenadante se utilizé para analisis de

glucosa, HPLC y pH.

11. Métodos analiticos.

11.1. Determinacién de biomasa por turbidimetria.

Al precipitado que se resuspendio en solucion fisiologica obtenido en la seccion 9 se le
midié la densidad Optica a 600 nm en un espectrofotometro (se realiz6 la dilucion
correspondiente). Con los datos obtenidos en esta seccion y los de la curva estandar de
biomasa se realizaron los célculos necesarios para posteriormente obtener la concentracion

celular para cada placa de EPU en la UE.

11.2 Determinacion de glucosa.

La determinacion de glucosa se llevé a cabo mediante el kit enziméatico SPINREACT.
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-Estandar: Se realizé una dilucion 1:10 del estandar original del kit, adicionando a 4.5 mL de
agua destilada 0.5 mL del estandar de glucosa, quedando una concentracion final de 0.1

mg/mL.

Posteriormente, se realizé la dilucion 1:100 para cada muestra, para el método
enzimético se colocaron 100 pl de cada muestra (dilucién) en un tubo de ensaye respectivo,
también se agregaron 100 pl del estandar (por triplicado) y a cada tubo se le agreg6é 1 mL del
reactivo. Se agitd en vortex y se dejo reaccionar por media hora. Transcurrido el tiempo se

ley6 en un espectrofotometro (Shimadzu UV 1800) a 505 nm.

11.3. Determinacion de humedad.

Se determind la humedad de la placa de EPU de la materia himeda en una
termobalanza (Ohaus®). La determinacion de humedad se realiz6 a 130 °C hasta obtener el
peso constante.

11.4. Determinacion de pH.
El sobrenadante obtenido de la seccion de procesamiento de muestras se utilizé para el
analisis de pH mediante el uso de un potenciémetro.

11.5. Determinacion por HPLC.

El sobrenadante obtenido de la seccidn de procesamiento de muestras se utilizé para el
analisis de compuestos por medio de HPLC (Perkin Elmer®). Se utiliz6 una columna de
acidos organicos (Aminex® HPX-87H) y se opero a las siguientes condiciones: fase movil:

5mM H,S0O4 a un flujo de 0.6 mL/min, a una temperatura de 65 °C.
12. Célculo de parametros cinéticos.
12.1. Rendimiendo (YXx/s).

Una vez analizadas las muestras de biomasa producida y sustrato residual al final del

cultivo. Se realizaron los siguientes calculos:
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Donde:

Xo = biomasa inicial
X¢= biomasa final
S, = sustrato inicial

St = sustrato final

12.2. Tasa especifica de produccion de CO; (Um).

Se realiz6 el calculo con los datos experimentales arrojados por el metabolimetro y la
ayuda de una hoja de célculo. Se graficaron los valores observados de la integral de CO, Vs
tiempo y la curva obtenida se ajustd a una curva dada por la ecuacion logistica, se obtuvieron

los valores calculados, con éstos valores y con el programa Solver se estimo la .

12.3. Fase lag del crecimiento de P. pastoris.
Una vez obtenida la gréfica de la integral de CO, Vs tiempo, se calculd la pendiente de
la fase exponencial y la interseccion con el eje horizontal. Para obtener el valor de la fase lag,

se dividio el valor de la interseccion entre el valor de la pendiente.
12.4. Coeficiente respiratorio (CR).

El CR se calculé dividiendo los valores de la derivada del CO, producido entre los

valores de la derivada del O, consumido.
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1. CARACTERIZACION DEL SOPORTE INERTE (EPU)
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1.1. Capacidad de retencion de agua.

Esta parte inicial del trabajo experimental se realizé para determinar la capacidad de
retencion de agua, u, definida en Materiales y Métodos, y la cinética de secado de placas de
EPU de diferente grosor. La Fig. 7a muestra las micrografias del EPU donde todas las celdas
poliméricas estan completamente conectadas entre si. Pero, en las micrografias, 7b, 7c y 7d se
observan zonas con celdas rotas o desconectadas. Una observacion de las placas indico que las

zonas externas con rupturas tenian una profundidad menor de la distancia, d = 0.05 cm.

a, b)

c, d)

Figura 7. Micrografias de EPU.
a) Forma de los poros intactos, b, ¢ y d) Ruptura de los poros en la superficie.

Como el agua sélo se deposita en forma de meniscos en celdas bien conectadas, se

considero que las placas con ancho, A; largo, B, y espesor, h, tendrian un volumen total:
VT = ABh

Pero como la profundidad, d, de la zona destruida es mas o menos uniforme, se puede

calcular el volumen efectivo, V.
Vg = (A—2d)(B—2d)(h—24d)
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Por lo tanto, la fraccién, f, del volumen total, que puede retener agua seria:

_ (A-2d)(B —2d)(h —2d)
f= ABh

Suponiendo que el EPU tiene una méxima capacidad de carga, Umax, la capacidad

relativa u seria:

~ (A—2d)(B - 2d)(h — 2d)
U= Umax ABR

Si consideramos que, d, es mucho menor que A 6 B, el valor de u puede ser

aproximada por la siguiente funcion:

2d
U = Umax (1 - 7)
De forma que u se aproxima al eje horizontal cuando h — 2d y u — umax cuando h >>
2d. La Fig. 8 muestra la curva tedrica con d = 0.026 cm y Umax = 74.5 gH,O/gEPU. Esta curva

se hizo pasar por los 30 valores experimentales expresados por medio de circulos.

80 -
S 60 7 e =
o ,7
Ll ’
o ’
o) 40 - N
T !
1
9 20 - [
= I
I
[
[
O L T T T T 1
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h (cm)
Figura 8. Capacidad de retencion de agua, u, en placas de EPU.
La curva teérica (- - -) indico, Uma = 74.5 g H,0/ g EPU y d = 0.026 cm con R? = 0.60. El modelo lineal (—-)
ofrecié una mejor correlacion (R? = 0.76). La curva interrumpida indica la extrapolacién del modelo como
hipotesis indicativa.
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El coeficiente de correlacion entre la curva teérica y los datos no fue muy alto (R? =
0.59), pero puede servir para dar una idea del orden de magnitud de umax. Sin embargo, la
extrapolacion sugiere que al reducir el espesor, h < 0.3 cm, de las placas, se reducird mucho el
valor de u y cuando la placa sea muy delgada (h < .052 cm) no habra retencion del agua,

porque todo el polimero tendra celdas abiertas en las que casi no se formaran meniscos.

Este factor no es tomado en cuenta en la mayor parte de los experimentos de
fermentacion con EPU pues se utilizan cubos con arista h = 0.5 cm. En ese caso la fraccion (til

seria:
_(h—Zd)3_<1 2d>3 079
f=" = h) oo
Lo cual corresponde a un volumen sin agua del 28% del volumen de los cubos
utilizados.

Estos resultados sobre la distribucion del agua en la EPU estan relacionados con los

obtenidos en las secciones subsiguientes, lo cual sera comentado en su oportunidad.

1.2. Curvas de secado.

Para determinar la humedad critica de las tiras de EPU con diferente espesor se
realizaron curvas de secado (Fig. 9). Los datos obtenidos no permiten identificar el valor de
humedad critica del poliuretano; ya que no se observo la transicién de velocidad de secado
constante a la de secado decreciente. Se puede asumir que la humedad inicial del EPU esta por
debajo de la humedad critica y por ello sélo se observa la velocidad decreciente en donde la
velocidad de secado es mayor a la velocidad de traslado del agua interior a la superficie del

EPU debido a la porosidad del material.
Para caracterizar la curva de secado se utilizd una curva de saturacion tipo Langmuir.

Por ello se busco utilizar otros parametros como la Vimax Y Ks para caracterizar el secado en el
EPU.
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Velocidad de secado
(9 H,0/g EPU*min)

0 20 40 60 80 100
u (g H,0/g EPU)

Figura 9. Curvas de secado de EPU con diferente espesor.
[ 0.3cm,A 0.5¢cm,<> 0.7 cm)
En la Figura 10 se representan las curvas que relacionan a la velocidad de secado con
la carga de agua, u (g H,O/ g EPU). Estas curvas fueron seguidas de cerca por funciones de
Langmuir, con velocidad maxima, Vmax, Y constante de saturacion, Kg:. Pero estos parametros

fueron funcidn del espesor, h, de la placa:

Vmax u

‘U:—
Ksqr +u

Los datos mostraron funciones lineales decrecientes en el espesor de la placa, h, tanto

de Vmax como K. Aungue el nivel de correlacion fue mayor para Vmax VS. h (espesor).

20 -
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~—~~
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X & @
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2 Y
0 ; ; . 0 . . .
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Espesor EPU (cm) Espesor EPU (cm)

Figura 10. Parametros V., Y K para caracterizar el secado en el EPU.
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Este resultado es congruente con un modelo en el cual el agua se evapora con mas
facilidad en ldaminas delgadas de EPU, porque el area especifica (. = A/V) es mayor. Lo cual

se ilustra por la siguiente relacion:

2(A+B)h+2AB [ ]
ABh A B

Esta relacion muestra que, a, disminuye cuando h aumenta. Como la evaporacion es un
fendmeno de superficie, su velocidad méaxima, Vmax, Serd proporcional al area especifica, o, y

por lo tanto decrecera al aumentar el espesor de la placa.

1.3. Actividad de agua.

El agua es el solvente en donde ocurren las reacciones quimicas y enzimaticas de la
célulay es indispensable para el desarrollo de los microorganismos. La actividad de agua (Aw)
del medio representa la fraccion molar de las moléculas de agua totales que estan disponibles,
y es igual a relacion (p/po) que existe entre la presion parcial de vapor de la solucion (p)

respecto a la del agua pura (po).

El valor de la Aw nos da una idea de la cantidad de agua disponible metabd6licamente.
Variaciones en la actividad de agua pueden afectar la tasa de crecimiento, la composicion
celular y la actividad metabolica del microorganismo, debido a que si no disponen de
suficiente cantidad de agua libre (no asociada a solutos, ni al soporte de crecimiento) en el
medio necesitaran realizar mas trabajo para obtenerla y disminuira el rendimiento del

crecimiento.

La gran mayoria de los microorganismos requieren valores de Aw altos para poder
crecer. De hecho, los valores minimos de actividad de agua para diferentes tipos de
microorganismos son los siguientes: bacterias Aw>0.90, levaduras Aw>0.85, hongos

filamentosos Aw>0.80.
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Debido a la importancia de la Aw en el crecimiento de los microorganismos, se decidio
evaluar si existe una interaccion entre el soporte de cultivo y el agua que pudiera afectar la

disponibilidad del agua para el microorganismo.

En la figura 11 se presenta la actividad de agua en funcién del contenido de humedad
de las placas de EPU.

1 - < 8D
0.8 JK‘\?D
1
(o]
. 06 - 08
z 0.6
04 | 04
0.2
o -+ : r r r v
02 8 00 05 1.0 15 20 25
0 T T T 1
0 20 40 60 80

Humedad (g H,O/ g EPU)

Figura 11. Actividad de agua de las placas de EPU en funcion del contenido de humedad.

Con los resultados obtenidos de la Aw, se realiz6 un ajuste del cual obtuvimos el valor
de Awmax=1.012, valor que solo puede ser de 1y la diferencia se debi6 al error experimental,
también se obtuvo un valor de K = 0.00473 (g H,O/g EPU) el cual equivale a la cantidad de
humedad a la mitad de la Awnax. Este resultado indica que la EPU puede adsorber cantidades
muy bajas de humedad (u < 50 mg H,0/g EPU). Cuando u es mayor, (u > 0.25 g H,0/g EPU)
practicamente toda el agua se encuentra en forma libre. La Fig. 7 muestra que el agua se
encuentra repartida en meniscos con un espesor pequefio. Por lo tanto, este sistema de cultivo
no concuerda con la definicion usual, atribuida a Moo-Young y col., (1984) que definieron a
los cultivos sobre sustratos solidos como los que se desarrollan en “ausencia de agua libre”.
Sin embargo, la EPU ha sido considerada desde hace més de 20 afios como un sistema de
fermentacion sobre sustrato solido. En este trabajo confirmamos que la mayor parte del agua

presente en la EPU se encuentra “libre” es decir, con una actividad igual a la unidad.

54



Con base en los resultados obtenidos de la capacidad de retencién de agua y de la Aw,
en la siguiente etapa se evaluara el crecimiento de P. pastoris sobre espuma de poliuretano

considerando estos dos factores fisicos de la EPU.
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2. CRECIMIENTO DE Pichia pastoris EN CULTIVO EN MEDIO SOLIDO SOBRE

ESPUMA DE POLIURETANO
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Una vez que se determind la capacidad de retencion de agua y la actividad de agua de
la EPU, se prosigui6 a realizar los experimentos para evaluar el crecimiento de Pichia pastoris

sobre espuma de poliuretano.

2.1 Composicion del medio de cultivo.
En este capitulo se evalud el crecimiento de P. pastoris empleando el medio de cultivo

reportado por Hang y col. en 2009, modificado.

2.1.1 Curva estandar de biomasa.

Para determinar la concentracion celular en la suspensién obtenida después de la
extraccion de las células de las tiras de EPU, se realiz6 una curva estandar de densidad éptica
a 600 nm versus la concentracién celular (Fig. 12). Se obtuvo una respuesta lineal hasta una
concentracion celular de 0.165 g/L. Por ello, en todos los casos, la densidad dptica se midié a
valores no mayores a 0.6. La curva de ajuste presenta una pendiente de 3.66 DO L/g, la cual

sera usada en posteriores analisis de biomasa por turbidimetria.
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Figura 12. Curva estandar de produccién de biomasa de P. pastoris.
(R?=0.99)

2.1.2. Produccion del inoculo de Pichia pastoris.

Para los estudios de CMS se decidié inocular con una suspension celular obtenida
en un cultivo en medio superficial (YM). Para ello, en una primera etapa se determiné la

cinética de crecimiento en el cultivo superficial (Fig. 13). Los datos muestran que la maxima
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concentracion celular se alcanza entre los dias 3 y 4. Con base en ello, se decidié producir los
indculos con tiempos de incubacion entre 3 y 4 dias. Las suspensiones celulares obtenidas en
este estudio fueron usadas para obtener la curva estandar de densidad optica en funcion de la

concentracion celular.
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Figura 13. Cinética de crecimiento de P. pastoris en cultivo superficial.

2.1.3. Evaluacion de la composicion del medio de cultivo.

Una vez que se determinaron las condiciones de produccion, cosecha y cuantificacion
del in6culo, se procedié al disefio del medio de cultivo para los estudios de produccion de P.
pastoris en CMS en EPU. Estos estudios sirvieron también para montar la metodologia de
analisis de humedad, pH, concentracion celular y contenido de glucosa en el medio. En la
figura 14 se presenta la produccion de biomasa (g/L) en funcién del tiempo, obtenido por dos
métodos de analisis, por conteo celular y turbidimetria. Se observa que no existe diferencia
significativa entre ambos métodos pudiéndose utilizar cualquiera de los dos para posteriores
analisis de produccion de biomasa. La cinética se detuvo a los 2 dias debido a que se obtuvo
un valor de pH de 2.7 siendo ya inadecuado para el crecimiento de la levadura.
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Figura 14. Produccion de biomasa de P. pastoris en CMS con EPU.
(Conteo celular ¢, Turbidimetria o)

En la figura 15 se muestra que en los dos dias de cultivo el consumo de glucosa fue
menor del 100%. Como se menciono anteriormente, el cultivo se detuvo debido al bajo valor
de pH obtenido en el medio de cultivo (Fig. 16) y se sabe que ésta levadura tiene su pH

Optimo de crecimiento en un intervalo de 4 a 6 (Hang y col., 2009).
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Figura 15. Cinética de consumo de glucosa por P. pastoris en CMS con EPU.
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Figura 16. Variacion del pH en CMS con EPU utilizando P. pastoris.

Con base en lo anterior, se decidié modificar la composicion del medio de cultivo para
evitar que al final de este el pH alcanzara valores menores a 4.0; para ello, se decidié evaluar

la adicion de diferentes fuentes de nitrogeno (urea, sulfato de amonio y nitrato de amonio).

La figura 17 presenta la produccion de biomasa en g/L en funcién del tiempo. Los
datos muestran que la mayor produccion de biomasa se obtuvo con el medio con 100% de

nitrato de amonio y la menor produccién con el medio con el 100% de urea.
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Figura 17. Cinética de crecimiento de P. pastoris en CMS con diferente tipo y concentracién de fuente de
nitrégeno.
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En la figura 18 se presenta el consumo de glucosa (g/L) en funcién del tiempo. Los datos
muestran que el mayor consumo de glucosa (arriba del 95%) se obtuvo con los medios que
contenian 43%U-57%S.A. y 25%U-75%S.A.
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Figura 18. Cinética de consumo de glucosa por P. pastoris en CMS con diferente tipo y concentracion de fuente
de nitrégeno.

La figura 19 presenta la variacion del pH a lo largo de la cinética. Se observa que se
obtuvieron valores de pH menor a 3. El menor valor de pH 2.3 se obtuvo con el medio con
100% de nitrato de amonio y el mayor valor pH 3.8 con el medio con 100% de urea.
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Figura 19. Variacion del pH del medio durante el crecimiento de P. pastoris en CMS con diferente tipo y
concentracion de fuente de nitrégeno.
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Con los resultados obtenidos en la figura 17 se puede observar que el medio que
contiene 100% de urea mostro el menor valor de crecimiento, lo cual se puede deber a que la

levadura no asimila adecuadamente este compuesto como fuente de nitrogeno.

Tabla 6. Resumen de los valores de crecimiento de P. pastoris, consumo de glucosa y pH con diferentes fuentes
de nitrégeno.

Medio N-urea Biomasa Glucosa pH
(%) (g/L) g/L

66%U-33.3%S.A. 66 6.35 15.0 3.1
43%U-57%S.A. 43 8.06 2.4 3.1
25%U-75%S.A. 25 8.31 2.0 3.0
11%U-89%S.A. 11 7.42 5.6 2.9
90%U-10%S.A. 90 5.86 8.3 3.1
95%U-5%S.A. 95 5.95 9.4 3.2
100%U 100 5.52 7.1 3.8
100%N.A. 0 9.44 4.6 2.3

Los datos de la Tabla 6 muestran que a valores de 25 y 43 % de N presente en el medio
proporcionado por urea se obtienen los mayores valores de produccién de biomasa y el menor
valor de glucosa residual. Sin embargo, se puede observar que probablemente la levadura
asimila mejor el nitrato de amonio como fuente de nitrégeno ya que con éste se obtuvo la

mayor produccion de biomasa.

Debido a que el cambio de tipo de fuente de nitrégeno no impidi6 que el pH final fuera
igual o menor a 4, se decidié evaluar la adicion de un amortiguador de citrato-fosfato a un pH
de 5.5.

Con este amortiguador se logré mantener valores de pH mayores a 4, resolviendo de

esta manera el bajo valor de pH en el medio y se prosiguio al disefio del sistema para el cultivo

en medio sélido.
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2.2. Disefio del sistema de cultivo en medio sélido.

Una vez que se determind la composicion del medio de cultivo se procedio a los
estudios de produccion de levadura en medio solido con EPU. En una primera etapa y con
base en los resultados obtenidos de la curva de secado se evalué la produccién de levadura en
tiras de EPU de 15x3 cm con una relacion medio de cultivo inoculado: EPU de 20:1 y se
incubaron en posicidn vertical dentro de columnas de vidrio a 30 °C. En este estudio se uso

una concentracion inicial de glucosa de 100 g/L.

La tabla 7 muestra los resultados obtenidos en funcion de la region de la placa de
poliuretano. En las tres regiones se obtuvo un consumo de glucosa del 100%, sin embargo, la
produccion de biomasa y el rendimiento aumentd al bajar la localizacion de la placa,
obteniéndose los mayores valores de produccion de biomasa y rendimiento en la regién
inferior (9.2 g/L y 0.25 respectivamente). Estos resultados muestran que hubo un
escurrimiento del medio de cultivo a través de la placa vertical y se puede suponer que hubo

pérdida de medio al acumularse en la parte inferior.

Tabla 7. Pardmetros de crecimiento y consumo de glucosa de P. pastoris en funcién de la region de la placa de
EPU en posicion vertical.

Region Biomasa Y x/s Cg*

(/L) (9/9) (%)
Superior 6.2+1.97 0.17+0.03 100

Media 6.7+2.08 0.18+0.03 100
Inferior 9.2+04 025%#0.01 100

*Cg: consumo de glucosa

Debido al drenado de medio de cultivo en la proporcion evaluada y con las columnas
incubadas en posicion vertical, se decidié evaluar el efecto de la relacion medio de
cultivo:EPU sobre la produccion celular en sistemas con distribucién homogénea de sustratos
y productos. Para reducir el drenado del medio se decidié incubar las columnas

horizontalmente.
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En la figura 20 se presenta el perfil de produccion de CO; por Pichia pastoris.
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Figura 20. Efecto del contenido de medio de cultivo (relacion medio/EPU) en la produccién de CO, por P.
pastoris.

El perfil de produccién de CO, permite diferenciar una fase de retardo mayor a 20 h la
cual es muy larga. Comparando nuestros resultados con la literatura se encontrd que Barrigon
y Ramén (2011) obtuvieron una fase de retardo menor a 10 h y un Yx/s de 0.5 utilizando 40

g/L de glicerol para P. pastoris (Fig. 21).
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Figura 21. Efecto del modo de operacion del cultivo sobre el crecimiento y consumo de sustratos por P. pastoris
(Barrigén y Ramon, 2011).
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La tabla 8 presenta los parametros asociados al crecimiento en funcién de la relacion
medio de cultivo/gEPU. Los datos muestran una mayor produccion de biomasa con la relacion
medio/gEPU de 15 y 10. Se puede asumir que con la relacion de 20 hubo un escurrimiento del
medio por lo cual se obtuvo una menor produccion de biomasa. Con estos resultados se
decidié continuar experimentos utilizando una relacion medio/gEPU de 15. También se
obtuvo la tasa especifica de produccion de CO, (1m) mediante la ecuacion Logistica. Se puede

observar un valor maximo de P, para la relacién medio/geEPU de 10.

Tabla 8. Pardmetros asociados al crecimiento de P. pastoris en CMS en reactor de columna horizontal.

Medio/EPU Biomasa YX/s Cg Mm
(mL/g) (g/L) (9/9) (%) (1/h)
20 11.6 £0.022 0.22 +0.023 100 £0.001  0.17 +---
15 16 +0.028 0.32 £0.03 95 +0.157 0.17 £0.03
10 15.6 £0.022 0.31 £0.022 97 +£0.066 0.21 +0.01

En el trabajo de Barrigon y Ramén (2011) se obtuvo una p de 0.26/h (Fig. 22). Jungo
(2007) reportd una p de 0.24/h. Con estos datos de la literatura podemos decir que el valor de

la Uy obtenida en este trabajo se encuentra en un valor cercano al obtenido en otros trabajos.
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Figura 22. Efecto del modo de operacion del cultivo sobre el crecimiento de P. pastoris (Barrigén y Ramén,
2011).
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Una vez que se establecieron las condiciones de cultivo en términos de la composicion
del medio de cultivo y de la relacion medio de cultivo inoculado: EPU se evaluo el efecto del
grosor del EPU en la produccion de levaduras con un medio con una concentracion inicial de

glucosa de 50 g/L.

Se evaluaron tiras de EPU con espesor, h = 0.3, 0.5 y 0.7 cm. En los tres casos se
obtuvo un consumo de glucosa mayor al 98 %. En la figura 23 se presentan los rendimientos
Yx/s y Ycoo/s obtenidos para cada grosor de EPU pero estimados en funcion de la fraccién
volumeétrica con celdas poliméricas intactas (véase el capitulo 1 de la seccién de resultados).
Se puede observar una tendencia a aumentar ambos rendimientos conforme, f, se aproxima a
la unidad. Es de notarse que un aumento en, f, del 6% produjo un incremento cercano al 50%

en los rendimientos.
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Figura 23. Efecto de la fraccidn polimérica intacta, f, el rendimiento de la biomasa con Sq = 50 g/L.
El valor de f fue calculado segn lo expuesto en el capitulo 1 f = (1 — (2)0.026/h)>, h = 0.3, 0.5, 0.7 cm. La curva

superior (O) corresponde a los valores de Yyx;s = AX/AS. La curva inferior (() corresponde a los valores de
YX/COZ = AX/ACOZ

Este es un resultado importante porque muestra de qué manera el espesor de las placas
de EPU es una variable sensible para el disefio de reactores, porque afecta el impacto del

volumen con la red polimérica rota, que como se vio en el capitulo 1 de la seccién de

66



resultados, puede estimarse con un espesor, d = 0.025 cm. Y a su vez, esto probablemente

afecta el intercambio de oxigeno y la dispersion de la biomasa dentro de la placa.

2.3 Efecto de la concentracion inicial de glucosa sobre el crecimiento de P. pastoris.

Una vez que se establecieron las condiciones de cultivo en medio sélido con EPU se
evalud el efecto de la concentracion inicial de glucosa sobre el crecimiento de P. pastoris en
reactor de columna. Para ello, se utiliz6 el espesor h = 0.7 cm de EPU ya que fue con el que se
obtuvieron los mayores rendimientos en la seccion anterior.

En la figura 24 se muestra el efecto de la concentracion inicial de glucosa en la
produccién de CO,. La grafica (ACO,) vs. t, mostrd que hubo retardo (fase lag) atribuible a la

concentracion inicial del sustrato y sus pendientes promedio, disminuyeron, monoténicamente,
con la concentracion inicial del sustrato (So).
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Figura 24. Produccion de CO, por P. pastoris a diferentes concentraciones iniciales de glucosa.

Estos resultados se pueden explicar por una inhibicion u representada por la siguiente
ecuacion:

_ PmaxS
[1 - S2
KS + S + -
K
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Cuando la constante de saturacion, Ks, es mucho menor de S, se puede simplificar de
la siguiente manera:
_ Hmax _ UmaxKI

TS S

K

Esta ecuacion seguiria de cerca la funcion inversa p o«c1/Sy observada en la Fig. 24 y es

mostrada en la Tabla 9, con una buena correlacién estadistica (R? = 0.99).

En la tabla 9 se presentan los parametros asociados al crecimiento de P. pastoris con
diferentes concentraciones iniciales de sustrato. Los datos muestran un consumo de glucosa
mayor al 99 % para las concentraciones iniciales de glucosa de 50, 100 y 150 g/L y s6lo de 65
% para 200 g/L. La correlacion lineal negativa con respecto a Sp, mostrd un valor maximo
(extrapolado) de Yxss ~ 0.5 que seria el esperado cuando el cultivo estuviese bien oxigenado.
Estos resultados indican claramente que un exceso de sustrato reduce la eficiencia de la
biosintesis. En otras palabras, hay limitaciones de transferencia de oxigeno al interior de las
placas de EPU, que se eliminan, al reducir significativamente la demanda bioldgica de
oxigeno que es proporcional al So. También se muestra que el crecimiento de Pichia pastoris

se inhibe en medios hipertdénicos (S > 50 g/L).

Tabla 9. Pardmetros asociados al crecimiento de P. pastoris a diferentes concentraciones iniciales de sustrato y
con espesor de placa, h =0.7 cm.

So Glucosa Biomasa Cg Yx/s* Mm™**
(9/L) (9/L) (9/L) (%) (9/9) (1/h)
50 45.3 20+1.8 100+0 0.43 +0.041 0.17
100 91.4 32+1 99+0.4 0.35+0.01 0.08
150 144.6 34 +0.9 100 £0.2 0.24 +0.006 0.05
200 196.1 21 7.6 65+35 0.16 +0.019 0.04

*|_os valores calculados del rendimiento siguieron la correlacion lineal Y ;s = 0.525-(S,/625); R* = 0.86
** Se obtuvo la correlacion, pmaK; = 8.31/S,, con respecto a los datos experimentales (R? = 0.99).

La elevacion de la concentracion inicial, So> 50 g/L, del sustrato sobre el rendimiento,

Yxss, Y la tasa de crecimiento, umax, reduce la productividad, segin se muestra en la Fig. 25.
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Figura 25. Efecto de la concentracion inicial de glucosa, Sy, sobre la productividad de la biomasa calculada como
P =Y xysSokimax-
(Se utilizaron placas de EPU con un espesor, h = 0.7 cm. El indculo fue de 2x10° células/mL, R?=0.94).

Si bien, al aumentar, Sy, cancela el decrecimiento de pmax, Que €s inversamente
proporcional a esta variable, al final, predomina el efecto inhibitorio de Sy sobre el
rendimiento. Estos datos no concuerdan con los publicados con Aspergillus niger por Viniegra
y col., (199?) quienes observaron pocos cambios en Yys ~ 0.3, en el intervalo de Sy que va de
50 g/L a 100 g/L. Las diferencias de la fisiologia de este hongo filamentoso con la levadura,
en medios hiperténicos, aun no han sido estudiadas. Pero, por el momento, bastaria indicar que
la condicion con mas alta productividad estudiada (7°= 3.6 gX/(Lh) corresponde a So = 50 g/L

yh=0.7 cm.

Por otra parte, Lopéz y col. (2009) evaluaron distintas concentraciones iniciales de
glicerol sobre el crecimiento de P. pastoris. Los resultados se observan en la tabla 10. Los
datos muestran como disminuye el Yx/s a medida que aumenta la concentracion inicial de
glicerol, asi mismo la p presenta el mismo comportamiento. Se puede destacar que ellos
obtienen una pmax de 0.11/h a una concentracion de glicerol de 36.24 g/L y nosotros

obtenemos una iy, de 0.18/h a una concentracion de glucosa de 50 g/L.
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Tabla 10. Parametros asociados al crecimiento de P. pastoris en CMS (L6pez y col, 2009).

Glicerol Biomasa Y x/s estimado i
(g/L) (g/L) (9/9) (1/h)
9.03 7.09+0.46 0.78 0.26 £0.03

36.24 24.6 +£0.93 0.67 0.11+£0.04
90.4 51.6 +3.31 0.57 0.09 £ 0.003

2.4. Efecto del nivel de inoculo sobre el crecimiento de P. pastoris.

Para mejorar el crecimiento se estudio el efecto del tamafio del indculo. Este
experimento se realiz6 con una concentracion inicial de glucosa de 50 g/L y se utilizo la placa
de EPU de 7 mm de grosor.

En la figura 26 se presenta el CO, producido para cada nivel de inoculo. Se puede
observar el efecto del in6culo sobre la fase de retardo disminuyendo a 5 h para un indculo de
10® cél/mL. Ademas, se puede observar la mayor produccién de CO, para el inéculo de 10’
cél/mL con el cual también se obtuvo el mayor Yx/s por lo cual se puede asumir que con esta
concentracion de inoculo el metabolismo de la glucosa se utiliza principalmente para la

produccion de biomasa y CO..
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Figura 26. Efecto del tamafio de in6culo sobre el perfil de produccién acumulada de CO, por cultivos de P.
pastoris en EPU.
(Sg=50¢g/Lyh=0.7cm).
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Comparando nuestros resultados con la literatura se encontré similitud en los
resultados de la fase de retardo con el trabajo de Barrigon y Ramon (2011), quienes utilizaron
una concentracién de inoculo de 0.5 g/L y obtuvieron una fase de retardo aproximadamente de
5 h (Figura 21).

Los pardmetros asociados al crecimiento se muestran en la Tabla 11. Se observa que en
los tres casos hubo un consumo de glucosa mayor al 99 %. ElI mayor valor de Yx/s obtenido
fue con el nivel de indculo de 10 cél/mL de medio y la mayor py, de 0.35 (1/h) se obtuvo con

el inéculo de 108 cél/mL.

Tabla 11. Parametros asociados al crecimiento de P. pastoris en CMS en funcion del tamafio de in6culo.

Inéculo In6culo Biomasa Yx/s Cg Um
(cel/MLimeio)  (9/L) (9/L) (9/9) (%) (1/h)
10° 0.01 18+1.01 0.37+0.02 99+0.19 0.26 £0.002
10’ 0.08 19+0.49 0.45+0.01 100+0.07 0.24 +0.01
108 0.84 16 +2.16  0.37+0.05 100+0.01  0.35+0.02

Guo y col., (2007) evaluaron glicerol y glucosa como sustratos para el crecimiento de
P. pastoris en CS y obtuvieron valores de Yx/s de 0.51 y 0.49 (g/g), respectivamente. Ellos
mencionan gue el rendimiento obtenido con glucosa es ligeramente menor que con glicerol ya
que al utilizar glucosa y con una limitacion de oxigeno se puede llevar a cabo una
fermentacion etandlica y con exceso de oxigeno una fermentacién oxidativa produciéndose
acido acético lo cual no sucede con glicerol. Comparando el mayor Yx/s obtenido en este
trabajo ('Yx/s=0.45) con el de Guo y col., (2007) para glucosa, podemos observar que nos
encontramos en un valor muy cercano.

Con los resultados obtenidos en este capitulo, se establecid el medio y las condiciones
de cultivo adecuadas para el crecimiento de Pichia pastoris sobre EPU en CMS con el que se
resolvio el problema de la disminucién del pH y al final se obtuvo un Yx/s de 0.45 para una
concentracion de glucosa inicial de 50 g/L. Con estos datos, en el siguiente capitulo se
realizaron los experimentos para evaluar el efecto del espesor de las placas de EPU vy la
concentracion de glucosa inicial sobre la produccién de biomasa de Pichia pastoris en reactor

de columna.
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3. EFECTO DEL GROSOR DE LAS PLACAS DE ESPUMA DE
POLIURETANO Y DIFERENTES CONCENTRACIONES INICIALES DE
GLUCOSA SOBRE LA PRODUCCION DE BIOMASA Y EL METABOLISMO

DE Pichia pastoris.
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Una vez que se establecieron las condiciones de cultivo y se evalud el crecimiento de
Pichia pastoris en el disefio de CMS sobre EPU, se prosiguio a evaluar el efecto del espesor
de las placas de EPU y la concentracion inicial de glucosa sobre la produccion de biomasa de

Pichia pastoris en reactor de columna, los resultados de esta etapa se muestran a continuacion:

3.1. Efecto del espesor de la placa en los pardmetros de crecimiento.

En el capitulo 2 de la seccion de resultados se establecio que la méxima productividad
se obtuvo con h = 0.7 cm; en esta seccidn se presentan los resultados obtenidos del estudio del

efecto del espesor de la placa sobre el rendimiento y la velocidad de crecimiento.

La Figura 27 presenta la biomasa producida en funcion del espesor del EPU a
diferentes concentraciones iniciales de glucosa. Se observa que los efectos de grosor sobre la
produccién de biomasa a las concentraciones de glucosa evaluadas, no fueron significativos
con valores de h = 0.3 y 0.5 cm. Pero con h = 0.7 cm, se not6 un aumento en la produccion de
biomasa, siendo para este espesor los valores mas altos obtenidos, 20 g/L < X <40 g/L. De
cualquier forma, es importante resaltar que la concentraciéon de X = 40 g/L ya calificaria en el
limite inferior de los cultivos densos. Los cuales llegan a tener hasta mas de 100 g/L de

levaduras en cultivos sumergidos y controlados en forma de lote alimentado.
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Figura 27. Efecto de la concentracion inicial de glucosa y del espesor del EPU sobre el crecimiento de P. pastoris
en CMS.
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En el trabajo de Lopez y col., 2009 se obtuvo una produccion de biomasa de 51.6 g/L
utilizando una concentracion inicial de glicerol de 90 g/L con EPU como soporte sélido, se

observa que con glucosa no se alcanzé la misma produccién de biomasa que con glicerol.

Para entender los resultados presentados, los analizaremos primeramente sobre la base

del sistema de transporte de glucosa en Pichia pastoris.

Van Urk y col., 1989 evaluaron los pardmetros cinéticos de transporte de glucosa de
cuatro levaduras Crabtree’ negativas y cuatro Crabtree positivas. En levaduras Crabtree
positivas, un aumento en la concentracion de glucosa externa puede dar lugar a la captacién de
glucosa por difusion facilitada sin restricciones y, por tanto, a fermentacién aerdbica. En
contraste, las levaduras Crabtree negativas pueden restringir la entrada de glucosa por sus
regulados sistemas de simporte de H* y por lo tanto prevenir la aparicion del metabolismo de
desbordamiento. Las levaduras Crabtree negativas poseen sistemas de captacion de glucosa
que tienen mucha mayor afinidad que los sistemas de las levaduras Crabtree positivas. En
levaduras que poseen uno o dos sistemas de alta afinidad, se observo la alcalinizacién de las
suspensiones por la adicion de glucosa y después de aproximadamente 10 segundos se observa
una répida acidificacion del buffer. Esta acidificacion se debe probablemente a la excrecion de
H" por la ATPasa de la membrana plasmatica estimulada por la glucosa y la produccion de

CO;, durante el metabolismo de la glucosa.

P. stipitis tiene un sistema de captacion de glucosa con muy alta afinidad que es un
proceso que requiere energia, llamado simporte de H* (Van Urk y col., 1989). Con altas
concentraciones de glucosa este transporte de alta afinidad se reprime y sélo se detecta un

transportador de baja afinidad. (Gasnier, 1987; Spencer-Martins y van Uden, 1985 a).

! El efecto Crabtree positivo, mejor conocido como “efecto glucosa” se refiere a que, cuando la concentracion de
azucar en el medio es elevada, S. cerevisiae, s6lo metaboliza los azlcares por via fermentativa, e incluso en
presencia de oxigeno, la respiracion es imposible. Por lo tanto, un efecto Crabtree negativo, se presenta cuando
un microorganismo puede utilizar los azlcares por la via respiratoria, ain cuando su concentracién sea muy
elevada. Tomado de http://es.scribd.com/doc/20375393/36/Efecto-Pasteur-y-efecto-Crabtree.
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P. pastoris pertenece al mismo género que P. stipitis con lo cual podemos suponer que
también P. pastoris presenta el sistema de captacion de glucosa con muy alta afinidad
(simporte de H") el cual no permite el metabolismo de desbordamiento. Sin embargo, a las
altas concentraciones utilizadas en este trabajo, ese sistema se reprime y el transporte de
glucosa se da por difusiéon facilitada, provocando la fermentacion aerobia y con ello la

produccion de etanol, del cual se hablara mas adelante.

En estudios anteriores, Franzblau y Sinclair (1983) se basan en los trabajos de
DeDeken (1966), Bulder (1964) y McClary y Bowers (1967) para clasificar a las levaduras
que pueden ser generalmente divididas dentro de tres grupos basados en su respuesta

metabolica a variaciones en la concentracion de sustrato y en su ambiente gaseoso. Estos son:

1) Las facultativas y Crabtree positivas. Poseen una mitocondria reprimible por la
glucosa, y son mucho mas sensibles a la concentracién de glucosa que al oxigeno.

2) Las facultativas, y Crabtree negativas. No exhiben represion mitocondrial por
glucosa y son mas sensibles a cambios en la concentracién de oxigeno que a
variaciones en los niveles de sustrato.

3) Las levaduras aerobias obligadas que se parecen a las facultativas excepto por su
falta total de habilidad fermentativa.

Pichia pastoris es una levadura facultativa y Crabtree negativa y a diferencia de las
levaduras Crabtree positivas cuyo sistema fermentativo es de naturaleza constitutivo, el

sistema de las levaduras Crabtree negativas, parece ser inducible (Franzblau y Sinclair, 1983).

Tomando en cuenta los estudios de Franzblau y Sinclair, (1983) sostenemos la
hipdtesis de que la especie Pichia pastoris empleada en este estudio puede utilizar la glucosa
al mismo tiempo por la via aerobia y anaerobia y por lo tanto, puede producir biomasa y
productos fermentativos con rendimientos que van a variar segun la concentracion de la
glucosa y el grado de oxigenacion del medio, que en este caso, sera difusivo y dependera del

espesor de la placa de EPU.
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En la Fig. 28 se muestra que para distintos espesores de la placa (y por tanto para
diferentes valores de f) el rendimiento de Pichia pastoris con Sy = 50 g/L, estuvo en el
intervalo 0.46 < Yx;s < 0.49. Lo cual indica que el cultivo estd bien aireado, pues su
rendimiento se acerca al maximo valor de Yx;s = 0.5. Con So = 100 g¢/L; el intervalo del
rendimiento es 0.30 < Yyxs < 0.38 y con Sp = 150 g/L; 0.22 < Yys < 0.28. Estos resultados
concuerdan con un aumento progresivo del metabolismo fermentativo (que tiene menor
rendimiento) sobre el aerdbico (Yxs = 0.5) conforme aumenta la concentracion de glucosa. En
los casos estudiados se observa una ligera tendencia para que aumente el rendimiento,
conforme aumenta f, lo cual confirma el resultado mostrado en el capitulo 2 de la seccion de

resultados.

m50g/L m100g/L m150g/L
0.6 -
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Figura 28. Efecto de la concentracion inicial de glucosa y del espesor del EPU sobre el rendimiento de
crecimiento de P. pastoris en CMS.

Por su parte, Lopez y col., (2009) obtuvieron un Yx/s = 0.78, pero emplearon un
medio con un sustrato mixto (glicerol y tartrato de amonio). De forma que seria necesario
comparar los rendimientos por unidad de carbono utilizado y no s6lo por unidad de glucosa.
En este sentido conviene sefialar que Guo y col., (2007) observaron que con So = 50 g/L de

glucosa se obtiene unYys = 0.49. Lo cual se compara mucho mejor con nuestros resultados.
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Tabla 12. Parametros de crecimiento de P. pastoris con glicerol como fuente de carbono (Lépez y col., 2009).

Glicerol Biomasa Y x/s estimado 1
(9/L) (g/L) (9/9) (1/h)
9.03 7.09+£0.46 0.78 0.26 £0.03
36.24 24.6 £0.93 0.67 0.11+0.04
90.4 51.6 £3.31 0.57 0.09 £ 0.003

Usando como base los estudios de Franzblau y Sinclair, 1983, podemos suponer para
Pichia pastoris, que es Crabtree negativo, que la disminucion del Yx/s al aumentar la
concentracion inicial de glucosa es debida a la limitacion por oxigeno y no a una represion por

glucosa.

Para entender la respiracion llevada a cabo por Pichia pastoris, se analizo el trabajo de
Kern y col., 2007 en el cual estudian las oxidasas mitocondriales alternativas (AOX o Aod)
que son enzimas fundamentales para un acceso directo a la via respiratoria estandar en las
plantas, muchos hongos y levaduras (Veiga y col., 2000, 2003a). Estas oxidasas terminales
trasfieren directamente electrones desde el ubiquinol mitocondrial al oxigeno. Esto permite la
respiracion, incluso en presencia de complejo Il y IV y de inhibidores como antimicina A o
cianuro. La energia libre resultante se libera en forma de calor. En contraste con la oxidasa del
citocromo ¢, que es la oxidasa terminal de la via respiratoria estandar, una oxidasa alternativa
no bombea electrones a través de la membrana de la mitocondria. Asi, el suministro de
pequefios intermediarios metabdlicos por las rutas metabdlicas centrales obtienen un
desacoplamiento de la produccion de energia celular. La produccién de ATP por respiracion,
se basa en la actividad del complejo I (Berthold y col., 2000; Joseph-Horne y col., 2001,
Siedow y Umbach, 2000).

Las funciones biologicas de estas presuntas oxidasas alternativas en diferentes
organismos parecen ser tan diversos como el respectivo modo de induccion. Las oxidasas
alternativas se consideran generalmente para permitir el control de la sintesis de ATP para
mantener la homeostasis de la tasa de crecimiento y un volumen continuo del ciclo TCA bajo
una carga de energia alta (Joseph-Horne y col., 2001; Moore y col., 2002).
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En Pichia pastoris, como una levadura Crabtree negativo, la CRR fue detectada por
Veiga y col., (2003c). Kern y col., 2007 identificaron el gen que codifica para la oxidasa
alternativa de P. pastoris y encontraron que se expresa en la presencia de glucosa y es muy

inducible en presencia de antimicina A, un inhibidor del complejo 111 de la via del citocromo.

En la Tabla 13, Kern y col., (2007) muestran los pardmetros fisiologicos de algunas
cepas de P. pastoris modificadas genéticamente.

Tabla 13. Pardmetros fisioldgicos de las cepas de P. pastoris (Kern y col., 2007).

Os pmax Etanol
Cepa (9/9.h) (1/h) (9/L)
1% Glucosa 5% Glucosa 1% Glucosa 5% Glucosa 1% Glucosa 5% Glucosa
X-33 0.39+0.02 0.31+0.03 0.23740.004 0.231+0.003 1.6+0.003 6.91+0.22

X-33 APpAOD  0.37+0.025 0.32+0.03 0.236+0.003 0.231+0.004 1.4+0.019 3.47+0.03
X-33 PpPAOD 0.41+0.015 0.40+0.025 0.245+0.004 0.241+0.003 1.76%0.035 7.97+0.35

Lo que hay que destacar en la Tabla 13 es que para todas las cepas se observa una
ligera disminucion en los valores de gs (tasa de captacion de glucosa) y Umax (tasa maxima de
crecimiento) al aumentar la concentracion de glucosa de 1% a 5%. Comportamiento que

también se obtuvo en el presente trabajo.

Kern y col., (2007) comentan que la respiracion de Pichia pastoris con glucosa como
fuente de carbono induce la actividad de la oxidasa alternativa obteniéndose un Yx/s mas bajo
que con otras fuentes de carbono ya que la actividad oxidasa alternativa produce calor en lugar
de apoyar la formacion de ATP para produccion de biomasa.

En los trabajos de Klein y col. (1998), en cultivos sumergidos, aireados y agitados,
resumidos en la Tabla 14, se muestra que un aumento en la concentracién de glucosa reduce,
Yxss, aumenta la produccion de etanol y también reduce el rendimiento de CO,. Es de notarse
que los valores de Yyxss de la Tabla 14 se acercan al valor de Yy = 0.4 obtenido en este
trabajo con Sy = 50 g/L, pero aqui sin agitacion y con aireacién difusiva desde el medio hacia

el interior de la placa de EPU.
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Tabla 14. Tasas especificas de crecimiento y coeficientes de rendimiento de glucosa de Saccharomyces cerevisiae
con diferentes concentraciones iniciales durante la fase de cultivo por lote (Klein y col., 1998).

Concentracion de glucosa inicial 20 45
(g/L)

Tiempo de la fase por lote (h) 22+0.5 26+0.5

ue (h™h 0.160.03 0.13+0.02

Ybiomasa/glucosa (Q[DCW]/g) 0.39+0.05 0.37+0.05

Y etanoliglucosa (Mol/mol) 0.008+0.015  0.012+0.011

Y cozigiucosa (Mol/mol) 1.15+0.04 1.10+0.03

% us fue obtenida por regresion lineal de la tasa especifica de crecimiento
observada durante la fase batch.

Cabe sefialarse que Hang y col., (2009) han obtenido en cultivo agitado por lote

sencillo, valores de Yx;s = 0.39 y 0.45 con glucosa y glicerol, respectivamente, los cuales son

valores similares a los obtenidos en este trabajo en CMS (Fig. 28). Nuevamente, es util

recalcar que los rendimientos de la Fig. 28 (0.46 < Yyxs < 0.49) se obtuvieron sin agitacion.

Cabe destacar que el costo por lote se reduce aproximadamente un 70% cuando se utiliza la

glucosa en lugar de glicerol como Unica fuente de carbono para la etapa de produccién de

biomasa. Por este motivo es atractivo el uso de la glucosa a nivel industrial, ademas de su gran

disponibilidad que presenta.

Tabla 15. Comparacion de la densidad celular y la produccion de fitasa entre la glucosa y el glicerol en cultivos

por lote alimentado (Hang y col., 2009).

Glucosa Glicerol
Glucosa o glicerol en lote Concentracion inicial (g/L) 20 40
Duracion (h) 20 22
s (1/h) 0.16+ 0.02 0.18+ 0.02
Rendimiento (g[DCW]/L) 0.39+0.06 0.45+0.04
Glucosa o glicerol en lote alimentado ~ Concentracién de solucion de alimentacion 70 50
(%p/v)
Duracion (h) 20+0.5 24+0.5
Maéxima densidad celular (g[DCW]/L) 10048 100+7
Rendimiento (g[DCW]/L) 0.55+0.02 0.59+0.04
Glucosa o glicerol en fase de Costo® de glucosa o glicerol (US$ por lote) 2.46 9.35
crecimiento
Metanol en lote alimentado Tiempo de induccién (h) 100 100
Duracion de la fase de transicion (h) 8 3-4
Actividad final de fitasa (FTU/mL) 2200£152 2310£180
Rendimiento (FTU[metanol]/mL[fitasa] 0.25+0.11 0.28+0.09

% Los precios de glucosa (grado industrial) y glicerol (grado industrial) se obtuvieron de Chinachemnet.com
Corporation (China, agosto de 2008).
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En resumen, se puede concluir que la produccion de levaduras en placas de EPU, con
un espesor h = 0.7 cmy Sy = 50 g/L es un sistema méas simple que el cultivo sumergido,
aireado y agitado por lote simple, pero produce rendimientos y concentraciones celulares
similares (20 g/L). Incluso que si se permite un metabolismo mixto (aerobio y fermentativo) se
puede alcanzar con Sy = 150 g/l, la concentracion celular de 40 g/L. Pero también es preciso
reconocer que el sistema aqui estudiado tendria una productividad volumétrica menor que el
lote alimentado ya que en este Gltimo sistema se logra una concentracion final de células
cercanas a 100 g/L.

3.2. Parametros cinéticos.

En la figura 29, se presenta el rendimiento Ycoxs (g CO,/ g glucosa consumida) en
funcién del espesor y a diferentes concentraciones iniciales de glucosa. Los datos muestran
que al disminuir el grosor se produce una menor concentracion de CO, por g. de glucosa
consumida y de igual manera el Ycoys disminuye al aumentar Sp= de 100 a 150 g/L. Lo cual
nos indica que la glucosa consumida se estd desviando a la produccion de otros compuestos

propios del metabolismo de esta levadura.

w50 g/L =100 g/L = 150 g/L

o

w
1
-

o
N
1

o
[N
1
%«

Rendimiento Y¢q,s

0.3 0.5 0.7

Espesor (cm)

Figura 29. Efecto de la concentracion inicial de glucosa y del espesor del EPU sobre el rendimiento Y o5 por P.
pastoris en CMS.
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En la figura 30 se muestran los valores de la fase Lag en funcion del espesor y a
diferentes concentraciones iniciales de glucosa.

m50 ¢g/L m100 g/L m 150 g/L

30 4

20 -

Fase Lag (h)

10 A

0.3 0.5 0.7
Espesor (cm)

Figura 30. Efecto de la concentracion inicial de glucosa y del espesor del EPU sobre la duracién de la fase lag de
P. pastoris en CMS.

Se observa un aumento en el tiempo de la fase lag al incrementar la concentracion
inicial de glucosa, sin embargo, el efecto de grosor no causa un impacto significativo en el
tiempo lag. Las altas concentraciones iniciales de glucosa causan un efecto en la duplicacion

celular debido a la presion osmotica que se ejerce sobre las células.

En la figura 31 se representa la tasa especifica de produccion de CO; (Um) en funcion
del espesor y a diferentes concentraciones iniciales de glucosa. Se observa que la pn, es
afectada por la concentracion de glucosa, al aumentar, la py, disminuye drasticamente. Los
datos muestran una ligera tendencia de la pm al disminuir el grosor para una misma

concentracion.
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Figura 31. Efecto de la concentracion inicial de glucosa y del espesor del EPU sobre la tasa especifica de
produccion de CO, de P. pastoris en CMS.

En la figura 32 se representa el coeficiente respiratorio (CR) en funcion del tiempo a
diferentes concentraciones iniciales de glucosa y diferentes espesores de EPU. Es interesante
recalcar que todas las experiencias aqui mostradas tuvieron curvas difasicas de CR en el
tiempo. Al principio de la fermentacion CR < 0.4, crecié progresivamente hasta alcanzar un
valor maximo que nunca fue mayor de la unidad y luego decrecid. Este patron respiratorio
indica que, la mayor parte del tiempo, una parte significativa del metabolismo es distinto del

clasico metabolismo aerdbico con CR = 1 que seguiria la estequiometria siguiente:

CeH1206 + 60, — 6CO, + 6 H,O

Los valores de CR <1 tampoco se pueden explicar sélo por la fermentacion etandlica

que sigue la siguiente estequiometria y no consume oxigeno.

CeH1205 — 2C,HgO, + 2CO»

Pero podria explicarse por la formacién de alguna proporcién de productos
parcialmente oxidados como el &cido citrico que, consumiendo oxigeno, sigue la siguiente

estequiometria sin liberacion de CO,.

CeH1206 + O, — CgHgOg + 2H,0
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De esta forma, es posible pensar en un metabolismo complejo con proporciones
variables de consumo de O, y formacién de CO, y otros productos parcialmente oxidados.

La Fig. 32 indica que cada una de las fermentaciones con diferentes concentraciones
iniciales (Sp = 50, 100, 150 g/L) present6 un pico a un tiempo caracteristico: tmax = 18, 25y 38
h, respectivamente. Pero los valores méximos de CR crecieron monotonicamente con el valor
de h (es decir de f) y por ende, se presentd una relacion compleja entre el valor de, S y f, para
producir el maximo valor de CR. Por ejemplo: con h = 0.3 cm (f = 0.57) el maximo valor de
CR ~ 0.8, fue con Sy = 100 g/L. Pero con los valores de h =0.5y 0.7 cm (f =0.72 y 0.8) los
valores méximos de, 0.9 < CR < 1, correspondieron a So = 50 g/L. Y en todas las placas con Sy
= 150 g/L, el cociente respiratorio estuvo en el intervalo: 0.4 < CR < 0.7. Todo esto sugiere
que las células de Pichia pastoris, crecidas con medios hipertonicos (Sp > 50 g/L) desarrollan
fermentaciones mixtas, cuya orientacion varia con la fase del cultivo y con el nivel de
aireacion, que en este caso estuvo creado por la difusion pasiva de oxigeno en placas de

distinto grosor.
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Figura 32. Efecto de la concentracion inicial de glucosa y del espesor del EPU sobre el coeficiente respiratorio de
P. pastoris en CMS.

Para entender el comportamiento observado del CR en este trabajo, analizaremos los

siguientes articulos:

Hang y col., 2009 comentan que la medicion de los parametros en tiempo real (DO y

RQ) permiten establecer las condiciones de cultivo para evitar el efecto Pasteur (represion de

83



oxigeno) y el efecto Crabtree (represion de la glucosa de la cadena respiratoria), asi como para
preparar la induccion con metanol en un cultivo de P. pastoris en lote alimentado con glucosa.
Estos autores establecen que el metabolismo respiratorio completo de glucosa se asegura por
el control de CR > 0.9.

Por otro lado, Anderlei y col., 2004 evaluaron la medicion en linea de la actividad
respiratoria de Pichia stipitis, incluyendo la tasa de transferencia de oxigeno (OTR), la tasa de
transferencia de didxido de carbono (CTR), y el cociente respiratorio (CR). La tasa de
transferencia de oxigeno es un pardmetro cominmente empleado para cuantificar el estado
fisioldgico de un cultivo aerdbico, ya que la mayoria de las actividades metabolicas dependen
del consumo de oxigeno. Sustrato o limitaciones de oxigeno, inhibiciones por productos, el
crecimiento diauxico y fendmenos bioldgicos pueden ser descubiertos basados en el curso de
la tasa de transferencia de oxigeno durante la fermentacion (Anderlei y Biichs, 2001). La tasa
de transferencia de dioxido de carbono (CTR) y el cociente respiratorio (CR) en biorreactores
agitados proporcionan mas informacion, utilizados en la prediccion de la concentracion de
biomasa, evaluando eficiencias energéticas del crecimiento, monitoreando rendimientos de
crecimiento y controlando procesos por lotes alimentados (Grosz y col., 1984; Wang y col.,
1979).

La Fig. 33, tomada del trabajo de Anderlei y col., (2004) que durante las primeras 5 h,
el valor fue CR < 1. Después, el CR aument6 hasta llegar a 3.0, a las 9 h, descendid
abruptamente para permanecer con valores CR < 1 después de 10 h. El ascenso del CR entre 5
h y 9 h se acompafié de la produccion de etanol que termind después de las 10 h. La forma de
las curvas de CR indicadas en la Fig. 33, es muy diferente de las aqui presentadas en la Fig.
32. Ahi las curvas fueron muy asimétricas y en este trabajo, fueron marcadamente simétricas.
Pero, en ambos casos se presentd la curva difasica de CR. La explicacién méas sencilla a estos
experimentos es la variacion entre las tasas de aireacion y las demandas biologicas de oxigeno,
a lo largo del proceso en el que aumenta la biomasa y disminuye la concentracion del sustrato.
Para explicar mejor estos resultados se llevaron a cabo balances de carbono que se presentan

en el capitulo 4 de la seccion de resultados.
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Figura 33. (A) Tasas de transferencia de O2 y CO2 y el CR de la fermentacién de la levadura P. stipitis
(Anderlei y col., 2004).
(B) La concentracion de glucosa y etanol del analisis fuera de linea. Condiciones de agitacion del agitador
rotatorio: 100 rpm frecuencia de agitacion, 50 mm diametro de agitacion, 30 °C temperatura de la fermentacion,
10 mL volumen de llenado.

85



4. BALANCES DE CARBONO
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4.- Balances de carbono.

En este capitulo se presentan los balances parciales de C, pues se omitio la produccion
de etanol que no pudo ser recuperado por la falta de un sistema condensador. Sin embargo, se
observo que utilizando la medicion de la biomasa, el CO; y el acido citrico final, los balances
se acercaban al 100% con Sy = 50 g/L. Pero eran menores con Sp = 100 y 150 g/L. Para cerrar
los balances se procurd identificar un pico adicional en el perfil de HPLC. Con estos datos, se

mejoraron notablemente los balances, seguin se muestra en la Fig. 34.
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Figura 34. Balances parciales y totales de carbono en los cultivos realizados con diferente concentracion inicial
de glucosa y diferente espesor de EPU.
[2) 50 g/L, b) 100 g/L y c¢) 150 g/L]

Sin embargo, a pesar del incremento en los balances, sigue faltando un 30 % para la
concentracion de 150 g/L en el grosor de 0.3 cm. En los casos en los cuales no se alcanz6
valores del porcentaje de carbono recuperado mayor al 90% se supone que fue debido a la
produccion de etanol que se perdi6 durante el tiempo de cultivo.

Después de realizar los balances de carbono, se realizaron los balances de grado de
reduccion y se encontré que el producto faltante tiene un grado de reduccion de 6, que
corresponde al etanol, esto confirma las condiciones obtenidas de limitacion de oxigeno

provocando la produccion de etanol.
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Una vez que se tenian los balances de grado de reduccion, se decidié analizar en la
bibliografia la relacion entre el contenido de energia del sustrato con el rendimiento de

biomasa.

Verduyn, 1991 realiz6 un estudio detallado al respecto. Comenta que durante mucho
tiempo se ha intentado predecir el rendimiento de los microorganismos en diferentes fuentes
de carbono, relacionando el contenido de energia de la fuente de carbono (generalmente
expresa como el grado de reduccién) a un nimero de parametros. Estos parametros incluyen el
rendimiento de los electrones disponibles (Payne, 1970) o la produccion de calor por la
cantidad de biomasa formada (Birou y col., 1987; Von Stockar y Marison 1989). Linton y
Stephenson (1978) han demostrado que existe una correlacion entre el calor de combustion del
sustrato y el rendimiento de biomasa maxima expresada como g de biomasa/(g de carbono
sustrato). Un modelo més refinado fue presentado por Gommers y col., (1988). En este
modelo el porcentaje de asimilacion de la fuente de carbono estaba relacionada con su calor de
combustion. La tendencia general de estos estudios fue una figura con una parte ascendente
(hasta un grado de reduccion de aproximadamente 4.5 a 5) y una parte horizontal a mayores
grados de reduccion en que la asimilacion era cerca de 100% (es decir, posiblemente un
crecimiento limitado de carbono). Sin embargo, hay una serie de excepciones a la aparente
regla de que el rendimiento con una fuente de carbono con un alto grado de reduccion
automaticamente sera mas alto que con una de un menor grado de reduccién. Verduyn y col.,
1991a cultivaron una levadura (Candida utilis) en una amplia variedad de fuentes de carbono
(Tabla 16). Las rutas empleadas para el metabolismo general durante el metabolismo de las

diversas fuentes de carbono se representan esquematicamente en la Figura 35.
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Figura 35. Representacién esquematica de las rutas metabélicas durante el crecimiento de C. utilis con varias
fuentes de carbono (Verduyn y col., 1991%).

Debido a que la absorcion de glicerol en C. utilis, es por difusion pasiva o difusion
facilitada (Gancedo y col., 1968) concluyen que, en general, las fuentes de carbono con un alto
grado de reduccion tienen un porcentaje de asimilacion mayor que aquellos con un bajo grado
de reduccidn, pero hay sus excepciones comunes y que el contenido de carbono y energia del

sustrato determina el rendimiento de biomasa en un grado importante.
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Tabla 16. Rendimiento celular (g biomasa/g sustrato) de C. utilis CBS 621 y S. cerevisiae CBS 8066 en cultivos
aerobios limitados de carbono en medio minimo sobre varias fuentes de carbono como una funcién del grado de
reduccion (Verduyn y col., 1991%).

Fuente de Carbono Gradode Rendimiento
reduccion (9/9)

C. utilis
Acido citrico 3.0 0.34
Acido piravico 3.3 0.39
Acido succinico 35 0.39
Acido glutamico 3.6 0.29
Acido glucénico 3.7 0.44
Acido acético 4.0 0.39
D-alanina 4.0 0.31
Glucosa 4.0 0.51
Acido lactico 4.0 0.42
Xilosa 4.0 0.42
Glicerol 4.7 0.58
Acetoina 5.0 0.49
Acido butirico 5.0 0.61
2,3-Butanediol 5.5 0.52
Etanol 6.0 0.69

S. cerevisiae
Acido acético 4.0 0.29
Etanol 6.0 0.61
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CONCLUSIONES

El modelo de estudio propuesto para la produccién de biomasa de Pichia pastoris a partir
de glucosa como fuente de carbono y energia en un medio de cultivo impregnado en espuma

de poliuretano bajo condiciones de cultivo en medio sélido permitié demostrar que:

1. La produccion de levaduras en placas de EPU, con un espesor h = 0.7 cmy Sy = 50
g/L es un sistema mas simple que el cultivo sumergido, aireado y agitado por lote
simple, pero produce rendimientos y concentraciones celulares similares (20 g/L).
Incluso que si se permite un metabolismo mixto (aerobio y fermentativo) se puede

alcanzar con Sp = 150 g/L, la concentracion celular de 40 g/L.

2. Es importante resaltar que la concentracion de biomasa de 40 g/L obtenida en este
trabajo ya calificaria en el limite inferior de los cultivos densos. Los cuales llegan a
tener hasta mas de 100 g/L de levaduras en cultivos sumergidos y controlados en forma

de lote alimentado.

3. Los efectos de grosor de las placas de EPU sobre el crecimiento de Pichia pastoris no

son tan importantes como el efecto de la concentracion inicial de glucosa.

A nuestro conocimiento, éste es el primer trabajo en el que se evalla el crecimiento de
Pichia pastoris utilizando glucosa como fuente de carbono en cultivo en medio solido con
EPU.
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PERSPECTIVAS

Para continuar posteriormente con este trabajo se propone utilizar placas de EPU con
un grosor de 0.7 cm, ya que es el que tiene mas espacios vacios que permiten una mayor
aireacion. También se recomienda evaluar diferentes flujos de aire mayores al utilizado en este
trabajo (50 cm®/min) hasta lograr un consumo completo de la glucosa con un metabolismo

respiratorio.

Cabe destacar, que las ventajas que pudiera tener el sistema de cultivo solido aqui
desarrollado sobre la produccion de biomasa, podrian tener un impacto significativo en la

industria que rodea a Pichia pastoris en la produccion de proteinas recombinantes.
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